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metabolitéw wtdrnych

Izabela Weremczuk-Jezyna, Halina Wysokinska

Zaklad Biologii i Botaniki Farmaceutycznej, Uniwersytet Medyczny, t6dz

Transformed root cultures of Arnica montana L. - of secondary
metabolites isolation

Summary

The hairy roots of A. montana were obtained by the infection of sterile
leaves with Agrobacterium rhizogenes (strain LBA 9402). The transformation was
confirmed by opin and PCR analysis. In the investigation, the optimum
contitions of hairy roots growth were characterized. The best results were
achieved in liquid Gamborg medium which included half-strenght macro- and
microelements (1/2B5) and 50 g/l sucrose. Phytochemical analysis showed that
hairy roots of A. montana produced arnifolin and chlorogenic acid.
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1. Wstep

Arnika gorska - Arnica montana L. nazywana rowniez kupalni-
kiem gorskim nalezy do rodziny astrowatych (Asteraceae). Jest to ros-
lina wieloletnia spotykana na gorskich tgkach srodkowej Europy,
Azji oraz Ameryki Potnocnej. Niekiedy rosnie na nizu, m.in. na Li-
twie i Biatorusi. W Polsce wystepuje dos¢ rzadko w Sudetach i Kar-
patach oraz na Mazurach, Suwalszczyznie i w Puszczy Biatowie-
skiej; objeta jest Scistg ochrong. Arnika gorska jest interesujaca ros-
ling lecznicza, jej wlasciwosci byty wykorzystywane przez medycy-
ne juz w sredniowieczu, a w XV111 w. roslina ta zostata wprowadzo-
na do medycyny oficjalnej (1). W Farmakopei Polskiej V podaje sie,
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Ze surowcem leczniczym sg koszyczki arniki (Arniceae anthodium), a w Farmakopei
Hiszpanskiej i Wioskiej jako surowiec wymienia sie rowniez ktgcze (Arniceae rhizoma)
(2). Dziatanie lecznicze rosliny warunkuja zwigzki chemiczne takie jak: laktony se-
skwiterpenowe typu gwajanolidow (m.in. helenalina, dihydrohelenalina), flawono-
idy (izokwercytyna, astragalina, luteolina), olejek eteryczny (zawierajgcy m.in. ty-
mol, eter metylowy tymolu, ester izomastowy tymolu i seskwiterpeny), kwasy orga-
niczne (cynamonowy, chlorogenowy, kawowy i in.).

Arnika gorska jest trudna w uprawie, wymaga gleby mineralno-préchniczej o od-
powiednim zakwaszeniu. Ze wzgledu na wykorzystanie przez arnike zjawiska miko-
ryzy, konieczne jest zapewnienie jej wtasciwego symbionta-grzyba glebowego. Arni-
ke rozmnaza sie przez wysiew nasion, a bardzo rzadko z roztogéw. Nasiona kietkujg
dobrze, jednak siewki zwykle obumierajg w ciagu pierwszego roku wegetacji. Rosli-
ny rozwijajg sie bardzo wolno, a surowiec mozna zbiera¢ dopiero po 3-4 latach (3).
Trudnosci te sprawiajg, ze podejmowane sg badania nad uzyskaniem biomasy boga-
tej w metabolity wtérne metodami biotechnologicznymi. Atrakcyjnym modelem dla
produkcji metabolitow wtérnych sa kultury korzeni transformowanych.

Celem pracy bylo uzyskanie korzeni wiosnikowatych A. montana, opracowanie
optymalnych warunkéw oraz scharakteryzowanie dynamiki ich wzrostu. Korzenie
transformowane badano na obecnos¢ metabolitéw wtérnych (seskwiterpeny, kwasy
fenolowe). W badaniach fitochemicznych wykorzystano klony rosngce na Swietle
i w ciemnosci.

