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Streszczenie

Wstep. Badania dotyczg zalozenia roslinnej kolekgji in vitro gatunku Pinguicula vulgaris, stanowiacej bank
genow. Zastosowano kultury in vitro jako strategi¢ w celu utrzymywania ex situ chronionego gatunku a jedno-
cze$nie otrzymywania odnawialnej biomasy rzadkiego taksonu z przeznaczeniem do badan fitochemicznych
i biologicznych. Materiat i metody. Kultury in vitro tlustosza zwyczajnego prowadzono dwiema technikami
rozmnazania klonalnego: metoda stymulacji rozwoju pakéw apikalnych i bocznych z wierzchotkéw rozetek
oraz metoda organogenezy bezposredniej z li$ci. Zastosowano dwie pozywki wg Murashige i Skooga (MS i %2MS
o polowie skladnikéw mineralnych i witamin). Oceniano zdolno$¢ kultur pedowych do wzrostu i rozwoju w trzech
systemach hodowlanych in vitro: stacjonarnym w pozywce stalej i pélptynnej oraz wytrzagsanym w pozywce
plynnej. Do wstepnej oceny fitochemicznej otrzymanej biomasy zastosowano metode chromatografii cienkowar-
stwowej TLC. Wyniki. Pozywka MS o pelnym sktadzie, bez dodatku regulatoréw wzrostu, byta optymalna dla
namnazania kultur pedowych wytrzasanych (w systemie ptynnym). W systemie statym i pétptynnym najwieksza
wydajno$¢ mnozenia osiggnieto w podtozu %2MS bez fitohormondw. Analiza fitochemiczna wyciagdw z P. vulgaris
potwierdzifa obecnos¢ w ekstraktach z biomasy namnozonej w kulturze in vitro zwiazkéw z grup metabolitow
wtérnych charakterystycznych dla gatunku, w tym akteozydu oraz katalpolu o aktywnosci biologicznej. Wnioski.
Stwierdzono, ze obie techniki mikrorozmnazania ttustosza s3 wydajnymi metodami, szczegélnie w systemach
potptynnym i ptynnym, a namnazanie nowych pedéw potomnych zachodzi szybciej w wyniku organogenezy
bezposredniej z liscia. Obie metody zapewniaja efektywne namnazanie P. vulgaris, a otrzymane kultury pedowe
stanowia odnawialna kolekcje in vitro rzadkiego, chronionego gatunku oraz forme jego ochrony ex situ. Ponadto,
roéliny te sa potencjalnym zrédlem akteozydu i katalpolu. (Farm Wspot 2021; 14: 241-250) doi: 10.53139/FW.20211430

Stowa kluczowe: thustosz pospolity, kultury in vitro, mikrorozmnazanie, ochrona rzadkiego gatunku, metabolity wtorne

Abstract

Introduction. The goal of the research was to establish an in vitro plant collection of Pinguicula vulgaris,
constituting a gene bank. Plant in vitro cultures were used as a strategy to maintain the protected species ex situ,
and to obtain renewable biomass of this rare taxon for further phytochemical analysis and biological activity
research. Materials and methods. In vitro cultures of P. vulgaris were maintained using two methods of clonal
propagation: by a method of stimulating the development of apical and lateral buds from the tips of rosettes and
by direct organogenesis from leaves. Two variants of Murashige and Skoog medium were used (MS and %2MS con-
taining half of mineral salts and vitamins). The growth and development capacity were evaluated in three in vitro
systems: stationary cultures in solid and semisolid medium and agitated cultures in liquid medium. Preliminary
phytochemical analysis of the obtained biomass was performed using thin-layer chromatography. Results. Full
strength MS medium without plant growth regulators was optimal for the propagation of agitated shoot cultures
in liquid medium. For solid and semisolid systems, the highest propagation rate was achieved on half-strength
medium without phytohormones. The preliminary phytochemical analysis of P. vulgaris extracts of biomass
obtained from in vitro cultures confirmed the presence of secondary metabolites characteristic for the species,
including acteoside and catalpol, compounds with known biological activities. Conclusions. Both techniques used
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are efficient methods for micropropagation of P. vulgaris, especially those utilizing semisolid and liquid systems.
The formation of new shoots by direct organogenesis from leaves is a quicker method. Both methods ensure rapid
propagation of P. vulgaris, and the obtained shoot cultures constitute a renewable in vitro collection of this rare
protected species and a form of ex situ protection. Moreover, the cultures are potential source of acteoside and
catalpol. (Farm Wspét 2021; 14: 241-250) doi: 10.53139/FW.20211430

Keywords: Butterwort, in vitro cultures, micropropagation, conservation of rare plant species, secondary metabolites

