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1. Wstęp

Bakterie z rodzaju Agrobacterium 
są gramujemnymi pałeczkami należą
cymi do rodziny Rhizobiaceae. Wię
kszość gatunków z tego rodzaju jest 
patogenami roślin: Agrobacterium tu- 
męfaciens. Agrobacterium rhizogenes. 
Agrobacterium rubi i Agrobacterium ui- 
tis (1). Są też wśród nich typowe sa- 
profity, np. bakterie z gatunku Agro- 
bacterium radiobacter, niewirulentne 
i niezdolne do wywoływania infekcji 
w tkankach roślinnych. Największe 
straty gospodarcze wywołują bakterie



z rodzaju A. tumefaciens, które powodują powstawanie narośli korzeniowych 
(tumorów) głównie na drzewach i krzewach z rodziny Rosaceae (2). Inny 
ważny gospodarczo gatunek to A. rhizogenes, który wywołuje powstawanie 
korzeni włośnikowatych {hairy roots) u roślin dwuliściennych (3,4). Innym 
efektem infekcji wywoływanej przez A. rhizogenes jest zniesienie efektu do
minacji wierzchołkowej, skracanie międzywęźli, redukcja produkcji pyłku, 
a w rezultacie wytwarzania nasion (5). Cechą charakterystyczną procesu pa
togenezy wywoływanego przez bakterie z gatunku A. tumefaciens i A. rhizo
genes jest przeniesienie informacji genetycznej z komórek bakteryjnych do 
komórek rośłinnych, czyli naturalna transformacja. Proces transformacji zwią
zany jest z obecnością w komórkach Agrobacterium pozachromosomalnego 
DNA występującego w formie kowalentnie zwiniętego plazmidu wielkości oko
ło 200 tysięcy par zasad. Nazwa płazmidu pochodzi od rodzaju objawów 
chorobowych wywoływanych w efekcie transformacji tkanki roślinnej przez 
bakterie z rodzaju Agrobacterium. W komórkach A. tumefaciens występuje 
tzw. plazmid Ti — tumor inducing plasmid (6-8), a w komórkach A. rhizo
genes plazmid Ri — roots inducing plasmid (9,10). Oba te plazmidy mają 
podobny plan budowy. Zawierają regiony kodujące funkcje koniugacji, re
plikacji i wirulencji (3,11) oraz region kodujący katabolizm opin. Najistot
niejszą część plazmidów Ti i Ri są regiony T-DNA, czyli fragmenty DNA prze
noszone do genomu roślinnego. Zawierają one m.in. geny kodujące syntezę 
auksyn, cytokinin i opin.

W przypadku infekcji wywołanej przez bakterie z gatunku A. rhizogenes 
proces patogenezy polega na wbudowaniu fragmentu T-DNA do genomu ro
ślinnego, i w efekcie do zmiany programu genetycznego komórki. Fragment 
T-DNA jest ograniczony prawą i lewą sekwencją graniczną. Znajdujące się 
w obrębie T-DNA sygnały ekspresyjne TATA przy końcu 5’ (dla inicjacji) 
i AATAAA przy końu 3’ (dla terminacji) są rozpoznawane przez czynniki trans- 
krypcyjne rośliny (9). Ekspresja czterech genów rolA, rolB, rolC, rolD zlokali
zowanych w odcinku T-DNA na plazmidzie Ri jest niezbędna do formowania 
korzeni włośnikowatych (12,13). Rola poszczególnych genów roi nie jest do 
końca poznana. W przypadku transformacji tytoniu rolB, jak się okazuje, 
jest czynnikiem istotnym w inicjacji tworzenia korzeni, a rolA jest odpowie
dzialny za wytwarzanie korzeni włośnikowatych (14).