2. Materiat i metody

2.1. Kultury korzeni transformowanych

Korzenie transformowane A. montana uzyskano w wyniku zakazenia lisci bakte-
riami Agrobacterium rhizogenes (szczep LBA 9402). Liscie pochodzity z wyhodowa-
nych in vitro 4-tygodniowych roslin. Liscie zakazano wzdluz nerwu oraz w ogonek
lisSciowy, po czym umieszczano je w probéwkach, na statym podtozu MS bez regula-
torébw wzrostu. Probowki trzymano w ciemnosci. Po 4 tygodniach hodowli, po-
wstate w miejscu zakazenia korzenie odcinano i przenoszono do ptynnej pozywki
wg Gamborga (4) ze zredukowanag do potowy iloscia makro- i mikroelementoéw
(1/2B5) i z ampicyling 500 mg/l; antybiotyk wyeliminowano z podtoza po czterech
7-dniowych pasazach. Uzyskano 6 klonéw korzeni, ktére pasazowano w odstepach
4-tygodniowych. Do dalszych badan wybrano klon K6 hodowany w ciemnosci i klon
K5 hodowany na swietle. Fakt transformaciji korzeni potwierdzono wykonujgc anali-
ze opin (obecnos¢ mannopiny) (5,6) i stosujgc metode PGR (7).

Kultury korzeni prowadzono w kolbach Erlenmeyera o objetosci 300 ml, zawie-
rajacych po 80 ml ptynnego podioza; $rednia masa inoculum wynosita ok. 150-200 mg.
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Korzenie rosly w fitotronie (temp. 25 + 2°C), na wytrzasarce rotacyjnej (100 obr/min),
przy wilgotnosci powietrza 80-90%.

Aby wybra¢ optymalng dla wzrostu korzeni pozywke, klon K6 po 14 pasazach
przenoszono do ptynnych podiozy B5, WP (Woody Plant) (8) i MS (Murashige
i Skoog) (9). W badaniach zastosowano réwniez warianty tych podtozy, w ktorych
ilos¢ makro- i mikroelementéw zmniejszono do potowy (1/2B5, 1/2WP, 1/2MS), do
jednej trzeciej (1/3B5) lub do jednej czwartej (1/4B5, 1/4WP, 1/4MS). Okreslono réw-
niez wpltyw sacharozy na wzrost korzeni wiosnikowatych A. montana (klon KB6).
W badaniach tych wykorzystano podioze 1/2B5 zawierajgce 20, 30, 50, 70 Iub
100 g/l sacharozy. Wzrost korzeni (Swieza i sucha masa), okreslano w trzydziestym
piatym dniu hodowli; Swiezg i sucha mase korzeni wyrazono w g/kolbe oraz, po
przeliczeniu, w g/l kultury. Oznaczenia wykonano trzykrotnie, kazdorazowo wyko-
rzystano 3-5 kolb. Wyniki przedstawione w tabelach | i 2 sa Srednig + odchylenie
standardowe.

Po ustaleniu optymalnych warunkéw hodowli scharakteryzowano dynamike
wzrostu korzeni hodowanych na swietle i w ciemnosci (klon K5 i K6). Wzrost korze-
ni okreslano w odstepach 5-dniowych na podstawie $wiezej i suchej masy. Swieza
i suchg mase korzeni wyrazono w g/kolbe. Oznaczenia wykonywano w ciggu
55-dniowego cyklu hodowlanego. Kazdorazowo do oznaczenia Swiezej i suchej
masy wykorzystano 3-5 kolb. Oznaczenia powtarzano trzykrotnie.

2.2. Badania fitochemiczne

2.2.1. Izolacja laktonéw seskwiterpenowych

Ze wstepnych badan fitochemicznych wynikato, ze laktony seskwiterpenowe wy-
twarzaja tylko korzenie transformowane A. montana rosngce na Swietle. Dlatego dal-
szym badaniom na obecnos¢ tych zwigzkéw poddano tylko klon K5. Wysuszone
i sproszkowane korzenie (50 g) ekstrahowano chloroformem (3 x 300 ml) w temp.
wrzenia. Ekstrakt chloroformowy zageszczano i wymywano woda (3 x 150 ml). Po
oddestylowaniu wody otrzymano 160 mg osadu, ktéry rozdzielano na kolumnie
chromatograficznej wypetionej zelem krzemionkowym, jako eluent stosowano
mieszanine toluen-octan etylu (9:1 1:1 v/v). W wyniku rozdziatu otrzymano 7 frakcji,
ktére sprawdzano metodg TLC (na plytkach aluminiowych pokrytych zelem krze-
mionkowym, w ukfadzie toluen-octan etylu (8:2 v/v); chromatogramy wywotywano
odczynnikiem anyzowym (firma Ubichem). Na postawie TLC do dalszych badan wy-
brano frakcje 4. Frakcje te rozdzielano na preparatywnej HPLC (Gold firma Beckam,
detekcja przy dtugosci X = 240 nm; rozdziat prowadzono na kolumnie ODS; faze ru-
chomg stanowita mieszanina MeOH:H20 91:1 v/v ); szybko$¢ przeptywu wynosita
1 cm/min). W wyniku rozdziatu uzyskano 5 mg czystego zwiazku, ktéry zidentyfiko-
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wano jako arnifoline. Wyniki analizy spektralnej (’H-NMR) byty zgodne z danymi li-
teraturowymi (10).

