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1. Wstęp

Gatunki z rodzaju Gentiana są powszechnie znanymi roślinami o dekora
cyjnych kwiatach. W stanie naturalnym występują głównie w górskieh 
rejonaeh świata: w Himalajaeh, Alpach, Pirenejach oraz Tatrach. Aklimaty- 

zowanie ich do innych warunków jest bardzo trudne, a ezęsto niemożliwe. 
Wszystkie występujące w Polsee w stanie naturalnym goryczki objęte są oehro- 
ną prawną. Niektóre gatunki są źródłem związków aktywnyeh biologicznie. 
Stosowane są zatem w fitoterapii oraz jako składniki ponad 100 speeyfików 
ziołowych (1). Problemy związane z ograniezonym dostępem do surowca ro
ślinnego, utrudnionym rozmnażaniem generatywnym i wegetatywnym oraz na- 
rastająee zubażanie stanowisk naturalnych, z których się go w większości otrzy
muje, skłaniają do zastosowania kultur in vitro do wegetatywnego rozmnażania 
tych roślin. Celem przedstawionego opracowania jest przybliżenie, na podsta
wie dostępnej literatury, problemów związanych z wykorzystaniem metod biote- 
ehnologieznych w ochronie puli genowej roślin należących do rodzaju Gen- 
tiancL

W kulturach in vitro goryczek zaobserwować można następujące nurty 
badań:

1) badania zmierzająee do opisania zdolności regeneracyjnych drogą orga- 
nogenezy (2);

2) badania nad somatyczną embriogenezą prowadzone na bazie kultur 
agarowyeh oraz wieloletnich zawiesin komórkowych (3-5);

3) modyfikowanie genomu roślinnego za pomocą Agrobacterium rhizogenes 
w kierunku zwiększenia możliwości wykorzystania goryczek na kwiat cięty 
lub jako źródła metabolitów wtórnych (6-8);

4) badania nad obecnością związków aktywnych biologicznie w zregene- 
rowanyeh roślinaeh, tkanee kalusowej lub bezpośrednio w zawiesinie komór
kowej (9-12).
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Dzięki rozmnażaniu goryczek w kulturach in vitro, a także manipulowaniu 
ich genomem, być może uda się opracować nowe, alternatywne źródło me
tabolitów wtórnych lub materiału roślinnego dla przemysłu farmaceutyczne
go czy kwiaciarskiego, co przyczynić by się mogło jednocześnie do ochrony 
zasobów naturalnych roślin należących do rodzaju Gentiana.

2. Charakterystyka botaniczna i fitochemiczna goryczek
Rodzina Gentianaceae obejmuje około 45 rodzajów, z czego w Polsce wy

stępują trzy: Centaurium Hill., Swertia L. i Gentiana L. (13). W obrębie ro
dzaju Gentiana określono 361 gatunków. Większość, bo 312 pochodzi z Azji, 
35 występuje w Ameryee Północnej i Środkowej, a tylko 29 gatunków w Eu
ropie (14). Rozprzestrzenione są głównie w górskieh regionach świata, w dwóch 
centrach. Około 190 gatunków występuje w Himalajach, z czego 98 to en- 
demity. Drugim skupiskiem tyeh roślin są Alpy i Pireneje, w których znajduje 
się 27 gatunków, wśród nich 17 stanowią endemity (15). Goryczki występują 
zwykle na wysokości powyżej 1000 m n.p.m., zdarzają się również gatunki 
rosnąee w ekstremalnych wamnkach powyżej 4000 do 6000 m n.p.m., np. 
G. amoena C.B. Clarke na Mont Everest czy G. urnula L. w Himalajach 
(14,16).

W Polsce w stanie naturalnym stwierdzono obecność 20 gatunków gory
czek. Posiadają one szereg wspólnych cech. Kwiaty Gentiana są eutropowe, 
przystosowane do zapylania wyłąeznie przez owady długotrąbkowe — trzmie
le i motyle. Ich diovonkowata, długa korona (średnio od 2 do 5 em) unie
możliwia dostęp innym owadom. Położenie pręcików poniżej znamion słup
ków zapobiega samozapyleniu. Istnieje pogląd, że z powodu braku światła 
u niektórych gatunków, np. u G. asclepiadea L. i G. clusii Per & Song do
chodzi do pseudoklejstogamii, pąki kwiatowe nie otwierają się i następuje 
wówezas zapylenie własnym pyłkiem (17). Charakterystyczną cechą wielu 
goryezek jest szybka reakcja kwiatów na zmianę temperatury. Jej wahania 
w granieaeh 1°C, mogą przyczyniać się u pewnych gatunków do zamykania 
kwiatów. Goryczki reagują niejednakowo na temperaturę, przy której otwie
rają koronę, np. G. clusii Per & Song już przy 8,5°C, podezas gdy G. cru- 
ciata L. wymaga 20°C. Niektóre z nieh reagują na wstrząsy sejsmiezne lub 
wiatry (16). Nasiona goryczek przechowywane na sueho zupełnie traeą zdol
ności do kiełkowania. Kiełkują tylko na świetle, choeiaż, jak wykazano w ba
daniach, silne światło hamuje wzrost pewnych gatunków np. G. punctata L. 
(17). Przed wysianiem nasiona wszystkich gatunków wymagają stratyfikacji 
na mokro w niskiej temperaturze. W naturze ezęsto dochodzi do pękania 
torebek i rozsiewania nasion już w ciągu zimy.

