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Secondary metabolites from transformed root cultures
Summary

Transformed roots in axenic culture would prove to be a good model for
the study of the aspects of secondary metabolism. They are morphologically
differentiated and have the advantage of high growth in the liquid standard me-
dia without growth regulators. Hairy root cultures can express root-specific pa-
thways and have stable production of alkaloids, polyacetylenes, sesquiterpenes,
naphthoquinones and other natural products. They can also convert xenobiotics
into bioactive metabolites. Thus, new compounds not found in the parent
plants could be obtained. Despite encouraging results, no commercial applica-
tion of hairy root cultures for production of secondary metabolites have been
developed, so far. A lot of further work is required to optimize bioreactor de-
sign for differentiated plant organ and to improve productivity of hairy roots
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1. Wstep

Roslinne kultury in vitro sg wykorzystywane m.in. do badan
nad wytwarzaniem metabolitow wtornych stosowanych Jako leki,
srodki zapachowe, naturalne barwniki lub pestycydy. Biosynteza
tych zwigzkéw czesto wymaga zréznicowanych i wyspecjalizo-
wanych komérek, ktérych brak w kulturach zawiesinowych. Dla-
tego do tego celu wykorzystuje sie kultury organow, gtéwnie ko-
rzeni transformowanych, zwanych réwniez wiosnikowatymi.
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W pracy przedstawiono mozliwosci i problemy zwigzane z wykorzystaniem kul-
tur korzeni transformowanych do biosyntezy metabolitéw roslinnych. Zamieszczo-
no réwniez dane o biotransformacji egzogennych zwigzkéw chemicznych w tych
kulturach.

2. Otrzymywanie i charakterystyka korzeni transformowanych

Korzenie transformowane otrzymuje sie po zakazeniu catych rodlin, ich czesci
lub roslinnych kultur in vitro (kalus, zawiesina) bakteriami glebowymi Agrobacterium
rhizogenes. Po potaczeniu bakterii z komoérkami roslinnymi nastepuje wbudowanie
do genomu komorki rosdlinnej fragmentu DNA (T-DNA) z bakteryjnego plazmidu Ri
(root inducing plasmid). W wyniku ekspresji gendw obecnych na T-DNA, stransformo-
wane komorki zmieniajg swdj metabolizm i wytwarzajg w miejscach zranienia liczne
korzenie przybyszowe. Cechg charakterystyczng tych korzeni jest m.in. synteza spe-
cyficznych aminokwasdéw, zwanych opinami. Opiny nie sg syntetyzowane w normal-
nych komérkach roslinnych, dlatego moga stuzy¢ jako marker transformacji. W zatez-
nosci od rodzaju syntetyzowanych opin szczepy A. rhizogenes mozna podzieli¢ na
agropinowe, mannopinowe, kukumipinowe i mikimopinowe. W szczepach typu agro-
piny, T-DNA podzielony jest na dwa fragmenty, lewy (TL-DNA) i prawy (TR-DNA),
dzieki czemu szczepy te charakteryzujg sie wysokg wirulencja. Oba fragmenty T-DNA
przenoszone sg i ulegajg integracji z genomem komorki roslinnej niezaleznie od
siebie. Na TR-DNA zlokalizowane sg geny dla biosyntezy auksyn (aux geny) i opin.
Natomiast TL-DNA zawiera tzw. roi geny a, b, ¢, i d, ktore sg odpowiedzialne za in-
dukcje korzeni i ich fenotyp. W szczepach A. rhizogenes typu mannopiny i kukumopi-
ny, region T-DNA skifada sie z pojedynczego fragmentu, ktéry zawiera sekwencje ho-
mologiczne do TL-DNA szczepdw agropinowych. Utworzone w wyniku infekcji
A. rhizogenes korzenie, po oddzieleniu od eksplantatu i wyeliminowaniu bakterii,
moga rosng¢ w aseptycznej kulturze, w ptynnych podtozach bez regulatoréw wzro-
stu. Ich wzrost jest szybki (czas podwojenia biomasy wynosi zwykle 2-4 dni), znacz-
nie szybszy niz korzeni nietransformowanych, a osiggane przyrosty biomasy sg po-
rownywalne z kulturami zawiesinowymi. W kulturze in vitro korzenie transformowa-
ne charakteryzuja sie specyficzng morfologia, maja liczne odgatezienia boczne, wy-
kazujg brak geotropizmu i ptagiotropizm.

