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The conditions of transformed roots growth in bioreactors

S u m m a r y

Transformed roots are also called transgenic roots or due to their appear-
ance – hairy roots. Transformed roots are obtained by infection of plants or
parts of them with soil bacteria, Agrobacterium rhizogenes. Genetically trans-
formed roots are characterised by rapid and stable growth of biomass, genetic
stability, and stable biosynthesis of metabolites. Hairy roots can be an alterna-
tive source of many economically important chemicals like enzymes, pigments,
flavours and especially bioactive pharmaceuticals. Cultures of transformed roots
are comparatively easy to cultivate in shaking flasks. Application of flasks does
not allow to obtain great amount of biomass. There is a necessity of scaling up
the culture using bioreactors. The first attempts of scaling up the culture were
connected with bioreactors designed for microbiological processes. However,
these bioreactors are inadequate for hairy roots cultures. Some promising re-
sults were achieved in the case of using mist bioreactor. This paper is a review
of bioreactors employed in cultures of hairy roots and mathematical modelling
of hairy root growth.
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1. Wprowadzenie

Alternatywnym Ÿród³em wielu cennych produktów pochodze-
nia roœlinnego, m.in. substancji aktywnych farmakologicznie, sub-
stancji aromatycznych, barwników, niektórych bia³ek (enzymów)
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i specyficznych polisacharydów mog¹ byæ roœlinne kultury in vitro, w tym korzenie
transformowane (transgeniczne, w³oœnikowate) [1,2]. Korzenie transformowane, po-
wstaj¹ce w wyniku transformacji plazmidowego DNA bakterii glebowych Agrobacterium

rhizogenes, charakteryzuj¹ siê szybkim przyrostem biomasy, stabilnoœci¹ genetycz-
n¹, wydajn¹, utrzymuj¹c¹ siê na sta³ym poziomie biosyntez¹ metabolitów [1,2].

Hodowle korzeni transformowanych, które stosunkowo ³atwo przebiegaj¹ w kol-
bach wstrz¹sanych, stwarzaj¹ problemy w procesach bioreaktorowych. Ze wzglêdu
na charakter wzrostu i delikatn¹ strukturê korzeni w³oœnikowatych konieczne jest
zastosowanie bioreaktorów o specjalnej konstrukcji [3,4].

2. Bioreaktory dla kultur korzeni transformowanych

Bioreaktory dla kultur korzeni transformowanych mo¿na sklasyfikowaæ wed³ug
ogólnego kryterium metody dostarczania energii do mieszania i transportu masy
[5], s¹ to: bioreaktory z mieszaniem mechanicznym (rys. 1), z mieszaniem pneuma-
tycznym (rys. 2), z mieszaniem hydraulicznym (rys. 3). Pierwsze próby powiêkszenia
skali hodowli korzeni w³oœnikowatych z kolb wstrz¹sanych zwi¹zane by³y z u¿yciem
bioreaktorów mieszad³owych zaprojektowanych do procesów mikrobiologicznych.
W bioreaktorach tych, si³y œcinaj¹ce wystêpuj¹ce w strefie pracy mieszad³a niszczy³y
delikatn¹ strukturê korzeni w³oœnikowatych, powoduj¹c powstawanie kalusa [3].
Podobne problemy wystêpowa³y w hodowli korzeni w bioreaktorze bêbnowym [6].
Tak¿e w klasycznych bioreaktorach z mieszaniem pneumatycznym (kolumny barbo-
ta¿owe, bioreaktory typu air-lift), gdzie mieszanie zachodzi pod wp³ywem pêcherzy-
ków powietrza, korzenie ulega³y niszczeniu [7,8]. Konieczna by³a zatem in¿ynierska
modyfikacja bioreaktorów o klasycznej budowie. Przyk³ady kultur korzeni w³oœniko-
watych hodowanych w bioreaktorach przedstawiono w tabeli 1.

