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The medicinal use of mountain arnica (Arnica montana L.) has a long
tradition in Europe and is currently confirmed by the documented
biological activity of extracts from its flowers and helenalin isolated
from them. The main groups of specialized metabolites found in
Arnicae flos include sesquiterpene lactones, flavonoids and phenolic
acids. The anti-inflammatory effect that justifies most of the uses of
arnica is primarily due to helenalin derivatives, which are currently
being studied, among others, in terms of anticancer activity and
against selected parasitic protozoa causing tropical diseases. The
development of new solutions for obtaining large amounts of arnica
material for the pharmaceutical and cosmetics industries, as well as
the search for an efficient source of helenalin derivatives, is therefore
justified by its biological activity and the expanding range of possible
medicinal applications. The high demand for plant raw materials
combined with the prohibition on collecting arnica from natural
sites, prompted this species’ cultivation, the acquisition of plant
material with comparable qualitative and quantitative characteristics
from other species (primarily meadow arnica), as well as the use of
biotechnological methods in plant in vitro cultures. The majority of
publications in this field concern the development of effective micro-
propagation of arnica for cultivation. Biotechnological procedures
used to develop methods for obtaining helenalin derivatives from
plant in vitro cultures benefit both natural science research and
economic development, and this potential may also be covered by
patent protection. In this study, we present the traditional uses of
mountain arnica in Europe in the 20th century and summarize the
current directions of research in the 21st century, with particular
emphasis on the use of plant in vitro cultures. Aside historical
documents, the cited works are related to obtaining valuable

plant material from arnica based on selected review publications
and original research works available in publication databases
(PubMed, ScienceDirect). There are also other species belonging to
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kolejnosci wyszukane w streszczeniowej bazie
publikacji Scopus, a nastepnie wybrane w celu
przedstawienia najczesciej wystepujacych kie-
runkéw badawczych i zréznicowanych technik
biotechnologicznych, ze szczegélnym uwzgled-
nieniem badan ostatniej dekady. Hastami, ktére
stanowity kryteria ogranicznjgce tematyke
poszukiwan byly: ,arnica” oraz ,in vitro cul-
ture”, ,,micropropagation”, ,,callus”, ,,suspen-
sion culture”, ,hairy roots”, ,,transgenic roots”,
Stransformed roots”, a takze ,helenalin” oraz

the Asteraceae family, commonly called ,,arnica”, mentioned in the
regions of Brazil and Mexico (known as Brasilian arnica, Mexican
arnica, and false arnica), which are the subject of research works on

detailed phytochemical analysis and biological activity, including their
anti-inflammatory effect.

Keywords: plant biotechnology, mountain arnica, Chamisso arnica,
Arnica montana, Arnica chamissonis.

© Farm Pol, 2023, 79(12): 779-787

Wprowadzenie

Arnica montana L. jest gatunkiem rosliny
leczniczej objetej na swiecie coraz szerszg ochrong
gatunkowa, a jako Zrédlo surowca farmaceutycz-
nego jest coraz trudniej dostepna. Alternatywa
dla rosliny tradycyjnie pozyskiwanej ze stano-
wisk naturalnych moze byc rozwdj badan i tech-
nik hodowli in vitro, ktére wspdlczesnie stuza
gléwnie celom naukowym oraz mikrorozmna-
zaniu. Dalszy rozwdj tych technik moze jed-
nak w przyszlo$ci pozwoli¢ na hodowle in vitro
surowca roslinnego w sposéb wydajny dla celéw
uzytkowych.

Celem niniejszej pracy bylo przeprowadze-
nie przegladu piSmiennictwa z zakresu kultur in
vitro Arnicasp., ze szczegélnym uwzglednieniem
publikacji ostatniej dekady i przeglagdem stoso-
wanych technik z zakresu biotechnologii roslin
oraz celéw, dla ktérych sg prowadzone i wykorzy-
stywane kultury in vitro arniki. Autorzy posta-
nowili zwréci¢ réwniez uwage na teksty histo-
ryczne, dokumentujgce tradycje zastosowar arniki
gorskiej w XIX i XX w., ktére przyczynily sie do
konieczno$ci rozwoju badan dotyczgcych ana-
lizy fitochemicznej oraz aktywnosci biologicz-
nej surowcoéw roslinnych. W tekscie wskazano
réwniez gatunki nazywane potocznie ,,arnika”
w regionach Ameryki Péinocnej i Potudniowej,
ktére nie naleza do rodzaju Arnica, a stanowia
lokalne Zrédlo stosowanych tradycyjnie leczni-
czych surowcéw roslinnych oraz sg poddawane
szczegétowym badaniom.

Przeglad Zrédet historycznych i etnobota-
nicznych, poswieconych zastosowaniu A. mon-
tana w lecznictwie, konfrontuje tradycyjne
zastosowania terapeutyczne tej rosliny w far-
macji i medycynie z aktualnymi i potencjalnymi
kierunkami rozwoju badani naukowych w tym
zakresie. Poza dokumentami historycznymi,
cytowane oryginalne prace badawcze oraz publi-
kacje pogladowe zostaly wybrane z dostepnych
miedzynarodowych baz publikacyjnych (Pub-
Med, ScienceDirect). Zostaly one w pierwszej
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,biological activity”.

Wystepowanie oraz botaniczna
charakterystyka Arnica montanalL.
i Arnica chamissonis Less.