2.2.2. lzolacja kwasu chlorogenowego

Korzenie transformowane arniki rosngce w ciemnosci (klon K6) badano na obec-
nos¢ kwasow fenolowych. Wysuszone i sproszkowane korzenie (75 g) ekstrahowa-
no metanolem (3 x 300 ml) przez 48 godz. w temp. pokojowej. Otrzymano 18,4 g
ekstraktu, ktéry po zageszczeniu rozpuszczano w wodzie (300 ml). Roztwor wodny
ekstrahowano eterem dietylowym (3 x 150 ml). Z ekstraktu wodnego powstatego
po wyekstrahowaniu eterem uzyskano 9 g zo6ttego osadu. Osad ten rozpuszczono
w metanolu i rozdzielano za pomocag chromatografii preparatywnej na ptytkach
szklanych (20 x 20 cm) pokrytych zelem krzemionkowym o grubosci 2 mm (Kiselgel
60 Fzsatszss-Merck . Chromatogramy rozwijano w ukfadzie: benzen-mréwczan etylu-
kwas mréwkowy (1:7:1 vivlv; detekcja w 366 nm). Widoczne w sSwietle UV brunatne
pasmo zeskrobywano i wymywano metanolem (3 X 30 ml) przez 3 godz. w temp.
pokojowej. Otrzymano 836 mg biatozétej substancji, ktéra oczyszczano za pomoca
chromatografii kolumnowej (Lipophilic Sephadex 2H-20, Sigma); faze wymywajaca
stanowit metanol. Otrzymano 20 mg zwiazku, ktéry identyfikowano za pomocg ana-
lizy spektralnej "H-NMR i MS. Uzyskane dane sg zgodne z wynikami jakie uzyskali
Baumer i Ruppel dla kwasu chlorogenowego wyizolowanego z rosliny Galactites
tomentosa (11).

3. Wyniki i dyskusja

Z przeprowadzonych badan wynika, ze korzenie wiosnikowate 4. montana stabo
rosty w podtozach z pelng zawartoscia makro- i mikroelementéw (MS, B5, WP)
(tab. 1). Réwniez nieodpowiednie okazaly sie podtoza, w ktérych zawartos¢ makro-
i mikroelementéw obnizono do 1/3 i 1/4 (1/3B5, 1/4B5, 1/4WP, 1/4MS). Najwyzsze
przyrosty biomasy uzyskano w pozywkach, w ktérych zawartos¢ sktadnikdéw mine-
ralnych zredukowano do potowy (1/2MS, 1/2B5, 1/2WP). Optymalnym dla wzrostu
korzeni okazalo sie podioze 1/2B5; na pozywce tej Swieza masa przyrastata ok.
14-krotnie, a sucha masa ok. 26-krotnie. Podioze to zawierato 20 g/l sacharozy. Dla
osiagniecia dalszych przyrostéw biomasy w podtozu 1/2B5 zmieniono zawartos¢ sa-
charozy (tab. 2). Najlepsze wyniki uzyskano w obecnosci 50 g/l sacharozy (51,12 g/l
Swiezej masy i 6,5 g/l suchej masy). Pozywke 1/2B5 z sacharoza 50 g/l wykorzystano
dla wyznaczenia krzywej wzrostu korzeni transformowanych A. montana (rys.). Cykl
wzrostu trwat 40 dni. W wykonanych po tym czasie pomiarach biomasy wykazano
25-krotny przyrost Swiezej masy i 37-krotny przyrost suchej masy dla korzeni hodo-
wanych w obecnosci Swiatta (klon K5); dla korzeni rosnacych w ciemnosci (klon K6)
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przyrosty Swiezej masy byly 46-krotne, a suchej masy 38-krotne. Poréwnujgc te
dane stwierdzono, ze korzenie transformowane hodowane w ciemnosci rosna lepiej
niz te prowadzone na Swietle. Warunki hodowli (Swiatlo/ciemnos¢) wptywaly réw-
niez na morfologie korzeni A. montana. Korzenie prowadzone na Swietle miaty bar-
we zielong (produkcja chlorofilu), byty dtugie z nielicznymi odgatezieniami. Korze-
nie hodowane w ciemnosci odznaczaly sie zottym zabarwieniem oraz wieksza liczba
dtugich i cienkich odgatezien.

