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1. Wstep

Bakterie z rodzaju Agrobacterium
sg gramujemnymi pateczkami naleza-
cymi do rodziny Rhizobiaceae. Wie-
kszos¢ gatunkdéw z tego rodzaju jest
patogenami roslin: Agrobacterium tu-
mefaciens. Agrobacterium rhizogenes.
Agrobacterium rubi i Agrobacterium ui-
tis (1). Sa tez wsréd nich typowe sa-
profity, np. bakterie z gatunku Agro-
bacterium radiobacter, niewirulentne
i niezdolne do wywolywania infekcji
w tkankach roslinnych. Najwieksze
straty gospodarcze wywotuja bakterie
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z rodzaju A. tumefaciens, ktére powoduja powstawanie narosli korzeniowych
(tumoréw) gtéwnie na drzewach i krzewach z rodziny Rosaceae (2). Inny
wazny gospodarczo gatunek to A. rhizogenes, ktdéry wywotuje powstawanie
korzeni wtosnikowatych {hairy roots) u roslin dwulisciennych (3,4). Innym
efektem infekcji wywolywanej przez A. rhizogenes jest zniesienie efektu do-
minacji wierzchotkowej, skracanie miedzywezli, redukcja produkcji pyiku,
a w rezultacie wytwarzania nasion (5). Cechg charakterystyczng procesu pa-
togenezy wywotywanego przez bakterie z gatunku A. tumefaciens i A. rhizo-
genes jest przeniesienie informacji genetycznej z komodrek bakteryjnych do
komorek rostinnych, czyli naturalna transformacja. Proces transformacji zwia-
zany jest z obecnoscia w komdrkach Agrobacterium pozachromosomalnego
DNA wystepujgcego w formie kowalentnie zwinietego plazmidu wielkosci oko-
to 200 tysiecy par zasad. Nazwa ptazmidu pochodzi od rodzaju objawéw
chorobowych wywotlywanych w efekcie transformaciji tkanki roslinnej przez
bakterie z rodzaju Agrobacterium. W komodrkach A. tumefaciens wystepuje
tzw. plazmid Ti — tumor inducing plasmid (6-8), a w komodrkach A. rhizo-
genes plazmid Ri — roots inducing plasmid (9,10). Oba te plazmidy majg
podobny plan budowy. Zawieraja regiony kodujgce funkcje koniugaciji, re-
plikacji i wirulencji (3,11) oraz region kodujgcy katabolizm opin. Najistot-
niejsza czes¢ plazmidéw Ti i Ri sg regiony T-DNA, czyli fragmenty DNA prze-
noszone do genomu roslinnego. Zawierajg one m.in. geny kodujace synteze
auksyn, cytokinin i opin.

W przypadku infekcji wywotanej przez bakterie z gatunku A. rhizogenes
proces patogenezy polega na wbudowaniu fragmentu T-DNA do genomu ro-
Slinnego, i w efekcie do zmiany programu genetycznego komorki. Fragment
T-DNA jest ograniczony prawa i lewg sekwencjg graniczng. Znajdujace sie
w obrebie T-DNA sygnaly ekspresyjne TATA przy koncu 5 (dla inicjacji)
i AATAAA przy konu 3' (dla terminacji) sa rozpoznawane przez czynniki trans-
krypcyjne rosliny (9). Ekspresja czterech gendéw rolA, rolB, rolC, rolD zlokali-
zowanych w odcinku T-DNA na plazmidzie Ri jest niezbedna do formowania
korzeni wtosnikowatych (12,13). Rola poszczegdlnych gendw roi nie jest do
konca poznana. W przypadku transformacji tytoniu rolB, jak sie okazuje,
jest czynnikiem istotnym w inicjacji tworzenia korzeni, a rolA jest odpowie-
dzialny za wytwarzanie korzeni wiosnikowatych (14).

Transformowane bakteriami A. rhizogenes komorki roslinne stajg sie bar-
dziej wrazliwe na syntetyzowane w tkankach hormony roslinne — auksyny
i cytokininy. Nastepuje wydluzanie komodrek i ich liczne podzialy, powstaje
specyficzny tumor korzeniowy, ktory rézni sie znacznie od typowych korzeni
danej rosliny (15). W zainfekowanych tkankach wytwarzane sg metabolity

z grupy opin — pochodne aminokwasow, gtdwnie argininy, np. agropina,
mannopina, kwas agropinowy, kwas mannopinowy (16), kukumopina (17),
mikimopina — stereoizomer kukumopiny (18). Sgq one wykorzystywane jako

podstawowe zrodto wegla i azotu przez zasiedlajgce przestrzenie miedzyko-
morkowe bakterie z rodzaju A. rhizogenes (19).

