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Перспективи введення в культуру in vitro Gentiana asclepiadea L. як замінника природних ресурсів рідкісного лікарського виду Gentiana lutea L.

До рослин, природні ресурси яких з кожним роком зменшуються, відносяться види роду Gentiana L. Особливо гостро ця проблема стосується виду Gentiana lutea L., який вважають панацеєю від усіх захворювань та інтенсивно використовують як в офіційній, так і в народній медицині [Лебеда та ін., 1992]. У зв’язку із зменшенням сировини G. lutea, актуальним є пошук видів, які б могли виступати його сировинним замінником.

Відомо, що близьким за хімічним складом, але відмінним за кількісним вмістом біологічно активних речовин до G. lutea, є вид Gentiana asclepiadea L. [Лебеда та ін., 1992]. Так, у кореневищах G. asclepiadea виявлено алкалоїди та вуглеводи, у надземній частині (стеблах) — алкалоїди та азотовмісні сполуки, у листках — вуглеводи, флавоноїди та глікозиди [Растительные..., 1990; Китанов и др., 1991]. Саме тому G. asclepiadea може виступати сировинним замінником G. lutea.

G. аsсlepiadea — один з найбільш поширених видів роду Gentiana. Він є європейсько-малоазіатським монтанно-субальпійським видом, ареал якого охоплює Західне Середземномор’я, Центральну, Південну та Східну Європу, Кавказ та західну частину Малої Азії [Біронт та ін., 1993; Кишко, 1998, 2000; Чопик, 1976]. В Українських Карпатах G. аsсlepiadea поширений в межах усіх флористичних районів, за винятком Закарпатської рівнини та Мармароської (Хуст-Солотвинської) улоговини [Кишко, 2000]. Зустрічається на вологих луках і пасовищах, на глинястих, торф’яних, нерідко й вапнякових ґрунтах, на узліссях, у лісах та серед чагарників на висотах від 400 до 1800 м н.р.м. [Чопик, 1976; Лебеда та ін., 1992, Кишко, 2000]. 

G. аsсlepiadea є компонентом ендемічної асоціації Potentillo–Polytrichetum communis ass. nov., рідкісного угруповання Poo–Deschampsietum Pawl. et Wal. 1949, а також входить до складу звичайних для флори Українських Карпат угруповань Sphagnetum magellanici Kastner et Flossner 1933, Soldanello–Nardetum, Ranunculo platanifolii–Adenostyletum alliariae, Pulmonario–Duschekietum viridis, Vaccinietum myrtilli, Phleo alpini–Deschampsietum caespitosae (Krajina 1933) Coldea 1983, Juniperetum nanae Br.–Bl. Et al. 1939.
За даними К. Кишко (2000), вікова структура популяцій G. аsсlepiadea відзначається одноманітністю, оскільки всі вони мають фітоценотично повноцінні спектри з максимумом на генеративних, переважно, середньовікових або старих генеративних особинах.

Виходячи із сказаного вище, у завдання роботи входило: підбір умов для вегетативного та мікроклонального розмноження, отримання калюсних культур кореневого, стеблового та листкового походження та культури ізольованих коренів виду G. asclepiadea.

Об’єктом для дослідження були асептичні рослини G. asclepiadea, вирощені з насіння, зібраного на північно-західному схилі г. Пожижевська (1420 м н.р.м.), хребет Чорногора, Івано–Франківська область. 

З літературних джерел відомо, що популяції G. аsclepiadea можуть зростати як на кислих (рН сольової витяжки 3,46–5,54), так і на лужних або слабо лужних ґрунтах флешових вапнякових порід, в яких є прожилки вапна [Біронт та ін., 1993; Кишко, 1998, Cтойко та ін., 1982]. З цієї причини, при підборі оптимальних умов для вегетативного розмноження in vitro рослин G. asclepiadea були протестовані середовища МС [Murashige, Skoog, 1962] та MC/2 (середовище MC з половинним вмістом макро– і мікросолей) та MC/2мод (середовище MC/2 з різними концентраціями СаCl2 та показниками рН).