Gatunki roslin z rodzaju Arnica nalezg do
rodziny astrowatych (Asteraceae). Arnica mon-
tana L. - arnika gérska (rycina 1), jest gatunkiem
europejskim borealno-gérskim, ktéry obejmuje
zwartym zasiegiem Europe Srodkowsa i Zachod-
nig, poludniowo-wschodnia czes$¢ Pétwyspu
Skandynawskiego oraz Alpy i Karpaty. Na wscho-
dzie Europy wystepuje na Wyzynie Wolyniskiej
[1]. A. montana jest byling kwitnaca od maja do
sierpnia. Roslina osigga wysoko$c od 20 do 60 cm.
Lodyge i liscie ma owlosione. Liscie przyziemne
sg calobrzegie, odwrotnie jajowate, zebrane
w rozetke. Natomiast liScie lodygowe sa siedzace,
naprzeciwlegle. Na lodydze rozwija si¢ zwykle
1-5 koszyczkoéw o kwiatach zéttopomaranczo-
wych. Kwiaty srodkowe sa obupiciowe, rurkowate,
brzezne zenskie, jezyczkowate, podczas przekwi-
tania zwisajace. Owocem jest wydiluzona nietupka
opatrzona puchem kielichowym. A. montana jest
gatunkiem coraz rzadszym w Polsce i innych kra-
jach Europy, dlatego w naszym Kkraju jest objeta
$cisla ochrona gatunkows [1]. W ,,Polskiej Czer-
wonej Ksiedze Roslin” oraz ,,Czerwonej Ksiedze
Karpat” [2], a takze na ,,Czerwonej liscie roslin”
z 2016 r. [3] takson ten zostal zaliczony do grupy
narazonych na wyginiecie (ang. vulnerable, VU).
Na terenie polskich Karpat stanowiska tej rosliny
odnotowuje sie wspoélczesnie jedynie w Bieszcza-
dach Zachodnich [2].

Gatunkiem czesto wymienianym obok
A. montana, pochodzacym z Ameryki Péinocnej,
jest Arnica chamissonis Less. (arnika lakowa,
arnika Chamissa). Roslina ta swoim zasiggiem
obejmuje wiekszos$¢ obszaru Kanady, w tym
Yukon, oraz Alaske (plants.usda.gov) [4]. A. cha-
missonis jest wieloletnig rosling o zéttych kwia-
tach, ujetych w koszyczki, i naprzeciwlegltych
siedzacych lisciach. Dojrzata rodlina dorasta do
ponad 70 cm wysokosci, aktywnie wzrasta wio-
sng ilatem.
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Tradycyjne zastosowania Arnica
montana L. w europejskiej farmacji,
medycynie i ziololecznictwie ludowym
XIXiXXw.

W pismiennictwie XIX i XX w. poswieconym
roslinom leczniczym, arnika gérska jest wymie-
niana stosunkowo czesto, zaréwno w publikacjach
popularnych, jak i w doniesieniach naukowych
z dziedzin medycyny i farmacji [5, 6]. Od czasow
Linneusza nazywana jest Arnica montana L. (od
arnos, po grecku jagnie na gorach sie pasgce...);
od nazw synonimicznych tej rosliny, okreslanej
w jezyku polskim popularnie ,,arnika”, nalezaty
w przesziodci inne nazwy, w tym: pomornik gér-
ski, kupalnik lub kupalnik gérski [6, 7]. Ta ostatnia
nazwa byla uzywana jeszcze w Farmakopei Pol-
skiej Il zroku 1954, w monografii surowca leczni-
czego otrzymywanego z Arnica montanalL., czyli
Flos Arnicae, ktéry zostal opisany w jezyku pol-
skim jako kwiat kupalnika.

Zakres wskazan leczniczych dotyczacy arniki,
jak tez czesci tej rosliny, ktére byly w przesztosci
wykorzystywane w recepturze farmaceutycznej
do przygotowania preparatéw leczniczych, zna-
czgco réznig sie od wykorzystywanych wspéicze-
$nie w farmacji europejskiej. Wspélczesnie sto-
sowany jest dla celéw farmakopealnych niemal
wylacznie Flos Arnicae. Natomiast w przeszio-
$ciuzywano do celéw leczniczych nie tylko kwia-
téw Arnica montanalL., ale takze soku z kwiatéw,
kwiatostandéw, ziela, korzeni lub calych roslin.
W XIX w. surowce te byly wykorzystywane nie
tylko w medycynie ludowej, ale réwniez w medy-
cynie i farmacji oficjalnej, a tradycja ich stosowania
przetrwala w medycynie polskiej do potowy wieku
XX. Swiadezyé o tym moze informacja zawarta
w ,,Zarysie fitoterapii”, autorstwa dr. Wojcie-
cha Roeske, wydanego przez PZWL w roku 1955,
gdzie autor podaje jako typowe surowce z kupal-
nika (arniki): Arnica Flos i Arnica Radix, a jako
typowe zastosowania Arnica montana: "derma-
ticum i antirheumaticum” [8, 9].

