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Formation and characterization of hairy roots
Summary

Agrobacterium rhizogenes is a soil phytopathogen, which infects wounded
plant tissue and generates overproliferation of neoplastic roots. Hairy-root cul-
tures obtained by transformation of plant tissue by A. rhizogenes have evolved as
an important tool for biosynthesis of plant secondary metabolites. This review
discusses the methods for efficient plant transformation and hairy root forma-
tion for secondary metabolites production.
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1. Wstep

Na poczatku XIX w. Smith i Townesend (1) wykazali, ze przy-
czyng powstawania tumorowych narosli na szyjce korzeniowej
niektérych gatunkéw roslin sa bakterie. Obecnie wiadomo, ze
czynnikiem sprawczym sg bakterie z rodzaju Agrobacterium na-
lezace do rodziny Rhizobiaceae. Do niedawna systematyka rodza-
ju Agrobacterium opierata sie wylacznie na zdolnos$ciach choro-
botworczych w stosunku do roslin (obecnos$cia koniugacyjnego
plazmidu zawierajgcego geny odpowiedzialne za patogenicznos¢
bakterii) i rodzaj ten obejmowat takie gatunki jak: A. tumefaciens,
A. rhizogenes, A. rubi, A. vitis oraz gatunek niepatogeniczny —
A. radiobacter. Jednakze nomenklatura przyjeta na podstawie pa-
togenicznos$ci nie wykazuje powigzania z taksonomia opartg na



pozostatych cechach fenotypowych i genetycznych bakterii (2). Porownanie sekwen-
¢ji 16S rRNA, wskazuje na wspolne pochodzenie rodzajow Agrobacterium i Rhizobium.
Young i in. (3,4) opierajac sie na sekwencji kodujacej 16S rRNA proponujg polacze-
nie we wspolny rodzaj Rhizobium wszystkich gatunkéw z rodzaju Agrobacterium,
Rhizobium i Allorhizobium. Sugerowane, zmienione nazewnictwo bakterii z rodzaju
Agrobacterium wygladatoby nastepujaco: Rhizobium radiobacter (obejmujace dawne
A. tumefaciens i cze$¢ A. radiobacter), R. rhizogenes, R. rubi i R. vitis (3, www.cme.msu.
edu/Bergeys). Ze wzgledu na fakt, ze wiekszo$¢ badaczy postuguje sie starg nazwa
A. rhizogenes, taka nazwa bedzie uzywana w dalszej czesci publikacji, opartej na
przegladzie literatury Swiatowej i polskiej, opublikowanej od 1982 r. do potowy
2004 r. Celem pracy jest zebranie i usystematyzowanie zagadnien dotyczacych me-
chanizméw warunkujacych patogeniczno$¢ A. rhizogenes i zastosowan praktycznych
tej bakterii do produkcji metabolitow wtérnych. Pominiete zostang w pracy inne za-
stosowania korzeni wio$nikowatych, jak np. badanie proceséw biologicznych i bio-
chemicznych zachodzgcych w podziemnych organach rosliny, fitoremediacja czy tez
produkcja biatek heterogennych i przeciwcial monoklonalnych wytwarzanych dzieki
transformacji roslin zmodyfikowanymi genetycznie szczepami A. rhizogenes.

2. Genetyczne podloie powstawania korzeni wlo$nikowatych

A. rhizogenes jest gramujemna pateczka glebowa, nie wigzaca azotu atmosferycz-
nego, wykazujaca zdolnos¢ ruchu dzieki posiadaniu od 1 do 4 perytrychalnie uto-
zonych rzesek. Osiaga optimum wzrostu w temperaturze wynoszacej 26°C i w prze-
dziale pH od 5 do 9 (3). Bakterie z gatunku A. rhizogenes sg fitopatogenami, infe-
kujacymi rosliny dwuliScienne, wywotujgcymi w miejscu infekcji powstawanie ko-
rzeni wlosnikowatych (5). Nazwa A. rhizogenes nadana zostata przez Rikera w 1930 r.
ze wzgledu na zdolno$¢ bakterii do indukcji tworzenia korzeni wlo$nikowatych
(rhizogenic reaction) w miejscu infekgji (3). W wyniku infekgcji, fragment plazmidu Ri
A. rhizogenes jest przenoszony do komorek roslinnych i w efekcie nastepuja zmiany
w metabolizmie zainfekowanych komoérek roslinnych (6). Rozwdéj procesu chorobo-
wego wywolywanego przez A. rhizogenes moze prowadzi¢ takze do zniesienia efek-
tu dominacji wierzchotkowej, skracania miedzywezli, zwiekszenia liczby kwiatow,
redukgcji produkcji pytku, a w rezultacie zaburzenia procesu wytwarzania nasion (7).