Goryczki u podstawy wyrastających pędów wykształcają sztywne, skórza- 
ste rozety zimozielonyeh liści. Odporność na zimowe i wiosenne przymrozki 
prawdopodobnie zawdzięezają dużej ilośei eukrów gromadząeyeh się w ko- 
mórkaeh liści (17). W części podziemnej goryezki tworzą grube, walcowate 
kłącza, z niewielką liezbą drobniejszych korzeni współżyjąeych symbiotyeznie
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Z grzybami. Występujące zjawisko mikoryzy, duża wrażliwość roślin na pH 
gleby oraz przesuszenie, bardzo utrudniają uprawę goryczek poza środowi
skiem naturalnym.

Łacińska nazwa goryczek pochodzi od ilyryjskiego króla Gentiusa, który 
odkrył ich leczniczą wartość (18), natomiast polska związana jest z niezwykle 
gorzkim smakiem tych roślin. Surowcem leczniczym są kłącza i korzenie 
pozyskiwane z następujących gatunków; G. lutea L. (goryczka żółta), G. asc- 
lepiadea L. (trojeściowa), G. pannonica Scop. (pannońska), G. punctata L. 
(kropkowana), G. purpurea L. (purpurowa) i G, cruciataL. (krzyżowa) (19-21). 
Najczęściej, jako składnik mieszanek ziołowych, wykorzystywana jest G. lutea 
(1). Związki występujące w goryczkach wykazują lecznicze właściwości w scho
rzeniach układu pokarmowego (20), a wyciągi z korzeni stosowane są również 
do wyrobu win i likierów (22).

W goryczkach występuje zespół związków o charakterze glikozydowym i al- 
kaloidowym, należących do sekoirydoidów, tj. gencjopikrozyd i amarogentyna 
(23). Gencjopikrozyd (inaczej gencjopikryna C) ulegając hydrolizie tworzy sil
ny związek grzybostatyczny — gencjogenol (24). Około 5000 razy bardziej 
gorzką substancją od gencjopikrozydu i 300 razy bardziej od chininy jest 
amarogentyna. Jest ona najbardziej gorzkim związkiem naturalnym z doty
chczas poznanych. Wyczuwalna jest nawet w rozcieńczeniu 1:58 milionów 
(19). Ponadto w goryczkach występują związki o charakterze alkaloidów — 
gencjanina i gencjalutyna. Wykazują one działanie uspokajające i przeciw
zapalne, hiper- lub hipotensyjne. Obok wymienionych związków w korzeniu 
goryczek znaleziono również ksantony: gentyzynę i izogentyzynę, substancje 
wpływające na ośrodkowy układ nerwowy (24), oraz inne związki np. pekty
ny, trójcukier gencjanozę, sacharozę, fitosterole oraz w niewielkiej ilości ole
jek lotny (19,24). Świątek i wsp. (25) stwierdzili obecność kwasu chinowego 
w przechowywanych kłączach G. lutea L.

Prace nad identyfikowaniem związków występujących w goryczkach, izo
lacją oraz opisaniem ich struktury prowadzone są bardzo intensywnie na 
całym świecie (25-27). Nowe glukozydy irydoidowe opisano u G. alpina Vill. 
(28), G. campestris L. (29), G. depressa L. (30), G. pedicellata L. (31), G. sca- 
bra Bunge (32) i G. vema L. (33). U G. trijlora Pall. var. japonica Hara linii 
Yahaba badania nad enzymami związanymi z metabolizmem antocjanów pro
wadzone są również na poziomie molekularnym i biochemicznym (34).

W Polsce surowiec w postaci kłączy i korzeni goryczek pochodzi wyłącznie 
z importu. Podejmowane w latach osiemdziesiątych próby zakładania i pro
wadzenia plantacji, jak się okazało, były zawodne i nieopłacałne (35). Spe
cyficzne wymagania siedliskowe i duże wilgotnościowe trudne są do odtwo
rzenia w uprawach monokultury. Rośliny ponadto rozwijają się bardzo wolno, 
nawet przy zapewnieniu im troskliwej opieki. Zakwitają zwykle po kilku la
tach, a korzenie i kłącza nadają się do zbiom na surowiec leczniczy dopiero 
po 3-5, a czasami nawet 8-latach (36,37).

Wprowadzenie roślin do warunków kultur in vitro otwiera nową, bardziej 
wydajną drogę ich pozyskiwania. W przypadku goryczek pozwala ona na 
uniezależnienie się od trudno dostępnego materiału rośłinnego, od długo
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trwałego i zawodnego kiełkowania nasion oraz powolnego wzrostu siewek. 
Dostarcza w postaci regenerantów — materiału hodowlanego, a w postaci 
tkanki i regenerantów — metabolitów wtórnych. Stanowi również materiał 
do badań podstawowych.

3. Obecny stan badań nad roślinami z rodzaju Gentiana 
w kulturach in vitro

3.1. Rozmnażanie goryczek drogq organogenezy
Większość gatunków goryczek wprowadzonych do kultur in vitro rozmna

żanych jest drogą organogenezy. Kontrola przebiegu różnicowania się orga
nów, z których następnie uzyskuje się rośliny zależy od zespołu odpowiednio 
dobranych czynników, które decydują o drodze regeneracji, jak również o wy
dajności badanego procesu. Należą do nich rodzaj i wiek eksplantatu użytego 
do założenia doświadczenia, rodzaj i skład pożywki, zastosowane regulatory 
wzrostu, jak również warunki zewnętrzne kultury. Zdolności regeneracyjne 
w kulturach in vitro opracowanych do tej pory gatunków goryczek zestawiono 
w tabeli 1.

3.1.1. Stosowane eksplantaty
Eksplantaty mogą pochodzić praktycznie z dowolnego stadium ontogene- 

tycznego rośliny. Pomimo że pobrany fragment tkanki traci kontakt z natu
ralnym układem interakcji komórkowych, a dalszy jego rozwój stymulowany 
jest sztucznymi warunkami kultury in vitro, różne eksplantaty wykazują od
mienne zdolności morfogenetyczne. Zależą one od wieku i stopnia jego zróż
nicowania. W kulturach dotychczas badanych gatunków goryczek, w przy
padku większości stosowanych eksplantatów indukowano powstawanie pę
dów.