Wstep

W obecnych czasach dziatalno$¢ czlowieka, zanie-
czyszczenie Srodowiska oraz zmiany klimatu wplywaja
negatywnie na rozwoj wielu gatunkéw roslin w ich
warunkach naturalnych. Wycinanie laséw oraz osusza-
nie bagien i torfowisk powoduja stopniowe zanikanie
wielu populacji roélin rzadkich, w wyniku czego sze-
reg gatunkow jest zagrozonych wyginieciem. Metody
ochrony bioréznorodnosci opierajg sie na zachowaniu
gatunkow w miejscu ich wystepowania (in situ), a takze
poza naturalnymi siedliskami (ex situ). Wérdd réznych
form aktywnej ochrony gingcych gatunkoéw, nalezy
wymieni¢ tworzenie bankéw gendéw w formie roélin-
nych kolekgji in vitro [1,2]. Prowadzenie kultur in vitro
taksonow objetych ochrong jest strategia w celu zacho-
wania ex situ gatunkow, a jednoczesnie otrzymywania
odnawialnej biomasy z przeznaczeniem do badan
fitochemicznych i badan aktywnosci biologicznej [3,4].
Kultury in vitro umozliwiaja szybkie namnazanie
znacznej liczby jednorodnych wyselekcjonowanych
roslin potomnych w procesie mikrorozmnazania
i wytworzenie warto$ciowej biomasy [5]. Klonalne
mnozenie in vitro jest istotne zwlaszcza w przypadku
gatunkow potencjalnie leczniczych, znanych tylko
z medycyny tradycyjnej, ktorych sktad chemiczny
idzialanie biologiczne jest stabo poznane i powinno by¢
zweryfikowane, z zastosowaniem wspodtczesnych tech-
nik badawczych. Rdzne roélinne systemy hodowlane
in vitro (kultury organéw, kalus, kultury komoérkowe)
produkuja w biomasie warto$ciowe metabolity wtdrne,
nierzadko w wigkszych ilosciach niz organy roslin ze
stanu naturalnego lub z uprawy. Takie kultury roslin
leczniczych moga staé sie¢ alternatywnym zrodlem
interesujacych zwiazkéw o aktywnosci biologicznej
[6,7]. Namnozona biomasa umozliwia prowadzenie
badan nad roélinami rzadkimi, chronionymi lub ende-
mitami, ktérych nie mozna pozyskiwa¢ ze srodowiska
naturalnego. Ponadto, namnozone w kontrolowanych
warunkach in vitro roéliny, po ocenie morfologicznej
i genetycznej, moga by¢ reintrodukowane na natu-
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ralne stanowiska lub transplantowane do ogrodéw
botanicznych [5].

Jednym z takich rzadkich i chronionych gatunkow
jest ttustosz pospolity (Pinguicula vulgaris L., ang.
Butterwort), roélina owadozerna z rodziny ptywaczo-
watych (Lentibulariaceae). Gatunek ten charakteryzuje
sie niewielkim wzrostem (do 25 cm), posiada jasno-
zielone liscie w ksztalcie szerokiej elipsy, ktdre tworza
rézyczke (rozete). Naich gornej powierzchni wystepuja
gruczoly, posiadajace dwie funkgje: sa putapka dla owa-
dow oraz pelnig funkcje trawienne. Putapki adhezyjne
znajdujace si¢ na lisciach majg gruczoly szyputkowe,
z ktorych kazdy zawiera duza krople $luzu zatrzymu-
jacego owady [8]. Kwiaty barwy niebieskofioletowej
wyrastaja pojedynczo na dtugich szyputkach. Owocem
jest kulisto-jajowata torebka [9]. Takson Pinguicula
vulgaris L. obejmuje dwa podgatunki: P. vulgaris ssp.
macroceras — tlustosz pospolity kalifornijski oraz
P. vulgaris ssp. vulgaris — ttustosz pospolity typowy
[10]. P. vulgaris wystepuje w Europie, Azji i Ameryce
Pétnocnej. Rosnie na terenach wilgotnych i podmo-
ktych, gléwnie na torfowiskach. Dobrze rozwija sie
w $rodowisku ubogim w skladniki mineralne [11].
W Polsce od 2001 r. thustosz objety jest $cista ochrong
gatunkowsq i jest wpisany na liste taksondw krytycznie
zagrozonych [9,12,13].

