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Transformed Roots as a Source of Secondary Metabolites
Summary

In the recent years a lot of attention has been paid to hairy root culture as a
promising strategy to produce a variety of secondary metabolites including
pharmaceuticals, pigments and also fragrances. Hairy roots are tumorous out-
growth developing at the site of infection ofwounded plant parts with gram-ne-
gative soil bacteria Agrobacterium rhizogenes. During the infection process a part
of root-inducing (Ri) plasmid from bacteria is transferred to the plant cell where
it integrates into the genome. An increasing number of hairy root cultures is
known to produce secondary metabolites in quantities comparable with those
in intact plant roots. Some secondary metabolites occurring only in the aerial
parts of the intact plants were also found in the hairy roots of some species. Sc
far, production of secondary metabolites in hairy root cultures of about 100 di-
cotyledonous species and some gymnosperms has been reported. The suitabili-
ty of hairy root cultures for bioprocessing can be attributed to their genetic and
biochemical stability and rapid growth in hormone-free media. Hairy root cultu-
res of medicinal plants and factors influencing their productivity will be revie-
wed.
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Jednym z celéw prowadzenia kultur roslinnych in vitro Jest
otrzymywanie substancji chemicznych majacych zastosowanie w
lecznictwie badZ w innych dziedzinach zycia (1). Wiele spo$rod
tych zwigzkdw jest tzw. wtdrnymi metabolitami, czyli substan-
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cjami bedacymi wytworami wyspecjalizowanej przemiany materii; ich wystepowa-
nie jest ograniczone do niektdrych grup systematycznych $wiata roslinnego (2). Bio-
synteza wielu metabolitéw wtornych zachodzi w okreslonych komérkach i tkankach
i jest zwigzana z réznicowaniem, a takze z rozwojem roslin (3). Stwierdzono w wie-
lu przypadkach, ze w warunkach in vitro wtérne metabolity bylty wytwarzane z wie-
kszg wydajnoscig w kulturach organéw niz w nie zr6znicowanych kulturach komér-
kowych. Te obserwacje spowodowaty wzrost zainteresowania kulturami organow,
sposrod ktérych najbardziej intensywnie badane sg kultury transformowanych ko-
rzeni.

Transformowane korzenie, zwane tez korzeniami wiosnikowatymi {hairy roots)
powstajg w wyniku zakazenia komorek roslinnych bakteriami Agrobacterium rhizoge-
nes (4). Do genomu komérki roslinnej wbudowuje sie T-DNA z plazmidu Ri (root indu-
cing) bakterii. W wyniku ekspresji gendw znajdujgcych sie w T-DNA zmienia si¢ me-
tabolizm komérki, w nastepstwie czego powstajg korzenie, ktére majg charakter tu-
morowy i rosng ha pozywkach bez regulatorow wzrostu, jako potencjalne Zrdédio
okreslonych substancji chemicznych korzenie transformowane majg kilka istotnych
cech:

1) w okreslonych warunkach wydajnos$¢ kultur transformowanych korzeni utrzy-
muje sie na statym poziomie przez dhugi czas,

2) zawartos¢ wielu substanciji w korzeniach transformowanych jest poréwnywal-
na, badz wyzsza niz w korzeniach roslin rosnagcych w gruncie,

3) szybkos¢ wzrostu korzeni transformowanych jest zwykle kilkakrotnie wyzsza
niz szybkos¢ wzrostu korzeni normalnych rosnacych in vitro. Czas podwojenia masy
w szybko rosngcej kulturze moze wynosi¢ od 1,2 do 2,2 dni (5).

Wysoka i stabilna wydajnos$¢ kultur transformowanych korzeni rézni je od wielu
zawiesinowych kultur komérkowych, ktorych produktywnos$¢ zwykle obniza sie
w miare kolejnych pasazy, co powoduje konieczno$c¢ cigglej setekcji wydajnych linii
komorkowych.