Hosokawa i wsp. (38) w badaniach prowadzonych na pięciu odmianach 
G. trijlora Pall. var. Japonica Hara linii Yahaba i trzech mieszańcach G. trijlora 
X G. scabra, wykazali większe zdolności morfogenetyczne eksplantatów liści 
i pędów, w porównaniu z korzeniem. Z fragmentów liści i pędów otrzymywano 
średnio 10-11 zregenerowanych pędów, a z korzeni 4-5. Wykładając frag
menty pędów G. kurroo Royle na pożywki inicjalne Sharma i wsp. (39) otrzy
mywali średnio z jednego eksplantatu 3,5 zregenerowanych pędów w ciągu 
6-tygodni kultury. Z fragmentów pędów użytych przez Momćilović i wsp. (40) 
powstawało średnio 1,3; 3,2; 4,1; 6,5 pędów kolejno w kulturach następu
jących gatunków goryczek: G. acaulis L., G. cruciata L., G. purpurea L. i G. Lu- 
tea L. Eksplantatami wyjściowymi w wielu przypadkach były merystemy wierz
chołkowe, wierzchołki pędów oraz pąki kątowe (10,39,41). Opisany przez 
Yamada i wsp. (10) system regeneracji G. scabra pozwala na otrzymywanie 
z pąków wierzchołkowych 4,7 x 10® roślin w ciągu roku. U G. lutea i G. pneu-
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monanthe L. stosowano eksplantaty pochodzące z siewek, zawierająee wy- 
kształeone merystemy wierzehołkowe lub kątowe (42).

Często w kulturaeh in vitro wykor2^stywano również jako źródła eksplan- 
tatów pędy poehodząee ze zregenerowanyeh roślin. Taki system mikroroz- 
mnażania opraeowany dla G. kurroo pozwalał na otrzymywanie regenerantów 
przez kilka lat, bez konieeznośei sięgania do wyjśeiowego materiału roślin
nego (39). Podobną metodę opracowano dla G. scabra (10). Z eksplantatów 
pierwotnych otrzymywano średnio 18 pędów, a z wtórnych eksplantatów 
pędowyeh przeszło 70 w obecnośei 2,5 razy wyższyeh stężeń hormonów.

3.1.2. Stosowane pożywki
Stosowane w kulturaeh pożywki różnią się zawartością makro- i mikro

elementów oraz witamin. W badaniaeh zmierzająeych do ustalenia odpowied
niego składu podłoża dla golyczek Wesołowska i wsp. (43) poddali analizie 
37 wariantów pożywki Nitsch i Nitsch (NN) oraz Murashige i Skoog (MS). 
Skrzypczak i wsp. (9) testowali zmodyfikowane poŻ5rwki MS, NN i Gamborga 
(B5). Hosokawa i wsp. (38) badali MS i B5, a Momćilović i wsp. (40) obok 
MS testowali również pożywkę dla roślin drzewiastyeh. W przedstawiony eh 
pracaeh najlepszą reakeję eksplantatów oraz największą liezbę regenerantów 
zapewniał podstawowy zestaw substaneji mineralnyeh i organieznych poży
wki MS i B5, o zmodyfikowanym odpowiednio składzie regulatorów wzrostu.

Najczęśeiej do mikro rozmnażania goryezek stosowano pożywki zestalone 
agarem. Kultury płynne stosowano głównie w eelu pobudzenia do intensyw
nego wzrostu tkanki kalusowej, a następnie wykorzystania jej jako źródła 
metabolitów wtórnych, tj. gencjopikrozydu (11,12). Jedynie w przypadku mie- 
szańea WSP3 (G. trijlora x G. scabra) podjęto się jego rozmnaiżania bezpo
średnio w środowisku pożywki płynnej, w warunkaeh fermentora. Zastoso
wana metoda pozwoliła na masowe otrzymywanie pędów przy jednoczesnym 
skróceniu ezasu trwania kultury oraz zmniejszeniu nakładów praey (2).

3.1.3. Stosowane regulatory wzrostu
Regulatory wzrostu stosowane w pożywkaeh indukeyjnyeh stymulują po

działy komórkowe w eksplantatach, prowadząee w konsekweneji do ieh pro
liferacji i powstawania stref merystematyeznyeh, a następnie różnicowania 
się z nich zawiązków pędów lub korzeni. Odpowiednio dobrany stosunek 
auksyn do cytokinin deeyduje o kiemnku rozwoju eksplantatów (44). W za- 
leżnośei od wzajemnyeh proporeji hormonów można stymulować tworzenie 
pędów lub korzeni, bądź indukować proees somatyeznej embrtogenezy. Ro
dzaj i stężenie użytych regulatorów wzrostu zależą od badanego gatunku 
i powinny być dobrane indywidualnie. W badaniaeh nad rozmnażaniem go
ryezek drogą organogenezy, testowano wpływ różnyeh cytokinin: zeatyny, 
kinetyny, BAP, tidiazuronu (TDZ), 4PU-30 oraz auksyn: naturalnej (LAA) i syn
tetycznych NAA, IBA, 2,4-D, dicamby i picloramu (tab. 1).