Встановлено, що ріст і, особливо, вкорінення живців G. asclepiadea краще відбувалися на живильних середовищах МС/2 без змін концентрації солей кальцію та рН 5,7.

На здатність до мікроклонального розмноження досліджуваного виду тестували агаризовані та рідкі середовища МC/2 та МC/2мод, доповнені комбінаціями різних концентрацій (0,05–0,5 мг/л) 6–бензиламинопурину (БАП) і (0,1 мг/л і 0,2 мг/л) кінетину (Кін) (табл. 1). 
Таблиця 1.

Мікроклональне розмноження виду G. asclepiadea L.

	Місце знаходження
	Середовище

	
	MC/2мод, 0,05 мг/л БАП+ 0,1 мг/л Кін
	MC/2, 0,05 мг/л БАП+ 0,1 мг/л Кін
	MC/2мод, 0,5 мг/л БАП+ 0,1 м/л Кін
	MC/2, 

0,2 мг/л БАП+ 0,2 м/л Кін
	MC/2, 

0,5 мг/л БАП+ 0,1 м/л Кін

	
	Середня кількість адвентивних пагонів

	г. Пожижевська, 

1420 м н.р.м
	0,85(0,07
	1,44(0,03
	1,10(0,10
	2,82(0,21
	4,60(0,31


Виявлено, що найбільш сприятливим для формування мікроклонів є живильне середовище MC/2, доповненому 0,5 мг/л БАП і 0,1 мг/л Кін. Середня кількість мікроклонів у розрахунку на один живець становила 4–5 шт. 

На здатність до калюсогенезу тестувалися експланти кореневого, стеблового, листкового походження на середовищах MC і MC/2, В5 [Gamborg et al., 1979], доповнених різними концентраціями ауксинів і цитокінінів, а саме: Кін (від 0,2 мг/л до 0,5 мг/л), БАП (від 0,1 мг/л до 0,5 мг/л) та 2,4–дихлорфеноксиоцтової кислоти (2,4-Д — від 0,5 мг/л до 1,0 мг/л). 

Тестування середовищ МC і МC/2, показало, що процеси дедиференціації у досліджуваного виду не залежать від концентрації макро– і мікро солей і обидва ці середовища сприяють утворенню калюсу. Доповнення цих середовищ різними комбінаціями фітогормонів БАП і (–нафтилоцтової кислоти (НОК) та БАП і 2,4–дихлорфеноксиоцтової кислоти (2,4-Д) показало, що обидві комбінації ауксинів і цитокінінів стимулюють процеси калюсогенезу у досліджуваного виду. Однак, на відміну від комбінації БАП з 2,4–Д, введення у середовища як МC, так і МC/2, комбінації БАП і НОК було менш сприятливим для калюсоутворення (табл. 2). Отриманий калюс наростав повільно і через 1 пасаж некротував. Доповнення обох типів середовищ комбінацією БАП і 2,4–Д стимулювало формування калюсу блідо–жовтого забарвлення, пухкої консистенції, що швидко наростав. 

Таблиця 2.

Інтенсивність калюсогенезу виду G. asclepiadea L. залежно від типу експланта та складу живильного середовища, %

	Місце зростання
	Джерело вихідного експланту
	Живильне середовище

	
	
