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1,3-DFM
DMSO
DW
FwW
GA;
GLC
HPLC
IAA
IBA
IPA
2iP
KIN
NAA
PICL
+S. D.
SH
SH,

SHy

SPE
2,4,5-T
TDZ

TLC
TIBA
Wp
ZEA

kwas abscyzynowy (abscisic acid)

6-benzyloaminopuryna (6-benzylaminopurine)

kwas B-naftoksyoctowy (5-naphthoxyacetic acid)

kwas p-chlorofenoksyoctowy (p-chlorophenoxyacetic acid)
N-(2-chloro-4-pirydylo)-N"-fenylomocznik (N-(2-chloro-4-pyridyl)-N"-phenylurea)
kwas 2.,4-dichlorofenoksyoctowy (2,4-dichlorophenoxyacetic acid)
1,3-difluoromocznik (/,3-difluorurea)

dimetylosulfotlenek (dimethylsulfoxide)

sucha masa tkankowa (dry weight)

swieza masa tkankowa (fresh weight)

kwas giberelinowy (gibberelic acid)

chromatografia gazowo-cieczowa (gas liquid chromatography)
wysokosprawna chromatografia cieczowa (high performance liquid chromatography)
kwas indolilo-3-octowy (indole-3-acetic acid)

kwas indolilo-3-mastowy (indole-3-butyric acid)

kwas indolilo-3-propionowy (indole-3-propionic acid)
6-{y-y-dimetyloallilo } -aminopuryna (6-{y-y-dimethylallylamino}-purine)
kinetyna (kinetin)

kwas naftylo-1-octowy (I -naphthaleneacetic acid)
pikloram (picloram)

odchylenie stanadardowe (standard deviation)
pozywka Schenk—Hildebrandta (Schenk—Hildebrandt medium)
pozywka Schenk—Hildebrandt™a bez regulatoréw wzrostu
(Schenk—Hildebrandt medium without growth regulators)

zoptymalizowana pozywka Schenk—Hildebrandt a do hodowli zawiesiny G. finctoria
(optimised Schenk—Hildebrandr medium for G. tinctoria suspension culture)
ekstrakcja do fazy statej (solid phase extraction)

kwas 2.,4,5-trichlorofenoksyoctowy (2,4, 5-trichlorophenoxyacetic acid)
1-fenylo-3-(1,2,3-tidiazolo-5-yl)mocznik / tidiazuron /
1-phenyl-3-(1,2,3-thiadiazol-5-yl) urea / thidiazuron

chromatografia cienkowarstwowa (thin-layer chromatography)

kwas 2,3,5-trijodobenzoesowy (2,3,5-triiodobenzoic acid)

wspdtczynnik przyrostu (growth factor)

zeatyna (zeatin)
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WSTEP I ZAL.OZENIA PRACY

Zwiazki izoflawonoidowe od szeregu lat budza zainteresowanie zar6wno botanikéw jak
i rowniez farmakologéw i klinicystow [24]. Z jednej strony omawiane potaczenia zostaly za-
liczone do grupy fitoaleksyn oraz fitoantycypin i jako takie analizowane sa w badaniach nad
mechanizmami obronnymi roslin [11,23]. Wyniki powyzszych doswiadczen dostarczaja nie-
zwykle cennych danych odnosnie szlakow metabolicznych wiodacych do powstania izofla-
wonow [11,12,23,38]. Z drugiej strony, izoflawonoidy wystepujace powszechnie w rodzinie
Fabaceae charakteryzuja si¢ wielokierunkowa aktywnoscia biologiczng bedaca, miedzy in-
nymi, wynikiem potozenia pierscienia fenylowego przy trzecim weglu benzo-y- pironu, a nie
przy weglu drugim, jak to ma miejsce u wigkszosci flawonoidéw [7,15,17,25,27]. W efekcie
zwigzki te, poza aktywnoscia przeciwzapalng i przeciwdrobnoustrojowa [15,27], uzyskuja
cechy potaczen blokujacych receptory estrogenowe ERP [17,25,27]. Szczegbétowe badania
farmakologiczne genisteiny, daidzeiny, glicyteiny, formononetyny i ich pochodnych dowio-
dly, ze izoflawony moga hamowa¢ powstawanie oraz rozw0j nowotwordw sutka i jajnikow
bezposrednio zaleznych od zaburzen réwnowagi estrogenowej w organizmie [17,19,25,27,36].
Takie dziatanie ,,hormonalne” omawianych zwiazkéw jest zrozumiale w swietle podobienstw
strukturalnych izoflawonéw do pochodnych dihydrostilbenu [17,25,27]. Jednoczesnie stosun-
kowo prosta budowa powoduje, ze izoflawony sg praktycznie nietoksyczne [19,36].

W dobie ciagle rosnacej liczby zachorowan na nowotwory sutka oraz kobiecych drog rod-
nych poszukuje si¢ ciagle nie tylko skutecznych zwiazkéw kancerostatycznych, ale rowniez
lekéw taczacych w sobie cechy aktywnych chemioterapeutykow oraz zwiazkéw bezpiecz-
nych, nie powodujacych wyniszczenia organizmu. Wstepnie uwaza si¢, ze izoflawony spet-
niaja obydwa wyzej wymienione warunki, a przede wszystkim moga by¢ stosowane w pre-
wencji chor6b nowotworowych oraz w terapii postmenopauzalnej [17,19,25,27,36]. Fito-
estrogeny zaliczane do klasy izoflawondw stanowig dobrg alternatywe dla hormonalnej terapii
zastepczej, skutkujacej niekiedy nowotworami sutka, trzonu macicy, a takze przerostem endome-
trium [17,25,27,36].

Jako naturalne zZrédto fitoestrogenéw wykorzystuje si¢ obecnie produkty sojowe oraz pre-
paraty przygotowane na bazie wyciagéw z soi, zawierajacych wielosktadnikowe frakcje izo-
flawonoidowe [17,19,25,27,36]. Te ostatnie, rejestrowane sa w przewazajacej mierze jako
dietetyczne $rodki spozywcze oraz suplementy diety, a producenci podaja na opakowaniach
jedynie ogdlng zawarto$¢ izoflawonéw w preparatach. Z przeprowadzonych badan farmako-
logicznych wynika, ze poszczegdlne izoflawony rdznig si¢, miedzy innymi, stopniem aktyw-
nosci fitoestrogennej [7,17,25,27]. Z tego wzgledu jedynie preparat o $cisle okre§lonej zawar-
tosci wydzielonego izoflawonu stanowitby lek spetniajacy wymogi nowoczesnego lecznictwa
allopatycznego. By taki lek otrzyma¢ niezbedne jest posiadanie bogatego zrédta fitoestrogenow.

Na drodze syntezy chemicznej udato si¢ dotychczas otrzymac jedynie nieliczne, proste
potaczenia izoflawonoidowe [2,10,31,33]. W tym miejscu nalezy zaznaczy¢, ze w omawianym
przypadku istnieja obawy zaistnienia, istotnej dla dziatania biologicznego, zmiany w struktu-
rze stereochemicznej syntetyzowanych fitoestrogenéw w stosunku do potaczen uzyskanych
na drodze biosyntezy [10]. Z uwagi na powyzsze, szanse na otrzymanie ztozonych struktur
izoflawonoidowych stwarzaja kultury in virro roslin motylkowych, zawierajacych bogate
frakcje izoflawonoidowe. Nieliczne prace eksperymentalne nad hodowlami tkankowymi wy-
branych gatunkéw z rodziny Fabaceae nie doprowadzity do opracowania w warunkach
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in vitro roslinnego systemu hodowlanego, bedacego optacalnym zrédiem fitoestrogenow
[1,4,5,13,14]. Cytowane badania wykazaty jednak, ze wprowadzone do kultur in vitro rosliny
motylkowe zachowaty, wtasciwg dla gatunkéw macierzystych, zdolnos¢ do biosyntezy izo-
flawonow [1,4,13,14].

W oparciu o powyzsze, sformutowano nadrzedny cel projektu habilitacyjnego, ktérym by-
to opracowanie, w warunkach in vitro, roslinnego systemu hodowlanego, produkujacego wy-
biérczo znaczne ilosci fitoestrogendw pochodzenia izoflawonoidowego. Wstepne badania
fitochemiczne wybranych gatunkéw z rodzaju Genista wraz z danymi literaturowymi dowio-
dly, ze powyzsze rosliny, pod wzgledem zawartosci izoflawonow, wielokrotnie przewyzszaja
Glycine max L. stanowiaca powszechnie uznane zrodlo fitoestrogenéw [9,20,32]. Praktyczne
zastosowanie w lecznictwie janowcOw ogranicza fakt, ze jako krzewy charakteryzuja si¢ one
powolnym wzrostem i otrzymanie masy biologicznej w warunkach upraw gruntowych jest
stosunkowo drogie [8]. Ponadto rosliny z rodzaju Genista zawieraja toksyczny zespot alkalo-
idéw chinolizydynowych o szeroko udokumentowanej aktywnosci teratogennej i hepatotok-
sycznej [9,18,32,34]. Z powyzszych wzgledéw wydawato si¢ celowym otrzymanie biomas
roslinnych, syntetyzujacych wybiérczo izoflawony, w warunkach in vitro wtasnie w oparciu
o rosliny z rodzaju Genista. Hodowle tkankowe janowcéw umozliwityby produkcje biomas
niezaleznie od por roku i warunkéw klimatycznych, dostarczajac, w sposob ciaglty cennego
surowca izoflawonoidowego. Opisywany sposéb hodowli stwarza ponadto mozliwos¢ wybo-
ru kultur charakteryzujacych si¢ niskg zawartoscig toksycznych alkaloidéw chinolizydyno-
wych oraz sterowania produkcjg izoflawonéw w namnazanych tkankach, tak by uzyskac
optymalna zawartos¢ fitoestrogenow [16].

Wstepne badania biotechnologiczne, stanowiace czg$¢ projektu habilitacyjnego, postano-
wiono przeprowadzi¢ w oparciu o szes¢ wybranych gatunkéw z rodzaju Genista (G. tinctoria L.,
G. radiata L., G. sagittalis L., G. germanica L., G. aethnensis D.C. oraz G. monospessulana
L.) zawierajacych, w warunkach upraw gruntowych, bogaty zesp6t izoflawonéw [9,18,32,34].
Zamierzano sprawdzi¢ potencjat powyzszych roslin w zakresie produkcji fitoestogenéw
w warunkach kultur tkankowych (hodowle kalusowe), a nastgpnie wybra¢ gatunek charakte-
ryzujacy si¢ najwyzsza zawartoscia badanych zwigzkow, ktory mégiby stanowi¢ podstawe
systemu hodowlanego ukierunkowanego na wybidrczg produkcje izoflawondéw. Wstepne do-
swiadczenia obejmowaty réwniez opracowanie metody mikrorozmnazania badanych gatun-
kéw, z uwagi na endemiczny charakter niektérych janowcow [8.,9,18,32] oraz proby ustalenia
wplywu morfogenezy na akumulacj¢ poszczegdlnych izoflawonéw w biomasach roslinnych.
W oparciu o obecny stan wiedzy nalezy zaznaczy¢, ze kultury tkankowe w postaci zawiesiny
rozproszonych komorek nie zawsze zachowuja zdolnos¢ do biosyntezy wtérnych metabolitéw
obecnych w roslinach macierzystych [6,16,26,28]. Laczy si¢ to z brakiem wtasciwych warun-
kéw histologicznych niezbednych do realizacji programu biosyntezy i magazynowania okre-
slonych potaczen [6,16,26,28]. W zwiazku z tym, w prezentowanych badaniach postanowiono
potozy¢ specjalny nacisk na prowadzenie kultur r6zniacych si¢ stopniem morfogenezy (kultu-
ry pedowe, korzeniowe, zawiesiny rozproszonych komérek parenchymatycznych oraz em-
briondw) w wersji stacjonarnej oraz wytrzasane;j.

Istotny element projektu habilitacyjnego miaty rowniez stanowi¢ kultury korzeni trans-
formowanych janowca, produkujacego w warunkach in vitro najbogatszy zespét izoflawo-
noéw. Celem powyzszego eksperymentu byto stwierdzenie wptywu transformacji genetyczne;j
na proces akumulacji izoflawondéw w otrzymanych biomasach tkankowych [37].

W ramach czesci doswiadczalnej prezentowanych badan, zwigzanych z kulturami organo-
wymi, postanowiono opracowa¢ system hodowlany o charakterze kokultur, ztozony z korzeni
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transformowanych oraz biomas pedowych badZz zawiesin janowca, w systemie wewnatrz-
gatunkowym. Anergizacja korzeni wlosnikowatych w stosunku do regulatoréw wzrostu stwa-
rza mozliwo$¢ prowadzenia tego typu doswiadczenia w jednym zbiorniku hodowlanym z za-
stosowaniem pozywki warunkujacej optymalny wzrost monokultury nietransformowane;
[29,30,37]. Bezposrednim celem opisywanego do$§wiadczenia byto opracowanie systemu ho-
dowlanego, z mozliwoscig przeprowadzenia translokacji i biokonwersji metabolitéw syntety-
zowanych w poszczegélnych monokulturach. W efekcie zamierzano uzyska¢ biomasy
o zmiennym profilu metabolicznym, ukierunkowanym na akumulacje¢ znacznych stezen izo-
flawon6éw. Opracowany system hodowlany postanowiono przetestowa¢ w skali pottechnicz-
nej, prowadzac doswiadczenia w bioreaktorze skonstruowanym specjalnie, w ramach projek-
tu, do prowadzenia kokultur roslinnych.

W biomasie janowca, produkujacej znaczne ilosci fitoestrogendw, zawartos¢ izoflawonow
planowano podnie$¢ nie tylko poprzez opisana powyzej zmiang typu kultury, ale rowniez na
drodze optymalizacji warunkéw hodowli in vitro. W tym celu, w trakcie doswiadczen, posta-
nowiono modyfikowa¢ sktad podstawowych podtozy hodowlanych w zakresie regulatoréw
wzrostu (auksyny oraz cytokininy). Szczeg6lny nacisk zamierzano potozy¢ réwniez na elicy-
tacj¢ namnazanych biomas. Z racji przynaleznosci izoflawonéw do klasy fitoaleksyn, po za-
stosowaniu elicytoréw, mozna byto si¢ spodziewa¢ okreslonej odpowiedzi tkankowej, w po-
staci zmiany akumulacji i magazynowania badanych wtérnych metabolitéw [3,21,22].

W wyniku wszystkich zastosowanych procedur zamierzano uzyska¢ biomasy in vitro sta-
nowiace bogate i wybidrcze zrodto izoflawondw, z przeznaczeniem do izolacji okreslonych
potaczen i prowadzenia badan podstawowych, dotyczacych biosyntezy i aktywnosci fito-
estrogendw.

Roéwnolegle do doswiadczen z zakresu roslinnych hodowli in vitro, w ramach opisywane-
2o projektu, zamierzano prowadzi¢ badania fitochemiczne nad sktadem jakosciowym i ilo-
sciowym frakcji flawonoidowych zawartych w namnazanych biomasach oraz janowcach po-
chodzacych z upraw gruntowych. Postanowiono opracowa¢ metode ekstrakcji i oczyszczania
zespotlu bioflawonoidéw wystepujacych w badanych matrycach roslinnych. Analiz¢ jako-
sciowa i ilosciowa frakcji flawonoidowych z kultur in vitro i z upraw gruntowych badanych
janowcOw zamierzano przeprowadzi¢ przy pomocy wysokosprawnej chromatografii cieczo-
wej (HPLC), w oparciu o zoptymalizowane do tego celu warunki rozdzielania. Zastosowanie
dwéch typoéw detekcji (matryca diodowa oraz detektor masowy) miato umozliwi¢ identyfika-
cje poszczegdlnych sktadnikéw frakcji flawonoidowych janowcoéw w systemie on line [35].
Opracowana metoda chromatograficznego rozdziatu flawonéw i izoflawondéw wystepujacych
w rodzaju Genista miata nastepnie stuzy¢ do badan skryningowych biomas uzyskanych na
wszystkich etapach hodowli in vitro, w zakresie potaczen flawonoidowych. W ramach prac
fitochemicznych zamierzano réwniez oceni¢ namnazane biomasy pod katem zawartosci tok-
sycznych alkaloidéw chinolizydynowych, w oparciu o chromatografi¢ cienkowarstwowg
(TLC) wyciagéw alkaloidowych, w warunkach zoptymalizowanych w toku eksperymentu.

Skorelowanie doswiadczen fitochemicznych z eksperymentami biotechnologicznymi mia-
to pozwoli¢ na ostateczne zrealizowanie celu pracy, ktérym byto otrzymanie wysokowydaj-
nego roslinnego systemu hodowlanego, z przeznaczeniem do produkcji znacznych ilosci fito-
estrogendw.
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1. STANOWISKO W SYSTEMIE ORAZ CHARAKTERY-
STYKA BOTANICZNA BADANYCH GATUNKOW
Z RODZAJU GENISTA

Stanowisko systematyczne rodzaju Genista przedstawiono ponizej

Krélestwo Planta

Typ Cormophyta

Podtyp Anthophyta

Gromada Magnoliophyta Cronquist, Takthajan, Zimmermann [1]
Podgromada Angiospermae Cronquist [1]

Klasa Magnoliopsida Cronquist, Takthajan, Zimmermann [1]
Podklasa Rosidae Takthajan [1]

Rzad Fabales Bromhead [1]

Rodzina Fabaceae Lindey [1]

Podrodzina Caesalpinioideae

Rodzaj Genista L.

Rodzaj Genista obejmuje wedtug Indeksu Kewenskiego 241, a wedtug Englera 90 gatun-
kéw. Janowce sa kolczastymi badz pozbawionymi cierni krzewami, wystepujacymi po-
wszechnie na terenie catej Europy (przede wszystkim w rejonie §rédziemnomorskim), Pot-
nocnej Afryki i Zachodniej Azji. Sq spotykane w widnych lasach, zaroslach i na nastonecz-
nionych wzniesieniach [2-4,17-19].

Liscie roslin z rodzaju Genista sa pojedyncze lub 3-listkowe, lancetowate, rzadziej jajo-
wate, o utozeniu skretolegtym, z drobnymi przylistkami lub bez. Kwiaty, najcze¢sciej zebrane
w grona, wyrastaja z katow lisci. Kielich ma budowe dwuwargowa, przy czym dolna warga
jest trojzabkowa, a goérna gieboko dwuwcigta. Korona o budowie charakterystycznej dla ro-
dziny Fabaceae, jest najczesciej barwy zottej. Preciki wystepuja w ilosci 10, z czego najcze-
sciej jeden jest wolny, a pozostate 9 zrosnigte. Kwitnienie przypada na miesiace letnie. Owo-
cem jest nagi lub owlosiony, pgkajacy badz nie pgkajacy strak, ksztattu jajowatego do po-
dluznego, zawierajacy od 2 do 11 nasion [2-4,17-19].

Jedynie kilka gatunkéw janowcow jest spotykanych w Polsce w stanie naturalnym.
Znacznie wigcej gatunkOw uprawia sig, przede wszystkim dla celéw ozdobnych [4].

Charakterystyki botaniczne poszczegdlnych gatunkéw przedstawiono w kolejnosci alfabe-
tycznej nazw tacinskich.

Charakterystyka botaniczna Genista aethnensis:

Genista aethnensis (Biv.) DC. — janowiec etnenski [20]
Syn: Cytisanthus aetnensis (Biv.) Cristof & Feoli Chiapella [20]
Spartium aetnensis Biv. [20]

Janowiec etnenski (Genista aethnensis) jest gatunkiem pochodzacym z Wtoch, wystepuja-
cym endemicznie na zboczach wulkanu Etna i na terenie wschodniej Sardynii, na wysokosci od
500 do 800 m. n.p.m. (ryc. 1). Bywa réwniez uprawiany jako roslina ozdobna [2,6-8,17,19,20].
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Ryc. 1. Genista aethnensis D. C. [22]

Genista aethnensis jest krzewem dorastajagcym najcze¢sciej do 5 cm wysokosci, osiagaja-
cym niekiedy nawet 5 m. Starsze pedy sa zdrewniate, pokryte brunatnopomaranczowa kora,
mtode wierzchotki natomiast sa zielone. Pojedyncze, podtuzne liscie, dtugosci 5-9 mm i sze-
rokosci 1-2 mm, sa biato owlosione. W trakcie kwitnienia janowiec etnenski traci liscie.
Kwiaty sa zebrane w wydtuzone, groniaste kwiatostany. Dwuwargowy kielich ma dtugos¢
okoto 1,5 mm. Gérna warga jest tepa, rozmiarOw mniej wigcej 1/3 rurki kielicha, dolna warga
drobna. Korona barwy z6ttej ma budowe charakterystyczng dla rodziny Fabaceae. Zagielek,
dlugosci 8-9 mm i szerokosci ok. 7 mm, jest wiekszy od tddeczki. Roslina kwitnie w okresie
od czerwca do sierpnia. Owoc stanowi gladki, potkoliscie wygiety strak barwy brunatnej, za-
wierajacy od 2 do 4 brazowych, soczewkowatych nasion. Owocowanie przypada na przetom
wrzesnia i pazdziernika [2,6-8,17,19,20].
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Charakterystyka botaniczna Genista germanica:

Genista germanica L. — janowiec ciernisty [20]
Syn: Cytisus germanica (L.) Vis. [20]
Genista heterocantha Schloss. & Vuk. [20]
Genista spinosa Gilib. [20]
Scorpius spinosa (Gilib.) Moench [20]
Voglera germanica (L.) Fourr. [20]
Voglera spinosa (Gilib.) Gaertn. [20]

Janowiec ciernisty jest wyprostowanym, wzniesionym krzewem, z umiejscowionymi
w pachwinach pedéw kolcami, rzadziej pozbawionym cierni. Roslina posiada liscie dtugosci
8-20 mm, szerokosci 4-5 mm, pojedyncze, eliptyczne lub lancetowate, ktérych dolna blaszka
jest dlugo owtosiona. Kwiaty zgrupowane sa w luzne grona. Przylistki dtugosci okoto 1 mm.
Jedwabiscie owtosiony kielich ma dtugos¢ 5 mm. Korona o budowie charakterystycznej dla
rodziny Fabaceae ma barwe z6tta. Zagielek dtugosci okoto 8 mm jest owalny z ostro zakon-
czonym wierzchotkiem o rozmiarach mniej wigcej 1/3 dtugosci tddeczki (ryc. 2). Janowiec
ciernisty kwitnie latem w okresie od czerwca do wrzesnia. Owocem jest rownowaski, nagi,
brunatny strak, zawierajacy od 6 do 10 brunatnych nasion. Genista germanica wystgpuje na
terenach od potudniowo-zachodniej Francji do centralnej Rosji i od potudniowej Szwecji do
centralnych Wtoch i Butgarii [2,3,9,10,17,19,20].

Ryc. 2. Genista germanica L. [22]
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Charakterystyka botaniczna Genista monospessulana:

Genista monospessulana (L.) L.A.S. Johnson — janowiec francuski [20]
Syn: Cytisus candicans (L.) Lam. [20]

Cytisus kunzeanus Willk. [20]

Cytisus monspessulanus L. [20]

Genista candicans L. [20]

Teline monospessulana (L.) Koch [20]

Teline monspessulana (L.) Koch [20]

Rosliny z gatunku Genista monospessulana sa krzewami do 3 m wysokosci, o srebrzysto-
jedwabiscie owlosionych pedach. Przylistki dtugosci mniejszej niz 2 mm sa nietrwate i szyb-
ko opadaja. Dtugos¢ ogonka lisciowego wynosi ok. 5 mm, a listki (10-15 mm) obto-lance-
towate do obto-owalnych sa dwa razy dtuzsze niz szersze. Gorna blaszka liscia jest intensyw-
nie btyszczaca, natomiast dolna pokryta jest przylegajacymi badz wzniesionymi wtoskami.
Z6tte kwiaty zebrane sa w geste grona umiejscowione na krétkopedach, dtugosci 15-60 mm
i zawierajg od 4 do 10 kwiatow. Szyputka kwiatostanowa dtugosci 1-3 mm. Kielich (5-7 mm)
jest dwuwargowy, gesto jedwabiscie owtosiony. Btyszczacy zagielek o rozmiarach od 10-15
mm ma ksztatt owalny. Owoc janowca francuskiego stanowi strak o dtugosci do 25 mm, ge-
sto jedwabiscie owtosiony (ryc. 3).

Janowiec francuski wystepuje w Europie potudniowo-zachodniej: Francji, Portugalii,
Hiszpanii, poza tym w Albanii, Grecji, Wloszech, zachodniej Azji (Liban, Turcja), Gruzji
i pétnocnej Afryce [2,3,10-12,17,19,20].

Ryc. 3. Genista monospessulana L. [25]
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Charakterystyka botaniczna Genista radiata:

Genista radiata (L.) Scop. — janowiec promienisty [20]
Syn: Cytisanthus radiatus (L.) O. Lang [20]
Cytisus radiatus Koch [20]

Janowiec promienisty jest wzniesionym krzewem z galeziami umieszczonymi naprzeciw-
legle. Roslina posiada liscie 3-listkowe, naprzeciwlegle, o dlugosci od 5-20 mm i szerokosci
2-4 mm. Blaszka lisciowa obto-lancetowata, pod spodem jedwabiscie owlosiona, od strony
gornej jest lekko btyszczaca. Kwiaty utozone prawie naprzeciwlegle, niemal siedzace, zebra-
ne sa po 4-12 w wierzchotkowych gronach. Najnizsze kwiaty charakteryzujq si¢ prostymi,
przewaznie krotkotrdjzabkowymi, pergaminowatymi podsadkami, znacznie krotszymi od
kwiatéw gornych. Kielich dtugosci 4-6 mm posiada wargi mniej wigcej dtugosci rurki. Koro-
na ma barwe z6tg a zagielek dtugosci od 8-14 mm, szerokoowalny, rozmiaréw tédeczki, badz
nieco od niej krétszy, charakteryzuje si¢ wystgpowaniem jedwabistych wloskow (ryc. 4).

Obszar wystepowania janowca promienistego obejmuje potudniowa czes¢ Alp po
wschodnia Szwajcarie, centralne Wiochy i zachodnia Jugostawig¢. Poza tym omawiane rosliny
spotyka si¢ sporadycznie w poludniowo-zachodniej Rumunii i centralnej Grecji [10,17,20].

Ryc. 4. Genista radiata L. [23]

Charakterystyka botaniczna Genista sagittalis:

Genista sagittalis L. — janowiec strzatkowaty, janowczyk strzatkowaty [20]
Syn: Chamaespartium sagittale (L..) P.E. Gibbs [20]

Cytisus sagittalis (L.) Koch [20]

Genista delphinensis Verl. [20]

Genista herbacea Lam. [17]

Genistella racemosa Moench. [17]



22 Maria Luczkiewicz

Genistella sagittalis (L.) Gams [20]

Genistella sagittalis (L..) Gams subsp. delphinensis (Verl.) P. Fourn. [20]
Genistella sagittalis (1..) Gams subsp. sagittalis (L.) Gams [20]
Pterospartum sagittale (L.) Willk. [20]

Spartium sagittale Roth [17]

Svspone sagittalis Griseb. [17]

Salzwedelia sagittalis [17]

Przedstawiciele gatunku Genista sagittalis sa zazwyczaj pozbawionymi cierni p6tkrze-
wami wysokosci od 10 do 50 cm (ryc. 5).

Ryc. 5. Genista sagittalis L. [13]

Rozestane todygi wyrastajg z krotkiego, zdrewniatego pienka. Wzniesione, wyprostowa-
ne, charakterystycznie oskrzydlone pedy sa pojedyncze lub tylko stabo rozgatezione. Skrzy-
detka maja barwe zielong, sa nagie, btyszczace, o ciaglym, pozbawionym zabkéw brzegu,
zwezaja si¢ w weztach. Siedzace, pozbawione przylistkéw pojedyncze liscie majg szerokos¢
zblizong do todygi lub nieznacznie wigksza. Dtugos¢ lisci wynosi najczesciej 5-20 mm, przy
szerokosci 4-7 mm. Ksztatt blaszki lisciowej jest eliptyczny, wierzchotek tepy lub zaostrzony.
Starsze liscie sa prawie lub catkowicie nagie, mtode charakteryzuja si¢ natomiast gestym,
miekkim, krétkim owtosieniem. Kwiatostany janowca strzatkowatego tworza si¢ na szczytach
pedow i majq posta¢ zwartych gron zawierajacych od 3 do 16 krétkoszyputkowych, jasnozottych
kwiatéw dtugosci 10-12 mm. Rurkowaty, migkko owlosiony kielich dtugosci 5-8 mm ma
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budowe dwuwargowa. Gorna warga jest gteboko dwudzielna dolna za$ 3-zabkowa. Korona
z6ltej barwy sktada si¢ z pigciu, mniej wigcej rownej dtugosci, platkow z niekiedy orzesio-
nym zagielkiem. Roslina kwitnie od maja do lipca, czasami réwniez powtornie jesienia. Bra-
zowy strak ksztattu rownowaskiego ma dtugos¢ 14-20 mm, szerokos¢ 4-5 mm i jest omszony.
Owoc pegka dwoma klapami, uwalniajac od 2 do 6 I$niacych, brazowozielonych nasion
[5,10,14,17,20].

Janowiec strzatkowaty preferuje suche, ubogie gleby, rosnie réwniez na ubogowapien-
nych terenach stepowych, takach, w widnych lasach debowych i sosnowych, czesto lokalizuje
si¢ na potudniowych stokach wzniesien. Roslina jest rozpowszechniona w Europie potudnio-
wej, od Hiszpanii po Pétwysep Batkanski i na wybrzezu Adriatyku. W Europie srodkowe;j
wystepowanie Genista sagittalis ma charakter lokalny, obejmujac obszary od Francji do po-
tudniowej Belgii, na wschodzie zas od srodkowej Rumunii po Wegry. Do Polski gatunek zo-
stat zawleczony i wystepuje jedynie sporadycznie na nielicznych stanowiskach [10,14,16,17,20].

