FARMACJA WSPOECZESNA 2019; 12: 210-217

ARTYKUL POGLADOWY / REVIEW PAPER
Otrzymano/Submitted: 11.11.2019 « Zaakceptowano/Accepted: 17.12.2019

© Akademia Medycyny

Czy kultury in vitro gatunkéw roslin chronionych moga
by¢ zrédtem surowcow do badan fitochemicznych

i biologicznych?

Can in vitro cultures of protected plant species be a source
of raw materials for phytochemical and biological studies?

Malgorzata Kikowska, Natalia Turowska, Barbara Thiem
Katedra i Zaktad Botaniki Farmaceutycznej i Biotechnologii Roslin, Uniwersytet Medyczny
im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu

Streszczenie

Duze znaczenie w poszukiwaniu lekéw posiadaja rosliny, ktore sa zrédlem ogromnej liczby metabolitéw
wtornych. Wigkszos¢ badanych zwiazkéw wyodrebniana jest z roslin pochodzacych z upraw polowych, jednak
nadal cze$¢ surowcdw roélinnych pochodzi ze stanowisk naturalnych. Problem stwarzaja gatunki roslin rzadkich
i chronionych, ktérych zbidr i uprawa sg ograniczone lub niemozliwe. Dostep do tych surowcow jest mozliwy dzieki
zastosowaniu metod biotechnologicznych. Powodem wprowadzania do kultur in vitro roslin chronionych jest nie-
dostepnos¢ materiatu roslinnego, a przez to brak mozliwosci badan tych taksonow. Czesto bogaty zestaw zwigzkow
o dzialaniu biologicznym pozostaje niezbadany, a potencjat roslin niewykorzystany. Metody mikrorozmnazania
roélin i inne systemy wzrostowe in vitro pozwalaja na namnozenie biomasy roslinnej z przeznaczeniem do badan
fitochemicznych i biologicznych. Praca ma na celu przedstawienie probleméw zwiazanych z prowadzeniem badan
z zakresu kultur in vitro roslin objetych w Polsce ochrong gatunkows, na przyktadzie: mikotajka nadmorskiego,
maliny moroszki oraz zimoziotu pétnocnego. (Farm Wspot 2019; 12: 210-217)

Stowa kluczowe: kultury komérkowe i tkankowe, metabolity wtérne, Eryngium maritimum, Rubus chamaemorus,
Linnaea borealis

Abstract

Plants, which are the source of many secondary metabolites, are of great importance in the search for drugs.
Most of the compounds are extracted from field crops, but still some of the plant raw materials come from natural
sites. The collection and cultivation of rare and protected plants are limited or impossible. Access to these raw
materials is possible due to the use of biotechnological methods. The reason for introducing protected plants into
in vitro cultures is the inaccessibility of plant material, and thus the inability to study these taxa. Often, a rich set
of compounds with a biological activity remains unexplored and the potential of plants unused. Micropropagation
methods and other in vitro growth systems allow plant biomass to be multiplied for phytochemical and biological
research. The aim of the work is to present problems related to conducting research in the field of in vitro cultures
of plants under species protection in Poland, on the example of: sea holly, cloudberry and twinflower. (Farm Wspot
2019; 12: 210-217)

Keywords: cell and tissue cultures, secondary metabolites, Eryngium maritimum, Rubus chamaemorus, Linnaea
borealis

Wstep oraz nierzadko ich nieskuteczno$¢ stawia przed nim

Przemyst farmaceutyczny odgrywa role waznego wyzwania i zmusza do poszukiwania alternatywnych
sektora $wiatowej gospodarki. Coraz glebsze zrozumie- zrédet pozyskiwania nowych substancji o aktywnosci
nie mechanizmu wielu chordb, wzrost cen lekdw otrzy- farmakologicznej. Duze znaczenie w poszukiwaniu

mywanych na drodze pelnej syntezy lub pétsyntezy lekéw posiadaja roéliny, ktore sa zZrodtem ogromnej
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liczby metabolitéw wtérnych. Wsérod duzej liczby
nowych zwigzkéw wyodrebnianych z roslin, cze§é
wykazuje obiecujace dzialanie biologiczne badz
farmakologiczne i wprowadzana jest do programow
badan klinicznych [1]. Z obecnie znanych ponad 20
000 zwigzkéw chemicznych pochodzenia roélinnego,
to zwykle substancje o bardzo zlozonej strukturze.
Pozyskiwanie wyselekcjonowanych bioaktywnych
zwigzkéw na drodze syntezy chemicznej jest czesto
procesem wieloetapowym i stad nieoptacalnym.
Rosnace zapotrzebowanie na produkty pochodzenia
roslinnego sktania wiele osrodkéw naukowych do
poszukiwania nowych zrdédet substancji o aktywnosci
biologicznej [2].

