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1. Wprowadzenie
Poszukiwania nowych, wydajnych źródeł związków chemicznych o cennych właściwościach 

leczniczych doprowadziły w ostatnich latach do rozwoju badań nad kulturami in vitro korzeni 
transformowanych. Z punktu widzenia otrzymywania związków chemicznych korzenie te mają 
dwie istotne właściwości: charakteryzują się szybkim przyrostem biomasy i utrzymującą się na 
stałym poziomie syntezą metabolitów wtórnych. Cechy te różnią kultury korzeni transformowa
nych od większości kultur komórkowych, w których wydajność wytwarzania pożądanych sub
stancji ulega w wyniku zmian genetycznych i epigenetycznych, znacznym wahaniom i zmniejsza 
się w miarę pasażowania.

Korzenie transformowane, zwane - z powodu swego wyglądu - korzeniami włośnikowatymi, 
rozwijają się w wyniku zakażenia roślin lub ich fragmentów bakteriami gatunku Agrobacterium 
rhizogenes. Do genomu komórki roślinnej trwale wbudowuje się fragment DNA (T-DNA) z ba
kteryjnego plazmidu Ri {root inducing plasmid). Wskutek tej integracji zmianie ulega metabolizm 
komórki, co prowadzi do rozwoju korzeni włośnikowatych, które in vitro rosną na pożywkach 
bez regulatorów wzrostu. Budowa plazmidu Ri i funkcja występujących w nim genów były 
przedmiotem licznych badań, które przedstawili Zambryski i in. (1) oraz Gelvin (2). Otrzymano 
kultury korzeni włośnikowatych wielu gatunków roślin dwuliściennych (3,4) i badano w nich wy
twarzanie wtórnych metabolitów należących do różnych grup chemicznych (tab. 1). W przypad
ku roślin leczniczych najwięcej prac dotyczyło tworzenia się alkaloidów tropanowych w transfor-

Tabela 1

Wtórne metabolity w transformowanych korzeniach roślin leczniczych i innych
Rodzina Gatunek Główne metabolity wtórne Literatura

1 2 3 4
Apocynaceae Catharanthus roseus ajmalicyna, serpentyna, windolina. (12)

katarantyna
C. roseus - (38)
C. roseus ajmalicyna, katarantyna (39)
C. trichophyllus zespół 17 alkaloidów (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 2 3 4

Compositae Rudbeckia sp. poliacetyleny (4)
Tagetes sp. poliacetyleny (4)
T. patula a-tertienyl (41)
T. patula tiofeny (31)

Convolvulaceae Calystegia sepium kuskohygryna (18)
Gentianaceae Swertia japonica pochodne ksantonu, sekoirydoidy (42)
Lobeliaceae Lobelia inflata lobelina (43)
Papilionaceae Astragalus sp. polisacharydy (44)
Polygonaceae Polygonum aviculare - (3)

Polygonum hydropiper - (3)
Rheum palmatum - (3)

Rubiaceae Cinchona ledgeriana alkaloidy chinolinowe (17)
Rułaceae Ruta graveolens - (45)
Solanaceae Atropa belladonna atropina (14)

A. belladonna atropina, hioscyjamina (18)
Datura Candida skopolamina (13,46)
D. innoxia hioscyjamina, skopolamina (47)
D. innoxia - (21)
D. stramonium hioscyjamina (11)
D. stramonium skopolamina (25)
Duboisia leichhardtii skopolamina, hioscyjamina (15)
D. myoporoides hioscyjamina, skopolamina (19)
D. myoporoides skopolamina (26)
Hyoscyamus muticus hioscyjamina (48)
Hyoscyamus niger hioscyjamina (25)
Nicotiana africana nikotyna (23)
N. cavicola nornikotyna, nikotyna (23)
N. hesperis nikotyna (23)
N. rustica nikotyna (23)
N. rustica nikotyna (27)
N. rustica nikotyna (49)
N. tabacum nikotyna (23)
N. umbratica nikotyna, nornikotyna (23)
N. velutina nornikotyna, nikotyna (23)
Scopolia anomala - (4)
Scopolia japonica skopolamina, hioscyjamina (24)
Solanum laciniatum alkaloidy steroidowe (17)

Umbelliferae Coriandrum sativum - (3)
Foeniculum vulgare - (3)
Pimpinella anisum - (3)

Verbenaceae Lippia dulcis hernandulcyna, monoterpeny (22)

- badania wtórnych metabolitów nie byty prowadzone.
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mowanych korzeniach roślin z rodziny Solanaceae, w której korzenie są głównym miejscem 
syntezy tych związków (5). Okazały się one także dogodnym materiałem w badaniach biosynte
zy alkaloidów (6,7,8). Otrzymano kultury korzeni włośnikowatych licznych gatunków z rodziny 
Compositae, w których badano przede wszystkim tworzenie się poliacetylenów. Niektóre z tych 
związków wykazują silne działanie przeciw bakteriom, grzybom oraz nicieniom (4).