Charakterystyka botaniczna Genista tinctoria:

Genista tinctoria L. — janowiec barwierski [20]

Syn: Cytisus tinctoria (L.) Vis. [20]
Genista alpestris Bertol. [20]
Genista anxantica Ten. [20]
Genista borysthenica Kotov [20]
Genista campestris Janka [20]
Genista donetzica Kotov [20]
Genista elata (Moench) Wender [20]
Genista elatior Koch [20]
Genista humilis Ten. [20]
Genista hungarica A. Kern. [20]
Genista lasiocarpa Spach [20]
Genista mantica Pollini [20]
Genista marginata Besser [20]
Genista mayeri Janka [20]
Genista oligosperma (Andrae) Simonk. [20]
Genista ovata Waldst. & Kit. [20]
Genista patula M. Bieb. [20]
Genista perreymondii Loisel. [20]
Genista ptilophylla Spach [20]
Genista pubescens O. Lang [20]
Genista rupestris Schur [20]
Genista sibirica L. [20]
Genista tanaitica P.A. Smirn. [20]
Genista tenuifolia Loisel. [8]
Genista tinctoria var. campestris (Janka) Morariu [20]
Genista tinctoria var. oligosperma Andrae [20]
Genista tinctoria subsp. Oligosperma [20]
Genista virgata Willd. [20]
Genistoides elata Moench [20]
Genistoides tinctoria (L.) Moench [20]

Janowiec barwierski nalezy do gatunkéw charakteryzujacych si¢ duza zmiennoscig pod
wzgledem morfologii. Jest to krzew, rzadziej pétkrzew, pozbawiony kolcoéw badz ciernisty.
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Dorasta do 30-60, a nawet 110 cm wysokosci. Wzniesione pedy wyrastaja z krotkiego piefika.
Galazki sa rozestane, rézgowate i miotlasto rozgal¢zione, pokryte jedwabistymi wloskami
badz nagie. Liscie sa pojedyncze, lancetowate lub eliptyczne, u nasady klinowato zwezone, na
szczycie zaostrzone, krotkoogonkowe. Powierzchnia gorna blaszki lisciowej jest ciemnozie-
lona i naga, pod spodem zas jasniejsza i pokryta wloskami. Przylistki sa drobne, szydlaste.
Kwiatostany maja posta¢ gron umiejscowionych na szczytach pedéw, ztozonych z zéttych
kwiatéw dlugosci ok.12-18 mm. Kielich ptytkodwuwargowy, nagi lub owlosiony na brzegu,
posiada gérng warge dwu-, a dolng 3-zabkowa. Zawsze naga tédeczka ma dtugos¢ zagielka.
Owoc stanowi roéwnowaski, nagi i czarny strak, zawierajacy od 6 do 10 brunatnych nasion
(ryc. 6) [9,10,14-17,20].

Stanowiskami janowca barwierskiego sa widne, suche lasy lisciaste i iglaste, zarosla i sto-
neczne wzgdbrza, rzadziej taki. Rozpowszechniony w Europie srodkowej i wschodniej, a takze
w Azji, od Turcji i Iranu po Syberi¢. W Polsce wystepuje na wigkszej czgsci nizu oraz w po-
tudniowej czesci kraju. Gatunek rzadki w Polsce poinocno-zachodniej [9,10,16,17,20].

Ryc. 6. Genista tinctoria L. [24]
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2. ZWIAZKI FLAWONOIDOWE ORAZ ALKALOIDY
CHINOLIZYDYNOWE ZIDENTYFIKOWANE
DOTYCHCZAS W BADANYCH GATUNKACH

Badania naukowe nad rodzajem Genista mozna sklasyfikowaé pod katem prac, w ktérych
analizowane gatunki traktowane sa jako obiekty modelowe do prowadzenia doswiadczen
o charakterze ,,0gélnobiologicznym” [5,30,31,33,34] oraz eksperymenty czysto fitochemiczne
zmierzajace do ustalenia sktadu wybranych roslin, w zakresie wtérnych metabolitow [1-4,6-33].

W pierwszej grupie badan, gatunki z rodzaju Genista, ze wzgledu na swoiste relacje z mi-
kroorganizmami symbiotycznymi, stosuje si¢ w eksperymentach majacych na celu wyjasnie-
nie wzajemnych powiazan miedzy organizmami ros$linnymi a srodowiskiem [5,18,30,31,33].
Ponadto na podstawie doswiadczen z udziatem janowcOw ustalono wptyw gatunkéw ruderal-
nych na lokalne ekosystemy [5,31].

W wyniku badan fitochemicznych, w prawie wszystkich gatunkach z rodzaju Genista
stwierdzono bardzo bogatg frakcje flawonoidowa (w tym izoflawony) [2,5,6,9,12,14-18,20,
21,23,24,27,29-33], alkaloidy chinolizydynowe [2,3,6,9,12-18,20,21,23-25,27-29,32] kuma-
ryny, fenylopropanoidy, antrachinony, fenolokwasy, terpenoidy [5,18,30,31,33] oraz lektyny
[1]. Ustalono, ze zasadnicza aktywnos¢ biologiczna janowcéw warunkowana jest przede
wszystkim obecnos$cia okreslonych alkaloidéw chinolizydynowych (m.in. zwolnienie akcji
serca, obnizenie cisnienia krwi, silna aktywno$¢ hepatotoksyczna) oraz izoflawondéw (aktyw-
nos¢ fitoestrogenna) [5,18,30,31,33]. Ze wzgledu na powyzsze oraz zasadniczy cel projektu
habilitacyjnego, w niniejszym rozdziale postanowiono ograniczy¢ si¢ do omdwienia aktual-
nego stanu wiedzy w zakresie sktadu chemicznego badanych gatunkéw, uwzgledniajac jedy-
nie potaczenia o charakterze bioflawonoidéw oraz alkaloidéw chinolizydynowych.

Alkaloidy chinolizydynowe

Pierwsze analizy fitochemiczne roslin z rodzaju Genista wiazalty si¢ z obecnoscia w ja-
nowcach bogatego zespotu alkaloidéw chinolizydynowych. Poczawszy od lat trzydziestych
ubiegtego stulecia z poszczegblnych gatunkéw izolowano i identyfikowano kolejne alkaloidy,
stosujac dostgpne techniki chromatograficzne oraz spektroskopowe [3.4,7.8,10,11,13,18,
19,21,22,24-26,28]. Dotychczasowe wyniki badan nad alkaloidami chinolizydynowymi,
w objetych projektem habilitacyjnym janowcach, przedstawiono w tabeli 1.

W toku prowadzonych analiz ustalono sktad jakosciowy oraz ilosciowy roslin z rodzaju
Genista w obrebie frakcji alkaloidowych. Ponadto stwierdzono, ze omawiane zwiazki sg od-
powiedzialne nie tylko za aktywno$¢ farmakologiczna i dziatanie toksyczne janowcow, ale
moga by¢ rowniez traktowane jako markery chemotaksonomiczne rodzaju Genista. Fakt ten
dotyczy w szczegdlnosci pochodnych estrowych retaminy, cytyzyny oraz anagiryny, spotyka-
nych jedynie sporadycznie w niewielu gatunkach janowcow [5,30,31,33,34].

Bioflawonoidy

Za fitoestrogenne dziatanie wyciagéw sporzadzonych z janowcéw odpowiedzialna jest
bardzo bogata frakcja bioflawonoidowa [18]. Naleza do niej zwiazki z grupy prostych izofla-
wonoéw (pochodne genisteiny, daidzeiny oraz formononetyny), flawonéw (pochodne luteoliny
i apigeniny) oraz sporadycznie flawonoli (pochodne kwercetyny i kemferolu). Omawiane
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potaczenia wystepuja w janowcach w postaci aglikonéw, O- i C-glikozydéw (mono- i wielo-
cukry) oraz estréw [2,5,6,9,12,15-18,20,21,23,24,27,29-33].

Podobnie jak w przypadku frakcji alkaloidowych, pewne bioflawonoidy moga by¢ trak-
towane jako markery chemotaksonomiczne rodzaju Genista [5,30,31,33].

Najszerzej zakrojone doswiadczenia fitochemiczne dotyczace zespotu flawonoidéw w ja-
nowcach prowadzili Harborne i wsp. [14] oraz van Rensen i wsp. [30,31,33]. W wyniku prze-
prowadzonych badan ustalili, ze w przeciwienstwie do alkaloidéw, zmiennos¢ w obrebie
sktadu frakcji bioflawonoidowych, w rodzaju Genista, ma charakter zaréwno migdzygatun-
kowy jak wewnatrzgatunkowy i zalezy bezposrednio od warunkéw klimatycznych oraz lokal-
nego ekosystemu, w ktérym wystepuja rosliny [30,31,33]. Stwierdzenie to dotyczy zar6wno
sktadu jakosciowego jak i ilosciowego zespotu bioflawonoidéw obecnych w rodzaju Genista.
Wykazano réwniez specyfike wystepowania poszczegblnych izoflawonéw oraz flawonéw
w réznych czesciach morfologicznych badanych roslin. W tym wypadku gatunkami przeba-
danymi wyjatkowo wnikliwie byty: janowiec barwierski (G. tinctoria) i janowiec etnenski
(G. aethnensis) [5,14,30,31,33,34].

Szczegbtowe badania odnosnie frakcji flawonoidowych wystepujacych w janowcach ob-
jetych projektem habilitacyjnym przedstawiono w tabeli 2, uwzgledniajac dane zrodtowe do-
tyczace analiz poszczegblnych surowcow.

Tab. 1. Dotychczasowe wyniki badan nad alkaloidami chinolizydynowymi w wybranych gatunkach
rodzaju Genista.
Tab. 1. Quinolizidine alkaloid fractions in the selected Genista plants.

Gatunek Alkaloidy Surowiec Pismiennictwo
. cytyzyna, metylocytyzyna, retamina, nasiona,
Genista sparteina, izosparteina, lupanina, . ] (4,8,10-12,15,18,
tinctoria anagiryna, tinktoryna, rombifolina, | ¢ZeSCl nadziemne, 19,22,24,27,28]
tetrahydro-rombifolina, baptifolina liscie
Genista cytyzyna, retamina, sparteina, ] ] (4,8,10,11,19,24,
o ] o czgsci nadziemne
sagittalis lupanina, lusitanina 26]
. cytyzyna, lupanina, sparteina,
Genista ) i ) ] ]
. 1zosparteina, anagiryna, czgsci nadziemne [4,8,10,13,21,24]
germanica ]
sofokarpina
Genista . .
retamnina, sparteina, anagiryna EZQ sct padmemne, (4,7,8,11,18,24]
radiata orzenie
Genista cytyzyna, metylocytyzyna, retamina, ‘i :
. sparteina, izosparteina, anagiryna A naglmemne, [3.8,10,18,24,25]
aethnensis ’ ’ liscie, kwiaty
Genista cytyzyna, metylocytyzyna, retamina, | nasiona, liscie,
sparteina, izosparteina, anagiryna . . [4.8,18,19,24]
monospessulana czgsci nadziemne
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Tab. 2. Dotychczasowe wyniki badan frakcji flawonoidowych w wybranych gatunkach rodzaju Genista.
Tab. 2. Flavonoid fractions in the selected Genista plants.

apigeniny, apigenina

Gatunek Flawonoidy Surowiec Pismiennictwo
genisteina, 7-O-glukozyd genisteiny,
) 7-O-diglukozyd genisteiny, 5-metoksy- czgscl
Genista genisteina, daidzeina, daidzina, pueraryna, nadziemne [14,16,20,23,24,
tinctoria luteolina, 7-O-glukozyd luteoliny, o . ’ 29-32]
5,7-O-diglukozyd luteoliny, 7-O-glukozyd | 115¢1¢: nasiona
apigeniny
. genisteina, 7-O-glukozyd genisteiny, czesei
Genista 7-O-diglukozyd genisteiny, daidzeina, nadziemne, [5.14,16,17,
sagittalis daidzina, luteolina, 7-O-glukozyd luteoliny, | 30-33]
7-O-glukozyd apigeniny, apigenina liscie
o genisteina, 7-O-glukozyd genisteiny, czetci
enisia 7-O-diglukozyd genisteiny, daidzeina, .
germanica daidzina, pueraryna, luteolina, 7-O-glukozyd nadziemne, [5.14,21,30-33]
luteoliny, 7-O-glukozyd apigeniny liscie
. genisteina, 7-O-glukozyd genisteiny, czedci
Genista 7-O-diglukozyd genisteiny, daidzeina, nadziern [5.14,16,23,30,
radiata daidzina, pueraryna, 7-O-glukozyd 3 .21e © 31,33]
luteoliny, kemferol liscie
genisteina, 7-O-glukozyd genisteiny,
Genista 7-O-diglukozyd genisteiny, 5-metoksy- Ccz@scl (2,5.6.9.12,
aethnensis genisteina, daidzeina, daidzina, pueraryna, | Nadziemne, 14-16,18,20,23,
formononetyna, 7-O-glukozyd luteoliny, | Ji¢cie, nasiona 24,29-33]
tamaryksatyna, kemferol
. genisteina, 7-O-glukozyd genisteiny, czetci
Genista 7-O-diglukozyd genisteiny, daidzeina, nadziemne [5.14.16.18,
iscie
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3. BIOSYNTEZA ZWIAZKOW IZOFLAWONOIDOWYCH

Izoflawonoidy sa grupa wtérnych metabolitow roslinnych zwiazanych biogenetycznie ze
szlakiem fenylopropanoidowym. Podstawowy szkielet izoflawonoidéw tworzy 15-weglowy
uktad Ce¢-C3-Cs 1,2-difenylopropanu, w odréznieniu od flawonoidéw, w przypadku ktérych
rdzen czasteczki stanowi 1,3-difenylopropan [4,12-14,28,45,53].

W poréwnaniu do flawonoidéw, izoflawonoidy naleza do zwigzkéw mniej rozpowszech-
nionych w $wiecie ros$linnym. Ich wystepowanie ogranicza si¢ prawie wytacznie do roslin
dwulisciennych, przede wszystkim za$ do rodziny Fabaceae, w obrebie ktorej stwierdzono
obecnos¢ 95% zwiazkow tej klasy [4,12-14,28,45,53]. Izoflawonoidy sa spotykane rzadziej
w takich rodzinach jak: Apocynaceae, Compositae, Meliaceae, Myristicaceae Pinaceae,
Polygalaceae i Rosaceae [12]. Jak dotad sklasyfikowano okoto 870 potaczen izoflawonoido-
wych, czyli ponad czterokrotnie mniej niz flawonoidoéw (ponad 4000 zwiazkéw) [4,12,28].

Podstawowy szkielet izoflawonu moze ulegaé, na drodze biochemicznej, licznym modyfi-
kacjom, prowadzacym do powstania pterokarpanéw, izoflawandéw, kumaranochromonéw,
rotenoidéw i kumestanéw, stanowiacych, obok izoflawonéw, podstawowe klasy potaczen
izoflawonoidowych [4,12-14,28,45,53].
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Pierscien A 15-weglowego szkieletu izoflawonoidéw powstaje na skutek kondensacji ty-
pu glowa-ogon (head-to-tail condensation) 3 czasteczek malonylo-CoA, pierscien B wywodzi
si¢ natomiast z fenylopropanowej jednostki 4-kumarylo-CoA [4,5,12-14,28,44,45,53]. W wy-
niku, katalizowanej enzymatycznie, reakcji kondensacji, w ktérej bierze udzial jedna
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czasteczka 4-kumarylo-CoA oraz 3 czasteczki malonylo-CoA, powstaje chalkon — pierwszy
15-weglowy prekursor zwigzkow izoflawonoidowych [4,5,12-14,28.44, 45,51,53].

Jednostka 4-kumarylo-CoA wywodzi si¢ z aminokwasu fenyloalaniny. Na drodze deami-
nacji, katalizowanej przez amonia-liaz¢ L-fenyloalaniny (PAL), powstaje kwas trans-
cynamonowy. Zwiazek ten ulega nastgpnie hydroksylacji w pozycji 4, ktérej produktem jest
kwas p-kumarowy. Druga z wymienionych reakcji katalizuje 4-hydroksylaza kwasu cynamo-
nowego (CA4H), enzym nalezacy do klasy hydroksylaz aromatycznych, zwiagzanych z cyto-
chromem P450. ,,Aktywny kumaran”, czyli 4-kumarylo-CoA, powstaje w wyniku ATP-
zaleznej reakcji katalizowanej przez ligaze 4-kumarylo-CoA (4CL) [4,5,12-14,17,28,33,35,
44,45,51,53].

SCoA

HOO
H PAL \3 CA4H N ACL X
E— _ > - 5
L-fenyloalanina Kwas trans-cynamonowy OH OH
Kwas p-kumarowy 4-kumarylo-CoA

Czasteczki malonylo-CoA, biorace udziat w tworzeniu pierscienia A izoflawonoidéw, sa
produktem ATP-zaleznej reakcji przytaczenia dwutlenku wegla do ,,aktywnego octanu”, za-
chodzacej w obecnosci karboksylazy acetylo-CoA (ACC) [12,13,53].

HO\[rSCoA ACC HWSCOA
>

O o O

Acetyl 0-CoA Mal onyI 0-CoA

Powstale czasteczki 4-kumarylo-CoA oraz malonylo-CoA stanowig substrat dla syntazy
chalkonowej (CHS), homodimerycznej syntazy poliketydowe;j, katalizujacej reakcje addycji,
kondensaciji i cyklizacji prowadzace do powstania 2,4,4°,6’-tetrahydroksychalkonu, bedacego
prekursorem zaréwno 5-hydroksyflawonoidéw, jak i 5-hydroksyizoflawonoidéw [4,5,12-14,
28,44,45,51,53].

Szereg zwiazkéw o budowie izoflawonoidowej nie posiada grupy hydroksylowej w pozy-
cji 5, odpowiadajacej atomowi wegla 6’ chalkonu. Biosynteza 6’-deoksychalkonéw jest zwia-
zana z obecnoscig enzymu - reduktazy chalkonowej (CHR), okreslanej rowniez mianem re-
duktazy poliketydowej (PKR). CHR katalizuje NADPH-zalezna reakcje redukcji, prowadzaca
do utraty grupy hydroksylowej w postaci czasteczki wody na etapie poliketydu, przed utwo-
rzeniem pierscienia A chalkonu [4,5,12-14,28,44-46,51,53].
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Powstajace w tkankach roslinnych chalkony ulegaja czesto przeksztalceniu w swojg izo-
meryczna, bardziej stabilng form¢ — flawanony. Proces izomeryzacji chalkonu jest stereospe-
cyficzny i prowadzi do powstania (-)-(2S)-flawanonu na drodze wewnatrzczasteczkowej cis-
addycji grupy hydroksylowej w pozycji 2° do podwdjnego wigzania w mostku triweglowym
taczacym pierscienie fenylowe. Katalizatorem opisywanej reakcji jest izomeraza chalkonowa
(CHI), wykazujaca u roslin z rodziny Fabaceae powinowactwo zaréwno do 6’-deoksy-, jak
i 6’-hydroksychalkonéw [4,5,12-14,28,44,45,51,53].

OH OH
H
HO, i OH O CH HO, o \©/

_— >
o} o}
Izolikwirytygenina (-)-(2SHikwirytygenina

(-)-(2S)-flawanon podlega dalszym przemianom biochemicznym, prowadzacym do po-
wstania izoflawonu. Biosynteza izoflawonu przebiega dwuetapowo i wymaga obecnosci
kompleksu enzymatycznego zwanego syntaza izoflawonowa (IFS) [4,5,12-14,25,28,44.45,
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51,53]. Pierwszy etap obejmuje hydroksylacje (-)-(2S)-flawanonu w pozycji C-2, sprzgzona
z migracja arylu, drugi zas dehydratacje powstatego 2-hydroksyizoflawanonu do izoflawonu
[4,12,14,29,49,53].

Za NADPH- i O,-zalezng reakcje hydroksylacji (-)-(2S)-flawanonu w pozycji 2 odpowie-
dzialna jest syntaza 2-hydroksyizoflawanonowa (2-HIS), mikrosomalna hydroksylaza zwia-
zana z rodzing biatek cytochromu P450. Katalizatorem reakcji dehydratacji 2-hydroksy-
izoflawanonu jest natomiast znajdujaca si¢ poza frakcja mikrosomalna dehydrataza 2-hydro-
ksyizoflawanonowa (2-HID). Obydwa wymienione enzymy, tzn. 2-HIS oraz 2-HID okre$lane
sq tacznie mianem syntazy izoflawonowej (IFS), kluczowego kompleksu enzymatycznego
szlaku izoflawonoidowego [2,4,12,14,27,29,48,49,53].

(-)-(2S)-likwirytygenina 2,4 7-trihydroksyizoflawanon Daidzeina
9

Szlaki biosyntezy flawonoidéw i izoflawonoidéw rozdzielaja si¢ na etapie (-)-(2S)-
flawanonu. Zwiazek ten moze ulega¢ hydroksylacji w pozycji C-2 nie zwiazanej z migracja
arylu, katalizowanej przez enzymy okreslane wsp6lnie mianem 2-hydroksylazy flawanonowej
(F2H) [1,2,4,12,14,43]. Utworzony 2-hydroksyflawanon podlega nastgpnie przemianom,
prowadzacym do powstania flawonéw (na skutek dehydratacji, w przypadku kiedy reakcja
przebiega w obecnosci syntazy flawonowej II - FSII), lub retrochalkonéw (obejmujacych
otwarcie pierscienia hemiacetalowego z udziatem syntazy likodionu — LS). Zaréwno FSII, jak
i LS naleza do rodziny biatek cytochromu P450 [1,2,4,12,14,43].

Fsll
COH CH
14 O
H g LS/FSII H o HO 7,4-dihycroksyflawon
H H
o] o] LS
7 4-dihydroksyflawanon 2,7 4-trihydroksyflawanon
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Podstawowy szkielet izoflawonu moze podlega¢ dalszym przemianom biochemicznym,
prowadzacym do powstania potaczen o bardziej ztozonej strukturze.

W wyniku hydroksylacji pierscienia aromatycznego B w pozycji 2° powstaja zwiazki sta-

nowiace ogniwo laczace proste izoflawony z izoflawonoidami o bardziej ztozonej stukturze,
jak pterokarpany i kumestany [4,5,12,13,14,22,28,30,43-45,53]. Reakcj¢ katalizuje 2’-hydro-
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ksylaza izoflawonowa (I2’H), nalezaca do klasy hydroksylaz aromatycznych zwiazanych
z cytochromem P450 [1,2,4,12,22,30,35,43,48]. Niektére odmiany 12°’H moga charakteryzo-
wac sie specyficznoscia wobec substratu, czego przyktadem jest enzym wyizolowany z Cicer
arietinum, przeksztalcajacy w 2’-hydroksypochodne jedynie 4’-O-metoksyizoflawony, nie
wykazujacy natomiast aktywnosci wobec prostych izoflawondéw, takich jak daidzeina i geni-
steina. 2’-hydroksylaza izoflawonowa otrzymana z soi (Glycine max), rosliny nie syntetyzuja-
cej 4’-metoksyizoflawondéw, nie wymaga obecnosci w substracie grupy 4’-metoksylowe;j.
Enzymy obecne we frakcji mikrosomalnej Cicer arietinum katalizowaty hydroksylacje
4’-metoksyizoflawonu zaréwno w pozycji 2°, jak i 3°, nie zaobserwowano natomiast powsta-
wania 2’,3’-dihydroksy-pochodnych. Nie jest do konca wyjasnione, czy w reakcje hydroksy-
lacji pierscienia B izoflawondw zaangazowany jest jeden, czy wigcej enzymow [12,22,30].

HC. Q

I3H O |
D S —
Cicer arietinum O
OH O

Biochanina A

Genisteina 2-hydroksygenisteina

Dalszy etap biosyntezy pterokarpandéw obejmuje redukcje powstatych 2’-hydroksy-
pochodnych do izoflawanonéw, przy czym wykazano, ze obecnos¢ grupy hydroksylowe;j
w pozycji 2’ jest niezbedna do przebiegu wspomnianej reakcji. Redukcja zachodzi w obecno-
sci NADPH i enzymu - reduktazy izoflawonowej (IFR) [4,5,12-14,23,44,45.].

Podobnie jak 2’-hydroksylaza izoflawonowa, réwniez IFR moze charakteryzowaé sig¢
pewna specyficznoscia substratowa. Odmiana IFR pochodzaca z Cicer arietinum wymaga do
przebiegu reakcji, oprocz grupy hydroksylowej w pozycji 2°, rdéwniez obecnosci podstawnika
4’-metoksylowego lub 4,5-metylenodioksylowego w pierscieniu B. Zawezenie grupy metabo-
lizowanych zwiazkéw do 4’-metoksy- i 4,5-metylenodioksypochodnych nie dotyczy nato-
miast reduktazy izoflawonowej wyizolowanej z soi (Glycine max), rosliny, ktéra jak juz
wspomniano, nie produkuje 4’-metoksyizoflawonoidéw [12].

Redukcja wigzania podwdjnego w heterocyklicznym pierscieniu izoflawonéw prowadzi
do powstania centrum chiralnego na atomie C 3. Reakcja katalizowana przez roslinne IFR jest
stereospecyficzna pod wzgledem produktu, prowadzi ona bowiem zawsze do powstania izo-
flawanonu o konfiguracji (3R)-(-) [12,47].
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Przeksztatceniem prowadzacym bezposrednio do powstania pterokarpanéw jest utworze-
nie mostka tlenowego pomigdzy atomami wegla 4 i 2° izoflawanonu, katalizowane przez
kompleks enzymatyczny nazwany syntaza pterokarpanowg [4,9,12-14,23,28,45,53]. ROwniez
w przypadku tego enzymu zaobserwowano miedzygatunkowe réznice dotyczace specyficzno-
sci substratowej. Syntaza pterokarpanowa wyizolowana z Medicago sativa wymaga bez-
wzglednie obecnosci grupy metoksylowej w pozycji 4°, w przeciwienstwie do analogicznego
enzymu obecnego w soi (Glycine max) [12].

Badania wykazaty, ze na kompleks syntazy pterokarpanowej Medicago sativa sktadaja sie
dwa enzymy [4,12,14,23]. Pierwszym z nich jest reduktaza izoflawanonowa (nazwana
w przypadku Medicago sativa reduktaza westitonu — VR), przeksztatcajaca izoflawanon
w odpowiadajacy mu izoflawanol (w Medicago sativa jest to redukcja westitonu do 7,2’-di-
hydroksy-4’-metoksyizoflawanolu — DMI). W kolejnym etapie 7,2’-dihydroksy-4’-metoksy-
izoflawanol ulega enzymatycznej dehydratacji pod wptywem dehydratazy DMI (DMID), pro-
wadzacej do powstania pterokarpanu — (-)-(6aR,11aR)-medykarpiny [4,12,14,23]. Obydwie
wymienione reakcje charakteryzuje stereospecyficznos¢: reduktaza westitonu wykazuje po-
winowactwo tylko do izoflawanonu o konfiguracji 3R, dehydrataza DMI natomiast katalizuje
powstawanie jedynie izomeru (-)-(6aR,11aR)-medykarpiny [12].

Westiton 7,2-cihycdroksy-4-metoksyizoflawand (6aR, 1 1aR)-medykarpina

Pterokarpany obecne w grochu (Pisum sativum) stanowia wyjatek od opisanych powyzej
prawidtowosci dotyczacych konfiguracji przestrzennej, jako ze wykazuja one konfiguracje
(+), podczas gdy substratem wykorzystywanym do ich biosyntezy jest (-)-(3R)-flawanon.
Enzymy obecne w grochu katalizuja przeksztatcenie (-)-(3R)-soforolu w (+)-(6aS,11aS)-
makkiaine. Do zmiany enancjomeréw dochodzi najprawdopodobniej na etapie izoflawanonu.
Faktu tego nie potwierdzono jednak badaniami enzymatycznymi [12,13,28].
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Zwigzkami spokrewnionymi z pterokarpanami pod wzgledem budowy chemicznej sg izo-
flawany. Wykazano, ze w Medicago sativa medykarpina moze ulega¢ przeksztatceniu do izo-
flawanu westitolu i odwrotnie. Zaproponowany dla wyjasnienia tego zjawiska mechanizm
dehydratacji katalizowanej przez DMID obejmuje utworzenie jonu karboniowego jako zwiaz-
ku posredniego w biosyntezie pterokarpanéw, izoflawanéw i kumestanéw [4,12,28].
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(6aR,11aR)-medykampina Westitol

Szereg izoflawonoidéw o budowie pterokarpanowej posiada grupe hydroksylowg w pozy-
cji 6a. Przyktad stanowi¢ moga gliceoliny syntetyzowane w soi (Glycine max), badz obecna w
grochu (Pisum sativum) pisatyna. Enzymem katalizujacym powstawanie 6a-hydroksy-
pterokarpandw jest 6a-hydroksylaza pterokarpanowa (P6aH), nalezaca do biatek cytochromu
P450 zwiazanych z frakcja mikrosomalna [4,12,13,28]. W przypadku soi katalizuje ona
NADPH- i O,-zalezng reakcje przeksztalcenia (-)-(6aR,11aR)-3,9-dihydroksypterokarpanu
w (-)-(6aS,11aS)-3,6a,9-trihydroksypterokarpan [12]. Badania nad biosynteza pterokarpanéw
o kanfiguracji (+) w grochu (Pisum sativum), przeprowadzone z wykorzystaniem radioaktyw-
nego izotopu tlenu 'O wykazaly natomiast, ze grupa 6a-hydroksylowa obecna w 6a-
hydroksymakkiainie i pisatynie pochodzi raczej z czasteczki wody, a nie tlenu. Fakt ten
wskazuje na odmienne mechanizmy powstawania (+)- i (-)-pterokarpanéw [12,13].
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Jak juz wczesniej wspomniano, izoflawonoidy syntetyzowane przez szereg roslin, w tym
Cicer arietinum 1 Medicago sativa, posiadaja grupy metoksylowe w pozycji 4* [3-5,12-14,
28,44,45]. Enzymem bioracym udziat w powstawaniu wspomnianych potaczen jest 4’-O-
metylotransferaza izoflawonowa. Substrat do ich biosyntezy stanowi zas 2,7,4’-trihydroksy-
izoflawanon, produkt reakcji katalizowanej przez syntaze 2-hydroksyizoflawanonowa
(2-HIS) [3.4,12].

Przeprowadzone z wykorzystaniem elicytowanych kultur zawiesinowych Medicago sativa
eskperymenty wykazaty, ze hodowle te cechowata podwyzszona aktywnos$¢ 7-O-metylo-
transferazy izoflawonowej (7-OMT), enzymu katalizujacego przeksztatcenie daidzeiny
w izoformononetyne, nie bioracego natomiast udziatu w biosyntezie medykarpiny. Aktyw-
nos¢ kluczowej dla powstawania medykarpiny 4’-O-metylotransferazy byta jednoczesnie bar-
dzo niska [4,12].

Opisane zjawisko moze by¢ spowodowane odmienng specyficznoscig substratowa O-me-
tylotransferazy w warunkach in vitro, gdzie wykazuje ona cechy 7-OMT wobec egzogennie
podanej daidzeiny, oraz in vivo, gdzie ten sam enzym funkcjonuje jako 4’-OMT [3,4,12]. Jest
prawdopodobne, ze duza rolg odgrywa w tym przypadku zlokalizowanie metylotransferazy
w komoérce, tworzacej wraz z syntazg izoflawonowa oraz 2’-hydroksylaza izoflawonowg swo-
isty ,,kanat metaboliczny”. 4’-O-metylacji podlega wéwczas jedynie substrat produkowany
endogennie przez IFS. Dostarczana egzogennie do kultur in vitro Medicago sativa daidzeina
znajduje si¢ poza wspomnianym ,.kanatem metabolicznym”, powodujac przy tym odmienne
dziatanie O-metylotransferazy, katalizujacej wowczas reakcje metylacji w pozycji 7 [3,4,12].
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2,4',7-trihydroksyizoflawanon
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OMe

OMe

2,7-dihydroksy-4'-metoksyizoflawanon Formononetyna

Procesom metylacji podlega réwniez grupa hydroksylowa w pozycji 5, proces ten prze-
biega jednak trudniej ze wzgledu na tworzenie potaczenia chelatowego z karbonylem w pozy-
cji 4. Obecnos¢ 5-O-metylotransferazy izoflawonowej stwierdzono w korzeniach tubinu z61-
tego (Lupinus luteus). Enzym ten wykazuje aktywno$¢ wobec genisteiny, 2’-hydroksy-
genisteiny, 8-prenylogenisteiny oraz 2’-hydroksy-8-prenylogenisteiny, co $wiadczy, ze mety-
lacja grupy 5-hydroksylowej w Lupinus luteus mozliwa jest na réznych etapach biosyntezy [12].