Transformowane bakteriami A. rhizogenes komórki roślinne stają się bar
dziej wrażliwe na syntetyzowane w tkankach hormony roślinne — auksyny 
i cytokininy. Następuje wydłużanie komórek i ich liczne podziały, powstaje 
specyficzny tumor korzeniowy, który różni się znacznie od typowych korzeni 
danej rośliny (15). W zainfekowanych tkankach wytwarzane są metabolity 
z grupy opin — pochodne aminokwasów, głównie argininy, np. agropina, 
mannopina, kwas agropinowy, kwas mannopinowy (16), kukumopina (17), 
mikimopina — stereoizomer kukumopiny (18). Są one wykorzystywane jako 
podstawowe źródło węgla i azotu przez zasiedlające przestrzenie międzyko
mórkowe bakterie z rodzaju A. rhizogenes (19).

Badania prowadzone nad mechanizmami patogenezy bakterii z rodzaju 
Agrobacterium doprowadziły do opracowania licznych protokołów umożliwia
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jących transformację wielu gatunków roślin. W ostatnich latach w wielu 
pracowniach na świecie opisano metody transformowania roślin za pomocą 
bakterii z gatunku A, rhizogenes. 2^interesowanie tymi badaniami wynika 
stąd, że uzyskane tą drogą transformowane korzenie mogą być cennym źród
łem różnego rodzaju metabolitów wtórnych (tab. 1). Charakteryzują się one 
bowiem szybkim przyrostem biomasy i utrzymującą się na stałym poziomie 
syntezą metabolitów wtórnych. Opisano metody hodowli korzeni transformo
wanych na pożywkach płynnych z wytrząsaniem (20,21). Zaproponowano 
także zastosowanie do ich hodowli bioreaktorów mgławicowych (21). W efe
kcie uzyskuje się szybki przyrost korzeni tworzących gęste, rozgałęziające 
się kępki (22,23). W optymalnych warunkach hodowli w przypadku niektó
rych roślin uzyskano wyższą zawartość metabolitów wtórnych charaktery
stycznych dla danej rośliny w korzeniach włośnikowatych niż w korzeniach 
anatomicznych (21,24,25). W tkankach korzeni transformowanych może za
chodzić szereg zmian w metabolizmie, a w efekcie wytwarzane są całkiem 
nowe, nierzadko cenne, metabolity wtórne (20,26).

Tabela 1
Produkcja wtórnych metabolitów w kulturach in vitro korzeni włośnikowatych uzyskanych

w WYNIKU TRANSFORMACJI ROŚLIN BAKTERIAMI A. rhizogenes

Roślina Szczep
A. rhizogenes

wtórne
metabolity Plon Literatura

Sesamum indicum ATCC 15834 naftochinony 645 - 1100 pg/g s.m. (32)
Lobelia injlanta L. ATCC 15834 lobelina 18-54 pg/g s.m. (33)
Atropa belladonna L. ATCC 15834 skopolamina

atropina
0,024% s.m. 
0,371% s.m. (34)

Lithospemnum erythrorhizon A 4 szikonina 5,9 mg/dzień (24)
Duboisia leichhardti A 4 skopolamina 1,8% s.m. (35)
Chaenacds douglasii ICPB IR 7 tiarubńna 0,5% s.m. (36)
Coreopsis tinctoria LBA 9402 fenylopropanoidy 2 mg/g s.m. (37)
Datura stramonium LBA 9402 hioscyamina 0,3% s.m. (38)
Beta vulgaris LBA 9402 betacyjany 0.7 mg/l (39)

W przypadku prowadzonej w laboratorium transformacji tkanki roślinnej 
bardzo istotne znaczenie ma zastosowanie odpowiedniego szczepu A. rhizo
genes. Celem badań jest zwykle opracowanie wydajnej metody transformacji 
i uzyskanie szybko rosnących korzeni włośnikowatych. Bardzo ważnym za
gadnieniem jest wyeliminowanie z uzyskanych w wyniku transformacji kul
tur roślinnych bakterii A. rhizogenes. Istotne jest zatem poznanie wrażliwości 
różnych szczepów A. rhizogenes na antybiotyki.

Przedstawione badania miały na celu określenie oporności na antybiotyki 
kilku najczęściej stosowanych do transformacji szczepów A. rhizogenes.