Tabela 1
Regeneracja Gentiana spp. w kulturze in vitro
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Eksplantat Użyte regulatory 
wzrostu

Droga
różnicowania / wynik 

kultury

Sekoiiydoidy 
stwierdzono w: Literatura

1 2 3 4 5
G. acaulis L.
fragmenty pędów lAA, NAA, BA, GAs organogeneza, roś

liny
nie badano

40

G. cerina
pędy boczne BAP, GAs organogeneza nie badano 67
G. corymbifera
pędy boczne BAP, GAs organogeneza nie badano 67
G. cruciata L.
zawiesina komórko
wa

2,4-D, BAP zawiesina komórko
wa

PEM
11

liścienie, hipokotyle, 
korzenie

2,4-D, NAA, KIN,
SA, GAs

somatyczna embrio- 
geneza (SE), rośliny

nie badano
3, 4, 50

zawiesina komórko
wa

Die, NAA, BA, KIN, 
SA, GAs

somatyczna embrio- 
geneza, rośliny

nie badano
5, 50, 52

fragmenty pędów lAA, NAA, BA, GAs organogeneza, roś
liny

nie badano
40

zarodki zygotyczne, 
siewki, fragmenty liści

lAA, NAA, IBA,
2,4-D, KIN, BAP, SA

kalus,
organogeneza,
rośliny

kalus, rośliny
43

G. kuTTOo Royle
wierzchołki i frag
menty pędów

lAA, NAA, IBA,
KIN, BA

organogeneza, roś
liny

nie badano
39

G. lutea L.
wierzchołki pędów, 
liścienie i epikotyle

NAA, IBA, KIN, BA, 
2iP

organogeneza, roś
liny

nie badano
42

fragmenty pędów lAA, NAA, BA, GAs organogeneza, roś
liny

nie badano
40

liścienie, hipoko
tyle, korzenie

lAA, 2,4-D, BAP,
KIN, GAs

organogeneza, roś
liny

pędy
9

merystemy wierz
chołkowe, pąki

lAA, NAA, BA,
PBA, Zeat

organogeneza, roś
liny

nie badano
41

G. pannonica Scop.
liścienie, hipo
kotyle, korzenie

NAA, 2,4-D, KIN,
GAs

somatyczna embrio- 
geneza, rośliny

nie badano
3

G. pneumonanthe L.
wierzchołki pędów, 
liścienie i epikotyle

NAA, IBA, KIN, BA, 
2iP

organogeneza, roś
liny

nie badano
42

liście, merystemy 
wierzchołkowe

2,4-D, Picloram, BA somatyczna embrio- 
geneza, rośliny

nie badano
49
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1 2 3 4 5
G. punctata L.
liścienie,
hipokotyle, korzenie

lAA, 2,4-D, BAP,
KIN, GA3

organogeneza, roś
liny

pędy
9

epikotyle siewek lAA, BA organogeneza, roś
liny

nie badano
46

G. purpurea L.
zarodki zygotyczne lAA, NAA, IBA, 2,4- 

D, KIN, BAP, S.A.
organogeneza, roś
liny

nie badano
43

fragmenty pędów lAA, NAA, BA, GA3 organogeneza, roś
liny

nie badano
40

G. scabra Bunge var. buergeri Maxim.
pąki kątowe lAA, NAA, IBA,

BAP, GA3

organogeneza, roś
liny

korzenie
roślin 10

G. scabra TO
wierzchołki pąków, 
liście

2,4-D, BA, TDZ kalus,
organogeneza,
rośliny

nie badano
45

G. tibetica King
zawiesina komór
kowa

2,4-D, BAP zawiesina komórko
wa

PEM
11

liścienie,
hipokotyle, korzenie

NAA, 2,4-D, KIN,
GA3

somatyczna embrio- 
geneza, rośliny

nie badano
3, 4

zawiesina komórko
wa

Die, NAA, BA, KIN, 
S.A, GA3

5, 52

fragmenty pędów lAA, NAA, BA. GA3 organogeneza, roś
liny

nie badano
40

liścienie, 
hipokotyle, 
korzenie, pędy

lAA, NAA, IBA, 2,4- 
D. KIN, BAP, Zeat, 
GA3

organogeneza, roś
liny

kalus, rośliny
61

G. trijlora Pall. var. japonica Hara cv (FI hybryd, G. triflora x G. scabra) H-3,
Polamo White i WSP-3
liście, pędy, 
korzenie