Zdolno$¢ A. rhizogenes oraz A. tumefaciens do transformacji roslin zwigzana jest
z obecnoscig w komérkach tych bakterii plazmidu wielko$ci okofo 200 tys. par za-
sad (pz). W wyniku transformacji fragment DNA, oznaczany jako T-DNA (transferred
DNA), wielkosci od 10 do 30 tys. par zasad wbudowany jest do genomu komorki ros-
linnej (8). Plazmid obecny w szczepach A. rhizogenes oznaczono jako pRi (roots indu-
cing plasmid) (9). Nazwa plazmidu zwigzana jest z obecno$cig w nim fragmentu DNA
zawierajgcego geny, ktore mogg by¢ w procesie patogenezy przeniesione do komo-
rek roslinnych i zintegrowane z genomem roslinnym, czego efektem jest powstawa-



Otrzymywanie i charakterystyka kultur korzeni wio$nikowatych

Transformowana komorka roslinna
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Korzenie wto$nikowate

Rys. 1. Powstawanie korzeni wlosnikowatych w wyniku wbudowania fragmentu plazmidu Ri
A. rhizogenes (T-DNA) do genomu roslinnego.

nie korzeni wlosnikowatych (rys. 1). Z kolei plazmid obecny w komoérkach A. tumefaciens
zawierajacy geny indukujace powstawanie tumoréw nazwano pTi (tumor inducing
plasmid) (10). Badania mechanizméw procesu transformacji prowadzone sg gtéwnie
dla A. tumefaciens. W przypadku A. rhizogenes literatura jest bardzo ograniczona. Po-
niewaz mechanizmy transformacji obu gatunkéw bakterii, jak sie wydaje, sa bardzo
podobne, dlatego tez w dalszej czeSci pracy postuzymy sie wynikami badan prowa-
dzonych na A. tumefaciens z uwzglednieniem informacji dotyczacych A. rhizogenes.
W procesie transformacji roslin przez bakterie z rodzaju Agrobacterium uczest-
nicza trzy regiony DNA, dwa zlokalizowane w plazmidzie: odcinek T-DNA i region
wirulencji z genami vir oraz trzeci zlokalizowany w chromosomie bakteryjnym za-
wierajacy geny chv, ktorych ekspresja umozliwia absorbcje (attachment) bakterii na
powierzchni rosliny (5,11). Odcinek T-DNA zawiera enzymy uczestniczace w meta-
bolizmie hormonoéw roslinnych (auksyn i cytokinin) oraz geny opin (12). Metabolity
z grupy opin to pochodne aminokwasow, giéwnie argininy, np. agropina, mannopi-
na, kwas agropinowy, kwas mannopinowy (13), kukumopina (14), mikimopina —
stereoizomer kukumopiny (15). Opiny sa wykorzystywane jako podstawowe zrédio
wegla i azotu przez bakterie z rodzaju A. rhizogenes zasiedlajace przestrzenie mie-
dzykomoérkowe zainfekowanych tkanek roslinnych. Ze wzgledu na rodzaj produko-
wanych przez bakterie opin, podzielono je na typy (np. szczepy produkujace agropi-
ne naleza do typu agropinowego). W plazmidzie Ri (poza T-DNA) znajduja sie geny
kodujace enzymy katabolizmu opin (opc). W przypadku niektérych szczepow
(A. rhizogenes A4 i 15834) geny te zlokalizowane sg w drugim plazmidzie (13).
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Region wirulencji zawiera operony virA, B, D, G, ktore niezbedne sg w procesie
transformacji oraz operony virC i virE, ktérych ekspresja znacznie podnosi wydaj-
nos$¢ tego procesu. Proces patogenezy polega na przeniesieniu fragmentu T-DNA
z plazmidu bakteryjnego do jadra komorki roslinnej, a nastepnie integracji do geno-
mu komoérki roslinnej. W efekcie nastepujg zmiany programu genetycznego zainfe-
kowanej komérki. Przeniesienie T-DNA z komorki bakteryjnej do komorki roslinnej
wykazuje pewne podobienstwo do procesu koniugacji miedzy dwiema komoérkami
bakteryjnymi (9).