T a b e l a 1

Przyk³ady zastosowania bioreaktorów w kulturach korzeni transformowanych

Typ bioreaktora
Pojemnoœæ

(dm3)
Kultura G³ówne metabolity Literatura

1 2 3 4 5

bioreaktory z mieszaniem mechanicznym

z mieszad³em mechanicznym 0,3
2
2
2
1

14

Armoracia rusticana

Tagetes patula

Panax ginseng

Panax quiquefolium

Daucus carrota

Catharathus roseus

–
tiofeny
ginzenozydy
ginzenozydy
–
ajmalicyna, katarantyna

[8]
[40]
[41]
[41]
[6]

[31]
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1 2 3 4 5

z mieszad³em mechanicznym z oddzie-
lon¹ czêœci¹ mieszad³ow¹

bêbnowy
bêbnowy z piank¹ poliuretanow¹ do im-
mobilizacji korzeni

0,3
2

3,5
14
1
1

Duboisia leichhardtii

Panax ginseng

Catharathus roseus

Datura stramonium

Daucus carrota

Daucus carrota

kopolamina
ginzenozydy
ajmalicyna, katarantyna
hiocsyjamina
–
–

[10]
[9]

[15]
[42]
[6]
[6]

bioreaktory z mieszaniem pneumatycznym

kolumna barbota¿owa

kolumna barbota¿owa z pó³kami
air-lift

air-lift z siatkowymi pó³kami
air-lift z siatkowym cylindrem do immo-
bilizacji korzeni

0,25
1,5
1,5
2,5
15
20
2,5
1,2
1,5
9
9

2,5
9
9

Hyoscyamus muticus

Fragaria × ananassa

Artemisia annua

Artemisia annua

Solanum tuberosum

Coleus forkoskohlii

Artemisia annua

Panax ginseng

Nicotina rusticana

Nicotina rusticana

Trigonella foenum-graceum

Artemisia annua

Nicotina rusticana

Trigonella foenum-graceum

–
–
artemizynina
artemizynina
–
forkoskolina
rtemizynina
ginzenozydy
nikotyna
nikotyna
diosgenina
artemizynina
nikotyna
diosgenina

[19]
[24]
[11]
[14]
[43]
[44]
[14]
[45]
[3]

[12]
[12]
[14]
[12]
[12]

bioreaktory z mieszaniem hydraulicznym

ze z³o¿em upakowanym

ze z³o¿em zraszanym

ze z³o¿em cyklicznie zraszanym

ze z³o¿em cyklicznie zalewanym

1
1,4
3,5
1,4
4

0,25
0,3
0,3

Nicotina rusticana

Beta vulgaris

Catharanhus roseus

Hyoscyamus muticus

Fragaria × ananassa

Hyoscyamus muticus

Armoracia rusticana

Armoracia rusticana

nikotyna
–
ajmalicyna, katarantyna
–
–
–
–
–

[17]
[22,23]

[15]
[19]
[24]
[19]
[8]
[8]

rozpy³owy 1,5
1,8
1,8
3
4
5
9

10

Artemisia annua

Carthamus tinctorius

Beta vulgaris

Stizolobium hassjoo

Fragaria × ananassa

Paulownia tomentosa

Atropa belladonna

Paulownia tomentosa

artemizynina
–
–

–
werbaskozyd
atropina
werbaskozyd

[11]
[22,23]
[22,23]

[28]
[24]
[27]
[46]
[27]

2.1. Bioreaktory z mieszaniem mechanicznym

W bioreaktorze mieszad³owym strefa rosn¹cych korzeni transformowanych, od-
dzielana jest od destrukcyjnego wp³ywu mieszad³a za pomoc¹ stalowego koszyka,
wewn¹trz którego nastêpuje rozwój biomasy. W badaniach przeprowadzonych dla
korzeni Nicotiana rustica [3], Panax ginseng [9] i Duboisia leichhardtii [10] potwierdzono
skutecznoœæ zastosowanej zmodyfikowanej konstrukcji bioreaktora z mieszad³em
mechanicznym.
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W typowym bioreaktorze bêbnowym, zastosowanym przez Kondo i wsp. [6] do ho-
dowli korzeni transformowanych Daucus carota, podczas obrotowego ruchu bêbna, ko-
rzenie ulega³y niszczeniu. Bioreaktor wyposa¿ono w warstwê poliuretanowej pianki,
przymocowanej do wewnêtrznej œcianki bioreaktora. Pianka poliuretanowa stanowi³a
rodzaj noœnika dla korzeni i stwarza³a dobre warunki podtrzymania ich i mechanicznej
ochrony. Dziêki takiej modyfikacji bioreaktora bêbnowego, korzenie transformowane
nie ulega³y odrywaniu siê i niszczeniu, co poprawi³o ogóln¹ wydajnoœæ procesu [6].