W roélinach rosnacych w warunkach naturalnych
i uprawach polowych biosynteza wielu metabolitow
wtornych przebiega na ogél z bardzo mala wydajno-
$cig, zalezng od sezonowosci upraw. Ponadto dostep-
no$¢ surowcéw roélinnych moze by¢ ograniczona
ze wzgledu na specyfike wymagan klimatycznych
i siedliskowych, postepujaca degradacje srodowiska
naturalnego, a takze powolny wzrost roélin i niekiedy
kilkuletnie wyksztalcanie organéw stanowigcych
warto$ciowy surowiec. Dostepnos¢ do szeregu roélin
rosnacych w rodowisku naturalnym jest takze mocno
ograniczona z uwagi na ich $cista lub czesciowa
ochrone gatunkowy. Zwiekszajace si¢ zanieczyszcze-
nie i niekorzystne zmiany zachodzace w $rodowisku
naturalnym, skutkujg kurczeniem si¢ zasobow roslin-
nych, a zbidr surowcéw z upraw polowych prowa-
dzonych w takich rejonach staje si¢ problematyczny.
Alternatywnym rozwigzaniem tych ograniczen moze
by¢ produkeja pozadanych metabolitéow w biomasie
roélinnej otrzymywanej z zastosowaniem metod bio-
technologicznych [3,4].

Aby mozna przeprowadza¢ badania nad gatun-
kami chronionymi w Polsce nalezy uzyskac¢ specjalne
zezwolenia od wlasciwych organéw ochrony $rodo-
wiska i od dyrekcji Parku Narodowego badz Ogrodu
Botanicznego, w zalezno$ci od miejsca pozyskania
roélin. Takie zezwolenia w precyzyjny sposdb okre-
$laja liczbe pozyskanych roslin lub organéw oraz czas
prowadzenia badan nad chronionymi gatunkami.
Ponadeto, instytucje wydajace te zezwolenia nakladaja
obowigzek przekazania sprawozdan z przeprowadzo-
nych badan. Wszystkie regulacje dotyczace dostepu do
zasobow genetycznych, sposobu oraz sprawiedliwego
podziatu korzysci z ich wykorzystania reguluje roz-
porzadzenie opracowane zgodnie z postanowieniami
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»Protokotu z Nagoi” i Konwencji o réznorodnosci
biologicznej [5,6].

Roslinne kultury in vitro alternatywnym
zrédtem bioaktywnych zwigzkow

Roélinne kultury in vitro szeregu gatunkow roslin
leczniczych umozliwiaja produkcje odnawialnej
biomasy, zwykle z wysoka zdolno$cig do biosyn-
tezy pozadanych zwigzkéw, o tej samej stereometrii
optycznej co w naturze, dostarczajac wartosciowego
surowca. W kulturach in vitro mozliwa jest opty-
malizacja proceséw biosyntezy, niezaleznie od por
roku. Biomasa, bedaca surowcem, otrzymywana
jest w stalych kontrolowanych warunkach, w mysl
Dobrej Praktyki Laboratoryjnej i Dobrej Praktyki
Wytwarzania (GLP i GMP), co zapewnia wysoka jako$¢
i duza wartoé¢ potencjalnych biotechnologicznych
surowcow. Istotng zaletg kultur in vitro jest mozliwos¢
intensyfikacji biosyntezy oraz wptywania na zwieksza-
nie akumulacji pozadanych metabolitéw w biomasie,
zwykorzystaniem réznych zabiegdw biotechnologicz-
nych. Najczesciej stosowane s3: optymalizacja sktadu
mineralnego i hormonalnego podtoza hodowlanego,
selekcja wysokoproduktywnych linii oraz elicytacja
kultur. W warunkach in vitro mozliwe jest otrzymy-
wanie biomasy w cigglym procesie produkcyjnym na
duzg skale [7-10].