lAA, NAA. 2.4-D,
TDZ, 4PU-30, BA, 
Zeat

organogeneza, roś
liny

nie badano
38

pąki kątowe NAA, TDZ, 4PU-30, 
BA

organogeneza, roś
liny

nie badano
2

Stosowane skróty: 2,4-D — kwas 2,4-dwuchlorofenoksyoctowy; 2iP — 2-izopentynyloadeni- 
na; 4PU-30 — N-(2-chloro-4-pirydylo)-N’-fenylomocznik; BAP (BA) — 6-benzylaminopuryna (ben- 
zyloadenina); Die — kwas 3,6-dwuchloro-2-metoksybenzoesowy (dicamba); GA3 — kwas gibe- 
relinowy; lAA — kwas ()-indolilooctowy; IBA — kwas (J-indolilomasłowy; Kin — 6-furfuiyla- 
minopuryna (kinetyna); NAA — kwas a-naftalenooctowy; PEM — masa proembriogenna; Pic- 
loram — kwas 4-amino-3,5,6-trójchloropikolinowy; SA — siarczan adeniny: TDZ — N-fenylo- 
N’l,2,3-thiadiazol-5-yl-N’-mocznik (tidiazuron); Zeat — (6-[4-hydroksy-3-metylobut-2-enylami- 
no] puryna (zeatyna).
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Analizując wpływ czterech cytokinin na zdolności regeneracyjne mieszań
ca WSP-3 G. irijlora x G. scabra, Hosokawa i wsp. (38) stwierdzili większą 
skuteczność TDZ w porównaniu z 4PU-30, BA i zeatyną. Lepszy efekt pę- 
dogenezy przy użyciu TDZ w stosunku do BA potwierdzili również Jomori 
i wsp. (45). Odpowiednie stężenia tej fenylomocznikowej cytokininy do sty
mulacji bezpośredniej pędogenezy określono na poziomie 5,0 i 10,0 mg/l. 
Podniesienie poziomu do 20,0 mg/l przyczyniało się do zwiększenia liczby 
regenerowanych pędów, jednak wówczas reagowało tyłko 60% eksplantatów 
(38). Niższe stężenia (0,5-1,0 mg/l) TDZ stosowano do regeneracji pędów 
z tkanki kalusowej (45). Sharma i wsp. (39) wykazali, że u G. karroo użycie 
BA w stosunku do kinetyny pozwalało na otrzymywanie dwukrotnie większej 
łiczby pędów z jednego eksplantatu, przy jednocześnie dwukrotnie większym 
procencie reagujących eksplantatów. Podobne rezultaty w badaniach nad 
czterema gatunkami goryczek otrzymali Momcilovic i wsp. (40). Zazwyczaj 
zastosowanie wyższego stężenia cytokininy (od 2,0-4,0 mg/l do 10,0 mg/l 
w przypadku TDZ) i relatywnie niskiego poziomu auksyny (0,1-0,2 mg/l) 
stymulowało eksplantaty do tworzenia pędów (38-40). Natomiast użycie wy
ższego stężenia auksyny powyżej 0,25 mg/l, np. 2,4-D, w obecności 1,0- 
-2,0 mg/l cytokininy (BA lub kinetyny) prowadziło do powstawania tkanki 
kałusowej i regeneracji pędów drogą pośredniej organogenezy (45,9). W swo
ich badaniach nad G. punctata autorzy wykazałi, że wraz ze wzrostem stę
żenia BA (od 0,0 do 2,0 mg/l) zwiększała się łiczba powstających pędów, 
jednak wyższe koncentracje cytokininy powodowały silne ich skrócenie i two
rzenie się rozet. Zastosowanie dodatkowo 0,1 mg/ł lAA stymulowało powsta
wanie pędów. Stwierdzono również, że zastąpienie LAA przez NAA w koncen
tracjach wyższych niż 0,1 mg/l wywoływało kałusowanie i powodowało wy
stąpienie objawów hiperhydratacji (46).

Giberełiny są bardzo rzadko używane w pożywkach indukcyjnych, jak
kolwiek znajdują zastosowanie w czasie dojrzewania zarodków czy stymulacji 
tworzenia systemu korzeniowego oraz w późniejszym wzroście roślin (47). 
Najczęściej stosowaną w kulturach in vitro i jednocześnie uchodzącą za bar
dzo silny stymulator wzrostu jest GA3 (48). W pracach dotyczących kultur 
goryczek, giberelinę stosowano częściej w pożywkach stymulujących prawid
łowy rozwój wcześniej otr2^manych pędów, rzadziej natomiast hormon ten 
był stosowany w pożywkach inicjałnych. Opisano trzy przypadki zastosowa
nia giberełiny, zawsze w zestawieniu z cytokininą, w których pobudzała ona 
formowanie i namnażanie pędów. Na pożywce zawierającej GA3 i BAP (po
1,0 mg/ł) otrzym3Twano przeszło 18 pędów G. scabra. W pożywkach, w któ
rych zamiast giberełiny zastosowano auksynę (lAA lub NAA) w zestawieniu 
z BAP, regenerowano znacznie mniej pędów (10). Dodanie GA3 do pożywki 
do namnażania pędów G. punctata w stężeniu 0,1-1,0 mg/l stymulowało ich 
elongację (46). U dwóch gatunków: G. cerina i G. corymbifera stwierdzono 
korzystny wpływ GA3 zarówno w pożywce inicjalnej, jak i ukorzeniającej 
pędy. Giberelina w kombinacji z BAP zwiększała prołiferację pędów oraz sty
mulowała ich elongację, natomiast w poŻ5rwce do ukorzeniania z IBA, zna
cząco podnosiła liczbę powstających korzeni. Wyniki tych badań wskazują
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na celowość uwzględniania GA3 w kombinacjach hormonów pożywek kultur 
inicjalnych oraz w pożywkach do ukorzeniania goryczek.

Podczas ukorzeniania zregenerowanych pędów stwierdzono odmienne wy
magania poszczególnych gatunków co do obecności i stężeń stosowanych 
hormonów. Pędy niektórych badanych gatunków tworzyły korzenie na poży
wkach bez regulatorów wzrostu np. G. cruciata (40) i G. scabra (10). Często 
stosowanymi stymulatorami ukorzeniania części nadziemnych goryczek były 
IBA lub lAA (43,39,9,46) oraz NAA (40,39,10,41). Do ukorzeniania pędów 
G. pneumonanthe konieczne było wzbogacenie pożywki obok auksyny (5,0 mg/l 
IBA) jeszcze w cytokininę (0,1 mg/l BA) (42). Vinterhalter i Vinterhalter (46) 
obserwowali lepsze ukorzenianie pędów G. punctata (88,2%) po 8-dniowym 
ich traktowaniu pożywką zawierającą 2,0 mg/l IBA, a następnie zmianie 
pożywki na wolną od regulatorów wzrostu. Stwierdzono, że NAA zastosowane 
zamiast IBA w pożywce do ukorzeniania pędów, stymulowało powstawanie 
tkanki kalusowej u ich podstawy, a otrzymane korzenie były w znacznym 
stopniu zniekształcone. Elongację korzeni G. punctata istotnie podniesiono 
stosując 7-dniowe traktowanie pędów pożywką płynną z 2,0 mg/l IBA (46).