3. Wytwarzanie metabolitow wtérnych i czynniki wptywajace na ich
biosynteze

Gtownym kierunkiem badan nad korzeniami transformowanymi jest ich wyko-
rzystanie do biosyntezy biotogicznie aktywnych metabotitow wtornych. Bajaj i Ishi-
maru (1) wymieniajg ok. 75 gatunkow rostin, z ktdrych otrzymano kuttury korzeni
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transformowanych syntetyzujgce metabolity wtérne. Wytwarzane produkty naleza
do réznych grup chemicznych. Sg wérdd nich réznego typu alkaloidy, poliacetyleny,
naftochinony, saponiny, fenylopropanoidy, zwigzki terpenowe i inne. Najwiecej uwa-
gi poswiecono wytwarzaniu alkaloidéw tropanowych w korzeniach wto$nikowatych
réznych przedstawicieli rodziny Solanaceae (Atropa belladonna, Hyoscyamus albus,
H. niger, H. muticus, Datura innoxia, D. Candida, D. stramonium, Duboisia hybryd). W kul-
turach tych wykryto m.in. hioscyjamine, 6p-hydroksyhioscyjamine, 7(3-hydroksyhi-
oscyjamine i szczegOlnie cenng dla lecznictwa skopolamine. Alkaloidy indolowe wy-
twarzane sg w kulturach korzeni wiosnikowatych roélin z rodziny Apocynaceae: Ca-
tharanthus roseus, C. trichophyllus, Rauwolfia serpentina i Amsonia elliptica. W kulturach
C. roseus syntetyzowane sa gtdwnie monomeryczne alkaloidy indolowe, takie jak
serpentyna, katarantyna, ajmalicyna. Duzo prac dotyczy wytwarzania poliacetyle-
néw w kulturach korzeni transformowanych. Te alifatyczne zwigzki z kilkoma po-
trojnymi wiazaniami typu acetylenu (- C = C -) zostaty znalezione w kulturach ko-
rzeni roslin z rodziny Asteraceae (rodzaj Bidens, Tagetes), Lobeliaceae (Lobelia cardi-
nalis, L. chinensis, I. inflata, L. sessilifolia) i Campanulaceae (Campanula medium, C. glo-
merata, Platycodon grandijlorum).

Korzenie transformowane moga czasami wytwarza¢ nowe zwiazki, nie wyste-
pujace w roslinie macierzystej. Zwigzkami takimi sa np. waldiat, diester irydoidowy
wykryty w korzeniach wosnikowatych Valeriana officinalis (2), alkaloid piperydynowy
- hialbidon w Hyoscyamus albus (3) i dwa nowe glukozydy fenolowe w kulturze ko-
rzeni Swertia japonka (4).

