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Micropropagation of Arnica montana L. and sesquiterpene lactones
in regenerated plants

Summary

Plants of Arnica montana L. were micropropagated from shoot tips. Shoot
proliferation was obtained on Murashige and Skoog (MS) medium containing
auxin (IAA 0.5 pM/1) and cytokinin (BAP, Z, TDZ). BAP (0.25 pM/l) and Z (0.5 pM/I)
were most effective for proliferation and elongation of shoots. Under these con-
ditions, about 6 shoots per explant were obtained. Shoot proliferation was also
achieved in the presence of TDZ (0.05 pM/1). However, when used in higher
concentration (0.2-10 pM/1), thidiazuron caused shoot vitrification. Rooting of
shoots was induced an MS medium without growth regulators. The plantlets
were transplanted into pots. Phytochemical analysis showed that 4-week-old
plantlets produced sesquiterpene lactones.
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1. Wstep

Arnica montana L. (Asteraceae) jest rosling lecznicza. Surowiec
farmakopealny stanowig koszyczki arniki (Arniceae Anthodium),
stosowane w medycynie, gtownie zewnetrznie, jako S$rodek
przeciwzapalny, antyseptyczny, przeciwreumatyczny i przyspie-
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szajgcy gojenie ran. Ponadto ekstrakty z arniki stosowane sg w kosmetyce (1).
A. montana w Polsce rosnie rzadko (Sudety, Karpaty, Suwalszczyzna, Puszcza Bia-
fowieska) i objeta jest Scista ochrong. Ze wzgledu na wiasciwosci lecznicze arniki
i trudnosci w uzyskiwaniu surowca, podjeto badania nad mikrorozmnazaniem tej
roéliny z pgczkéw szczytowych. Sprawdzono wptyw réznych cytokinin na prolifera-
cje pedéw/t. montana. Otrzymane in vitro rosliny badano fitochemicznie pod wzgle-
dem obecnosci laktondéw seskwiterpenowych. Uwaza sie, ze zwigzki te s odpowie-
dzialne za dziatanie lecznicze surowcéw z A. montana (2).

2. Materiat i metody

2.1. Mnozenie i ukorzenianie pedéw

Materiat wyjsciowy do badan stanowity nasiona A. montana otrzymane z Ogrodu
Botanicznego w Gottingen. Nasiona sterylizowano w 2% roztworze podchlorynu
sodu przez 10 min, nastepnie ptukano je trzykrotnie (po 15 min) w sterylnej wodzie
destylowanej i przenoszono na poditoze Murashige i Skoog (MS) (3) z kinetyng
0,1 pM/1 i kwasem giberelinowym w ilosci 5,0 pM/1. Probdwki z nasionami trzymano
w ciemnosci, a po ich wykietkowaniu przenoszono na $wiatto o natezeniu ok. 2500 lux.
Po trzech tygodniach hodowli uzyskano siewki, z ktérych pobierano czesci wierz-
chotkowe (ok. 0,5 cm), obejmujgce paczek szczytowy z dwoma listkami. Eksplantaty
umieszczano na agarowym podtozu MS z dodatkiem IAA 0,5 pM/1 i BAP 5 pM/1.
W ciggu czterech tygodni hodowli powstata rozetka licznych krétkich pedéw
(ok. 0,3 cm dtugosci), przenoszono je na pozywke MS bez regulatoréw wzrostu,
w celu ich wydtuzenia. W tych warunkach, po dwoch tygodniach pedy osiggaty
dtugos¢ 0,5-0,7 cm. Pedy te rozdzielano i umieszczano pojedynczo na podtozu MS
zawierajacym |AA 0,5 pM/1 i jedng z trzech cytokinin: BAP - benzyloaminopuryne,
Z - zeatyne, TDZ - tidiazuron. Stezenia cytokinin podano w tabeli 1. Badania pow-
tarzano trzykrotnie. Dla kazdej kombinacji cytokininy i auksyny wykorzystano 30
eksplantatow. Otrzymane pedy przenoszono na pozywke MS bez regulatoréw wzro-
stu w celu ukorzenienia. Kultury prowadzono w fitotronie, w temp. 25 + 2°C, wil-
gotnosci 80-90%, przy cigglym oswietleniu lampami fluorescencyjnymi o natezeniu
ok. 2500 lux. Uzyskane rosliny przenoszono do doniczek ze sterylng ziemig i hodo-
wano przez sze$¢ miesiecy w fitotronie.

2.2. Badania fltochemiczne

Wysuszony i sproszkowany materiat roslinny (czeSci nadziemne 4-tygodnio-
wych, wyhodowanych in vitro roslin) (30 g) ekstrahowano chloroformem (300 ml).
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Ekstrakt chloroformowy rozdzielano na kolumnie chromatograficznej wypetnionej
zelem krzemionkowym. Jako eluent stosowano mieszanine toluenu i octanu etylu
(9:1, 8:2, 7:3, 6:4, 5:5 vlv). Otrzymane frakcje badano metoda TLC i rozdzielano na
preparatywnej HPLC (Gold firma Beckam; detekcja przy diugosci A,=225 nm; roz-
dziat prowadzono na kolumnie ODS; faze ruchomg stanowita mieszanina
MeOH : H20 (I:l viv); szybko$¢ przeptywu wynosita | cm”/min). Identyfikacje uzys-
kanych zwigzkdéw przeprowadzono za pomocg anatizy spektralnej (*H-NMR).