Roélinne kultury in vitro, niezalezne od wymie-
nionych ograniczen, pozwalaja na wykorzystanie
potencjatu biochemicznego komoérek w réznych
systemach wzrostowych i staja sie alternatywnym
i obiecujgcym zrodiem produkeji metabolitow wtor-
nych o komercyjnym znaczeniu. Szybka produkcja
jednorodnej i odnawialnej biomasy zdolnej do biosyn-
tezy substancji o aktywnosci farmakologicznej, a co
najwazniejsze mozliwosci écistego kontrolowania tego
procesu i wptywania na zwigkszenie akumulacji tych
zwigzkéw wskazujg na mozliwos¢ szerszego stosowania
metod biotechnologii w przemysle farmaceutycznym
i kosmetologicznym [2,11-13].

W wielu oé§rodkach naukowych na §wiecie i w sze-
regu koncernach farmaceutycznych prowadzone sa
badania nad mozliwo$cig pozyskiwania zwiazkow
z surowcow roslin leczniczych otrzymywanych
metodami biotechnologicznymi, a takze programy
badawcze w kierunku przemystowego wytwarzania
metabolitow wtérnych o wlasciwoséciach terapeutycz-
nych wréznych roslinnych systemach in vitro, gtéwnie
w kulturach komérkowych. Ponadto, kultury rodlinne
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in vitro oraz dostgpne narzedzia wspolczesnej bio-
technologii moga stanowi¢ cenna metode¢ prowadzaca
do ochrony zasobéw genowych oraz daja mozliwo$é
namnozenia roslin rzadkich, gingcych i chronionych
o niezmienionej warto$ci biologicznej [4,14,15].

Kultury in vitro roslin leczniczych moga stanowi¢
odnawialne zrédlo materialu rodlinnego bogatego
w metabolity wtérne, ktérych produkcja w naturze
zalezna jest od zmieniajacych si¢ warunkéw tem-
peraturowych, oswietleniowych, czynnikéw streso-
wych, infekgji lub rodlinnych patogenéw. Stosowanie
pomieszczen hodowlanych o kontrolowanych para-
metrach (fitotronéw) zmniejsza problem zaleznosci
produkcji bioaktywnych zwiazkéw od zmiennych
warunkow klimatycznych spowodowanych porami
roku. Ponadto hodowle in vitro pozwalaja unikna¢
probleméw zwigzanych ze zbiorem, transportem
i przechowywaniem materiatu roélinnego do eks-
trakcji - jednolity material dostepny jest przez caly
rok. Jednym z aspektéw wykorzystywania biotech-
nologii roélin jest mikrorozmnazanie, ktére stanowi
alternatywng metode otrzymywania mikrosadzonek
warto$ciowych roélin, szybkie namnozenie klonalne
ich elitarnych okazéw [3,9]. Technika ta ma na celu
otrzymywanie duzej liczby jednorodnych roélin, wyko-
rzystujac tylko niewielki fragment rosliny macierzystej.
Mikrorozmnazanie roélin moze dostarczy¢ odna-
wialng, niewyczerpalng ilo$¢ surowca, pozwalajaca
na oceng¢ profilu fitochemicznego, analizy ilo$ciowe
izbadanie aktywnosci biologicznych ekstraktow, frak-
cji czy wyizolowanych zwiazkéw, co jest szczegolnie
istotne w przypadku gatunkéw rzadkich, endemitow,
ro$lin ginacych i podlegajacych ochronie gatunkowe;j.
Ponadto, stanowi alternatywng metode mnozenia
klonalnego roslin pochodzacych z innej strefy klima-
tycznej, rowniez takich, ktére nie zawiazuja nasion lub
posiadaja niska site kietkowania. Te taksony s zwykle
stabo poznane, a moga stanowi¢ zrédlo cennych meta-
bolitéw wtérnych. Metoda rozmnazania klonalnego
in vitro jest stosowana w celu szybkiego rozmnazania
wielu gatunkow roslin leczniczych, ich elitarnych oka-
z6w o duzej wartoséci jednostkowej [3,9].