Do zwiazkéw podlegajacych reakcjom O-metylacji naleza czgsto bardziej ztozone pota-
czenia izoflawonoidowe, migedzy innymi pterokarpany. (+)-6a-hydroksymakkiaina obecna
w grochu (Pisum sativum) ulega metylacji w pozycji 3 (odpowiadajacej atomowi wegla 7
izoflawondéw). Katalizujaca reakcj¢ metylotransferaza charakteryzuje si¢ specyficznoscia sub-
stratowa, wykazujac najwyzsza aktywnos$¢ wobec (+)-6a-hydroksymakkiainy, znacznie nizsza
natomiast w stosunku do (-)-6a-hydroksymakkiainy, (+)-makkiainy i (+)-medykarpiny [12].

H Me
WOH OMT aCr
A _—> A
G o) G o)
( 2/ O) < 2/ O)
(+)-6a-hydroksymakkiaina (+)-pisatyna

Niezaleznie od potozenia grupy metoksylowej, mechanizm O-metylacji jest w kazdym
przypadku jednakowy. Reakcja transmetylacji obejmuje przeniesienie aktywnej grupy mety-
lowej z S-adenozylo-L-metioniny (SAM) na atom tlenu grupy hydroksylowej, katalizatorem
jest zas odpowiednia O-metylotransferaza [11,16,39].

Grupa metoksylowa moze by¢ przeksztalcona na drodze reakcji biochemicznych w mo-
stek metylenodioksylowy [10,12,13,28]. Przyktadami zwigzkéw posiadajacych tego rodzaju
uktad chemiczny sa pterokarpany makkiaina i pisatyna. Badania wykazaty, ze biosynteza
makkiainy w Cicer arietinum obejmuje hydroksylacj¢ formononetyny w pozycji 3°, a powsta-
ta kalikozyna ulega nastepnie przeksztatceniu w pseudobaptygening poprzez utworzenie
mostka metylenodioksylowego. Opisana reakcja wymaga obecnosci tlenu i NADPH, co
wskazuje na udziatl biatek cytochromu P450 w jej przebiegu [10,12].
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Kalikozyna Pseudobaptygenina

Szacuje sig, ze co najmniej potowa wszystkich potaczen izoflawonoidowych spotykanych
w rodzinie Fabaceae posiada podstawniki prenylowe [12]. Wigkszos¢ badan dotyczacych
prenylowanych izoflawonoiddéw przeprowadzono z wykorzystaniem soi (Glycine max) i fasoli
(Phaseolus vulgaris), w ktorych procesy powstawania prenylowanych izoflawonoidéw sa
inicjowane elicytacja, jak rowniez tubinu biatego (Lupinus luteus), produkujacego pochodne
prenylowe konstytucyjnie [6,12,15,19-21,24,37,38,41,50,52].

Badania enzymatyczne dotyczace proceséw biosyntezy izoflawonoidéw w soi wykazaty,
ze podstawienie atoméw wegla 2 i 4 3,6a,9-trihydroksypterokarpanu grupami prenylowymi
zachodzi z udziatem dimetyloallilopirofosforanu (DMAPP), przy czym dominujaca jest reak-
cja ukierunkowana na powstawanie pochodnej prenylowanej w pozycji C-2 [12,37,39]. Ana-
logiczne procesy biochemiczne zaobserwowano w kulturach zawiesinowych Phaseolus vul-
garis, gdzie produktem prenylacji 3,9-dihydroksypterokarpanu jest fazeolidyna [12]. Procesy
powstawania prenylowanych izoflawonoidéw w obydwu wymienionych roslinach sg katali-
zowane przez prenylotransferazy zlokalizowane w wewnetrznej btonie chloroplastéw [8,12].
Reakcje prenylacji sg stereospecyficzne, substrat dla prenylotransferaz stanowia bowiem tyl-
ko pterokarpany o konfiguracji 6aR,11aR [12].

Ostatnim etapem biosyntezy gliceolin w soi oraz fazeoliny w fasoli jest cyklizacja tancu-
cha izoprenowego katalizowana przez monooksygenaze P450 [4,12,13,45].

Glyceolina lll Glyceolina Il

3,9-dihydroksypterokarpan Fazeolidyna

Fazeolina
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Prenylowe pochodne genisteiny i 2’-hydroksygenisteiny sa produkowane konstytucyjnie
przez tkanki tubinu biatego (Lupinus albus) [6,12,19,21,37,52]. Zwiazki te wykryto w li-
sciach, korzeniach, jak réwniez kulturach zawiesinowych tej rosliny. Prenylacja izoflawonéw
w tubinie biatym zachodzi w pozycjach 6, 8 i 3°, mozliwe jest réwniez tworzenie 6,3’ -dipre-
nylowych pochodnych [6,12,19,21,37,52].

Zagadnienia biosyntezy kumestanéw, stanowiacych jedng z gtéwnych grup potaczen izo-
flawonoidowych, sa w przeciwienstwie do proceséw powstawania pterokarpanéw stosunko-
wo stabo poznane [12]. W czasie badan nad Medicago sativa stwierdzono, ze prekursorami
9-O-metylokumestrolu sa zar6wno 7,2’-dihydroksy-4’-metoksyizoflaw-3-en, jak i 7,2’-di-
hydroksy-4’-metoksyizoflaw-3-en-2-on, nalezace odpowiednio do izoflaw-3-enéw i 3-arylo-
kumaryn. Przedstawiony schemat biosyntezy kumestanéw obejmuje etap jonu karboniowego,
nietrwatego zwiazku posredniego, stanowiacego wspdlne ogniwo szlakéw biosyntezy ptero-
karpandéw, izoflawanéw i kumestanéw [4,12,13,28].

OMe

7,2-dihydroksy-4-metoksyizoflaw-3-en 7,2-dihydroksy-4-metoksyizoflaw-3-en-2-on 9-O-metylokumestrol

Izoflawonoidy wystepuja czesto w §wiecie roslinnym w postaci potaczen glikozydowych,
oraz pochodnych estrowych glikozydow [5,6,7,8,12,18,28,31,33,36,42,44,45,52]. Wigkszos¢
badan dotyczacych powstawania i metabolizmu glikozydéw izoflawonoidowych przeprowa-
dzono z wykorzystaniem takich roslin jak Lupinus albus, Glycine max, Medicago sativa i Ci-
cer arietinum [5,6,12,18,33,36,44,52]. Przytaczenie czasteczki glukozy do rdzenia izoflawo-
noidowego jest katalizowane przez cytoplazmatyczna glukozylotransferaze izoflawonowa
(IGT), wykorzystujaca urydylodifosfoglukoze jako donor reszty cukrowej [5,12,28,34,39,
40,44]. Glukozylotransferaza izoflawonowa pochodzaca z Cicer arietinum charakteryzuje si¢
specyficznoscia wobec substratu, jej powinowactwo do izoflawondéw posiadajacych grupe
metoksylowa w pozycji 4’ (formononetyna i biochanina A) jest bowiem wyraznie mniejsze
niz do izoflawonéw nie posiadajacych tej grupy, takich jak daidzeina i genisteina [12].

Glukozydacji mogg podlegac nie tylko proste izoflawony, ale rOwniez bardziej ztozone
potaczenia izoflawonoidowe. Glukozylotransferaza wyizolowana z kultur zawiesinowych
Medicago sativa katalizuje przytaczenie glukozy w pozycji 3 pterokarpanu medykarpiny oraz
kumestanu kumestrolu [12].

Dalsze modyfikacje pochodnych glikozydowych izoflawonoidéw obejmuja miedzy inny-
mi acylacj¢ w obrebie reszty cukrowej. Enzymem katalizujacym reakcj¢ przytaczenia reszty
malonowej w pozycji 6” reszty cukrowej 7-O-B-glukozyd6éw izoflawonoidowych jest zlokali-
zowana w soku komérkowym malonylotransferaza glikozydéw izoflawonowych (IMT).
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Donorem grupy acylowej jest malonylo-CoA, produkt reakcji stanowi za§ odpowiedni 6”-O-
malonylo-7-O-B-glukozyd [5,12,26,28,31,10,44,45].

Substratami IMT sg, zgodnie z malejacym powinowactwem, glukozydy: biochaniny A,
formononetyny, genisteiny, pratensyny, daidzeiny i makkiainy [12].

Glikozydy izoflawonoidowe oraz ich pochodne estrowe rozpuszczone w soku komorko-
wym okreslane sg mianem form magazynowych izoflawonoidéw [5,12,31,32,45]. Pierwszym
etapem rozpadu malonyloglukozydéw w Cicer arietinum jest hydroliza wiazania estrowego,
katalizowana przez malonyloesteraze malonyloglukozydéw izoflawonowych (IEST), zwiaza-
ng z btong tonoplastu [5,12,45]. IEST pochodzaca z Cicer arietinum charakteryzuje si¢ wyso-
ka specyficznos$cia substratowa i wykazuje duza aktywnos¢ wobec 6”-O-malonylo-7-O-f3-
glukozydu biochaniny A [12].

Mobilizacja wolnych aglikonéw izoflawonoidowych nastepuje na drodze hydrolizy wia-
zania [-glikozydowego, katalizowanej przez glukozydaz¢ glukozydéw izoflawonowych
(IGLC) [5,12,32,44,45]. Wspomniana B-glukozydaza jest zwigzana z frakcja cytoplazmatycz-
na i charakteryzuje si¢, w przypadku enzymu wyizolowanego z korzeni Cicer arietinum, wy-
sokim powinowactwem wobec 7-O-B-glukozydéw formononetyny i biochaniny A [12]. Glu-
kozydaze o duzej specyficznosci w stosunku do potaczen izoflawonowych wyizolowano réw-
niez z korzeni Glycine max, w ktérych enzym ten katalizuje reakcje hydrolizy zaréwno glu-
kozydéw genisteiny i daidzeiny, jak rowniez ich malonowych pochodnych [32]. Nie stwier-
dzono jednoczesnie obecnosci odpowiedniej malonyloesterazy katalizujacej reakcje rozpadu
malonyloglukozydéw wspomnianych izoflawonow. Fakt ten moze §wiadczy¢, ze reakcje roz-
padu malonyloglukozydéw w Glycine max przebiegaja odmiennie niz to ma miejsce w Cicer
arietinum, gdzie do uwolnienia aglikonu konieczna jest najpierw hydroliza wiazania estrowe-
20, po czym powstaty glukozyd poddawany jest dziataniu odpowiedniej glukozydazy. Wyniki
badan wskazuja na mozliwo$¢ uwalniania wolnych aglikonéw w Glycine max zaréwno na
drodze hydrolizy wiazania B-glukozydowego glukozydu, jak réwniez bezposredniego dziata-
nia odpowiedniej glukozydazy na ich pochodne malonylowe [32].

Procesy powstawania i hydrolizy pochodnych glikozydowych izoflawonéw obrazuje po-
nizszy schemat:

UDP-glukoza Malonylo-CoA

IGT IMT

OMe

Formononetyna 7-O-glukozyd formononetyny 6'"-malonylo-7-O-glukozyd formononetyny

IGLC IEST



Biosynteza zwiazkow izoflawonoidowych 43

PiSmiennictwo

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Akashi T., Aoki T., Ayabe S., Identification of a cytochrome P450 cDNA encoding (2S)-
flavanone 2-hydroxylase of licorice (Glycyrrhiza echinata L.; Fabaceae) which represents li-
codione synthase and flavone synthase 11, FEBS Lett. 431 (1998) 287-290.

Akashi T., Aoki T., Takahashi T., Kameya N., Nakamura 1., Ayabe S., Cloning of cytochrome
P450 cDNAs from cultured Glycyrrhiza echinata L. cells and their transcriptional activation
by elicitor-treatment, Plant Sci. 126 (1997) 39-47,

Akashi T., Sawada Y., Aoki T., Ayabe S., New Scheme of the Biosynthesis of Formononetin
Involving 2,7,4’-Trihydroxyisoflavanone but Not Daidzein as the Methyl Acceptor, Biosci.
Biotechnol. Biochem. 64 (2000) 2276-2279.

Aoki T., Akashi T., Ayabe S., Flavonoids of Leguminous Plants; Structure, Biological Activ-
ity, and Biosynthesis, J. Plant Res. 113 (2000) 475-488.

Barz W., Mackenbrock U., Constitutive and elicitation induced metabolism of isoflavones and
pterocarpans in chickpea (Cicer arietinum) cell suspension cultures, Plant Cell Tiss. Org. Cult.
38 (1994) 199-211.

Bednarek P., Franski R., Kerhoas L., Einhorn J., Wojtaszek P., Stobiecki M., Profiling
changes in metabolism of isoflavonoids and their conjugates in Lupinus albus treated with bi-
otic elicitor, Phytochemistry 56 (2001) 77-85.

Berlin J., Fecker L., Riigenhagen C., Sator C., Strack D., Witte L., Wray V., Isoflavone Gly-
coside Formation in Transformed and Non-Transformed Suspension and Hairy-Root Cultures
of Lupinus polyphyllus and Lupinus hartwegii, Z. Naturforsch. 46 (1991) 725-734.

Biggs D.R., Welle R., Grisebach H., Intracellular localization of prenyltransferases of isofla-
vonoid phytoalexin biosynthesis in bean and soybean, Planta 181 (1990) 244-248.

BleS W., Barz W., Isolation of pterocarpan synthase, the terminal enzyme of pterocarpan phy-
toalexin biosynthesis in cell suspension cultures of Cicer arietinum, FEBS Lett. 235 (1988)
47-50.

Clemens S., Barz W., Cytochrome P450-dependent methylenedioxy bridge formation in Cicer
arietinum, Phytochemistry 41 (1996) 457-460.

Daniell T., O’Hagan D., Edwards R., Alfalfa cell cultures treated with a fungal elicitor accu-
mulate flavone metabolites rather than isoflavones in the presence of the methylation inhibitor
tubericidin, Phytochemistry 44 (1997) 285-291.

Dixon R.A., Isoflavonoids: Biochemistry, Molecular Biology, and Biological Functions,
Comp. Nat. Prod. Chem. 1 (1999) 773-823.

Dixon R.A., Harrison M.J., Paiva N.L., The isoflavonoid phytoalexin pathway: From enzymes
to genes to transcription factors, Physiol. Plant. 93 (1995) 385-392,

Dixon R.A., Steele C.L., Flavonoids and isoflavonoids — a gold mine for metabolic engineer-
ing, Trends in Plant Sci. 4 (10) (1999) 340-400.

Edwards R., Blount J.W., Dixon R.A., Glutathione and elicitation of the phytoalexin response
in legume cell cultures, Planta 184 (1991) 403-409.

Edwards R., Daniell T.J., Gregory A.C.E., Methylation reactions and the phytoalexin response
in alfalfa suspension cultures, Planta 201 (1997) 359-367.

Edwards R., Mavandad M., Dixon R.A., Metabolic fate of cinnamic acid in elicitor treated cell
suspension cultures of Phaseolus vulgaris, Phytochemistry 29 (1990) 1867-1873.



44

Maria Luczkiewicz

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32

33.

34,

35.

Federici E., Touché A., Choquart S., Avanti O., Fay L., Offord E., Courtois D., High isofla-
vone content and estrogenic activity of 25 year-old Glycine max tissue cultures, Phytochemis-
try 64 (2003) 717-724.

Gagnon H., Ibrahim R.K., Effects of various elicitors on the accumulation and secretion of
isoflavonoids in white lupin, Phytochemistry 44 (1997) 1463-1467.

Goosens J.F.V. and Vendrig J.C., Effects of abscisic acid, cytokinins, and light on isoflavon-
oid phytoalexin accumulation in Phaseolus vulgaris L., Planta 154 (1982) 441-446.

Grayer R.J., Kokubun T., Plant-fungal interactions: the search for phytoalexins and other anti-
fungal compounds from higher plants, Phytochemistry 56 (2001) 253-263.

Gunia W., Hinderer W., Wittkampf U., Barz W., Elicitor Induction of Cytochrome P-450
Monooxygenases in Cell Suspension Cultures of Chickpea (Cicer arietinum 1..) and Their In-
volvement in Pterocarpan Phytoalexin Biosynthesis, Z. Naturforsch. 43 (1991) 58-66.

Guo L., Dixon R.A., Paiva N.L., The ‘pterocarpan synthase’ of alfalfa: association and co-
induction of vestitone reductase and 7,2’-dihydroxy-4’-methoxyisoflavanol (DMI) dehydra-
tase, the two final enzymes in medicarpin biosynthesis, FEBS Letr. 356 (1994) 221-225.

Habereder H., Schréder G., Ebel J., Rapid induction of phenylalanine ammonia-lyase and
chalcone synthase mRNAs during fungus infection of soybean (Glycine max 1..) roots or elici-
tor treatment of soybean cell cultures at the onset of phytoalexin synthesis, Planta 177 (1989)
58-65.

Hagmann M., Grisebach H., Enzymatic rearrangement of flavanone to isoflavone, FEBS 175
(1984) 199-203.

Hahlbrock K., Malonyl coenzyme A: flavone glycoside malonyl-transferase from illuminated
cell suspension cultures of parsley, FEBS Lerr. 28 (1972) 65-68.

Hakamatsuka T., Mori K., Ishida S., Ebizuka Y., Sankawa U., Purification of 2-
hydroxyisoflavanone dehydratase from the cell cultures of Pueraria lobara, Phytochemistry
49 (1998) 497-505.

Harborne J.B., Williams Ch.A., Advances in flavonoid research since 1992, Phytochemistry
55 (2000) 481-504.

Hashim M.F., Hakamatsuka T., Ebizuka Y., Sankawa U., Reaction mechanism of oxidative
rearrangement of flavanone in isoflavone biosynthesis, FEBS 271 (1990) 219-222.

Hinderer W., Flentje U., Barz W., Microsomal isoflavone 2’- and 3’-hydroxylases from
chickpea (Cicer arietinum 1..) cell suspensions induced for pterocarpan phytoalexin formation,
FEBS Lert. 214 (1987) 101-106.

Hinderer W., Flavonoids w: F. Constable (Ed.), Cell Culture and Somatic Cell Genetics of
Plants, Academic Press. Inc., San Diego, 1988, str. 23-48.

Hsieh M., Graham T.L., Partial purification of a soybean pB-glucosidase with high specific ac-
tivity towards isoflavone conjugates, Phytochemistry 58 (2001) 995-1005.

Janas K.M., Cvikrovd M., Palagiewicz A., Szafranska K., Posmyk M.M., Constitutive ele-
vated accumulation of phenylpropanoids in soybean roots at low temperature, Plant Sci. 163
(2002) 369-373.

Kaczkowski I., Pochodne fenyloalaniny i tyrozyny w: J. Kaczkowski (Ed.), Biochemia roslin,
PWN, Warszawa, 1985, str. 263-282.,

Kessmann H., Choudhary A.D., Dixon R.A., Stress responses in alfalfa (Medicago sativa 1..)
II. Induction of medicarpin and cytochrome P450 enzyme activities in elicitor-treated cell
suspension cultures and protoplasts, Plant Cell Rep. 9 (1990) 38-41.



Biosynteza zwiazkow izoflawonoidowych 45

36.

37.

38.

39,
40.

41.

42.

43,

44.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

KeBmann K., Barz W., Accumulation of isoflavones and pterocarpan phytoalexins in cell sus-
pension cultures of different cultivars of chickpea (Cicer arietinum), Plant Cell Rep. 6 (1987)
55-59.

Laflamme P., Khouri H., Gulick P., Ibrahim R., Enzymatic prenylation of isoflavones in white
lupin, Phytochemistry 34 (1993) 147-151.

Landini S., Graham M.Y., Graham T.L., Lactofen induces isoflavone accumulation and gli-
ceollin elicitation competency in soybean, Phytochemistry 62 (2003) 865-874.

Li J., Copeland L., Role of malonate in chickpeas, Phytochemisty 54 (2000) 585-589.

Li Z., Alfenito M., Rea P.A., Walbot V., Dixon R.A., Vacuolar uptake of the phytoalexin
medicarpin by the glutathione conjugate pump, Phytochemistry 45 (1997) 689-693.

Lozovaya V.V., Lygin A.V., Zernova O.V., Li S., Hartman G.L., Widholm J.M., Isoflavonoid
accumulation in soybean hairy roots upon treatment with Fusarium solani, Plant Physiol. Bio-
chem. 42 (2004) 671-679.

Luczkiewicz M., Gi6d D., Callus cultures of Genista plants — in vitro material producing high
amounts of isoflavones of phytoestrogenic activity, Plant Sci. 165 (2003) 1101-1108.

Nakamura K., Akashi T., Aoki T., Kawaguchi K., Ayabe S., Induction of Isoflavonoid and
Retrochalcone Branches of the Flavonoid Pathway in Cultured Glycyrrhiza echinata Cells
Treated with Yeast Extract, Biosci. Biotechnol. Biochem. 63 (1999) 1618-1620.

Paiva N.L.., Oomen A., Harrison M.J., Dixon R.A., Regulation of isoflavonoid metabolism in
alfalfa, Plant Cell Tiss. Org. Cult. 38 (1994) 213-220.

Phillips D.A., Kapulnik Y., Plant isoflavonoids, pathogens and symbionts, Trends Microbiol.
3 (2) (1995) 58-64.

Sallaud C., El-Turk J., Breda C., Buffard D., de Kozak I., Esnault R., Kondorosi A., Differen-
tial expression of cDNA coding for chalcone reductase, a key enzyme of the 5-deoxyflavonoid
pathway, under various stress conditions in Medicago sativa, Plant Sci. 109 (1995) 179-190.

Schlieper D., Tiemann K., Barz W., Stereospecificity of hydrogen transfer by fungal and plant
NADPH: isoflavone oxidoreductases, Phytochemistry 29 (1990) 1519-1524.

Shimada N., Akashi T., Aoki T., Ayabe S., Induction of isoflavonoid pathway in the model
legume Lotus japonicus: molecular characterization of enzymes involved in phytoalexin bio-
synthesis, Plant Sci. 160 (2000) 37-47.

Steele C.L., Gijzen M., Qutob D., Dixon R.A., Molecular characterization of the enzyme cata-
lyzing the aryl migration reaction of isoflavonoid biosynthesis in soybean, Arch. Biochem.
Biophys. 367 (1999) 147-150.

VanEtten H.D., Smith D.A., Accumulation of antifungal isoflavonoids and 1la-
hydroxyphaseollone, a phaseollin metabolite, in bean tissue infected with Fusarium solani f.
sp. phaseoli, Physiol. Plant Pathol. 5 (1975) 225-237.

Winkel-Shirley B., Biosynthesis of flavonoids and effects of stress, Cur. Op. Plant Biol. 5
(2002) 218-223.

Wojtaszek P., Stobiecki M., Differential secretion and accumulation of isoflavonoids in Lu-
pinus albus in response to fungal elicitor and CuCl,, Plant Physiol. Biochem. 35 (1997) 129-
135.

Yu O., McGonigle B., Metabolic Engineering of Isoflavone Biosynthesis, Adv. Agron. 86
(2005) 147-190.



46 Maria Luczkiewicz

4. BADANIA NAD IZOFLAWONOIDAMI W KULTURACH
IN VITRO

Rozpowszechnione od potowy dwudziestego wieku doswiadczenia nad hodowla roslin
wyzszych w warunkach in vitro doprowadzity do otrzymania kultur pojedynczych komérek
oraz ich agregatow, protoplastow, tkanek i organdéw zdolnych do ciggtego wzrostu na steryl-
nych, odpowiednio dobranych pozywkach wzrostowych [16,19,87]. Scisle kontrolowane wa-
runki oraz ciagty dostep stabilnego materiatu biologicznego umozliwit, na wieksza niz do-
tychczas skalg, prowadzenie badan podstawowych nad fizjologia roslin oraz wyjasnienie sze-
regu procesow biochemicznych sktadajacych sie na pierwotny i wtérny metabolizm tkankowy
[70,87]. Dowiedziono ponadto, ze otrzymane w warunkach in vitro biomasy roslinne zdolne
sa do biosyntezy wtérnych metabolitéw charakterystycznych dla roslin macierzystych badz
tez stanowig zrodto catkiem nowych substancji nie okreslonych w stanie naturalnym [5,56,70,
87,98,108,118,136]. W rezultacie zostata otwarta droga do intensywnych studiéw biotechno-
logicznych nad mozliwoscia wykorzystania ro§linnych kultur in vitro do produkcji wtérnych
metabolitow o wyjatkowo cennych cechach uzytkowych, w tym zwiazkéw mogacych znalez¢
potencjalne zastosowanie w lecznictwie [68,98,126,127].

Przeprowadzone badania statystyczne dowiodty, ze nawet w krajach wysoko rozwinig-
tych, gdzie podstawa przemystu farmaceutycznego jest szeroko rozumiana synteza chemicz-
na, ciagle 25% lekow to cenne zwiazki pochodzenia naturalnego. Postepujaca degradacja sro-
dowiska, powolny wzrost roslin, nierzadko niska zawarto$¢ zwiazkéw aktywnych w uprawia-
nych gatunkach to tylko niektore czynniki, ktére ograniczaja otrzymywanie substancji biolo-
gicznie aktywnych ze stanu naturalnego. Wyzej wymienione trudnosci wraz z koniecznoscia
hodowli gatunkéw tropikalnych w okreslonych warunkach klimatycznych spowodowaty, ze
roslinne kultury in vitro zaczeto postrzegac jako alternatywng metode otrzymywania wtor-
nych metabolitéw o wyjatkowo cennej aktywnosci terapeutycznej [87,128].

Sposrod wielu metabolitow wtérnych zwiazki izoflawonoidowe obok alkaloidéw oraz ter-
pendéw naleza do najczesciej badanych, w warunkach roslinnych hodowli in vitro, klas pota-
czen naturalnych [34,98,108,]. Przyczyne tego faktu mozemy upatrywaé m. in. w ich wielo-
kierunkowym dziataniu biologicznym [50,106]. Jako uznane fitoaleksyny i fitoantycypiny,
izoflawony petnia kluczowa role w procesach obronnych roslin z rodziny Fabaceae. Stad tez
biomasy roslinne otrzymywane z gatunkéw roslin motylkowych staty si¢ uktadami modelo-
wymi do badan nad odpowiedzia obronng roslin na szeroko rozumiany stres srodowiskowy
[27,104]. Izoflawony to ponadto wtérne metabolity o szerokiej aktywnosci prozdrowotne;j.
Obok aktywnosci przeciwzapalnej, przeciwgrzybicznej i przeciwwolnorodnikowej, charakte-
rystycznej dla grupy bioflawonoidéw, wykazuja one cechy potaczen blokujacych u ssakow
receptory estrogenowe [ (ERP) [20,42,50,94,106]. Stad zaleca si¢ je powszechnie m. in.
w leczeniu skutkéw menopauzy [42,133]. Ponadto rozwaza si¢ rOwniez mozliwos¢ stosowa-
nia izoflawonéw w prewencji oraz leczeniu nowotwordéw zwiazanych z zaburzeniami réwno-
wagi hormonalnej w organizmie [50,75,94,106,107]. Ograniczone, przede wszystkim do pro-
duktow sojowych, naturalne zrédta izoflawondéw nie pozwalaja, nie tylko na masowe otrzy-
mywanie znacznych ilosci tych zwiazkéw, z przeznaczeniem dla przemystu farmaceutyczne-
€0, ale réwniez na kompleksowe badania farmakologiczne i toksykologiczne wyizolowanych
substancji [28]. Stad tez w ostatnich latach nieliczne prace biotechnologiczne wskazuja na
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mozliwo$¢ wykorzystania kultur in vitro okreslonych gatunkéw z rodziny Fabaceae do prze-
mystowej produkcji fitoestrogenéw [6,39].

Niezaleznie od podstawowego celu badan, biosynteze oraz metabolizm izoflawonoidéw
w kulturach in vitro stymuluje si¢ stosujac zaréwno standardowe jak i rowniez bardzo nowo-
czesne strategie biotechnologiczne [28,34]. Mozna tu wymieni¢ takie procedury jak: modyfi-
kacje podstawowego sktadu podioza doswiadczalnego, ze szczegdlnym uwzglednieniem
réwnowagi hormonalnej [12,17,29,40,47] oraz regulacje warunkéw prowadzenia hodowli
w zakresie oswietlenia i temperatury [47,61,105]. Wykorzystujac naturalny aparat enzyma-
tyczny badanej biomasy przeprowadza si¢ rowniez szeroko rozumiang biokonwersje z zasto-
sowaniem blizszych i dalszych prekursoréw, w celu uzyskania produktu finalnego [4,9].

W oparciu o fakt przynaleznosci izoflawonéw do klasy zwiazkéw aktywnych w procesach
obronnych [27,104], biosynteze i metabolizm tych zwiazkéw w roslinnych kulturach in vitro
reguluje si¢ stosujac szeroka game elicytorow biotycznych i abiotycznych [10,24,43,99,100].

Przeprowadzone wyrywkowe badania dotyczace akumulacji izoflawonéw w réznych ty-
pach hodowli in vitro (kalusy, zawiesina, korzenie oraz pedy) pozwalaja wstepnie zoriento-
wac si¢ nad mozliwoscig wykorzystania r6znego rodzaju kultur do produkcji tych zwigzkéw
[6,12,17,39,40,122].

Metabolizm izoflawonéw badano réwniez w oparciu o biomasy transgeniczne (zawiesiny,
korzenie wiosnikowate, zregenerowane organy) uzyskane na drodze transformacji genetycz-
nej, przy udziale wybranych dzikich Iub przekonstruowanych szczepéw bakteryjnych [12,18,
78,79] oraz mikrowstrzyknigcia informacji genetycznej inkorporowanej na mikroczastecz-
kach ztota [31,90].

Ponizej, w oparciu o biezace informacje literaturowe, przedstawiono wptyw okreslonych
strategii hodowlanych na biosynteze oraz metabolizm izoflawonéw w roslinnych kulturach in
vitro.

Wplyw podstawowego skladu podloza doswiadczalnego na biosynteze
izoflawonow w kulturach in vitro

Modyfikacje, w zakresie sktadu podtozy doswiadczalnych, naleza do podstawowych me-
tod regulacji pierwotnego oraz wtdrnego metabolizmu namnazanych, w warunkach in vitro,
biomas [50]. Powyzsze zabiegi dotycza zaréwno zmian jakosciowych jak i ilosciowych
w obrebie makro i mikroelementéw, zrodet wegla oraz regulatoréw wzrostu odpowiedzial-
nych za okreslong rownowage hormonalna w systemie hodowlanym [19,56,85,108,136].