3.2. Proces somatycznej embriogenezy w kulturach goryczek
Somatyczna embriogeneza jest zjawiskiem szczególnie interesującym ze 

względu na to, że pozwala na zintensyfikowanie procesu regeneracji, dostar
cza również materiału do badań podstawowych. U roślin z rodzaju Gentiana 
ta droga nie była jeszcze dostatecznie opisana. Spośród kilku prac, które 
ukazały się dotychczas większość stanowią doniesienia pokonferencyjne. Em- 
briogenną tkankę kalusową i regeneranty otrzymano u G. pneumonanthe 
(49). Somatyczną embriogenezę indukowano na blaszkach liściowych i me- 
rystemach wierzchołkowych regenerantów pod wpływem 2,4-D i picloramu. 
Dojrzewanie zarodków somatycznych zachodziło na pożywce wzbogaconej BA. 
Wesołowska i wsp. (50) zaindukowali somatyczną embriogenezę na eksplan- 
tatach siewek G. cruciata w obecności 2,4-D i kinet3my. Zarodki somatyczne 
przenoszono na pożywki MS uzupełnione NAA i siarczanem adeniny (SA) lub 
GA3 i SA. W przypadku G. crassicaulis Duthie embriogenną tkankę kalusową 
wyprowadzono z protoplastów na pożywce MS zawierającej 3,0 mg/l zeatyny,
2,0 mg/l 6BA, 1,0 mg/l GA3, 1,0 mg/l NAA i 6% sacharozę. Kalus utrzy
mywał swoje embriogenne właściwości przez okres około jednego roku na 
pożywce wolnej od hormonów. Rośliny regenerowano na pożywkach pozba
wionych regulatorów wzrostu. Średnio 30% regenerantów przeżywało i wy
kazywało prawidłowy rozwój po przeniesieniu do szklarni (51).

Pierwsza obszerna praca dotycząca regeneracji goryczek drogą somatycz
nej embriogenezy ukazała się w 1994 r. (3). Autorzy używając 0,5 mg/l 2,4-D 
i 1,0 mg/l kinetyny, zaindukowali embriogenną tkankę kalusową trzech ga
tunków goryczek: G. cruciata L., G. pannonica Scop. i G. tibetica King. Eks- 
plantatami wyjściowymi były fragmenty 25-dniowych siewek: liścienie, hipo- 
kotyle i korzenie. W pracy opisano czynniki wpływające na wydajność two
rzenia kalusa przez poszczególne eksplantaty w różnych warunkach kultury.
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z embriogennej tkanki kalusowej otrzymano zarodki somatyczne, a następnie 
rośliny (3). Różnicowanie się i kolejne stadia rozwojowe zarodków somaty
cznych: od prazarodka, zarodka globulamego po stadium liścieniowe i jego 
konwersję w roślinę przedstawiono na bazie preparatów parafinowych bar
wionych różnymi metodami: reakcją PAS i leukofuksyną, safraniną i zielenią 
trwałą, hematoksyliną Erlicha (5). W badaniach nad przebiegiem somatycznej 
embriogenezy u goryczek skupiono się nie tylko nad opracowaniem optymal
nych warunków dla wzrostu i rozwoju zarodków somatycznych (52), ale prze
de wszystkim dokonano wnikliwej analizy tego procesu. Dzięki zmodyfiko
waniu pożywki płynnej rozwinięto system wieloletnich kultur zawiesinowych. 
Zastosowanie regulatorów wzrostu w postaci: 1,0 mg/l dicamby, 0,1 mg/l 
NAA, 2,0 mg/l BAP i 80,0 mg/l siarczanu adeniny, pozwoliło na utrzymanie 
intensywnie rosnącej masy proembriogennej (PEM) i zachowanie jej zdolności 
do regeneracji przez około cztery lata dla badanych trzech gatunków. W kul
turach zawiesinowych prześledzono pochodzenie zarodków somatycznych. Wy
kazano, że powstają one w wyniku podziałów pojedynczej, totipotentnej, wol
no pływającej w pożywce komórki lub pojedynczych komórek różnicujących 
się w PEM-ie (4). Dokonano porównania zdolności morfogenetycznych trzech 
analizowanych gatunków, regenerowanych drogą somatycznej embriogenezy 
na pożywce agarowej oraz w kulturze zawiesinowej. Zwrócono uwagę na 
wysoką wydajność tego procesu, a także na stosunkowo duże możliwości 
manipulowania badanym materiałem w opracowanych warunkach kultur za
wiesinowych (53).

3.3. Manipulacje genetyczne

3.3.1. Kultura protoplastów Gentiano spp. i somatyczna hybrydyzacja
Regeneracji roślin goryczek można dokonać z pojedync2?ych, pozbawionych 

ścian komórkowych protoplastów. Dotychczas tą drogą otrzymano rośliny 
G. crassicaulis Duthie, G. scabra Bunge i czterech odmian mieszańca G. tri- 
flora X G. scabra (tab. 2). Pierwsze próby otrzymania protoplastów G. scabra 
podjęte przez Zhou i wsp. w 1985 (54) doprowadziły tylko do powstania 
tkanki kalusowej. W kolejnych badaniach doprowadzono do różnicowania 
się korzeni (55). Pierwsze rośliny w kulturze protoplastów goryczek otrzyma
no w 1989 r. (56).