Arnika wymieniana jest w wielu publikacjach
izrédlach o charakterze etnograficznym z réznych
regiondw wspotczesnej oraz przedwojennej Polski.
Pisze o niej miedzy innymi Adam Paluch w publi-
kacji ,,Swiat roslin w tradycyjnych praktykach
leczniczych wsi polskiej” [10]. Autor potwierdza
uzywanie przez mieszkaricéw polskiej wsi wiadci-
wie wszystkich wymienionych powyzej synoni-
méw Arnica montanaL., stosowanych w polskim
pismiennictwie medycznym, jako nazw ludowych
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widne lasy. U nas wystepuje w goérach, rzadziej
na nizu”. W opisie ,,Zastosowanie w lecznictwie”
zawiera nastepujace informacje dotyczace uzy-
wania arniki w medycynie ludowej: ,,najczesciej
stosowana jest przy urazach ciala (41%): zranie-
nia, zwichniecia, sthuczenia. Wtedy to najczesciej
stosuje sie oklady z odwaru kwiatu arniki lub nie-
kiedy nalewki spirytusowej robionej na korzeniu.
Wewnetrznie odwar z suszonego kwiatu tej rosliny
stosowany bywa przy katarze zoladka (20,6%).
Kwiat stosuje si¢ takze przy zapaleniu oczu (10,5%)
ichorobach zakaznych (10,5%),(...)".

O stosowaniu wewnetrznym preparatow
arniki oraz jej podawaniu droga doustng swiad-
czg zaréwno XIX-wieczne Zrédla medyczne,
mowiace o prébach leczenia arnikq zapalen pluc
[5], jak réwniez doniesienia etnograficzne, z kregu
kultury ukrainiskiej, méwigce o zastosowaniu
tej rosliny w leczeniu gruzlicy u ksigcia Danilo
Halickiego [11]. Historia skutecznego wyleczenia
arnika ksiecia Danilo zostala m.in. przytoczona

Rycina 1. Kwitnaca Arnica montana L. - Czarnohora, Karpaty

arniki gorskiej (arnika, kupalnik, pomornik) oraz
wymienia takze inng nazwe lokalng - arlika.
Opisujac stanowiska naturalnego wystepowania
arniki, autor pisze: ,,Wystepowanie: 1aki, potoniny,

Wschodnie, Ukraina (fot. dr Yuriy Nesteruk, Lwéw, Ukraina).
Figure 1. Flowering Arnica montanaL., Chornohora, Eastern
Carpathians, Ukraine (photo: dr Yuriy Nesteruk, Lviv, Ukraine).
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przez znang badaczke medycyny ludowej Ukra-
iny - Zoriane Boltarowicz, w publikacji ,,Ukrain-
ska narodna medicina”, w ktérej podaje ona wiele
innych nazw ludowych tej rodliny, funkcjonuja-
cych na terenie Ukrainy, w tym na terenie Kar-
pat Wschodnich. Badaczka wymienia m.in. nazwe
,skusiwnyk”, ktéra byla uzywana przez Hucu-
16w oraz moze by¢ traktowana jako jezykowy slad
zastosowania tej rosliny w medycynie ludowej tego
regionu do leczenia ,,skusy”, czyli ,, konwulsji ner-
wowych u dzieci” [12]. Ciekawe, ze podobne wska-
zanie ,,zastosowania wewnetrznego” arniki znaj-
dujemy w poradniku dr. A. Simona z 1860 roku,
zatytulowanym ,,Medycyna ludowa”, gdzie autor
pisze: ,Srodki wewnetrzne. W kontuzyi zwyczaj-
nej kiedy urzedy organiczne zostaja jakby zawie-
szonemi lub znacznie oslabionemi, trzeba pod-
trzymacd sily, ozywié system nerwowy. Wtedy
zapisuja wewnatrz arnike (...). W wstrzasnieniu
mozgowem takze to zapisujemy (...)” [13].

W popularnym ,,Zielniku lekarskim” dr. Augu-
sta Czarnowskiego (pierwsze wydanie - Berlin
1905 r.) znajdujemy do$é¢ obszerny opis rosliny
Arnica montana L. Jako podstawowa, najcze-
$ciej stosowana nazwe polska, autor podaje
,Pomornik gérski, czyli lekarski”. Wsréd dzialan
arniki, wymienia nastepujace efekty: ,,moczo-
pedne inapotne, przyspiesza tetno i oddech, pod-
nieca nerwy”. Dr A. Czarnowski, opisujac czesci
rosliny stosowane w lecznictwie, pisze: LUZYTEK
z soku kwiatéw, korzenia, lodygi, lisci i kwiatéw,
z nastoju spirytusowego (1 na 10). Wewnetrznie
stosowany bywa nieczesto, chyba przy wstrza-
$nieniach mézgowych, porazeniach, kurczach,
malymi dawkami tylko z polecenia lekarza. Razem
z syropem $lazu lekarskiego stosuje sie przy zapa-
leniach oplucnej (...). Zewnetrznie uzywa sie przy
uderzeniach, stluczeniach, zgnieceniach, zwich-
nieciach, na rany otwarte (slaby rozczyn), na
gojace sie (mocniejszy). W rozezynie (20-40 kro-
pel nastoju na litr wody) umacza¢ platek, przy-
kiadac¢ i odnawiad, gdy tylko wyschnie”. Autor
cytuje réwniez inne sposoby stosowania oraz
rekomendacje lekarzy i farmaceutéw dotyczace
arniki, pisze m.in.: ,Wedlug dra Walsera (,,arnika”
- przyp. autora artykulu) oddaje wazne uslugijako
$rodek wysysajacy krwawigce obrzmienia, gdyz
posiada wlasnosci odkazajace i przeciwgnilne.
[..]Kwiat ten zeszywa rany zlotymi nitkami, bez
ropienia”. [...]. Wedlug Kneippa na otwarte rany
trzeba 20 kropel nastoju na 1 litr wody; na zdrowa
skére mozna uzywac podwoéjnej ilosci” [14]. Bar-
dzo obszerny opis sposob6éw stosowania, przy-
padkéw i okolicznosci wykorzystania arniki gér-
skiej zawieraja niezwykle popularne na przelomie
XIX i XX w. publikacje, cytowanego powyzej za
dr. A. Czarnowskim, ksiedza Sebastiana Kneippa,
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ktéry w jednym z jego poczytniejszych porad-
nikéw ,,Tak zy¢ potrzeba” wykorzystuje i opi-
suje wiele réznych postaci preparatéw otrzyma-
nych z arniki, ktére sg przez niego zalecane przede
wszystkim do stosowania zewnetrznego. We frag-
mencie po§wieconym arnice, a zatytulowanym
,Zranienie i zatrucie”, S. Kneipp pisze: “[...] Cze-
sto ro$nie w naszej okolicy, zwyczajnie na kraricu
lasu, albo i w lesie, z6ity kwiat o silnym zapa-
chu, nazywa sie Arnika (pomornik). Roslina ta
zasluguje na pierwsze miejsce miedzy lekami na
zranienia, z tej rosliny robi si¢ nalewka-tynk-
tura arnikowa [...]. Tynkture arnikowg uwazam
za pierwsze lekarstwo w zranieniu i polecam ja
gorgco!” [15].