Kazdy korzen wiosnikowaty powstajacy w wyniku zakazenia eksplantatu roslin-
nego A. rhizogenes daje poczatek jednemu klonowi. Klony moga rézni¢ sie m.in.
szybkoscig wzrostu, morfologia, zdolnoscia wytwarzania chlorofilu, zawartoscia
wtornych metabolitéw oraz ich sktadem jakosciowym i ilosciowym, a takze zdolno-
$cig wydzielania wtérnych metabolitow do pozywki. Pierwszym doniesieniem,
w ktérym na podstawie analizy bogatego materiatu poréwnawczego, wykazano ist-
nienie ro6znic miedzy klonami byta praca Mano i in. (1986) (6). Stwierdzono, ze 29
klonéw korzeni wiosnikowatych otrzymanych w wyniku zakazenia jednej rosliny
Scopolia japonka bakteriami jednego szczepu A. rhizogenes réznito sie szybkoscig
wzrostu oraz jakosciowym i ilosciowym sktadem wytwarzanych alkaloidéw tropano-
wych. Przypuszczalnie przyczyng réznic miedzy klonami jest r6zna liczba i wielkos¢
fragmentdw bakteryjnego T-DNA oraz miejsce ich wbudowania sie¢ do genomu ko-
morki rosdlinnej (6,7). W toku pdzniejszych badan istnienie réznic miedzy klonami
transformowanych korzeni wykazano dla wielu gatunkéw roslin wytwarzajacych
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Wtdrne metabolity nalezgce do réznych grup chemicznych. Warunkiem otrzymywa-
nia wydajnych kultur jest zatem selekcja klonéw korzeni oraz optymalizacja warun-
kéw kultury.

Nowy kierunek badan, jak sie wydaje, wyznaczajg autorzy w niedawno opubliko-
wanych pracach, w ktérych wykazuja, ze stymulacja produkcji wtérnych metaboli-
téw w transformowanych tkankach moze by¢ bezposrednio zwigzana z obecnoscia
pewnych gendw (np. rolC) z A Agrobacterium rhizogenes niezaleznie od zjawiska
organogenezy (8,9).

Transformacja komorek roélinnych przez bakterie A. rhizogenes uwarunkowana
jest genami znajdujgcymi sie w chromosomie bakteryjnym oraz w plazmidzie Ri
(4,10). Wprowadzone do genomu komdrki roélinnej T-DNA zawiera onkogeny oraz
geny warunkujgce synteze opin i wydzielanie ich na zewnatrz przez stransformowa-
ne komorki. Opiny sg pochodnymi aminokwasow i sg katabolizowane przez bakte-
rie A. rhizogenes. Szczepy A. rhizogenes w zalezno$ci od wytwarzanych przez nie opin
dzieli sie na szczepy typu agropiny, mannopiny, kukumopiny i mikimopiny (11,12).
Plazmidy Ri Agrobacterium rhizogenes moga zawiera¢ od jednego do kilku T-DNA. Pla-
zmid mannopinowego szczepu 8196 zawiera tylko jeden fragment T-DNA. Najlepiej
poznanym plazmidem jest plazmid pRiA4. Jest to plazmid agropinowy, zawierajgcy
dwa fragmenty T-DNA okre$lane jako TR i TL. Fragment TR zawiera geny homolo-
giczne z genami biosyntezy auksyn iaaM i iaaH bakterii A. tumefaciens oraz geny bio-
syntezy mannopiny i agropiny. Fragment TL jest w pewnym stopniu homologiczny
z T-DNA plazmidu 8196, ktory nie zawiera gendw biosyntezy auksyn. TL-DNA zdolny
jest do wywotania powstawania transformowanych korzeni, jednak szczepy agropi-
nowe, zawierajgce TL i TR-DNA, sg czesto bardziej wirulentne i liczba gatunkéw
wrazliwych na zakazenie nimi jest wieksza. W TL-DNA zidentyfikowano 18 otwar-
tych ramek odczytu. Czterem z nich odpowiadajg geny ro/A, rolB, rolC, rolD. Ekspre-
sja tych gendw, a w szczegolnosci genu rolB warunkuje powstanie transformowa-
nych korzeni. Izolowane sg biatka kodowane przez geny roi i ich funkcja jest przed-
miotem badan, ktorych przeglad przedstawili Nilsson i Olsson (1997)(4); stwierdzo-
no m.in., ze produkt genu rolB ma aktywno$¢ fosfatazy tyrozynowej. Lemcke
i Schmuelling (1998) stwierdzili istnienie trzech innych loci w TL-DNA, ktére moga
miec istotne znaczenie dla patogennosci A. rhizogenes (13). Uwaza sie, ze kazdy ko-
rzen wiosnikowaty wyrastajacy z zakazonego A. rhizogenes eksplantatu roslinnego
pochodzi prawdopodobnie z jednej komorki (4). jednak Sevon i in. (1998) stwierdzili
réznice miedzy klonami transformowanych korzeni Hyoscyamus muticus otrzymanych
z protoplastéw uzyskanych bezposrednio z kultury zapoczatkowanej z jednego ko-
rzenia (14). Poréwnywane klony réznity sie morfologia, szybkoscig wzrostu i produk-
cja hioscyjaminy, ale cechy te byty stabilne w trakcie do$wiadczenia obejmujacego 50
kolejnych pasazy. Korzenie transformowane uzyskano dla ponad stu gatunkow roslin
dwulisciennych, a takze kilku gatunkéw roslin nagozalgzkowych (12,15-18).