2. Materiały i metody

2.1 Szczepy bakteryjne i warunki hodowli

Szczepy A. rhizogenes scharakteryzowane w tabeli 2, uzyskano dzięki uprzej
mości Krystyny Kromer (A4), Haliny Wysokińskiej (LBA9402), Frederick Bourgard 
(ATCC 15834, ICPB TR 7, NCPPB 8196, ATCC 11325, ICPB TR 107). Bakterie 
wysiewano na pożywkę stałą MYA (27) zawierającą 200 pM acetosiringonu. Ho
dowlę prowadzono w ciemności, w temperaturze 26°C od 18 do 24 godzin.
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Tabela 2
Szczepy bakteryjne a. rhizogenes BADANE POD KĄTEM OPORNOŚCI NA ANTYBIOTYKI 

I UŻYTE DO TRANSFORMACJI TYTONIU

Szczep A. rhizogenes Typ szczepu Literatura
A4 = ATCC 31798 agropinowy (40)
LBA 9402 = NCPPB 1855 agropinowy (38)
ATCC 15834 = NCPPB 2629 agropinowy (33)
ICPB TR 7 = NCPPB 2626, ATCC 25818 mannopinowy (36)
NCPPB 8196 = LBA 9403 mannopinowy (41)
ATCC 11325 nopalinowy (42)
ICPB TR 107 = NCPPB 2628 kukumopinowy (41)

ATCC = American Type Culture Collection
ICPB = International Collection of Phytopathogenic Bacteria, Berkeley, CA 
NCPPB = National Collection of Plant Pathogenic Bacteria, Harpenden, U.K. 
PC = Phabagen Collection, The Netherlands.

2.2. Testowanie oporności szczepów A. rhizogenes na antybiotyki

W badaniach zastosowano szereg antybiotyków (tab. 3), należących do 
różnych grup, takich jak: p-laktamy, aminoglikozydy, cefalosporyny 11 i 111 
generacji i fluorochinolony, których spektrum działania obejmuje m.in. pa
łeczki gram ujemne z rodziny Enterobacteriaceae.

Oporność bakterii na antybiotyki badano metodą dyfuzyjno-krążkową. Ba
dania prowadzono na podłożu agarowym Mullera-Hintona (M-H), które jest pod
łożem standardowym do badania oporności na antybiotyki. Krążki bibuły za
wierające określone stężenie antybiotyku nanoszono na pożywkę M-H inokulo- 
waną bakteriami A. rhizogenes o gęstości 0,5 Mac Ferlanda. Tak przygotowane 
antybiogramy pozostawiono w temperaturze pokojowej przez 30 minut (w tym 
czasie następuje dyfuzja antybiotyków do podłoża), a następnie inkubowano 
w temperaturze 26°C. Po 24 godzinach inkubacji mierzono średnicę strefy za
hamowania wzrostu bakterii wokół krążka z określonym stężeniem antybiotyku. 
Wyniki porównano z tabelą wzorców i ustalano minimalną dawkę antybiotyku 
hamującą wzrost bakterii (MIC-minimum inhibition concentration] oraz minimal
ną dawkę skuteczną przy zwalczaniu [MIB-minimum bactericidal concentration].
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Tabela 3
Preparaty zastosowane do badania oporności na antybiotyki szczepów a. rhizogenes

Nazwa polska 
antybiotyku

Nazwa handlowa — 
producent Skrót Grupa

Amikacyna Amikin
Polfa AN

półsyntetyczny antybiotyk 
aminoglikozydowy

Aztreonam Azactam
Bristol — Myers ATM

syntetyczny monobaktam, posiada 
oporność na P-laktamazy

Karbenicylina
Carbenicillin

Polfa Tarchomin CAR
pólsyntetyczna penicylina o szerokim 
spektrum, blokuje biosyntezę ściany 
komórkowej

Cefoperazon Cefobid
IBA Bioton

CFP
cefalosporyna 111 generacji, blokuje 
bios3Titezę ściany komórkowej

Cefotaksym Claforan
Hoechst M. Roussel CTX

cefalospoiyna 111 generacji, blokuje 
biosyntezę ściany komórkowej

Ceftazydym
Biotum

IBA — Bioton
CAZ

cefalosporyna 111 generacji, blokuje 
biosyntezę ściany komórkowej, oporna 
na działanie większości (3-laktamaz