W klasycznej dla polskiej farmacji, fitotera-
pii i ziotolecznictwa naukowego publikacji, pod
redakcja prof. Aleksandra Ozarowskiego ,,Ziolo-
lecznictwo. Podrecznik dla lekarzy” (Warszawa
1980), znajdujemy syntetyczny opis zastosowan
Arnica montana - arniki gérskiej, a takze naste-
pujaca charakterystyke jej dzialan: ,, Zewnetrz-
nie - antioedematicum, anticoagulans, doustnie
- vasotonicum, cardiacum” oraz opis wskazan
zewnetrznych i wewnetrznych arniki: ,,Zasto-
sowanie. Zewnetrznie- na krwiaki, stlucze-
nia, obrzeki pourazowe, oparzenia 1 i 2 stop-
nia, wylewy podskérne, uszkodzenia naskérka,
owrzodzenia troficzne i czyraki [...], w zapaleniu
nerwu lub stawu, bélu barku, owrzodzeniu zyla-
kowym, ukluciu owadoéw |[...] i w bélach poopera-
cyjnych. Doustnie - w zaburzeniach wieicowego
imézgowego krazenia krwi, w tzw. sercu starczym
[...], w bolesnej parestezji, zylakach odbytu [...]
oraz w krwawieniach po porodzie [...]”. Jednocze-
$nie sam autor przytacza w swojej ksiazce objawy
zatrucia arnika, we fragmencie opisu Arnica mon-
tana, zatytulowanym: ,Dzialania uboczne. Po
zastosowaniu miejscowym na otwarte rany moze
nastapi¢ podraznienie, podwyzszenie tempera-
tury ciala, a nawet zropienie. Po podaniu doust-
nym zbyt duzych dawek organizm reaguje bélem
glowy i brzucha, wymiotami, biegunka, oslabie-
niem pracy serca i oddechu, zwezeniem Zrenic”.
Objawy opisane przez prof. A. Ozarowskiego, trak-
tuje sie wspolczesnie jako objawy zatrucia arnika,
mogace wystapi¢ w efekcie przedawkowania lub
jako przejaw indywidualnej nadwrazliwosci na
substancje czynne zawarte w roslinie. Ryzyko
przedawkowania i zatrucia doprowadzito w kon-
sekwencji do znaczacego ograniczenia sposobéw
wewnetrznego stosowania preparatéw z arniki
w lecznictwie w latach 80. XX w. Wspodlczesnie
preparaty arniki (z wyjatkiem preparatéw home-
opatycznych), przeznaczone sg przede wszystkim
do stosowania zewnetrznego, w postaci masci lub
zeléw na nieuszkodzong skore [16].
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Wymagania farmakopealne
dla substancji roslinnej Arnicae flos

Obecnie, Farmakopea Europejska 10 (EurPh 10),
a zatem réwniez Farmakopea Polska XII (FP XII)
podaja w definicji monografii ,, Kwiatu arniki”
(fac. Arnicae flos; ang. Arnica flower, fr. Arnica
(fleur &)) ,2wysuszone, cale lub czesciowo rozpad-
niete koszyczki Arnica montana L.” [17]. Okre-
$lona jest konieczna zawarto$¢ sumy laktonéw
seskwiterpenowych, w przeliczeniu na tiglinian
dihydrohelenaliny, jako nie mniejsza niz 0,40%
(m/m) w wysuszonej substancji roslinnej. Kolejna
monografia FP XII opisuje ,,Nalewke z kwiatu
arniki” (lac. Arnicae tinctura, ang. Arnica tinc-
ture, fr. Arnica (teintur d’)), przygotowang z far-
makopealnej substanciji Arnicae flosizawierajaca
nie mniej niz 0,04% laktonéw seskwiterpeno-
wych, w przeliczeniu na tiglinian dihydrohele-
naliny. Farmakopea Europejska oraz Farmakopea
Polska wskazuja zatem tylko jeden gatunek rodzaju
Arnica - arnike gorska, jako Zrédlo substancji
leczniczej [17].