Proces infekcyjny zwigzany jest z ekspresja gendw vir zlokalizowanych w plazmi-
dzie i genéw chy zlokalizowanych w chromosomie bakteryjnym. Geny chv warunkuja
wytwarzanie biatek i glikoprotein istotnych w procesie absorbcji bakterii z rodzaju
Agrobacterium na powierzchni organéw roslinnych (w szczegolnos$ci korzeni). Eks-
presja genow vir (w szczeg6lnosci biatka sensorycznego virA) jest indukowana przez
wydzielane przez zraniong mechanicznie tkanke roslinng zwigzki fenolowe, np. ace-
tosyringon (16) i alfahydroksy-acetosyringon (10). Kolejny sktadnik kaskady sygna-
towej — biatko VirG, po ufosforylowaniu wigze sie z elementami promotorowymi
Lvir” 1 aktywuje transkrypcje genéw wirulencji plazmidu pTi oraz genéw chromoso-
malnych odpowiedzialnych za adhezje bakterii do infekowanej komérki roslinnej
(17). W przypadku A. tumefaciens ekspresja operonu virD prowadzi do syntezy enzy-
mu wycinajgcego fragment T-DNA z plazmidu pTi. Odcinki T-DNA (pTi i pRi) sg oto-
czone sekwencjami granicznymi rozpoznawanymi przez VirD2 (9). Biatko VirD2 po-
dobnie jak endonukleazy, nacina DNA i pozostaje zwigzane kowalencyjnie z koncem
5’ ssT-DNA chronigc je przed degradacja przez egzonukleazy typu 5'— 3’'w testach
in vitro (18). Dodatkowo ssT-DNA optaszczane jest przez biatka VirE2. Do jadra ko-
morki roslinnej przenoszony zostaje kompleks sktadajgcy sie z ssT-DNA i biatek:
VirD2 i VirE2. W nowszych badaniach nad A. tumefaciens wskazuje sie, ze kompleks
T-DNA - VirD2 oraz biatko VirE2 przenoszone sg niezaleznie od siebie (19). Kanat
umozliwiajgcy przetransportowanie kompleksu przez btone komorkowa i $ciane ko-
mérkowa zbudowany jest z biatek VirB i VirD4 (20). Wewnatrz komorki roslinnej
kompleks DNA i biatka VirD2 i VirE2 przenoszony jest poprzez btone jadrowa do
jadra komoérkowego, gdzie T-DNA ulega integracji do genomu roslinnego. Moleku-
larne mechanizmy integracji T-DNA nie s3 jeszcze do konca poznane. Na podstawie
badan z uzyciem mutanta biatka VirD2, zaproponowano model integracji T-DNA
uwzgledniajgc potencjalng funkcje VirD2 jako integrazy (21). W nastepnym etapie
jednoniciowy T-DNA wtaczany jest do genomu roslinnego. Ziemienowicz i in. (22)
w przeprowadzonych przez siebie badaniach wskazuja, ze proces ten jest katalizo-
wany przez ligaze roslinng. W ostatnim etapie nastepuje dobudowanie nici komple-
mentarnej do ssT-DNA (21). W efekcie wbudowania T-DNA do genomu roslinnego
nastepuje ekspresja znajdujgcych sie w obrebie T-DNA genéw warunkujgcych bio-
synteze auksyn i cytokinin — tzw. onkogenéw lub uwrazliwienie komorki na ich
dziatanie. Przenoszone geny zawierajg sekwencje regulatorowe, typowe dla komo-
rek eukariotycznych. Przy koncu 5’genéw T-DNA znajduja sie sekwencje promotoro-
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we — sekwencja TATA, polozona 25-30 pz przed miejscem rozpoczecia transkrypcji
genu oraz sekwencja CCAAT, potozona 40-50 nukleotydéw przed sekwencjg TATA
(23). Sa to elementy promotorowe, czesto wystepujgce w genomach roslinnych, tak
u roslin dwu- jak i jednolisciennych (23,24). Przy koncu 3’ znajduja sie sygnaty do
poliadenylagcji, najczesciej AATAAA lub pokrewne: AATAAT, AATATA, TATAAA, AATGAA,
AATAAG, istotne w procesie transkrypgcji (23). Dzieki obecnosci eukariotycznych ele-
mentow regulatorowych, geny zlokalizowane w obrebie T-DNA moga ulega¢ wydaj-
nej ekspresji w komérkach roslinnych.

W zaleznosci od szczepu w komorkach bakterii z gatunku A. rhizogenes wyste-
puja pewne réznice w budowie regionu T-DNA (25). Szczepy bakterii typu kukumo-
pinowego i mannopinowego posiadaja pojedynczy fragment T-DNA. Z kolei typ
agropinowy posiada dwa odrebne odcinki T-DNA, lewy czyli T; -DNA i prawy Tg - DNA
(26). Prawy i lewy segment T-DNA sa przenoszone do komorki roslinnej niezaleznie
(27). Wykazano, ze T;-DNA pelni wazniejszg role w indukcji tworzenia korzeni wtos-
nikowatych i jest odpowiedzialny za zmiany fenotypowe w zainfekowanej tkance,
czyli powstawanie korzeni wiosnikowatych (28). Ekspresja czterech gendéw rolA,
rolB, rolC, rolD zlokalizowanych w regionie T;-DNA plazmidu Ri jest niezbedna do
formowania korzeni wiosnikowatych (28,29). Rola poszczegé6lnych genéw rol nie
jest do konca poznana. W przypadku transformacji tytoniu gen rolB, jak sie okazuje,
jest czynnikiem istotnym w inicjacji tworzenia korzeni, poprzez zwiekszenie steze-
nia auksyny IAA, a gen rolA odpowiedzialny jest za wytwarzanie korzeni wlosniko-
watych (30). W jednej z hipotez zakiada sie, ze gen rolB koduje B-glikozydaze
zdolng do hydrolizy indolilo-B-glikozydéw (31), zas rolC B-glikozydaze cytokininowa
zdolng do hydrolizy N-glikozydow cytokinin (32). Aktywacja tych glikozydaz powo-
duje podwyzszenie stezenia wolnych auksyn i cytokinin w zainfekowanej tkance.
Druga hipoteza przedstawiona zostata przez zespo6t Maurela (33), ktory opubliko-
wal dane wskazujace, ze ekspresja genu rolB powoduje podwyzszenie wrazliwosci
komorek roslinnych na auksyny, poprzez aktywacje receptoréw zlokalizowanych
w btonie komérkowej (34). Casanova i in. (35) wykazali natomiast, ze ekspresja rolC
obok wiasciwos$ci cytokinino-zaleznych, wykazuje dziatanie podobne do auksyn.
Oprocz regeneracji pedéw i zmniejszonej dominacji wierzchotkowej, stymuluje réw-
niez intensywny rozrost korzeni, przy czym poziom endogennych auksyn nie ulega
zmianie, mimo zwiekszonej ryzogenezy (35). Gen rolC wplywa prawdopodobnie na
metabolizm endogennych regulatorow wzrostu, badz uwrazliwia rosliny na ich dzia-
tanie, jednak doktadna jego funkcja nie jest do konca poznana (36). W przypadku
A. tumefaciens w rejonie Tr-DNA zlokalizowane sg geny tms 1, 2 odpowiedzialne za
synteze auksyn (37) oraz gen tmr odpowiedzialny za synteze cytokinin (38). Podwyz-
szenie poziomu hormonéw roslinnych indukuje podziaty komérkowe i prowadzi do
powstawania guzow (A. tumefaciens) lub korzeni wtosnikowatych (A. rhizogenes) (39).
Rownoczesnie nastepuje ekspresja genéw warunkujgcych biosynteze opin. Ekspre-
sja genéw kodujacych opiny jest rozna w poszczegélnych klonach transformowa-
nych roélin (40) i zalezy od obecnosci w odcinku T-DNA okre$lonych genéw, liczby
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fragmentow T-DNA zintegrowanych z genomem roéliny oraz lokalizagcji tych odcin-
kéw w obrebie chromosomu roslinnego.