Dla celéw biotechnologicznych bardzo istotng cecha korzeni transformowanych
jest ich genetyczna stabilno$¢ i zachowanie zdolnosci do biosyntezy metabolitéw
nawet podczas dtugotrwatej hodowli. Zawartos¢ metabolitow wtérnych w kulturach
korzeni wiosnikowatych jest zblizona lub wyzsza od zawartosci tych zwigzkow
w korzeniach roslin macierzystych. Ten ostatni fakt dotyczy np. biosyntezy naftochi-
nondéw w korzeniach transformowanych Sesamum indicum (ich poziom byt 50 razy
wyzszy niz w korzeniach roslin rosnacych w gruncie) (5), alkaloidéw: serpentyny, ka-
tarantyny (odpowiednio, 2t i 7 razy wiecej niz w lisciach) i ajmalicyny (3 razy wiecej
niz w korzeniach) w kulturach korzeni Catharanthus roseus (6), poliacetylenéw w kul-
turach korzeni Lobelia sessilifolia (20 razy wiecej niz w catych roslinach) (7), walepo-
triatdw w korzeniach transformowanych Valeriana officinalis (10 razy wiecej w porow-
naniu z korzeniami roslin rosngcych w gruncie) (8) i ginsenozyddw w kulturze Panax
ginseng (2 razy wiecej niz w korzeniach rosliny macierzystej) (9). Kultury korzeni
transformowanych AJuga reptans wytwarzajg 0,15% (w przeliczeniu na suchg mase)
20-hydroksyekdysonu (potencjalny pestycyd), podczas gdy w korzeniach roslin nie-
transformowanych znaleziono jedynie 0,05% tego zwigzku (10). W korzeniach trans-
formowanych Paulownia tomentosa wykryto znaczne ilosci (ok. 8% suchej masy) wer-
baskozydu (11). W lisciach drzewa zawarto$¢ tego fenyloetanoidu wynosita zaled-
wie 0,3% (sucha masa) (Wysokinska i Rézga, dane nie opublikowane). Do wysoko
produktywnych naleza réwniez kultury korzeni wosnikowatych Hyssopus officinalis,
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ktére syntetyzujg kwas rozmarynowy w ilosci ok. 6% suchej masy, tj. dwukrotnie
wiecej niz pedy jednorocznych, rosnagcych w gruncie roslin (12). jeszcze wyzsze ilo-
$ci tego metabolitu (ok. 14% suchej masy) znaleziono w korzeniach transformowa-
nych Ocimum basilicum. Korzenie te wytwarzaty rowniez kwas litospermowy (1,7%
suchej masy) i litospermowy B (0,17% suchej masy) (13). Osiggniecie wysokich wydaj-
nosci w przedstawionych kulturach, mozliwe byto dopiero po przeprowadzeniu se-
lekcji klonéw oraz doborze odpowiedniego podioza i warunkéw hodowli (tempera-
tura, pH, oswietlenie). Zazwyczaj, w miejscu zakazenia eksplantatu pojawia sie wie-
le korzeni. Kazdy z nich moze da¢ poczatek jednemu klonowi. Poszczeg6lne klony
roznig sie wielkoscig i lokalizacjg fragmentéw bakteryjnego DNA w chromosomach
roslinnych. To z kolei moze prowadzi¢ do réznic w morfologii (intensywnos¢ od-
gatezien, tendencja do dediferencjacji), szybkosci wzrostu, a takze w jakosciowym
i ilosciowym skiadzie metabolitéw. Pomimo wielu badan przyczyny réznic w pro-
duktywnosci klonéw nie zostaty dotychczas w petni wyjasnione. Wedtug Sevona
i wsp. (14) istotng role odgrywa tu zmienno$¢ somaklonalna, ktéra moze wywotac
zmiany genetyczne i wptywaé na ekspresje gendw funkcjonujgcych na szlakach
wtdérnego metabolizmu. Z drugiej strony procesy prowadzace do syntezy i przemian
metabolitdw wtornych sg regulowane przez czynniki zewnetrzne, takie jak sktad
podioza czy warunki hodowli; odpowiedz uzalezniona jest réwniez od stadium roz-
wojowego komorek korzeni. Do czynnikéw majacych wptyw na biosynteze produk-
téw w korzeniach wiosnikowatych zaliczane sg takze genotyp roéliny, rodzaj szcze-
pu bakteryjnego i poziom ekspresji gendéw zlokalizowanych na T-DNA. Ekspresja
tych genéw moze by¢ rézna w poszczegoélnych klonach, poniewaz zalezy od liczby
kopii (do genomu roslinnego moga wiaczaé sie wielokrotne kopie T-DNA), wielkosci
i miejsca lokalizacji (efekt pozycji) T-DNA w chromosomach roslinnych. Z danych li-
teraturowych wynika, ze w kulturach transformowanych korzeni istnieje zalezno$¢
miedzy ekspresja roi genu ¢ a wytwarzaniem alkaloidéw tropanowych (15), indolo-
wych (16) i ginsenozyddw (17). Takiej korelacji nie obserwowano w przypadku roi
genéw a i b.

Korzenie transformowane w kulturach in vitro nie wymagajg egzogennych regu-
latoréw wzrostu, jednak dodatek auksyny moze zmienia¢é morfologie korzeni, ich
wzrost i biosynteze substancji czynnych. Efekty obserwowane w odpowiedzi na eg-
zogenng auksyne zalezg, jak sie wydaje, od rodzaju uzytego do transformacji szcze-
pu A. rhizogenes, ktory przenosi do genomu roslinnego geny zwigzane z biosyntezg
tych fitohormondw. Ekspresja tych genéw moze zmienia¢ poziom auksyn w strans-
formowanych korzeniach. Cardarelli i wsp. (18) podajg, ze transformacja mannopi-
nowym szczepem A. rhizogenes nie prowadzi do podwyzszenia poziomu endogen-
nych auksyn. Wzrost stezenia auksyn obserwowano natomiast w korzeniach trans-
formowanych szczepami agropinowymi (A4, LBA9402, ATCC1584), ktére majg pla-
zmid z genami aux (bakteryjne geny kodujace biosynteze auksyn) na TR-DNA.