Aktywnosé biologiczna ekstraktow
z arniki, zwlaszcza helenaliny

Obszerne zestawienie aktualnych informacji
dotyczacych skladu wyspecjalizowanych metabo-
litéw Arnicae flos oraz udokumentowanej aktyw-
nosci biologicznej tego surowca, prezentuja m.in.
prace przegladowe Krauze-Baranowskiej i Kimel
(2022) oraz Kriplani i wsp. (2017; 2020) [18-20].
Gléwne grupy wyspecjalizowanych metaboli-
téw znajdujacych sie w Arnicae flos to: laktony
seskwiterpenowe, flawonoidy i kwasy fenolowe.
Na biologiczng aktywnos$¢ ekstraktéw z kwiatéw
i ziela arniki mogg mieé¢ réwniez wplyw pozo-
stale zidentyfikowane w nich zwiazki - polia-
cetyleny, karotenoidy, pochodne kumaryny,
fitosterole, irydoidy, zywice, a takze alkaloidy
pirolizydynowe. Z kwiatéw arniki otrzymuje sie
wieloskladnikowy olejek eteryczny, ktérego jed-
nym ze skladnikéw jest tymol - zwiazek z grupy
terpenoidéw. Za przeciwzapalne dzialanie, uza-
sadniajace wiekszo$¢ zastosowan arniki, odpo-
wiadajg przede wszystkim pochodne helenaliny,
ktéra nalezy do grupy laktonéw seskwiterpeno-
wych [20]. Jest ona klasyfikowana jako pseudo-
-guaianolid, a jej efekty dzialania w komdérkach
polegaja m.in. na zdolnosci hamowania aktyw-
nosci enzymdéw i czynnikéw transkrypcji poprzez
ich alkilacje [21]. Do udokumentowanych aktyw-
nosci ekstraktéw z arniki oraz pochodnych hele-
naliny naleza m.in.: dzialanie przeciwobrzekowe,
przeciwreumatyczne, przeciwbdlowe i przeciw-
drobnoustrojowe. Badania ekstraktéw z arniki,
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helenaliny oraz wybranych preparatéw zelowych
zawierajacych nalewke arnikowa prowadzono na
modelach in vitro, in vivo oraz w kilku testach
klinicznych [18-21]. Helenalina jest obecnie ana-
lizowana m.in. pod katem dziatania przeciwno-
wotworowego oraz przeciw wybranym pasozyt-
niczym pierwotniakom (np. Trypanosoma cruzi,
Leishmania infantum, Plasmodium falciparum),
wywolujacym grozne tropikalne choroby. Ogra-
niczenia w stosowaniu helenaliny zwigzane sa
z jej toksycznoscig. Badania kolejnych pochod-
nych helenaliny skupiaja si¢ m.in. na poszukiwa-
niu zwigzkoéw o korzystniejszym profilu farmako-
logicznym [18, 19, 21].

Opracowanie nowych rozwigzan w pozy-
skiwaniu znacznych ilo$ci arniki dla przemystu
farmaceutycznego oraz kosmetycznego, a takze
poszukiwanie wydajnego Zrédla otrzymywa-
nia pochodnych helenaliny jest wiec uzasad-
nione udokumentowang aktywnoscia biologiczna
i poszerzajacym sie zakresem mozliwych zasto-
sowan leczniczych. Wysokie zapotrzebowanie na
surowiec roslinny oraz zabroniony zbidr ze stano-
wisk naturalnych objetej $cista ochrona A. mon-
tana, przyczynily sie do optymalizacji upraw
tego gatunku, pozyskiwania materiatu roslin-
nego o poréwnywalnych cechach jakosciowych
iilo$ciowych z innych gatunkéw, przede wszyst-
kim arniki lagkowej (Arnica chamissonis Less.),
a takze z zastosowania roslinnych kultur in vitro
[22-26].

Kultury in vitro arniki gérskiej

Arnika goérska jest gatunkiem zagrozonym
wyginieciem, objetym $cisla ochrong gatunkowa
[27]. Przy ograniczonym z tego powodu doste-
pie do materialu roslinnego, techniki biotech-
nologiczne umozliwiaja wydajne otrzymywanie
organéw i tkanek wyselekcjonowanych jako-
$ciowo, bez koniecznosci eksploatacji stanowisk
naturalnych gatunku. Opisywane w piSmien-
nictwie naukowym hodowle in vitro w odnie-
sieniu do arniki gérskiej dotyczg przede wszyst-
kim jej mikropropagacji. Otrzymane tq metoda
rosliny A. montana stanowig wyselekcjonowany
i jednorodny materiat wyjsciowy do upraw polo-
wych. Poza mnozeniem ro$lin, czes¢ prac badaw-
czych opisuje uzyskanie tkanki kalusowej i kultur
zawiesinowych, a takze korzeni transformowa-
nych A. montanaw celu hodowli materialu rodlin-
nego alternatywnego dla tego zbieranego z upraw.
Zdolnos¢ wytwarzania helenaliny w hodowanych
in vitro tkankach A. montana byla od poczatku
badan biotechnologicznych celem towarzysza-
cym wydajnej mikropropagacji roslin, stosowa-
nych nastepnie do rozwijania upraw tego gatunku
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[28]. Podsumowanie zabiegéw biotechnologicz-
nych prowadzonych wobec arniki gérskiej opi-
suje zespol Petrovej i wsp. w pracy przeglado-
wej z 2012 r. [29]. Ponizej autorzy cytuja wybrane
wyrézniajace sie publikacje z ostatnich dekad ilu-
strujace najwazniejsze kierunki z zakresu kultur
invitro organéw i tkanek arniki.