W kulturach prowadzonych w warunkach in vitro,
istnieje ryzyko wystapienia tzw. zmienno$ci somaklo-
nalnej, ktéra moze prowadzi¢ do zmian zawartosci
pozadanych zwiazkéw i tym samym obniza¢ warto$¢
surowca leczniczego. W przypadku roélin leczni-
czych szczegdlnie wazne jest zachowanie genetycznej
stabilno$ci i otrzymanie jednorodnego materiatu
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o tym samym chemotypie. Aby wykluczy¢ pojawienie
sie takiej zmienno$ci, kultury i rosliny otrzymane
w wyniku mikrorozmnazania powinny podlegaé
ocenie morfologicznej, fizjologicznej, cytogenetycznej,
biochemicznej lub fitochemicznej [9].

Kultury komérkowe in vitro moga by¢ traktowane
jako ,,biofabryki” do produkeji waznych biofarmaceu-
tykow, oferujac szereg zalet w pordwnaniu z konwen-
cjonalnym stosowaniem roslin jako Zrédta metabolitow
wtoérnych [7].

Eryngium maritimum L. — mikotajek
nadmorski

Mikotajek nadmorski z podrodziny Saniculoideae
rodziny Apiaceae (selerowate) wystepuje wzdluz
wybrzezy Europy, Azji Mniejszej i péinocnej Afryki.
W Polsce jego wystepowanie ograniczone jest do
waskiego odcinka wzdtuz wybrzeza Morza Battyckiego
[16]. Mikolajek nadmorski uznawany jest w Polsce za
ro$line zagrozong wyginieciem i jest objety catkowita
ochrong gatunkowg [17]. Powaznymi zagrozeniami dla
populacji tego gatunku sa: zalesianie szarych wydm,
kolekcjonowanie kwiatostanéw do suchych bukietow
oraz niszczenie siedlisk roslinnych przez postepujacy
rozwoj gospodarczy [18].

W medycynie tradycyjnej i ziotolecznictwie
europejskim korzenie mikotajka nadmorskiego i ich
przetwory uznawane sg: za Srodki moczopedne,
napotne, wzmacniajace, wykrztusne a nawet afrody-
zjaki. Surowiec stosowano jako preparat ulatwiajacy
odkrztuszanie w zaawansowanej gruzlicy. Mikotajek
pomagal prawdopodobnie w zapaleniu pecherza
i cewki moczowej, spowalnial formowanie kamieni
nerkowych, takze w przeroscie lub zapaleniu prostaty.
W badaniach naukowych udowodniono aktywno$é
antyoksydacyjna, przeciwbakteryjna, przeciwgrzy-
bicza, przeciwzapalng i przeciwbdélowa mikotajka
nadmorskiego [16].

Dotychczasowe badania fitochemiczne Eryngium
maritimum wykazaly obecnos¢ szeregu grup zwigzkow
o charakterze metabolitéw wtérnych: saponin triter-
penowych, kwaséw fenolowych, flawonoidéw, olejkow
eterycznych, ekdysteroidow i betain. W latach 70-80-
tych zespot Hillera po raz pierwszy wykryti czesciowo
scharakteryzowal kompleksy saponinowe w mikofajku.
Cwier¢ wieku pézniej badania Kowalczyka i wspotau-
toréw pozwolity na okreslenie struktury trzech domi-
nujacych saponin triterpenowych. Liczne saponiny
wystepujace w kompleksach w ilosciach $§ladowych
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wymagaja analiz z wigkszej ilo$ci surowca, ktéry ze
wzgledu na ochrone gatunkowa mikotajka jest niedo-
stepny. Ponadto w E. maritimum wykryto obecno$¢
kwasu rozmarynowego, chlorogenowego i kawowego.
Flawonoidy obecne w E. maritimum sg nieliczne -
wystepuje astragalina, 3-B-D-glukopiranozydo7-O-
L-ramnopyranozyd kemferolu oraz izokwercytryna.
Gatunek ten jest bogaty w liczne bioaktywne zwiazKki,
wymagajace szczeg6élowszych badan fitochemicznych
i biologicznych, ktérych przeprowadzenie bedzie
mozliwe dzigki dostepnosci surowcéw otrzymanych
metodami biotechnologicznymi [16,19].

