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1. Wprowadzenie

Poszukiwania nowych, wydajnych Zrédet zwigzkéw chemicznych o cennych wtasciwosciach
leczniczych doprowadzity w ostatnich latach do rozwoju badan nad kulturami in vitro korzeni
transformowanych. Z punktu widzenia otrzymywania zwigzkéw chemicznych korzenie te majg
dwie istotne wiasciwosci: charakteryzuja sie szybkim przyrostem biomasy i utrzymujacg sie na
stalym poziomie synteza metabolitéw wtérnych. Cechy te réznig kultury korzeni transformowa-
nych od wiekszosci kultur komorkowych, w ktérych wydajnos¢ wytwarzania pozadanych sub-
stancji ulega w wyniku zmian genetycznych i epigenetycznych, znacznym wahaniom i zmniejsza
sie w miare pasazowania.

Korzenie transformowane, zwane - z powodu swego wygladu - korzeniami wiosnikowatymi,
rozwijaja sie w wyniku zakazenia roslin lub ich fragmentéw bakteriami gatunku Agrobacterium
rhizogenes. Do genomu komorki roslinnej trwale wbudowuje sie fragment DNA (T-DNA) z ba-
kteryjnego plazmidu Ri {root inducing plasmid). Wskutek tej integracji zmianie ulega metabolizm
komorki, co prowadzi do rozwoju korzeni wtosnikowatych, ktére in vitro rosng na pozywkach
bez regulatorow wzrostu. Budowa plazmidu Ri i funkcja wystepujacych w nim gendéw byly
przedmiotem licznych badan, ktére przedstawili Zambryski i in. (1) oraz Gelvin (2). Otrzymano
kultury korzeni wito$nikowatych wielu gatunkow roslin dwuliciennych (3,4) i badano w nich wy-
twarzanie wtérnych metabolitow nalezacych do réznych grup chemicznych (tab. 1). W przypad-
ku roélin leczniczych najwiecej prac dotyczyto tworzenia sie alkaloidéw tropanowych w transfor-

Tabela |
Wtdérne metabolity w transformowanych korzeniach roslin leczniczych i innych
Rodzina Gatunek Gtéwne metabolity wtérne Literatura
1 2 3 4
Apocynaceae Catharanthus roseus ajmalicyna, serpentyna, windolina. 12)
katarantyna
C. roseus - (38)
C. roseus ajmalicyna, katarantyna (39)
C. trichophyllus zespot 17 alkaloidéw (29)
Araliaceae Panax ginseng ginsenozydy (40)
Boraginaceae Lithospermum erythrorhizon szikonina (28)
Chenopodiaceae Beta vulgaris betacyjanina, betaksantyna 27)
Compositae Ambrosia sp. poliacetyleny 4)
Bidens sp. poliacetyleny 4
Carthamus sp. poliacetyleny (4)
Chaenactis douglasii tiarubryna (20)
Echinacea purpurea alkaminy (10)
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cd. tab.1
1
Compositae

Convolvulaceae
Gentianaceae
Lobeliaceae
Papilionaceae
Polygonaceae

Rubiaceae
Rutaceae
Solanaceae

Umbelliferae

Verbenaceae

2
Rudbeckia sp.
Tagetes sp.
T. patula
T. patula

Calystegia sepium
Swertia japonica
Lobelia inflata
Astragalus sp.
Polygonum aviculare
Polygonum hydropiper
Rheum palmatum
Cinchona ledgeriana
Ruta graveolens
Atropa belladonna

A. belladonna
Datura Candida

D. innoxia

D. innoxia

D. stramonium

D. stramonium
Duboisia leichhardtii
D. myoporoides

D. myoporoides
Hyoscyamus muticus
Hyoscyamus niger
Nicotiana africana

. cavicola

. hesperis

. rustica

. rustica

. rustica

. tabacum

. umbratica

z2 2 zZ2 zZ2 2 zZz Z2 2

. velutina

Scopolia anomala
Scopolia japonica
Solanum laciniatum
Coriandrum sativum
Foeniculum vulgare
Pimpinella anisum
Lippia dulcis