Wiekszos¢ pozywek stosowanych w hodowlach in vitro roslin motylkowych to tzw. boga-
te podtoza wzrostowe takie jak: Murashigea i Skooga, Schenk-Hildebrandt a, Lindsmeyera
i Skooga itd. [6,12,17,39,40]. Sktad powyzszych pozywek, w szczegdlnosci w zakresie regu-
latoréw wzrostu, dobierano, przede wszystkim, pod katem mikrorozmnazania badanych ga-
tunkéw badz tez uzyskania maksymalnego przyrostu namnazanych biomas [101,115,
122,132].

Przyktadowo, w kulturach kalusowych i zawiesinowych najczesciej badanych gatunkéw
z rodziny Fabaceae takich jak: Glycine max, Cicer arietinum, Phaseolus vulgaris, Lupinus
albus oraz Medicago sativa regulatorami wzrostu z wyboru byly przewaznie: kinetyna oraz
kwas 2,4-dichlorofenoksyoctowy (2,4-D) [6,9,24,38,39,43,99]. W procesie tworzenia pedow
u ro$lin motylkowych przydatne okazaty si¢ takie cytokininy jak: benzyloaminopuryna (BAP)
i tidiazuron (TDZ) oraz naturalne gibereliny (GA;, GAs, GA4, GA7, GAgi GA;3). W tym miejscu
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nalezy zaznaczy¢, ze wptyw poszczeg6lnych regulatoréw wzrostu na inicjacje oraz elongacje
pedow byl zmienny i kazdorazowo zalezny od badanego gatunku [15,25,45,65,74,
88,103,122].

Tylko nieliczne prace nad kulturami in vitro roslin z rodziny Fabaceae dotycza bezpo-
sredniego wptywu podstawowego sktadu podtoza doswiadczalnego na zawartos¢ izoflawo-
néw w namnazanych materiatach roslinnych [12,17,40,47,95,105,121]. Przeprowadzone do-
swiadczenia wykazaly, ze znaczny wzrost stgzenia omawianych zwigzkéw w biomasach
mozna uzyska¢ m in. poprzez zubozenie pozywek wzrostowych w obrebie soli mineralnych
[14,95,121]. W wyniku redukcji azotanéw oraz soli amonowych w podtozu hodowlanym kul-
tury pedowe Phaseolus vulgaris syntetyzowaty kilkakrotnie wiecej faseoliny i kiewetonu niz
biomasy kultywowane w warunkach kontrolnych [105]. Procesowi temu towarzyszyto og6lne
zwigkszenie ekspresji genéw zwiazanych ze szlakiem fenylopropanoidowym oraz zahamo-
wanie wzrostu danych kultur. Analogicznie, podwyzszenie zawartosci azotu w pozywce po-
wodowato nawet 9% obnizenie stg¢zenia fitoaleksyn w pedach fasoli [105]. Zwigekszong za-
warto$¢ izoflawonéw w kulturach in vitro Phaseolus vulgaris uzyskano réwniez w przypadku
deficytu jonoéw fosforanowych, boranowych oraz manganowych w systemie hodowlanym
[95,121]. Przyczyn¢ powyzszego zjawiska upatruje si¢ w tzw. ,stresie odzywczym”, ktorego
mechanizm jest stosunkowo stabo poznany. Przypuszcza si¢, ze powoduje on zahamowanie,
zwiazanych z wzrostem kultury, podstawowych protein. W efekcie dochodzi do "przelacze-
nia" szlakéw biochemicznych w kierunku biosyntezy okreslonych wtémych metabolitéw
[35,89,105,110].

W badaniach dotyczacych hodowli in vitro roslin motylkowych stwierdzono réwniez
wplyw okreslonych regulatorOw wzrostu na biosyntez¢ izoflawonéw w namnazanych bioma-
sach [9,12,17,29,40,47,66,67]. Dowiedziono, ze kwas 2,4-dichlorofenoksyoctowy (2,4-D)
stymulowal biosyntez¢ wolnej oraz zglikozydowanej biochaniny A oraz formononetyny,
w zawiesinie Cicer arietinum [9,66]. Powyzsza auksyna indukowatla réwniez produkcje dai-
dzeiny w kalusach pigciu gatunkéw z rodzaju Psolarea [17] oraz makkiainy i medykarpiny
w zawiesinie Medicago sativa [67]. Korzystna role 2,4-D, w procesie biosyntezy izoflawo-
néw, stwierdzono ponadto w liniach kalusowych Maackia amurensis [40]. Omawiane kultu-
ry, w obecnosci powyzszej auksyny, syntetyzowaty nawet 4-krotnie wiecej daidzeiny, geni-
steiny, formononetyny oraz retuzyny niz roslina macierzysta. Natomiast zjawiska tego nie
obserwowano, gdy auksyna z wyboru byt kwas naftylo-1-octowy (NAA) [40]. Opisywana
rola kwasu 2,4-dichlorofenoksyoctowego w procesie biosyntezy izoflawonéw wydaje si¢ za-
skakujaca. Powyzszy regulator wzrostu cytowany jest bowiem, w licznych doniesieniach lite-
raturowych, jako bloker kluczowego enzymu szlaku fenylopropanoidowego-syntazy chalko-
nowej (CHS) [32,67].

Doswiadczenia nad kulturami in vitro Phaseolus vulgaris [26,29,47,123] wykazaty, ze re-
gulatory wzrostu moga, w sposob wybiorczy, regulowaé biosynteze i metabolizm okreslonych
izoflawondéw. Przyktadowo, kwas abscyzynowy (ABA) oraz benzyloaminopuryna (BAP)
stymulowaly biosynteze faseoliny w kulturach zawiesinowych i liscieniach fasoli. Jednocze-
snie ABA, w przeciwienstwie do BAP hamowat, w tych samych biomasach, synteze kieweto-
nu [26,29,47]. Autorzy niniejszych prac uznali, ze stosowane regulatory wzrostu wptywaty
wybibrczo na metabolizm oznaczanych fitoaleksyn poprzez tworzenie mniej lub bardziej ko-
rzystnych warunkéw cytologicznych w badanych biomasach [29,47]. Ze wzgledu na specyfi-
ke prowadzonych doswiadczen, koncowa zawartos¢ kiewetonu i faseoliny byta rezultatem nie
tylko okreslonej modyfikacji podioza w zakresie regulatorow wzrostu, ale réwniez wynikiem
zmiennych warunkéw hodowlanych [26,29,47].



Badania nad izoflawonoidami w kulturach in vitro 49

We wszystkich cytowanych powyzej doswiadczeniach podchodzono fragmentarycznie do
roli okreslonych sktadnikéw podtoza w biosyntezie izoflawondéw. Nie mniej prezentowane
rezultaty wskazujaq wyraznie, ze sktad pozywki a przede wszystkim fitohormony moga stano-
wic istotny czynnik regulatorowy w biosyntezie izoflawonéw, w warunkach in vitro.

Wplyw czynnikow fizycznych na biosyntez¢ i akumulacj¢ zwigzkow
izoflawonoidowych w kulturach in vitro

Do najwazniejszych czynnikow fizycznych wptywajacych na biosynteze oraz metabolizm
izoflawonéw, w biomasach roslinnych, naleza: temperatura srodowiska oraz warunki o§wie-
tleniowe [16,49,68,108,118,136]. W przypadku tych ostatnich zasadnicza role odgrywa za-
rowno dtugos¢ fali padajacego promieniowania jak i rowniez sam fakt ekspozycji materiatu
roslinnego na $wiatto dzienne [49,58,59,71,86,105].

Uwaza si¢, ze okoto 16 enzyméw podstawowego szlaku fenylopropanoidowego, w tym:
amonia-liaza L-fenyloalaniny (PAL) oraz syntaza chalkonowa (CHS), sa przejsciowo indu-
kowane obecnoscia swiatta dziennego [30,58,105,130]. Z tego wzgledu dostgp $Swiatta moze
w istotny sposéb regulowac biosynteze¢ pochodnych fenylopropanu, w tym bioflawonoidéw,
do ktérych nalezg izoflawony [30,47,130]. Powyzsza teoria znalazla potwierdzenie w bada-
niach nad kulturami zawiesinowymi Cicer arietinum, syntetyzujacymi znaczne ilosci biocha-
niny A oraz formononetyny, przy dostepie §wiatta dziennego [9,58]. Naswietlanie nie wydaje
si¢ natomiast konieczne do inicjacji biosyntezy izoflawonéw, na co wskazuje znaczna zawar-
tos¢ tych zwiazkéw w tkankach podziemnych roslin gruntowych oraz w kulturach in vitro
roslin motylkowych prowadzonych w catkowitej ciemnosci [61,78,79,90].

Badania przeprowadzone na kultywowanych, w warunkach in vitro, liscieniach Phaseolus
vulgaris wykazaly, ze warunki oswietleniowe hodowli moga réwniez, w sposéb wybidrczy,
regulowac biosynteze okreslonych izoflawonow [47]. Cytowane kultury fasoli zawieraty wy-
raznie podwyzszony poziom kiewetonu (5-hydroksyflawon) jedynie w liscieniach inkubowa-
nych w catkowitej ciemnosci. Przeciwnie, faseolina (5-deoksyizoflawon) syntetyzowana byta
w znacznych ilosciach, przede wszystkim, w biomasie naswietlanej §wiattem dziennym. Au-
torzy niniejszej pracy sugeruja, ze o ile biosynteza faseoliny jest, w tkance fasoli, bezposred-
nio indukowana dostepem $wiatta to w przypadku kiewetonu mechanizmy regulatorowe
zwiazane z jego powstawaniem sa bardziej ztozone. Uczestniczy w nich m in. inhibitor bio-
syntezy kiewetonu, ktérym jest kwas abscyzynowy, syntetyzowany w badanej roslinie, wta-
snie w §wietle dziennym [47].

Jak wykazuja badania nad kulturami in vitro Phaseolus vulgaris réwniez naswietlanie
biomasy promieniowaniem nadfioletowym moze w istotny sposéb pobudza¢ biosynteze izo-
flawonéw [95,105]. Prezentowana teoria zaktada, ze w procesie tym uczestniczy fotochrom
aktywowany promieniowaniem UV [30,95]. W wyniku stresu srodowiskowego, spowodowa-
nego dziataniem ultrafioletu, w kulturze fasoli doszto do wzmozonej biosyntezy izoflawondw,
ktorych aktywno$¢ biologiczna zwiazana jest z mechanizmami fotoprotektywnymi [95,105].
Ponadto promieniowanie UV stymulowato, w biomasie Phaseolus vulgaris, wybi6érczg pro-
dukcje izoflawonéw o wysokim stopniu hydroksylacji [105], charakteryzujacych si¢ silnymi
wlasnosciami przeciwutleniajacymi [11,111,130].

Indukcja biosyntezy izoflawondéw zachodzi, w roslinnych kulturach in vitro, réwniez na
skutek gwattownych zmian temperatury srodowiska doswiadczalnego [33,61,142].

Hodowle korzeni nietransformowanych Glycine max, wychtodzonych do temp. 10°C,
akumulowaty nawet kilkakrotnie wiecej podstawowych fitoestrogendw niz biomasa kontrolna,
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hodowana w temp. 25°C [33,142]. SzczegGtowe badania wykazaty, ze w wyniku zaistniatego
stresu temperaturowego, w badanych kulturach zawarto$¢ genisteiny i daidzeiny wzrosta oko-
to dwukrotnie a genistyny nawet trzykrotnie [61]. Przypuszcza sig, ze syntetyzowane izofla-
wony, posiadajace znaczne wlasnosci przeciwutlenajace, petnig rolg zmiataczy wolnych rod-
nikéw, bedacych mediatorami niektérych proceséw biochemicznych spowodowanych wy-
chlodzeniem [27,30,61,104,142].

Wplyw zabiegéw technologicznych na biosynteze i akumulacje zwigzkow
izoflawonoidowych w kulturach in vitro

Obok potencjatu genetycznego kultury roslinnej oraz podstawowych warunkéw hodowli
(sktad pozywki, temperatura i o$wietlenie) zasadniczy wplyw na zwigkszenie produkcji me-
tabolitow wtérnych w warunkach irn vitro moga mie¢ tzw. dodatkowe zabiegi technologiczne
[5,16,49,56,87,98,108,118,126-128,136]. Zwiazane sa one z dostarczeniem biomasie okreslo-
nych impulséw ze srodowiska, jak rowniez z modyfikacja genomu roslinnego. Ponizej opisa-
no najwazniejsze strategie stosowane w kulturach in vitro roslin motylkowych mogace zna-
lez¢ zastosowanie w celu poprawy produktywnosci tych biomas w zakresie potaczen izofla-
wonoidowych.

Elicytacja

Jak juz wspomniano wigkszo$¢ doniesien literaturowych dotyczacych hodowli in vitro,
ktorych przedmiotem bezposrednio lub posrednio sa izoflawony to eksperymenty o charakte-
rze modelowym, majace na celu wyjasnienie roli tych zwiazkéw w relacjach migdzy okreslo-
nymi gatunkami roslinnymi a srodowiskiem [21,27,28,30-32,34,104].

Szczegétowe badania z zakresu fizjologii roslin wskazujq na istotng rolg szeroko rozu-
mianej klasy izoflawonéw w odpowiedzi, roslin z rodziny Fabaceae, na stres biologiczny,
ktérym moga by¢ miedzy innymi: trucizny, zranienie, ekstremalne temperatury, atak patoge-
nu badz tez relacje z symbiotycznymi mikroorganizmami [27,34,104]. W celu okreslenia
udziatu izoflawonéw w odpowiedzi obronnej na wyzej wymienione sytuacje stresowe prze-
prowadzono szereg doswiadczen w skali in vitro z zastosowaniem kultur komérek, tkanek
oraz izolowanych organéw roslinnych [9,10,30,35,99,129]. Modelowymi roslinami byty prze-
waznie wybrane gatunki z rodziny Fabaceae takie jak: Cicer arietinum, Medicago sativa,
Lupinus albus, Glycine soje et max, czyli rosliny charakteryzujace si¢ bogatym metaboli-
zmem w zakresie biosyntezy potaczen izoflawonoidowych o charakterze fitoaleksyn badz
fitoantycypin [7-10,24,36,43,51-53,67,77,84,91,92,125,131]. Stres biologiczny wywotywano
miedzy innymi stosujac elicytory biotyczne w postaci produktow wyizolowanych z mikroor-
ganizmOw symbiotycznych badz patogennych (elicytory egzogenne) lub izolaty roslinne sta-
nowiace zrodto elicytoréw endogennych (jasmonian metylu, kwas salicylowy, etylen oraz
glutation) [1,2,7-10,24,27,30,31,34,36,38,43,51-53,67,77,80,84,91,92,96,99,100,104,125,131].
Wielokrotnie postugiwano si¢ rowniez elicytorami abiotycznymi w postaci soli metali cigz-
kich [27,30,34,38,43,99,131]. Aczkolwiek wszystkie opisywane doswiadczenia miaty charak-
ter podstawowy i nie polegaty na opracowaniu systeméw hodowlanych z przeznaczeniem do
produkcji izoflawondw o okreslonej aktywnosci farmakologicznej jednak niezwykle interesu-
jace rezultaty cytowanych tu eksperymentéw moga by¢ wykorzystane w badaniach aplikacyj-
nych.

Bardzo zr6znicowane procedury doswiadczalne stosowane w eksperymentach in vitro z u-
dziatem ro$lin z rodziny Fabaceae dowiodly, ze biosynteza izoflawonoidowych fitoaleksyn,
zwiazanych z zaistnieniem reakcji obronnej, jest w badanych materiatach roslinnych bezposrednio
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zalezna od rodzaju oraz ilosci uzytego czynnika stresogennego [1,7-10,24,27,30,31,34,36,38,
43,51-53,67,77,80,84,91,92,96,99,100,104,125,131]. Jest to szczegdlnie widoczne w przy-
padku elicytoréw przygotowanych z mikroorganizméw patogennych badz symbiotycznych
[1,7-10,24,30,31,36,38,43,51-53,67,77,80,84,91,92,96,99,100,125, 131].

Podczas inkubacji kultur zawiesinowych Medicago sativa z wyciagiem z patogennego
grzyba Phoma medicagensis Dixon i wspotpracownicy uzyskali w testowanej kulturze roslin-
nej, znaczng aktywacje¢ szlaku fenylopropanoidowego, wiodacego do biosyntezy podstawo-
wych fitoaleksyn, takich jak: satiwan, medykarpina oraz kumestrol [99]. Zaobserwowano
réwniez ponad pigcdziesigciokrotnie zwigkszong ekspresje gendw zwiazanych z metaboli-
zmem izoflawonoidowym. Zwigkszenie poziomu podstawowych fitoaleksyn poprzedzat po-
nadto znaczny wzrost aktywnosci kluczowych enzymoéw (PAL, CHS, IFR) zwiazanych z od-
powiedzia obronna roslin z rodziny Fabaceae. Stwierdzono jednoznacznie, ze powstajace
wolne fitoaleksyny, w tym wypadku, nie byty syntetyzowane de novo, ale pochodzity z hydro-
litycznego rozpadu estrowych fitoantycypin, obecnych w nieelicytowanym materiale roslinnym.
Bardzo istotnym, z aplikacyjnego punktu widzenia, wydaje si¢ fakt, ze zar6wno aktywnos¢ klu-
czowych enzymoéw jak i poziomy satiwanu, kumestrolu oraz medykarpiny spadaty w zawiesi-
nie Medicago sativa, juz po 72 godzinach, do ilosci oznaczanych przed elicytacja.

Inkubacja zawiesiny lucerny z symbiotycznym grzybem Glomus versiforme doprowadzita
natomiast jedynie do 3-4 procentowego wzrostu aktywnosci PAL, CHS i IFR potaczonego
z réwnie niewielkim wzrostem poziomow podstawowych fitoaleksyn. W tym wypadku opi-
sywanemu zjawisku towarzyszyto wyrazne zwiekszenie stezenia zestryfikowanych fitoalek-
syn w testowanej biomasie. Niezaleznie od typu elicytora oznaczane metabolity zawsze byty
magazynowane wewnatrzkomaérkowo [99].

Zmienny wptyw kolonizacji szczepem symbiotycznym badz patogennym na biosynteze
izoflawondéw potwierdzono w badaniach nad kulturami in vitro odcigetych korzeni Glycine
soja [104]. W wyniku inkubacji materiatu roslinnego z patogennym grzybem Rhizoctonia
Phillips i Kapulnik podobnie jak Dixon [99] zaobserwowali znaczny, aczkolwiek krotkotrwa-
ty wzrost aktywnosci szlaku izoflawonoidowego potaczony z biosyntezg znacznej ilosci gli-
ceoliny. Stwierdzili oni ponadto, ze sam proces powstawania wolnej fitoaleksyny zalezny jest
bezposrednio od dawki stosowanego elicytora. Mate stgzenia patogenu grzybowego, podob-
nie jak w publikacji Dixona [99], wywolywatly hydroliz¢ estrowej fitoantycypiny i zwiazane
z tym uwalnianie fitoaleksyny, ktéra byta w tym wypadku gliceolina. Duze ilosci patogenne-
g0 grzyba wywotywaty natomiast biosynteze gliceoliny de novo [104]. W przeciwienstwie do
doswiadczen Dixona [99] gliceolina nie byla magazynowana wewnatrzkomoérkowo, ale zaw-
sze wyrzucana byta do srodowiska hodowlanego [104].

Odmienny byt réwniez metabolizm izoflawonéw po inkubacji kultur korzeniowych soi
z takimi szczepami symbiotycznymi jak: Bradyrhizobium japonicum oraz Sinorhizobium fre-
dii. W poczatkowej fazie kolonizacji, korzenie syntetyzowaty znaczne ilosci gliceoliny, wy-
rzucanej natychmiast z ryzosfery do pozywki [104]. Jednoczesnie stezenie powyzszego
zwiazku spadato w tym wypadku znacznie szybciej niz w kulturach lucerny [99] i osiagato
nawet poziom nizszy niz ten, ktéry oznaczano przed elicytacja. Hipoteza postawiona przez
autoréw niniejszej pracy wskazuje na bardzo szczegdlne relacje migdzy mikroorganizmami
symbiotycznymi i roslinami. Wedtug niej, w poczatkowym etapie kolonizacji btona komor-
kowa grzyba symbiotycznego, bedaca zrédlem wiasciwych elicytoréw, ktérymi sa lipooligo-
sacharydy bezposrednio powoduje znaczna biosyntezg fitoaleksyn w biomasie roslinnej. Za-
chodzaca rownoczesnie depolaryzacja roslinnej blony komoérkowej prowadzi do wyrzucania
na zewnatrz powstatych fitoaleksyn. Zwiazki te aktywuja w szczepie symbiotycznym biosynteze
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szeregu czynnikOéw nodulacji a nastgpnie ich stezenie w pozywce spada. Tym samym wyga-
szone zostaja mechanizmy obronne gospodarza a symbiont moze aktywne skolonizowac ro-
$line [104].

Wygaszanie reakcji obronnej podczas kolonizacji roslin szczepami symbiotycznymi po-
twierdzono w doswiadczeniu z kulturami korzeni lucerny elicytowanymi jednoczesnie szcze-
pem patogennym Rhizoctonia solani oraz symbiotycznym Glomus intraradices [51].

Podczas podwojnego zakazenia oznaczono w badanych tkankach jedynie sladowe ilosci
3-O-glukozydu medykarpiny oraz niska aktywnos¢ syntazy chalkonowej (CHS) oraz redukta-
zy izoflawonowej (IFR), co wyraznie wskazuje na zaistnienie supresji systemu obronnego.
Do powyzszego zjawiska doszto w korzeniach lucerny mimo obecnosci w kulturze szczepu
patogennego, wywotujacego podczas pojedynczego zakazenia typowa reakcje obronna z 5 do
10 krotnym wzrostem stezenia podstawowej fitoaleksyny- 3-O-glukozydu medykarpiny [51].

Stwierdzono ponadto, ze do supresji systemu obronnego konieczna jest nie tylko obecnos¢
szczepu symbiotycznego w ryzosferze, ale inicjuje ja dopiero bezposrednia kolonizacja tkanki
roslinnej. Podobne spostrzezenia poczyniono w trakcie zakazania kultur korzeniowych soi
Bradyrhizobium japonicum, Rhizobium japonicum i Azorhizobium japonicum [116]. Hamo-
wanie, indukowanej obecnoscig patogenu grzybowego, biosyntezy fitoaleksyn stwierdzono
réwniez podczas jednoczesnego zakazania liscieni soi cyklicznymi glukanami z patogennego
grzyba Phytophtora sojae oraz symbiotycznej bakterii Bradyrhizobium japonicum [92].

Tym samym niniejsze doswiadczenia potwierdzity metabolizm izoflawonéw podczas ko-
lonizacji rosliny symbiontem, zaproponowany przez Phillipsa i Kapulnika [104].

Wielu autoréw w doswiadczeniach nad biosynteza fitoaleksyn w warunkach in vitro zaj-
mowato si¢ nie tylko wptywem typu elicytora na poziom syntetyzowanych w biomasach ro-
slinnych izoflawondw, ale przede wszystkim badato sam mechanizm powstawania i metabo-
lizowania fitoaleksyn [1,2,7,9,10,24,36,38,43,52,53,67,77,80,84,91,92,96,99,100,125,131].
W zaleznosci od testowanego materiatu roslinnego oraz zastosowanej procedury badawczej
poszczeg6lni autorzy zmiennie uwazaja, ze izoflawony, w wyniku reakcji stresowej moga by¢
syntetyzowane de novo badz tez moga powstawac na skutek hydrolitycznego rozpadu maga-
zynowych form (fitoantycypin) [1,2,7,30,31,35,36,53,67,77,80,84,91,92,96,125,130]. Jak juz
wczesniej nadmieniono, Phillips i Kapulnik w pracach nad kulturami korzeni soi uznali, ze
w roslinie aktywne sa obydwa mechanizmy powstawania fitoaleksyn, a aktywacja jednego
badz drugiego szlaku metabolicznego zalezy bezposrednio od dawki elicytora [104].

Autorzy publikacji dotyczacej kultur zawiesinowych tubinu uwazaja natomiast, ze w wy-
niku elicytacji biosynteza fitoaleksyn jest indukowana zawsze de novo [24]. W prezentowa-
nym do$wiadczeniu, w wyniku inkubacji badanej kultury z wyciagiem drozdzowym oznaczo-
no w biomasie znaczne stezenia podstawowej fitoaleksyny — medykarpiny z jednoczesnym
wzrostem poziomu S-adenozylometioniny (SAM), bedacej zrédtem grup metylowych
w biosyntezie prenylowanych izoflawonéw [30]. Dodatek do kultury wybranych inhibitoréw
trans- metylacji (cykloleucyny, synefunginy oraz tuberycydyny) selektywnie zahamowat pro-
dukcje medykarpiny indukowana elicytacja. Wskazuje to wigc, ze produkcja medykarpiny,
w omawianym przypadku zachodzita w wyniku biosyntezy de novo. Autorzy niniejszej pracy
zauwazyli ponadto, ze inhibicja podstawowego ,,izoflawonoidowego” mechanizmu obronne-
2o moze uaktywni¢ biosynteze innych, nie zwigzanych z flawonoidami, substancji obron-
nych. W opisywanym przypadku byt to likodion nalezacy do retrochalkonéw [24]. Podobny
proces obserwowano po elicytacji grzybowym naftochinonem zawiesiny Glycyrhiza echinata
[96]. Kultury te charakteryzowaty sie bardzo bogatym metabolizmem fenylopropanoidowym,
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stad autorzy proponuja zastosowanie hodowli in vitro Glycyrhiza echinata jako uktadéw mo-
delowych do badania odpowiedzi obronnej w roslinach z rodziny Fabaceae. W wyniku elicy-
tacji biotycznej doszto, w badanych kulturach, do bardzo szybkiej biosyntezy de novo znacz-
nych ilosci medykarpiny i formononety, izoflawonéw produkowanych w typowej reakcji
obronnej [30,31,33,104,129,130]. Stosunkowo p6zno, bo dopiero po 48 godzinach zaobser-
wowano nasilong produkcje¢ charakterystycznych dla badanej rosliny retrochalkonéw, takich
jak: echinatyna i likodion. Jak juz wspomniano, biosynteza tych ostatnich przebiegata znacz-
nie intensywniej po przeprowadzeniu blokady podstawowego szlaku izoflawonoidowego. Na
podstawie uzyskanych rezultatow autorzy uznali, ze indukowana elicytacja biosynteza izo-
flawonéw de novo stanowi jedynie waski wycinek o wiele bardziej skomplikowanej reakcji
obronnej [96].

Biosynteze fitoaleksyn de novo potwierdzono réwniez w kilkudniowych kietkach ciecie-
rzycy (Cicer arietinum) poddanych dziataniu modelowego elicytora — glutationu [7]. Autorzy
niniejszej pracy wykluczyli wrecz powstawanie medykarpiny, makkiainy, biochaniny A oraz
formononetyny z odpowiednich form magazynowych blokujac szlak fenylopropanoidowy na
poziomie fenyloalaniny lub kwasu trans-cynamonowego. Po zastosowaniu wybranych inhibi-
torow PAL (AOPP — kwasu-a-aminooksy-p-fenylopropionowego) oraz kwasu cynamonowe-
20 (MDCA - kwasu 3,4-metylenodioksycynamonowego), catkowicie zahamowano biosynte-
z¢ wszystkich wolnych fitoaleksyn, co $wiadczy, ze w tym przypadku zwiazki te syntetyzo-
wane byt w wyniku elicytacji de novo a nie poprzez rozpad hydrolityczny malonowych form
magazynowych [7].

Podobnie do opisywanych powyzej doniesien, korzenie wtosnikowate Glycine max inku-
bowane z zawiesing patogennej bakterii glebowej Fusarium solani produkowaty de novo
znaczne ilosci podstawowej fitoaleksyny — glicyteiny. Potwierdzono, ze zwiazek ten powsta-
wal zawsze z daidzeiny na skutek bezposredniej aktywacji podstawowego szlaku fenylopro-
panoidowego [84].

Hipotez¢ powstawania fitoaleksyn de novo bedacej bezposrednim skutkiem dziatania
czynnika stresogennego zanegowali catkowicie autorzy publikacji dotyczacej kultur zawiesi-
nowych Cicer arietinum [9]. Obok dodatku do hodowli takich elicytoréw jak zawiesina A.
rabiei oraz frakcji polisacharydowej z drozdzy zastosowano w tym wypadku inhibitor PAL
(L-AOPP — kwas B-fenylopropionowy). Przeprowadzona tym samym blokada podstawowego
szlaku fenylopropanoidowego catkowicie uniemozliwita powstawanie fitoaleksyn de novo.
Pomimo zastosowanej procedury, w wyniku elicytacji, niezaleznie od rodzaju czynnika stre-
sogennego uzyskano kazdorazowo znaczny wzrost stezenia wolnych fitoaleksyn. Uznano
wigc, ze w wyniku reakcji stresowej dochodzi zawsze do syntezy fitoaleksyn na skutek roz-
padu hydrolitycznego form magazynowych [9].

Powyzszy model powstawania izoflawonéw zdaja si¢ potwierdza¢ badania na siewkach
soi infekowanych Phytophtora megasperma, ktére niezaleznie od ilosci dodawanego elicytora
produkowaty gliceoling na drodze hydrolitycznego rozpadu malonianu daidzeiny [48].

Roéwniez w liscieniach soi poddanych zmiennie miejscowemu dziataniu laktofenu (difeny-
loeter), bedacego aktywnym sktadnikiem herbicydu Cobra, badz glukanu ze $ciany komor-
kowej Phytophtora soje dochodzito natychmiast do rozpadu malonianu genisteiny i daidzeiny
z utworzeniem znacznych ilosci odpowiednich aglikonéw [77]. Stwierdzono, ze o ile geniste-
ina stanowita produkt koncowy opisywanych reakcji to daidzeina byta dalej aktywnie meta-
bolizowana do podstawowej fitoaleksyny soi, ktora jest gliceolina. Zaobserwowany ciag
przemian metabolicznych izoflawonéw wystgpowat zaréwno w miejscu dziatania czynnikow
stresogennych jak i rowniez w komorkach znacznie oddalonych od bezposredniej strefy elicytacii.
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Wskazuje to na istnienie w badanym materiale roslinnym delikatnej réwnowagi miedzy bliz-
sza i dalsza odpowiedzig obronng. Ponadto autorzy niniejszej pracy zauwazyli, ze w odpo-
wiedzi obronnej elicytor glukanowy w znacznie wigkszym stopniu indukowat powstawanie
gliceoliny niz genisteiny. Zastosowanie laktofenu wiazato si¢ natomiast z przewaga biosynte-
zy genisteiny nad gliceoling. Z uwagi na specyficzng aktywnos¢ powyzszego difenolu, zwia-
zang z tworzeniem aktywnych rodnikéw tlenowych, w tym wypadku hydroliza fitoantycypin
wymagata obecnosci swiatta [77].