Wspolczeénie P. vulgaris nie jest stosowany w lecz-
nictwie. Dawniej gatunek byl uzywany w tradycyjnej
medycynie, z uwagi na obecnos¢ interesujacych meta-
bolitéw wtérnych - kwasu cynamonowego, glikozydow
irydoidowych i glikozydow fenyloetanoidowych [14].
Ekstrakty z lisci tlustosza, wykazujace efekt spazmo-
lityczny, byly stosowane m.in. w leczeniu krztusca,
gruzlicy czy bolu zwigzanego ze skurczami jelit [11].
Gléwne zastosowanie taksonu to surowiec do prze-
twarzania zywnosci [14]. W Skandynawii gatunek
wykorzystywano w przetworstwie mleczarskim do
produkcji gestego i sfermentowanego mleka, natomiast
w Niemczech, na poczatku XX w., uzywany byt w celu
zmigkczania $wiezo ubitego i twardego miesa. Oba
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wspomniane zastosowania w przetwdrstwie wynikaja
z obecno$ci w ttustoszu proteaz rozkladajacych biatka
na skutek hydrolizy wigzan peptydowych. W ttustoszu
wystepuja liczne enzymy z klasy hydrolaz: proteazy,
fosfatazy kwasne, amylazy, esterazy i rybonukleazy
[14].

Nieliczne badania fitochemiczne P. vulgaris wska-
zuja na obecnos¢ metabolitow wtérnych z kilku grup
zwigzkow. Sa to: flawonoidy, glikozydy fenyloetano-
idowe, kwasy fenolowe, irydoidy oraz karotenoidy
[8,14,15]. Charakterystycznymi dla tego taksonu sa
zwigzki posiadajace interesujace wlasciwosci farma-
kologiczne, akteozyd i katalpol. Akteozyd (= werba-
skozyd, rycina 1) nalezy do fenyloetanoidéw, ktore sa
glikozydowymi polaczeniami pochodnych kwasow
cynamonowego i alkoholu fenyloetylowego. Zwigzki
te posiadaja m.in. wlasciwoéci przeciwbakteryjne,
przeciwnowotworowe, przeciwutleniajace, jak rowniez
wiele innych. Akteozyd wykazuje silne dzialanie anty-
oksydacyjne przeciwko wolnym rodnikom. Ponadto
ma wlasciwosci przeciwzapalne, przeciwbdlowe,
immunosupresyjne, immunomodulujace. Dziala
takze hepatoprotekcyjnie, przeciwdrobnoustrojowo
oraz przeciwnowotworowo [16-18]. W badanym
gatunku wystepuje takze katalpol (rycina 2), nalezacy
do grupy irydoidow, ktore sktadajg sie z dwoch skon-
densowanych pierscieni: heterocyklicznego a-pironu
i cyklopentanu. Zwigzek posiada wlasciwos$ci uspokaja-
jace, przeciwgoraczkowe, przeciwkaszlowe, a takze jest
stosowany jako $rodek gojacy rany i w schorzeniach
skory [19].

Rycina 1. Struktura chemiczna akteozydu
Figure 1. Chemical structure of acteoside
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Rycina 2. Struktura chemiczna katalpolu
Figure 2. Chemical structure of catalpol

Obecne biotechnologiczne badania nad gatunkiem
P. vulgaris podjeto w celu odnowienia kultur in vitro
oraz utworzenia kolekcji in vitro ze zdrowych, wyselek-
cjonowanych roélin, rozmnazanych wydajng metoda
mikrorozmnazania. Poréwnano efektywnos¢ dwéch
technik mikrorozmnazania - przez stymulacje rozwoju
pakow wierzchotkowych i bocznych oraz metoda orga-
nogenezy bezposéredniej z liscia. Prowadzono hodowle
stacjonarne w pozywce stalej, pétptynnej oraz kultury
wytrzasane w podiozu ptynnym. Celem badan byla
ocena zdolnosci kultur pedowych do rozmnazania
i dalszego prawidlowego wzrostu i rozwoju w trzech
réznych systemach in vitro na wybranej pozywce o pel-
nym i obnizonym skladzie soli mineralnych i witamin.

Materiat i metody
Materialem badawczym byl gatunek Pinguicula
vulgaris L. - tlustosz pospolity, utrzymywany w wie-
loletniej kulturze in vitro w Katedrze i Zakladzie
Botaniki Farmaceutycznej i Biotechnologii Roslin
UMP. W pracy stosowano metody z zakresu roélinnych
kultur in vitro i wstepnej analizy fitochemicznej.
Kultury in vitro prowadzono w warunkach jato-
wych, w lozy z laminarnym nawiewem powietrza.
Zastosowano dwie techniki mikrorozmnazania roélin:
a) metode otrzymywania pedéw potomnych droga
pobudzania do rozwoju paczkéw katowych
z eksplantatow wierzcholkowych zawierajacych
tkanke merystematyczna
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b) metode organogenezy bezposrednie;j z eksplanta-
tow lisciowych w celu regeneracji przybyszowych
pedow .

