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Regeneracja Oxalis triangularis

z korzeni transformowanych i wpfyw
glutationu na wytwarzanie
antocyjanin
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Regeneration of Oxalis triangularis from hairy roots and the influ-
ence of glutathione on anthocyanin production

Summary

The Oxalis triangularis transformed plants were regenerated from hairy
roots induced by/4. rhizogenes LBA 9402. In vitro shoot proliferation of the trans-
formed roots-regenerated plants was by 65% higher than that of the non-trans-
formed ones. In vivo the hairy root syndrome was observed for the transformed
roots-regenerated plants. Anthocyanin content in the leaves of non-transformed
plants was about 40% higher than in the transformed roots-regenerated ones. In
the non-transformed plants, GSH (1 and 5 mM) enhanced anthocyanin produc-
tion by 30% at the most, while in the transformed roots-regenerated plants the
maximal increase in its production was found on the 2"~ and 9™ days after the
treatment; it reached 230-320% and 750-600% of control, respectively.

Key words:
altered phenotype, anthocyanins, glutathione, hairy roots, Oxalis
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1. Wstep

Antocyjaniny z powodu swej aktywnosci antyoksydacyjnej,
przeciwzapalnej i antynowotworowej budza coraz wieksze zain-
teresowanie jako zwigzki lecznicze, sktadniki kosmetykow i barw-
niki zywnosci (1-3). Pochodzacy z Ameryki Potudniowej Oxalis
triangularis (szczawik tréjkatny, Oxalidaceae) charakteryzuje sie
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szybkim wzrostem, a fioletowobordowe liscie moga dostarcza¢ antocyjanin dla
przemystu spozywczego i farmaceutycznego (4).

Antocyjaniny zwigzane sg z okre$lonymi stadiami rozwojowymi i fizjologicznymi
roslin, jednoczesnie ich produkcja i akumulacja sg indukowane przez czynniki stre-
sowe (5). Indukcja reakcji obronnych roslin odbywa sie za posrednictwem grupy
zwigzkow sygnatowych, jednym z nich jest glutation (6,7). Rosliny zregenerowane
z korzeni transformowanych posiadaja geny z T-DNA plazmidu Agrobacterium rhizogenes.
Ich ekspresja wywotluje zmiany biochemiczne i fizjologiczne, mogace prowadzi¢ do
odmiennych reakcji tych roslin na stresy, w tym zmian zawartosci metabolitéw
wtérnych (8,9).

Celem pracy bylo poréwnanie wspoétczynnikdw namnazania w hodowlach in vitro
oraz cech fenotypowych w warunkach in vivo nietransformowanych i zregenerowanych
z korzeni transformowanych roslin 0. triangularis, a nastepnie zbadanie w lisciach tych
roslin zawarto$ci antocyjanin oraz wptywu glutationu (GSH) na ich wytwarzanie.

2. Materia! i metody

2.1. Regeneracja roslin transformowanych

Korzenie transformowane (A. rhizogenes LBA 9402 Ri 1855) hodowano na pod-
tozu B5 (10) z 3% sacharozg (pH 5,8), przy 120 obr/min, w temp. 24°C, w ciemnosci.
Morfogeneze zainicjowano naswietlajgc hodowle: 350 pEm'"s’’, fotoperiod
16/8 godz. Zregenerowane rosliny przenoszono na agarowe (0,8%) podtoze MS (11)
z 3% sacharozg, pH 5,8 i hodowano w opisanych warunkach.

2.2. Mikropropagacja roslin

Zastosowano opisane podtoze MS z dodatkiem regulatorow wzrostu: KIN
1,0 mg/l; BAP 0,5 mg/l; 1M 0,3 mg/l (pH 5,8) i takie same warunki Swietlne.
Wspoitczynnik namnazania (WN) obliczano po 7 tygodniach hodowli wg wzoru:
WN = (A-5)/5, gdzie: A - liczba roslin/kolbe po 7 tygodniach hodowli; 5 - liczba
eksplantatow/kolbe.

2.3. Hodowla tn vivo
7-tygodniowe rosliny poddawano 3-tygodniowej aklimatyzacji i ukorzenianiu

w perlicie, nastepnie hodowano w ziemi ogrodniczej w temp. 24°C, przy 350 pEm"s™?
i fotoperiodzie 16/8 godz.
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2.4. Analiza antocyjanin metoda chromatografii cienkowarstwowej (TLC)

Antocyjaniny ekstrahowano HCl w metanolu (v/v). Chromatografie prowadzo-
no na zelu celulozowym (Eastman, 13255 Cellulose), faza ruchoma: butanol, kvas
octowy, woda (4:1:2; viviv) (12).