Wyczerpujace badania wyjasniajace w znacznym stopniu metabolizm izoflawonéw w eli-
cytowanych kulturach in vitro przeprowadzono na hodowli zawiesinowej Pueraria lobata
[100]. Pod wptywem elicytacji wyciagiem drozdzowym oraz frakcja glikoproteinowa ze $cia-
ny komoérkowej Phytophtora megasperma, podobnie jak w cytowanych powyzej doniesie-
niach [9,48,77], zaobserwowano w badanej kulturze znaczny wzrost poziomu wolnych fitoa-
leksyn, przy jednoczesnym 10-15% spadku stezenia form magazynowych (malonylogeniste-
iny i malonylodaidzeiny). Sugeruje to jednoznacznie, ze oznaczane wolne fitoaleksyny po-
chodzity z rozpadu hydrolitycznego a nie byty produkowane w wyniku biosyntezy de novo.
Ponadto osiem godzin po elicytacji zaobserwowano charakterystyczny, dla elicytowanych
kultur, spadek stezenia wolnych izoflawondéw i co ciekawe znaczna produkcje malonowych
pochodnych genisteiny i daidzeiny. Wedlug autoréw niniejszej pracy te ,,wtérne” polaczenia
magazynowe powstaty catkowicie w wyniku biosyntezy de novo, a nie poprzez ponowna es-
tryfikacje zhydrolizowanych uprzednio fitoaleksyn. Wskazuje na to zupetny brak powstawa-
nia malonianéw genisteiny i daidzeiny po dodatku do kultur znanego inhibitora translacji —
cykloheksymidu. Dodatkowo autorzy sugeruja, ze obserwowany po osmiu godzinach spadek
zawartosci wolnych fitoaleksyn zwiazany jest z wbudowywaniem tych zwiazkéw w nieroz-
puszczalne frakcje blonowe, co stanowi wycinek zaistnialego procesu systemowej reakcji
obronnej [100]. By udowodni¢ przedstawione hipotezy, w zawiesinie Pueraria lobata prze-
prowadzono biokonwersje znakowanej '*C egzogennej daidzeiny, ktéra byta aktywnie meta-
bolizowana do '*C malonylodaidzeiny. W wyniku elicytacji wyciagiem drozdzowym, po
wstepnej hydrolizie estru stwierdzono wzrost radioaktywnosci we frakcji lignanocelulozowe;]
zawiesiny [100].

Kompletny metabolizm izoflawonéw powstajacych w procesie reakcji obronnej opisali
réwniez Edwards i wsp. dla zawiesiny Medicago sativa (lucerny) elicytowanej wyciagiem ze
sciany komoérkowej drozdzy [37]. W ogbélnym ujeciu zaproponowany model metabolizmu
fitoaleksyn w elicytowanej kulturze nie potwierdza w petni zadnej z omawianych uprzednio
hipotez, a nawet niektdre ich elementy neguje.

Jak wynika z licznych badan naukowych elicytacja kultur in vitro lucerny, ciecierzycy
oraz tubinu prowadzi przede wszystkim do uaktywnienia tych szlakow metabolizmu fenylo-
propanoidowego, ktore zwiazane sg ze zwigkszona metylacja i tym samym powstawaniem
takich pochodnych izoflawonoidowych jak: medykarpina, makkiaina, satiwan, wariabilina
iinne [7,9,10,24,43,51,80,91,99,131]. Wobec powyzszego, w celu uzyskania pelnej kontroli
metabolizmu izoflawonoidowego, Edwards i wsp. do zawiesiny lucerny, przed elicytacja,
dodali znakowang “H metylometioning, a nastepnie badali ewentualne pojawianie si¢ radioak-
tywnosci w poszczeg6lnych frakcjach fitoaleksyn, badz fitoantycypin [37]. Autorzy uznali, ze
mechanizm elicytacji w poszczeg6lnych kulturach, w przeciwienstwie do omawianych powy-
zej doswiadczen, ma charakter bardzo ztozony. Fitoaleksyny powstale w pierwszych godzi-
nach po elicytacji produkowane byty w wyniku hydrolitycznego rozpadu form magazyno-
wych podobnie jak w doswiadczeniach nad kulturami in vitro Cicer arietinum [7] 1 Pueraria
lobata [100]. Dalszy wzrost stezenia medykarpiny, satiwanu i wariabiliny zwiazany byt
natomiast z ich produkcja de novo, o czym swiadczy znaczna radioaktywno$¢ omawianych
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produktow. Ta, nazwijmy ja, ,,druga faza” elicytacji przypomina wigc model reakcji obronnej
zaproponowany w do$wiadczeniach nad kulturami in vitro tubinu [24], Glycyrhiza echinata
[96] i Cicer arietinum [7]. Jedynie powstate w wyniku biosyntezy de novo fitoaleksyny, po-
dobnie jak w kulturach Pueraria lobata [100] byty wyrzucane do pozywki i tam ,,detoksyfi-
kowane” w procesie estryfikacji do odpowiednich pochodnych malonowych. Zwiazki te ma-
gazynowane byly natomiast wewnatrzkomorkowo [37]. Ponadto, w przeciwienstwie do za-
wiesiny Pueraria lobata [100] wolne fitoantycypiny w zawiesinie lucerny nie byty zupehie
wbudowywane we frakcje¢ btonowa [37].

Stosowanie tego samego elicytora w kulturach irn vitro r6znych gatunkéw z rodziny Faba-
ceae dowiodto, ze niezaleznie od uzytego czynnika stresogennego zakres obserwowanej reak-
cji obronnej jest kazdorazowo bezposrednio zalezny od konkretnego materiatu roslinnego
[36]. Kultury zawiesinowe Medicago sativa poddane dzialaniu monoetylowego estru gluta-
tionu (GSH) zupeie nie produkowatly podstawowej fitoaleksyny — medykarpiny. Nie zaob-
serwowano w nich réwniez wzrostu aktywnosci enzymoéw zwiazanych z biosynteza izoflawo-
néw. Przeciwnie, w hodowli zawiesinowej fasoli (Phaseolus vulgaris) glutation zaktywizowat
caty szlak syntezy fitoaleksyn, co manifestowato si¢ miedzy innymi 15-20% nasileniem bio-
syntezy kiewetonu, bedacego w fasoli podstawowa fitoaleksyna [36]. Identyczny efekt uzy-
skano po potraktowaniu wyzej wymienionych zawiesin komdérkowych preparatem przygoto-
wanym z sciany grzyba Colletotrichum lindemuthianum. Autorzy niniejszej pracy przesledzili
ponadto metabolizm egzogennie podanego glutationu wraz z frakcja endogenng powyzszego
tiolu w obydwu kulturach zawiesinowych. Okazato si¢, ze metabolizm znakowanego, egzo-
gennego elicytora w kulturach fasoli i lucerny jest odmienny. W przypadku fasoli zewnetrzny
glutation wbudowywat si¢ rownomiernie w rozpuszczalng i nierozpuszczalng frakcje tiolowa.
W lucernie natomiast wiekszos¢ glutationu egzogennego byla inkorporowana we frakcji nie-
rozpuszczalnej. By¢ moze zaburzenie wewnetrznej rownowagi w poziomach rozpuszczalnych
i nierozpuszczalnych tioli jest powodem braku wystapienia sygnatu do zapoczatkowania re-
akcji obronnej w lucernie. Wewnetrzny glutation w obydwu hodowlach zawiesinowych wy-
dawat si¢ nie uczestniczy¢ w typowej reakcji obronnej. Mianowicie w badanych kulturach
poziomy wewnetrznych tioli rosty zbyt wolno by méwi¢ o typowym udziale tych zwiazkow
w procesie powstawania fitoaleksyn. Sugeruje si¢, ze by¢ moze uczestniczg one w reakcji
obronnej poprzez mechanizmy detoksyfikacji rodnikow elektrofilowych [36].

Typ elicytowanego materiatu roslinnego moze decydowac nie tylko o ewentualnym wy-
stapieniu reakcji obronnej w odpowiedzi na stres biologiczny. Stwierdzono roéwniez bezpo-
srednig zalezno$¢ miedzy rodzajem kultury in vitro a czasem, po ktérym nastepowata w elicy-
towanej hodowli biosynteza fitoaleksyn [53].

Kultury korzeniowe Glycine max inkubowane z zoosporami patogennego grzyba Phy-
tophthora megasperma f. sp. glycinea syntetyzowatly fitoaleksyny znacznie szybciej niz za-
wiesina powyzszej rosliny poddana identycznej reakcji stresowej [53]. Autorzy niniejszej
pracy uwazaja, ze w przypadku kultur korzeniowych zaistniata szybka reakcja obronna zwia-
zana z $cisle okreslona lokalizacja elicytacji i miata ona jednoczesnie charakter odpowiedzi
miejscowej. Przeciwnie, wydaje sie, ze w zawiesinie wszystkie komorki, w tym samym cza-
sie, poddawane sa dziataniu elicytora, w wyniku czego dochodzi do indukcji opdznionej reak-
cji obronnej o charakterze systemowym [53].

Z. przedstawionych powyzej danych literaturowych wynika, ze biosynteza izoflawono-
idowych fitoaleksyn indukowana dodatkiem elicytora zalezy nie tylko od czynnika stresogen-
nego ale rowniez od typu materiatu roslinnego poddanego elicytacji (kultury zawiesinowe,
korzeniowe, odciete liscienie itd.) oraz samego gatunku roslinnego [1,2,7.9,10,24,36,38,43,
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52,53,67,77,80,84,91,92,96,99,100,125,131]. Kolejne doniesienia sugeruja natomiast, ze na
proces ten wptywa rowniez wiek biomasy roslinnej [7,109]. Udowodnienie takiej hipotezy
umozliwily migdzy innymi badania nad korzeniami witosnikowatymi Lotus corniculatus eli-
cytowanymi glutationem [109]. Korzenie wtosniczkowe w przeciwienstwie do zawiesin agre-
gatéw komorkowych stanowig uktady heterogenne, charakteryzujace si¢ zréznicowanym
wiekiem poszczegllnych korzeni w kulturze [46,134]. W efekcie w uktadzie takim mozliwe
byto przesledzenie zaleznosci miedzy wiekiem odcigtego, poddanego elicytacji korzenia
a poziomem zaistnialej odpowiedzi obronnej [109]. Ostatecznie stwierdzono, ze wraz z wie-
kiem korzeni L. corniculatus ros$nie 3-4 krotnie aktywnos¢ PAL oraz stgzenia westitolu (7,2°-
dihydroksy-2",4"-dimetoksyizoflawanu) i satiwanu (7-hydroksy-2",4"-dimetoksyizoflawanu),
podstawowych fitoaleksyn oznaczanych po elicytacji kultur glutationem. Obserwowane zja-
wisko zalezato kazdorazowo od wieku poszczeg6lnych korzeni a nie od wieku catej kultury.
Powstale po elicytacji wolne fitoaleksyny wyrzucane byty w 60-70% do podtoza doswiad-
czalnego [109].

Wiek korzeni byt réwniez istotnym czynnikiem wplywajacym na biosynteze fitoaleksyn
w krétkotrwatych kulturach siewek ciecierzycy elicytowanych glutationem [7]. Podobnie jak
w wyzej opisywanym doniesieniu starsze korzenie syntetyzowaty znacznie wigcej fitoaleksyn
niz organy miode. Dodatkowo autorzy zaobserwowali, ze nie tylko ilo$¢ syntetyzowanych
fitoaleksyn byta zalezna od wieku kultury ale réwniez ich rodzaj. Podczas, gdy w 1-2 dnio-
wych elicytowanych korzeniach rosty znacznie poziomy medykarpiny, makkiainy, biochani-
ny A i formononetyny, to 4-6 dniowe siewki syntetyzowaty dodatkowo ciceryng i homoferre-
iryng [7].

Typ stosowanego elicytora oraz jego stezenie mogaq wywiera¢ wpltyw nie tylko na ilos¢
produkowanych w biomasach fitoaleksyn, ale rowniez na typ syntetyzowanych zwiazkow.

Dowodzga tego badania Phillipsa i Kapulnika dotyczace hodowli siewek tubinu biatego
poddanego dziataniu r6znych stezen takich elicytorow jak: ekstrakt drozdzowy, chitosan, za-
wiesina symbiotycznego szczepu Rhizobium loti oraz chlorku miedziowego [43]. Autorzy
oznaczali w biomasie oraz pozywkach stezenia szeregu metabolitow izoflawonoidowych,
takich jak: prenylowe pochodne genisteiny oraz 2°-hydroksygenisteiny oraz wolne aglikony.
W efekcie tak szeroko zaprojektowanego doswiadczenia potwierdzono jednoznacznie, ze typ
elicytora warunkuje poziom zaistnialej reakcji obronnej. W przypadku siewek tubinu najsil-
niejszym elicytorem okazat si¢, w catym przedziale stosowanych stezen, ekstrakt drozdzowy
(48 krotny wzrost stezenia wolnych fitoaleksyn). Pozostate elicytory indukowaty biosynteze
izoflawonéw znacznie stabiej (3-27 krotny wzrost zawartosci). Ponadto autorzy udowodnili,
ze typ elicytora moze wybiérczo indukowa¢ biosyntezg okreslonych fitoaleksyn. W wyniku
inkubacji materiatu roslinnego z ekstraktem drozdzowym, chitosanem czy tez chlorkiem mie-
dziowym w materiale roslinnym oznaczono znaczne stezenia 2°-hydroksygenisteiny oraz jej
prenylowych pochodnych. Zawiesina z symbiotycznego grzyba Rhizobium loti indukowata
natomiast wybiérczo biosynteze genisteiny i jej prenylowych pochodnych. W oparciu o po-
wyzsze spostrzezenie autorzy uznali, ze biosynteza pochodnych genisteiny jest specyficzna
dla kolonizacji rosliny szczepem symbiotycznym. Z tego powodu pochodne genisteiny na-
zwano ,fitoaleksynami symbiotycznymi” w przeciwienstwie do pochodnych 2°-hydroksy-
genisteiny syntetyzowanych podczas typowej reakcji obronnej [43].

Podobne efekty po zastosowaniu elicytora drozdzowego oraz chlorku miedziowego na
odcietych liscieniach tubinu biatego uzyskali Wojtaszek i wsp. [131]. Réwniez w tym wypad-
ku bezposrednio po elicytacji uzyskano kilkukrotny wzrost zawartosci 2°-hydroksygenisteiny
i jej prenylowych pochodnych, przy braku zmian w stgzeniu genisteiny.
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Przeciwnie do opisywanych doniesien, Shibuya [114] i Bednarek i wsp. [10] w wyniku
elicytacji catych siewek tubinu ekstraktem drozdzowym [10] badz chlorkiem miedziowym
[114] zaobserwowali znaczna kumulacj¢ zar6wno 2°-hydroksygenisteiny i jej prenylowych
pochodnych jak i réwniez samej genisteiny. Zaistniate rozbieznosci sg trudne do wytlumacze-
nia ze wzgledu na zréznicowane procedury doswiadczalne, w tym migdzy innymi zmienny
czas trwania elicytacji oraz odstgpy czasowe, po ktérych wykonywano pomiary [10,114].

Wszystkie prezentowane powyzej doniesienia literaturowe wskazujg na zmienny sposob
magazynowania syntetyzowanych, w wyniku stresu, fitoaleksyn [1,2,7-10,24,27,30,31,34,36-
38,43,48,51-53,67,77,80,84,91,92,96,99,100,104,109,114,116,125,131]. Z uwagi na rézno-
rodnos$¢ stosowanych procedur doswiadczalnych, w tym réznego materiatu roslinnego oraz
typu elicytacji trudno jednoznacznie okresli¢ przyczyng zaobserwowanej zmiennosci.

Problem ten staraja si¢ czeSciowo wyjasni¢ autorzy doniesienia o elicytacji ciecierzycy
wyciggiem drozdzowym [66,67]. W miare zwigkszania stezenia elicytora drozdzowego
w kulturze oznaczali oni coraz wigksze ilosci fitoaleksyn w pozywce. Efekt ten wiaza z zaist-
niata, prawdopodobnie na skutek toksycznych, wysokich dawek elicytora, permeabilizacja
scian komorkowych i zwiazanym z tym mechanicznym wyciekiem izoflawonéw do podtoza.
Podobna zaleznos¢ stopnia wycieku izoflawonéw od dawki stosowanego elicytora zaobser-
wowano rowniez w krotkotrwatych hodowlach siewek tubinu biatego [43].

Wydaje sig, ze nie tylko ilos¢, ale réwniez typ elicytora wptywa na magazynowanie synte-
tyzowanych pod jego wptywem fitoaleksyn. Elicytowane chlorkiem miedziowym liscienie
tubinu [131] syntetyzowaty izoflawonoidowe fitoaleksyny, ktére tylko w 0,09% wyrzucane
byty do pozywki. Przeciwnie, ekstrakt drozdzowy wywolywat odpowiedz obronng o charak-
terze bardziej uog6lnionym, w wyniku ktérej 70% syntetyzowanych fitoaleksyn trafiato do
podtoza [44,114].

Spos6b magazynowania syntetyzowanych fitoaleksyn, w elicytowanych korzeniach soi,
zdawat si¢ natomiast zaleze¢ bezposrednio od rodzaju produkowanych w wyniku stresu izo-
flawonoidow [84]. W wyniku kokultywacji omawianej tkanki korzeniowej z bakteria glebowa
Fusarium solani, f sp. glycines dochodzito do znacznej biosyntezy genisteiny, glicyteiny, ku-
mestrolu oraz gliceoliny. Jedyna fitoaleksyna wyrzucana w 50% do pozywki byta gliceolina.
Pozostate zwigzki magazynowane byty wewnatrzkomérkowo. Podobng zaleznos¢ zaobser-
wowano w kulturach zawiesinowych soi poddanych elictacji patogenna bakteria glebowa
z rodzaju Fusarium [140]. Autorzy niniejszej pracy uwazaja, ze sposOb magazynowania po-
szczegllnych fitoaleksyn zwigzany jest z ich funkcja w systemie obronnym rosliny. W zwiaz-
ku z powyzszym gliceolina bioraca udziat w odpowiedzi systemowej wyrzucana jest do $ro-
dowiska a proste izoflawony odpowiedzialne za lokalng reakcja obronna magazynowane sa
wewnatrzkomorkowo, w strefie infekcji [84,140].

Rowniez autorzy publikacji dotyczacej elicytowania kilkudniowych siewek ciecierzycy
glutationem szeroko dyskutuja problem wewnatrzkomérkowego magazynowania, ewentual-
nie wycieku syntetyzowanych fitoaleksyn [7]. W zaprojektowanym do$wiadczeniu uzyskano
catkowity wyciek z biomasy korzeniowej syntetyzowanych izoflawonéw do srodowiska.
Uznano wigc, ze dzieje si¢ tak na skutek samej specyfiki materiatu roslinnego uzytego do
doswiadczenia a nie typu badz ilosci stosowanego elicytora. Autorzy przypuszczali takze, ze
w catej hodowli in vitro badz organizmie roslinnym wystepuje $cista kompartmentacja synte-
zy okreslonych wtérnych metabolitow i sposobu ich magazynowania. W zwiazku z tym okre-
slone kompartymenty (komorki, tkanki, organy) moga wykazywac r6zng wrazliwos$¢ na elicy-
tacj¢. Przyktadowo, syntetyzujac i magazynujac fitoaleksyny w strefie elicytacji sa one jedno-
czesnie odpowiedzialne za lokalng reakcje obronna. Wyrzucanie fitoaleksyn z tkanki jest
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natomiast poczatkiem obronnej reakcji systemowej [24,113]. Pomimo faktu, ze oba mechani-
zmy reakcji obronnej wystepuja w kazdej biomasie roslinnej, w wigkszosci wypadkéw mamy
do czynienia z dominacja jednego nad drugim. W efekcie tej przewagi, eksperymentatorzy
dysponujac metodami analitycznymi o okreslonej czutosci oznaczaja fitoaleksyny w tkankach
badz w srodowisku [7].

Inkubacja kilkudniowych siewek ciecierzycy z elicytorem grzybowym — fusikokcyng su-
geruje, ze kluczem do aktywnego wycieku fitoaleksyn z biomasy roslinnej moze by¢ zaistnia-
ta, w wyniku elicytacji, depolaryzacja btony plazmatycznej i zmiana w transporcie jonowym
w poprzek plazmolemmy [8]. Fusikokcyna nalezy do znanych inhibitoréw H® ATPazy bto-
nowej, odpowiedzialnej za utrzymanie wewnatrzkomoérkowego pH oraz réznicy potencjatu
elektrycznego w poprzek blony plazmatycznej [63]. Tym samym mniej lub bardziej modyfi-
kuje ona przepuszczalnos$¢ jonowa. Z tego wzgledu autorzy niniejszej pracy uznali, ze ATPa-
za moze petni¢ role przekaznika w transdukcji sygnalnej i prowadzi¢, nie tylko do powstawa-
nia fitoaleksyn, ale przede wszystkim wptywac aktywnie na ich wyciek z komarki [8]. Stad
zastosowanie fusikokcyny w siewkach ciecierzycy indukowato wyciek syntetyzowanych izo-
flawon6éw do srodowiska doswiadczalnego. Identyczne efekty uzyskano modelujac kwasowos¢
srodowiska. pH powyzej 6, kazdorazowo warunkowato catkowity wyciek, do podtoza, podsta-
wowych fitoaleksyn, takich jak: medykarpina, biochanina A, makkiaina i formononetyna [8].

Omawiane powyzej doswiadczenia dotyczace biosyntezy izoflawonéw w elicytowanych
kulturach roslin z rodziny Fabaceae dowodza jednoznacznie, ze catkowity mechanizm po-
wstawania i metabolizmu fitoaleksyn nie jest do konca poznany. Wpltywa na to jego ztozony
charakter i zwigzana z tym réznorodnos¢ wynikéw uzyskanych przez poszczeg6lnych ekspe-
rymentatoréw. Dotyczy ona nie tylko samego procesu biosyntezy fitoaleksyn, ale réwniez
sposobu ich magazynowania. Nie bez znaczenia jest rowniez wptyw na powyzsze procesy
czynnika zewngtrznego, ktérym jest sam elicytor oraz wewnetrznego, a mianowicie samego
materiatu roslinnego.

Dla biotechnologa pracujacego nad otrzymaniem w warunkach in vitro systemu roslinne-
20 mogacego stanowi¢ bogate zrodto izoflawonéw o okreslonej aktywnosci biologicznej naj-
istotniejszy wydaje si¢ fakt, ze w wyniku przeprowadzenia elicytacji mozliwe jest znaczne
zwigkszenie w testowanej biomasie ilosci badanych potaczen. Ponadto, co bardzo istotne
z technologicznego punktu widzenia, mozliwe jest rowniez spowodowanie sterowanego wy-
cieku pozadanych izoflawonéw do medium hodowlanego [24,36,38,43,53,77,84,91,92,
96,125].

Dodatek prekursoréw biosyntezy

Tylko nieliczne prace z zakresu kultur in vitro roslin motylkowych dotycza dokarmiania
hodowanych biomas tzw. dalekimi prekursorami izoflawonoidowymi [7,9,23,38,40]. Powyz-
szy zabieg technologiczny stosowany jest przede wszystkim w celu okreslenia wptywu doda-
nych prekursor6w na biosyntez¢ oraz metabolizm izoflawonoidéw. Tym samym eksperymen-
tatorzy zmierzaja raczej do wyjasnienia pewnych etapéw biosyntezy izoflawondéw nie zas do
poprawienia produktywnos$ci otrzymanych biomas w zakresie badanych potaczen [7,9,23,38].
Najczesciej stosowanymi prekursorami w doswiadczeniach nad biosyntezg izoflawondw,
w warunkach in vitro, sa wczesne metabolity szlaku fenylopropanoidowego, takie jak: fenylo-
alanina oraz kwas trans-cynamonowy [7,9,23,38,40]. Z przeprowadzonych badan wynika, ze
zjawisko ewentualnego wiaczania tych zwiazkéw do tancucha przemian izoflawonoidowych
zalezy zaréwno od rodzaju stosowanego prekursora, jak i rowniez posrednio od testowanego
systemu hodowlanego [9,23,38].
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Dodawany do pozywek doswiadczalnych kwas trans-cynamonowy, niezaleznie od stgze-
nia wyjsciowego, nie zostawat wykorzystany, przez badane kultury, jako substrat do produk-
cji izoflawondw [9,38]. Zjawisko to zdawato si¢ by¢ catkowicie niezalezne od rodzaju bioma-
sy roslinne;j.

W przypadku elicytowanej Colletotrichum lindemutianum zawiesiny Phaseolus vulgaris,
egzogenny kwas cynamonowy nie tylko nie zostat wiaczony do przemian biogennych wioda-
cych do powstania izoflawonéw, ale zahamowat réwniez metabolizm fitoaleksyn warunko-
wany zaistnieniem procesu stresowego [38]. Dodany prekursor indukowat jedynie enzymy
biorace udziat w metabolizmie kwasu cynamonowego takie jak: hydroksylaze kwasu cyna-
monowego — C4H, oraz specyficzne glukotransferazy. W efekcie, w zawiesinie fasoli, ozna-
czono znaczne ilosci kwasu frans-cynamonowego, p-kumarowego i kawowego oraz pochod-
nych glukozydowych tych zwiazkéw. Czes¢ egzogennego (**C) kwasu trans-cynamonowego
wbudowywana byta réwniez w nierozpuszczalne frakcje celulozowe i hemicelulozowe bio-
masy [38].

Podobne efekty dokarmiania kultur in virro kwasem cynamonowym zaobserwowano
w przypadku zawiesiny Cicer arietinum elicytowanej wyciaggiem drozdzowym [38]. ROwniez
tu kwas cynamonowy ulegat natychmiastowej glukozydacji, wbudowaniu w nierozpuszczalne
frakcje scian komdrkowych i dodatkowo wiazat si¢ z glutationem. Opisywanym procesom
towarzyszyto blokowanie aktywnosci podstawowych enzymow, bioracych udziat w metaboli-
zmie izoflawonoéw (PAL oraz IEST-metylotransferazy izoflawonowej) [9,23,38].

Opisywane doswiadczenia dotycza biomas elicytowanych bezposrednio przed dodaniem
prekursora. W zwiazku z tym koncowy metabolizm kwasu trans-cynamonowego jest wyni-
kiem zaistniatej w kulturach reakcji stresowej, czego dowodem jest biosynteza fenolokwaséw
oraz ich glukozyddéw, charakteryzujacych si¢ wlasnosciami przeciwbakteryjnymi i przeciw-
grzybiczymi [9,23,38]. Przemiany kwasu trans-cynamonowego dodanego do kultur produku-
jacych izoflawony konstytucyjnie mogtyby przedstawia¢ si¢ zupetnie odmiennie.

W przeciwienstwie do kwasu trans-cynamonowego, dodana do kultur korzeniowych Cicer
arietinum fenyloalanina byta aktywnie wiaczana w przemiany szlaku fenylopropanoidowego,
prowadzace do powstania izoflawonéw. W efekcie zastosowanej procedury dokarmiania,
w kulturach ciecierzycy, uzyskano podwyzszone ilosci biochaniny A, formononetyny, homo-
ferreiryny i ciceryny [7].

Dwukrotne podwyzszenie catkowitej zawartosci izoflawonéw uzyskano réwniez w ho-
dowli kalusowej Maackia amurensis suplementowanej fenyloalaning [40]. Stosowany, w do-
swiadczeniu, dodatek kwasu benzoesowego, nie bioracego udziatu w biosyntezie metabolitow
szlaku fenylopropanoidowego [30,129,130], nie wptynat stymulujaco na kumulacj¢ badanych
zwiazkow [40].

Cytowane powyzej doswiadczenia biotechnologiczne dowodza, ze problem niskiej wy-
dajnosci kultur in vitro w zakresie potaczen izoflawonoidowych mozna prébowa¢ rozwiazaé
stosujac dokarmianie biomas wybranymi, wczesnymi metabolitami szlaku fenylopropano-
idowego, ze wskazaniem na fenyloalaning [7,40].

Biotransformacja

Sterowana biosynteze aktywnych farmakologicznie izoflawonéw przeprowadza sie,
w warunkach in vitro, przy udziale wybranych mikroorganizméw oraz kultur roslin motylkowych
posiadajacych uktady enzymatyczne zdolne do przemian endogennie wystgpujacych
izoflawonéw jak i rOwniez ksenobiotykéw o podobnej budowie, dodanych do pozywek
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doswiadczalnych [3,4,22,30,32,54,57,60,64,69,72,73,76,81,93,100,120,129,137]. Najczesciej
jedno lub dwuetapowy proces biotransformacji izoflawondéw obejmuje: izomeryzacjg¢, odwo-
dornienie, hydrolize, hydroksylacje, estryfikacje, demetylacj¢ oraz glikozydacje odpowied-
nich substratéw i w efekcie uzyskanie potaczen o pozadane;j strukturze [30,32,64,129].

Jedna z dwéch podstawowych strategii stosowanych w tego typu doswiadczeniach obej-
muje izolacj¢ wybranych frakcji enzymatycznych lub enzyméw z roslinnych lub bakteryjnych
kultur in vitro, ktére stosuje si¢ nastepnie w mieszaninach reakcyjnych z dodatkiem odpo-
wiedniego prekursora i kofaktor6w, w celu otrzymania pozadanego izoflawonu [22,54,57,
60,73,76,93,137].

Ten typ postgpowania, przypominajacy procedury przyjete w scisle chemicznych techno-
logiach, zastosowano m. in. do otrzymania daidzeiny z likwirytygeniny, przy udziale frakcji
mikrosomalnej, wyizolowanej z zawiesiny Pueraria lobata [54]. Dwuetapowy przebieg reak-
cji polegat na przeksztatceniu flawononu — likwirytygeniny do 2,74 -trihydroksyizoflawonu,
przy udziale monooksygenazy mikrosomalnej. W drugim etapie procesu, powyzszy produkt,
za posrednictwem odpowiedniej dehydratazy, ulegat natychmiastowej biokonwersji do dai-
dzeiny.

Podobna do wyzej opisanej strategia uprzedniej izolacji frakcji mikrosomalnej z zawiesi-
ny tubinu i zastosowaniu jej w mieszaninie reakcyjnej z genisteing i 2°-hydroksygenisteing
doprowadzita do powstania z obydwu zwiazkéw produktéw prenylowanych w pozycjach: 6, 8
i 3° [76]. Biotransformacji nie uleglty natomiast stosowane w mieszaninie flawonole oraz
uprzednio monoprenylowane izoflawony typu wigteonu. Wskazuje to m. in. na wysoka spe-
cyficznos¢ prenylotransferaz tubinu w stosunku do okreslonych substratéw izoflawonoido-
wych. Fakt ten potwierdza analogiczny eksperyment przeprowadzony z udziatem frakcji mi-
krosomalnej zawiesiny Phaseolus vulgaris prenylujacej jedynie izoflawony w pozycji 2 i 4
[137].

Rowniez frakcja mikrosomalna zawiesiny Cicer arietinum przy udziale NADPH i tlenu
czasteczkowego katalizowata monohydroksylacje w pozycjach 2°, 3" i 4° metoksyizoflawo-
néw. W rezultacie w wyniku zaistniatej biokonwersji otrzymano odpowiednio z biochaniny A
i formononetyny makkiaine i medykarping [57].