3. Transformacja w warunkach in vitro i czynniki wplywajace na jej
efektywnos¢

Na powodzenie prowadzonego w laboratorium za pomoca A. rhizogenes procesu
transformacji skfada sie wiele czynnikéw. Efektywnos$¢ transformacji zalezy od ge-
notypu A. rhizogenes (poziomu wirulencji), interakcji zachodzacej pomiedzy komor-
kami bakteryjnymi a ros$linnymi, gestosci inokulum, genotypu transformowanej ros-
liny, typu i sposobu przygotowania eksplantatéw oraz zdolnosci eksplantatu do re-
generacji po transformacji (41). Do czynnikéw wplywajacych na powodzenie trans-
formacji zalicza sie takze: spos6b wykonania inokulacji, warunki prowadzenia ko-
kultury oraz metode eliminacji bakterii Agrobacterium z kultur transformowanych.

3.1. Dobér szczepu

W przypadku prowadzonej w laboratorium transformacji tkanki roslinnej bardzo
istotne znaczenie ma zastosowanie odpowiedniego szczepu A. rhizogenes, ze wzgle-
du na fakt, ze okreslone szczepy bakterii wykazujg specyficzno$¢ w stosunku do
okreslonych gatunkoéw roslin. Tak na przyktad Boulton i in. (42) wykazali, ze szczepy
agropinowe i mannopinowe A. rhizogenes wywotujg infekcje kukurydzy, a z kolei
szczepy kukumopinowe nie sa wirulentne w stosunku do tej rosliny. Uwaza sie row-
niez, ze szczepy agropinowe wykazuja wyzszg wirulencje w porownaniu do innych
szczepOw bakterii z gatunku A. rhizogenes. Fakt ten moze sie wigzac z obecnoscia na
plazmidzie tych bakterii dwoch odrebnych odcinkéw T-DNA, tzw. lewego czyli T;-DNA
i prawego Tg-DNA (26). Porter (43) sugeruje, ze najwyzsza wirulencje sposrod szcze-
pow A. rhizogenes wykazuje szczep agropinowy 15834, a nastepnie w kolejnosci
szczepy A4 i LBA 9402.

Zaobserwowano takze réznice w fenotypie i wiasciwosSciach transformowanych ros-
lin z gatunku Ammi majus, zaleznie od szczepu A. rhizogenes wykorzystanego w trans-
formacji (fot. 1, dane nie publikowane). R6znice w wirulencji Agrobacterium i morfolo-
gii korzeni wio$nikowatych mogg by¢ wyjasnione przez obecnos¢ w komoérkach bakte-
ryjnych réznych plazmidoéw (44). Na przykiad w korzeniach wiosnikowatych uzyska-
nych w wyniku transformacji Hyoscyamus albus przy uzyciu dwoch szczepéw A. rhizogenes,
A4 i LBA-9402, wykazano duze r6znice w zawartosci metabolitow wtérnych. Korzenie
uzyskane w wyniku transformacji szczepem A4 produkowaly 3,5 razy wiecej atropiny
niz korzenie uzyskane po transformacji szczepem LBA-9402 (45). Powodem tych roz-
nic mogto by¢ uzycie dwéch réznych szczepow Agrobacterium lub tez inne czynniki ta-
kie jak: poziom ekspresji genow T-DNA, liczba kopii czy miejsce integracji.
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Fot. 1. Korzenie transformowane Ammi majus (A — po transformacji szczepem A4, B — szczep
LBA9402) i Ruta graveolens (C — szczep A4 , D — szczep LBA9402), Zaktad Ochrony i Biotechnologii
Roslin, MWB UG i AMG w Gdansku.