2.5. Analiza zawartosci antocyjanin i chlorofilu

Suchg mase (s.m.) wszystkich blaszek lisciowych badanych roslin poddawmo
3-krotnej ekstrakcji ]% HClI w metanolu. Absorbancje antocyjanin (Agnt) wyliczmo
z réznicy: = A535-A600’0.25A660 w celu eliminacji udziatu chlorofilu (Ageo) > fe)fi-
tyny (A500) w absorbancji ekstraktu mierzonej przy 535 nm (13,14). Zawarto$¢ arto-
cyjanin (mg/g s.m.) okreslano w przeliczeniu na 3,5-diglukozomalwidyne, wykonys-
tujac molowy wspotczynnik absorpcji 37 700 i mase molowg 655,5 (15). Chlonfil
z ekstraktow metanolowych ekstrahowano benzenem (1:1, v/v). Absorbancje nie-
rzono przy 660 nm. Do obliczenia zawartosci chlorofilu (mg/g s.m.) wykorzystino
molowy wspoétczynnik absorpcji 90100 (13).

2.6. Traktowanie roslin GSH

Wykorzystano rosliny po miesigcu hodowli w ziemi ogrodniczej (warunki jv.).
Na 6 godzin przed traktowaniem z kazdego liscia roslin pobierano ! listek w celu
oznaczenia suchej masy i wyjsciowej zawartosci antocyjanin w czasie TO. Rosliny ba-
dane spryskiwano 5 ml GSH w stezeniu | mM i 5 mM, rosliny kontrolne 5 ml w)dy
destylowanej. Zawarto$¢ antocyjanin oznaczano po 1,2, 4, 6,9 i 12 dniu (TI, T2,T4,
T6, T9, TI2) po traktowaniu. Dla wszystkich kontrolnych i badanych roslin oblicza-
no przyrost zawartosci antocyjanin jako réznice pomiedzy zawartoscig antocyjanin
przed i po traktowaniu: TI-TO; T2-TO; T4-TO; T6-TO; T9-TO; T12-TO.

Wyniki wyrazono jako Srednia + odchylenie standardowe (SD) z 3 niezalezn/ch
eksperymentow. Kazdorazowo analizowano: w badaniach WN 40 kolb (n = 120),
w badaniach réznic fenotypowych 12 roslin (n = 36), w badaniach wptywu GSH
4 rosliny (n = 12).

3. Rezultaty i dyskusja

Paki przybyszowe w kulturach korzeni transformowanych 0. triangularis zaobser-
wowano w 3 pasazu hodowli na sSwietle. Fakt, ze Swiatto bylo jedynym czynnik em
indukujacym regeneracje roslin z korzeni transformowanych (RT) prawdopodotnie
Swiadczy o wysokim poziomie fitochromu A w tych korzeniach (16).
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R6znice fenotypowe pomiedzy roslinami nietransformowanymi (RN) a RT stwier-
dzono juz w hodowli in vitro. RT wytwarzaty karbowane liscie, ponadto w odrdznie-
niu od RN namnazaly sie na podtozu bez regulatorow wzrostu. Wartosci WN dla RN
hodowanych na podiozu z regulatorami wzrostu wynosity 4,57+0,827 i byly o oko-
to 27 i 40~ nizsze od WN dla RT hodowanych na podiozu odpowiednio bez
(5,49+0,475) i z regulatorami wzrostu (7,49+1,28).

W warunkach in vivo zaréwno RN i RT formowaty kepy sktadajgce sie z kilku bulw
ktgczowych, z ktérych wyrastaly dtugoogonkowe, trojlistkowe liscie ztozone. Po-
gtebity sie jednak réznice morfologiczne; system korzeniowy RT byt bardziej rozwi-
niety, ich kepy byly nizsze, ale bardziej zwarte i gestsze, liscie byly karbowane, nie
wyksztalcaly sie bulwy korzeniowe. Nie stwierdzono réznic zawartosci chlorofilu
(tab.). Wyzsza efektywnos$¢ namnazania RT wraz ze zmienionym fenotypem, okres-
lanym jako ,syndrom korzeni transformowanych”, Swiadczy o ekspresji genéw roi
i aux (17). Analiza TLC antocyjanin z lisci RN i RT wykazata obecnos¢ trzech plam
o identycznych Rf, odpowiadajacych prawdopodobnie pochodnym malwidyny (4).
Stwierdzono natomiast réznice w catkowitej zawartosci antocyjanin, ktéra u RN
byta okoto 40% wyzsza niz u RT (tab.). Podobnie transformacja Hyoscyamus muticus
szczepem LBA 9402 obnizyta produkcje alkaloidéw tropanowych w regenerowanych
tkankach (8). Prawdopodobne jest, ze u RT O. triangularis geny roi, przez zmiany
w aktywnosci i metabolizmie regulatorow wzrostu (9), wplynely na biosynteze anto-
cyjanin.