Opisane powyzej procedury, z uwagi na proces izolacji frakcji enzymatycznych, sa wielo-
etapowe i tym samym czasochtonne [22,57,60,76,93,137]. Konieczno$¢ stosowania drogich
i czesto nietrwatych kofaktoréw (np. NADPH) powoduje, ze pomimo znacznej wydajnosci
i czystosci uzyskanych produktéw procesy te s ekonomicznie nieoptacalne. Stosuje sie je
wigc przede wszystkim do otrzymania wzorcow rzadkich substancji izoflawonoidowych, badz
tez w celu wyjasnienia pewnych przemian biogennych dla tych zwiazkéw [22]. Szanse na
otrzymanie, na drodze biokonwersji, przemystowych ilosci aktywnych biologicznie izoflawo-
néw budza raczej technologie oparte na wykorzystaniu aktywnie rosnacych kultur roslin mo-
tylkowych lub mikroorganizméw zdolnych do przeksztatcania substratéw izoflawonoidowych
dodanych bezposrednio do pozywki wzrostowej [3,4,72,73,93,100,137].

Przyktadem tego typu do$wiadczen, z wykorzystaniem kultur wybranych mikroorgani-
zméw, sa hodowle Brevibacterium epidermides i Micrococcus luteus prowadzone w obecno-
sci glicyteiny, genisteiny badz daidzeiny [72,73]. Powyzsze bakterie, wystepujace naturalnie
w zaczynie fermentacyjnym, stosowanym do przetwarzania pulpy z nasion sojowych w wy-
sokobiatkowy produkt o nazwie rempe [73] okazaty si¢ zdolne do 6-O-demetylacji glicyteiny
oraz 6-O-hydroksylacji daidzeiny, glicyteiny i daidzeiny. Otrzymane z 60% wydajnoscia,
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produkty charakteryzowaty si¢, w poréwnaniu z substratami, znacznie wigksza biodostepno-
$cig [72].

Interesujacym biokatalizatorem wydaja sie roOwniez kultury Aspergillus niger przeksztat-
cajace egzogennie dodana daidzeing do 8-hydroksyformononetyny oraz 7,4 -dimetoksy-
flawon do daidzeiny [93].

Biokonwersje egzogennej formononetyny do, posiadajacej znacznie wigkszg aktywnosé
fitoestrogenna, daidzeiny umozliwito natomiast postuzenie si¢ kulturami Fusarium pomfera-
tum [137].

Réwniez anaerobowe bakterie jelita ludzkiego FEubacterium limosum (ATCC 8486),
w warunkach kultur in vitro, z 90 % wydajnoscia, zdolne byly do demetylacji biochaniny A,
formononetyny i glicyteiny z utworzeniem odpowiednio: genisteiny, daidzeiny i 6,7,4"-tri-
hydroksyflawonu [60]. Wszystkie otrzymane, w ciagu 26 dniowego procesu, produkty cha-
rakteryzowaly si¢ wigksza aktywnoscia fitoestrogenna niz wyjsciowe substraty. W przeci-
wienstwie do proceséw zachodzacych naturalnie w jelicie ludzkim, opisywane kultury in vitro
nie byty jednak zdolne do dalszej demetylacji izoflawondw, z utworzeniem koncowego pro-
duktu, ktérym jest ekwol [60].

Mozliwosci biokonwersji, w obrebie szeroko rozumianej klasy izoflawondéw, stwarzaja
réwniez aktywnie rosnace kultury in vitro roslin motylkowych [3,4,100].

Przyktadowo, zawiesina Glycyrrhiza echinata zdolna byla do przeksztalcenia egzogenne-
20 2,74 -trihydroksyizoflawanonu do formononetyny [3]. Produktem posrednim opisywane;j
reakcji, w kulturach in vitro, byt 2,7-dihydroksy-4"-metoksyizoflawon, a nie daidzeina, jak
ma to miejsce w roslinie gruntowej. Tym samym, w opisywanym systemie hodowlanym, na
skutek dodatku egzogennego substratu powstat nowy, alternatywny szlak metaboliczny, wio-
dacy do biosyntezy formononetyny [3].

Rzadki 7-hydroksy-6,4"-dimetoksyizoflawon (afrormozyng) uzyskano natomiast w kultu-
rach kilkudnionych siewek sparcety (Onobrichis vicifolia), suplementowanych znakowanymi
[Me-'*C]: formononetyna, daidzeing i teksazyna [4]. Wszystkie dodawane substraty, w proce-
sie dwu- lub tréjetapowej biokonwersji przeksztatcane byty z ponad 90% wydajnoscia do
afrormozyny [4].

W przypadku zawiesiny Pueraria lobata udato si¢ przeprowadzi¢, z 70% wydajnoscia,
biotransformacje¢ szeregu aglikonéw izoflawonoidowych, takich jak: biochaniny A, formono-
netyny, genisteiny i daidzeiny, otrzymujac odpowiednie pochodne glukozydowe i malonowe
[100]. Ponadto, obecne w kulturze metylotransferazy i glikozydazy okazaty sie mato specy-
ficzne wobec egzogennych substratow. Poza izoflawonami, byty one zdolne biotransformo-
wac flawony takie jak: chryzyne, akacetyne i apigening oraz prosty fenol — rezacetofenon
[100]. W efekcie przeprowadzonej procedury uzyskano kultury in vitro Pueraria lobata
0 znacznie poszerzonym metabolizmie wtérnym.

Zgodnie z obecnym stanem wiedzy enzymy zwigzane z biosynteza izoflawonéw zorgani-
zowane sa w agregaty multienzymowe, ktére nie tylko umozliwiaja interakcje enzym-enzym,
ale réwniez warunkuja odpowiednie przekierowanie substratow [31,137]. Szeroko rozumiana
kompartmentacja metabolizmu izoflawonowego wraz z inhibicja zwrotng ich biosyntezy,
zwiazang m.in. z nagromadzaniem produktow, ogranicza wykorzystanie rosngcych kultur in
vitro do produkcji okreslonych fitoestrogenéw, na drodze biokonwers;ji.
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Modyfikacje genetyczne

Wraz z rozwojem biologii molekularnej i zwiazanych z nia strategii inzynierii genetyczne;j
podjeto badania nad biosynteza zwigzkow izoflawonoidowych w oparciu o kultury transge-
niczne [30,31,130,137].

Cze$¢ omawianych projektéw badawczych dotyczy kultur korzeni wtosnikowatych wy-
branych gatunkéw z rodziny Fabaceae. W danym wypadku okresla si¢ przede wszystkim
wplyw samego procesu agroinfekcji na biosynteze i metabolizm izoflawonéw w otrzymanych
uprzednio korzeniach transgenicznych [12,18,28,53,78,79,84,91,109,116,119].

Sterowanej biosyntezie wybranych fitoestrogenéw (izoflawonéw, pterokarpanéw oraz
kumestan6w) poswiecone sg natomiast prace dotyczace transgenicznych biomas roslinnych,
w ktérych genom biorcy zostal uzupetniony o obce geny zwiazane z biosynteza wybranych
enzymOw szlaku fenylopropanoidowego (np. syntazy chalkonowej, izomerazy chalkonowe;j,
reduktazy izoflawonowej itd.) [22,41,64,82,102,112,117,119,135,137-139,141,144]. Powyz-
sze transgeny wprowadza si¢, przy pomocy wektorow bakteryjnych [12,28,32,34,41,82,
112,135,144] oraz techniki mikrowstrzeliwania [28,32,82,137,139,141] do biomas pochodza-
cych z roslin motylkowych [12,28,32,41,82,102,112,117,119,135,137,144] lub do gatunkéw
nie syntetyzujacych w warunkach naturalnych zwiazkéw izoflawonoidowych (np. Arabi-
dopsis thaliana i Nicotiana tabacum) [22,28,82,137,138].

Z punktu widzenia technologicznego proces transformacji genetycznej w roslinach z ro-
dziny Fabaceae wydaje si¢ by¢ stosunkowo trudny [10,41,119,141,144]. Przyczyne tego fak-
tu liczni autorzy upatruja w specyficznych mechanizmach obronnych, charakterystycznych
dla roslin motylkowych i zwigzanych z procesami symbiotycznymi dotyczacymi tych roslin
i bakterii glebowych z rodzaju Rhizobium [10,12,119,137,141,144]. Opisywane trudnosci
dotycza zar6wno samego wprowadzenia transgenu do komorek biorcy jak i pdzniejszego uzy-
skania, w przypadku transformacji wektorowych, jatowych a jednoczesnie zywotnych kultur
roslinnych. Istotny problem stanowi ponadto selekcja klonéw wykazujacych trwatg ekspresje
obcych gendéw strukturalnych i ewentualna regeneracja roslin transgenicznych [10,41,82,102,
112,119,135,137,139,141,144]. Z uwagi na opisywane trudnosci opracowano liczne strategie
umozliwiajace otrzymanie stabilnego, transformowanego materiatu roslinnego [28,41,102,
112,135,137,141].

Modelowymi gatunkami w badaniach nad transformacjami genetycznymi roslin z rodziny
Fabaceae sa migdzy innymi: Glycine max, Cicer arietinum, Lupinus albus oraz Medicago
sativa, czyli podstawowe gatunki uzytkowe tej rodziny [41,102,112,135,141,144]. Z prze-
prowadzonych badan wynika, ze o procesie transgenezy w roslinach motylkowych decyduje
bezposrednio dobor techniki transformacji. Stwierdzono, ze bezwektorowe metody transfor-
macji sa ciagle mato skuteczne bez wzgledu na typ wprowadzanych gendéw strukturalnych
(np. warunkujacych mrozoodpornos¢ badz biosynteze wybranych enzymoéw szlaku fenylo-
propanoidowego) [82,102,112,135,137,139,141,144]. Niezaleznie od wyjsciowego materiatu
biologicznego (gatunek rosliny, rodzaj tkanki) uzyskano kazdorazowo staba przezywalno$¢
biomasy roslinnej oraz niski procent kopii obcego fragmentu DNA wiaczonego do genomu
biorcy [102,137]. Autorzy przytaczanych prac uznali, ze przyczyna licznych niepowodzen jest
szok akustyczny, ktéremu podlegaja komorki roslinne, a w mniejszym stopniu pdzniejsza
selekcja transformantéw [102]. Z uwagi na powyzsze, stosowanie wektorow bakteryjnych
w postaci dzikich i przekonstruowanych szczepdw z rodzaju Agrobacterium ciagle uwaza si¢
za najskuteczniejsza metode transformacji genetycznych roslin z rodziny Fabaceae. W tym
wypadku efektywnos¢ transgenezy zalezy zarowno od rodzaju wyjsciowego materiatu roslinnego
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jak réwniez od stezenia zawiesiny bakteryjnej w kokulturze. Wazny jest ponadto czas prowa-
dzenia kokultury oraz ewentualny dodatek ,,stymulatoréw” transformacji [32,41,82,112,117,
135,137-139,141,144].

Zar6wno w przypadku doswiadczen nad Glycine max [135] jak i Cicer arietinum [41]
proces transformacji wydawat si¢ by¢ znacznie skuteczniejszy, gdy postuzono si¢ mtodym,
nieuorganizowanym materialem roslinnym (zawiesina embrionalna lub parenchymatyczna).

Efektywnos¢ transgenezy, u roslin z rodziny Fabaceae zwigkszat ponadto dodatek do kul-
tury acetosyringonu, aktywujacego geny vir wektora bakteryjnego [41,112,135]. Powyzszy
fenol hamowat jednak wybidrczo pdézniejsze tworzenie zarodkOw somatycznych ze strans-
formowanej uprzednio zawiesiny embrionalnej soi [135].

Proces transformacji embrionéw sojowych przyspieszat rowniez dodatek, do kokultury,
takich antyoksydantow jak: L-cysteina, kwas askorbinowy, poliwinylopirolidon oraz ditiotre-
itol (DTT) [141].

W doswiadczeniach nad liscieniami oraz embrionami soi wykazano, ze szanse transfor-
macji materiatu roslinnego wzrastaja wydatnie po poddaniu kokultury kilkusekundowej soni-
fikacji [112,135]. Wedtug ré6znych autor6w zabieg ten powoduje powstawanie licznych mi-
kroranek zaréwno na powierzchni jak i w glebi tkanek roslinnych. W efekcie zdarzenie to
generuje synteze roslinnych zwiazkow fenolowych zwigkszajacych dostepnos¢ przypuszczal-
nych czynnikéw wiazacych sciany komérkowe bakterii [62,112,124,135,143].

Proces transformacji Glycine max oraz Cicer arietinum zalezat ponadto od dtugosci ko-
kultywacji materiatu roslinnego z bakteriami [41,112], pH pozywki [112] oraz temperatury
srodowiska [112,144]. Stwierdzono, ze temperatura nizsza niz 27 °C oraz ponad dwudniowy
okres trwania kokultury wyraznie redukuje przezywalno$¢ materiatu roslinnego [112,144].
pH pozywki wyzsze niz 7 hamuje za$ aktywno$¢ bakteryjnego genu vir [112].

Liczne badania dotyczace transformacji ro$lin motylkowych wykazaty, ze sa one mato
odporne na antybiotyki stosowane do eliminacji szczepéw bakterii transformujacych z kokul-
tury [41,135,139,141]. Wysoka przezywalnos¢ transformowanego materiatu roslinnego uzy-
skuje sie przy pomocy stopniowego usuwania bakterii z kultury. W tym celu potransforma-
cyjne biomasy roslinne hoduje si¢ we wzrastajacym gradiencie antybiotyku, co wywoluje
powstanie korzystnej tolerancji roslin na czynnik przeciwbakteryjny [41,135,141,144].

Stosujac opisane powyzej procedury doswiadczalne szeregu eksperymentatorom udato si¢
uzyska¢ w obrebie rodziny Fabaceae materiat biologiczny o zmienionym, w stosunku do ro-
slin macierzystych, metabolizmie izoflawonoidowym [12,28,32,41,102,112,117,119,135,137,
138,144].

Poprzez mikrowstrzeliwanie do komoérek zawiesiny embrionalnej soi sekwencji koduja-
cych CRC kukurydzy (czynnika transkrypcyjnego CRC) nieswoiscie pobudzono szlak feny-
lopropanoidowy w komoérkach biorcy [139]. W transformowanej zawiesinie wzrosta znacznie
aktywnos¢ podstawowych enzymoéw szlaku izoflawonoidowego takich jak: PAL, CHS,CHI
oraz IFS. W poréwnaniu z biomasa pierwotng transformanty produkowaty czterokrotnie wigcej
izoflawondéw z przewaga pochodnych daidzeiny. Ze wzgledu na potransformacyjna aktywacje
3-hydroksylazy flawanonu w omawianej zawiesinie spadta jednak ogdlna zawarto$¢ geniste-
iny. Enzym ten konkurowat skutecznie z izomeraza flawanonu o wspdlny prekursor, ktérym
jest naryngenina. W rezultacie w zawiesinie soi stwierdzono obecno$¢ pochodnych flawono-
lowych przy malejacej zawartosci genisteiny [139]. Podobna procedura doswiadczalna prze-
prowadzona na protoplastach lucerny [83] potaczona z celowa supresja 3-hydroksylazy
flawanonu doprowadzita do otrzymania transformantéw produkujacych wybidrczo bogaty
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zespoét izoflawonoidéw [83]. W obydwu wypadkach uzyskano w materiale ro§linnym akty-
wacje wielogenowego szlaku fenylopropanoidowego z jednoczesnym catkowitym przekie-
runkowaniem odpowiednich substratéw w strone polaczen izoflawonoidowych o charakterze
fitoestrogenow [83,139].

Na drodze transformacji genetycznych uzyskuje si¢ aktywacje okreslonych fragmentéw
szlaku fenylopropanoidowego nie tylko u roslin motylkowych produkujacych konstytucyjnie
izoflawonoidy, ale réwniez w gatunkach nie syntetyzujacych tych zwiazkéw w warunkach
naturalnych z uwagi na brak odpowiednich uktadéw enzymatycznych [22,28,82,137,138].

Wprowadzenie genéw kodujacych biosynteze syntazy izoflawonowej (IFS) do zawiesiny
embrionalnej Arabidopsis thaliana [28,82,137,138] doprowadzilo do powstania w biomasie
biorcy niesyntetyzowanej uprzednio genisteiny. W podobnym doswiadczeniu [81] Liu i wsp.
stwierdzili, ze powyzsza fitoaleksyna jest w transformowanej zawiesinie A. thialiana natych-
miast glikozydowana do odpowiedniego ramnozydu, glukozydu oraz glukozydo-ramnozydu.
Za powyzszy fakt odpowiedzialne sa ,Jlokalne” enzymy efektywnie glikozydujace ,,obcy”
metabolit [28,81,137].

W przypadku braku w komorkach biorcy odpowiednich substratéw samo wprowadzenie
gendéw kodujacych odpowiednie uktady enzymatyczne jest czesto niewystarczajace do uzy-
skania finalnego izoflawonu. Zawiesina Nicotiana tabacum wykazujaca wysoka potransfor-
macyjng aktywno$¢ tubinowej reduktazy izoflawonowej produkowata westiton dopiero po
dodaniu do kultury odpowiedniego prekursora tj. 2°-hydroksyformononetyny [22]. Jednocze-
snie zar6wno substrat jak i produkt ulegaty natychmiastowej biokonwersji do odpowiednich
glukozyddéw, przy udziale glikozydaz tytoniu [22].

Jak juz wspomniano sam proces agroinfekcji wywiera znaczny wplyw na sktad frakcji
izoflawonoidowych w transformowanych kulturach roslin motylkowych [12,13,18,28,53,78,
79,91,116,119,137].

Korzenie wlosnikowate otrzymane na skutek infekcji siewek tubinu Agrobacterium thizogenes
(15834) produkowaty: 7,3 -diglukozyd orobolu, 7,3 -diglukozyd-6-dimetylallilo-orobolu oraz
7,4 diglukozyd genisteiny, potaczenia tozsame z izoflawonoidami syntetyzowanymi w korze-
niach de novo Lupinus albus. Omawianych zwiazkéw byto jednak, w kulturach transgenicz-
nych, 10-krotnie wiecej [10].

Réwniez korzenie transformowane siedmiu gatunkéw z rodzaju Psoralea, w poréwnaniu
z ro$linami macierzystymi, syntetyzowaly wigksze ilosci daidzeiny i kumestrolu [18]. Jedno-
czesnie autorzy opisywanego doswiadczenia stwierdzili, ze korzenie mtodsze syntetyzowaty
wybibrczo daidzeing, a starsze wigksze ilosci kumestrolu. Informacja ta wydaje si¢ przydatna
w przypadku zastosowania korzeni wilosnikowatych Psoralea do przemystowej produkcji
obydwu fitoestrogenéw.

Réznice w poziomie syntetyzowanych izoflawonéw stwierdzono réwniez w przypadku
korzeni nietransformowanych i wlosnikowatych Glycine max [84]. W poréwnaniu z korze-
niami de novo w kulturze transgenicznej oznaczono znacznie wiecej wolnej daidzeiny, przy
sladowej zawartosci pochodnych estrowych i zglikozydowanych tego zwiazku, dominujacych
w korzeniach rosliny macierzyste;.

Catkowicie nowe potaczenia izoflawonoidowe, nie oznaczane w roslinach gruntowych,
produkowaty korzenie transgeniczne Glycyrrhiza glabra, G. pallidiflora, G. ularensis i G.
aspera [78,79]. Korzenie wlosnikowate powyzszych gatunkéw, otrzymane na skutek infekcji
mtodych siewek Agrobacterium rhizogenes pRi 15834 i pGSGlul, charakteryzowaty sie
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wysoka zawartoscig prenylowanych izoflawondéw takich jak: likoagroizoflawon, kalikozyna,
erytrynina oraz chalkonu-izolikwirytygeniny [78,79].

Opisywane powyzej przyktady doswiadczen biotechnologicznych dowodza, ze praktycz-
nie w sposob nieograniczony mozemy kierowa¢ biosynteza izoflawonéw, dla ktorych ziden-
tyfikowano odpowiednie prekursory, enzymy oraz geny kodujace, a otrzymanie, przy pomocy
nowoczesnych technik inzynierii genetycznej, biomas produkujacych wybiérczo znaczne ilo-
sci fitoestrogendw jest na wyciagniecie reki.

Kultury in vitro ro$lin motylkowych ukierunkowane wybidrczo na produkcje
fitoestrogenow

Sposrod szeregu badan dotyczacych biosyntezy i metabolizmu izoflawonéw, w kulturach
in vitro jedynie nieliczne prace ukierunkowane sa bezposrednio na otrzymanie biomas roslin-
nych, stanowiacych bogate zrédto aktywnych fitoestrogenéw [6,12,17,18,39,40,66,97].

Kluczowa rolg w eksperymentach tego typu odgrywa sam dobdr wyjsciowego materiatu
roslinnego. Porownywalng lub wigksza, niz w roslinach macierzystych, zawartos¢ fitoestro-
gendw uzyskano w kulturach in vitro gatunkéw, ktére juz w warunkach upraw gruntowych
charakteryzowaly si¢ bogatym metabolizmem izoflawonoidowym. Znalazty si¢ wsréd nich
hodowle: Glycine max, Maackia amurensis, Cicer arietinum oraz Lupinus i Psoralea species
[6,12,17,18,39,40,66,97].

Biosynteza i dystrybucja zwiazkow izoflawonoidowych w roslinie, w przeciwienstwie do
szeregu alkaloidow, nie jest organozalezna [6,17,27,32]. Z tego wzgledu typ pierwotnego
eksplantatu nie wptywa bezposrednio na zawartos¢ izoflawonéw w biomasach inicjalnych.
W kulturach in vitro pigciu gatunkéw z rodzaju Psoralea otrzymano wysokoprodukcyjne
biomasy zaréwno w przypadku kalus6w pochodzenia liscieniowego, hypokotylowego oraz
korzeniowego [17]. Podobna prawidlowos$¢ zaobserwowano w liniach kalusowych Maackia
amurensis, wyprowadzonych z kwiatéw, ogonkéw lisciowych oraz merystemow szczytowych
rosliny gruntowe;j [40].

Z przeprowadzonych badan wynika, ze ostateczna zawartos¢ izoflawonéw, w kulturach in
vitro roslin motylkowych, zalezna jest bezposrednio od typu hodowli [17,40].

Dowiedziono, ze juz kultury kalusowe stwarzaja mozliwo$¢ otrzymania biomas in vitro
syntetyzujacych izoflawony, w ilosciach wigkszych niz rosliny macierzyste [17,40]. Wysokie
stezenie daidzeiny, genisteiny, formononetyny, retuzyny oraz makkiainy i medykarpiny uzy-
skano w kalusach Maackia amurensis [40]. Srednia ilo$¢ fitoestrogenéw w badanych liniach
komoérkowych (2%) przekraczata nawet czterokrotnie zawarto$¢ izoflawondéw w roslinach
macierzystych i utrzymywata si¢ na statym poziomie, w czasie 13 kolejnych pasazy [40].

Zmiennosci somaklonalnej, charakterystycznej dla biomas kalusowych, nie obserwowano
réowniez w przypadku wysokoprodukcyjnych linii komérkowych Glycine max [39]. W wyni-
ku selekcji, sposrod 40 linii kalusowych soi, Federico i wsp. uzyskali biomasy syntetyzujace,
przez 25 lat, izoflawony na statym poziomie, wynoszacym okoto 5% suchej masy. Réwniez
wyprowadzona, z powyzszego kalusa, zawiesina soi charakteryzowala si¢ wysoka (7%) i statg
zawartoscig pochodnych genisteiny i daidzeiny [39]. Stabilna, w zakresie produkcji izoflawo-
néw, okazatla si¢ tez zawiesina Cicer arietinum. W przeciwienstwie do biomasy sojowej, syn-
tetyzowala ona pochodne biochaniny A i formononetyny jedynie w ilosciach zblizonych do
rosliny macierzystej [66].
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Znaczng zmiennos$¢ somaklonalng, w obrebie kalusow, stwierdzono natomiast w kulturach
in vitro pieciu gatunkow z rodzaju Psolarea, takich jak: P. cinerea, P. macrostachya, P. bitu-
minosa, P. tenex 1 P. obtusifolia [17]. Niezaleznie, od macierzystego gatunku, wszystkie
otrzymane kalusy syntetyzowaty daidzeine, w ilosciach nawet pigciokrotnie przekraczajacych
stezenie tego zwigzku w roslinach z upraw gruntowych. Oznaczana, w kalusach, zawartos¢
daidzeiny byla jednak zmienna (0,6-1%) wraz z kolejnymi pasazami [17]. Niekorzystny brak
dlugoterminowe;j stabilnosci genetycznej kaluséw z rodzaju Psolarea, udato si¢ pokona¢ wy-
prowadzajac z badanych gatunkéw kultury korzeni wtosnikowatych [18,97]. W poréwnaniu
z kalusami, syntetyzowaty one nie tylko wiecej daidzeiny (ok. 0,8%) ale byty to réwniez po-
ziomy state, podczas 2-letniego okresu prowadzenia hodowli. Ponadto, korzenie transformo-
wane dostarczaty wigcej biomasy roslinnej i w przeciwienstwie do kaluséw syntetyzowaty
daidzeing w catym cyklu hodowlanym, niezaleznie od fazy wzrostu [18].

Bezposredni wptyw typu hodowli, na zawarto$¢ izoflawonéw w biomasach roslinnych
stwierdzono w kulturach in vitro Lupinus polyphyllus oraz Lupinus hartwegii [12]. Autorzy
niniejszej pracy poréwnali, pod katem produkcji izoflawonéw, standardowe hodowle zawie-
sinowe oraz kultury transgeniczne (korzenie oraz zawiesiny) otrzymane w wyniku transfor-
macji tkanek tubinu dzikimi szczepami Agrobacterium rhizogenes i Agrobacterium tumefa-
ciens. Niezaleznie od typu hodowli, wszystkie badane biomasy syntetyzowaty dziesiecio-
sktadnikowy zesp6t pochodnych genisteiny i 2°-hydroksygenisteiny w ilosciach zblizonych
do roslin macierzystych. Stwierdzono, ze dtugoterminowa stabilno$¢ w zakresie produkcji
izoflawonéw zwiazana jest bezposrednio ze stopniem cytodyferencjacji biomas. Jedynie ko-
rzenie wlosnikowate tubinu charakteryzowaty si¢ niezmienng zawartoscia izoflawonéw. Za-
réowno w zawiesinach transgenicznych jak i nietransformowanych, poziom izoflawonéw wa-
hat si¢ w granicach od 0,2 do 0,5 % i byt zalezny od, zmiennego w czasie, stopnia agregacji
biomas.

Sam proces transgenezy wptynat na okoto czterokrotny wzrost zawartosci izoflawonéw
w tkankach tubinu. Autorzy niniejszej pracy wiazali powyzszy fakt z mozliwoscig hodowli
biomas transformowanych na pozywkach pozbawionych fitohormonéw, wptywajacych nieko-
rzystnie na biosynteze okreslonych fitoestrogendéw [12].

W pracach dotyczacych biosyntezy izoflawonéw, w warunkach in vitro prébowano row-
niez rozwiaza¢ wystgpujacy czesto problem niskiej zawartosci fitoestrogenéw w biomasach
ros$linnych. W tym celu stosowano dodatkowe zabiegi hodowlane polegajace na immobiliza-
cji badanych zawiesin na nosnikach z alginianu wapnia [6] oraz sproszkowanej tkance korka
[145]. Tym samym starano si¢ stworzy¢ w systemie hodowlanym warunki biochemiczne zbli-
zone do tych, ktére wystepuja w tkankach roslin gruntowych [145]. Stosowany dodatek korka
do kultury zawiesinowej Sophora flavescens spowodowal nawet pigciokrotny wzrost biosyn-
tezy prenylowanych izoflawonéw, charakterystycznych dla badanego gatunku. Jednoczesnie,
w opisywanym przypadku, stosujac nosnik korkowy, osiagni¢to dodatkowy efekt permeabili-
zacji biomasy, wiazacy si¢ z 70% wyrzucaniem metabolitow izoflawonoidowych do tkanki
korka [145]. W przeciwienstwie do kultury in vitro Sophora flavescens, immobilizowanie, na
mikroczasteczkach z alginianu wapnia, zawiesiny Glycine max nie wptyngto na koncowa za-
warto$¢ izoflawonéw w biomasie. Powyzszy zabieg technologiczny umozliwit jedynie ko-
rzystne wydtuzenie czasu hodowli [6].

Omoéwione powyzej doswiadczenia, ktorych rezultatem bylo otrzymanie biomas produku-
jacych znaczne ilosci izoflawonéw, prowadzone byly w skali laboratoryjnej [12,17,18,
40,66,97]. Jedyne proby opracowania systeméw ciaglych, do produkcji izoflawondw,
w oparciu o biomasy roslinne, dotycza zawiesin Glycine max [6,39].
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W celu uzyskania znacznej ilosci fitoestrogenéw sojowych w skali technicznej Tyler
i wsp. [6] skonstruowali ciagly system hodowlany, na bazie bioreaktora magnetofluidyzacyj-
nego (MFB). Na innowacyjnos¢ powyzszego systemu sklada si¢ zaréwno konstrukcja ,,po-
jemnika hodowlanego” jak i réwniez procedura przygotowania biomasy roslinnej do procesu
technologicznego [6]. Wtasciwa komore bioreaktora, stanowila w tym przypadku kolumna
szklana obudowana solenoidami, wytwarzajacymi pole magnetyczne o okreslonym nat¢zeniu.
Zawiesina sojowa, przed podaniem na kolumng¢ bioreaktora, byta immobilizowana na tzw.
dwufazowym no$niku, ztozonym z alginianu wapnia oraz sproszkowanego magnetytu [6].
Podczas, gdy rola alginianu wapnia byto stworzenia warunkow biochemicznych, sprzyjaja-
cych zwiekszeniu biosyntezy izoflawonow to dodatek magnetytu utrzymywat zawiesing réw-
nomiernie rozproszong w polu magnetycznym bioreaktora. Tym samym, nie byta ona pory-
wana ze strumieniem pozywki ttoczonej na kolumne. Zadaniem tego typu rozwigzania tech-
nologicznego bylo zabezpieczenie delikatnych komoérek zawiesiny roslinnej przed stresem
mechanicznym zwiazanym z procesem hodowli. Regulacja natezenia pola magnetycznego
umozliwiata okresowe wypuszczenie biokatalizatora do odbieralnika i dozowanie na kolumng
swiezej biomasy. Opisany system hodowlany umozliwit prowadzenie kultury zawiesiny so-
jowej w sposob ciagly, bez uszczerbku dla zywotnosci biomasy. Niestety zastosowana proce-
dura hodowlana przyczynita si¢ do drastycznego spadku zawartosci izoflawonéw w zawiesi-
nie. W przypadku daidzeiny wynosit on okoto 50% a genisteiny 20%.