3.2. Czynniki indukcji plazmidowych genéw vir

W przypadku transformacji tkanek roslinnych bakteriami z gatunku A. rhizogenes,
czesto nieodzownym warunkiem powodzenia transformagji jest dodatek do pozyw-
ki stosowanej do wzrostu bakterii, zwigzkéw fenolowych, ktore odgrywaja role
w procesach chemotaksji i indukcji wirulencji A. rhizogenes. W naturalnych warun-
kach obecnos¢ zwigzkow fenolowych, wydzielanych przez zraniong tkanke roslinng,
wplywa na aktywacje plazmidowych gendéw vir, ktérych ekspresja jest niezbedna
w procesie transformacji. Melchers i in. (46) przetestowali okoto 50 r6znych zwigz-
kéw chemicznych pod katem zdolnosci do indukgji ekspresji genow vir i stwierdzili,
ze najbardziej efektywny byt acetosyringon (4-acetylo-2,6-dimetoksyfenol), nisko-
czasteczkowy zwigzek fenolowy wydzielany przez zranione komérki roslinne (10,16).
Dodanie acetosyringonu (stezenie koncowe 200 uM) do pozywki, na ktoérej rosty
kultury A. rhizogenes (szczep A4) podwyzszyto ponad 5-krotnie efektywnosc¢ trans-
formacji Alhagi pseudoalhagi (47). Zastosowanie acetosyringonu moze prowadzi¢ do
poszerzenia spektrum gatunkéw roslin, ktore ulegaja transformacji (48). Znacznie
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stabszg efektywnos¢ indukgji transformacji wykazywaty: kwas synapinowy, wanilina
i kwas wanilinowy. Dodatek sacharozy do pozywki Murashige-Skooge (MS) zawie-
rajgcej acetosyringon podwyzszyl wydajnos¢ transformacji Atropa belladonna (49).
Kolejnymi waznymi induktorami transformacji sa takie monocukry jak: glukoza, ga-
laktoza, arabinoza, fukoza i ksyloza (48). Cukry dziataja nie tylko jako czynniki che-
motaktyczne, ale réwniez jako induktory wirulencji Agrobacterium (50).

3.3. Wybor materiatu do transformacji

Istotny jest takze dobo6r materiatu do transformacji, konkretna tkanka lub organ
rosliny i jej stadium rozwojowe. Eksplantaty stosowane do transformacji mogg by¢
rozne: liscie, mfode siewki lub ich fragmenty (51), pedy (52), fragmenty korzeni (7),
protoplasty. Zazwyczaj najbardziej wydajne jest transformowanie mtodych tkanek,
np. infekowanie lisci z mtodych pieciotygodniowych roslin (53). W nielicznych przy-
padkach tylko okreslony fragment rosliny stanowi dobry materiat do transformacgji.
Przyktadem jest A. majus, w ktorym jedynie transformacja pierwszego wezta fodygi
pozwala na uzyskanie kultur korzeni wto$nikowatych (54). Wiaze sie to najprawdo-
podobniej z faktem, ze ta czes$¢ rosliny ma najwyzszg zdolno$¢ do regeneracji. Zdol-
nos¢ tkanek do regeneracji ma istotne znaczenie dla powodzenia transformacji.
W przypadku mtodych roslin Nicotiana tabacum wszystkie tkanki pedu zdolne byly
do wytwarzania korzeni transformowanych, natomiast w przypadku tkanek doj-
rzatych, korzenie rozwijaly sie tylko w wyniku transformacji komo6rek miazgi (55).

Rosliny jednoliScienne (trawy, zboza, rosliny cebulowe) sa ogélnie uznawane za
stabo podatne na transformacje przy uzyciu Agrobacterium. Nawet w przypadku uda-
nego transferu genéw T-DNA z A. rhizogenes nie nastepuje rozrost korzeni wtosniko-
watych. Trudno$ci w transformacji wynikaja z braku produkcji substancji chemotak-
tycznych pobudzajacych bakterie, badZ z zakiécen w samym procesie transferu
T-DNA (44). Jednak rosliny jednoliScienne nie sg catkowicie odporne na transforma-
cje (44). Akutsu i in. (56) opublikowali w 2004 r. wyniki transformacji Alstroemeria
szczepem A13 A. rhizogenes. Byt to pierwszy przyktad transformacji roslin jednolis-
ciennych przy uzyciu A. rhizogenes prowadzacy do stabilnej ekspresji ,,obcych” ge-
néw (56). Jakkolwiek transformowane rosliny nie przejawialy typowego fenotypu,
obserwowanego u roslin dwuliSciennych, jak rowniez nie odnotowano rozrostu ko-
rzeni wtosnikowatych. W tym przypadku sugerowana jest odmienna funkcja pro-
duktéw genow T-DNA u roslin jednolisciennych.

3.4. Eliminacja bakterii z kokultury

Opracowanie wydajnej metody transformacji i uzyskanie szybko rosnacych akse-
nicznych korzeni wlo$nikowatych jest pierwszym etapem badan. Jednakze waznym
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zagadnieniem jest rowniez wyeliminowanie bakterii A. rhizogenes z uzyskanych
w wyniku transformacji kultur roslinnych. W tym celu prowadzi sie badania pozwa-
lajgce na poznanie wrazliwo$ci r6znych szczepow A. rhizogenes na antybiotyki. Istot-
ny jest réwniez fakt, ze stosowane do eliminacji bakterii antybiotyki nie moga wyka-
zywac negatywnego wplywu na wzrost kultur roslinnych.

Kokultury (tkanki roslinne zainfekowane A. rhizogenes) przektada sie na pozywki
z okreslonym antybiotykiem po 3-5 dniach od inokulacji, a okre$§long dawke anty-
biotyku (ampicylina [1000 ug ml!]; kanamycyna [50 pg ml!] plus rimfacylina
[30 ug ml-1]; spektynomycyna [100 ug ml!]; karbenicylina [100 pug ml!] plus cefotak-
sym [30 pg ml!]) utrzymuje sie przez kilka kolejnych pasazy wykonywanych zwykle
co 10-14 dni. Zwykle po 5-6 pasazach korzeni transformowanych na pozywkach
ptynnych z antybiotykami uzyskuje sie kultury tkanek roslinnych catkowicie wolne
od bakterii. W dalszych etapach hodowli korzenie wlosnikowate hoduje sie w po-
zywkach ptynnych bez antybiotykéw (57).