2. Wytwarzanie i rozwój korzeni transformowanych
w celu otrzymania kultury korzeni włośnikowatych zakaża się różne części roślin zawiesiną 

bakterii. Jako eksplantaty stosowane są wysterylizowane liście, ogonki liściowe, fragmenty ło
dyg pobrane z roślin rosnących w gruncie lub części roślin wyrosłych z nasion w warunkach 
sterylnych. Można również zakażać protoplasty i komórki w hodowli zawiesinowej oraz kalus. 
Korzenie wyrastają zwykle w ciągu 1-4 tygodni, bezpośrednio w miejscu zakażenia. Pojawienie 
się korzeni może być poprzedzone rozwojem kalusa. W celu usunięcia bakterii wytworzone 
korzenie oddziela się od eksplantatu i kilkakrotnie pasażuje na pożywkę z antybiotykiem. 
Najczęściej stosuje się ampicylinę, cefotaksym i karbenicylinę. Kultury korzeni transformowa
nych prowadzone są na pożywkach stałych lub płynnych w kolbach umieszczanych na wy
trząsarkach, bądź w fermentorach.

Zdolność wytwarzania korzeni włośnikowatych zależna jest od gatunku, wieku rośliny i eks
plantatu, stopnia zróżnicowania tkanek oraz użytego szczepu A. rhizogenes. W młodych 
roślinach Nicotiana tabacum, np. wszystkie tkanki pędu zdolne były do wytwarzania transfor
mowanych korzeni. Natomiast, w przypadku roślin dorosłych, korzenie te rozwijały się tylko 
z komórek miazgi (9). Transformowane korzenie Echinacea purpurea otrzymywano jedynie 
w wyniku zakażania hypokotyli młodych, etiolowanych siewek. Próby zakażania starszych roślin 
nie powiodły się (10).

W kulturze in vitro korzenie transformowane rosną zwykle znacznie szybciej niż korzenie 
normalne. Na przykład włośnikowate korzenie Datura stramonium rosły 15 razy szybciej niż 
korzenie normalne i ich masa zwiększała się 55-krotnie w ciągu miesiąca (11). W kulturach 
transformowanych korzeni Catharanthus roseus i Datura Candida w ciągu miesiąca następował 
20-krotny przyrost masy (12,13). W kulturach Atropa belladonna i Dubolsia leichhardtii (14,15) 
wskaźnik ten wynosił około 60. Bardzo szybko rosły transformowane korzenie Hyoscyamus 
muticus. Ich masa zwiększała się 2500-5000 razy w ciągu trzech tygodni (16). Na szybkość 
wzrostu korzeni transformowanych wpływa wiele czynników; rodzaj eksplantatu, szczep A. rhi
zogenes, skład i pH pożywki, wielkość początkowego inokulum, szybkość wytrząsania i napo
wietrzanie pożywki (11,12,15,17,18). Korzenie transformowane rosną bez dodatku regulatorów 
wzrostu, ale ich dodanie może w różny sposób wpływać na rozwój hodowli; przyspieszać lub 
hamować wzrost korzeni lub powodować rozwój tkanki kalusowej (19,20,21,22).

3. Biosynteza metabolitów wtórnych
Zawartość wtórnych metabolitów w korzeniach włośnikowatych jest zwykle porównywalna 

z zawartością tych związków w korzeniach roślin macierzystych, rosnących w gruncie, bywa 
jednak i tak, że występują różnice natury ilościowej i jakościowej (tab, 2). Eksplantaty do 
założenia kultury powinny pochodzić z wyselekcjonowanych roślin o wysokiej zawartości me
tabolitów wtórnych (20,23). Zakażając jedną roślinę można uzyskać wiele klonów korzeni trans
formowanych, wyprowadzonych z pojedynczych korzeni. Klony te mogą różnić się między 
sobą szybkością wzrostu, produkcją opin oraz składem jakościowym i ilościowym metabolitów 
wtórnych, .^pośród 29 klonów Scopolia japonica wyselekcjonowano klon o wysokiej zawartości 
skopolaminy (0,5% suchej masy) i klon o wysokiej zawartości hioscyjaminy (1,3% suchej masy) 
(24). Klony transformowanych korzeni Datura stramonium uzyskane w wyniku zakażenia jednej
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siewki różniły się zawartością skopolaminy (ilości śladowe do 0,56%) (25). Mano i in. (15) 
badali 45 klonów transformowanych korzeni Duboisia leichhardtii. Wyselekcjonowali oni szybko 
rosnący klon, w którym zawartość skopolaminy wynosiła 1,8% i była dwukrotnie większa niż 
w liściach, które stanowią surowiec do izolacji tego związku. Autorzy (l.c.) przypuszczają, że 
przyczyną różnic między klonami może być różna liczba i wielkość fragmentów t-DNA i miejsce 
ich wbudowania się do genomu komórki roślinnej.