Kultury in vitro prowadzono na pozywce
Murashige i Skoog’a (MS) [20] w trzech systemach
hodowlanych in vitro: ptynnym, pélptynnym oraz
stalym o pH 5,7-5,8. Sporzadzono trzy rodzaje podlozy
o réznym stopniu zestalenia: pozywke stalg (7,2 g/l
agaru), polptynna (3,6 g/l agaru) i ptynng. Naczynia
hodowlane z pozywka poddano sterylizacji w auto-
klawie.

Klonalne rozmnazanie in vitro thustosza pospoli-
tego zapoczatkowano z czesci wierzchotkowych poje-
dynczych rozet (skrocone pedy w postaci rozetek) oraz
lisci z donorowej kultury pedowej P. vulgaris. Wybrane
eksplantaty pasazowano na podloza o pelnym (MS)
lub zmniejszonym o potowe (%2MS) skladzie soli
mineralnych i witamin. Eksplantatami wyktadanymi
na pozywki byly rozety o $rednicy ok. 2 + 0,5 cm oraz
liscie o $rednicy 3 = 1 cm. Kultury utrzymywano
w kontrolowanych warunkach w fitotronie (22 + 1°C,
wilgotno$¢ wzgledna 60-70%, fotoperiod 16/8 godz.,
lampy jarzeniowe o natezeniu 60 umolx m?xs™).
Kultury pedowe w plynnej pozywce prowadzono na
wytrzasarce rotacyjnej (110 obr/min ). Pedy namna-
zano w subkulturach (pasazowano na $wiezg pozywke)
w odstepach 8-tygodniowych. Do$wiadczenia zakta-
dano czterokrotnie, facznie wykorzystujac 168 eks-
plantatéw (rozetek i lisci).

Obserwowanymi parametrami byly: wydajnos¢
mikrorozmnazania na podfozach stalym, ptynnym
i polptynnym, jak réwniez szybko$¢ zachodzenia
tego procesu. Poréwnywano takze wydajnos¢ dwoch
zastosowanych metod klonalnego rozmnazania kultur.
Okreslano liczbe regenerantéw zregenerowanych z jed-
nego eksplantatu, wielko$¢ nowych potomnych rozetek
i szybkos¢ zachodzenia procesu mikrorozmnazania
w danym systemie in vitro. Pomiary wykonywano
po 8 tygodniach od zalozenia kultur. Rozmnozone
in vitro roéliny byly poddane ocenie morfologicznej
i fitochemiczne;j.

Namnozona w kulturze in vitro biomasa ttustosza
pospolitego oceniana byla pod katem zdolnosci do
biosyntezy gltéwnych grup zwigzkow, charaktery-
stycznych dla gatunku. Wstepna analize fitochemiczng
wybranych regenerantéw przeprowadzono metoda
chromatografii cienkowarstwowej: jednokierunkowej
kochromatografii ze wzorcem (1D-TLC) oraz chroma-
tografii dwukierunkowej (2D-TLC). Badang biomase
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stanowity kultury pedowe P. vulgaris otrzymane
w wyniku mikrorozmnazania z rozetek. Przygotowano
wyciag 80% metanolowy (MeOH) z wysuszonych
pedéw (0,7 g) oraz 80% etanolowy (EtOH) intrakt
ze $wiezych pedéw (16 g). Swiezy surowiec poddano
maceracji zalewajac etanolem i rozdrabniajac przy uzy-
ciu blendera, aby inaktywowa¢ enzymy hydrolityczne
wystepujace w thustoszu pospolitym, mogace wptywaé
na chemizm surowca podczas suszenia. Ekstrakcje
prowadzono w temperaturze 85°C na fazni wodnej pod
chlodnica zwrotna (3 x 1 godz.). Otrzymane wyciagi
zageszczono do sucha i rozpuszczono w ekstrahen-
cie (80% EtOH lub 80% MeOH), otrzymujac probki
o jednolitym stezeniu 0,1 g/ml. Do analizy metoda
TLC wykorzystano gotowe plytki pokryte zelem
krzemionkowym lub celuloza (Merck). Wykonano
kochromatografi¢ z wzorcami - akteozydem (werba-
skozydem) i katalpolem. Zastosowane fazy rozwijajace
to odpowiednio: OFW (octan etylu — kwas mréwkowy
- woda, 8:1:1) i OMW (octan etylu — metanol — woda,
77:15:8). Chromatogramy 2D-TLC rozwijano w BAW
(butanol — kwas octowy — woda, 4:1:51), a nastepnie
w 15% kwasie octowym. Do wizualizacji kwasow
fenolowych i akteozydu uzyto 0,2% roztwér NA
(difenyloboran-2-etanoloaminy) natomiast kochro-
matogram z katalpolem wywotano 1% roztworem
waniliny w EtOH oraz w 5% roztworze H,SO, w EtOH.
Chromatogramy dokumentowano przy uzyciu skanera
Reprostar z pakietem oprogramowania WinCATS
(CAMAGQG).