Ceftriakson
Biotrakson

IBA — Bioton CRO
cefalospoiyna 111 generacji, blokuje 
biosyntezę ściany komórkowej, oporna 
na działanie większości p-laktamaz

Cefuroksym
Biofuroksym

IBA — Bioton
CXM

cefalosporyna 11 generacji posiadająca 
oporność na wiele (i-laktamaz 
wytwarzanych przez szczepy oporne 
na penicyliny

Cyprofloksac3ma
Cipropol

Polfa Grodzisk Moz. CIP
fluorochinolon nowej generacji, 
blokuje replikację DNA przez wiązanie 
z gyrazą DNA

Imipenem Tienam
MSD MP

antybiotyk p-laktamowy z grupy 
karbapenemów

Netylmycyna
Netromycin

Schering-Plough NET

półsyntetyczny antybiotyk 
aminoglikozydowy, blokuje biosyntezę 
białka oraz uszkadza błonę 
komórkową

Piperacylina Piperacillin
Polfa Tarchomin PIP

antybiotyk p-laktam owy blokuje 
syntezę ściany komórkowej

Piperacylina 
+ Tazobactam Tazocin

Lederle
TZP

penicylina pólsyntetyczna 
z inhibitorem p-laktamaz — 
tazobaktamem, blokuje biosyntezę 
ściany komórkowej

2. 3. Transformowanie roślin

Eksplantaty liści oraz łodyg tytoniu inokulowano igłami preparac3rjnymi 
zawierającymi szczepy bakterii A. rhizogenes (tab. 2). Po inokulacji rośliny, 
wykładano na stałą pożjrwkę Murashige-Skoog (MS) (28) bez dodatku hor
monów rośłinnych i hodowano w ciemności w temperaturze 20 - 22°C. Po



3-5 dniach eksplantaty przenoszono na świeżą pożywkę stałą MS, zawiera
jącą różne kombinacje antybiotyków, w celu eliminacji bakterii z kultur trans
formowanych organów. Pasaże powtarzano co 10-14 dni. Po osiągnięciu przez 
korzenie długości 1,5-2 cm, odcinano je od eksplantatu i pojed}mczo prze
noszono (1 korzeń = 1 klon) do pożywki płynnej MS z dodatkiem antybioty
ków. Antybiotyki do eliminacji bakterii z tkanki roślinnej wybrano na pod
stawie wyników testów d3duzyjno-krążkowych. Hodowlę korzeni włośnikowa
ty ch pasażowano co 10-14 dni. Korzenie hodowano w ciemności w tempe
raturze 22°C (z wytrząsaniem 100 rpm). Po 5 - 6 pasażach tkanki wykładano 
na pożywki bez antybiotyków i po kilkunastu godzinach hodowli przeprowa
dzano testy na obecność bakterii w pożywce.
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3. Wyniki i dyskusja