Poniewaz owoce mikolajkéw szybko przecho-
dza w stan spoczynku do zalozenia kultur in vitro
mikotajka nadmorskiego zastosowano fragmenty
peddéw z pakami wierzchotkowymi i bocznymi
rosliny rosnacej na sztucznej wydmie w Ogrodzie
Botanicznym UAM w Poznaniu. Trudne warunki
siedliskowe preferowane przez E. maritimum, jakimi
sg ubogie w sktadniki odzywcze wydmy nadmorskie,
sugerowaly zastosowanie pozywki Murashige i Skoog
(MS) ze zredukowanymi o polowe stezeniami soli
mineralnych i witamin oraz warianty o pelnym skla-
dzie. Mimo to najefektywniejsze mnozenie mikolajka
nadmorskiego zaobserwowano na pelnych pozywkach
MS uzupelnionych w 6-benzyloaminopuryne (1,0 mg
I BAP) i kwas indolilo-3-octowy (1,0 mg I TAA).
Najwyzszy wspotczynnik mnozenia pedéw wynidst
$rednio 4 pedy potomne na eksplantat, co w pordw-
naniu z innymi krajowymi gatunkami mikofajkéw
jest warto$cia relatywnie niska. Ryzyko pojawienia
sie zmiennosci somaklonalnej wymusito konieczno$é
przeprowadzenia kontroli zregenerowanych w kultu-
rach in vitro roélin, jednakze pedy mikolajka nadmor-
skiego, charakteryzowaly si¢ stabilno$cig genetyczna,
co wykazatla analiza cytogenetyczna metodg cytometrii
przeptywowej. Pedy mikotajka ukorzeniaty si¢ z duza
wydajnoscia, zalezng od zastosowanego wariantu
pozywki. 100% peddéw na pozywce %2 MS w obecnosci
IAA 115 g 1" sacharozy tworzylo korzonki, a przezy-
walno$¢ roslin przeniesionych do warunkoéw ex vitro
wynosita 90%. Rosliny otrzymane w wyniku mikroro-
zmnazania wysadzone na poletko doswiadczalne byly
zdrowe, Zywotne, jednakowe morfologicznie w obrebie
gatunku. W drugim roku wegetacji wytwarzaly pedy
kwiatostanowe, a nastepnie owoce [16,19, Figura 1].

Zawarto$¢ sumy kwasu rozmarynowego i chlo-
rogenowego oznaczana metoda wysokosprawnej
chromatografii cieczowej (HPLC) byla prawie
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12-krotnie wyzsza w korzeniach roélin regenerowa-
nych in vitro (8,668 mg g' s.m.) niz w korzeniach
roélin z gruntu (0,722 mg g' s.m.). Suma obu kwa-
sow w pedach z roslin hodowanych w warunkach
in vitro (3,049 mg g s.m.) byla ponad 6,7-razy wyzsza
niz w pedach rosliny gruntowej (0,452 mg g s.m.).
Warunki hodowli in vitro wplynety réowniez na
zwigkszenie akumulacji saponin triterpenowych,
4,4-krotnie w pedach (0,216 mg g" s.m.) i 3,2-krotnie
w korzeniach (2,124 mg g' s.m.) mikrorozmnazanych
ro$lin w poréwnaniu z analogicznymi organami
roélin gruntowych (odpowiednio 0,049 mg g' s.m.,
0,667 mg g s.m.). Pod wzgledem jakos$ciowym i ilo-
$ciowym korzenie sg najlepszym zrédiem bioaktyw-
nych zwiazkéw dla tego gatunku, z czego hodowla
w warunkach in vitro dodatkowo zwigkszyta ich
zawarto$¢ [16,19].

Rubus chamaemorus L. — malina
moroszka

Malina moroszka (z rodziny Rosaceae) jest
roéling strefy borealno-arktycznej Eurazji i Ameryki
Pétnocnej. W Europie wystepuje gtéwnie w krajach
potwyspu skandynawskiego, na Wyspach Brytyjskich
oraz w Estoniiina Lotwie. W Polsce posiada kilka roz-
proszonych stanowisk na Pomorzu, Warmiii Mazurach
oraz w Sudetach. Na tych obszarach jako relikt epoki
lodowcowej, jest bardzo rzadka, zagrozona wyginie-
ciemiztego wzgledu objeta $cisla ochrong gatunkows.
Gatunek wpisany jest do Polskiej Czerwonej Ksiegi
Roslin [20]. GIéwnym zrédtem zagrozenia nielicznych
stanowisk taksonu jest osuszanie i eksploatacja torfo-
wisk, jego naturalnych siedlisk [21].