Parametry mierzone podczas mikrorozmnazania
poddano analizie statystycznej — jednokierunkowej
analizie wariancji (ANOVA) oraz testowi post-hoc
Duncana. Do ustalenia istotnosci statystycznej zasto-
sowano warto$¢ P = 0,05. Obliczenia przeprowadzono
przy pomocy pakietu oprogramowania Statistica 13
(Statsoft).

Omowienie wynikéw i dyskusja

Do rozmnazania klonalnego P. vulgaris zasto-
sowano dwie techniki: metode stymulacji rozwoju
pakéw bocznych z eksplantatéw zawierajacych tkanke
merystematyczng (z rozet) oraz metode réznicowania
sie pakow przybyszowych bez posrednictwa tkanki
kalusowej, w wyniku organogenezy bezposrednie;j
z lisci. Pierwsza z metod zapewnia otrzymywanie jed-
nakowych roslin potomnych z merysteméw, w wyniku
drugiej - otrzymywane sg pedy przybyszowe. Klony
roslin uzyskanych tymi metodami sg zwykle wyréow-
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nane fenotypowo i wykazuja stabilno$¢ genetyczna [21].

W pracy poréwnywano wydajnoé¢ i tempo propa-
gacji oraz obserwowano dalszy rozwdj kultur w trzech
systemach in vitro. Systemy hodowlane w pozywce
plynnej i pélptynnej zastosowano po raz pierwszy dla
gatunku. Badano wplyw stanu zestalenia pozywki
(stala, polptynna, plynna) oraz stezenia skladnikow
mineralnych i witamin pozywki MSi%MS (bez regu-
latoréw wzrostu i rozwoju roélin), na rozmnazanie
P. vulgaris. Okre$lone parametry biotechnologiczne
wzrostu przedstawiajg tabela I i tabela II.

Otrzymane wyniki wskazuja, ze dwie zastosowane
metody mikrorozmnazania tlustosza pospolitego sa
efektywne. Rdznig sie¢ wydajno$cig w zaleznosci od
stosowanego systemu hodowlanego.

W metodzie z zastosowaniem catych rozetek,
zaobserwowano, ze ich wielko$¢ wptywa na badane
parametry. Duze rozety (2,5 cm) wylozone na pozywke
najszybciej podejmuja wzrost, rozwijaja wiecej lisci
i tworzg korzenie przybyszowe (we wszystkich 3 sys-
temach), jednakze najczesciej nie namnazaja roslin
potomnych. Mniejsze rozetki (1 cm) proliferujg, indu-

kujac nowe, liczne pedy potomne poprzez stymulacje
istniejacych w eksplantacie merysteméw (Fotografia
Ic-e). Cate pedy, w ksztalcie rozetki, na podlozach
MS i ¥2MS rozwijaja nowe pedy z paczkéow katowych
w trzech systemach stalym, potptynnym i ptynnym.
W eksperymencie, w ktérym poréwnano namnazanie
rozet potomnych w systemie ptynnym metodg mikro-
rozmnazania poprzez stymulacje pagkéw bocznych,
liczba namnozonych pedéw roéznila sie w zaleznosci
od zastosowanego stezenia soli mineralnych i witamin
w pozywce. W podlozu 12MS, z jednego eksplantatu,
rozwineto sie $rednio 21 rozet potomnych, gléwnie
jednakowych rozmiaréw (ok. 3 +1 cm). Regeneranty
otrzymane na tym podlozu byly wieksze, mialy wiek-
szg $rednice. Natomiast w podlozu MS o pelnej zawar-
tosci sktadnikow formowaly sie liczne ($rednio 34)
rozety potomne o roznych rozmiarach (od 0,5 do 3 cm).
Wrynik ten wskazuje na optymalne warunki hodowli
in vitro ttustosza pospolitego (tabela I).

W tej metodzie zaobserwowano, ze rozety szybciej
podejmuja proces formowania nowych pedéw na pod-
tozu potplynnym niz statym, a najpozniej w systemie

TabelaI. Liczba pedéw potomnych powstatych z pojedynczego eksplantatu (rozetki) w trzech systemach in vitro

na pozywce MS i 2MS (po 8 tygodniach kultury)
TableI.  Number of shoots obtained from single explant (rosettes) in three in vitro systems using MS and %2MS

medium (after 8 weeks of culture)

MS 2MS
Pozywka stala poiptynna pltynna stata poiptynna ptynna

liczba rozet potomnych
[cm] + SD 7+2,93a 8+1,36a |34+0,83e|11+x4,26b| 18+£6,98c | 21+1,12d
T g 07t PolomnYeN 10,6 £0,35a( 1,6 £0,57b 1,240,452 | 1,4 0,622 1,8£0,66b | 1,2+ 0,64a

MS - podloze pelne Murashige i Skoog’a. %AMS - podloze Murashige i Skoog’a o potowie zawartosci zwigzkéw mineralnych i witamin.
Liczba prob n=10. Miedzy warto$ciami $rednimi oznaczonymi tg samg literg nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic przy P=0,05
z uzyciem testu Duncana.