3.1. Wpływ antybiotyków na wzrost i namnażanie bakterii z gatunku 
A. rhizogenes na pożywce syntetycznej

Badano wpływ szeregu antybiotyków wykazujących działanie bakteriostaty- 
czne na bakterie z rodziny Enterobacteriaceae blisko spokrewnione z bakte
riami z rodziny Rhizobiaceae. Wpływ antybiotyków na wzrost i rozwój bakterii 
z gatunku A. rhizogenes przedstawiono w tabeli 4. Badane bakterie nie wy
kazały oporności na antybiotyki należące do różnych grup chemicznych: ami- 
kacynę, aztreonam, karbenicylinę, cefoperazon, ceftazydym, cefuroksym, ne- 
tylmycynę, piperacylinę, piperacylinę + tazobactam. Nawet zastosowanie wy
sokich stężeń antybiotyku (30 - 100 pg ml'^) nie'prowadziło do zahamowania 
wzrostu badanych bakterii (tab. 4). Wykazano, że bakterie z gatunku A. rhi
zogenes są wrażliwemu następujące antybiotyki: ceftriakson (cefalosporyna 
III generacji), cyprofloksacyna (fluorochinolon nowej generacji) i imipenem 
(antybiotyk P-laktamowy) działające bakteriostatycznie w stosunkowo niskfch 
stężeniach (od 5 do 30 pg mP^), (tab. 4). Zbadano także wpływ na wzrost 
bakterii mieszaniny dwóch antybiotyków: karbenicyliny i cefotaksymu. Kar- 
benicylina zastosowana pojedynczo okazała się w naszych badaniach mało 
skuteczna (tab. 4). Zastosowanie mieszaniny karbenicyliny (100 pg ml'^) i ce
fotaksymu (30 pg ml'^) skutecznie hamowało wzrost bakterii na pożywce M-H.

biotechnologia 2 (45) ’99
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Tabela 4
Wrażliwość szczepów a. rhizogenes NA ANTYBIOTYKI

Antybiotyk/stężenie w krążku 
w pg

Szczepy A. rhizogenes

A4 LBA
9402

ATCC
15834

ICPB
TR 7

NCPPB
8196

ATCC
11325

ICPB
TR 107

^atmikacyna 30 o 0 o o o o o
^vztreonam 30 o 0 o o o o 0
Ktarbenicylina 100 ± ± E o ± ± 0
C>foperazon 75 o 0 0 o o o 0
C'efotaksym 30 ± E + o ± ± o
Ceftazydym 30 o o o o o o o
C'eftriakson 30 w w w o w w o
C'efuroksym 30 o o o o o o o
Cyprofloksacyna 5 w w w o w w o
Irnipenem 10 w w w o w w 0
Nletylmycyna 30 0 0 o o o o 0
piperacylina 100 0 0 o o o o o
piperacylina 100 + Tazobactam 
lO o o o o o o o

karbenicylina 100 + Cefotaksym
»o w w w w w w w

w — szczep wrażliwy: o — szczep oporny

3.2. Wpływ antybiotyków na bakterie zasiedlajqce tkanki po transformacji 
i na wzrost korzeni włośnikowatych

W badaniach wstępnych przetestowano przydatność szeregu antybioty
ków, rekomendowanych przez innych badaczy jako skuteczne w zwalczaniu 
bakterii A. rhizogenes w kulturach transformowanych korzeni, ampicylina 
(29), kanamycyna + rimfacylina (30), spektynomycyna (31). Żaden z testo
wanych antybiotyków nie byl w naszych badaniach skuteczny w eliminacji 
bakterii. Słaba efektywność wymienionych antybiotyków może wynikać stąd, 
że bakterie A. rhizogenes zastosowane do transformacji były namnażane na 
pożywce z dodatkiem acetosyringonu. Związek ten zwiększa wydajność trans
formacji, ale poprzez indukcję wzrostu i namnażania bakterii czyni je trud
niejszymi do eliminacji za pomocą antybiotyków.

W celu wyeliminowania kultur A. rhizogenes przetestowano przydatność 
nowej grupy antybiotyków. Najefektywniejszym środkiem bakteriostatycznym 
okazała się mieszanina dwóch antybiotyków; karbenicyliny i cefotaksymu, 
w(*ześniej wykazano ich skuteczność w hamowaniu wzrostu bakterii na po
żywce M-H (tab. 4). Antybiotyki te blokując biosyntezę ściany komórkowej 
bakterii, eliminują je z kultur nie wpływając jednocześnie na zmiany mor
fologii i fizjologii roślin. Spektrum działania cefotaksymu — cefalosporyny 
111 generacji obejmuje obok pałeczek G(-) z rodziny Enterobacteriaceae, ziar-



Tabela 5
Wpływ antybiotyków na wzrost i rozwój korzeni włośnikowatych
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Antybiotyk/dawka 
w mg/l