Mikrorozmnazanie arniki gorskiej

Opracowanie wydajnej metody masowego
mnozenia A. montana in vitro pozwala na zasto-
sowanie otrzymanych wyselekcjonowanych klo-
néw roslin do produkeji materialu nasadzenio-
wego, przyczyniajac sie do rozwoju upraw i tym
samym do ochrony gatunku w miejscach jego
naturalnego wystepowania. Poza namnazaniem
in vitro roslin do upraw polowych, przeznacza
sie je réwniez do wzbogacenia liczbowego popu-
lacji na stanowiskach naturalnych zagrozonego
wyginieciem gatunku oraz konserwacji zasobéw
cennego materiatu roslinnego w formie spowol-
nionej kultury in vitro. Ostatni wspomniany cel
nalezy do jednej z technik stosowanych w bankach
gendéw gromadzacych kolekcje danych genetycz-
nych zwierzat i roslin wartosciowych dla gospo-
darki i badan naukowych [26, 30, 31].

Petrova i wsp. w badaniach z 2014 r. poréwny-
wali trzy systemy hodowli in vitro w celu usta-
lenia najbardziej wydajnego mikrorozmnaza-
nia A. montana. Zastosowano podioze z agarem,
podloze plynne i system tymczasowego zanurza-
nia (ang. temporary immersion system, TIS). We
wszystkich doswiadczeniach stosowano pozywke
MS (Murashige i Skoog, 1962) uzupelniong regu-
latorami wzrostu (BA i IAA). Najwyzszy wspol-
czynnik mnozenia (18,2 pedéw/eksplantat przez
5 tygodni) uzyskano w hodowli TIS. Uzyskane
pedy pomys$lnie ukorzeniano in vitro i adapto-
wano ex vitro. Tak uzyskane rosliny wykazywaly
wyzszg zawartosé laktonéw seskwiterpenowych
niz rosliny pochodzace z pozostatych badanych
systemé6w [30].

Badania roslin A. montana in vitro i in vivo,
rozmnazanych z nasion pochodzenia niemiec-
kiego, ukrainskiego oraz austriackiego i upra-
wianych na dwdéch polach doswiadczalnych pro-
wadzili Todorova i wsp. (2016). Stwierdzono, ze
2-letnie rosliny rozmnazane in vitro, w fazie
pelnego kwitnienia akumulowaly wieksza ilo$¢
laktonéw seskwiterpenowych w poréwnaniu
z ro$linami 3-letnimi rozmnazanymi in vivo,
bedacymi w fazie tworzenia nasion. Pochodne
helenaliny dominowaly w roslinach 2-letnich
rozmnazanych in vivo i 3-letnich rozmnaza-
nych in vitro. Wyniki wykazaly, ze warunki sro-
dowiskowe na jednym z pél uprawnych réwniez
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wplynely na wyzszg zawarto$¢ laktonéw seskwi-
terpenowych [31].

Petrova i wsp. (2021) opublikowali wyniki
badan dotyczacych opracowanej metody namna-
zania pedéw A. montana, ukorzenienia ich in
vitro i uprawy ex vitro. Zaobserwowano prawi-
dlowy wzrost i rozwdj tak otrzymanych ro$lin,
ktére zakwitly w drugim lub trzecim roku uprawy.
Réwnoczesnie opracowano podloze, ktére pozwo-
lilo na spowolniony rozwéj pedéw w kulturze
in vitro, umozliwiajacy dlugoterminowe prze-
chowywanie cennego materialu roslinnego - do
6 miesiecy bez pasazowania [26]. Autorzy w eks-
perymencie ocenili skutecznos$¢ réznych kombi-
nacji regulatoréw wzrostu roslin w klonowaniu
pedéw A. montana. Jako eksplantaty wyj-
$ciowe wykorzystano lodygi sadzonek. Sposréd
12 zbadanych modyfikacji pozywek hodowla-
nych, optymalna pozywka (MS z dodatkiem BAP
i IAA) pozwolila docelowo na uzyskanie srednio
12,32 + 0,82 pedéw na jeden eksplantat poczat-
kowy. Ukorzenienie pedéw in vitro bylo w 100%
skuteczne na pozywce MS o zmniejszonej do
polowy zawartosci skladnikéw (/2 MS) i suple-
mentowanej IBA. Rosliny przenoszone ex vitro
wykazaly 90% przezywalnosci i zostaly nastep-
nie aklimatyzowane w dwdéch gérskich kolek-
cjach ex situ, gdzie zakwitly w drugim lub trzecim
roku po wysadzeniu. Opracowany protokét prze-
chowywania pedéw A. montana w spowolnionej
kulturze in vitro wskazal na najlepsze podloze '/
MS zawierajace 3% sorbitolui 2% sacharozy, ktére
umozliwilo 6-miesieczny okres hodowli pomiedzy
pasazami [26]. Tak opracowane protokoly hodowli
in vitro maja znaczaca warto$¢ dla komercyjnego
rozmnazania oraz zréwnowazonej ochrony zagro-
zonych rodlin leczniczych.

