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1. Wstep

Biotechnologia roslinna poza duzymi warto$ciami poznawczymi ma juz wyrazne znaczenie
praktyczne. Przejawito sie¢ ono gtéwnie w masowym rozmnazaniu in vitro wielu gatunkéw zuzyt-
kowanych w rézny sposob przez cztowieka. Dzieki wspodtdziataniu nauk biologicznych, chemi-
cznych i technologicznych przekonano sig, jak mozna uzytkowac informacje genetyczng za-
wartg w komoérkach somatycznych, jak ingerowa¢ w fenotyp i genotyp roslinny, zmienia¢ jego
procesy fizjologiczne i szlaki metaboliczne. Wynikiem tych badan jest doprowadzenie do szyb-
kiego namnazania oraz otrzymywania coraz wiekszej liczby roslin o nowych cechach réznej
natury, ktére sg wynikiem zmian genetycznych jak i czynnikéw epigenetycznych.

Mikrorozmnazanie (mikropropagacja) polega na rozwoju w hodowli in vitro, z istniejgcych
lub przybyszowych merystemow, organdw i matych roslinek (piantlets) nadajacych sie do dal-
szego wzrostu w gruncie. Ta droga rozmnazania ma wiele zalet, pozwala bowiem na;

- zwiekszenie wskaznika namnazania,

- skrécenie okresu wegetaciji,

- otrzymywanie zregenerowanych roslin o dowolnej porze roku,

- reprodukcje roslin, ktére w pewnych warunkach nie wydaja nasion lub majg one mata
site kietkowania,

- otrzymywanie roslin wolnych od wiruséw,

- przechowywanie zregenerowanych organoéw i roslinek w niskich temperaturach dodatnich,

- otrzymywanie roslin o zmienionej liczbie chromosomow,

- wyselekcjonowanie linii roslin o odpowiednim fenotypie.

Do zapoczatkowania hodowli stuzg tkanki i fragmenty organéw roslinnych (eksplantaty),
ktore przeniesione na sterylng pozywke moga w warunkach in vitro rozrastac¢ sie i réznicowac.
W sktad pozywek wchodzg zwykle sole nieorganiczne, cukier, witaminy, cytokininy, auksyny
i inne regulatory wzrostu. Wszystkie czynnos’ci zwigzane z przenoszeniem tkanek na Swiezg
pozywke prowadzone sg w warunkach sterylnych.

2. Metody mikrorozmnazania roslin

Regeneracja roslin w kulturze in vitro nastepuje badz z istniejgcych merysteméw roslinnych
(zarodek, paczki szczytowe i boczne), badz z merysteméw przybyszowych, ktére wytwarzajg
sie bezposrednio na eksplantacie lub posrednio przy udziale kalusa, tj. niezr6znicowanej masy
jednorodnych, parenchymatycznych komdrek obrastajgcych eksplantat. Z merysteméw przy-
byszowych na odpowiedniej pozywce rozwija¢ sie moga pedy; najczesSciej wymagaja one
wilasciwych regulatoréw wzrostu do ukorzenienia; moga tez powstawaé¢ somatyczne zarodki,
ktore rozwijajg sie w roslinki.

Zasady wegetatywnego rozmnazania roslin metodami hodowli tkanek in vitro przedstawita
Zenkteler (1). W ten sposob otrzymywanych jest wiele sadzonek roslin ozdobnych, warzywnych,
przyprawowych, uzytkowych, a takze drzew i krzewdw. Mikrorozmnazanie roslin leczniczych
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opisali Bajaj i. in. (2). Przytoczyli oni liczbe 137 gatunkdw mnozonych in vitro. Obecnie jednak
mozna przyjaé, ze lista ta znacznie sie powiekszyla. Monografie dotyczace mikropropagaciji
i chemizmu roslin leczniczych i aromatycznych przedstawiane sg w Biotechnology in Agricul-
ture and Forestry (ed. Y.P.S. Bajaj), tj. w kolejnych tomach ciggtego wydawnictwa Springer-
Verlag (2). Prace dotyczace mikrorozmnazania roslin leczmiczych w Polsce prowadzone sa
gtéwnie w srodowiskach farmaceutycznych (w Krakowie, Lodzi, Poznaniu i Warszawie). Z ga-
tunkow, ktére figurujg w Farmakopei polskiej, wyd. V, proces mikrorozmnazania opracowany
jest dla okoto 40 roslin leczniczych, tj. potowy wymienionych w tym dziele. Przegladu badan
dokonaty Furmanowa i Olszowska (3). Dobrego opanowania réznych technik mikropropagaciji
wymagajg szczegolnie rosliny, ktére w Polsce w stanie naturalnym nie rosng, moga by¢ jedynie
aklimatyzowane lub takie, ktére nie zawsze zawigzujg nasiona. Dobér metody uzalezniony jest
zwykle od kilku czynnikéw: cech morfologicznych i fizjologicznych roslin, rodzaju eksplantatu
pobieranego do badan i ostatecznego celu jaki ma by¢ uzyskany. Przy wyborze metody
pamieta¢ nalezy réwniez o obsen”rowanej czesto zmiennosci organizméw w hodowli in vitro.
Zmiana genotypu powsta¢ moze przy mnozeniu roslin za posrednictwem Kkalusa, zwlaszcza
przy organogenezie, gdy z osrodkéw merystematycznej aktywnosci wyrasta ped wymagajacy
do ukorzenienia przeniesienia na inng pozywke z odpowiednimi regulatorami wzrostu. Statos¢
genotypu zapewnia regeneracja pedow z istniejgcych juz merysteméw. Ta metoda jest szcze-
golnie przydatna do mikrorozmnazania przedstawicieli rodziny wargowych - Labiatae (4).