Skladniki odzywcze pozywki wptywaja gtdwnie na morfologie korzeni, ich gru-
bos¢, dtugosé, liczbe odgatezien i sktonno$¢ do tworzenia kalusa. Pocigga to za
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sobg zmiany w przyroscie biomasy i w rezultacie zmienia produktywnos$¢ kultury.
Z reguty, korzenie lepiej rosng na ptynnych, prostych podtozach, o niskiej sile jono-
wej. Dlatego do ich hodowli wykorzystuje sie czesto pozywki z obnizong (np.
0 potowe) zawartoscig makroelementow. Podtoza te sg réwniez korzystne dla bio-
syntezy metabolitow wtérnych (19). Z soli mineralnych najwiekszy wptyw na wytwa-
rzanie metabolitdw ma stezenie jonéw amonowych. Z badan przeprowadzonych
przez Saenz-Carbonella i Loyla-Vargas (20) wynika, ze wazny jest stosunek jondw
NH4 do jonéw azotanowych (NO3 ). Istotnym sktadnikiem podtoza jest réwniez ro-
dzaj uzytego cukru i jego stezenie. W zasadzie, wzrost stezenia sacharozy powodu-
je wyzszg produkcje metabolitéw wtornych. Czasami, dla stymulacji biosyntezy mo-
zna zastosowac fruktoze, jako zrodto wegla i energii.

Korzenie transformowane w odpowiedzi na stres, podobnie jak kultury zawiesi-
nowe, moga zwieksza¢ biosynteze niektdrych metabolitdw wtornych. Dotyczy to ni-
skoczasteczkowych zwiazkéw z grupy fitoaleksyn. Czynnikami stresowymi moga
by¢ elicytory biotyczne (ekstrakty fitopatogennych grzybéw) lub abiotyczne (sole
metali np. miedzi lub kadmu, drastyczna zmiana temperatury lub pH pozywki).

Ostatnio, rozwijane sg badania zwigzane z wprowadzaniem do korzeni transfor-
mowanych jednego lub wiecej genéw kodujacych enzymy zaangazowane w biosyn-
teze metabolitow wtérnych. Ekspresja tych gendw moze powodowac wzrost bio-
syntezy dotychczasowych produktow (np. w wyniku zwiekszonej dostepnosci pre-
kursoréw) lub prowadzi¢ do biosyntezy nowych zwiazk6w. Badania te moga przy-
czyni¢ sie rowniez do lepszego poznania drég wtérnego metabolizmu.

4. Biotransformacja

Kultury korzeni transformowanych moga by¢ rowniez wykorzystywane do bio-
konwersji réznego typu egzogennych substratdw w bardziej wartosciowe produkty.
Procesy biotransformacji z udziatem kultur roslinnych, w tym takze kultur korzeni
wiosnikowatych, odznaczajg sie wieloma korzystnymi cechami, takimi jak wysoka
wydajnosé i duza czystos¢ produktu reakcji, regiospecyficznos¢ (specyficznos¢ do-
tyczaca miejsca reakcji w czasteczce substratu) oraz stereospecyficznosc, szczegol-
nie wazna w przypadku zwigzkéw wykazujacych izomerie przestrzenna.

W kulturach korzeni transformowanych najczesciej zachodzg reakcje glukozyla-
cji. Przyktadem sa kultury korzeni Brugmansia Candida, ktore przeksztatcaja hydro-
chinon w monoglukozyd arbutyne (21). Kultury korzeni wtosnikowatych ?anax gi-
seng wykazuja zdolno$¢ do glukozylacji i estryflkacji digitoksygeniny, prekursora
zwiazkoéw kardenolidowych (22) oraz kwasu (3-glycyrytynowego (23). Efektem bio-
konwersji tych zwigzkéw byto kilka nowych produktéw nie znalezionych dotych-
czas w roslinach. Yamanaka i wsp. (24) wykorzystali korzenie transformowane Lobe-
lia sessilifolia do biokonwersji zwigzkéw fenolowych; (-1-) katechiny, (-) epikatechiny
oraz kwasu protokatechowego i galusowego. W rezultacie uzyskano sze$¢ pochod-
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nych glukozydowych, w tym dwa nowe zwigzki. Kwasy fenolowe (protokatechowy,
galusowy, frans-cynamonowy, p-kumarowy i kawowy) byly glukozylowane réwniez
w kulturach korzeni wio$nikowatych Lobelia cardinalis, Campanula medium, Ocimum
basilicum i Fagaria ananassa (25).