Badania prowadzone nad mechanizmami patogenezy bakterii z rodzaju
Agrobacterium doprowadzity do opracowania licznych protokotéw umozliwia-
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jacych transformacje wielu gatunkéw roslin. W ostatnich latach w wielu
pracowniach na swiecie opisano metody transformowania roslin za pomoca
bakterii z gatunku A, rhizogenes. 27interesowanie tymi badaniami wynika
stad, ze uzyskane tg droga transformowane korzenie moga by¢ cennym zréd-
tem réznego rodzaju metabolitow wtérnych (tab. 1). Charakteryzuja sie one
bowiem szybkim przyrostem biomasy i utrzymujaca sie na statym poziomie
syntezg metabolitow wtérnych. Opisano metody hodowli korzeni transformo-
wanych na pozywkach ptynnych z wytrzgsaniem (20,21). Zaproponowano
takze zastosowanie do ich hodowli bioreaktoréw mgtawicowych (21). W efe-
kcie uzyskuje sie szybki przyrost korzeni tworzacych geste, rozgaleziajgce
sie kepki (22,23). W optymalnych warunkach hodowli w przypadku niekto-
rych roslin uzyskano wyzszg zawartos¢ metabolitobw wtérnych charaktery-
stycznych dla danej rosliny w korzeniach wiosnikowatych niz w korzeniach
anatomicznych (21,24,25). W tkankach korzeni transformowanych moze za-
chodzi¢ szereg zmian w metabolizmie, a w efekcie wytwarzane sa catkiem
nowe, nierzadko cenne, metabolity wtérne (20,26).

Tabela 1
Produkcja wtérnych metabolitéw w kulturach in vitro korzeni wiosnikowatych uzyskanych
w WYNIKU TRANSFORMACJI ROSLIN BAKTERIAMI A. rhizogenes

Roslina A rshzi;ézznes m\:evtt;)tl)’glei)ty 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 sk;ggl;r:;na 825411??; zm (34)
Lithospemnum erythrorhizon A4 szikonina 5,9 mg/dzien (24)
Duboisia leichhardti A 4 skopolamina 1,8% s.m. (35)
Chaenacds douglasii ICPB IR 7 tiarubnna 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 roslinnej
bardzo istotne znaczenie ma zastosowanie odpowiedniego szczepu A. rhizo-
genes. Celem badan jest zwykle opracowanie wydajnej metody transformacji
i uzyskanie szybko rosngcych korzeni wiosnikowatych. Bardzo waznym za-
gadnieniem jest wyeliminowanie z uzyskanych w wyniku transformacji kul-
tur roslinnych bakterii A. rhizogenes. Istotne jest zatem poznanie wrazliwosci
roznych szczepow A. rhizogenes na antybiotyki.

Przedstawione badania miaty na celu okreslenie opornosci na antybiotyki
kilku najczesciej stosowanych do transformaciji szczepdéw A. rhizogenes.
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2. Materiaty i metody

2.1 Szczepy bakteryjne i warunki hodowli

Szczepy A. rhizogenes scharakteryzowane w tabeli 2, uzyskano dzieki uprzej-
mosci Krystyny Kromer (A4), Haliny Wysokinskiej (LBA9402), Frederick Bourgard
(ATCC 15834, ICPB TR 7, NCPPB 8196, ATCC 11325, ICPB TR 107). Bakterie
wysiewano na pozywke statg MYA (27) zawierajgca 200 pM acetosiringonu. Ho-
dowle prowadzono w ciemnos$ci, w temperaturze 26°C od 18 do 24 godzin.

Tabela 2
Szczepy bakteryjne a. rhizogenes BADANE POD KATEM OPORNOSCI NA ANTYBIOTYKI
| UZYTE 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 opornosci szczepoéw A. rhizogenes na antybiotyki

W badaniach zastosowano szereg antybiotykow (tab. 3), nalezacych do
réoznych grup, takich jak: p-laktamy, aminoglikozydy, cefalosporyny 11 i 111
generacji i fluorochinolony, ktorych spektrum dziatania obejmuje m.in. pa-
teczki gramujemne z rodziny Enterobacteriaceae.