3.5. Potwierdzenie procesu transformacji

Oprocz obserwowanych efektow fenotypowych w postaci szybko rosngcych ko-
rzeni wloSnikowatych, istotne jest potwierdzenie procesu transformacji na pozio-
mie molekularnym. W celu potwierdzenia transformacji tkanki roslinnej przez bak-
terie z gatunku A. rhizogenes stosuje sie reakcje PCR ze starterami komplementarny-
mi do sekwencji DNA genow rolB i rolC zlokalizowanych w regionie T;-DNA plazmi-
du Ri A. rhizogenes (58). Przeprowadzenie testéw PCR z zastosowaniem wymienio-
nych starterow oraz DNA izolowanego z korzeni wlosnikowatych jako matrycy, po-
zwala na wykazanie obecnosci sekwencji komplementarnych do genéw rolB i rolC
A. rhizogenes w transformowanych tkankach roslinnych, a tym samym potwierdzenie
procesu transformacji (54). Transformacje mozna rowniez udowodni¢ stosujac star-
tery, ktére zawieraja sekwencje komplementarne do sekwencji genoéw rolB i virD1
(59). Wczesniej do najczesciej wykorzystywanych metod stuzgcych do potwierdze-
nia transformacji tkanki roslinnej przez bakterie z gatunku A. rhizogenes nalezato
wykazanie za pomocg elektroforezy czy chromatografii bibulowej obecnosci opin
w transformowanych tkankach roslin (13).

4. Charakterystyka kultur korzeni transformowanych

4.1. Opis kultur korzeni wlo$nikowatych

Korzenie transformowane wykazuja wiele cech r6znigcych je od naturalnie wy-
stepujgcych korzeni. Nalezg do nich przede wszystkim: rozrost korzeni bocznych
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i ich plagiotropizm, zdolno$¢ do wzrostu w pozywce nie zawierajgcej regulatorow
wzrostu oraz brak przyrostu wtérnego i geotropizmu (60). Zmniejszona wrazliwo$¢
na grawitacje zwigzana jest prawdopodobnie ze zmodyfikowanym przemieszcza-
niem amyloplastow w statocytach lub wynika ze zmiany wrazliwosci na auksyny.
W efekcie, wydtuzajace sie komorki odpowiedzialne za wyginanie wykazujg zabu-
rzony geotropizm (61). Plagiotropizm korzeni jest cecha korzystng, gdyz przyczynia
sie do zwiekszenia ich napowietrzenia w ptynnej pozywce, a przez to réwniez do
szybkiej i wydajnej akumulacji biomasy korzeni (60). Inng istotng zaletg kultur ko-
rzeni wlo$nikowatych jest ich stabilno$¢ genetyczna. Wykazano, ze stabilne gene-
tycznie kultury korzeni wtosnikowatych mozna prowadzi¢ nawet przez ponad 8 lat,
podczas gdy inne rodzaje roslinnych kultur in vitro (np. kalus, zawiesina komérko-
wa) wykazujg sktfonno$¢ do zmiennosci somaklonalnej, ktéra moze zaburzy¢ wytwa-
rzanie cennych metabolitéw wtérnych (62). Jakkolwiek w literaturze dostepne sg
réwniez doniesienia §wiadczace o niestabilnosci genetycznej kultur korzeni wtosni-
kowatych. Przyktadem moga by¢ kultury Duboisia, w ktorych stwierdzono spowol-
nione tempo wzrostu korzeni w czasie kolejnych pasazy (63). Zaburzenia fenotypu
wynikajg najprawdopodobniej ze zmian w ekspresji genéw zlokalizowanych w obre-
bie T-DNA w transformowanych roslinach (64). Z kolei Xu i Jia (65) obserwowali
zmiany liczby chromosoméw w komérkach korzeni wto$nikowatych.

4.2. Charakterystyka roslin zregenerowanych z korzeni wlo$nikowatych

Proces regeneracji ro$lin z korzeni transformowanych moze zachodzi¢ sponta-
nicznie, np. w przypadku Convolvulus arvensis i N. tobacum, lub moze by¢ indukowa-
ny regulatorami wzrostu (7). W przypadku niektorych roslin, takich jak Lycopersicon
esculentum, indukcja tworzenia pedéw, a tym samym otrzymywania roslin potom-
nych z korzeni transformowanych, jest ograniczona. Podczas badan nad r6znymi
odmianami pomidora zauwazono jednak, ze na powodzenie organogenezy wply-
wa genotyp roslin (macierzystych) poddawanych transformacji. Czestotliwos¢ re-
generacji pedow wahata sie znacznie w poszczego6lnych odmianach i wynosita 65%
dla odmiany UC-97, 30% dla Momotaro i jedynie 25% w przypadku odmiany Edkawi
(66).

Powstate z korzeni wtosnikowatych rosliny potomne zawierajg w swoich komér-
kach T-DNA z plazmidu Ri. Fenotyp przekazywany jest w sposéb mendlowski (jak al-
lel dominujgcy), a ekspresja genéw rol w zregenerowanych roslinach objawia sie
wieloma zmianami morfologicznymi i fizjologicznymi (hairy root syndrome) (7). Na fe-
notyp sktada sie m.in. zmniejszona dominacja wierzchotkowa, pomarszczone liscie,
zaklocenia tempa wzrostu, plagiotropizm i odmienna budowa kwiatéw. Rosliny zre-
generowane z korzeni wto$nikowatych maja skrécone miedzywezla, co wptywa na
ich catkowity mniejszy wzrost. Zazwyczaj jednak cechy te nie majg negatywnego
wplywu na zywotnos¢ rosliny. Wyjgtkiem moze by¢ obnizona produkcja nasion (7).
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Istotng zmiang w roslinach regenerowanych z korzeni transformowanych jest takze
zjawisko corocznego zakwitania roslin dwuletnich. Przykladem moga by¢ typowo
dwuletnie rosliny, takie jak Cichorium intybus czy Daucus carota, ktére po transforma-
¢ji za pomoca A. rhizogenes stajg sie jednoroczne i zakwitajg bez wcze$niejszej wer-
nalizacji, niezbednej w naturalnych warunkach (67).