2.2. Bioreaktory z mieszaniem pneumatycznym

W bioreaktorach z mieszaniem pneumatycznym mieszanie zachodzi pod wp³y-
wem pêcherzyków sprê¿onego powietrza wprowadzanych przez dysze w dolnej
czêœci bioreaktora. Do hodowli korzeni transformowanych proponowane s¹ zarów-
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Rys. 1. Bioreaktory z mieszaniem: a) bêbnowy, b) klasyczny z mieszad³em mechanicznym do proce-
sów mikrobiologicznych, c) z mieszad³em mechanicznym z wydzielon¹ czêœci¹ do wzrostu korzeni,
d) z mieszad³em mechanicznym – œmig³owym z wydzielon¹ czêœci¹ do wzrostu korzeni.



no kolumny barbota¿owe jak i bioreaktory typu air-lift [7,8,11]. Korzystna okaza³a
siê modyfikacja tego typu bioreaktorów polegaj¹ca na zastosowaniu mechanicznej
matrycy, umo¿liwiaj¹cej „przyczepienie” korzeni i zabezpieczenie ich w ten sposób
przed uszkodzeniem. Takie unieruchomienie (immobilizacja) mo¿e byæ przeprowa-
dzone za pomoc¹ wprowadzonego do kolumny barbota¿owej koszyka z siatki stalo-
wej [11] lub nylonowej [12]. Ten sposób immobilizacji stosowano dla kultur korzeni
Trigonella foenum-graceum w bioreaktorze air-lift [12], dla kultur Artemisia annua

w kolumnie barbota¿owej [11]. Noœnikiem dla korzeni mo¿e byæ tak¿e poliuretano-
wa pianka. Taki sposób immobilizacji zastosowano w bioreaktorze air-lift dla korze-
ni Armoratia rusticana [8] i Datura metel [13]. Do unieruchomienia korzeni Artemisia

annua [14] w bioreaktorze air-lift i kolumnie barbota¿owej zastosowano pó³ki ze sta-
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Rys. 2. Bioreaktory z mieszaniem pneumatycznym: a) kolumna barbota¿owa z wk³adem mechanicz-
nym, c) kolumna barbota¿owa z pó³kami, d) bioreaktor typu air-lift, e) bioreaktor typu air-lift z noœnikiem
mechanicznym z wewnêtrzn¹ recylkulacj¹, f) bioreaktor typu air-lift z noœnikiem mechanicznym z zew-
nêtrzn¹ recyrkulacj¹, g) bioreaktor typu air-lift z pó³kami, h) bioreaktor typu air-lift z zewnêtrzn¹ rur¹ re-
cyrkulacyjn¹.



lowej siatki. Taka metoda umo¿liwia zabezpieczenie korzeni przed zniszczeniem,
a tak¿e umo¿liwia wzrost korzeni we wszystkich kierunkach.

2.3. Bioreaktory z mieszaniem hydraulicznym

W bioreaktorach z mieszaniem hydraulicznym energia dostarczana jest za po-
moc¹ zewnêtrznej pompy. Do hodowli korzeni w³oœnikowatych proponowano bio-
reaktor ze z³o¿em upakowanym z biomas¹ rosn¹c¹ na mechanicznym noœniku zanu-
rzonym w cyrkuluj¹cym, napowietrzanym pod³o¿u. Taki bioreaktor zastosowano dla
kultur korzeni w³oœnikowatych Catharathus roseus [15], Beta vulgaris [16] i Nicotiana

rusticana [17].
W kulturach korzeni Armoracia rusticana zastosowano bioreaktor mieszany hy-

draulicznie, z cyklicznie zalewanym z³o¿em korzeni immobilizowanych na piance
poliuretanowej [8].

Do tej grupy bioreaktorów zaliczany jest tak¿e bioreaktor z ci¹g³¹ faz¹ gazow¹
i rozproszon¹ faz¹ ciek³¹, w którym korzenie zawieszone na noœniku w atmosferze
powietrza, zraszane s¹ po¿ywk¹ w sposób ci¹g³y lub okresowy. W tego typu biore-
aktorze przeprowadzono hodowle korzeni Nicotiana glauca, Nicotiana rustica, Datura

stramonium [18], Hyoscyamus muticus [19] i Armoracia rusticana [20].
Bioreaktor z systemem zraszaj¹cym zastosowano w kulturze korzeni w³oœniko-