poliacetyleny
poliacetyleny
a-tertienyl
tiofeny
kuskohygryna

pochodne ksantonu, sekoirydoidy

lobelina

polisacharydy

alkaloidy chinolinowe
atropina

atropina, hioscyjamina
skopolamina
hioscyjamina, skopolamina
hioscyjamina

skopolamina

skopolamina, hioscyjamina
hioscyjamina, skopolamina
skopolamina

hioscyjamina
hioscyjamina

nikotyna

nornikotyna, nikotyna
nikotyna

nikotyna

nikotyna

nikotyna

nikotyna

nikotyna, nornikotyna
nornikotyna, nikotyna
skopolamina, hioscyjamina
alkaloidy steroidowe

hernandulcyna, monoterpeny

- badania wtérnych metabolitéw nie byty prowadzone.
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mowanych korzeniach roslin z rodziny Solanaceae, w ktérej korzenie sg gtdbwnym miejscem
syntezy tych zwigzkow (5). Okazaly sie one takze dogodnym materiatem w badaniach biosynte-
zy alkaloidéw (6,7,8). Otrzymano kultury korzeni wtosnikowatych licznych gatunkéw z rodziny
Compositae, w ktérych badano przede wszystkim tworzenie sie poliacetylenéw. Niektdre z tych
zwigzkow wykazuja silne dziatanie przeciw bakteriom, grzybom oraz nicieniom (4).

2. Wytwarzanie i rozw0j korzeni transformowanych

W celu otrzymania kultury korzeni wiosnikowatych zakaza sie rézne czesci roslin zawiesing
bakterii. Jako eksplantaty stosowane sg wysterylizowane liScie, ogonki liSciowe, fragmenty to-
dyg pobrane z roslin rosngcych w gruncie lub czesci roslin wyrostych z nasion w warunkach
sterylnych. Mozna réwniez zakaza¢ protoplasty i komoérki w hodowli zawiesinowej oraz kalus.
Korzenie wyrastajg zwykle w ciggu 1-4 tygodni, bezposrednio w miejscu zakazenia. Pojawienie
sie korzeni moze by¢ poprzedzone rozwojem kalusa. W celu usuniecia bakterii wytworzone
korzenie oddziela sie od eksplantatu i kilkakrotnie pasazuje na pozywke z antybiotykiem.
Najczesciej stosuje sie ampicyling, cefotaksym i karbenicyline. Kultury korzeni transformowa-
nych prowadzone sg na pozywkach statych lub ptynnych w kolbach umieszczanych na wy-
trzasarkach, badZz w fermentorach.

Zdolnos¢ wytwarzania korzeni wiosnikowatych zalezna jest od gatunku, wieku rosliny i eks-
plantatu, stopnia zréznicowania tkanek oraz uzytego szczepu A. rhizogenes. W miodych
roslinach Nicotiana tabacum, np. wszystkie tkanki pedu zdolne byty do wytwarzania transfor-
mowanych korzeni. Natomiast, w przypadku roslin dorostych, korzenie te rozwijaly sie tylko
z komoérek miazgi (9). Transformowane korzenie Echinacea purpurea otrzymywano jedynie
w wyniku zakazania hypokotyli mtodych, etiolowanych siewek. Proby zakazania starszych roslin
nie powiodly sie (10).

W kulturze in vitro korzenie transformowane rosna zwykle znacznie szybciej niz korzenie
normalne. Na przyklad wtosnikowate korzenie Datura stramonium rosty 15 razy szybciej niz
korzenie normalne i ich masa zwiekszata sie 55-krotnie w ciagu miesigca (11). W kulturach
transformowanych korzeni Catharanthus roseus i Datura Candida w ciggu miesiaca nastepowat
20-krotny przyrost masy (12,13). W kulturach Atropa belladonna i Dubolsia leichhardtii (14,15)
wskaznik ten wynosit okoto 60. Bardzo szybko rosty transformowane korzenie Hyoscyamus
muticus. Ich masa zwiekszata sie 2500-5000 razy w ciggu trzech tygodni (16). Na szybkos¢
wzrostu korzeni transformowanych wplywa wiele czynnikéw; rodzaj eksplantatu, szczep A. rhi-
zogenes, sktad i pH pozywki, wielkos¢ poczgtkowego inokulum, szybko$¢ wytrzgsania i napo-
wietrzanie pozywki (11,12,15,17,18). Korzenie transformowane rosng bez dodatku regulatoréw
wzrostu, ale ich dodanie moze w rézny sposéb wptywac na rozwéj hodowli; przyspieszac lub
hamowaé wzrost korzeni lub powodowac rozwdj tkanki kalusowej (19,20,21,22).