Czes¢ elementéw typowych dla fenotypu roslin transformowanych A. rhizogenes
moze objawiac sie niezaleznie od gatunku transformowanej rosliny, a w innych
przypadkach obserwuje sie cechy charakterystyczne dla gatunkéw, a nawet osob-
nikéw (7). Uwaza sie, ze na brak dominacji wierzchotkowej wplywa gtéwnie biatko
RolC, a w efekcie obserwuje sie wolniejsze tempo wzrostu rosliny (68). Jednak
w badaniach nad transformowang osika (Populus tremula), nie zaobserwowano spo-
wolnienia wzrostu, a rosliny zregenerowane byly wyzsze od roslin kontrolnych
(69).

Rosliny transformowane wytwarzajg w krotszym czasie wiecej korzeni, ktore sg
bardziej rozgalezione i utrzymuja takze te samg intensywnos¢ wzrostu przez caly
rok. Swieza masa korzeni moze by¢ nawet o kilkaset procent wyzsza w poréwnaniu
z masa ro$lin nie wykazujacych ekspresji genéw rol (69). Czesto charakterystyczne
cechy roslin transformowanych objawiajg sie tylko w hodowlach in vitro, podczas
gdy rosliny regenerowane z tych samych wyselekcjonowanych linii, ale hodowane ex
vitro w szklarniach, zachowujg naturalny, niezmieniony fenotyp (69).

Istotny jest rowniez fakt, ze w literaturze dostepne sa dane dotyczace wyzszej
koncentracji metabolitéw wtérnych w tkankach roslin uzyskanych w wyniku regene-
racji z kultur korzeni transformowanych niz z roslin tego samego gatunku zregene-
rowanych z komérek nietransformowanych: Ajuga reptans (70), Vinca minor (71),
Pelargonium spp. (72).

4.3. Metabolity wtérne w kulturach korzeni wlo$nikowatych

Komérki roslinne wytwarzaja szereg niskoczasteczkowych zwigzkéw chemicz-
nych — metabolitow wtornych, ktérych biosynteza nie jest bezposrednio zwigzana
z powiekszaniem rozmiaréw i liczby komorek roslinnych. Metabolity wtérne nie
stanowig jednorodnej chemicznie grupy zwigzkéw. Wyrézniamy wsrdéd nich: alkalo-
idy, diterpeny, flawonoidy, furanochromony, kumaryny, naftochinony i inne. Jakkol-
wiek ich znaczenie w fizjologii i biochemii roslin nie zawsze jest znane, to wiek-
szo$¢ badaczy jest zgodna co do faktu, ze odgrywaja one istotna role w mechani-
zmach warunkujgcych odpornos¢ roslin na abiotyczne i biotyczne czynniki Srodowi-
skowe. Ponadto wiele metabolitow wtérnych pozyskiwanych z tkanek roslinnych sta-
nowi zrodio naturalnych zwigzkéw majacych zastosowanie w przemysle farmaceu-
tycznym (dziatanie przeciwbakteryjne, przeciwgrzybicze i przeciwwirusowe), che-
micznym (herbicydy, pestycydy), kosmetycznym i spozywczym (barwniki) (73). Pomi-
mo ciaglego postepu w opracowywaniu technologii syntezy chemicznej zwigzkow
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farmakologicznie czynnych rosliny dostarczajg ciagle okoto 25% substratow nie-
zbednych do produkgji lekow (74).

Wielu badaczy uwaza, ze szerokie mozliwosci produkcji substancji farmakolo-
gicznie czynnych stwarzaja hodowle roslinne prowadzone w warunkach in vitro
(75,76). Niestety praca z kulturami ro$linnymi i pozyskiwanie z nich wtérnych meta-
bolitow nastrecza wiele problemoéw. Przykladem sg hodowle zawiesin komorko-
wych, ktoére z jednej strony wykazuja niskg stabilno$¢ genetyczng, a z drugiej jako
kultury komérek niezréznicowanych charakteryzujg sie stosunkowo staba produk-
¢ja metabolitow wtornych (77). Ze wzgledu na fakt, ze wiele metabolitow wtérnych
jest produkowanych w niewielkich ilo$ciach przez niezr6znicowane komorki roslin-
ne (78) od lat ogromnym zainteresowaniem cieszy sie optymalizacja warunkéw pro-
wadzenia kultur pedéw, korzeni czy tez korzeni transformowanych w celu uzyska-
nia wysokiego poziomu syntetyzowanych produktéw (10,79,80).