Poczatkowo badano przede wszystkim produkcje wtérnych metabolitow w tran-
sformowanych korzeniach roslin, w ktérych miejscem powstawania i/lub gromadze-
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nia sie tych substancji sg korzenie. Byly to m.in. alkaloidy tropanowe w gatunkach
z rodziny Solanaceae oraz poliacetyleny w gatunkach z rodziny Compositae. W ostat-
nich latach obiektem badan coraz czesciej sg korzenie wiosnikowate gatunkéw ro-
$lin, ktorych organy nadziemne sg cennym Zrodtem wtérnych metabolitéw. Metabo-
litami tymi sg m.in. substancje o dziataniu cytostatycznym, alkaloidy, a wsréd nich
skopolamina, zwigzki o r6znej budowie chemicznej majace zdolno$¢ wychwytywa-
nia wolnych rodnikéw, substancje przeciwutleniajace, ktorym obecnie przypisuje
sie coraz wieksza role w zachowaniu zdrowia. Niektdre z tych zwigzkéw powstajg
i wystepuja tylko w nadziemnych cze$ciach roslin. W wiekszosci jednak przypadkéw
brak jest danych na temat miejsca biosyntezy tych substancji oraz ich wystepowania
w korzeniach roslin rosngcych w gruncie. Obiektem badan w kulturach in vitro od
okoto trzydziestu lat jest Catharanthus roseus, gatunek bedacy zrédiem dimerycz-
nych alkaloidéw indolowych winkrystyny i winblastyny, stosowanych w leczeniu no-
wotwordw. Zwigzki te wystepujg w pedach (liscie) w bardzo matych itosciach (facz-
nie 0,001%). Opracowano metody ich otrzymywania na drodze syntezy z roslinnych
prekursorow: katarantyny i windoliny. W licznych kulturach transformowanych ko-
rzeni C. roseus stwierdzono obecno$¢ katarantyny w iloSciach wiekszych niz w rosli-
nach z gruntu, natomiast windolina nie byla wytwarzana w warunkach in vitro. W ba-
daniach biosyntezy windoliny w roslinach dowiedziono, ze tworzy sie ona w lisciach
i proces ten jest stymulowany przez Swiatto (19). Tak zatem stwierdzenie wystepo-
wania windoliny w kulturach zawiesinowych transformowanych komdrek C. roseus
uzyskanych przy uzyciu szczepu B0542 A. tumefaciens i szczepu K599 A. rhizogenes
(8) oraz w kulturach transformowanych korzeni (20), jak sie wydaje, stanowi prze-
tom w badaniach C. roseus in vitro. Liu i in. (1997) uzyskali wydajne kultury transfor-
mowanych korzeni Artemisia annua wytwarzajgce lakton seskwiterpenowy artemisy-
ning dziatajgcy przeciwmalarycznie, réwniez na oporne na chtorochine szczepy Pla-
smodium falciparum (21,22). Dotychczasowym komercyjnym Zrodtem artemisyniny sg
liscie i kwitngce szczyty pedow.