3. Wyniki i dyskusja

w tabeli przedstawiono wptyw réznych cytokinin na proliferacje pedéw A. mon-
tana. Najlepsza cytokining jest BAP uzyta w ilosci 0,25 pM/l lub Z w stezeniu
0,5 pM/I. Na pozywkach zawierajgcych te cytokininy uzyskano ok. 6 pedow z jedne-
go eksplantatu, w ciggu czterech tygodni hodowli. W optymalnych stezeniach te cy-
tokininy (BAP, Z) byty réwniez korzystne dla elongacji i morfologii hamnozonych pe-
dow; pedy byty dtugie (do 1,5 cm) z normalnie wyksztatconymi zielonymi lisémi. Tak-
ze Conchou i wsp. (4) stwierdzili, ze BAP jest cytokining odpowiednig dla namna-
zania pedow A. montana. Z ich pracy wynika, ze optymalne stezenie BAP wynosito
I mg/l (5 pM/L). Przy tym stezeniu uzyskali oni 7,7 pedéw z jednego eksplantatu, po
szesciu tygodniach hodowli, jednak w dalszych pasazach liczba otrzymanych pedéw
zmniejszyfa sie do okoto 2 na eksplantat (4). W naszych badaniach BAP uzyta w ste-
zeniu wyzszym od 0,25 pM/1 (0,5 do 25 pM/l) hamowata zaréwno proliferacje jak
i wydtuzanie pedéw oraz powodowata zmiany fenotypowe (chloroza lisci). Zeatyna
moze by¢ uzyta dla mnozenia pedéw A. montana w szerszym zakresie stezen
(2,0-25 pM/1) niz BAP. W najnizszym zastosowanym stezeniu (0,25 pM/1) zeatyna ha-
mowata wprawdzie proliferacje peddéw, ale nie zmieniata ich dtugosci i morfologii
(tab. 1).

Tabela 1
~ptyw cytokinin na mnozenie pedéw A. montana L.
Rodzaj i stezenie Srednia liczba pedéw Srednia diugo$¢ pedéw (%) pedéw
cytokininy ([iM/1) na eksplantat (cm) 0 zmienionej morfologii*
1 2 3 4
BAP _
0,25 6,5 15 9,0
0,5 3,6 0,6 41,7
2,0 15 0,8 52,9
5,0 16 07 -
10,0 11 0,5 -
25,0 - - _
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1 2 3 4
Zeatyna (2)

0,25 2,2 11 -
0,5 58 11 -
2,0 4,9 0,9 2,7
5,0 4,4 0,8 -
10,0 4,9 0,9 -
25,0 3,8 0,9 -
TDZ
0,025 16 16 33
0,05 5,6 0,8 2,7
0,2 3,8 0,6 18,2
0,5 3,0 0,7 76,0
5,0 2,3 0,8 20,6
10,0 2,8 0,8 26,2

*chloroza, szklisto$¢
Hodowle prowadzono na podiozu MS z auksyng (IAA 0,5 pMI/1).

ZbadaliSmy réwniez wptyw TDZ na mnozenie peddéw A. montana. Zwigzek ten
jest pochodng mocznika. Jest on stosowany gtéwnie w mikropropagacji drzew lis-
ciastych (5), chociaz niektorzy badacze wykorzystujg TDZ takze dla hamnazania pe-
doéw u roslin zielnych (6). W przypadku A. montana najlepsze wyniki uzyskano sto-
sujac TDZ w stezeniu 0,05 pM/I. W tych warunkach otrzymano $rednio 5,6 pedéw
Z jednego eksplantatu; tylko 3% pedéw wykazywato zmieniong morfologie (szklis-
t0é¢). Srednia dhugosé uzyskanych pedéw wynosita 0,8 cm. Diuzsze pedy (ok. 1,5 cm)
otrzymano po obnizeniu stezenia TDZ do 0,025 pM/1. Stezenie to bylo jednak nie-
odpowiednie dla proliferacji pedow (tab. 1). Réwniez TDZ w wyzszych stezeniach
(0,2-10 pM/1) hamowat namnazanie pedow i byt niekorzystny dla ich elongacji i mor-
fologii; np. przy stezeniu 0,5 pM/1 TDZ, 76% pedéw wykazywato objawy szklistosci.
Uzyskane pedy arniki ukorzeniaty sie (100%) na podtozu MS bez regulatoréw wzro-
stu, w ciggu czterech tygodni hodowli. Wszystkie rodlinki rosty dalej w glebie.

Wyhodowane in vitro 4-tygodniowe rosliny badano na obecno$¢ laktonéw se-
skwiterpenowych. W czesciach nadziemnych tych roslin wykryto helenaline, hydro-
helenaling i acetylohelenaline. Identyfikacja dalszych zwigzkéw jest w toku. Uzyska-
ne wyniki $wiadcza, ze w naszej pracy wyhodowane in vitro rosliny nie réznig sie
sktadem laktonow seskwiterpenowych od roslin otrzymanych metoda konwencjo-
nalng (7).
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