Ceftriakson
30
64

128
192

Korzenie włośnikowate uzyskane w wyniku transformacji 
szczepami A. rhizogenes

A4 LBA ATCC ATCC NCPPB ICPB ICPB
9402 15834 11325 8196 TR 7 TR 107

brak hamowania wzrostu bakterii: 3 niższe 
stężenia bez wpływu na rośliny; najwyższe 
stężenie wywołuje zamieranie roślin

Cyprofloksacyna
A
4
8

12
Imipenem

10
16
32
48
64

128
Karbenicylina 
Cefotaksym 
(100 + 100)

Karbenicylina 
Cefotaksym 
(250 + 250)

Karbenicylina 
Cefotaksym 
(400 + 400)

Karbenicylina 
Cefotaksym 
(500 + 500)

brak hamowania wzrostu bakterii; 2 niższe 
stężenia bez wpływu na rośliny: najwyższe 
stężenie wjrwołuje zamieranie roślin

brak hamowania wzrostu bakterii; 5 niższych stę
żeń bez wpływu na rośliny:

najwyższe stężenie hamuje wzrost bakterii; 
najwyższe stężenie wywołuje zamieranie roślin

zastosowane
stężenia
antybiotyków po
wodują
zamieranie roślin
stężenie 8 mg/l 
powoduje 
zamieranie roślin

stężenie 32 mg/l 
powoduje 
zamieranie roślin

brak hamowania wzrostu bakterii;
3 niższe stężenia bez wpływu na rośliny;

zahamowanie wzrostu bakterii;
mieszanina nie jest szkodliwa dla eksplantatu,
korzenie transformowane rozwijają się prawidłowo

niaki G{+) tlenowe i beztlenowe oraz inne tlenowe G(-). Z kolei karbenicylini 
— półsyntetyczna penicylina o szerokim spektrum, eliminuje pałeczki G(-, 
ziarniaki G(-i-) i G(-). W celu eliminacji bakterii z kultur należało jednaj 
znacznie zwiększyć stężenie stosowanych środków. Jednoczesne zastosowć- 
nie obu antybiotyków, w dawce 500 |xg mł'i pożywki, skutecznie zwalczał) 
bakterie (tab. 5). Zwykle po 5, 6 pasciżach korzeni transformowanych m 
poż}Avki z antybiotykami uzyskiwano kultury tkanek roślinnych całkowicę 
wolne od bakterii. W dalszych etapach hodowli korzenie włośnikowate ht- 
dowano na pożywkach bez antybiotyków. Istotne dła dałszych badań byb 
to, że mieszanina karbenicyłiny i cefotaksymu nie jest szkodliwa dla eks
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plantatu i może być bezpiecznie stosowana w kulturach korzeni transformo
wanych. Z wcześniejszych badań wynikało, że antybiotykiem przydatnym do 
kontroli bakterii z gatunku A. rhizogenes może być imipenem (tab. 4), anty
biotyk p-laktamowy z grupy karbapenemów. Próba zastosowania imipenu do 
eliminacji bakterii z kultur roślinnych wykazała toksyczny wpływ tego związ
ku na tkanki. Imipenem powodował zahamowanie wzrostu i zamieranie ro
ślin z tego względu nie może być brany pod uwagę jako przydatny do eli
minacji bakterii z transformowanych tkanek roślinnych.

Praca finansowana z projektu KBN 0819/P04/98/15.
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Resistance to antibiotics of the selected species of Agrobacterium rhizogenes

Summary

Agrobacterium rhizogenes is used for the transformation of plant cells and production of 
hairy roots cultures. In the presented work the bacteriostatic activity of several antibiotics on 
A. rhizogenes strains was tested. Different concentration of antibiotics belonging to the types of 
cefalosporin 11 and 111 generation, P-lactam and fluorochinolon were tested for elimination of the 
bacteria from transformed tissue. Out of all tested combinations, the mixture of carbenicilin and 
cefotaksym (claforan) was the most efficient for A. rhizogenes strains elimination from transfor
med plant tissues. The addition of those antibiotics to the regeneration medium was not toxic 
to plant tissues and it facilitated rapid growth of haiiy roots.
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