Kultury kalusowe i zawiesinowe
arniki gorskiej

Kultury tkanki kalusowej zakladane sa m.in.
w celu indukowania regeneracji pedéw z tej
tkanki (posrednia organogeneza), wydajnego ich
namnazania, nastepnie aklimatyzacji i wpro-
wadzenia uzyskanych klonéw roslin do upraw
polowych. Wiekszos¢ opublikowanych prac
dotyczacych arniki gérskiej z etapem hodowli
kalusowej dotyczy wydajnej mikropropagacji
ros$lin, bardziej szczegélowo opisanej we weze-
$niejszym rozdziale. Innym celem prowadzenia
hodowli kalusa in vitro jest wykorzystanie tej
tkanki jako Zrédia wyspecjalizowanych metabo-
litéw lub jako materialu wyjsciowego do zalozenia
kultury zawiesinowej, wytwarzajacej pozadane
zwigzki aktywne. Uzyskane kultury zawiesinowe
wyselekcjonowanych linii komérek posiadajace
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pozadane cechy dynamicznego wzrostu i wydaj-
nego wytwarzania metabolitéw wtérnych sg ini-
cjowane m.in. ze wzgledu na stosunkowo duza
tatwosé zwiekszenia skali hodowli, nawet w bio-
reaktorach przemyslowych. Tylko nieliczne opu-
blikowane prace dotyczg badan kultur zawiesino-
wych arniki [24, 32].

Nieto-Trujillo i wsp. (2021) udowodnili, Ze
hodowla zawiesinowa komoérek arniki goér-
skiej moze by¢ zréwnowazonym Zrédiem mate-
rialu roslinnego wytwarzajacego metabolity
wtérne o aktywnosci biologicznej [24]. Zastoso-
wany w hodowli pikloram (organiczny zwiazek
chemiczny, nalezacy do herbicydéw opartych na
strukturze pirydyny) indukowal tworzenie sie
kalusa z eksplantatéw liSciowych. W polaczeniu
z kinetyna, umozliwil zalozenie hodowli zawiesi-
nowej komdrek wykazujacej szybki przyrost bio-
masy i wytwarzajacej kwasy fenolowe i flawo-
noidy oraz laktony seskwiterpenowe. Uzyskana
kultura zawiesinowa komérek w 30 dniu hodowli
miala najwyzsza calkowita zawarto§¢ metaboli-
téw wtérnych. Trzy frakcje ekstraktu metanolo-
wego uzyskanego z tkanki rodlinnej A. montana
wykazaly zréznicowang zawarto$¢ wymienionych
metabolitéw wtérnych oraz aktywnos$é cytotok-
syczng wobec komorek chloniaka, przeciwbak-
teryjna wobec Escherichia colii Staphylococcus
aureus, hamujaca alfa-amylaze oraz przeciwu-
tleniajaca (wymiatanie wolnego rodnika DPPH).
Tak uzyskana zawiesina komérek A. montana
jest przykladem kultury roslinnej, wytwarzajacej
zwiazki o aktywno$ci biologicznej, otrzymanej bez
koniecznosci eksploatacji naturalnych populacji
arniki i stanowigcej alternatywe dla upraw polo-
wych tego gatunku.

Kultury korzeni wlosnikowatych
arniki gorskiej

Korzenie wlosnikowate charakteryzuja sie cze-
sto odmiennym metabolizmem w poréwnaniu
z korzeniami niezmienionymi genetycznie, jak
réwniez dynamicznym przyrostem tkanki w cza-
sie, co skutkuje znacznie wieksza wydajnoscia
otrzymywania wyspecjalizowanych metabolitéw
w hodowli in vitro. Opublikowano wyniki kilku
prac dotyczacych tego typu hodowli dla arniki
gorskiej.

Weremczuk-Jezyna i wsp. (2006) otrzymaly
metoda agroinfekeji genetycznie transformo-
wane korzenie A. montana. Autorki przepro-
wadzily transformacje lisci czterotygodniowych
ro$lin z zastosowaniem szczepu Agrobacterium
rhizogenes LBA 9402. Po raz pierwszy wyizo-
lowano z tak otrzymanych korzeni wlo$niko-
watych A. montana pie¢ znanych pochodnych
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wspomnianego wezesniej tymolu [33]. Nastep-
nie autorki szczegétowo poréwnaly skladniki
olejkéw zawartych w korzeniach wto$nikowa-
tych oraz korzeniach dwuletnich ros$lin z uprawy
polowej A. montana [34]. Korzenie wlosnikowate
otrzymano t3 sama metodg agroinfekeji, opisang
w publikacji Weremczuk-Jezyna i wsp. w 2006 r.
[33]. Olejki, z wydajnoscia 0,6% i 0,4% suchej
masy, uzyskano metodg hydrodestylacji, odpo-
wiednio dla korzeni wlo$nikowatych i niezmie-
nionych genetycznie. W obu przypadkach, w uzy-
skanych olejkach eterycznych zidentyfikowano
piecdziesiat szes¢ zwiazkoéw, gtéwnie pochodnych
tymolu oraz weglowodoréw seskwiterpenowych.
Dwoma giéwnymi skladnikami w obu olejkach
byly: izomaslan 10-izobutyryloksy-8,9-dide-
hydrotymolu oraz eter metylowy 10-izobutyry-
loksy-8,9-didehydrotymolu.