Tabela 1

Wozrost korzeni transformowanych Arnica montana hodowanych w ciemnosci (klon R6). W ptynnych
podtozach z sacharoza 30 g/l. Okres hodowli 5 tygodni

Swieza masa Sucha masa
Rodzaj podioza
g/kolbe g/kolbe gll
MS 0,72 = 0,1 8,97 + 1,38 0,01 * 0,002 0,16 *+ 0,03
112MS 0,76 + 0,41 9,54 + 513 0,09 + 0,05 1,15 = 0,63
1/4AMS 0,39 + 0,08 488 = 10 0,05 = 0,01 0,67 = 0,13
B5 0,22 + 0,07 2,72 = 0,88 0,03 + 0,01 041 + 0,13
1/2B5 1,03 = 0,58 15,09 + 7,26 0,16 = 0,07 1,99 + 0,88
1/3B5 0,76 = 0,67 9,55 = 8,38 0,14 = 0,12 174 = 15
1/4B5 0,91 + 0,27 11,36 + 3,38 0,13 + 0,04 162 = 05
WP 0,71 = 0,19 8,89 + 2,38 0,09 + 0,02 122 = 0,25
1/2wp 1,02 + 0,47 13,09 + 5,88 0,12 + 0,05 1,48 + 0,625
1/4WP 1,02 + 0,42 12,77 = 5,25 0,19 + 0,08 243 = 10

Wyniki sg $rednig z trzech oznaczen = - odchylenie standardowe. Do kazdego oznaczenia wykorzystano 3-5 kolb.

Tabela 2

Wptyw sacharozy na wzrost korzeni transformowanych Amica montana (klon k6), hodowanych w ptynnym
podtozu 1/2B5. Okres hodowli 5 tygodni

o Swieza masa Sucha masa
Stezenie sacharozy (g/l)
g/kolbe gll g/kolbe g/l

20 2,21 = 0,68 27,69 = 85 0,15 £+ 0,05 1,87 = 0,63
30 3,13 = 0,72 39,12 = 9,0 0,34 = 0,07 421 + 0,88
50 4,09 + 0,43 51,12 + 5,38 0,52 + 0,05 6,51 + 0,63
70 3,93 + 0,52 49,14 + 65 0,65 += 0,09 8,16 + 1,13
100 3,88 + 0,63 485 + 7,88 0,79 +0,13 9,94 + 1,63

Wyniki sa $rednig z trzech oznaczen + - odchylenie standardowe. Do kazdego oznaczenia wykorzystano 3-5 kolb.
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Rys. Krzywa wzrostu korzeni transformowanych Arnica montana hodowanych na Swietle (klon K5)
i w ciemnosci (klon K6). Wyniki sa $rednig z trzech oznaczen, do kazdego oznaczenia wykorzystano 3-5
kolb.
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Z badan fitochemicznych wynika, ze Swiatto ma takze wptyw na produkcje meta-
bolitébw wtérnych w korzeniach transformowanychniontana. Korzenie hodowane
na sSwietle (klon K5) majg zdolnos¢ do syntetyzowania arnifoliny. By¢ moze synteza
tego zwigzku zwigzana jest z obecnoscig chloroplastéw. Z dotychczas przeprowa-
dzonych przez innych autoréw badan wynika, ze arnifolina produkowana jest
w kwiatach rosliny (12); nie zostata natomiast znaleziona w korzeniach A. montana.
Z literatury znane sg réwniez kultury korzeni transformowanych innych roslin, ktére
tylko podczas hodowli na Swietle produkujg pozadane metabolity wtérne. Przy-
ktadem sg korzenie transformowane Lippia dulcis, ktére tylko w obecnosci Swiatta
wytwarzajg terpenoid-hernandulcyne (13). Z naszych badan wynika, ze korzenie
transformowane A. montana hodowane w ciemnosci wytwarzajg kwas chlorogeno-
wy. Zwigzek ten znaleziono juz wczesniej w korzeniach gruntowych arniki (2).

Praca finansowana przez UM w todzi w ramach dziatalnosci statutowej nr 503-312-1.
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