Prowadzone dotychczas badania dostarczaja wielu dowodéw, ze w kulturach ko-
rzeni transformowanych mozna uzyskac znacznie wyzszy poziom metabolitow wtoér-
nych niz w kulturach korzeni nietransformowanych (81,82). Dobrym przyktadem sa
korzenie wto$nikowate Ajuga reptans L., ktorych komérki zawieraja 4-krotnie wiecej
20-hydroksyekdysteronu w poréwnaniu z komorkami korzeni roslin rosnacych
w gruncie (83). Innym przyktadem sa korzenie wto$nikowate Atropa belladonna, kto-
re wytwarzatly Srednio 3,5 mg/g suchej masy (sm) alkaloidéw tropanowych, podczas
gdy korzenie nietransformowane produkowaly ich jedynie 0,3 mg/g sm. Wyselekcjo-
nowany klon korzeni wlo$nikowatych, wykazujacy najwyzsza biosynteze alkalo-
idow, produkowat az 27 razy wiecej alkaloidow (hioscyjaminy i skopolaminy), niz
korzenie nietransformowane (53). Znaczna cze$¢ metabolitow wytwarzanych w ko-
rzeniach wtosnikowatych to niezwykle cenne zwigzki, majgce zastosowanie w me-
dycynie. Szczegolnie wartosciowe sg substancje wykorzystywane jako leki przeciw-
nowotworowe. Nalezy do nich np. kamptotecyna, bedgca inhibitorem topoizome-
razy | (stosowana przeciwko wirusowi HIV-1), ktéra wytwarzana jest m.in. przez
Camptotheca acuminata i Ophiorrhiza pumila (84).

Hodowla korzeni wiosnikowaych moze przyczynia¢ sie réwniez do poznawania
i odkrywania nowych zwiazkow (55,85). Badania korzeni transformowanych Tripterygium
wilfordii var. regelii doprowadzily do izolacji nowych terpenoidéw: diterpenu (Cy1H;g053)
oraz trzech nowych seskwiterpenéw, nazwanych: TWHR-1 (C33H3509), TWHR -2 (Cy9H3407),
TWHR -3 (C35H370gN) (86). W korzeniach wtosnikowatych Scutellaria baicalensis ziden-
tyfikowano nowy glikozyd flawonowy (5, 7, 2’, 6’-tetrahydroksyflawon 2’-0-B-D-gluko-
piranozyd); flawonoidy izolowane z korzeni roslin tego gatunku wykazuja silne dzia-
tanie przeciw wirusowi HIV-1 oraz T-limfotropowemu wirusowi biafaczki (HTLV-1)
(87). W badaniach nad zwigzkami przeciwgrzybiczymi, hamujacymi rozw6j Cladosporium
flavum, doprowadzono do zidentyfikowania nowego metabolitu roslinnego hamu-
jacego kietkowanie spor (88). Wyizolowany z Lithospermum erythrorhizon zwiazek (rhi-
zonon), jest pochodna chinon6éw i ma silniejsze dziafanie przeciwgrzybicze niz spo-
krewniona z nim szikonina. W przypadku kultur korzeni wto$nikowatych zwigzek ten
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jest w calosci wydzielany do pozywki, co znacznie ulatwia odzyskiwanie tego metabo-
litu (88). Innym przykladem sa korzenie wtosnikowate Catharanthus trichophyllus,
w ktorych zaobserwowano indukgcje alkaloidéw indolowych (89) oraz korzenie Swertia
Japonia, w ktorych wykryto ksanton (90). Kolejnym przyktadem metabolitu, akumulo-
wanego w duzych ilosciach w korzeniach, jest czerwony barwnik, naftochinon po-
chodna szikoniny, pozyskiwany z L. erythrorhizon (91).

Ciekawg alternatywa, jak sie wydaje, jest r6wniez produkcja metabolitow wtor-
nych w zielonych korzeniach wto$nikowatych uzyskanych w roslinach z rodzaju
Asteraceae, Solanaceae i Cucurbitaceae (92). W prowadzonych na swietle kulturach zie-
lonych korzeni wio$nikowatych mozna produkowac¢ metabolity, ktére sg syntetyzo-
wane w organach roslin zawierajacych chlorofil (93).

5. Podsumowanie

Korzenie wlo$nikowate charakteryzuja sie intensywniejszym przyrostem bioma-
sy w poréwnaniu do innych kultur roslinnych prowadzonych w warunkach in vitro.
Kultury korzeni wto$nikowatych zapewniajg dtugotrwatg i stabilng produkcje zna-
czacych ilosci metabolitow wtornych. Jednoczesnie manipulacja warunkami hodow-
li: sktadem pozywki, rodzajem uzywanego do transformacji szczepu bakterii dobra-
nego do danego gatunku rosliny, a takze selekcja klonéw o najlepszych wtasciwos-
ciach, dodatkowo zwiekszajg wydajnos¢ prowadzonej hodowli i moga zwielokrot-
ni¢ poziom pozadanych zwigzkéow. Dodatkowo w komérkach korzeni wtosnikowa-
tych moze by¢ wytwarzane szersze spektrum zwigzkéw farmakologicznie czynnych
w poréwnaniu z innymi rodzajami kultur roslinnych.

A. rhizogenes jest cennym narzedziem w biotechnologii roslin. Nadal pozostaje
jednak wiele nie rozwigzanych do konca zagadnien, zwiazanych z poznaniem funk-
¢ji genow warunkujacych patogenicznosc A. rhizogenes oraz dokfadne poznanie funk-
¢ji wszystkich genéw zlokalizowanych w plazmidzie Ri.

Praca finansowana z projektu KBN 0430/P04/2004/26 i KBN 092/P05/2003.
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