Przyktadem mikrorozmnazania roslin z istniejagcych merystemoéw jest ceniona w lecznictwie
roslina nie wystepujaca we florze polskiej — Catharanthus roseus. Gatunek ten badany byt w Pol-
sce przez kilka zespotéw z réznych osrodkéw naukowych. Prace te dostarczyly informacji
o tworzeniu sie alkaloidow w catym okresie rozwojowym rosliny. Wstepne badania fitochemicz-
ne roslinek wyrostych in vitro i rozwinietych z nich (w namiotach foliowych) dojrzatych okazéw,
wykazaty inny sktad jakosciowy alkaloidéw monomerycznych - katarantyny i windoliny sktada-
jacych sie na jedna czasteczke dimerycznego alkaloidu winblastyny, dziatajgcego przeciwnowotwo-
rowo (5). Przez paczki boczne rozmnazana jest réwniez Coluria geoides - koluria kuklikowa, roslina
syberyjska (6). Bardzo cennym surowcem leczniczym sa jej korzenie, zawierajace olejek, ktore-
go gtéwnym sktadnikiem jest eugenol o dziataniu bakteriobdjczym. Zwiazek ten nie wystepuje
w wiekszych ilosciach w roslinach flory polskiej. Ze wzgledu na potrzebe uzyskania duzej masy
surowca opracowywana jest metoda hodowli in vitro, w pozywce ptynnej, samych korzeni. Dal-
szym etapem bedzie otrzymanie transgenicznych korzeni transformowanych {hairy roots).

Przyktadem regeneracji roslin nastepujacej z merysteméw przybyszowych, tworzacych sie
w kalusie, jest Bergenia crassifolia, gatunek syberyjski zawierajgcy arbutyne o dziataniu anty-
septycznym (7). Ta sama metoda jest tez stosowana do rozmnazania cieptolubnej rosliny Dio-
scorea deltoidea, ktéra w naszym klimacie nie rosnie (8). Wiele gatunkoéw z tego rodzaju zawiera
diosgenie - sapogenie steroidowa, wykorzystywang do produkcji kortykosteroidéw i hormonéw
ptciowych. Leki steroidowe otrzymywane z diosgeniny sa wymieniane ws$réd 10 najczesciej
przepisywanych preparatow w Stanach Zjednoczonych Ameryki Pétnocnej. Pedy Dioscorea
deltoidea dobrze rozwijaja sie z kalusa, a korzenie, zaleznie od uzytych regulatoréw wzrostu
réznig sie morfologicznie i anatomicznie. Doskonalagc metody hodowli otrzymano 1,34% dios-
geniny w pedach zregenerowanych in vitro. Zawartos¢ ta odpowiada ilosci zwiazku w roslinach
pochodzacych z gruntu.

Poza wymienionymi gatunkami obcego pochodzenia zachodzi czesto potrzeba rozmnaza-
nia in vitro roslin polskich. Na przyktad ze wzgledu na czeste porazenia plantacji kminku -
Carum carvi grzybami i bakteriami, jego nasiona stajg sie nie przydatne do wysiewu. Szukajac
nowych drég rozmnazania roslin z tego gatunku opracowano metode mikrorozmnazania przez
somatyczng embriogeneze. Polega ona na wytworzeniu w kalusie lub w komérkach hodowli
zawiesinowej, czy hodowli zarodkow, struktur komoérkowych zwanych embrioidami, tzn. soma-
tycznymi zarodkami, ktoére powstaja z komoérek somatycznych i sa zdolne da¢ poczatek nowej
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roslinie. Embrioidy morfologicznie przypominajg zarodki rozwijajace sie z zaptodnionej komoérki
jajowej. Poczatkowo majg one ksztalt owalny, nastepnie torpedowaty, sercowaty i liScieniowaty.
Ich cecha znamienng jest to, ze tworzg réwnoczesnie zawigzki korzenia i pedu, z ktérych
rozwijaja sie podobnie jak z zarodka cate rosliny. Somatyczna embriogeneza jest najszybsza
metoda namnazania roslin in vitro.

