Lutostawa Skrzypczak Rosliny rodziny Gentianaceae

Katedra i Zaktad z kultur in vitro
Sotanid Farmaceutycznel potencjalnym zrodiem
ademia Medyczna : s 14
im. Karola Marcinkowskiego Sekc_)lryd(_)ldo_\/\/
Poznan aktywnych biologicznie

1. Wprowadzenie

We florze polskiej wystepujg trzy rodzaje roslin objete rodzing Gentianaceae (Goryczkowa-
te): Centaurium Hill,, Gentiana L, i Swertia L. Surowcem leczniczym jest ziele centurii pozyski-
wane z gatunku Centaurium erythraea Rafn. (centuria pospolita) zbierane ze stanowisk natu-
ralnych, ktérych zasoby sa coraz ubozsze. W fitoterapii stosowane sg réwniez korzenie réznych
gatunkéw rodzaju Gentiana (1). W Europie surowiec pochodzi najczesciej z nastepujacych
roslin: Gentiana lutea L. (goryczka zé6ha), G. pannonica Scop. (goryczka pannonska), G. punc-
tata L. (goryczka kropkowana) i G. purpurea L. (goryczka purpurowa). Gatunki wystepujace w
Polsce sa objete Scistg ochrong. Na rynku krajowym Radix Gentianae nalezy do surowcow
deficytowych i pochodzi wylgcznie z importu. Roczne zapotrzebowanie suchego surowca, je-
dynie do celéw leczniczych, wynosi okoto 3 tony. Trudnosci w pozyskiwaniu cennych korzeni
sktonity do podjecia ich uprawy, szczegoélnie gatunku G. lutea (2-6). Wyniki okazaly sie nie-
ekonomiczne, bowiem roslina wymaga dobrych warunkéw glebowych i troskliwej opieki. Za-
kwita po kilku latach i w takim okresie wytwarza korzenie nadajace sie do zbioru na surowiec
leczniczy (7). Z terendw Europy korzen goryczki jest importowany do Japonii, gdzie prowa-
dzono réwniez proby uprawy rosliny macierzystej (8). W Japonii, Korei i Chinach surowcem
leczniczym o podobnym zastosowaniu jak korzenie goryczek, sa czesci nadziemne gatunkow
rodzaju Swertia (niebielistka): Swertia japonica Makino / S. pseudochinensis Hara (9). W Polsce
niebielistki wystepuja rzadko (10).,

Surowceen zastepczym korzeni goryczek jest czesto stosowane ziele gatunku Biackstonia
perfoliata (L.) Hudson (= Chlora perfoliata L), ktérego terenem naturalnego siedliska sg euro-
pejskie i afrykanskie regiony Morza Srédziemnego. Drugim gatunkiem z Gentianaceae, ktory
nie wystepuje w naszej florze jest Eustoma grandiflorum Shinn. (= E. russelianum Griseb., =
Lisianthus russelianus Hook.). Gatunek ten spotyka sie w poludniowo-zachodniej czesci Ame-
ryki Pétnocnej i bywa nazywany goryczka prerii badZz dzwonkiem Teksasu. Zostat wprowadzony
do upraw w Stanach Zjednoczonych Ameryki Pétnocnej, a pézniej w Japonii. Ze wzgledu na
okazate i banvne kwiaty, roslina wzbudzita szerokie zainteresowanie w ogrodnictwie jako kwiat
ciety i doniczkowy (11-14). Zajmowano sie rowniez analiza metabolitbw wtérnych tej rosliny
(15,16).

2. Metabolity wtérne aktywne biologicznie

Gtéwnymi zwigzkami leczniczymi wymienionych gatunkoéw sa glukozydy sekoirydoidowe
nalezace do irydoidow ztozonych o otwartym pierscieniu cyklopentanowym.

Zwigzki te posiadaja gorzki smak i warunkuja dziatanie surowcéw roslinnych stosowanych
w schorzeniach uktadu pokarmowego (17,18). Wplywajg réwniez pozytywnie na system immu-
nologiczny jelit (19). Na przykiad korzenie goryczki z6ttej sa sktadnikami ponad 100 specyfikow
ziotowych (20), a wyciagi, z uwagi na gorzki smak, sa stosowane przy wyrobie win i likierow (21).
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Najbardziej gorzkimi zwigzkami naturalnymi, dotgd poznanymi, sa acylowe pochodne glu-
kozydéw sekoirydoidowych amarogentyna i amarosweryna (rys. 1). Wtasciwosci biologiczne
posiadajg rowniez amaropaniana i gencjopikrozyd, ktérego zawarto$¢ w surowcach roslinnych
jest znacznie wyzsza od acylowanych glukozydéw sekoirydoidowych (tab. 1). Gencjopikrozyd
w wyniku hydrolizy enzymatycznej uwalnia aglikon - gencjogenal (gencjopikral) wykazujacy
wilasciwosci fungistatyczne (24,25) i przeciwbakteryjne (26).