Tabela 2

Porównanie zawartości wtórnych metabolitów w korzeniach roślin z gruntu 
oraz w korzeniach normalnych i transformowanych z kultur in vitro

Zawartość substancji (%)

Gatunek Substancja korzenie roślin 
z gruntu

korzenie normalne
in vitro

korzenie
transformowane 

in vitro

Literatura

Atropa atropina 0,34 0,031 0,371 (14)
belladonna skopolamina 0,008 ślady 0,024
Atropa suma
belladonna alkaloidów 0,38 0,80 1,32 (18)
Calystegia suma
sepium alkaloidów 0,03 0,25 0,30 (18)
Chaenactis tiarubryna A 0,0051 tak jak w korzeniach 0,0097 (20)
douglasii tiarubryna B 0,0018 roślin 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 r/-tertienyl 0,0001 0,000016 0,001268 (41)

Na zawartość metabolitów wtórnych w korzeniach ma również wpływ skład pożywki pod
stawowej oraz dodatek prekursorów (15,26), Metabolity mogą gromadzić się w korzeniach lub 
wydzielać się do pożywki, jak na przykład alkaloidy Nicotiana rustica (27) oraz szikonina wy
twarzana przez korzenie transformowane Lithospermum erythrorhizon, co umożliwiło otrzymy
wanie tego związku w sposób ciągły w czasie 220 dni kultury w fermentorze o pojemności 2 I 
(28), W fermentorach różnej pojemności (2-30 I) prowadzono kultury korzeni włośnikowatych 
Atropa belladonna, Calystegia sepium (18), Catharanthus trichophyllus (29). Opisano również 
fermentor o pojemności 500 I przystosowany do kultury korzeni transformowanych (30).

Kultury korzeni transformowanych prowadzone są zwykle w ciemności. Okazało się, że 
korzenie te mogą rosnąć również na świetle (16). W komórkach warstw obwodowych powstają 
chloroplasty. Zmienia się metabolizm komórek, czego przejawem są również zmiany w wy
dajności wtórnych metabolitów. Światło stymuluje gromadzenie się tiofenów w kulturze trans
formowanych korzeni Tagetes patula (31). Zielone transformowane korzenie Lippia dulcis 
wytwarzały seskwiterpen hernandulcynę (0,25 mg/g suchej masy) oraz 20 innych mono- i ses- 
kwiterpenów (22). W kulturach korzeni normalnych - prowadzonych na świetle - oraz w ko
rzeniach rośliny macierzystej, hernandulcyny nie stwierdzono. Związek ten jest jednym ze 
składników olejku otrzymywanego z części nadziemnych tej rośliny.
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Hodowla korzeni transformowanych - jak się wydaje - jest obiecująca w wypadku roślin 
olejkowych, w których olejek gromadzi się w organach podziemnych. Z dotychczasowych 
badań wynika, że w kulturach niezorganizowanych (zawiesina, kalus) można otrzymać tylko 
niektóre ze składników olejków (32). W Katedrze i Zakładzie Biologii i Botaniki Farmaceutycznej 
AM w Warszawie podjęto prace dotyczące otrzymywania kultur normalnych i transformowanych 
korzeni kolurii kuklikowej {Coluria geoides). Z korzeni roślin tego gatunku uzyskuje się do 1,8% 
olejku zawierającego 96% eugenolu. Badania dotyczące zawartości olejku i jego głównego 
składnika w korzeniach różnie otrzymywanych są w toku.

4. Perspektywy wykorzystania korzeni włośnikowatych
Przedstawione wyniki wskazują na duże korzyści natury poznawczej i praktycznej, jakie 

mogą wyniknąć z hodowli korzeni transformowanych. Mogą być one źródłem cennych sub
stancji z uwagi na swoje walory - głównie stabilność genetyczną i wysoką wydajność meta
bolitów wtórnych, która utrzymuje się na stałym poziomie przez dłuższy czas. Wskaźnik wzrostu 
oraz wydajność alkaloidów w kulturze korzeni transformowanych Atropa belladonna były stałe 
przez co najmniej rok (14), a w kulturze Calystegia sepium przez 6 lat (18). Wytwarzanie po- 
iiacetylenów w kulturach korzeni włośnikowatych gatunków z rodziny Compositae utrzymywało 
się na stałym poziomie przez 3 lata (4).

Hamill i in. (17) zwrócili uwagę na to, że w odróżnieniu od bogatej wiedzy na temat gro
madzenia się różnych substancji w organach roślin, mniej znane są drogi i miejsca biosyntezy 
tych związków. Dlatego trudno jest z góry przewidzieć czy wszystkie możliwe do wytworzenia 
kultury korzeni włośnikowatych będą mogły być wykorzystane do otrzymywania określonych 
substancji.

Przenosząc transformowane korzenie na odpowiednie pożywki, można doprowadzić do 
regeneracji roślin. Wysoko wydajne transgeniczne rośliny mogłyby być przenoszone do gruntu. 
Tą metodą uzyskano np. rośliny Solanum nigrum, gatunku interesującego ze względu na 
zawartość glikoalkaloidów (33). Możliwość regeneracji roślin z korzeni włośnikowatych powo
duje też, że coraz większe jest zainteresowanie wykorzystaniem Agrobacterium rhizogenes w 
inżynierii genetycznej do wektorowego transformowania roślin, w tym również roślin leczniczych 
{Digitalis purpurea (34), Glycyrrhiza uralensis (35)). Metody pracy w tym zakresie omówione 
zostały w podręcznikach (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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