Nasiona Cassia obtusifolia sg stosowane w tradycyjnej medycynie chinskiej i za-
wierajg antrachinony. W transformowanych korzeniach tego gatunku zawarto$¢ an-
trachinonéw wynosita 1,6 mg/g SM i byla trzykrotnie wieksza niz w nasionach (23).
Naftochinon lawson, substancja barwigca charakterystyczna dla lisci drzewiastej ro-
$liny Lawsonia inermis, powstawata w transformowanych korzeniach, chociaz nie
stwierdzono jej w korzeniach roslin rosngcych w gruncie, ani w korzeniach normal-
nych w Kkulturach in vitro (24). Transformowane korzenie tego gatunku wytwarzaty
réwniez garbniki (25). Na uwage zastugujg coraz liczniejsze publikacje dotyczace
wytwarzania flawonoidéw w transformowanych korzeniach réznych gatunkéw ro-
§lin (26,27), a w szczegolnosci Scuttelaria baicalensis (28-31).

W wielu osrodkach naukowych kontynuowane sg badania transformowanych
korzeni gatunkéw z rodziny Solanaceae wytwarzajacych alkaloidy tropanowe: hio-
scyjamineg i skopolamine (5,32-36) i prace te sg zrédtem najwiekszej liczby informa-
cji 0 réznorodnych czynnikach wptywajacych na wydajnos¢ kuttur. Zawarto$¢ wtor-
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nych metabolitow w transformowanych korzeniach niektorych gatunkéw podano

w tabeli 1.

Zawarto$¢ wtérnych metabolitow w transformowanych korzeniach niektérych gatunkéw roslin

Szczep Agrobacte-

Czas kultury

Tabela 1

Gatunek Fium rhizogenes Substancja Zawarto$¢ (dni) Literatura
Artemisia annua brak danych artemisynina 2% SM 24 21, 22
Beta vulgaris brak danych (3-alainy (p-ksantyny  1,08-1,64 mg/g SM 12 51

-F P-cyjaniny)
Cassia obtusifolia LBA 9402 antrachinony 1,6 mglg SM 35 23
Catharanthus roseus  LBA 9402 ajmalicyna 1,80 mg/g SM 28 52
johimbina 0,84 mg/l SM
katarantyna 1,52 mglg SM
Catharanthus roseus windolina 0,11-0,78 mg/g SM 42 20
ajmalicyna 0,42-2,10 mg/g SM
katarantyna 0,33-2,86 mglg SM
Digitalis lanata liczne szczepy kardenolidy nie wystepowaty 53
Hyssopus officinalis  ATCC 15834 kwas rozmarynowy 8,03% SM 49 39
kwas litospermowy B 3,89% SM
Ocimum basilicum  ATCC 15834 kwas rozmarynowy 14,1% SM 56 40
MAFF 03-01724 kwas litospermowy A 1,70% SM
Lactuca virosa LBA 9402 laktony seskwiterpe- 21 54
nowe
P. ginseng x ATCC 15834 ginsenozydy 2,88% SM 64 38
P. quinquefolium
Paulownia tomentosa  LBA 9402 werbaskozyd 9,5% SM 35 55
Scutellaria baicalensis  LBA 9402 baikaleina 10% SM 21
Sesamum indicum  ATCC 15834 naftochinony 0,060-0,810 mg/g $m 44
antrachiny
Tanacetum parthe-  LBA 9402 acetyleny 0,14 - 0,51% SM 21 56
nium
Taxusx media Hicksii ~ LBA 9402 paklitaksel 0,075 mg/g SM 49 18
Valeriana wallichii A4, LBA 9402 walepotriaty 5,1-8,5% SM 140 57
Withania somnifera  LBA 9402 witanolid D 0,3 mg/g SM 30 58
LBA 9402, ATCC 15834  witanolid D 59

SM - sucha masa, $m - $wieza masa

Na szybko$¢ wzrostu oraz produkcje metabolitow w danej kulturze moga wply-
wac: jakosciowy i ilosciowy sktad pozywki podstawowej, rodzaj i stezenie cukru, pH
pozywki, rodzaj i stezenie regulatoréw wzrostu, dodatek prekursoréw, dodatek eli-
cytoréw, warunki o$wietlenia, napowietrzenie kultury, temperatura. Wptyw posz-
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czegblnych czynnik6w na wzrost biomasy i na zawarto$¢ w niej okreslonych sub-
stancji moze by¢ przeciwstawny. Dlatego tez obecnie czesto podawanym wskazni-
kiem okreslajacym wydajnos¢ kultury jest ilos¢ produktu uzyskiwanego w okreslo-
nym czasie w jednostce objetosci kultury.