Tak drastycznego zahamowania biosyntezy fitoestrogenéw nie obserwowano natomiast
w okresowej kulturze zawiesiny sojowej, hodowanej w standardowym bioreaktorze z miesza-
diem pneumatycznym (typ air liff). Opisywana kultura zachowata zdolno$¢ do produkcji izo-
flawon6éw na poziomie standardowej hodowli wytrzasanej [39].

Prezentowane powyzej nieliczne doniesienia literaturowe wskazuja, ze rosliny motylko-
we, po wprowadzeniu do kultur in vitro sa w stanie zachowa¢ zdolnos¢ do biosyntezy znacz-
nych ilosci izoflawonéw. Ponadto wydaje si¢, ze w oparciu 0 nowoczesne procedury hodow-
lane mozliwe jest opracowanie optacalnego systemu hodowlanego, warunkujacego produkcje
cennych fitoestogendw na bazie ,,naturalnych bioreaktoréw”, ktérymi sa biomasy roslinne.



68

Maria Luczkiewicz

PiSmiennictwo

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Akashi T., Aoki T., Ayabe S., Identification of a cytochrome P450 cDNA encoding (2S)-
flavanone 2-hydroxylase of licorice (Glycyrrhiza echinata L.; Fabaceae) which represents li-
codione synthase and flavone synthase I, FEBS Letters 432 (1998) 287-290.

Akashi T., Aoki T., Takahashi T., Kameya N., Nakamura 1., Ayabe S., Cloning of cytochrome
P450 cDNAs from cultured Glycyrrhiza echinata L. cells and their transcriptional activation
by elicitor-treatment, Plant Sci. 126 (1997) 39-47,

Akashi T., Sawada Y., Aoki T., Ayabe S-1., New Scheme of the Biosynthesis of Formononetin
Involving 2,7,4"-Trihydroxyisoflavanone but Not Daidzein as the Methyl Acceptor, Biosci.
Biotechnol. Biochem. 64 (10) (2000) 2276-2279.

Al-Ani H.AM., Dewick P.M., Isoflavone biosynthesis in Onobrychis vicifolia: formononetin
and texasin as precursors of afrormosin, Phytochemistry 19 (1980) 2337-2339,

Alfermann A.W., Petersen M., Natural product formation by plant cell biotechnology, Plant
Cell Tiss. Org. Cult. 43 (1995) 199-205.

Ames T.T., Worden R.M., Continuous Production of Daidzein and Genistein from Soybean in
a Magnetofluidized Bed Bioreactor, Biotechnol. Prog. 13 (1997) 336-339.

Armero J., Requejo R., Jorrin J., Lopez-Valbuena R., Tena M., Release of phytoalexins and
related isolavonoids from intact chickpea seedlings elicited with reduced glutathione at root
level, Plant Physiol. Biochem. 39 (2001) 785-795.

Armero J., Tena M., Possible role of plasma membrane H*-ATPase in the elicitation of phy-
toalexin and related isoflavone root secretion in chickpea (Cicer arietinum 1..) seedlings, Plant
Sci. 161 (2001) 791-798.

Barz W., Mackenbrock U., Constitutive and elicitation induced metabolism of isoflavones and
pterocarpans in chickpea (Cicer arietinum) cell suspension cultures, Plant Cell Tiss. Org. Cult.
38 (1994) 199-211.

Bednarek P., Franski R., Kerhoas L., Einhorn J., Wojtaszek P., Stobiecki M., Profiling
changes in metabolism of isoflavonoids and their conjugates in Lupinus albus treated with bi-
otic elicitor, Phytochemistry 56 (2001) 77-85.

Beggs C.J., Schneider-Zieberg U., Wellmann E., Isoflavonoid formation as an indicator of
UV-B stress in bean (Phaseolus vulgaris 1..) leaves. The significance of photorepair in assess-
ing potential damage by increasing solar UV-B radiation, Plant Physiol. 79 (1985) 630-634.

Berlin J., Fecker L., Riigenhagen C., Sator C., Strack D., Witte L., Wray V., Isoflavone Gly-
coside Formation in Transformed and Non-Transformed Suspension and Hairy Root Cultures
of Lupinus polyphyllus and Lupinus hartwegii, Z. Naturforsch. 46 ¢ (1991) 725-734.

Berlin J., Rippert M., Mollenschott C., Maywald F., Strack D., Wray V., Sator C., Formation
of Isoflavonoid Glucosides in Normal and Transformed Cell Cultures of Lupin, Planta Med.
55 (1989), 685-686.

Bongue-Bartelsman M., Phillips D.A., Nitrogen stress regulates gene expression of enzymes
in the flavonoid biosynthetic pathway of tomato, Plant Physiol. Biochem. 33 (1995) 539-546.

Botia J.M., Ortufio A., Sabater F., Acosta M., Sdnchez-Bravo J., Uptake and decarboxylation

of indole-3-acetic acid during auxin-induced growth in lupin hypocotyl segments, Planta 193
(1994) 224-231.

Boulter D., Plant Biotechnology: Facts and Public Perception, Phytochemistry 40 (1995) 1-9.



Badania nad izoflawonoidami w kulturach in vitro 69

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.
28.
29.

30.

31.

32

33.

34,

Bouque V., Bourgaud F., Nguyen C., Guckert A., Production of daidzein by callus cultures of
Psolarea species and comparison with plant, Plant Cell Tiss. Org. Cult. 53 (1998) 35-40.

Bourgaud E., Bouque V., Guckert A., Production of flavonoids by Psolarea hairy root cul-
tures, Plant Cell Tiss. Org. Cult. 56 (1999) 97-104.

Bourgaud F., Gravot A., Milesi S., Gontier E., Production of plant secondary metabolites:
a historical perspective, Plant Sci. 161 (2001) 839-851.

Brandi M.L., Natural and synthetic isoflavones in the prevention of treatment of chronic dis-
eases, Calcif, Tissue Int. 61 (1997) 55-58.

Cen Y.P., Bornman J.F., The response of bean plants to UV-B radiation under different irradi-
ances of background visible light, J. Exp. Bot. 41 (1990) 1489-1495.

Cooper 1.D., Qiu F., Paiva N.L., Biotransformation of an exogenously supplied isoflavonoid
by transgenic tobacco cells expressing alfalfa isoflavone reductase, Plant Cell. Rep. 20 (2002)
876-884.

Daniel S., Tiemann K., Wittkampf U., Bless W., Hinderer W., Barz W., Elicitor-induced
metabolic changes in cell cultures of chickpea (Cicer arietinum L.) cultivars resistant and sus-
ceptible to Ascochyta rabiei, 1, Planta 182 (1990) 270-278.

Daniell T., O"'Hagan D., Edwards R., Alfalfa cell cultures treated with a fungal elicitor accu-
mulate flavone metabolites rather than isoflavones in the presence of the methylation inhibitor
tubericidin, Phytochemistry 44 (2) (1997) 285-291.

Dhir S.K., Dhir S., Widholm J.M., Regeneration of fertile plants from protoplasts of soybean
(Glycine max L. Merr.): genotypic differences in culture response, Plant Cell Rep. 11 (1992)
285-289.

Dixon R.A., Bendall D.S., Changes in the levels of enzymes of phenylpropanoid and flavon-
oid synthesis during phaseollin production in cell suspension cultures of Phaseolus vulgaris,
Physiol. Plant Pathol. 13 (1978) 295-306.

Dixon R.A., Natural products and plant disease resistance, Nature 411 (2001) 843-847.
Dixon R.A., Ferreira D., Molecules of Interest, Genistein, Phytochemistry, 60 (2002) 205-211.

Dixon R.A., Fuller K.W., Effects of synthetic auxin levels on phaseollin production and
phenylalanine ammonia lyase (PAL) activity in tissue cultures of Phaseolus vulgaris L.,
Physiol. Plant. Pathol. 9 (1976) 299-312.

Dixon R.A., Isoflavonoids Biochemistry, Molecular Biology, and Biological Functions, w: D.
Barton, K. Nakanishi, O. Meth-Cohn (Eds.), Comprehensive Natural Products Chemistry, vol.
1, Elsevier, Amsterdam, Lausanne, New York, Oxford, Shannon, Singapore, Tokyo, 1999, str.
773-823.

Dixon R.A., Lamb Ch.J., Masoud S., Sewalt V.J.H., Paiva N.L., Metabolic engineering: pros-
pects for crop improvement through the genetic manipulation of phenylpropanoid biosynthesis
and defense responses — a review, Gene 179 (1996) 61-71.

Dixon R.A., Plant tissue culture methods in the study of phytoalexin induction, w: D.S. In-
gram, J.P. Helgeson (Eds.), Tissue Culture Methods for Plant Pathologists, Blackwell, Oxford,
1980, str. 185-196.

Dixon R.A., Paiva N.L., Stress-induced phenylpropanoid metabolism, Plant Cell 7 (1995)
1085-1097.

Dixon R.A., Steele C.L., Flavonoids and isoflavonoids — a gold mine for metabolic engineer-
ing, Trends in Plant Sci. 4 (10) (1999) 340-400.



70

Maria Luczkiewicz

35.

36.

37.

38.

39,

40.

41.

42.

43,

44.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

Ebel J., Schmidt W.E., Loyal R., Phytoalexin synthesis in soybean cells: elicitor induction of
phenylalanine ammonia-lyase and chalcone synthase mRNA and correlation with phytoalexin
accumulation, Arch. Biochem. Biophys. 232 (1984) 240-248.

Edwards R., Blount J.W., Dixon R.A., Glutathione and elicitation of the phytoalexin response
in legume cell cultures, Planta 184 (1991) 403-409.

Edwards R., Daniell T.J., Gregory A.C.E., Methylation reactions and the phytoalexin response
in alfalfa suspension cultures, Planta 201 (1997) 359-367.

Edwards R., Mavandad M., Dixon R.A., Metabolic fate of cinnamic acid in elicitor treated cell
suspension cultures of Phaseolus vulgaris, Phytochemistry 29 (1990) 1867-1873.

Federici E., Touché A., Choquart S., Avanti O., Fay L., Offord E., Courtois D., High isofla-
vone content and estrogenic activity of 25 year-old Glycine max tissue cultures, Phytochemis-
try 64 (2003) 717-724.

Fedoreyev S.A., Pokushalova T.V., Veselova M.V., Glebko L.I., Kulesh N.I., Muzarok T.I.,
Seletskaya L..D., Bulgakov V.P., Yu.N. Zhuravlev, Isoflavonoid production by callus cultures
of Maackia amurensis, Fitoterapia 71 (2000) 365-372.

Fontana G.S., Santini L., Caretto S., Frugis G., Mariotti D., Genetic transformation in the
grain legume Cicer arietinum L. (Chickpea), Plant Cell Rep. 12 (1993) 194-198.

Fritsche S., Steinhart H., Occurence of hormonally active compounds in food: a review, Eur.
Food Res. Technol. 209 (1999) 153-179.

Gagnon H., Ibrahim R.K., Effects of various elicitors on the accumulation and secretion of
isoflavonoids in white lupin, Phytochemistry 44 (8) (1997) 1463-1467.

Gagnon H., Seguin J., Bleichert E., Tahara S., Ibrahim R.K., Biosynthesis of white lupin
isoflavonoids from [U-'*C]L-phenylalanine and their release into the culture medium, Plant
Physiol. 100 (1992) 76-79.

Gamborg O.L., Miller R.A., Ojima K., Nutrient requirements of suspension cultures of soy-
bean root cells, Exp. Cell Res. 50 (1968) 151-158.

Giri A., Narasu M.L., Transgenic hairy roots: recent trends and applications, Biotechnol. Adv.
18 (2000) 1-22.

Goossens J.F.V., Vendrig J.C., Effects of abscisic acid, cytokinins, and light on isoflavonoid
phytoalexin accumulation in Phaseolus vulgaris L., Planta 154 (1982) 441-446.

Graham T.L., Kim J.E., Graham M.Y., Role of constitutive isoflavone conjugates in the ac-
cumulation of gliceollin in soybean infected with Phytophthora megasperma, Molec. Plant-
Microbe Interact. 3 (1990) 157-166.

Grajek W., Biosynteza metabolitow wtérnych w kulturach in virro, w: S. Malepszy (Ed.), Bio-
technologia roslin, Wydawnictwo Naukowe PWN SA, Warszawa, 2004, str. 306-341.

Grynkiewicz G., Gadzikowska M., Fitoestrogeny jako selektywne modulatory aktywnosci re-
ceptoréw estrogenowych, Postepy Fitoterapii 10 (1) (2003) 28-35.

Guenoune D., Galili S., Phillips D.A., Volpin H., Chest L., Okon Y., Kapulnik Y., The defense
response elicited by the pathogen Rhizoctonia solani is suppressed by colonization of the AM-
fungus Glomus intraradices, Plant Sci. 160 (2001) 925-932,

Gunia W., Hinderer W., Wittkampf U., Barz W., Elicitor Induction of Cytochrome P-450
Monooxygenases in Cell Suspension Cultures of Chickpea (Cicer arietinum 1..) and Their In-
volvement in Pterocarpan Phytoalexin Biosynthesis, Z. Naturforsch. 46¢ (1991) 58-66.



Badania nad izoflawonoidami w kulturach in vitro 71

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

Haberder H., Schrider G., Ebel J., Rapid induction of phenylalanine ammonia-lyase and chal-
cone synthase mRNAs during fungus infection of soybean (Glycine max L.) roots or elicitor
treatment of soybean cell cultures at the onset of phytoalexin synthesis, Planta 177 (1989) 59-65.

Hashim M.F., Hakamatsuka T., Ebizuki Y., Sanakawa U., Reaction mechanism of oxidative
rearrangement of flavanone in isoflavone biosynthesis, FEBS Lert. 271 (1/2) (1990) 219-222,

Hayashi H., Hiraoka N., Ikeshiro Y., Yamamoto H., Organ specific localization of flavonoids
in Glycyrrhiza glabra L., Plant Sci. 116 (1996) 233-238.

Heinstein P.F., Future approaches to the formation of secondary natural products in plant cell
suspension cultures, J. Nat. Prod. 48 (1) (1985) 1-9.

Hinderer W., Flentje U., Barz W., Microsomal isoflavone 2°- and 3"-hydroxylases from
chickpea (Cicer arietinum 1..) cell suspensions induced for pterocarpan phytoalexin formation,
FEB 04574 214, (1) (1987) 101-106.

Hinderer W., Seitz H.U., Flavonoids, w: F. Constabel (Ed.), Cell Culture and Somatic Cell
Genetics of Plants, vol. 5, Academic Press. Inc., San Diego, New York, Berkley, Boston,
London, Sydney, Tokyo, 1988, str. 23-48.

Hirata K., Asada M., Yatani E., Miyamoto K., Miura T., Effects of Near-Ultraviolet Light on
Alkaloid Production in Catharantus roseus Plants, Planta Med. 59 (1993) 46-50.

Hur H.G., Rafii F., Biotransformation of the isoflavonoids biochanin A, formononetin, and
elycitein by Eubacterium limosum, FEMS Microbiol. Lett. 192 (2000) 21-25.

Janas K.M., Cvikrovd M., Palagiewicz A., Szafranska K., Posmyk M.M., Constitutive ele-
vated accumulation of phenylpropanoids in soybean roots at low temperature, Plant Sci. 163
(2002) 369-373.

Joersbo M., Brunstedt J., Sonication: a new method for gene transfer to plants, Physiol. Plant
85 (1992) 230-234.

Johansson F., Sommarin M., Larson C., Fusicoccin activates the plasma membrane H'-
ATPase by a mechanism involving the C-terminal inhibitory domain, Plant Cell 5 (1993) 321-
327.

Jung W., Yu O., Lau S.M., O Keefe D.P., Odell J., Fader G., McGonigle B., Identification and
expression of isoflavone synthase, the key enzyme for biosynthesis of isoflavones in legumes,
Nature Biotechnol. 18 (2000) 208-212.

Kaneda Y., Tabei Y., Nishimura S., Harada K., Akihima T., Kitamura K., Combination of
thidiazuron and basal media with low salt concentrations increases the frequency of shoot or-
ganogenesis in soybeans [Glycine max (L..) Merr.], Plant Cell Rep. 17 (1997) 8-12.

Kessmann H., Barz W., Accumulation of isoflavones and pterocarpan phytoalexins in cell
suspension cultures of different cultivars of chickpea (Cicer arietinum 1..), Plant Cell Rep. 6
(1987) 55-59.

Kessmann H., Choudhary A.D., Dixon R.A., Stress responses in alfalfa (Medicago sativa 1..)
III. Induction of medicarpin and cytochrome P450 activities in elicitor-treated cell suspension
cultures and protoplasts, Plant Cell Rep. 9 (1990) 38-41.

Kieran P.M., MacLoughlin P.F., Malone D.M., Plant cell suspension cultures; some engineer-
ing considerations, J. Biotechnol. 59 (1997) 39-52.

Kimura Y., Aoki T., Ayabe S., Chalcone isomerase isozymes with different substrate speci-
fities towards 6°-hydroxy- and 6 -deoxychalcones in cultured cells of Glycyrrhiza echinata, a
leguminous plant producing 5-deoxyflavonoids, Plant Cell Physiol. 42 (2001) 1169-1173.



72

Maria Luczkiewicz

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

&4.

85.

86.

Kirdly 7., Cell Wall Composition and Metabolism w: Goodman R.N., Kirdly Z., Wood K.R.,
(Eds.), The Biochemistry and Physiology of Plant Disease, University of Missouri Press, Co-
lumbia, 1986, str. 105-144.

Kishima Y., Shimaya A., Adachi T., Evidence of the blue light induces betalain pigmentation
in Portulaca callus, Plant Cell Tiss. Org. Cult. 43 (1995) 67-70.

Klus K., Borger-Papendorf G., Barz W., Formation of 6,74 -trihydroxyisoflavone (factor 2)
from soybean seed isoflavones by bacteria isolated from tempe, Phytochemistry, 34 (4) (1993)
979-981.

Klus K., Barz W., Formation of polyhydroxylated isoflavones from the soybean seed isofla-
vones daidzein and glycitein by bacteria isolated from tempe, Arch. Microbiol. 164 (1995)
428-434,

Komatsuda T., Lee W., Oka S., Maturation and germination of somatic embryos as affected
by sucrose and plant growth regulators in soybeans Glycine gracilis Skvortz and Glycine max
(L.) Merr., Plant Cell Tiss. Org. Cult. 28 (1992) 103-113.

Kuntz S., Wenzel U., Daniel H., Comparative analysis of the effects of flavonoids on prolif-
eration, cytotoxicity, and apoptosis in human colon cancer cell lines, Eur. J. Nutr. 38 (1999)
133-142.

Laflamme P., Khouri H., Gulick P., Ibrahim R., Enzymatic prenylation of isofalvones in white
lupin, Phytochemistry, 34 (1) (1993) 147-151.

Landini S., Graham M.Y., Graham T.L., Lactofen induces isoflavone accumulation and gli-
ceollin elicitation competency in soybean, Phytochemistry 62 (2003) 865-874.

Li W., Asada Y., Yoshikawa T., Flavonoid constituents from Glycyrrhiza glabra hairy root
cultures, Phytochemistry 55 (2000) 447-456.

Li W., Asada Y., Koike K., Hirotani M., Rui H., Yoshikawa T., Nikaido T., Flavonoids from
Glycyrrhiza pallidiflora hairy root cultures, Phytochemistry 58 (2001) 595-598.

Li Z.S., Alfenito M., Rea P.A., Walbot V., Dixon R.A., Vacuolar uptake of the phytoalexin
medicarpin by the glutathione conjugate pump, Phytochemistry 45 (4) (1997) 689-693.

Liu CJ., Dixon R.A., Elicitor-induced association of isoflavone-O-methyltransferase with en-
domembranes prevents the formation and 7-O-methylation of daidzein during isoflavonoid
phytoalexin biosynthesis, Plant Cell 13 (2001) 2643-2658.

Liu C. J., Blount J.W., Steele C.L., Dixon R.A., Bottlenecks for metabolic engineering of
isoflavone glycoconjugates in Arabidopsis, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 99 (2002) 14578-
14583.

Loake G.J., Faktor O., Lamb C.JI., Dixon R.A., Combination of H-box [CCTACC(N)7CT] and
G-box (CACGTG) cis elements is necessary for feed-forward stimulation of a chalcone syn-
thase promoter by the phenylpropanoid-pathway intermediate p-coumaric acid, Proc. Natl.
Acad. Sci. U.S.A. 89 (1992) 9230-9234,

Lozovaya V.V., Lygin A.V., Zernova O.V., Li S., Hartman G.L., Widholm J.M., Isoflavonoid
accumulation in soybean hairy roots upon treatment with Fusarium solani, Plant Physiol. Bio-
chem. 42 (2004) 671-679.

Fuczkiewicz M., Cisowski W., Optimization of the second phase of a two phase growth sys-
tem for anthocyanin accumulation in callus cultures of Rudbeckia hirta, Plant Cell Tiss. Org.
Cult. 65 (2001) 57-68.

Fuczkiewicz M., Zarate R., Dembinska-Migas W., Migas P., Verpoorte R., Production of pul-
chelin E in hairy roots, callus and suspension cultures of Rudbeckia hirta L., Plant Sci. 163
(2002) 91-100.



Badania nad izoflawonoidami w kulturach in vitro 73

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94,

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

Malepszy S., Wprowadzenie w: Malepszy S. (Ed.), Biotechnologia roslin, Wydawnictwo Na-
ukowe PWN SA, Warszawa, 2004, str. 15-18,

Malik K.A., Saxena P.K., Regeneration in Phaseolus vulgaris 1..: High frequency induction of
direct shoot formation in intact seedlings by N°-benzylaminopurine and thidiazuron, Planta
186 (1992) 384-389.

Margna U., Margna E., Vainjarv T., Influence of the nitrogen nutrition on the utilization of L-
phenylalanine for building flavonoids in buckwheat seedling tissue, J. Plant Physiol. 134
(1989) 697-702.

Marita .M., Ralph J., Hatfield R.D., Guo D., Chen F., Dixon R.A., Structural and composi-
tional modifications in lignin of transgenic alfalfa down-regulated in caffeic acid 3-O-methyl-
transferase and caffeoyl coenzyme A 3-O-methyltransferase, Phytochemistry 62 (2003) 53-65.

Minamisawa K., Onodera S., Tinimura Y., Kobayashi N., Yuhashi K. I., Kubota M., Preferen-
tial nodulation of Glycine max, Glycine soja and Macroptilium atropurpureum by two Bra-
dyrhizobium species japonicum and elkanii, FEMS Microbiol. Ecol. 24 (1997) 49-56.

Mithéfer A., Bhagwat A.A., Feger M., Ebel I., Suppression of fungal -glucan-induced plant
defense in soybean (Glycine max. 1..) by cyclic 1,3-1,6-B-glucans from the symbiont Bradyr-
hizobium japonicum, Planta 199 (1996) 270-275.

Miyazawa M., Ando H., Okuno Y., Araki H., Biotransformation of isoflavones by Aspergillus
niger, as biocatalyst, J. Mol. Catal. B: Enzymatic 27 (2004) 91-95.

Mueller S.O., Korach K.S., Mechanism of estrogen receptor — mediated agonistic and antago-
nistic effects w: Metzler M. (Ed), The Handbook of Environmental Chemistry, vol. 3,
Springer, Berlin, Heidelberg, 2001, str.3-11.

Murali N.S., Teramura A.H., Effects of ultraviolet-B irradiance on soybean. VI. Influence of
phosphorus nutrition on growth and flavonoid content, Physiol. Plant. 63 (1985) 413-416.

Nakamura K., Akashi T., Aoki T., Kawaguchi K., Induction of Isoflavonoid and Retrochal-
cone Branches of the Flavonoid Pathway in Cultured Glycyrrhiza echinata Cells Treated with
Yeast Extract, Biosci. Biotechnol. Biochem. 63 (9) (1999) 1618-1620.

Nguyen C., Bourgaud F., Forlot P., Guckert A., Establishment of hairy root cultures of Pso-
larea species, Plant Cell Rep. 11 (1992) 424-427.

Oksman-Caldentey K.M., Inz¢é D., Plant cell factories in the post-genomic era; new ways to
produce designer secondary metabolites, Trends Plant Sci. 9 (9) (2004) 433-440.

Paiva N.L., Oommen A., Harrison M.J., Dixon R.A., Regulation of isoflavonoid metabolism
in alfalfa, Plant Cell Tiss. Org. Cult. 38 (1994) 213-220.

Park H.H., Hakamatsuka T., Sankawa U., Ebizuka Y., Rapid metabolism of isoflawonoids in
elicitor-treated cell suspension cultures of Pueraria lobata, Phytochemistry 38 (2) (1995) 373-
380.

Parker C.W., Letham D.S., Gollnow B.I., Summons R.E., Duke C.C., MaclLeod J.K., Regula-
tors of Cell Division in Plant Tissues. XXV. Metabolism of Zeatin by Lupin Seedlings, Planta
142 (1978) 239-251.

Pereira L.F., Erickson L., Stable transformation of alfalfa (Medicago sativa 1..) by particle
bombardment, Plant Cell Rep. 14 (1995) 290-293.

Philips G.C., Collins G.B., In virro tissue culture of selected legumes and plant regeneration
from callus cultures of red clover, Crop Sci. 19 (1979) 59-64.

Phillips D.A., Kapulnik Y., Plant isoflavonoids, pathogens and symbionts, Trends Microbiol.
3 (2) (1995) 58-64.



74

Maria Luczkiewicz

105.

106.

107.

108.

1009.

110.

111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

120.

121.

122.

Pinto M.E., Casati P., Hsu T.P.,, Ku M.S.B., Edwards G.E., Effects of UV-B radiation on
growth, photosynthesis, UV-B-absorbing compounds and NADP-malic enzyme in bean
(Phaseolus vulgaris 1..) grown under different nitrogen conditions, J. Photochem. Photobiol.
B: Biol. 48 (1999) 200-209.

Qiang Ren M., Kuhn G., Wegner J., Chen J., Isoflavones, substances with multi-biological
and clinical properties, Eur. J. Nutr. 40 (2001) 135-146.

Radzikowski Cz., Wietrzyk J., Grynkiewicz G., Opolski A., Genisteina — izoflawonoid soi
o zréznicowanym mechanizmie dziatania — implikacje kliniczne w lecznictwie i prewencji
choréb nowotworowych, Postepy Hig. Med. Dosw. 58 (2004) 128-139,

Ramachandra Rao S., Ravishankar G.A., Plant cell cultures: Chemical factories of secondary
metabolites, Biotechnol. Adv. 20 (2002) 101-153.

Robbins M.P., Hartnoll J., Morris P., Phenylpropanoid defence responses in transgenic Lotus
corniculatus 1. Glutathione elicitation of isoflavan phytoalexins in transformed root cultures,
Plant Cell Rep. 10 (1991) 59-62.

Sakamoto K., lida K., Sawamura K., Hajiro K., Asada Y., Yoshikawa T., Furuya T., Effects of
nutrients on anthocyanin production in cultured cells of Aralia cordata, Phytochemistry, 6
(1993) 357-360.

Sallaud C., El-Turk J., Breda C., Buffard D., de Kozak I., Esnault R., Kondorosi A., Differen-
tial expression of cDNA coding for chalcone reductase, a key enzyme of the 5-deoxyflavonoid
pathway, under various stress conditions in Medicago sativa, Plant Sci. 109 (1995) 179-190.

Santarém E.R., Trick H.N., Essig J.S., J.J.Finer, Sonication-assisted Agrobacterium-mediated
transformation of soybean immature cotyledons: optimization of transient expression, Plant
Cell Rep. 17 (1998) 752-759.

Schlieper D., Tiemann K., Barz W., Stereospecificity of hydrogen transfer by fungal and plant
NADPH: Isoflavone oxidoreductases, Phytochemistry, 29 (5) (2002) 1519-1524.

Shibuya Y., Sugimura Y., Tahara S., Mizutani J., Accumulation of isoflavones in lupin seed-
lings treated with cooper chloride, Biosci. Biotech. Biochem. 17 (2002) 4-15.

Song J., Sorensen E.L., Liang G.H., Direct embryogenesis from single mesophyll protoplasts
in alfalfa (Medicago sativa 1..), Plant Cell Rep. 9 (1990) 21-25.

Stacey G., Sanjuan J., Luka S., Dockendorff T., Carlson R.W., Signal exchanges in the Bra-
dyrhizobium -soybean symbiosis, Soil Biol. Biochem. 27 (4/5) (1995) 473-483.

Steele C.L., Gijzen M., Qutob D., Dixon R.A., Molecular characterization of the enzyme cata-
lyzing the aryl migration reaction of isoflavonoid biosynthesis in soybean, Arch. Biochem.
Biophys. 367 (1999) 147-150.

Stockigt J., Obitz P., Falkenhagen H., Lutterbach R., Endress S., Natural products and en-
zymes from plant cell cultures, Plant Cell Tiss. Org. Cult. 43 (1995) 97-109.

Stougaard J., Genetics and genomics of root symbiosis, Curr. Opin. Plant Biol. 4 (2001) 328-
335.

Tahara S., Tanaka M., Barz W., Fungal metabolism of prenylated flavonoids, Phytochemisty,
44(6) (1997) 1031-1036.

Tan S.C., Phenylalanine ammonia-lyase and phenylalanine ammonia-lyase inactivating sys-
tem: effects of light, temperature and mineral deficiencies, Aust. J. Plant Physiol. 7 (1980)
159-167.

Thiem B., In vitro propagation of isoflavone-producing Pueraria lobata (Willd.) Ohwi, Plant
Sci. 165 (2003) 1123-1128.



Badania nad izoflawonoidami w kulturach in vitro 75

123,

124.

125.

126.

127.

128.

129.

130.

131.

132.

133.

134.

135.

136.

137.

138.

139.

140.

Tillberg E., Levels of indol-3yl-acetic acid and acid inhibitors in green and etiolated bean
seedlings (Phaseolus vulgaris), Physiol. Plant. 31 (1974) 106-111.

Trick H.N., Finer J.J., SAAT: Sonication-assisted Agrobacterium-mediated transformation,
Transgenic Res. 6 (1997) 329-337.

van Etten H.D., Smith D.A., Accumulation of antifungal isoflavonoids and 1la-
hydroxyphaseollone, a phaseollin metabolite in bean tissue infected with Fusarium solani f.
sp. phaseoli, Physiol. Plant Pathol. 5 (1975) 225-237.

Verpoorte R., van der Heijden R., ten Hoopen H.J.G., Memmelink G., Metabolic engineering
for the improvement of plant secondary metabolite production, Plant Tiss. Cult. Biotechnol. 4
(1998) 3-19.

Verpoorte R., Engineering the plant cell factory for secondary metabolite production, Trans-
genic Res. 9 (2000) 323-343.

Verpoorte R., Plant secondary metabolism, w: R. Verpoorte, A.W. Alfermann (Eds.), Meta-
bolic Engineering of Plant Secondary Metabolism, Kluwer Academic Publishers, Dordrecht,
Boston, London, 2000, str. 1-29.

Wink M., Evolution of secondary metabolites from an ecological and molecular phylogenetic
perspective, Phytochemistry 64 (2003) 3-19.