Jako źródła protoplastów najczęściej używano liści (tab. 2). W przypadku 
G. lutea wykorzystano ustabilizowane zawiesiny komórkowe wyprowadzone 
z eksplantatów liści (57), natomiast u G. crassicaulis tkankę kalusową otrzy
maną z hipokotyli siewek (51). Stosowano również liście pobierane z pędów 
roślin wyprowadzonych w warunkach in vitro z wierzchołków pędów na po
żywkach bez hormonów wzrostu (45,58).
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Tabela 2
Regeneracja roślin z rodzaju Centiana w kulturze protoplastów

Gatunek Eksplantat Rezultaty Literatura
G. crassicaulis Duthie kalus kalus, 

somatyczne 
zarodki, rośliny

51

G. lutea L. zawiesina
komórkowa

kalus
57

G. scabra Bunge liście kalus 54
liście kalus, korzenie 55
liście kalus, pędy,

rośliny 56

G. scabra linia TO liście kalus, pędy,
rośliny 57

G. triflora Pall. var. Japonica Hara 
linia Yahaba

liście regenerantów kalus
45

G. triflora x G. scabra cv. lhatovo, 
cv. Iwa te, cv. Maciry, cv. WSP-3

liście regenerantów kalus, pędy,
rośliny 58

Regeneracja roślin w kulturze protoplastów przebiegała głównie drogą orga- 
nogenezy (tab. 2). W wyniku wielokrotnych podziałów komórkowych nastę
powało tworzenie wielokomórkowych agregatów (protokalusów), które nastę
pnie intensywnie proliferując tworzyły tkankę kalusową. Tkanka kalusowa 
powstawała zazwyczaj w obecności auksyn i cytokinin. W niektórych kułtu- 
rach regeneracja pędów zachodziła na pożywkach zawierających wysokie stę
żenia cytokinin (56,57). Wykorzystywany często w kulturach goryczek tidia- 
zuron w stężeniach od 0,5 mg/l do 10,0 mg/l, stymulował efektywniejsze 
powstawanie pędów niż stosowane zazwyczaj cytokininy typu puryn takie 
jak: BA, kinetyna czy zeatyna. Jego zastosowanie przyczyniało się do 10-13- 
krotnego zwiększenia liczby otrzymanych pędów (45,58). Hormon ten pod
nosił również współczynnik podziałów komórkowych w kułturach protopla
stów (58).

W kulturze protoplastów tkanki kalusowej hipokotyla, drogą somatycznej 
embriogenezy otrzymano rośliny G. crassicaulis (51). Eksplantaty w postaci 
fragmentów 4-tygodniowych hipokotyli wykładano na pożywkę z 2,0 mg/ł 
2,4-D i 0,5 mg/l BA. Po 2-tygodniach kultury zainicjowaną tkankę kalusową 
przenoszono i pasażowano co trzy tygodnie na pożywkę MS zawierającą
1,0 mg/l 2,4-D, 0,5 mg/l BAP, 500 mg/l hydrolizatu laktalbuminy i 4% 
sachrozę.

Takahata i wsp. (57) podjęli próbę otrzymania mieszańców somatycznych 
drogą fuzji protoplastów pomiędzy G. scabra Bunge i Eustoma grandifLorum 
Shinn. (Gentianaceae) oraz G. lutea i E. grandifionim. W elektrofuzji ucze
stniczyło 10-20% protoplastów i otrzymano 2,1-4,1% heterokarionów pomię
dzy G. lutea i E. grandijlorum.
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3.3.2. Transformacja za pomocq Agrobacterium
Dążenie do zwiększenia przydatności użytkowej roślin oraz poszukiwanie 

nowych, bardziej wydajnych dróg pozyskiwania metabolitów wtórnych skło
niły badaczy do modyfikowania roślin z rodzaju Gentiana. Dokonując trans
formacji wykorzystano zjawisko naturalnego wprowadzania zmodyfikowanego 
plazmidu Ri przy użyciu Agrobacterium rhizogenes do genomu transformo
wanej rośliny. Następstwem infekcji komórek roślinnych była zmiana ich 
metabolizmu i tworzenie dużej masy drobnych korzeni przybyszowych zwa
nych hairy roots. Zwykle w kulturach uzupełnionych substancjami wzrosto
wymi korzenie zdołne do różnicowania pędów wykazują transgen.

Pierwszej transformacji rośłin należących do rodzaju Gentiana według da
nych Mugniera (59) i Tepfera (60) poddano dwa gatunki goryczek: G. cruciata 
i G. lutea. W pierwszym przypadku otrzymano tumory w tkance kałusowej, 
w drugim zaś tyłko korzenie włośnikowe (Davioud, nie publikowane). Pier
wszej udanej transformacji goryczek dokonano dopiero w 1995 r. W opisy
wanym doświadczeniu uzyskano najpierw hodowlę korzeni włośnikowych, 
z których kolejno regenerowano rośliny w kulturze na pożywce 0,5 MS za
wierającej BAP i NAA. Podjęte próby transformacji dotyczyły G. scabra Bunge 
var. buergeri Maxim. Przy użyciu dzikiego typu Agrobacterium rhizogenes 
(szczep MAFF03-01724) wprowadzono gen roi, dzięki czemu otrzymano ro- 
śłiny o zmienionym fenotypie. Transformanty różniły się wysokością i termi
nem zakwitania. Obserwowano karłowe osobniki o bardzo skróconych pę
dach z 30-60 cm aż do 2-5 cm. Przy tej długości pędów obserwowano we 
wszystkich międzywężłach zawiązywanie się pąków kwiatowych, czego nie 
spotyka się u roślin nie transformowanych. Dzięki tej modyfikacji wyprowa
dzono nowe formy ozdobne gatunku G. scabra zakwitające już około pier
wszego roku kułtury, podczas gdy rośliny ze stanowisk naturalnych kwitną 
po raz pierwszy zwykle po 3-latach (6).

Za pomocą A. rhizogenes A4 zawierającego agropinowy plazmid (pRiA4) 
zaindukowano korzenie włośnikowe na fragmentach pędów pochodzących 
z kułtury aksenicznej odmiany mieszańcowej „Polamo white" (G. trijlora 
X G. scabra). Regeneranty uzyskane z kułtuiy korzeni włośnikowych wyka
zywały bardzo szerokie spektrum zmienności fenotypowej. Obok skróconych 
pędów, u niektórych roślin stwierdzono zaburzenia dominacji wierzchołko
wej, co wpływało na większe krzewienie się i tworzenie większej liczby kwia
tów. Liście eliptycznego kształtu były kolejnym organem wykazującym zmia
ny w morfologii (7).