Opornos¢ bakterii na antybiotyki badano metoda dyfuzyjno-krgzkowa. Ba-
dania prowadzono na podtozu agarowym Mullera-Hintona (M-H), ktére jest pod-
tozem standardowym do badania opornosci na antybiotyki. Krazki bibuty za-
wierajgce okreslone stezenie antybiotyku nanoszono na pozywke M-H inokulo-
wanga bakteriami A. rhizogenes o gestosci 0,5 Mac Ferlanda. Tak przygotowane
antybiogramy pozostawiono w temperaturze pokojowej przez 30 minut (w tym
czasie nastepuje dyfuzja antybiotykéw do podioza), a nastepnie inkubowano
w temperaturze 26°C. Po 24 godzinach inkubacji mierzono $rednice strefy za-
hamowania wzrostu bakterii wokoét krgzka z okreslonym stezeniem antybiotyku.
Wyniki poréwnano z tabelg wzorcow i ustalano minimalng dawke antybiotyku
hamujgca wzrost bakterii (MIC-minimum inhibition concentration] oraz minimal-
na dawke skuteczng przy zwalczaniu [MIB-minimum bactericidal concentration].
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Tabela 3

Preparaty zastosowane do badania opornosci na antybiotyki szczepéw a. rhizogenes

Nazwa polska Nazwa handlowa —

antybiotyku producent
Amikacyna Amikin
Polfa
Aztreonam Azactam
Bristol — Myers

Karbenicylina AT
Carbenicillin

Polfa Tarchomin

Cefoperazon Cefobid
IBA Bioton
Cefotaksym Claforan
Hoechst M. Roussel
Ceftazydym

Biotum
IBA — Bioton

Ceftriakson i
Biotrakson

IBA — Bioton

Cefuroksym
Biofuroksym
IBA — Bioton

Cyprofloksacsma .
Cipropol

Polfa Grodzisk Moz.

Imipenem Tienam
MSD
Netylmycyna
Netromycin

Schering-Plough

Piperacylina Piperacillin

Polfa Tarchomin
Piperacylina
+ Tazobactam Tazocin

Lederle

2. 3. Transformowanie roslin

Skrot

AN

ATM

CAR

CFP

CTX

CAZ

CRO

CXM

CIP

MP

NET

PIP

TZP

Grupa

poétsyntetyczny antybiotyk
aminoglikozydowy

syntetyczny monobaktam, posiada
oporno$¢ na P-laktamazy

pélsyntetyczna penicylina o szerokim
spektrum, blokuje biosynteze Sciany
komorkowej

cefalosporyna 111 generacji, blokuje
biossTiteze Sciany komorkowej

cefalospoiyna 111 generacji, blokuje
biosynteze $ciany komodrkowej

cefalosporyna 111 generacji, blokuje
biosynteze Sciany komdrkowej, oporna
na dziatanie wiekszosci (3-laktamaz

cefalospoiyna 111 generacji, blokuje
biosynteze $ciany komdrkowej, oporna
na dziatanie wigekszosci p-laktamaz

cefalosporyna 1l generacji posiadajgca
opornos¢ na wiele (i-laktamaz
wytwarzanych przez szczepy oporne
na penicyliny

fluorochinolon nowej generacji,

blokuje replikacje DNA przez wigzanie
z gyrazg DNA

antybiotyk p-laktamowy z grupy
karbapenemdéw

poisyntetyczny antybiotyk
aminoglikozydowy, blokuje biosynteze
biatka oraz uszkadza btone
komorkowa

antybiotyk p-laktamowy blokuje
synteze Sciany komodrkowej
penicylina pdlsyntetyczna

z inhibitorem p-laktamaz —
tazobaktamem, blokuje biosynteze
Sciany komorkowej

Eksplantaty lisci oraz todyg tytoniu inokulowano igtami preparac3rjnymi
zawierajgcymi szczepy bakterii A. rhizogenes (tab. 2). Po inokulaciji rosliny,
wyktadano na stalg pozjrwke Murashige-Skoog (MS) (28) bez dodatku hor-
monow rostinnych i hodowano w ciemnosci w temperaturze 20 - 22°C. Po
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3-5 dniach eksplantaty przenoszono na swiezg pozywke stalg MS, zawiera-
jaca rézne kombinacje antybiotykdéw, w celu eliminacji bakterii z kultur trans-
formowanych organéw. Pasaze powtarzano co 10-14 dni. Po osiagnieciu przez
korzenie dtugosci 1,5-2 cm, odcinano je od eksplantatu i pojed}mczo prze-
noszono (1 korzen = 1 klon) do pozywki ptynnej MS z dodatkiem antybioty-
kéw. Antybiotyki do eliminacji bakterii z tkanki roslinnej wybrano na pod-
stawie wynikow testow d3duzyjno-krgzkowych. Hodowle korzeni wiosnikowa-
tych pasazowano co 10-14 dni. Korzenie hodowano w ciemnosci w tempe-
raturze 22°C (z wytrzgsaniem 100 rpm). Po 5 - 6 pasazach tkanki wyktadano
na pozywki bez antybiotykoéw i po kilkunastu godzinach hodowli przeprowa-
dzano testy na obecno$¢ bakterii w pozywce.