W medycynie tradycyjnej krajéw poinocnej
Europy malina moroszka byla czesto stosowana do
leczenia szkorbutu, a takze jako $rodek pomocniczy
w leczeniu goraczki i biegunki. Obecnie napary z lisci
malin stosuje si¢ w terapii neurastenii i nerwic na
terenach Tybetu. Licie i owoce wykazuja wlasciwos$ci
przeciwutleniajace, przeciwzapalne, przeciwbakte-
ryjne, hepatoprotekcyjne, antymutagenne i przeciw-
nowotworowe [21].

W Skandynawii jadalne owoce maliny moroszki
maja duze znaczenie ekonomiczne, dlatego ich skiad
zostal juz poznany. Owoce charakteryzuja sie wyjat-
kowo duzg zawartoscig kwasu elagowego (KE). Inne
zwigzki obecne w owocach to kwasy fenolowe i flawo-
nole, glikozydy kwercetyny, kemferolu i mirycetyny.
Owoce maliny moroszki zawieraja olejek eteryczny,
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w ktérym wystepuje wanilina i jej pochodne. W oleju
wyizolowanym z nasion obecne sa trdjglicerole oraz
kwasy tluszczowe - linolowy, alfa-linolenowy, ole-
inowy, a takze karoteny i tokoferole. Pomaranczowo
zabarwione owoce zawierajg rubiksantyne, pochodng
karotenu oraz fitoestrogeny, witaminy A, B, C, Di E
oraz zwigzki mineralne. Kwas elagowy i elagotaniny,
stanowiace dominujacg grupe zwigzkéw obecnych
w owocach R. chamaemorus, charakteryzuja sie sze-
rokim spektrum aktywno$ci farmakologicznej [21,22].

Niekorzystne zmiany zachodzace na stanowiskach
wystepowania R. chamaemorus powodujg kurcze-
nie si¢ populacji tego gatunku na terenie Europy.
Konwencjonalne rozmnazanie maliny moroszki jest
nieefektywne, a jej uprawa jest praktycznie niemozliwa
z uwagi na specyficzne wymaganie glebowo-wodne.
Dlatego w osrodkach naukowych w Polsce, Norwegii
i Kanadzie podjeto proby rozmnazania maliny
moroszki metodg kultur in vitro, technika klonalnego
rozmnazania in vitro ze szczytow pedow. Ta metoda
pozwala zachowa¢ stabilno$¢ genetyczng rozmnaza-
nych roélin i ich profil chemiczny [23-25].

Materiatem inicjalnym do zalozenia kultur
in vitro byly ok. 5 mm wierzcholki aseptycznych
siewek otrzymanych z nasion norweskich roélin. Do
namnazania pedéw metoda pobudzania do rozwoju
pakow bocznych zastosowano pozywke MS uzupet-
niona BAP iIBA (kwas indolilo-3-mastowy) w réznych
stezeniach oraz suplementowang siarczanem adeniny
(SA). Najbardziej skuteczng byta pozywka MS zawiera-
jaca 0,2 mgl' BAPi0,1 mgl"' IBA wzbogacona 80 mg
I'" SA, o pH = 4,0, na ktérej z jednego eksplantatu
rozwijato si¢ 12 mikropedéw. W trudnym procesie
ukorzeniania przyjeto dwuetapowa procedure indukeji
korzeni. Pedy potraktowane auksyna umieszczono na
podlozu pozbawionym regulatoréw wzrostu i rozwoju
roélin oraz obnizong o potowe zawartoscig soli mine-
ralnych - % MS. Dla otrzymanych w kulturze in vitro
roélin przeprowadzono préby introdukeji na poletko
doswiadczalne Ogrodu Botanicznego UAM [23]
(Rycina 1). Inni autorzy prowadzili proby reintrodukeji
mikrorozmnazanych roélin na stanowiska naturalne
w poinocnej Norwegii [24]. Dla maliny moroszki
opracowano takze procedure namnazania pedéw
w bioreaktorze, wskazujac na mozliwo$¢ rozmnazania
tego gatunku na duzg skale [25].

