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Entwicklung einer in vitro Vermehrungsmethode
fiir Gelben Enzian (Gentiana lutea L.)

Development of an efficient micropropagation method for Gentiana lutea L.

Maria Granilshchikova und Elisabeth Kopper!*

Abstract

Gentiana lutea, also known as bitter root is part of the
Gentianaceae plant family. It is a native of the Alpine
and sub-Alpine areas of central and southern Europe.
Gentian root has a long history of use as herbal bitter in
the treatment of digestive disorders and is an ingredient
of many proprietary medicines. The bitter principles of
gentian root are the secoiridoid glycosides amarogentin
and gentiopicrin. Because of a long generative cycle (six
to eight years until flowering), a low germination rate of
seeds, as well as a very high variability of generatively
produced plants, micropropagation may provide a useful
alternative for producing plants with high glycoside con-
tent. Therefore the growth of axillary shoots was initiated
on freshly grown shoots of greenhouse grown plants of
G.lutea after sterilisation with ethanol (70%) for 5 m,
Danchlorix (20%) for 5 m and HgCl, (0.2%) for 5 m.
For shoot initiation and multiplication a modified MS-
medium containing glucose (1.5%) and sucrose (1.5%),
and a vitamine mixture from thiamine (0.3 mg-L"),
L-tyrosine (100 mg-L"), adenine hemisulphate dehydrate
(80 mg-L") and ascorbic acid (200 mg-L"), gelrite (3
g'L1), pH 5.8 was used. Optimum benzyladenine and
naphthalene acetic acid concentrations for shoot deve-
lopment were established and found to be 6 mg-L") for
BAP und 0.5 mg-L") for NAA. Roots were induced by
using WPM-medium with glucose (0.75%) and sucrose
(0.75%), and IBA (0.2 g-L).
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Einleitung

Der Gelbe Enzian (Gentiana lutea L.) ist eine ausdauernde
bis zu 120 Zentimeter hohe Staude mit einem runden, un-
verzweigten Stingel, die in den alpinen Gebieten Zentral-
und Siideuropas heimisch ist (LANGE 1998). Als Droge
Enzianwurzel, Gentianae radix, dienen die getrockneten,
zerkleinerten, unterirdischen Pflanzenteile. Sie sind reich
an Zuckern (z.B. Gentiobiose) und Bitterstoffen (Gentiano-
picrin und Amarogentin). Die Bitterstoffe dienen eigentlich
als Schutz vor Tierfral3. Die Droge wird als Bittermittel, z.B.

als appetitanregender Magenbitter, Aperitif und fiir Schnaps
verwendet. Der Gelbe Enzian wird auch als Fiebermittel
benutzt; die Wirksamkeit gegen Fieber konnte jedoch nicht
nachgewiesen werden. Es wird ein bitteres und verdauungs-
anregendes Tonikum gewonnen. Er wird eingesetzt gegen
Miidigkeit, Untergewicht, Blutarmut und Appetitmangel
in der Rekonvaleszenz (SCHOPKE 2011). Aufgrund der
langen Generationszeit, geringer Keimfahigkeit der Samen,
sowie hoher Variabilitdt von generativ erzeugten Pflanzen
bietet die Gewebekultur eine gute Alternative zur Erzeugung
von inhaltsstoffreichen Pflanzen.

Material und Methoden

Pflanzenmaterial

Die Mutterpflanzen von G. lutea (Wurzeln, Knollen) wurden
in Sand angezogen. Nach dem Austreiben der ersten 2-3 cm
erfolgte der Schnitt (4bbildung I).

Abbildung 1: Frisch etablierte Gentiana lutea Kulturen
Figure 1: Freshly established in vitro micropropagation of
Gentiana lutea

Sterilisation

Die Sterilisation erfolgte mit 70% Ethanol fiir 5 m, 20%
Danchlor fiir 5 m und HgCl, (0,2%) fiir 5 m. Der Schnitt
erfolgte so, dass das Hauptmeristem und die Meristeme
der Blattanlagen an der Basis der Wurzel weiterwachsen
konnten.
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Vermehrung und Bewurzelung