3. Biosynteza metabolitow wtérnych

Zawartos¢ wtérnych metabolitdbw w korzeniach wto$nikowatych jest zwykle poréwnywalna
z zawartoscig tych zwigzkéw w korzeniach roslin macierzystych, rosngcych w gruncie, bywa
jednak i tak, ze wystepuja roznice natury iloSciowej i jakosciowej (tab, 2). Eksplantaty do
zatozenia kultury powinny pochodzi¢ z wyselekcjonowanych roslin o wysokiej zawarto$ci me-
tabolitéw wtornych (20,23). Zakazajac jedng rosline mozna uzyskac wiele klondéw korzeni trans-
formowanych, wyprowadzonych z pojedynczych korzeni. Klony te moga rézni¢ sie miedzy
sobg szybkoscig wzrostu, produkcjg opin oraz sktadem jakosciowym i iloSciowym metabolitow
wtornych, .Aposréd 29 klonéw Scopolia japonica wyselekcjonowano klon o wysokiej zawartosci
skopolaminy (0,5% suchej masy) i klon o wysokiej zawartosci hioscyjaminy (1,3% suchej masy)
(24). Klony transformowanych korzeni Datura stramonium uzyskane w wyniku zakazenia jednej
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siewki réznity sie zawartoscig skopolaminy (ilosci sladowe do 0,56%) (25). Mano i in. (15)
badali 45 klonéw transformowanych korzeni Duboisia leichhardtii. Wyselekcjonowali oni szybko
rosngcy klon, w ktérym zawarto$¢ skopolaminy wynosita 1,8% i byta dwukrotnie wieksza niz
w lisciach, ktére stanowig surowiec do izolacji tego zwigzku. Autorzy (l.c.) przypuszczaja, ze
przyczyng réznic miedzy klonami moze byc¢ rozna liczba i wielko$¢ fragmentdéw t-DNA i miejsce
ich wbudowania sie do genomu komorki roslinnej.

Tabela 2
Poréwnanie zawartosci wtérnych metabolitéw w korzeniach roslin z gruntu
oraz w korzeniach normalnych i transformowanych z kultur in vitro
Zawarto$¢ substancji (%)
: korzenie ;
Gatunek Substancja korzenie rodlin  korzenie normalne Literatura
Lo transformowane
z gruntu in vitro L
in vitro
Atropa atropina 0,34 0,031 0,371 (14)
belladonna skopolamina 0,008 Slady 0,024
Atropa suma
belladonna alkaloidow 0,38 0,80 1,32 (18)
Calystegia suma
sepium alkaloidow 0,03 0,25 0,30 (18)
Chaenactis tiarubryna A 0,0051 tak jak w korzeniach 0,0097 (20)
douglasii tiarubryna B 0,0018 roslin z gruntu 0,0050
Duboisia skopolamina - 0,70 0,15 (19)
myoporoides  hioscyjamina 0,26 0,86
Lippia
dulcis hernandulcyna 0 0 0,00025 (22)
Panax
ginseng ginsenozydy 0,4 0,91 0,95 (40)
Tagetes
patula rl-tertienyl 0,0001 0,000016 0,001268 (41)

Na zawartos¢ metabolitow wtérnych w korzeniach ma réwniez wplyw sktad pozywki pod-
stawowej oraz dodatek prekursoréw (15,26), Metabolity moga gromadzi¢ sie w korzeniach lub
wydziela¢ sie do pozywki, jak na przyktad alkaloidy Nicotiana rustica (27) oraz szikonina wy-
twarzana przez korzenie transformowane Lithospermum erythrorhizon, co umozliwito otrzymy-
wanie tego zwigzku w sposéb ciggly w czasie 220 dni kultury w fermentorze o pojemnosci 2 |
(28), W fermentorach réznej pojemnosci (2-30 I) prowadzono kultury korzeni wto$nikowatych
Atropa belladonna, Calystegia sepium (18), Catharanthus trichophyllus (29). Opisano réwniez
fermentor o pojemnosci 500 | przystosowany do kultury korzeni transformowanych (30).