MS - Full strength Murashige and Skoog medium. %MS - Murashige and Skoog medium with halved mineral salt and vitamin content.
Sample size n=10. Mean values with the same letter are not significantly different at P = 0.05 using Duncan’s Multiple Range test.

Tabela II. Liczba regenerantéw otrzymanych metoda organogenezy bezposredniej z pojedynczego eksplantatu
(lis¢) oraz wielko$¢ potomnych rozet (po 8 tygodniach kultury)

Number of regenerants obtained by direct organogenesis from single explant (leaf) and the size of
daughter rosettes (after 8 weeks of culture)

Table I1.

Pozywka 2MS

Stata Pétptynna Pitynna
Liczba rozet + SD 18 + 5,22 a 29+ 3,55b 30+ 1,02 b
Srednica rozet + SD 0,86 £ 0,38 a 0,67 £ 0,24 a 0,56 £ 0,28 a

15MS - pozywka Murashige i Skooga o polowie zawartosci zwigzkow mineralnych i witamin. Liczba préb n=10. Mig¢dzy warto$ciami
$rednimi oznaczonymi tg samg literg nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic przy P=0,05 z uzyciem testu Duncana.

1,MS — Murashige and Skoog medium with halved mineral salt and vitamin content. Sample size n=10. Mean values with the same letter
are not significantly different at P = 0.05 using Duncan’s Multiple Range test.
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kultur wytrzasanych, w pozywce ptynnej. Pomimo
dtuzszego indukowania i rozwoju nowych pakéw
w systemie plynnym in vitro metoda ta okazala si¢ naj-
bardziej wydajna pod wzgledem ilo$ciowej regeneracji
rozet potomnych. Z pojedynczej rozetki macierzystej,
po 10 tygodniach kultury, uzyskano w tym systemie
hodowlanym okolo 150 rozet potomnych (zdjecie 1c-e).
Tak wysoka wydajno$¢ mikrorozmnazania mozna
wyttumaczy¢ specyfika kultury w ptynnym wytrzasa-
nym podlozu, gdzie rozwdéj nowych pakéw zachodzit
gloéwnie z istniejacych w rozetkach merystemow, ale

réwniez mozliwe byto formowanie pakéw przybyszo-
wych z lisci, ,obmywanych” pozywka. W kulturach
wytrzgsanych zaobserwowano dwa rodzaje wegeta-
tywnego rozmnazania in vitro.

Wydajng metodg rozmnazania in vitro P. vul-
garis jest takze organogeneza bezposrednia z liscia.
Réznicowanie pgkéw przybyszowych bez posred-
nictwa tkanki kalusowej zachodzilo najkorzystniej,
gdy eksplantatami byly duze, dobrze rozwiniete liscie
o $rednicy okoto 4 cm (zdjecie 1a,b). Zaobserwowano,
ze indukcja nowych rozet potomnych zachodzi naj-

Zdecie 1. Kultury in vitro Pinguicula vulgaris: zregenerowane pedy rozmnazane w wyniku organogenezy
bezposredniej z liscia na statej pozywce %2MS (1a), na podiozu pdtptynnym (1b), kultury wytrzasane
w podlozu ptynnym MS - liczne pedy zregenerowane z calej rozetki, po 4,6 i 8 tygodniach kultury
(Lc-1e), kwitngca roélina (1f), kolekcja kultur in vitro chronionego gatunku w Katedrze i Zakladzie
Botaniki Farmaceutycznej i Biotechnologii Roslin UMP (1g)

Photo 1. In vitro cultures of Pinguicula vulgaris: regenerated shoots propagated by direct organogenesis
from leaf on %:MS solid medium (1a), on semiliquid medium (1b), agitated cultures in MS liquid
medium - shoots regenerated from whole rosette, after 4,6 and 8 weeks of culture (1c-1e), flowering
plants in vitro (1f), collection of in vitro cultures in Department of Pharmaceutical Botany and Plant

Biotechnology PUMS (1g)
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szybciej w hodowli w pozywce potplynnej, nastepnie
na pozywce stalej i w systemie kultur wytrzgsanych
w pozywce plynnej. Tempo w jakim nastepowala
regeneracja rozet potomnych w badanych systemach
nie $wiadczyla o ilo$§ciowym wyniku doswiadczenia.
Liczba regenerantéw rozwijajacych sie z jednego eks-
plantatu lisciowego byla wyzsza na pozywce %2MS
polptynnejiplynnej (okofo 30 rozetek), niz na podiozu
statym (tabela II).