	MC, 

2,0 мг/л БАП+ 0,4 мг/л НОК
	MC/2, 2,0 мг/л БАП+ 0,4 мг/л НОК
	MC, 

0,2 мг/л БАП+ 1,0мг/л 2,4–Д
	MC/2, 0,2 мг/л БАП+ 1,0 м/л 

2,4–Д
	MC/2, 0,1 мг/л БАП+ 0,5 м/л 2,4–Д

	г. Пожижевська, 

1420 

м н.р.м
	корені
	28,9(2,63
	30,8(2,73
	60,2(4,28
	75,1(6,89
	100

	
	стебла
	18,3(1,22
	11,2(0,87
	42,3(3,46
	50,4(3,45
	75,0(6,33

	
	листки
	6,2(0,39
	8,5(0,49
	11,3(1,05
	16,2(1,13
	20,3(1,24


За результатами проведених досліджень встановлено, що усі типи експлантів G. asclepiadea здатні до індукції калюсу на наведених вище середовищах. Однак, слід зазначити, що здатність до калюсоутворення не співпадала в наших експериментах зі здатністю до проліферації. Вид характеризується мінімальною активністю до утворення пасивованої тканини на середовищах МС, МС/2.

З цієї причини, наші дослідження спрямувалися у напрямку підбору умов для індукції та проліферації калюсних культур різного походження G. аsclepiadea на середовищі В5. Встановлено, що оптимальним для індукції та проліферації калюсу кореневого і стеблового походження є середовище В5, доповнене 0,2 мг/л Кін і 1,0 мг/л 2,4-Д, для калюсу листкового походження – доповнене 0,2 мг/л БАП і 1,0 мг/л 2,4-Д. 

Для отримання культури ізольованих коренів тестувалося середовище В5, доповнене різними концентраціями БАП (0,05–0,1 мг/л) і НОК (0,2–0,3 мг/л). Найбільша кількість (до 35 шт.) бічних корінців на одному інокулюмі формувалася на середовищі В5, доповненому 0,1 мг/л Кін і 0,3 мг/л НОК.

Таким чином, у результаті проведених досліджень підібрано оптимальні склади живильних середовищ для вегетативного, мікроклонального розмноження виду G. аsclepiadea; для індукції калюсоутворення з різних типів експлантів та проліферації отриманих калюсних культур, а також отримання культури ізольованих коренів як перспективного джерела екологічно чистої та економічно вигідної сировини для фармацевтичної промисловості.

Список літератури

1. Лебеда А. П., Джуренко  Н. І., Ісайкіна  О. П. та ін. Лікарські рослини: Енциклопедичний довідник / Відп. ред. А.М. Гродзінський. — Київ: УРЕ, 1992. — 544 с. 

2. Растительные ресурсы СССР: Цветковые растения, их химический состав, использование. – Л.: Наука, 1990. – 328 с.

3. Китанов Г. М., Тхе Ван Д., Асенов И. Изучение химического состава корней Gentiana asclepiadea // Химия природн. соедин. – 1991. – N 3. – С. 425-427.
4. Біронт Н. В., Сапоженкова Б. В., Сенчина Б. В. Еколого-ценотичні особливості Gentiana asclepiadea L. (Gentianacea) та можливості його інтродукції // Укр. ботан. журн. — 1993. — V. 50, № 1. — C. 117–119.

5. Кишко К.М. Дослідження біоморфології Gentiana asclepiadea L. в Закарпатті //«Наукові записки» Тернопільського державного педагогічного університету ім. Володимира Гнатюка. Серія 4: Біологія, №2; 1998. — С. 15-18.

6. Кишко К.М. Біоморфологія Gentiana asclepiadea L. в Закарпатті: Автореф… дис. на здобуття наук. ступ. канд. біол. наук: 03.00.05. — К., 2000. — 19 с.
7. Чопик В. І. Високогірна флора Українських Карпат. – К.: Наукова думка, 1976. – 269 с.

8. Cтойко С. М., Саїк Д. С., Татаринов К. А. Карпатський заповідник. – Ужгород: Карпати, 1982. — 128 с.

9. Murashige T., Skoog F. A revised medium for rapid growth bioassays with tobacco tissue culture // Physiol. plant. — 1962. — № 57. — P. 473–497.

10. Gamborg O. L., Shyluk J. P., Fowke L. C. et al. Plant regeneration from protoplasts and cell culture of Nicotiana tabacum Sulfur mutants (Su/Su) // Z. Pfllanzenphysiol. – 1979. – V. 95, № 3. — P. 255-264.