Z przegladu literatury wynika, ze zwykle w poczatkowym etapie badan koniecz-
ne jest przetestowanie kilku pozywek podstawowych w r6znych stezeniach. Trans-
formowane korzenie Platycodon grandifJorum rosngce w pozywce B5 produkowaty
3,5 raza wiecej poliacetylendw niz na pozywkach MS i WP w ro6znych rozciencze-
niach. Procentowa zawarto$¢ tych zwigzkow byta 40 razy wieksza niz w korzeniach
rosnacych w gruncie roslin, z ktérych pobrano eksplantaty do zapoczatkowania kul-
tury (37). Stosujgc pozywke B5 uzyskano rowniez wydajne kultury Panax ginseng x
P. quinquefolium (38). Natomiast dobry wzrost transformowanych korzeni Hyssopus
officinalis i wysoka zawarto$¢ fenolokwaséw: kwasu rozmarynowego (8,03 SM)
i kwasu litospermowego (3,89% SM) zapewniata pozywka WP (39). Klony transfor-
mowanych korzeni Ocimum basilicum rosty nieco lepiej na pozywce MS niz na pozyw-
kach B5 i WP (40). Kultury rosngce w pozywce WP najwcze$niej osiggaty faze stacjo-
narng. Lawson syntetyzowany byt w transformowanych korzeniach Lawsonia inermis
tylko, wtedy gdy rosty one w pozywce MS lub  MS (24). Wiosnikowate korzenie Li-
thospermum erythwrhizon rosnace w pozywce MS wydzielaty zwigzek typu chinonu,
rizonon, o silnych wtasciwosciach przeciwgrzybiczych. Substancja ta byta wytwarza-
na w mniejszych ilociach w pozywce MS bez jonéw amonowych, stymulujgcej syn-
teze szikoniny (41). Dzieki optymalizacji warunkéw kultury klonu transformowa-
nych korzeni/4rtem/s/f/ annua, obejmujacej poziom azotu, fosforu, sacharozy, benzy-
loaminopuryny, kwasu gibberelinowego w pozywce oraz dawki elicytora, uzyskano
dobra wydajno$¢ artemisyniny (548,9 mg/1/24 dni) (21,22). Pozywka zawierata m.in.
70 g/l sacharozy. Stopien indukcji syntezy wtornych metabolitéw zalezy od rodzaju,
dawki i czasu dziatania elicytora. W kulturze transformowanych korzeni Datura stra-
monium najwiekszy wzrost zawartosci alkaloidéw tropanowych nastgpit pod
wplywem jasmonianu metylu, przy czym zwigzek ten stymulowat selektywnie bio-
synteze tropiny i nie wptywat na poziom kwasu fenylomlekowego, bedacego drugim
prekursorem (36). jasmonian metylu stymulowat réwniez synteze paklitakselu w trans-
formowanych korzeniach Taxus x media Hicksii (18).

Zwykle kultury korzeni prowadzone sa w ciemnosci. Swiatto jednak moze
wplywaé na szybkos$¢ wzrostu transformowanych korzeni i produkcje wtérnych me-
tabolitow. Niektdre klony rosnace na $wietle majg zdolno$¢ do zielenienia. Rosnace
przy oSwietleniu 12h/dobe korzenie transformowane C. roseus wytwarzaty wiecej al-
kaloidow: ajmalicyny, serpentyny i tabersoniny, niz korzenie rosngce w ciemnosci.
Nie stwierdzono obecnosci windoliny (42). Swiatlo, a takze dodatek benzyloamino-
puryny do pozywki wplywal korzystnie na wytwarzanie antocyjanéw i rutyny
w transformowanych korzeniach Campanula glomerata. Poniewaz jednak wplyw
oswietlenia byt niekorzystny dla wzrostu kultury, zastosowano proces dwustopnio-
wy: kulture w ciemnosci (3 tygodnie), a nastepnie przy ciagtym oswietleniu (43). Za-
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wartos$¢ rutyny w uzykiwanych korzeniach wynosita 1,35% SM i byfa 70 razy wieksza
niz w korzeniach roslin rosngcych w gruncie, 100 razy wieksza niz w mace gryczanej
(Fagopyrum esculentum) i 6 razy wieksza niz w transformowanych korzeniach F. escu-
lentum.