watych Datura stramonium [21]. Uk³ad bioreaktora sk³ada³ siê z kilku zasadniczych
czêœci: g³ównego bioreaktora o pojemnoœci 500 dm3, bioreaktora posiewowego
o pojemnoœci 10 dm3 i rury o specjalnej konstrukcji, umo¿liwiaj¹cej rozdrobnienie
korzeni i steryln¹ inokulacjê g³ównego bioreaktora. Proces przebiega³ w trzech eta-
pach. W pierwszym etapie przez 14 dni namna¿ano biomasê pochodz¹c¹ z kolb
wstrz¹sanych w bioreaktorze „wysiewaj¹cym” w pod³o¿u inokulacyjnym. Po tym
czasie, naczynie wysiewaj¹ce by³o umieszczane bezpoœrednio nad króæcem inokula-
cyjnym bioreaktora g³ównego i za pomoc¹ rury sterylnie przenoszono biomasê.
W drugim etapie rozdrobnione fragmenty korzeni by³y recyrkulowane w inokulacyj-
nym pod³o¿u, co powodowa³o ich zaczepianie na zawieszonych haczykach, nastêp-
nie pod³o¿e inokulacyjne by³o wypompowane. W trzecim etapie uruchamiano sys-
tem zraszaj¹cy; korzenie ros³y zawieszone na haczykowatych ³añcuchach w atmos-
ferze powietrza, zraszane pod³o¿em produkcyjnym.

Bioreaktory rozpy³owe nazywane te¿ mg³owymi (mist bioreactor) s¹ specjaln¹
konstrukcj¹ bioreaktora ze z³o¿em zraszanym. Korzenie transformowane rozwijaj¹
siê w nich na specjalnych noœnikach w atmosferze ja³owego powietrza, natomiast
zasilanie ich w sk³adniki od¿ywcze zachodzi poprzez doprowadzanie po¿ywki roz-
pylonej w postaci mg³y – kropelek o œrednicy kilku mikrometrów. Mg³a mo¿e zo-
staæ wytworzona za pomoc¹ ultradŸwiêkowych generatorów mg³y [11,22,23] lub
przez zastosowanie dysz rozpylaj¹cych o specjalnej budowie [24]. W konstrukcji ta-
kiego bioreaktora wyeliminowano warunki powstawania si³ œcinaj¹cych i u³atwiono
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dostêp tlenu do wzrastaj¹cej biomasy [25-27]. Efekty te warunkuj¹ przydatnoœæ ta-
kiego rodzaju bioreaktora do prowadzenia hodowli korzeni w³oœnikowatych.

W pracach eksperymentalnych, których celem by³o porównanie ró¿nych typów
bioreaktorów do hodowli korzeni transformowanych, stwierdzono wy¿sz¹ wydaj-
noœæ biomasy i metabolitów w bioreaktorach rozpy³owych [11,24]. W pracy Kim
i wsp. [11] badano produkcjê artemizyniny w kulturach korzeni Artemisia annua

w dwóch rodzajach bioreaktorów. Okaza³o siê, ¿e trzykrotnie wiêcej metabolitu uzy-
skano w bioreaktorze rozpy³owym (2,64 �g/g s.m.) ni¿ w kolumnie barbota¿owej
(0,98 �g/g s.m). Nuutila i wsp. [24] porównali wzrost korzeni Fragaria x ananassa

w bioreaktorze z korzeniami zraszanymi (trickling bioreactor), w bioreaktorze roz-
py³owym (mist bioreactor) i kolumnie barbota¿owej. Najwy¿szy przyrost œwie¿ej bio-
masy uzyskali w bioreaktorze rozpy³owym (37 g/dm3), podobny w kolumnie barbota-
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Rys. 3. Bioreaktory z mieszaniem hydraulicznym: a) z wydzielon¹ przestrzeni¹ dla korzeni, b) ze
z³o¿em zraszanym, na rusztach immobilizacji korzeni, c) rozpy³owy – rozpylanie cieczy za pomoc¹ ge-
neratora mg³y, d) rozpy³owy – rozpylanie cieczy za pomoc¹ dyszy rozpy³owej.