Z kilku graméw kalusa mozna otrzymac¢ okoto miliona zarodkéw. Aby zabezpieczy¢€ je przed
zbyt szybkim rozwojem opracowano metode ostaniania embrioidéw specjalng powioka. Uzy-
skiwane sg wtedy w formie kapsutek i nazywane sztucznymi nasionami, somatycznymi nasio-
nami lub syntetycznymi nasionami. Obecnie trwajg poszukiwania najlepszej powioki, ktora
dawataby wtasciwg ostone somatycznym zarodkom, zapewniata im wiasciwe przechowywanie
i dalszy rozwoj w glebie. Na przyktad embrioidy lucerny zatapiane w alginianie wapniowym
i przechowywane w formie kapsutek sag zdolne do rozwoju w rosliny w 30 do 40%, seleréw
w 90 do 100% (9). Kapsutki z embrioidami kminku przechowywane przez 3 miesigce w temp.
4"C rozwijaly sie w rosliny w 60% (10). Tworzenie sie embrioidéw w kulturze in vitro stwierdzono
po raz pierwszy w gatunkach rodziny baldaszkowatych - Umbelliferae, pdzniej u psiankowatych
- Solanaceae i krzyzowych - Cruciferae. Obecnie mozna je otrzyma¢ w gatunkach innych rodzin.
W sytuacjach, gdy somatyczne zarodki nie wytwarzaja sie, bgdz ich dalszy rozwéj w rosliny jest
nieprawidtowy do kapsutkowania moga by¢ uzyte merystemy szczytowe lub boczne (11).

Interesujgce badania na temat otrzymywania roslin haploidalnych z wykorzystaniem procesu
androgenezy prowadzone sa w os$rodku poznanskim. Przedmiotem badan sa rosliny lecznicze:
Atropa belladonna i Hyoscyamus niger (12,13), oraz inne z rodziny psiankowatych - Solanaceae.

Gatunki z klasy jednolisciennych, wytwarzajace cebule, sg na ogdét tatwo rozmnazane in
vitro przez organogeneze bezposrednia, polegajaca na wytworzeniu sie pedéw na eksplantacie,
ktérym jest czesto fragment miesistej tuski cebulowej pobranej wraz z pietka (14).

W hodowii in vitro mozliwe jest réwniez otrzymanie samych korzeni, ktére moga by¢ wy-
nikiem bezposredniej organogenezy (powstaja z pierwotnego eksplantatu), badz tworzg sie na
skutek posredniej organogenezy w kalusie. Hodowle korzeni prowadzone sg zwykle w zwigzku
z poszukiwaniem w nich substancji leczniczych gromadzonych w tych organach. Potrzeba
przyspieszenia ich wzrostu in vitro spowodowata, ze obecnie opracowano dla wielu gatunkéw
metodyke hodowli, tzw. korzeni transformowanych genetycznie hairy roots (korzeni
witosnikowatych) otrzymywanych przy uzyciu Agrobacterium rhizogenes. Sg one przyktadem
organéw transgenicznych, tj. takich, do ktérych wprowadzono obce DNA.

W Polsce niektére tematy dotyczace mikrorozmnazania roslin leczniczych realizowane sa na
Wydziatach Farmaceutycznych w Warszawie i w Poznaniu we wspoétpracy z osrodkami zagra-
nicznymi, np. z Instytutem Nauk Fizjologicznych Akademii Nauk w Moskwie oraz z Wydziatem
Biologii Uniwersytetu w Dusseldorfie.

Zwiekszone zapotrzebowanie na rosliny lecznicze z jednej strony i kurczace sie ich zasoby
naturalne z drugiej, beda niewatpliwie stymulowaly dalszy rozwdj metod biotechnologicznych,
ukierunkowany na szybkie rozmnazanie roslin in vitro. Rozwéj i stosowanie najnowszych metod
biologicznych ze szczegdélnym uwzglednieniem inzynierii genetycznej pozwoli w przyszitosci
uzyskac wartosciowy surowiec roslinny o zwiekszonej masie i zawartosci cennych sktadnikow.
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Micropropagation of medicinal plants

Summary
Various methods for the micropropagation of medicinal plants are discussed with reference to specific

examples. These are: Catharanthus roseus, Coluria geoides, Bergenia crassifolia, Dioscorea deltoidea,
Carum carvi, Atropa belladonna, Hyoscyamus niger. Method of transformed hairy roots culture is also
presented.
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