Wszystkie namnozone in vitro rosliny charaktery-
zowaly sie prawidlowa morfologia, posiadaty wyréw-
nany pokréj i charakteryzowaty si¢ dobra kondycja
fizjologiczna.

Wydajne rozmnazanie oraz szybszy wzrost P. vul-
garis na pozywce ubozszej w sole mineralne i witaminy

opisali takze inni autorzy [11,22]. Takie wyniki sa
zgodne z biologig ttustosza, ktory w warunkach natu-
ralnych wystepuje gléwnie na torfowiskach, glebach
ubogich w skladniki mineralne. Zastosowany po raz
pierwszy dla tlustosza potplynny system hodowlany in
vitro takze odpowiada biologii gatunku, ktory in vivo
wystepuje czesto na podmoktych terenach [11].

Z przeprowadzonych badan wynika, ze efektywna
metoda mikropropagacji gatunku P. vulgaris jest pro-
wadzenie kultur wytrzgsanych w systemie ptynnym.
Ten system hodowlany jest coraz czesciej stosowany
do propagacji in vitro réznych gatunkéw roslin lecz-
niczych [23,24].

W badaniach wlasnych prowadzono mikro-
propagacje tlustosza na pozywkach MS i %2MS, bez

Zdjecie 2. Chromatogramy TLC ekstraktéw metanolowego (PvM) i etanolowego (PVE) Pinguicula vulgaris
z kultury in vitro ze wzorcem akteozydu (A), po wywolaniu 0,2% roztworem NA (UV 366 nm) (2a),
ze wzorcem katalpolu (K) po wywotaniu 1% r-r waniliny w EtOH + 5% r-r H2SO4 w EtOH (VIS) (2b).

Faza stacjonarna: zel krzemionkowy

Photo 2. TLC plates of methanolic (PvM) and ethanolic (PvE) extracts of Pinguicula vulgaris in vitro cultures:
with acteoside sample (A) detected with 0.2% NA solution (UV 366 nm) (2a); with catalpol sample
(K) detected with 1% vanillin ethanol solution + 5% sulfuric acid ethanol solution (VIS) (2b).

Stationary phase: silica gel
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wzbogacania podlozy w fitohormony, otrzymujac
wysoka wydajno$¢ mnozenia. Wyniki potwierdzaja
dotychczasowe badania nad P. vulgaris, ze pozywka
agarowa ¥2MS jest bardziej odpowiednia pod wzgledem
wydajnosci do hodowli stacjonarnej tego gatunku niz
podloze o pelnym skiadzie [11,22]. Natomiast w innych
badaniach autorzy stosowali agarowe pozywki MS,
zaréwno bez dodatku regulatoréw wzrostu i rozwoju
rodlin, jak i z dodatkiem cytokinin: benzyloadeniny
(BA), zeatyny (ZEA), kinetyny (KIN) lub w kombina-
cji z auksyng — kwasem indolilo-3-mastowym (IBA).
W tych pracach stwierdzono, ze najkorzystniejszym
podlozem jest podstawowa pozywka %MS [11,22].
Wysoka wydajno$¢ namnazania w kulturach in vitro
ttustosza metodami organogenezy bezposredniej
iz wierzchotkéw pedow na pozywkach agarowych MS
i AMS uzyskali tez inni autorzy [15,25].

W pracy przeprowadzono wstepng analize fitoche-
miczng biomasy ttustosza, aby potwierdzi¢ obecnos¢
metabolitéw wtérnych w materiale namnozonym
w kulturach in vitro. Metoda chromatografii cienko-
warstwowej 1D-TLC i 2D-TLC, w tym kochromato-
grafii ze wzorcami, potwierdzono w biomasie z kultur
in vitro obecnos¢ grup zwiazkow charakterystycznych
dla gatunku. Na chromatogramach zaobserwowano
wyrazne plamy zwiazkow fenolowych - kwaséw feno-
lowych i akteozydu oraz irydoidu. Analiza biomasy
metoda kochromatografii ze wzorcami: akteozydu
(zdjecie 2a) i katalpolu (zdjecie 2b) potwierdzita ich
obecnos¢ w etanolowym oraz metanolowym wyciagu
zbiomasy P. vulgaris. Obecnos¢ zwiazkdow fenolowych
przedstawia zdjecie 3. Otrzymane wyniki wskazuja,
ze rozmnazane in vitro roéliny moga dostarczy¢ war-
to$ciowy surowiec zawierajacy charakterystyczne dla

Zdjecie 3. Dwukierunkowy chromatogram cienkowarstwowy (2D-TLC) ekstraktu metanolowego (PvM) z kultur
in vitro Pinguicula vulgaris, po wywolaniu 0,2% roztworem NA (difenyloboran 2-etanolaminy)
obserwowany w UV 366 nm. Faza stacjonarna: celuloza. Fazy rozwijajace: BAW (butanol — kwas
octowy - woda, 4:1:51) — pierwszy kierunek, 15% kwas octowy - drugi kierunek