¿owej (32 g/dm3), natomiast najni¿szy w bioreaktorze zraszanym (24 g/dm3) [24]. Ho-
dowle korzeni Nicotiana tabacum w bioreaktorach: rozpy³owym, zraszanym, typu
air-lift oraz w kolbach wstrz¹sanych porównane zosta³y w pracy Whitney [4]. Przyrost
biomasy korzeni w bioreaktorze rozpy³owym (127,6 g) by³ ponad dwukrotnie wy¿szy
ni¿ w pozosta³ych hodowlach. W porównaniu z hodowl¹ kultur korzeni Paulownia

tomentosa w kolbach wstrz¹sanych po 28 dobach hodowli, wy¿sz¹ wydajnoœæ bioma-
sy i wy¿sz¹ produkcjê werbaskozydu uzyskano w bioreaktorze rozpy³owym (fot. 1
i 2) [27].

2.4. Monitorowanie wzrostu biomasy w bioreaktorach

Podczas prowadzenia hodowli korzeni transformowanych w bioreaktorach za-
sadniczym problemem analitycznym jest oznaczanie biomasy. Poniewa¿ nie ma mo¿-
liwoœci bezpoœredniego pomiaru jej przyrostu, w zwi¹zku z tym poszukuje siê me-
tod poœrednich. W celu dobrania odpowiedniej metody pomiaru biomasy obserwo-
wane by³y korelacje pomiêdzy przyrostem biomasy (œwie¿ej lub suchej masy) i ró¿-
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Fot. 1. Uk³ad bioreaktora zasilanego rozpy-
lon¹ po¿ywk¹.

Fot. 2. Kultura korzeni w³oœnikowatych
Paulownia tomentosa w bioreaktorze zasilanym roz-
pylon¹ po¿ywk¹ (o pojemnoœci 5 dm3).



nymi, zmieniaj¹cymi siê parametrami pod³o¿a. Badane by³y zmiany stê¿enia cukru
[28], zmiany ciœnienia osmotycznego [29,30] i zmiany konduktancji [11,15,28-31].
Pomiar konduktancji, jako parametru okreœlaj¹cego przyrost biomasy korzeni w³oœ-
nikowatych wykorzystywany by³ w wielu pracach. Próbowano sformu³owaæ ró¿ne
matematyczne zale¿noœci pomiêdzy przyrostem biomasy i zmieniaj¹c¹ siê konduk-
tancj¹ pod³o¿a hodowlanego:

X = A + B · � [27,28] (1)
�X = a · �� [8,27,30] (2)

gdzie: � – konduktancja, X – masa korzeni, �� – zmiana konduktancji, �X –
wzrost suchej biomasy, a, A, B – wyznaczone doœwiadczalnie wspó³czynniki.

Korelacjê pomiêdzy wzrostem biomasy i zmian¹ konduktancji zaproponowano dla
kultur korzeni w³oœnikowatych P. tomentosa hodowanych w kolbach wstrz¹sanych. Po-
miar konduktancji wykorzystano do œledzenia wzrostu korzeni P. tomentosa w bioreak-
torze rozpy³owym o pojemnoœci 10 dm3. Korzystaj¹c z wyznaczonych zale¿noœci linio-
wych w kolbach wstrz¹sanych, wyznaczono hipotetyczny wzrost biomasy w bioreak-
torze. Koñcowy wynik uzyskany z liniowej zale¿noœci by³ ni¿szy od rzeczywistego
o 6,8%. Stwierdzono, ¿e konduktancja mo¿e byæ zastêpczym parametrem monito-
ruj¹cym wzrost biomasy korzeni P. tomentosa w bioreaktorze rozpy³owym [27].

Wyznaczenia koñcowej masy korzeni na podstawie pomiarów konduktancji do-
konano w pracy Taya i wsp. dla kultur korzeni A. rusticana [8]. Po 25 dobach hodowli
w bioreaktorze z mieszad³em mechanicznym, na podstawie pomiaru konduktancji,
uzyskano nastêpuj¹ce wartoœci dotycz¹ce biomasy: 5,1 kg s.m./m3 (rzeczywista
4,8 kg s.m./m3); w bioreaktorze air-lift: 5,1 kg s.m./m3 (rzeczywista 2,8 kg s.m./m3);
w bioreaktorze ze z³o¿em zraszanym: 7,1 kg s.m./m3 (rzeczywista 6,8 kg s.m./m3).
Du¿y b³¹d pomiêdzy oszacowan¹ za pomoc¹ konduktancji mas¹ i zwa¿on¹ mas¹
rzeczywist¹ na koñcu procesu obserwowano w hodowlach prowadzonych w biore-
aktorze z mieszad³em mechanicznym i typu air-lift. Proponowana metoda nie w ka¿-
dym przypadku pozwala³a na dok³adny pomiar biomasy, ale podczas trwania ho-
dowli dawa³a obraz jego przebiegu – w fazie najintensywniejszego wzrostu, gwa³-
townie mala³a konduktancja.