W czasie trwania jednego pasazu jakosciowy i ilosciowy sktad wtérnych metabo-
litow moze sie zmienia¢ (44). Produkcja wtornych metabolitdéw moze by¢ zwigzana
lub nie ze wzrostem korzeni (45). Tak np. rownolegle ze wzrostem biomasy rosta
zawartos¢ forskoliny w kulturze wtosnikowatych korzeni Coleusforskohlii (46). Nato-
miast w kulturze Datura stramonium zawarto$¢ alkaloidéw tropanowych zwiekszata
sie dopiero po ustaniu wzrostu, gdy indeks mitotyczny byt bliski 0% (33). Réwniez
wytwarzanie serpentyny i ajmalicyny w kulturze transformowanych korzeni Catha-
ranthus roseus prowadzonej przy oswietleniu 12 h/dobe nie bylo zwigzane ze wzro-
stem (42). Zawarto$¢ obu zwigzkow rosta w czasie trwania fazy stacjonarnej kultury.
Wiecej alkaloiddéw byto w starszych, bardziej zielonych korzeniach niz we fragmen-
tach dhugosci 0-2 cm sktadajacych sie z merystemu i strefy wydtuzeniowe;j.

Z biotechnologicznego punktu widzenia korzystne jest, gdy wtérne metabolity
wydzielane sg do pozywki. Metody stosowane w celu zwiekszenia przepuszczalno-
ci btony komérkowej (zmiana pH, temperatury, dodatek rozpuszczalnikdéw orga-
nicznych, dodatek elicytorow) moga zle wptywac¢ na zywotnos¢ komorek (35), ale
czasami wywotujg one korzystny efekt. Dodatek Tweenu 20 w ilosci 2% powodowat,
wydzielane do pozywki 80% skopolaminy powstajacej w transformowanych korze-
niach D. metel (5), a takze wptywat korzystnie na wzrost kultury. Kultury do ktérych
dodawano Tween 20 wytwarzaty wiecej skopolaminy niz kultury kontrolne.

W przypadku Tagetesfilifolia transformowane korzenie wyselekcjonowanego klo-
nu wydzielaty 80% wytwarzanych tiofenéw do pozywki (47).

W tabeli 2 podano wydajnos$¢ niektdrych kultur transformowanych korzeni. Za-
warto$¢ ginsenozyddw w transformowanych korzeniach Panax ginseng x F. quinquefo-
lim po o$miu tygodniach kultury wynosita 2,88% SM i byfa poréwnywalna z zawarto-
$cig tych zwigzkéw w korzeniach 5-letnich roslin rosnacych w gruncie. Podobny byt
rov/niez skiad jakoscio’A” i iloSciowy ginsenozyd6w w obu rodzajach korzeni (38).

Innym przyktadem wydajnej kultury jest kultura transformowanych korzeni Da-
tura metel (5). Po 4 tygodniach kultury zawarto$¢ skopolaminy wynosita 2,6% SM
i byta wyzsza niz w lisciach wysokowydajnych, jednorocznych roslin rosngcych
W gruncie.