Photh 3. Two-dimensional thin-layer chromatogram (2D-TLC) of methanolic extract (PvM) of Pinguicula
vulgaris in vitro cultures. Detected with 0.2% NA solution (2-ethanolamine diphenylborate), observed
under UV 366 nm. Stationary phase: cellulose. Mobile phases: BAW (butanol - acetic acid - water,
4:1:57) - first direction, 15% acetic acid - second direction
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gatunku metabolity wtorne, zgodnie z wczesniejszymi
doniesieniami [15,16]

Gatunkiz rodziny Lentibulariaceae, w tym P. vul-
garis, nie byly dotychczas szeroko badane pod katem
sktadu chemicznego. Nieliczne dane literaturowe dono-
sz o obecnosci kilku grup zwiazkéw, w tym kwasow
fenolowych, flawonoiddéw, irydoidéw, fenyloetanoidow.
Zwiazki te zidentyfikowano z zastosowaniem tech-
nik chromatograficznych oraz spektralnych [15,26].
W pokrewnym gatunku P. lusitanica, w ekstrakcie
metanolowym, przy uzyciu nowoczesnych technik
chromatograficznych sprofilowano metabolity z grupy
glikozydow irydoidowych, w tym akteozyd [27].

Z przegladu pismiennictwa wynika, ze szereg
taksonéw roélin leczniczych narazonych na wyginiecie
jest utrzymywanych w kolekcjach in vitro i w ten spo-
sOb realizowana jest aktywna ochrona tych gatunkow
ex situ [28]. Kultury in vitro roélin chronionych sg
takZze waznym narzedziem w ciagtej produkeji biomasy,
bedacej zrodlem metabolitéw wtérnych o aktywnosci
biologicznej i farmakologicznej [7,29-31].

Podsumowanie

W przedstawionej pracy wykazano, ze wydajne
namnazanie P. vulgaris w kulturze in vitro moze
zachodzi¢ zaréwno poprzez stymulacje z pakéw kato-
wych z rozet, jak i droga organogenezy bezposredniej
z liScia na pozywkach MS i %2MS, bez stosowania
regulatoréw wzrostu i rozwoju roslin w trzech syste-
mach wzrostowych. Obie metody zapewniajg szybkie
namnazanie ttustosza, a otrzymane kultury pedowe
stanowia odnawialna kolekcje in vitro. Po raz pierwszy
zalozono kultury tlustosza w systemie poiptynnym
i ptynnym, wskazujac, ze kultury pedowe P. vulgaris
namnazaja si¢ najszybciej na podiozu poélptynnym
15MS, natomiast kultury pedowe wytrzasane sa naj-
bardziej wydajne przy zastosowaniu petnego sktadu
pozywki MS. Otrzymane w opisanych warunkach
in vitro liczne pedy P. vulgaris byly wyréwnane fenoty-
powo i zawieraly charakterystyczne metabolity wtorne,
akteozyd i katalpol.

Pismiennictwo/References

Kultury in vitro P. vulgaris moga by¢ stosowane
do zachowania tego rzadkiego, chronionego gatunku,
co podkreslajg réwniez inni autorzy [11,22]. Zalozona
kolekcja kultur pedowych chronionego taksonu P.
vulgaris, utrzymywana dtugoterminowo w warunkach
hodowli in vitro, moze by¢ traktowana jako forma
ochrony gatunkowej ex situ (zdjecie 1g). Namnozone
kultury in vitro ttustosza moga stanowi¢ odnawialne
zrodlo wybranych zwiazkéw (akteozydu i katalpolu)
o aktywnosci biologicznej, dostarcza¢ biomasy bogatej
w metabolity wtorne, z przeznaczeniem do dalszych
analiz fitochemicznych i badan aktywno$ci biologicz-
nej i farmakologicznej.

Whioski

1. Wydajne namnazanie Pinguicula vulgaris w kultu-
rze in vitro zachodzi droga organogenezy bezpo-
$redniej z liScia oraz poprzez stymulacje z pakow
katowych rozet.

2. Namnozone w kulturze in vitro pedy zachowaty
zdolnos¢ do biosyntezy grup zwigzkéw charakte-
rystycznych dla gatunku P. vulgaris.

3. Kultury pedowe chronionego taksonu P. vulgaris,
stanowigce kolekgcje in vitro sa:

« potencjalnym Zrédlem biomasy bogatej w meta-
bolity wtorne,

o Zzrédlem surowca do badan aktywnosci biologicz-
nej,

o stanowia forme ochrony gatunkowej ex situ.
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