W dwuetapowych kulturach korzeni transformowanych Duboisia leichhardtii

w bioreaktorze stwierdzono, ¿e konduktancja spada³a podczas pierwszego etapu
hodowli, czyli w czasie intensywnego wzrostu biomasy korzeni, natomiast pozosta-
wa³a niezmieniona w drugim etapie procesu, podczas produkcji skopolaminy. Takie
obserwacje mog¹ byæ istotne w projektowaniu i regulowaniu procesów biosyntezy
okreœlonych metabolitów [10].

Badanie zmiany stê¿enia cukru w pod³o¿u pohodowlanym mo¿e tak¿e stanowiæ
metodê poœredniego okreœlania wzrostu korzeni. Matematyczn¹ zale¿noœæ pomiê-
dzy wzrostem korzeni i zmian¹ zawartoœci cukru w po¿ywce stwierdzono dla korze-
ni Stizolobium hassjoo [28]:
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X = B+A S (3)

gdzie X – sucha masa korzeni, S – stê¿enie cukru, A, B – wspó³czynniki w równa-
niu.

Kolejn¹ propozycj¹ by³o badanie zmian ciœnienia osmotycznego. Tak¹ metodê
oszacowania przyrostu biomasy zaproponowano dla korzeni transformowanych
Hyoscyamus muticus [29] i Tagetes patula [30].

Odmienn¹ koncepcj¹ pomiaru wzrostu korzeni w kulturze bioreaktorowej by³o
wyposa¿enie bioreaktora w statyw o trzech nó¿kach, z których jedna (skrócona)
umieszczona by³aby na wadze [27]. Rozwi¹zanie to wymaga³o odpowiedniego wy-
kalibrowania wskazañ wagi jako czêœci rzeczywistego przyrostu biomasy w bioreak-
torze. Okresowe przerwy w doprowadzeniu po¿ywki pozwala³y na pomiar masy bio-
reaktora z rosn¹cymi korzeniami po sp³yniêciu nadmiaru po¿ywki W ten sposób œle-
dzono przyrost mokrej biomasy. Wykorzystana w eksperymencie metoda nie przy-
nios³a jednak oczekiwanego rezultatu, poniewa¿ waga czêsto ulega³a rozkalibrowa-
niu, uniemo¿liwiaj¹c dok³adny pomiar.

3. Kinetyka i modelowanie wzrostu korzeni transformowanych

Badania kinetyki procesu biotechnologicznego obejmuj¹ pomiar i analizê szyb-
koœci wzrostu biomasy, szybkoœci wykorzystywania sk³adników pod³o¿a, tworzenia
metabolitów i ustalenie zale¿noœci matematycznych pomiêdzy tymi wielkoœciami
[32]. Poznanie kinetyki pozwala na opisanie procesów biologicznych za pomoc¹
równañ matematycznych i stworzenie matematycznych modeli wzrostu. W dotych-
czasowym piœmiennictwie przedmiotem wielu prac eksperymentalnych jest modelo-
wanie procesów mikrobiologicznych, pozwalaj¹ce przewidzieæ szybkoœæ wzrostu
mikroorganizmów [5,32]. Niewiele natomiast uwagi poœwiêcono modelowaniu
wzrostu korzeni w³oœnikowatych. Kultury korzeni i innych zorganizowanych tkanek
roœlinnych znacznie ró¿ni¹ siê od kultur mikrobiologicznych i roœlinnych kultur za-
wiesinowych. Formowanie nowych komórek zachodzi w specyficznych tkankach
merystematycznych, podczas gdy pozosta³e komórki podlegaj¹ czasowym zmianom
w inne typy tkanek, takich jak: floem, ksylem [33]. Zró¿nicowanie komórek korzenia
przedstawiono na rysunku jego poprzecznego przekroju (rys. 4). Podejmuj¹c próby
modelowania wzrostu korzeni nale¿y uwzglêdniæ fakt, ¿e nie wszystkie komórki
maj¹ porównywalny cykl komórkowy i znajduj¹ siê w porównywalnych fazach cyklu
komórkowego [34]. W zwi¹zku z tym poszukiwane s¹ metody analizy zmian za-
chodz¹cych w komórkach podczas wzrostu korzeni [35].