Oprécz badan wptywu warunkéw kultury na wzrost i produkcje wtdrnych meta-
bolitéw podejmowane sg proby wyjasnienia zwiazku miedzy genami roi i ich ekspre-
sjg a morfologia i innymi wiasciwosciami transformowanych korzeni. Produkty tych
gendbw moga w hiejednakowy sposob funkcjonowa¢ w roznych gatunkach roslin
(13).
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Tabela 2
Wydajnos¢ kultur transformowanych korzeni niektérych gatunkéw roslin
Gatunek Substancja Wydajnos¢ Literatura

Artemisia annua artemisynina 536 mg/1/20 dni 21, 22
Catharanthus roseus ajmaiicyna 3,9 -11,6 mg/1/70 dni 42

serpentyna 6,5-34,0 mg/1/70 dni

tabersonina 1,3-6,9 mg/1/70 dni
Hyssopus officinalis kwas rozmarynowy 642 mg/1/49 dni 39

kwas litospermowy' B 284 mg/1/49 dni

kwas rozmarynowy 900 mg/1/35 dni 60
Panax ginseng x P. quinquefolium  ginsenozydy 38,5 mg/1/64 dni 38
Paulownia tomentosa werbaskozyd 1000 mg/1/35 dni 61
Beta vulgaris betalainy 5,1-9,9 mgd/12dni 51
Withania somnifera witanolid D 5,43 mg/1/30 dni 58

Wykazano, ze gen rolC miat wptyw na wtérny metabolizm transformowanych ko-
rzeni Datura stramonium i tytoniu, stymulujac wytwarzanie hioscyjaminy i nikotyny
(48,49). Takze w kulturach transformowanych korzeni Catharanthus roseus istniata
korelacja miedzy ekspresja genu rolC i syntezg alkaloidéw (20). Wsréd klondw ko-
rzeni rosnacych na pozywce statej wyrdzniono klony réznigce sie fenotypowo gru-
boscig korzenia centralnego: klony ,,grube” o $rednicy ponad 3 mm i ,,cienkie”
o $rednicy ponizej 1| mm. W ,cienkich” korzeniach powstawato wiecej produktu
genu role, rosty one wolniej, ale wytwarzaty wiecej alkaloidéw, a mniej etylenu
w poréwnaniu z szybciej rosngcymi ,,grubymi” korzeniami.

Bulgakow i in. (1998) wykazali, ze poszczeg6lne geny roi wprowadzone do geno-
mu komérki moga wptywac na produkcje wtérnych metabolitow (9). Transformowa-
li oni tkanke kalusowg Panax ginseng szczepami Agrobacterium zawierajgcymi poje-
dyncze geny roi z plazmidu Ri szczepu AA A. rhizogenes. W transformowanych kultu-
rach z wprowadzonym genem rolA ginsenozydy byly wytwarzane poczatkowo w ilo-
Sciach Sladowych, a potem wecale. W kulturach z genem rolB produkcja ginsenozy-
doéw byta pieciokrotnie nizsza niz w tkance nie transformowanej. Natomiast zawar-
tos¢ ginsenozydéw w kulturach z genem rolC wynosita 13,2-21,7 mg/g SM i byla
wyzsza niz w tkance nie transformowanej (5,1-8,9 mg/l SM). Stopier zréznicowania
kultur z genem rolC nie miat wptywu na zawarto$¢ ginsenozyddw. Wskazywac to
moze na bezpos$redni wptyw genu rolC na wytwarzanie ginsenozyddw, niezaleznie
od zjawiska ryzogenezy.

W wyniku transformacji Scutellaria haicalensis szczepem A13 /I. rhizogenes z wpro-
wadzonym genem p-glukuronidazy (GUS) uzyskano wiosnikowate korzenie o zmie-
nionym jakosciowo skitadzie flawonoiddéw w poréwnaniu z korzeniami normalnymi.
Obserwowano obnizenie poziomu glukuronidéw (29).
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Z przedstawionego przegladu wynika, ze dzieki selekcji klonéw i opracowaniu
warunkéw hodowli mozna uzyskac¢ kultury korzeni wiosnikowatych, wytwarzajace
okreslone zwigzki z dobrg wydajnoscig. Prowadzenie takich kultur na duzg skale
zwigzane jest z konstrukcjg odpowiednich fermentoréw (21,50,51). Kultury trans-
formowanych korzeni przyczyniajg sie rowniez do poznania drdg biosyntezy wtor-
nych metabolitéw; moga by¢ zrédtem nowych substancji o cennych wiasciwosciach
farmakologicznych, a takze moga by¢ przydatne w badaniach wptywu transformacji
na metabolizm komoérek roslinnych.
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