Tabela

Poréwnanie morfologii oraz zawarto$¢ chlorofilu i antocyjanin w lisciach nietransformowanych i zregenero-
wanych z korzeni transformowanych roslin O. triangularis po miesiacu hodowli in vivo (n = 36)

RN RT
wysoko$¢ pedéw (cm = SD) 144 + 3,48 7,57 £ 167
liczba lisci / kepe (= SD) 141 + 441 31,9 = 8,52
zawarto$¢ chlorofilu (nig/g s.m. + SD) 20,9 + 243 201 + 271
Rf antocyjanin 0,40; 0,51; 0,55 0,40; 0,51; 0,55
zawarto$¢ antocyjanin (mg/g s.m. * SD) 231 + 439 16,8 + 4,23

Transformacja roslin genami plazmidu Agrobacterium moze prowadzi¢ do zmian
odpornosci na atak patogenéw. Na przyktad RT pomidora charakteryzowaly sie
wyzszg odpornoscia na Phytophthora infestans (18). Na podstawie danych ekspery-
mentalnych wskazuje sie na glutation jako na jeden z gtéwnych zwigzkéw w syste-
mie transdukcji sygnatéw reakcji obronnych. W formie zredukowanej (GSH) stymu-
luje transkrypcje wielu genéw, szczegdlnie istotng role w ich regulacji odgrywa
zmiana stosunku GSH do formy utlenionej (GSSG) (6,7). Ponadto GSH bierze udziat
w transporcie antocyjanin do wakuol (19). U RN O. triangularis GSH w niewielkim
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Rys. 1. Wptyw GSH na przyrost zawartosci antocyjanin w lisciach nietransformowanych i zregenero-
wanych z korzeni transformowanych roslin 0. triangularis w 1, 2, 4, 6, 9, 12 dniu po traktowaniu; TO -
6 godz. przed traktowaniem (n = 12).

Stopniu wptywat na przyrost zawartosci antocyjanin (réznica pomiedzy zawartoscia
po i przed traktowaniem). Najwyzszy przyrost zawartosci, drugiego dnia po trakto-
waniu, osiagnat 130% kontroli (rys. 1). Natomiast u RT GSH silnie stymulowat pro-
dukcje antocyjanin. Przyrost zawarto$ci antocyjanin nastepowat juz drugiego dnia
po traktowaniu, w czwartym i széstym dniu obserwowano spadek przyrostu, a po-
nowny, silniejszy przyrost nastapit w dziewigtym dniu (rys. 1). W dziewigtym dniu
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Rys. 2. Zawarto$¢ antocyjanin w lisciach
nietransformowanych i zregenerowanych z ko-
rzeni transformowanych roslin 0. triangularis
w dziewigtym dniu po traktowaniu | mM
GSH; TO - 6 godz. przed traktowaniem.

po traktowaniu | mM GSH przyrost zawartosci antocyjanin osiggnat 750" kontroli
(rys. 1). W efekcie, catkowita zawartoS¢ antocyjanin w lisciach RT przewyzszyta
0 50% zawartos¢ tych zwigzkéw w lisciach RN (rys. 2). Na podstawie uzyskanych wy-
nikbw mozna przypuszczac, ze u RT GSH znidst obnizong przez dziatanie gendw roi
ekspresje gendw i/lub aktywnos¢ enzymoéw szlaku biosyntezy antocyjanin. Cykliczne
wzrosty i spadki przyrostu zawartosci antocyjanin sugerujg takze wptyw GSH na do-
stepnos¢ SLibstratu/6w do biosyntezy.

Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna stwierdzi¢, ze RT 0. triangularis w po-
réwnaniu z RN majg wyzsza efektywnos¢ namnazania in vitro, charakteryzuja sie
zmienionym fenotypem oraz obnizong zawartoscig antocyjanin. Produkcja antocyja-
nin u RT jest bardziej wrazliwa na GSH niz u RN.
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