Kultury korzeni transformowanych prowadzone sg zwykle w ciemnosci. Okazalo sie, ze
korzenie te mogg rosna¢ réwniez na Swietle (16). W komadrkach warstw obwodowych powstaja
chloroplasty. Zmienia sie metabolizm komdrek, czego przejawem sg réwniez zmiany w wy-
dajnosci wtérnych metabolitdw. Swiatlo stymuluje gromadzenie sie tiofenéw w kulturze trans-
formowanych korzeni Tagetes patula (31). Zielone transformowane korzenie Lippia dulcis
wytwarzaty seskwiterpen hernandulcyne (0,25 mg/g suchej masy) oraz 20 innych mono- i ses-
kwiterpenow (22). W kulturach korzeni normalnych - prowadzonych na Swietle - oraz w ko-
rzeniach rosliny macierzystej, hernandulcyny nie stwierdzono. Zwigzek ten jest jednym ze
sktadnikdw olejku otrzymywanego z czesci nadziemnych tej rosliny.
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Hodowla korzeni transformowanych - jak sie wydaje - jest obiecujaca w wypadku roslin
olejkowych, w ktérych olejek gromadzi sie w organach podziemnych. Z dotychczasowych
badan wynika, ze w kulturach niezorganizowanych (zawiesina, kalus) mozna otrzymac tylko
niektére ze sktadnikow olejkow (32). W Katedrze i Zaktadzie Biologii i Botaniki Farmaceutycznej
AM w Warszawie podjeto prace dotyczgce otrzymywania kultur normalnych i transformowanych
korzeni kolurii kuklikowej {Coluria geoides). Z korzeni roslin tego gatunku uzyskuje sie do 1,8%
olejku zawierajgcego 96% eugenolu. Badania dotyczgce zawartosci olejku i jego gtéwnego
sktadnika w korzeniach rdznie otrzymywanych sa w toku.

4. Perspektywy wykorzystania korzeni wtosnikowatych

Przedstawione wyniki wskazujg na duze korzysci natury poznawczej i praktycznej, jakie
moga wynikng¢ z hodowli korzeni transformowanych. Moga by¢ one Zrédlem cennych sub-
stancji z uwagi na swoje walory - gtdwnie stabilno$¢ genetyczng i wysokg wydajnosé meta-
bolitéw wtdrnych, ktéra utrzymuje sie na statym poziomie przez diuzszy czas. Wskaznik wzrostu
oraz wydajnos¢ alkaloidéw w kulturze korzeni transformowanych Atropa belladonna byly state
przez co najmniej rok (14), a w kulturze Calystegia sepium przez 6 lat (18). Wytwarzanie po-
iiacetylenéw w kulturach korzeni wio$nikowatych gatunkéw z rodziny Compositae utrzymywato
sie na stalym poziomie przez 3 lata (4).

Hamill i in. (17) zwrdcili uwage na to, ze w odréznieniu od bogatej wiedzy na temat gro-
madzenia sie réznych substancji w organach roslin, mniej znane sg drogi i miejsca biosyntezy
tych zwigzkéw. Dlatego trudno jest z gory przewidzie¢ czy wszystkie mozliwe do wytworzenia
kultury korzeni wio$nikowatych beda mogly by¢ wykorzystane do otrzymywania okreslonych
substancji.

Przenoszac transformowane korzenie na odpowiednie pozywki, mozna doprowadzi¢ do
regeneracji roslin. Wysoko wydajne transgeniczne rosliny mogtyby by¢ przenoszone do gruntu.
Tgq metodg uzyskano np. rosliny Solanum nigrum, gatunku interesujgcego ze wzgledu na
zawartos¢ glikoalkaloidow (33). Mozliwos¢ regeneracji roslin z korzeni wto$nikowatych powo-
duje tez, ze coraz wieksze jest zainteresowanie wykorzystaniem Agrobacterium rhizogenes w
inzynierii genetycznej do wektorowego transformowania roslin, w tym réwniez roslin leczniczych
{Digitalis purpurea (34), Glycyrrhiza uralensis (35)). Metody pracy w tym zakresie omdwione
zostaly w podrecznikach (36,37).
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Transformed roots of medicinal piants

Summary
There is an increasing interest in rapidly growing, productive and genetically stable transformed root

cultures obtained by Agrobacterium rhizogenes mediated transformation of plants. This paper is a review
of current methods for the establishment and maintenance of hairy root cultures and factors affecting their
productivity. A list of transformed root cultures of medicinal plants is given.
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