0140)

0O-glukozyl
Gencjopikrozyd

(040

Gencjogenal (=Gencjopikral)

Rys. 1. Struktury gtéwnych glukozydéw sekoirydoidowych gatunkéw rodziny Gentianaceae.

W czesciach nadziemnych gatunku Eustoma grandiflorum, poza znanymi zwigzkami, jak
swercjamaryng (hydrolizujgca do gencjogenalu), swerozydem i gencjopikrozydem, wykryto trzy
nowe sekoirydoidy, w tym zwigzek z atomem chloru, co nalezy do rzadkosci w obrebie irydoi-
doéw (15). Podobnie w zielu Blackstonia perfoliata wystepuja w znikomych iloSciach swercjama-
ryna i swerozyd oraz okoto 3% gencjopikrozydu. Wymienione zwigzki dominuja natomiast w
gatunku Centaurium erythraea, gdzie znajdujg sie rowniez estry swercjamaryny i swerozydu (27).

Omawiane gatunki z Gentianaceae zawierajg réwniez inne zwigzki, jak; ksantony, flawonoidy
czy kwasy tereftalowe. Te metabolity wtérne, o duzym znaczeniu w chemicznej taksonomii
rodziny Gentianaceae, budzg zywe zainteresowanie z uwagi na stwierdzone wasciwosci bio-
logiczne (28,29).
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Tabela |
Sekoirydoidy w gatunkach rodziny Gentianaceae
Nazwa S’redniail' Blackst.onia Centaurium Eus?oma Gentifama Swer.tia
A zawarto$¢ perfoliata erythraea  grandiflorum species species

zwigzku % (22,23) Hb Hb Hb Rd Hb
Amarogentyna 0,05-0,3 + -+
Amarosweryna 0,03-0,1 + -l
Amaropanina 0,05-0,2 -+
Gencjopikrozyd 2,0-4,0 + + -+ + (+)
Swertiamaryna 1,5-3,6 (+) +
Swerozyd (+) h + N
Inne sekoirydoidy + +

Hb - czesci nadziemne rosliny, Rd - korzenie, + obecny, (+) obecny w matych ilosciach.

3. Prace wlasne: Badania in vitro i analiza chemiczna

Niewiele gatunkéw roslin z rodziny Gentianaceae prébowano regenerowa¢ w warunkach in
vitro (tab. 2). Nasze badania zapoczatkowaliSmy w 1982 r. kulturami tkankowymi rodzaju Genti-
na, otrzymujac po trzech latach powtarzalne wyniki (30). Poza gatunkami rodzaju Gentiana ba-
daniami byly objete rosliny Blackstonia perfoliata, Centaurium erythraea, Eustoma grandiflorum i
rodzaj Swertia. W kulturach tkankowych stosowano rézne zmodyfikowane pozywki. Najczesciej
byla to pozywka Murashige-Skoog-a, a takze White-a lub Gamborga wzbogacone auksynami,
cytokininami i giberelinami. Inicjacje kultur prowadzono z zarodkéw i siewek otrzymanych z na-
sion. Badania dotyczyty réwniez mikrorozmnazania, w ktérym jako eksplantatéw uzywano frag-
mentéw lisci, pakéw szczytowych i bocznych. W wielu przypadkach uzyskiwano wysokie
wskazniki mnozenia. Zregenerowane w ten sposob rosliny - badz poprzez tkanke kalusowa -
osiggaty petnie rozwoju i zakwitaly po przeniesieniu do doniczek, badz do gruntu. Wsréd gatun-
kéw z Gentianaceae tylko sporadycznie prowadzono dos$wiadczenia nad kulturami zawiesino-
wymi.

Nie we wszystkich przypadkach, w otrzymanych in vitro roslinach, tkankach kalusowych czy
zawiesinie komorek, analizowano zawarto$¢ sekoirydoidéw (tab. 2). Doswiadczenia nasze
zmierzaly do sprawdzenia czy w kulturach in vitro zachodzi biosynteza farmakologicznie czyn-
nych zwigzkéw i ewentualnie na jakim etapie to nastepuje.

W otrzymanych materiatach z kultur in vitro analizowaliSmy obecnos$¢ sekoirydoidéw me-
toda chromatografii cienkowarstwowej (TLC), rozwijajac réwnolegle zwigzki wzorcowe. Stoso-
wano najczesciej gotowe plytki z zelem krzemionkowym HPTLC 60 F254 (f-my Merck). Faza ru-
choma byly mieszaniny; chloroform-metanol (4--1 obj./obj.) lub octan etylu-metanol-woda
(100-1-17-+-10, obj./obj.). lloSciowg zawartos¢ amarogentyny i gencjopikrozydu oznaczano me-
toda densytometryczng po uprzednim (TLC) rozdziale chromatograficznym (31).