3. Wyniki i dyskusja

3.1. Wptyw antybiotykéw na wzrost i namnazanie bakterii z gatunku
A. rhizogenes na pozywce syntetycznej

Badano wplyw szeregu antybiotykéw wykazujacych dziatanie bakteriostaty-
czne na bakterie z rodziny Enterobacteriaceae blisko spokrewnione z bakte-
riami z rodziny Rhizobiaceae. Wptyw antybiotykéw na wzrost i rozw6j bakterii
z gatunku A. rhizogenes przedstawiono w tabeli 4. Badane bakterie nie wy-
kazaly opornosci na antybiotyki nalezace do réznych grup chemicznych: ami-
kacyne, aztreonam, karbenicyline, cefoperazon, ceftazydym, cefuroksym, ne-
tylmycyne, piperacyline, piperacyline + tazobactam. Nawet zastosowanie wy-
sokich stezen antybiotyku (30 - 100 pg ml'?) nie'prowadzito do zahamowania
wzrostu badanych bakterii (tab. 4). Wykazano, ze bakterie z gatunku A. rhi-
zogenes sa wrazliwemu nastepujgce antybiotyki: ceftriakson (cefalosporyna
Il generacji), cyprofloksacyna (fluorochinolon nowej generacji) i imipenem
(antybiotyk P-laktamowy) dziatajgce bakteriostatycznie w stosunkowo niskfch
stezeniach (od 5 do 30 pg mP”), (tab. 4). Zbadano takze wptyw na wzrost
bakterii mieszaniny dwoéch antybiotykdéw: karbenicyliny i cefotaksymu. Kar-
benicylina zastosowana pojedynczo okazata sie w naszych badaniach mato
skuteczna (tab. 4). Zastosowanie mieszaniny karbenicyliny (100 pg ml'?) i ce-
fotaksymu (30 pg ml'*) skutecznie hamowato wzrost bakterii na pozywce M-H.

biotechnologia 2 (45) '99
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Tabela 4
Wrazliwos$é szczepdw a. rhizogenes NA ANTYBIOTYKI

Szczepy A. rhizogenes

Antybiotyk/stezenie w krazku
LBA ATCC ICPB NCPPB ATCC ICPB

W pe A4 9402 15834 TR 7 8196 11325 TR 107
~atmikacyna 30 o} 0 o} 0 0 ¢} s}
~vztreonam 30 o] 0 o] 0 0 o] 0
Ktarbenicylina 100 + + E o + + 0
C>foperazon 75 o} 0 0 0 0 (o] 0
C'efotaksym 30 * E + o} * * 0
Ceftazydym 30 o o} o} o} o} (o] (o]
C'eftriakson 30 w w w o} w w o]
C'efuroksym 30 o} 0 o} o} o} (o] o]
Cyprofloksacyna 5 w w w 0 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 0 o} o} o] o]
;I)(leeracylma 100 + Tazobactam o o o o o o o
karbenicylina 100 + Cefotaksym w w w w w w w

»0

w — szczep wrazliwy: o — szczep oporny

3.2. Wplyw antybiotykdéw na bakterie zasiedlajgce tkanki po transformacji
i na wzrost korzeni wiosnikowatych

W badaniach wstepnych przetestowano przydatnos¢ szeregu antybioty-
kéw, rekomendowanych przez innych badaczy jako skuteczne w zwalczaniu
bakterii A. rhizogenes w kulturach transformowanych korzeni, ampicylina
(29), kanamycyna + rimfacylina (30), spektynomycyna (31). Zaden z testo-
wanych antybiotykdéw nie byl w naszych badaniach skuteczny w eliminacji
bakterii. Staba efektywnos¢ wymienionych antybiotykéw moze wynikac stad,
ze bakterie A. rhizogenes zastosowane do transformacji bylty namnazane na
pozywce z dodatkiem acetosyringonu. Zwiazek ten zwieksza wydajnos¢ trans-
formaciji, ale poprzez indukcje wzrostu i namnazania bakterii czyni je trud-
niejszymi do eliminacji za pomoca antybiotykow.