Korzenie wlo$nikowate A. montana uzyskali
réwniez Petrova i wsp. (2013) [35]. W tym celu
autorzy zastosowali metode agroinfekeji szczepem
Agrobacterium rhizogenes ATCC 15834. Jako eks-
plantaty do transformacji stosowano licie A. mon-
tana L. Sposréd trzech testowanych podlozy
hodowlanych: MS (Murashige & Skoog, 1962), B5
(Gamborg, 1968) oraz SH (Schenk & Hildebrandt,
1972), pozywka MS miala najkorzystniejszy
wplyw na przyrost biomasy korzeni wlo$nikowa-
tych. W 40-dniowej hodowli in vitro zaobserwo-
wano ponad 7-krotnie wiekszy przyrost swiezej
masy korzeniowej wybranego klonu korzeni wio-
$nikowatych (T4) w stosunku do korzeni nietrans-
formowanych, regenerujacych z hodowanych in
vitro pedéw. Tego typu kultury korzeni wlosniko-
watych stanowia doskonaly system, ktéry mozna
wykorzysta¢ do wydajnego wytwarzania wtér-
nych metabolitéw syntezowanych w korzeniach
arniki [35]. Warunkiem sukcesu jest jednak otrzy-
manie klonu korzeni wytwarzajacych pozadana
grupe zwiazkéw. W kolejnym badaniu prowa-
dzonym przez zespol Petrovej i wsp. analizowano
wplyw Zrédel wegla (sacharozy, maltozy i glu-
kozy) w réznych stezeniach (1%, 3%, 5%, 7% 1 9%)
na przyrost biomasy i profil metabolitéw wytwa-
rzanych przez korzenie wlosnikowate A. mon-
tana. Optymalne przyrosty biomasy korzeni zaob-
serwowano na pozywce MS zawierajacej 3% lub
5% sacharozy. Analiza GC-MS ekstraktu z tkanki
korzeniowej wykazala obecnosc ok. 60 zwigzkéw
nalezacych do réznych klas metabolitéw: flawo-
néw, kwaséw fenolowych, kwaséw organicznych,
kwaséw tluszczowych, aminokwaséw, cukréw,
alkoholi cukrowych, weglowodoréw itp. Sposréd
zidentyfikowanych metabolitéw, stezenie Zrédet
wegla w podlozu hodowlanym mialo wplyw jedy-
nie na zawarto$¢ cukréw i alkoholi cukrowych
w tkance korzeniowej [36].
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Inne badane gatunki rodzaju Arnica
itzw. ,falszywe” arniki

Poza arnika gorska, najczesciej opisywana,
poréwnywana i réwniez uprawiang dla przemy-
stu, jest pochodzaca z Ameryki Pélnocnej arnika
Iakowa (arnika Chamissa - Arnica chamissonis
Less.) [23, 37, 38]. Nieliczne prace badawcze doty-
czace innych gatunkéw niz A. montanai A. cha-
missonis - jak np. Arnica sachalinensis, Arnica
mollis i Arnica anplexicaulis - sg takze poswie-
cone zawartos$ci metabolitéw w materiale roslin-
nym [39, 40].

Widréd publikacji anglojezycznych pojawiaja
sie réwniez takie, pochodzace gléwnie z rejonu
Brazylii, ktére opisuja cechy i zastosowania
lecznicze gatunkéw nie nalezacych do rodzaju
Arnica, ale potocznie nazywanych na tych tere-
nach arnikg (ang. arnica, false arnica, port.
arnica-brasileira, arnica-da-serra). Naleza
one do innych rodzajéw z rodziny Asteraceae i sg
to m.in.: Calea uniflora Less., Chaptalia nutans
(L.) Poldk, Lychnophora ericoides Mart., Lych-
nophora pinaster Mart., Lychnophora salicifo-
liaMart., Lychnophora passerina (Mart. Ex DC.)
Gardner, Lychnophora trichocarpha Spreng.,
Lychnophora diamantinana Coile & S.B.Jones,
Porophyllum ruderale (Jacq.) Cass., Pseudobric-
kellia brasiliensis (Spreng.) R.M.King & H.Rob.,
Sphagneticola trilobata (L.) Pruski i Solidago
chilensis Meyen (syn. Solidago microglossa) [41-
45]. Prace badawcze dotycza szczegélowej ana-
lizy fitochemicznej i aktywnosci biologicznej tych
gatunkow, m.in. w aspekcie dziatania przeciw-
zapalnego [41, 42, 44]. W rejonie Meksyku réw-
niez gatunek Heterotheca inuloides Cass. jest
nazywany meksykanska arnikg (ang. mexican
arnica) [45].

Podsumowanie

Duze zapotrzebowanie na wysokowarto-
$ciowy material roslinny pochodzacy z arniki
oraz pochodne helenaliny do zastosowari leczni-
czych i kosmetycznych powoduje rozwéj wielokie-
runkowych badan. Stale doskonalone sa uprawy
A. montana oraz A. chamissonis. Arnika lgkowa
(arnika Chamissa) jest coraz dokladniej badana
i wskazywana jako alternatywne Zrédlo mate-
rialu roslinnego wobec arniki gérskiej [23, 25, 38].
Prace z zakresu biotechnologii roslin ukierun-
kowane sg zaréwno na wydajne otrzymywanie
wybranych linii pedéw arniki, dajacych uprawy
roslin o wysokiej zawartosci aktywnych biolo-
gicznie metabolitéw, jak réwniez na utrzymywa-
nie hodowli in vitro arniki gérskiej, jako zabez-
pieczenia cennego materialu genetycznego rosliny
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zagrozonej wyginieciem [26, 30]. Zabiegi bio-
technologiczne stosowane do opracowania metod
otrzymywania pochodnych helenaliny z kultur
in vitro arniki maja wartos$¢ poznawcza i zdol-
nosc¢ publikacyjnag, jak réwniez znaczenie gospo-
darcze i jako wynalazki o potencjale aplikacyj-
nym moga by¢ obejmowane ochrong patentows
[24, 28, 30, 46].
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