W badaniach korzeni w³oœnikowatych Artemisia annua Wyslouzil i wsp. [36] ob-
serwowali rzeczywisty wzrost pojedynczych korzeni w specjalnie skonstruowanych
bioreaktorach i opisali wyd³u¿anie i rozga³êzianie siê pojedynczych korzeni w funk-
cji czasu. Zaproponowana zale¿noœæ ma postaæ:
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Przyrost d³ugoœci =
L - L

L
0

0

(4)

Jednostka wzrostu korzenia=
ca³kowita d³ugoœæ korzenia

liczba wierzcho³ków
(5)

W modelu wzrostu korzeni w³oœnikowatych Kino-Oka i wsp. [37], przyjêli za-
³o¿enia zgodne z morfologi¹ rozga³êziania i wyd³u¿ania siê korzeni (rys. 5 ). W mo-
delu tym za³o¿ono, ¿e:
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Rys. 4. Schemat poprzecznego przekroju korzenia wg Yu [34]: 1) plerom – walec osiowy, 2) pery-
blem – kora pierwotna, 3) floem, 4) ksylem, 5) w³oœniki, 6) epiblema – skórka korzenia, 7) endoderma
– œródskórnia, 8) pasma Caspary’ego.

Rys. 5. Schemat wzrostu korzeni w³oœnikowatych wg Kino-Oka i wsp. [38].



1) korzenie w³oœnikowate rosn¹ w sposób jednowymiarowy, wyd³u¿aj¹c siê na
wierzcho³ku korzenia – merystemie (wierzcho³ek wzrostu, GP) o d³ugoœci LG;

2) podwojenie siê GP w korzeniu w³oœnikowatym nastêpuje w ci¹gu niezna-
cz¹cego czasu; ka¿dy GP roœnie i formuje wysoko rozga³êziony korzeñ w³oœnikowa-
ty;

3) czynniki œrodowiska, takie jak np. si³y œcinaj¹ce, powoduj¹ zanikanie GP;
4) korzeñ jest cylindrem o œrednicy D i d³ugoœci L.

W podstawowym za³o¿eniu 1, liniowy wzrost jednego GP opisano równaniem:

dL/dt = �LG (6)

gdzie � – w³aœciwa szybkoœæ wyd³u¿ania GP; �t – czas pomiêdzy kolejnymi po-
dzia³ami GP, �t przedstawiono wzorem:

�t = dL / L G

0

L

� (7)

Warunki graniczne:
t = 0 ; L = L0 ; N = N0 ; (nb = 1)

t = tI,nb ; L = LI,nb ; N = NI,nb ; (nb � 2)

gdzie: t – czas wzrostu korzeni, L – d³ugoœæ korzenia, N – liczba wierzcho³ków
GP, indeks 0 – warunki pocz¹tkowe, I nb – wartoœci po czasie tI,nb.

Szybkoœæ niszczenia GP opisano wzorem:

dN/dt = -k N (8)

Wyznaczaj¹c ogóln¹ d³ugoœæ korzenia L z pierwszego przedstawionego w mode-
lu równania, z uwzglêdnieniem zniszczenia N sto¿ków GP, wyznaczono stê¿enie su-
chej masy korzeni X w nastêpuj¹cej postaci:

X = � � (1 – Wc) LD2/4 V (9)

gdzie: Wc – zawartoœæ wody w korzeniach, X – sucha biomasa korzeni, � – gê-
stoœæ korzenia, � – specyficzna szybkoœæ wyd³u¿ania, L – d³ugoœæ korzenia w³oœni-
kowatego, D – œrednica korzenia, V – objêtoœæ pod³o¿a.

W pracy Kim i wsp. [34] i Hjorsto [38] zaproponowano najpierw model roz-
ga³êziania siê korzenia (rys. 6), a nastêpnie pewne modele segregowane wzrostu ko-
rzenia oraz stochastyczny model rozga³êziania korzenia z uwzglêdnieniem zamiera-
nia pewnej iloœci sto¿ków wzrostu. Zaproponowany model pozwala okreœliæ iloœæ
frakcji – F(i,N) korzeni o N ¿ywych wierzcho³kach, po czasie i·�t w sposób reku-
rencyjny (na podstawie iloœci frakcji po czasie (i-1)·�t).
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F i, N = F i - 1, M
M!