Za pomocą dwóch szczepów A. rhizogenes podjęto próby transformacji 
pędów rozmnażanych wegetatywnie czterech gatunków goryczek: G. lutea 
i G. purpurea (szczep ATCC 15834) oraz G. acaulis i G. cruciata (szczep 
A4M70GUS). Szczep ATCC 15834, był szczepem typu dzikiego, natomiast 
A4M70CUS był nie rozbrojonym agropinowym typem zawierającym gen glu- 
kuronidazy, zintegrowany z regionem TL płazmidu pRiA4. Konstrukt CUS 
zawierał uidA, sekwencje pod promotorem 70S (podwójny promotor 35SCaMV) 
z następującą sekwencją poliadenylacji NOS. Efektem transformacji G. acau-
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Us i G. lutea było powstanie korzeni włośnikowych, z których otrzymano 
jedynie tkankę kalusową. Bezpośrednio z korzeni włośnikowych spontanicz
nie powstawały pąki G. cruciata, a pędy G, purpurea otrzymano w wyniku 
wtórnej organogenezy (poprzez tkankę kalusową). Powstałe regeneranty po
chodzenia hairy roots były różne fenotypowo. Najczęściej miały skrócone mię- 
dzywęźła i zwinięte lub pomarszczone liście. W przypadku G. lutea morfolo
giczne różnice regenarantów obserwowano również pomiędzy pięcioma klo
nami otrzymanymi na drodze niezależnych eksperymentów transformacji. Wstęp
ne analizy ekstraktów z korzeni włośnikowych G. lutea wykazały obecność 
w nich gencjopikrozydu i ksantonu-gentyzyny. Optymalizacja wamnków kul
tury transformowanych korzeni trzech przebadanych klonów G. lutea posłuży 
do otrzymywania sekoirydoidów (8).

3.4. Kultury in vitro jako źródło metabolitów
Kultury tkankowe lub zregenerowane in vitro rośliny stanowić mogą źródło 

substancji naturalnych. Wiele gatunków z rodziny Gentianaceae, w tym rów
nież roślin z rodzaju Gentiana wprowadzonych do kultur, poddawanych jest 
badaniom pod kątem zawartości substancji czynnych (tab. 1). Obecność se- 
koiiydoidów stwierdzono w zregenerowanych pędach lub roślinach 
(9,10,43,61), a także w tkance kalusowej (10,61). Występowanie gencjopi
krozydu obserwowano również w masie proembiogenicznej (PEM-ie) kultur 
zawiesinowych G. cruciata i G. tibetica (11,12) oraz wykazano, że związek 
ten wydalany jest do pożywki płynnej (12). Zwykłe zawartość gencjopikrozydu 
w korzeniach roślin rosnących in vivo waha się od 3,5 do 8% suchej masy 
u G. pannonica i G. punctata, do 10% s.m. u G, lutea (64,65), zaś w liściach 
do 3% s.m. (65). Dla porównania w pędach pochodzących z kultury in vitro 
zawartość gencjopikrozydu wynosiła 3,7% (9), natomiast w korzeniach rege- 
nerantów G. scabra około 8% s.m. (10). W wyselekcjonowanych klonach 
G. scabra ilość tego związku wzrastała nawet do około 12% s.m. (10). Obe
cność niewielkich ilości gencjopikrozydu, bo od około 0,01 do 0,02% s.m. 
wykazano w tkance ro2rwijającej się w warunkach kultury zawiesinowej oraz 
w płynie pohodowłanym, w którym jego zawartość wynosiła 2x10'^% s.m. 
(12).

Znajomość dróg biosyntezy substancji naturalnych ma swoje implikacje 
praktyczne. Obok możliwości otrzymywania metabolitów w warunkach kul
tury, pozwala również na badanie enzymatyki procesów. Umożliwia to od
najdywanie prekursorów związków, które po dodaniu do kultury wzmagają 
tworzenie metabolitów wtórnych (62). Badania prowadzone na poziomie mo
lekularnym i biochemicznym u goryczek, dążą do opisania dróg biosyntezy 
antocyjanów występujących w ich kwiatach (34,63,66). Identyfikacja genów 
odpowiedzialnych za enzymatyczną kontrolę procesów biosyntezy gencjodel- 
finy w kwiatach G. triflora, umożliwia klonowanie odcinków cDNA, co w tym 
przypadku może znaleźć wykorzystanie w modyfikowaniu barwy kwiatów (34).
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Kultury in vitro umożliwiają wydajne rozmnażanie goryezek zarówno drogą 
organogene2y jak i somatyeznej embriogenezy, a tkanka kalusowa i regene- 
ranty stanowić mogą źródło metabolitów wtórnych. Manipulowanie roślinnym 
genomem goryczek otwiera nowe perspektywy w genetyce i hodowli tych 
roślin. Z danych literaturowych wynika, że zmodyfikowane metodą transfor
macji za pomocą A. rhizogenes goryczki posiadają cechy podnoszące ich wa
lory ozdobne. W przypadku roślin należących do rodzaju Gentiana z wielu 
względów, na które zwrócono uwagę w tym artykule, istnieje, jak się wydaje, 
potrzeba szerszego wykorzystywania nowoczesnych metod biotechnologicz
nych dla większej grupy goryczek. Dotychczas w kulturach in vitro opraco
wano metody rozmnażania dwunastu gatunków goryczek, a transformacji 
zakończonej otrzymaniem stransformowanych roślin dokonano zaledwie w przy
padku czterech gatunków.
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Present status of Gentiana taxa biotechnology

Summary

Data on the tissue culture and genetic manipulation of several species of the genus Gentiana 
in support on the review of literature are presented.
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