Z uwagi na interesujacy zestaw bioaktywnych
zwigzkow i duzy potencjatleczniczy owocdw gatunku,
ajednoczes$nie ogromny wplyw zmian pogodowych na
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wzrost i owocowanie maliny moroszki, zainicjowano
badania nad otrzymywaniem i mnozeniem kultur
tkankowych i komérkowych w zawiesinie, w ktoérych
stwierdzono zdolno$¢ do biosyntezy metabolitéw
wtornych i oznaczono zawarto$¢ KE [26]. Opracowano
takze metode kultur komoérkowych R. chamaemorus
na skale przemystowa. Hodowane w bioreaktorach
komorki zachowaly zdolnos$¢ do biosyntezy meta-
bolitéw wtoérnych charakterystycznych dla roslin
rosnacych na naturalnych stanowiskach. Autorzy pracy
podkreslaja, ze ekstrakty i izolowane zwiazki z kalusa
i kultury komoérkowej maliny moroszki mogg znalez¢
szerokie zastosowanie w przemysle kosmetycznym
i spozywczym [27].

Pozyskany z kultur in vitro material roslinny
pozwolil na przeprowadzenie analizy HPLC zawartosci
sumy zwiazanego i wolnego KE w pedach i korzeniach
zregenerowanych roslin. Wyniki wskazaly na wieksza
zawarto$§¢ KE w pedach niz w korzeniach zregene-
rowanych roslin in vitro. Wprawdzie w kulturach
pedowych oznaczono 2,6-krotnie nizszg zawarto$é
zwigzku (1,734 g 100g™" s.m.) w poréwnaniu do wyso-
kiej zawarto$ci w liSciach ze srodowiska naturalnego
(6,996 g 100g" s.m.), ale wyzszg niz w owocach
(0,690 g 100g™" s.m.) [26,28]. Kalus otrzymany z maliny
moroszki wykazywal zdolnos¢ do biosyntezy KE, jed-
nak na bardzo niskim poziomie (0,057 g 100 g s.m.)
[26]. Uzyskana metodami biotechnologicznymi bio-
masa z kultur pedowych pozwolita na opracowanie
metody oznaczania KE w lisciach [29] oraz przepro-
wadzenie badan aktywnoéci przeciwdrobnoustrojowe;
[30]. Badania dowiodly, ze kultury pedowe maliny
moroszki moga by¢ nowym zrédiem KE. Ponadto,
umozliwily opracowanie metody pozwalajacej zacho-
wanie gatunku ex situ [31].

Opracowane metody rozmnazania in vitro oraz
otrzymywania kultur komérkowych R. chamaemo-
rus wskazuja na mozliwo$¢ pozyskiwania nowych
surowcow do otrzymywania ekstraktow i izolowanych
zwigzkow z tego rzadkiego i trudno dostepnego z natu-
ralnych stanowisk taksonu [13,27].

Linnaea borealis L. — zimoziét pétnocny
Zimozidt poinocny (Linnaea borealis) z rodziny
Linnaeaceae to gatunek wystepujacy w krajach pét-
kuli pétnocnej o rozmieszczeniu okolobiegunowym.
W Polsce L. borealis objety jest czesciowa ochrong
gatunkowq [32] i ros$nie na nielicznych, rozproszonych
stanowiskach. W krajach skandynawskich zimoziot
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stosowano w medycynie tradycyjnej w leczeniu cho-
rob reumatycznych oraz skoérnych, tj. wysypki, odry,
pokrzywki, grzybicy i $wigdu. W Norwegii roélina byta
wykorzystywana takze w terapii polpasca. Znane s3
réwniez doniesienia o uzyciu tego gatunku w Polsce
jako remedium na dolegliwo$ci menstruacyjne oraz
jako $rodek na wzmocnienie dla kobiet ciezarnych.
Obecnie L. borealis znajduje zastosowanie w kosme-
tologii jako skladnik preparatéw poprawiajacych
kondycje skory [33].