N / 2 ! M - N / 2 !
p 1 - p

N/ 2 M-N/ 2

M=N/ 2

2i-1

(10)

Zaprezentowano równie¿ wykorzystanie tego modelu do wyliczenia liczby ko-
rzeni z martwymi wierzcho³kami.

F i,0 = F j - 1, M 1 - p
M

M=1

2

j=1

i i-1

(11)

gdzie: �t – czas, po którym pewna iloœæ wierzcho³ków korzeni podwaja siê przy
za³o¿eniu, ¿e ¿aden wierzcho³ek nie obumrze, N – iloœæ wierzcho³ków powsta³ych
z iloœci M w czasie �t: F(i,N) – iloœæ frakcji korzeni o N ¿ywych wierzcho³kach, po
czasie i·�t: F(i,0) – iloœæ frakcji korzeni z martwymi wierzcho³kami, po czasie
i·�t: p – prawdopodobieñstwo, ¿e dany wierzcho³ek ulegnie podwojeniu, a nie ob-
umrze w czasie �t.

Wzrost kultur korzeni transformowanych próbowano opisaæ równaniami wyko-
rzystywanymi w kulturach drobnoustrojowych. Podjêto próbê opisania wzrostu ko-
rzeni w³oœnikowatych za pomoc¹ krzywej logistycznej [27,31,39]:
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Rys. 6. Schemat przyrostu odga³êzieñ wg Hjorsto [39]; odga³êzienia korzeni s¹ oznaczone za po-
moc¹ strza³ek, a miejsca tworzenia wierzcho³ka – za pomoc¹ kropek: t – czas wzrostu korzenia, �t1 –
czas, po którym powstaje wierzcho³ek na korzeniu rodzicielskim, �t2 – czas, po którym powstaje bocz-
ne odga³êzienie z wierzcho³ka na korzeniu rodzicielskim.



X = XM/(1+Ae-k t) (12)

gdzie: XM – maksymalna masa korzeni, k – wspó³czynnik wzrostu, A – iloraz
masy plonu do masy inokulatu, X – masa korzeni, t – czas hodowli.

Ten model zastosowano dla kultur korzeni w³oœnikowatych P. tomentosa i otrzy-
mano: XM = 10,33 [g/dm3], k = 0,309 [doba-1]; A= 880 [27].

Model logistyczny wzrostu korzeni zaproponowali Moreno-Valenzuela i wsp.
[31]. Dla kultur korzeni w³oœnikowatych Catharathus roseus; zaproponowano zale¿noœæ
X = 13/(1+e(-0,157t)). Model logistyczny przedstawili tak¿e Rijwani i wsp. [39] dla
kultur korzeni Catharathus roseus; dla kilku pasa¿y otrzymali: X = XM/(1+e(4,71-0,27t)),
X=XM/(1+e(4,99-0,24t)), X=XM/1+e(5,16-0,21t).

Przyrost masy korzeni opisywano tak¿e za pomoc¹ krzywej wyk³adniczej:

X = X0 e�t (13)

Ten model wykorzystano w kulturze korzeni w³oœnikowatych Paulownia tomentosa

do opisu fazy intensywnego wzrostu korzeni [27]. Wyznaczona w³aœciwa szybkoœæ
wzrostu dla korzeni P. tomentosa wynosi³a: � = 0,173 [doba-1], a okres podwojenia
biomasy korzeni td = 4,01 [doba].

4. Podsumowanie

W badaniach kultur korzeni w³oœnikowatych wa¿nym i aktualnym kierunkiem
prac jest znalezienie optymalnej do ich wzrostu konstrukcji bioreaktora, umo¿li-
wiaj¹cej powiêkszenie skali hodowli i komercyjne wykorzystanie korzeni. Obie-
cuj¹ce wyniki osi¹gniêto w przypadku zastosowania bioreaktora rozpy³owego lub
mg³owego nie stosowanego dotychczas do hodowli drobnoustrojów (mist, nutrient-mist

bioreactor). W pracach badawczych, jak dot¹d, niewiele uwagi poœwiecono kinetyce
i modelowaniu wzrostu korzeni w³oœnikowatych, zatem ten obszar in¿ynierii biore-
aktorowej wymaga intensyfikacji badañ.
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