5. Problemy i ograniczenia zwigzane z wykorzystaniem kultur korzeni
do wytwarzania metabolitow

Kultury korzeni wiosnikowatych, pomimo niewatpliwych zalet majg kilka wad,
ktére obecnie ograniczaja ich wykorzystanie dla celéw biotechnologicznych. Jedng
z nich jest fakt, ze syntetyzujg one zwykle substancje charakterystyczne dla korzeni
roslin macierzystych. Natomiast metabolity wytwarzane w nadziemnych czesciach
roslin, w kulturach korzeni sg nieobecne lub wystepujg w niewielkich ilosciach. Al-
ternatywa w tych przypadkach sg kultury ,,zielonych korzeni”, tj. korzeni wiosniko-
watych rosngcych na Swietle i wytwarzajacych chlorofil.

Kolejne zagadnienie wigze sie z wrazliwoscig roslin na A. rhizogenes. Sg rosliny
z ktérych bardzo trudno uzyska¢ korzenie transformowane. Dotyczy to ro$lin jedno-
lisciennych (chociaz otrzymano juz kultury korzeni zyta transformowane A. rhizoge-
nes) i niektdrych dwulisciennych. Za trudne do transformacji uwazane sa rosliny
z rodziny Ranunculaceae i Papaveraceae. Nie powiodty sie préby transformacji Pa-
paver somniferum szczepami agropinowymi (A4, LBA9402 i ATCC15843) oraz szcze-
pem mannopinowym (8186) A. rfiizogenes. jedynie przy uzyciu szczepu MAFF-03-01724
(szczep mikimopinowy) uzyskano transformowang tkanke kalusowa, zdolng do em-
briogenezy. Trudne do transformacji A. rhizogenes sg rowniez rosliny z rodzaju Cin-
chona. Dotychczas, jedynie Flamill i wsp. (26), stosujac szczep LBA9402 otrzymali ko-
rzenie transformowane Cinchona officinalis (C. ledgeriana), ktére moga rosngé¢ w stan-
dardowych podtozach.

Korzenie wtosnikowate niektorych roslin, zwtaszcza podczas dtugotrwatej hodow-
li, mogg wykazywac tendencje do dediferencjacji i tworzenia kalusa, co moze prowa-
dzi¢ do obnizenia ich produktywnosci i stabilnosci genetycznej. Pitta-Alvarez i Giulietti
prébowali ograniczy¢ tworzenie tkanki kalusowej na korzeniach Brumansia Candida po-
przez zmiany w skiadzie podtoza (obnizenie zawartosci sktadnikéw odzywczych i sa-
charozy, prowadzenie hodowli na statych pozywkach) i dodatek antyauksyny (27).

Trudnosci napotyka sie takze przy prowadzeniu kultur korzeni transformowa-
nych na duza skale, z powodu braku odpowiednich bioreaktoréw. Zasadniczym pro-
blemem jest ochrona delikatnej struktury korzeni przed sitami $cinajacymi, wyste-
pujacymi w bioreaktorach, a wynikajgcymi z mieszania i napowietrzania hodowli.
Wykorzystanie korzeni wtosnikowatych utrudnia réwniez to, ze wiekszo$¢ produk-
téw gromadzonych jest wewnatrz komorek i tylko nieliczne z nich sa wydzielane do
podtoza. Wydzielanie zalezy od gatunku rosliny, rodzaju syntetyzowanego zwigzku
i warunkéw hodowli.
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6. Podsumowanie

Przedstawione dane $wiadczg, ze kultury korzeni transformowanych sg atrakcyj-
nym modelem do badania biosyntezy metabolitow wtérnych i moga by¢ wykorzy-
stane dla celéw poznawczych (rozszerzenie wiedzy na temat drog wtérnego meta-
bolizmu i mechanizmoéw jego regulacji) lub praktycznych (produkcja okreslonych
substancji na skale przemystowa, w bioreaktorach). Praktyczne wykorzystanie kul-
tur korzeni transformowanych wymaga jednak dalszego zwiekszenia ich produktyw-
nosci. Najwieksze mozliwosci w tym zakresie stwarza modyfikowanie szlakéw me-
tabolicznych przez wprowadzanie do genomu komorek korzeni okreslonych ge-
néw. Metoda ta moze prowadzi¢ réwniez do biosyntezy nowych, bardziej aktyw-
nych produktéw. Jednak kierunek ten zostat dopiero zapoczatkowany i jego realiza-
cja wymaga dalszych badan z zakresu biochemii i biologii molekularnej roslin. Wa-
znym zagadnieniem jest rdwniez doskonalenie warunkéw technicznych, optymal-
nych dla wzrostu korzeni i przebiegu proceséw biosyntezy lub biotransformacji. Ko-
nieczna jest takze konstrukcja nowych typdw bioreaktoréw, odpowiednich dla kul-
tur organow.
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