Ciekawe okazaty sie wyniki oznaczen zawartosci gencjopikrozydu w materiale z kultur in vi-
tro gatunku Blackstonia perfoliata (32). Roslina, z ktérej podjeto inicjacje kultury tkankowej
pochodzita z terenéw Grecji i zawierata 1,6% gencjopikrozydu. Tak jak stwierdziliSmy, biosynte-
za tego zwiazku zostata zapoczatkowana juz w tkankach kalusowych, gdzie zawarto$¢ wynosita
4,2% i wzrosta w ukorzenionych roslinach az do 5,8%. Fakt, ze kultury tkankowe syntetyzujg
wiecej aktywnych zwigzkéw od rosliny gruntowej nalezy do rzadkosci (39).

Drugim gatunkiem, budzgcym nasze szczeg6lne zainteresowanie, jest Gentiana tibetica nie
wystepujaca we florze polskiej, a ktérg tatwo rozmnaza¢ w warunkach in vitro. Obecnos¢ zna-
czacych ilosci sekoirydoidéw w czesciach nadziemnych tej rosliny z kultur in vitro wskazuje, ze
nie tylko korzenie moga znalez¢ zastosowanie w fitoterapii.
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Lp. Gatunek

1 Blackstonia
perfoliata

2 Centaurium
erythraea

3 Eustoma
grandiflorum

4 Gentiana
cruciata

5 Gentiana
lutea

6 Gentiana
pneumonantha

7 Gentiana
punctata

8 Gentiana tibetica
King ex Hooker

9 Swertia
japonica
10  Swertia

pseudochinensis

Kultury in vitro gatunkéw rodziny Gentianaceae

Eksplantat

czesci siewek,
fragmenty lisci

czesci siewek,
fragmenty lisci

fragment lisci
albo kalus

kalus, zawiesina

fragmenty lisci,

paczki szczytowe, frag-
menty todyg i lisci

czesci siewek, fragmenty
lisci

siewki, fragmenty lisci

zarodki, siewki, korzenie

czesci siewek, meryste-
my wierzchotkowe, paki
przybyszowe, wierzchot-
ki pedu

czesci siewek

zarodki, siewki

czesci siewek -
wierzchotki pedu, wezty,
fragmenty korzonkéw

korzonki z siewek

hypokotyle i korzonki
siewek

wierzchotki korzonkéw

+ obecne, - nie stwierdzono, (-) nie badano.
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Rezultaty
kalus, paki, pedy,

rosliny.

kalus, paki, pedy, rosliny

pedy, korzenie, kalus

kalus, embriogeneza za-
wiesiny, rosliny

paczki, pedy, rosliny

kalus, pedy, rosliny

kalus, paki, pedy, rosliny

kalus, paki, pedy,
rosliny.

pedy, roslinki, kalus

kalus, paki, roslinki

paki, pedy, roslinki

paki, pedy, roslinki

paki, pedy, roslinki
rosliny, kalus

kalus, pedy bez korzeni

kalus, paki, pedy, rosliny

kultura korzeni

Obecnosé
sekoiry-
doidéw

)

i)

+
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4. Podsumowanie

Na podstawie nielicznej grupy roslin Gentianaceae prébowano wykaza¢ znaczenie kultur
in vitro jako Zrédifa surowcéw leczniczych, badZz materiatu do izolacji wtérnych metabolitéw
o aktywnosci biologicznej. Poprzez kultury zarodkéw i drogg mikrorozmnazania otrzymano
zregenerowane rosliny, lecz tylko niektére o wysokim wskazniku mnozenia.

Czesto juz na etapie tkanki kalusowej obserwowano biosynteze sekoirydoidéw, ktorych
zawarto$¢ wzrastata w miare regeneracji roslin. Ekonomicznym zrédiem tych zwigzkéw moga
okazac sie rowniez kultury zawiesinowe komoérek. Zregenerowane rosliny in vitro obok uzytecz-
nosci fitoterapeutycznej sg dogodnym systemem w Sledzeniu biosyntezy sekoirydoidow.

W ostatnich latach badania nad mikrozmnazaniem roslin leczniczych i produkcjg wtérnych
metabolitbw sg przedmiotem zywego zainteresowania.
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In vitro cuKures of plants from the family Gentianaceae as a potential source
of biologically active secoiridoids

Summary

Data on the tissue culture of several rare plants from the Gentianaceae are presented. The presence of

secoiridoid glucosides in regenerated plants, callus tissue and suspension cultures has been determined
using a TLC method. Quantitative determination of these compounds was made by TLC-densitometry. In
some cases, the biosynthesis of secoiridoides has alredy been observed in callus tissues. The regenerated
in vitro plants may be useful not only as a source of medicinal plants, but also as a simple experimental
system for studies on the biosynthesis of bitter glucosides.
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