W celu wyeliminowania kultur A. rhizogenes przetestowano przydatnosc¢
nowej grupy antybiotykéw. Najefektywniejszym srodkiem bakteriostatycznym
okazala sie mieszanina dwoéch antybiotykdéw; karbenicyliny i cefotaksymu,
w(*zesdniej wykazano ich skutecznos¢ w hamowaniu wzrostu bakterii na po-
zywce M-H (tab. 4). Antybiotyki te blokujac biosynteze sSciany komoérkowej
bakterii, eliminujg je z kultur nie wplywajac jednoczesnie na zmiany mor-
fologii i fizjologii roslin. Spektrum dziatania cefotaksymu — cefalosporyny
111 generacji obejmuje obok paleczek G(-) z rodziny Enterobacteriaceae, ziar-
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Tabela 5

Wpiyw antybiotykéw na wzrost i rozwdj korzeni wiosnikowatych

Antybiotyk/dawka

Korzenie wlosnikowate uzyskane w wyniku transformaciji

szczepami A. rhizogenes

w mg/l A4 LBA ATCC ATCC  NCPPB  ICPB ICPB
9402 15834 11325 8196 TR 7 TR 107
Ceftriakson brak hamowania wzrostu bakterii: 3 nizsze zastosowane
30 stezenia bez wptywu na rosliny; najwyzsze stezenia
64 stezenie wywotuje zamieranie roslin antybiotykéw po-
128 wodujg
192 zamieranie roslin
Cyprofloksacyna brak hamowania wzrostu bakterii; 2 nizsze stezenie 8 mg/l
A stezenia bez wptywu na rosliny: najwyzsze powoduje
4 stezenie wjrwotuje zamieranie roslin zamieranie roslin
8
12
Imipenem brak hamowania wzrostu bakterii; 5 nizszych stg- stezenie 32 mg/l
10 zen bez wpltywu na rosliny: powoduje
16 zamieranie roslin
32
48 najwyzsze stezenie hamuje wzrost bakterii;
64 najwyzsze stezenie wywotuje zamieranie roslin
128
Karbenicylina
Cefotaksym
(100 + 100,

Karbenicylina
Cefotaksym
(250 + 250)

Karbenicylina
Cefotaksym
(400 + 400)

Karbenicylina
Cefotaksym
(500 + 500)

brak hamowania wzrostu bakterii;
3 nizsze stezenia bez wplywu na rosliny;

zahamowanie wzrostu bakterii;
mieszanina nie jest szkodliwa dla eksplantatu,
korzenie transformowane rozwijaja sie prawidtowo

niaki G{+) tlenowe i beztlenowe oraz inne tlenowe G(-). Z kolei karbenicylini
— poisyntetyczna penicylina o szerokim spektrum, eliminuje pateczki G(-,
ziarniaki G(--) i G(-). W celu eliminacji bakterii z kultur nalezalo jednaj
znacznie zwiekszy¢ stezenie stosowanych Srodkéw. Jednoczesne zastosowc-
nie obu antybiotykéw, w dawce 500 |[xg m#¥'i pozywki, skutecznie zwalczal)
bakterie (tab. 5). Zwykle po 5, 6 pascizach korzeni transformowanych m
poz}Avki z antybiotykami uzyskiwano kultury tkanek roslinnych catkowice
wolne od bakterii. W dalszych etapach hodowli korzenie wlosnikowate ht-
dowano na pozywkach bez antybiotykdéw. Istotne dia dailszych badan byb
to, ze mieszanina karbenicyliny i cefotaksymu nie jest szkodliwa dla eks
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plantatu i moze by¢ bezpiecznie stosowana w kulturach korzeni transformo-
wanych. Z wczesniejszych badan wynikato, ze antybiotykiem przydatnym do
kontroli bakterii z gatunku A. rhizogenes moze by¢ imipenem (tab. 4), anty-
biotyk p-laktamowy z grupy karbapenemodw. Préba zastosowania imipenu do
eliminacji bakterii z kultur roslinnych wykazata toksyczny wptyw tego zwigz-
ku na tkanki. Imipenem powodowat zahamowanie wzrostu i zamieranie ro-
Slin z tego wzgledu nie moze by¢ brany pod uwage jako przydatny do eli-
minacji bakterii z transformowanych tkanek roslinnych.

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.

Key words:
hairy roots, transformation, carbenicilin, cefotaksym.
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