Die Vermehrung erfolgte auf Medium LV1 (Luteavermeh-
rung) (Abbildung 2). Dies ist ein modifiziertes MS-Medium
(MURASHIGE und SKOOG 1962) mit Glucose (1,5%) und
Saccharose (1,5%), sowie einem Vitaminzusatz aus Thiamin
(0,3 mg-L"), L-Tyrosin (100 mg-L™"), Adeninsulfat (80 mg-L")
und Ascorbinsdure (200 mg-L"), Gelrite (3 g-L"), pH 5,8,
sowie den Phytohormonen BAP (6 mg-L'), NAA (1 mgL?)
und Gibberellinsdure (1 mg-L"'). Nach ca. einem Monat
wurden sterile Kulturen (Hauptexplantate) diametral geteilt
und auf frisches Vermehrungsmedium gegeben. In der Folge
wurde das Vermehrungsmedium folgendermaf3en modifiziert
(LV2).Die BAP-Konzentration auf 4 mg-L' gesenkt, NAA
auf 0,5 mg-L"! und auf die Gibberellinsdure wurde verzich-
tet. Zur Bewurzelung wurde ein WPM-Medium (LLOYD
und McCOWN 1980) mit Glucose (0,75%) und Saccharose
(0,75%), sowie IBA (0,2 g'L") verwendet.

Abbildung 2: Gentiana lutea auf Vermehrungsmedium LV
Figure 2: Gentiana lutea on LV medium (modified MS medium)

Inkubationsbedingungen
und Transfer ins Glashaus

Die Kultivierung erfolgte im 16 h Tag bei 23°C. Zur
Akklimatisierung wurden die bewurzelten Pflanzen in
ein Gemisch aus Sand, Tennenrot, aufgediingtem Torf-
kultursubstrat und Perlit gepflanzt und fiir drei Wochen in
einem Inkubator mit hoher Luftfeuchte (80-90%) gehalten.
Anschlieend wurden die Pflanzen fiir 6 bis 8 Wochen im
Glashaus kultiviert (4bbildung 3) und vor dem Auspflanzen
im Freien abgehirtet.

Abbildung 3: Gentiana lutea im Glashaus
Figure 3: Regenerated Gentiana lutea plants in the greenhouse

Ergebnisse und Diskussion

Es ist allgemein bekannt, dass es sehr schwierig ist, in vitro-
Kulturen von Gentiana Arten zu etablieren, da dafir eine
sehr hohe Konzentration von Cytokininen erforderlich ist
(LAMPROYE et al. 1987, HOSOKAWA et al. 1996). Aus
diesem Grund wurde eine BAP-Konzentration von 6 mg-L™!
gewihlt (MOMCILOVIC 1997) und ein Vitaminzusatz,
der zuvor bei der Kultur von Bananen erfolgreich erprobt
worden war, angewendet. Dies fiihrte zu einer erfolgreichen
Vermehrung der Explantate. Bei der Verwendung von LV 1
(BAP 6 mg-L") entwickelten sich buschige Pflanzen mit
mehreren diinnen Seitentrieben. Die Dauer einer Passage
betrug ca. 6 Wochen. Die Vermehrungsrate pro Passage lag
bei 6-8. Allerdings war es sofort nach der Verwendung von
LV 1nicht méglich, die Pflinzchen zu bewurzeln. Schwierig-
keiten bei der Bewurzelung von G. lutea sind auch aus der
Literatur bekannt (LAMPROYE et al. 1987). Aus diesem
Grund wurde eine weitere Passage auf Medium LV2 (BAP
4 mg-L!, NAA 0,5 mg-L"! vermehrt und anschlieBend auf
Bewurzelungsmedium umgesetzt.

Zur Bewurzelung wurden verschiedene Medien- und Auxin-
konzentrationen erprobt (Daten nicht gezeigt). SchlieBlich
erwies sich ein Woody Plant Medium (LLOYD und Mc-
COWN 1980) mit Glucose (0,75%) und Saccharose (0,75%),
sowie IBA (0,2 g-L") als erfolgreich.

Die Bewurzelungsrate lag bei ca. 75%. Dies stimmt mit
den Bewurzelungsdaten von VIOLA und FRANZ 1989,
iiberein. Bei der Verwendung von NAA als Auxin, konnten
wir allerdings, im Gegensatz zu diesen, keine Bewurzelung
erzielen. Bei der Kultivierung im Glashaus iiberlebten
durchschnittlich 50 Prozent der Pflanzen. Bei einigen Char-
gen jedoch, die ldnger (bis zu 9 Wochen) auf dem Bewur-
zelungsmedium blieben, konnte eine Uberlebensrate von
90 % beobachtet werden.

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass es gelungen ist,
eine effiziente in vitro Vermehrungsmethode fiir G. lutea zu
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entwickeln, die in Zukunft fiir die Produktion von inhalts-
stoffreichen Gentiana lutea-Klonen zur Verfiigung steht.
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