Profil chemiczny europejskiego podgatunku
zimoziotu péinocnego nie zostat dotychczas zbadany,
natomiast sklad chemiczny amerykanskiego podga-
tunku L. borealis opisano kréotko w rozprawie dok-
torskiej z Uniwersytetu Kolumbii [34]. W ekstraktach
etanolowych z lisci wykryto flawonoidy: glikozydy

kwercetyny i kemferolu, a takze pochodne apigeniny
i luteoliny: kwasy fenolowe: kwas p-kumarowy, kwas
p-hydroksybenzoesowy, kwas kawowy, kwas ferulowy,
kwas protokatechowy, kwas wanilinowy, kwas flore-
towy i cztery izomery kwasu chlorogenowego [34].
Obecno$¢ metabolitéw wtérnych wskazuje na duzy
potencjat leczniczy taksonu, ktéry wymaga dalszych
nowoczesnych analiz fitochemicznych i badan poten-
cjalnych wlasciwosci leczniczych.

Material roélinny do zainicjowania kultur in vitro
L. borealis zostal pozyskany w 2017 roku z Wolinskiego
Parku Narodowego za zgoda dyrekcji WPN oraz
Ministra Srodowiska. Najlepsze rezultaty klonalnego
namnazania pedéw zimoziotu zaobserwowano na
pozywce MS + BAP 1,0 mg I, IAA 0,1 mg I"' i GA,
(kwas giberelowy) 1,0 mg 1. Uzyskano $rednio 10

Rycina 1. Rdzne systemy wzrostowe in vitro badanych gatunkéw krajowych roslin chronionych: Eryngium
maritimum (la-1e), Linnaea borealis (2a-2e) i Rubus chamaemorus (3a-3e). Rosliny in vivo (1a,2a,3a),
mikrorozmnazane roéliny (1b-1d, 2b-2d, 3b-3d), kultury kalusa (1e,2e,3e)

Figure 1. Different in vitro growth systems of studied domestic species of endangered plants: Eryngium
maritimum (la-1e), Linnaea borealis (2a-2e) and Rubus chamaemorus (3a-3e). In vivo plants (1a,2a,3a),
micropropagated plantlets (1b-1d, 2b-2d, 3b-3d), callus cultures (1e,2e,3e)
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nowych pedéw z pojedynczego eksplantatu. L. borealis
jest mala krzewinka trudno tworzacg korzenie in vitro,
dlatego podjeto liczne proby ukorzeniania na pozywce
MS z réznymi auksynami. W efekcie, na podlozu MS
z wysokg zawarto$cig auksyn IBA 2,0 mg " i TAA 5,0
mg 1" wielopedy wytwarzaty $rednio 14 korzeni [35,
Figura 1].

Badania fitochemiczne mozliwe byly do prze-
prowadzenia dzieki zastosowaniu techniki mnozenia
klonalnego w warunkach in vitro. Metodg chromato-
grafii cienkowarstwowej oraz metoda wysokosprawnej
chromatografii cieczowej sprzezonej z spektrometria
mas (HPLC/MS-MS) potwierdzono obecnosé kwasdéw
fenolowych oraz flawonoidéw w metanolowych eks-
traktach z biomasy kultur pedowych, wczesniej opisa-
nych dla podgatunku amerykanskiego. Ponadto, po raz
pierwszy w gatunku stwierdzono obecno$¢ zwigzkow
irydoidowych. Tym samym wykazano, ze biomasa
z kultur in vitro zdolna jest do biosyntezy metaboli-
tow wtornych naturalnie wystepujacych w L. borealis
i moze stanowi¢ surowiec do dalszych badan [35].

Podsumowanie

Podjecie prac badawczych nad roslinami chro-
nionymi narzucalo koniecznos¢ uzyskania zezwolen
z odpowiednich krajowych organéw ochrony srodowi-
ska. Podstawowym celem przedstawionych badan bylo
rozstrzygniecie czy i w jakim stopniu zregenerowane
w kulturach in vitro krajowe gatunki roélin chronio-
nych moga stanowi¢ zrédto biologicznie czynnych
metabolitow wtoérnych, charakterystycznych dla
roélin gruntowych, ktérych surowce sg niedostepne.
Opracowano protokoty mikrorozmnazania tych
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