Winkel-Shirley B., Biosynthesis of flavonoids and effects of stress, Curr. Op. Plant Biol. 5
(2002) 218-223.

Wojtaszek P., Stobiecki M., Differential secretion and accumulation of isoflavonoids in Lu-
pinus albus in response to fungal elicitor and CuCl,, Plant Physiol. Biochem. 35 (2) (1997)
129-135.

Wright M.S., Koehler S.M., Hinchee M. A., Carnes M.G., Plant regeneration by organogenesis
in Glycine max, Plant Cell Rep. 5 (1986) 150-154.

Wuttke W., Jarry H., Becker T., Schultens A., Christoffel V., Gorkow Ch., Seidlovd-Wuttke
D., Phytoestogens: endocrine disrupters or replacement for hormone replacement therapy?
Maturitas 44 (supl. 1) (2003) 9-20.

Wysokinska H., Chmiel A., Transformed Root Cultures for Biotechnology, Acta Biotechnol.
17 (2) (1997) 131-159.

Yan B., Srinivasa Reddy M.S., Collins G.B., Dinkins R.D., Agrobacterium tumefaciens-
mediated transformation of soybean [Glycine max (1..) Merrill.] using immature zygotic coty-
ledon explants, Plant Cell Rep. 19 (2000) 1090-1097.

Yeoman M.M., Yeoman C.L., Manipulating secondary metabolism in cultured plant cells,
New Phytol. 134 (1996) 553-569.

Yu O., McGonigle B., Metabolic Engineering of Isoflavone Biosynthesis, Adv. Agronom. 86
(2005) 147-190.

Yu O., Jung W, Shi J., Croes R.A., Fader G.M., McGonigle B., Odell J.T., Production of the
isoflavones genistein and daidzein in non-legume dicot and monocot tissues, Plant Physiol.
124 (2000) 781-794.

Yu O., Shi J., Hession A.O., Maxwell C.A., McGonigle B., Odell J.T., Metabolic engineering
to increase isoflavone biosynthesis in soybean seeds, Phytochemistry, 63 (2003) 753-763.

Zacharius R.M., Kalan E.B., Isoflavonoid changes in soybean cell suspensions when chal-
lenged with intact bacteria or fungal elicitors, J. Plant Physiol. 135 (1990) 732-736.



76

Maria Luczkiewicz

141.

142.

143.

144.

145.

Zeng P., Vadnais D.A., Zhang Z., Polacco J.C., Refined glufosinate selection in Agrobacte-
rium-mediated transformation of soybean [Glycine max (1..) Merrill], Plant Cell Rep. 7 (2004)
478-482.

Zhang F., Smith D.L., Genistein accumulation in soybean (Glycine max [L.] Merr. ) root sys-
tems under subtropical root zone temperatures, J. Exp. Bot. 47 (1996) 785-792.

Zhang L..J., Cheng ..M., Xu N., Zhao N.M,, Li C.G,, Jing Y., Jia S.R., Efficient transforma-
tion of tobacco by ultrasonication. Bio. Technol. 9 (1991) 996-997.

Zhang 7., Xing A., Staswick P., Clemente T.E., The use of glufosinate as a selective agent in
Agrobacterium-mediated transformation of soybean, Plant Cell Tiss. Org. Cult. 56 (1999) 37-
46.

Zhao P., Hamada Ch., Inoue K., Yamamoto H., Efficient production and capture of 8-prenyl-
naringenin and leachianone G-biosynthetic intermediates of sophoraflavanone G- by the addi-
tion of cork tissue to cell suspension cultures of Sophora flavescens, Phytochemistry 62
(2003) 1093-1099.



Aktywnos¢ farmakologiczna izoflawonoidéw 77

5. AKTYWNOSC FARMAKOLOGICZNA
IZOFLAWONOIDOW

Wstep

Izoflawonoidy, zaliczane pod wzglgdem farmakologicznym do fitoestrogenéw, stanowia
jedna z najczesciej badanych grup zwiazkéw naturalnych. Fakt ten wiaze si¢ z szeroko udo-
kumentowang aktywnoscia farmakologiczna tych potaczen, zaréwno w odniesieniu do orga-
nizméw roslinnych [20-22,59], jak i zwierzecych [13,16,29,33,54,61,62].

Przeprowadzone liczne badania epidemiologiczne populacji wschodnioazjatyckich do-
wiodty, ze dieta sojowa bogata w izoflawony moze wiaza¢ si¢ bezposrednio z nizsza zapadal-
noscig Azjatow na nowotwory hormonozalezne, z mniejszym zagrozeniem chorobami uktadu
krazenia, osteoporozg oraz, w przypadku kobiet, ztagodzeniem skutk6w menopauzy [13,16,
33,54,61,62]. Zainteresowanie fitoestrogenami zaowocowato, w ciagu ostatnich dwudziestu
lat, pojawieniem si¢ kilku tysigcy publikacji dotyczacych dziatania farmakologicznego tych
zwiazkéw. Ogrom powszechnie dostgpnych danych literaturowych, obejmujacych nie tylko
prace eksperymentalne nad aktywnoscig izoflawonéw, ale réwniez szereg artykutéw o cha-
rakterze przegladowym, spowodowal, ze w niniejszym rozdziale postanowiono, jedynie
w formie krétkiego podsumowania, przedstawi¢ podstawowe kierunki dziatania tych zwigz-
kéw. Tym samym starano si¢ zwrdci¢ uwage na wazne prozdrowotne znaczenie izoflawonéw
oraz ich ewentualna rol¢ w lecznictwie, uzasadniajaca przyjety kierunek badan.

Podstawowe typy aktywnoS$ci zwigzkow izoflawonoidowych

Na dziatanie farmakologiczne izoflawonéw sktada si¢ zaréwno aktywnos$¢ hormonalna
tych zwiazkow [16,22,29,33,52,54,61,62,78], jak i réwniez wptyw, jaki wywieraja one na
procesy zwiazane z roznicowaniem, proliferacja oraz wzrostem komoérek [22,33,41,61,62].

Izoflawony, pod wzgledem strukturalnym, wykazuja pewne podobienstwo, do endogen-
nych estrogendéw zwierzecych, co wpltyneto na sklasyfikowanie tych zwigzkéw, w obrebie
fitoestrogenéw [16,33,62]. Podobienstwo wzgledem estradiolu, w przypadku izoflawonéw,
wiaze si¢ z przestrzennym rozmieszczeniem grup hydroksylowych w czasteczce omawianych
potaczen. W przypadku genisteiny, grupy hydroksylowe (w tym jedna fenolowa) umieszczo-
ne sg w odlegtosci 10,8 A, czyli identycznej jak ma to miejsce w 17 B-estradiolu [75] (ryc. 1).

genisteina

Ryc. 1 Podobienstwo budowy strukturalnej mi¢dzy fitoestrogenami a endogennym estradiolem.
Fig. 1. Relations in the structure of phytoestrogens and endogenous estradiol.
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Z tego wzgledu izoflawony sa dobrymi odpowiednikami endogennego estradiolu. Moga
one, w zaleznosci od dawki, wywiera¢ dziatanie antagonistyczne (duze stezenia) badz agoni-
styczne (mate stezenia) w stosunku do receptor6w estrogenowych ERa i ERP [52,62,78].
Stwierdzono, ze fitoestrogeny, w przeciwienstwie do estradiolu, wiaza sie gtownie z ERf
(87%) i tylko w niewielkim stopniu z ERa (4%). W zwiazku z powyzszym, aktywno$¢ far-
makologiczna izoflawonéw determinowana jest nie tylko dawka tych zwiazkéw, ale rowniez
narzadem docelowym (receptory ERP, w przeciwienstwie do ERa znajdujg si¢ gtownie
w podwzgorzu, przysadce, ptucach i grasicy). Na estrogenne dziatanie izoflawonow sktada sig¢
fakt wigzania tych zwiazkéw z receptorami ER oraz regulacja, przez nie, hormondéw picio-
wych na poziomie transkrypcji. Natomiast poprzez kompetytywne blokowanie dostepu endo-
gennego estradiolu do ER, izoflawony wywieraja dzialanie antyestrogenowe. Ten typ aktyw-
nosci wigze si¢ ponadto ze stymulacja, przez omawiane zwiazki, syntezy protein wiazacych
hormony piciowe [16,22,29,33,52,54,61,62,78].

Efekty opisywanej w literaturze hormonalnej aktywnosci izoflawondw sa czesto niejedno-
znaczne, co wiaze si¢ ze zmienna metodyka prowadzonych badan, dotyczaca m. in. dawki
i typu podawanych zwiazkéw oraz czasem trwania eksperymentu [6,41,75].

Jednoznacznie udowodniono, ze izoflawony stymulujg og6lnie szlak rozrodczy u samic
ssakow. Twierdzi sie, ze na drodze receptorowej moga one ingerowa¢ w proces uwalniania
gonadotropin i przerywac sprzezenie zwrotne osi: podwzgorze-przysadka-gonady [33,40,52,
62,65,78]. U kobiet w wieku przedmenopauzalnym izoflawony wptywaja na dtugos¢ cyklu
menstrualnego i koncentracje hormonéw piciowych. Dieta bogata w produkty sojowe, u mie-
siaczkujacych kobiet, wigze sie z przedtuzeniem fazy folikularnej, obnizeniem poziomu hor-
monu lutenizujacego (LH) i podwyzszeniem osoczowego stezenia prolaktyny [10,20-22]. Nie
stwierdzono natomiast wyraznego wptywu fitoestrogenéw sojowych na réwnowage hormo-
nalng u kobiet po menopauzie [24,43]. W tym miejscu nalezy zaznaczy¢, ze izoflawony cha-
rakteryzuja si¢, w poréwnaniu z 17p-estradiolem, nizszym powinowactwem do receptorow
ER. Stwierdzono, ze w rownowaznych dawkach wykazuja one dziatanie hormonalne, nawet
100.000- 500.000 razy stabsze niz estradiol. Jednakze regularna dieta, bogata w produkty so-
jowe, dostarcza do organizmu izoflawony na poziomie 100-1000 razy wyzszym niz endogen-
ny estradiol. W opisywanych stezeniach zwiazki te moga wigc konkurowac z 17p-estradiolem
i poprzez wiazanie z ER zapobiega¢ m.in. powstawaniu hormonozaleznych nowotworéw
[16,33,40,41,61,62].

Wsrdd przebadanych farmakologicznie izoflawonéw na szczegdlng uwage zastuguja takie
zwiazki jak: genisteina, daidzeina, glicyteina, formononetyna oraz biochanina A, charaktery-
zujace si¢ najsilniejsza aktywnoscia estrogenng [22,29,33,54,62].

W swietle opisywanego dziatania hormonalnego izoflawonéw, pewien niepokdj budzi
fakt powszechnego stosowania u niemowlat diety wyrOwnawczej, opartej o preparaty mleko-
zastepcze, przygotowane na bazie biatek sojowych. Stwierdzono mianowicie, ze dzieci kar-
mione wytacznie ,,mlekiem sojowym” otrzymuja dzienng dawke izoflawonéw na poziomie
okoto 20 mg/kg masy ciata. Ilos¢ ta przekracza 13 000 do 20 000 razy poziom estradiolu o-
znaczany w surowicy u niemowlat kontrolnych. Sadzi sie, ze dtuga ekspozycja dzieci na tak
wysokie dawki fitoestrogendw moze w przysztosci zaburzy¢ funkcje uktadu rozrodczego
[6,15,17].

Jak juz wspomniano na efekty terapeutycznego dziatania izoflawonéw sktada sig¢ nie tylko
ich aktywno$¢ hormonalna ale réwniez wptyw jaki wywieraja te zwiazki na przekaznictwo
komoérkowe [61,62]. Stwierdzono, ze izoflawony, w r6znych modelach doswiadczen in vitro,
regulujg przewodzenie sygnalizacji komorkowej. Ponadto, genisteina, daidzeina i biochanina A
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hamuja aktywnosci: kinazy tyrozyny, transformujacego czynnika wzrostowego beta (TGFp)
i czynnika wzrostowego dla srodbtonkéw naczyniowych (VEGF). Rowniez, w zaleznosci od
dawki, zwiazki te hamuja (> 25 pg/ml) lub stymulujg (< 0,25 pg/ml) wzrost komérek [2,5,6,
61,62,84]. Powyzsze typy aktywnosci wydaja si¢ szczegélnie istotne w przypadku potencjal-
nego zastosowania izoflawondéw w chorobach nowotworowych.

Opisywana wielokierunkowa aktywno$¢ izoflawonow warunkuje bardzo ztozone dziata-
nie farmakologiczne tych zwiazkéw. Podstawowe kierunki prozdrowotnego i leczniczego
dziatania fitoestrogenéw opisano ponizej.

Dzialanie przeciwnowotworowe

Rola izoflawonéw w prewencji oraz leczeniu chor6b nowotworowych zostata szczegéto-
wo opisana w szeregu pracach przegladowych, bazujacych na ponad tysigcu doniesien o cha-
rakterze eksperymentalnym [6,16,22,29,33,54,61,62,78]. W niniejszych publikacjach
uwzgledniono aktywnos¢ przeciwwzrostowq izoflawonéw, w stosunku do okreslonych linii
komorek nowotworowych pochodzenia ludzkiego oraz zwierzecego. Z licznych danych eks-
perymentalnych wynika, ze mechanizm przeciwnowotworowego dziatania izoflawonow jest
bardzo ztozony. Wiaze si¢ on m. in. z hormonalng aktywnoscia tych zwiazkéw, co jest szcze-
g06lnie istotne w przypadku nowotworéw hormonozaleznych [6,40,41,61,65,78]. Stwierdzono
m.in., ze izoflawony w dawkach terapeutycznych wynoszacych od 113 do 207 mg/dobe obni-
zaja 0 25% poziom krazacego w osoczu 17B-estradiolu i 0 45% stgzenie progesteronu [45].
Ponadto, zwigzki te hamuja aktywnos¢: dehydrogenazy 3B- i 17p-hydroksysteroidowej, Sa-
reduktazy oraz aromatazy, wpltywajac tym samym na poziomy, krazacych w surowicy, ak-
tywnych hormonéw steroidowych [32,39,62]. Na dziatanie hormonalne izoflawonéw sktada
si¢ rowniez selektywne wiazanie tych zwigzkow z receptorami estrogenowymi ER (w szcze-
g6lnosci ERB). Tym samym fitoestrogeny hamuja kompetytywnie wiazanie z ER naturalnego
ligandu, ktérym jest 17B-estradiol. Ponadto, w dawkach terapeutycznych, izoflawony powo-
duja wzrost ekspresji receptora estrogenowego [6,11,33,40,45,52,53].

Przeprowadzone badania empiryczne dowiodty, ze przeciwnowotworowego dziatania fi-
toestrogendw nie mozna w petni wyjasnic¢ jedynie na podstawie aktywnosci hormonalnej tych
zwiazkow [11,16,33,53,61,62]. Stwierdzono mianowicie, ze izoflawony moga aktywnie za-
pobiega¢ procesom nowotworzenia przeksztatcajac genotoksyczne metabolity w formy nieak-
tywne [79]. Ponadto, zwiazki te wplywaja na biatka uczestniczace w przekazywaniu sygna-
tow komorkowych [41,61,62]. Z licznych prac eksperymentalnych wynika, ze dziatanie prze-
ciwnowotworowe genisteiny i daidzeiny moze odbywac si¢ na drodze hamowania przez te
zwiazki ekspresji receptora EGF (czynnik wzrostowy dla srédbtonkéw naczyniowych) na
poziomie transkrypcji badz przez bezposrednia inhibicj¢ kinazy tyrozyny, aktywnej w wielu
tkankach zmienionych nowotworowo [2,5,39,53,61,62,79]. Genisteina indukuje rowniez
czynnik transkrypcyjny biatka p53, uznany za jeden z najwazniejszych supresoréw karcyno-
genezy [81]. Ponadto izoflawony hamuja aktywnos$¢ topoizomeraz: I i I DNA, odpowie-
dzialnych za uszkodzenia DNA [48,64].

Uwaza sie, ze fitoestrogeny ogélnie hamuja wzrost komoérek nowotworowych. Odbywa
si¢ to poprzez stymulacje produkcji transformujacego czynnika wzrostowego beta (TGFp)
oraz indukcje¢ apoptozy komoérek, m. in. za posrednictwem hamowania aktywnosci kinazy Akt
[2,5,41,53,61,62,66].

Na aktywnos¢ przeciwnowotworowg izoflawondéw sktada si¢ réwniez antyproliferacyjne
dziatanie tych zwiazkéw zwigzane z blokada cyklu komérkowego w fazie G2-M. Ponadto
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fitoestrogeny moduluja aktywnos$¢ biatek regulujacych cykl komdérkowy, zmniejszajac eks-
presje cyklazy B i zwigkszajac ekspresje biatka p 27 [6,41,58,61,84].

W szeregu testach in vitro stwierdzono, ze izoflawony hamujaq réwniez angiogeneze
[58.62,85,86].

Zastosowanie izoflawonéw jako potencjalnych lekéw przeciwnowotworowych badano
w warunkach in vitro oraz in vivo na szeregu linii nowotworowych pochodzenia ludzkiego
i zwierzecego [2,6,11,41,58,61,62]. Ze wzgledu na opisang szczegdtowo aktywnos¢ hormo-
nalna tych zwiazkow, najwigcej prac dotyczy wybranych linii komérkowych ludzkiego nowo-
tworu sutka z obecnym receptorem estrogenowym (MCF-7 ER+) badz bez receptora estroge-
nowego (MDAMB 231-ER-) [6,37,45,50,61,74]. Przedstawione wyniki badan sg bardzo nie-
jednoznaczne [6,50,74]. Uog6lniajac, wydaje sie, ze efekt dziatania izoflawonéw w modelu
raka piersi zalezy bezposrednio od dawki fitoestrogenéw oraz schematu i czasu podawania
omawianych zwiazkow [6,74]. Przyktadowo, wykazano, ze genisteina w dawkach 10-100 uM
hamuje, w warunkach in vitro, proliferacj¢ i inwazyjnos¢ komorek raka piersi. Natomiast ba-
dania in vivo, przeprowadzone na myszach dowiodty, ze zwiazek ten w dawkach nizszych niz
5 uM wzmaga przerzutowanie komorek estrogenozaleznego nowotworu MCF-7 [6,50,74].

W wyniku dtugofalowych badan epidemiologicznych wykazano, ze genisteina moze pel-
ni¢ istotng role¢ w zapobieganiu powstawania nowotworéw sutka jedynie w przypadku poda-
wania jej, za posrednictwem diety sojowej, u kobiet przed osiggnieciem dojrzatosci piciowe]
[6,14,53]. Zgodnie z opisywanym powyzej mechanizmem dziatania zwiazek ten stymuluje
wtedy réznicowanie komorek w gruczole sutkowym i tym samym redukuje prawdopodobien-
stwo powstawania zmian nowotworowych [6,74]. Natomiast niskie dawki genisteiny przyj-
mowane przez chore kobiety z rozpoznanym nowotworem sutka moga stymulowac prolifera-
cje estrogenozaleznego nowotworu [6,37,49,56].

Genisteina okazata sie¢ rOwniez aktywna w przypadku przeszczepionego ortotropowo
ludzkiego raka gruczotu krokowego, wrazliwego na androgen [1,2,33,34,61,86]. W opisywa-
nych modelach doswiadczalnych zwiazek ten hamowat proliferacje komdrek nowotworo-
wych, wykazujac jednoczesnie dziatanie antyandrogenne i antyangiogenne [2,34,86].

Dziatania protekcyjnego genisteiny nie udato si¢ natomiast wykazac jednoznacznie na li-
nii komoérkowej ludzkiego nowotworu jelita grubego SW 620 i HT 29. W opisywanym przy-
padku odnotowano jedynie obnizona, pod wptywem izoflawonu, wrazliwo$¢ badanych komo-
rek na efekt napromieniowania [41,64].

Genisteina oraz daidzeina hamowaty rowniez adhezje komérek czerniaka myszy, do ma-
cierzy pozakomorkowej, co wiazato si¢ bezposrednio z utrata inwazyjnosci danego nowotwo-
ru [61]. Powyzsze zwiazki wywieraty ponadto dziatanie antyprzerzutowe i antyproliferacyjne
w modelu raka ptuc LLC oraz w raku pecherza moczowego, zotadka oraz przetyku [33,58,
61,85].

Przytoczone powyzej dane literaturowe wskazuja, ze ostateczne wyjasnienie roli izofla-
wonéw w prewencji oraz leczeniu chor6b nowotworowych wymaga przeprowadzenia dal-
szych badan opartych o ujednolicone schematy doswiadczalne. Jednoczesnie wydaje sig, ze
omawiane zwiazki, a w szczeg6lnosci genisteina moga by¢ stosowane w prewencji pierwot-
nej, w zapobieganiu powstawania zmian nowotworowych oraz ostroznie w prewencji wtérnej,
w celu ograniczenia powstawania nawrotéw i przerzutowania [6,15,17,58,62,84].
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F.agodzenie skutkow menopauzy

Dtugoterminowe badania epidemiologiczne, obejmujace kobiety w wieku okotomenopau-
zalnym, wykazaty, ze w populacji wschodnioazjatyckiej niezwykle rzadko wystepuja dole-
gliwosci zwiazane z klimakterium [13-15,22,24,29,33,40,43,53,54,62,79]. Stwierdzono, ze
brak u Azjatek, charakterystycznych dla menopauzy uderzen goraca, tachykardii, wahan na-
stroju, bezsennosci, nadpobudliwosci oraz suchosci pochwy, wiaze si¢ bezposrednio z dietg
bogata w produkty sojowe, zawierajace izoflawony [14,32,33,62]. Dowiedziono, ze przyj-
mowane regularnie fitoestrogeny, w postaci pokarméw sktadajacych sie na codzienna diete,
badz w formie preparatéw leczniczych, skutecznie uzupetniaja naturalny niedobodr estrogenéow
charakterystycznych dla klimakterium. Mechanizm dziatania izoflawonéw w tagodzeniu
skutkéw menopauzy nie zostat do konca wyjasniony [14]. Na podstawie doswiadczen prze-
prowadzonych na szczurach pozbawionych jajnikéw stwierdzono, ze genisteina oraz pochod-
ne izoflawony hamuja nadmierna aktywnos$¢ podwzgdérzowego generatora impulsow GnRH,
wystepujaca m.in. w przebiegu niedoboru endogennych estrogenéw [14,33,62]. Podobna, ak-
tywnos$¢ fitoestrogenéw zaobserwowano u kobiet w wieku okolomenopauzalnym, ktérym
podawano preparaty lecznicze zawierajace frakcje fitoestrogenowa z Cimicifuga racemosa
BNO 1055 [12,16,29,32]. Wysunigto wiec hipoteze, ze systematyczne stosowanie izoflawo-
néw prowadzi do redukcji, charakterystycznych dla nadmiernej aktywnosci GnRH, skoko-
wych wyrzutéw LH, uderzen goraca oraz do ustapienia nadpobudliwosci nerwowej oraz ta-
chykardii. Na tej podstawie zaleca si¢ kobietom, w wieku okotomenopauzalnym, regularne
przyjmowanie preparatow zawierajacych wyciagi z soi oraz pluskwicy groniastej, bedacych
doskonata alternatywa dla mato bezpiecznej terapii hormonozastepczej [12,14].

Zapobieganie osteoporozie

Badania farmakologiczne przeprowadzone na samicach szczur6w pozbawionych jajnikéw
wykazaly jednoznacznie, ze naturalne izoflawony, pochodne genisteiny i daidzeiny wywieraja
efekt osteoprotekcyjny [13,14,27,80]. Zwiazki te zapobiegaty m. in. utracie masy kostnej,
stymulujac réznicowanie osteoblastow oraz hamujac resorpcje kosci przez osteoklasty
[27,60,80]. Jednoczesnie stwierdzono, ze izoflawony wywieraty pozytywny wplyw na bio-
chemiczne wskazniki metabolizmu kostnego we krwi u szczuréw [27,60,80]. Po zastosowa-
niu standaryzowanych wyciagéw z Cimicifuga racemosa BNO 1055 obserwowano u szczu-
réw z indukowang osteopenia wielokrotne zwiekszenie gestosci i wytrzymatosci tkanek kost-
nych w okolicy ledzwiowej [12].

W przypadku kobiet w wieku okotomenopauzalnym, poddanych terapii fitoestrogenami,
nie obserwowano tak jednoznacznych wynikéw jak w badaniach prowadzonych na zwierze-
tach [3,13,14,30]. Szereg danych wskazuje, ze zapobieganie utraty masy kostnej oraz wywo-
tanie efektu leczniczego w ustalonej osteoporozie mozliwe jest jedynie w przypadku jedno-
czesnego podawania niewielkich dawek estrogenéw (ok. 0,3 mg) w potaczeniu ze znacznymi
ilosciami izoflawonow roslinnych [14,31].

Inne eksperymenty wykazaty, ze fitoestrogeny stosowane w dawce dziennej wynoszacej
od 50-90 mg w znacznym stopniu ostabiajq utrate masy kostnej w odcinku ledzwiowym. Nie-
stety zwiazki te wykazywaly jedynie minimalng aktywno$¢ naprawcza u kobiet z ustalong
osteoporoza [31,55].

W wyniku klasycznej syntezy chemicznej otrzymano szereg pochodnych izoflawonoido-
wych z przeznaczeniem do stosowania zar6wno w prewencji osteoporozy jak i réwniez
w zaawansowanym stadium tej choroby [3,13,14,30,31,55]. Jednym z najczesciej uzywanych



82 Maria Luczkiewicz

zwiazkow jest 7-izopropoksy-izoflawon (ipriflawon). Zaréwno w badaniach na zwierzgtach
jak réwniez w testach klinicznych obejmujacych kobiety w wieku okotomenopauzalnym
zwiazek ten hamowal, indukowane hormonami przytarczyc, tworzenie osteoklastéw oraz
stymulowat r6znicowanie osteoblastéw [3,13,14,30,31,55,70].

Pochodne izoflawonéw o ustalonej aktywnosci anabolicznej, w tym ipriflawon, hamuja
réwniez obr6t masy kostnej w przebiegu choroby Paget’a oraz wydalanie z moczem hydrok-
syproliny [4].

Przeprowadzone dotychczas badania farmakologiczne dotyczace izoflawondéw wskazuja,
ze stosowanie tych zwigzkow jest szczegdlnie celowe w przypadku nietolerancji terapii estro-
genowej w dawkach chroniacych kosci [3,13,55,70].

Wplyw na uklad sercowo-naczyniowy

Dtugoterminowe badania epidemiologiczne wykazaty, ze regularne spozywanie produk-
tow sojowych w istotny sposéb chroni przed chorobami uktadu sercowo-naczyniowego
[7,8,62,72]. Mechanizm dziatania fitoestrogenéw w prewencji nadci$nienia tgtniczego, miaz-
dzycy i choroby niedokrwiennej serca jest bardzo ztozony [7,62,72]. Uwaza sig, ze izoflawo-
ny wplywaja na metabolizm lipidéw, regulujac zaréwno poziom catkowitego cholesterolu jak
réwniez okreslonych jego frakcji (LDL i VLDL) [10,69]. Ponadto zwigzki te obnizajg steze-
nie triacylogliceroli w surowicy krwi [35,67]. W badaniach przeprowadzonych na rezusach,
po podaniu izoflawonéw, stwierdzono redukcje (watrobowego) poziomu mRNA kodujacego
apolipoproteing A-1 [68]. Ponadto, w testach klinicznych, ktérym poddano mezczyzn i kobie-
ty w wieku okotomenopauzalnym wykazano, ze fitoestrogeny powoduja zmiane ekspresji
genu zwigzanego z lipidami oraz powoduja wzrost aktywnosci receptora LDL [10,54,69].
Izoflawony zapobiegaja miazdzycy wptywajac bezposrednio na wzrost syntezy tlenku azotu
w komorkach $rodbtonka naczyn, powodujac tym samym rozkurcz naczyh krwionosnych
[62]. Zwiazki z tej grupy chronig réwniez przed oksydatywna modyfikacja LDL i przez to
hamuja wychwyt LDL prze makrofagi w $cianie tgtnic. W rezultacie dochodzi do blokady
tworzenia blaszki miazdzycowej [68].

Stwierdzono, ze genisteina i jej pochodne hamuja agregacje ptytek krwi u pacjentéw
w wieku powyzej 40 lat, redukujac jednoczesnie poziom serotoniny w trombocytach [76].
Udowodniono réwniez, ze dieta sojowa obniza ci$nienie rozkurczowe, wptywa korzystnie na
czynniki krzepliwosci krwi oraz redukuje przeptyw krwi w naczyniach. Ponadto wyizolowane
izoflawony podawane regularnie, wptywaja na uktady regulujace oksytocyny i poziom przed-
sionkowego peptydu natriuretycznego [76].

Do wynikéw badan wykazujacych bezposredni wptyw fitoestrogendéw sojowych, na okre-
slone schorzenia uktadu sercowo-naczyniowego nalezy podchodzi¢ z duza ostroznoscia.
Wigkszos¢ doswiadczen byta prowadzona nie w oparciu o wyizolowane izoflawony, ale
kompleksowe produkty sojowe zawierajace znaczne ilosci peptydéw, mogacych wptywa¢ na
koncowy wynik eksperymentu [8,10,35,62,67-69,72,76]. Petne zrozumienie mechanizméw
dziatania fitoestrogenéw w prewencji i leczeniu m. in. miazdzycy umozliwia dopiero badania
z zastosowaniem izoflawondéw wyizolowanych z matryc roslinnych.

Wplyw na osrodkowy uklad nerwowy

Sprzeczne niekiedy dane literaturowe utrudniajq ostateczne ustalenie roli izoflawonéw
w funkcjonowaniu OUN [11,28,77].
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W badaniach epidemiologicznych przeprowadzonych na grupie me¢zczyzn i kobiet w wie-
ku produkcyjnym stwierdzono zdecydowanie korzystny wptyw izoflawonéw sojowych na
procesy pamigciowe, koncentracje i dobre samopoczucie. Dowiedziono, ze regularna dieta
sojowa, poprawiata w grupie ochotnikéw pamie¢ krétko- i dtugoterminowa, procesy kogni-
tywne oraz usprawniata funkcje przedniego ptata kory moézgowej [28]. Fakty te wiazg si¢
z obecnoscia w mozgu, docelowych dla fitoestrogendw, receptoréw estrogenowych ER B
[11,23,28,62]. Ponadto obserwowany podczas podawania duzych dawek izoflawonéw, spa-
dek aktywnosci MAO oraz wzrost poziomu serotoniny wskazuje, ze fitoestrogeny moga by¢
stosowane pomocniczo w zespole depresji przebiegajacym ze stanami lekowymi [28,77].
Rozwaza si¢ rOwniez podawanie omawianych zwiazkéw w chorobie Alzheimera oraz Parkin-
sona [28].

Pewien niepokdj budza natomiast doniesienia odno$nie bezposredniego zwigzku miedzy
regularnym spozywaniem tofu a starcza atrofia mézgu i przyspieszeniem okreslonych proce-
sOw neurodegradacyjnych. Brak natomiast danych czy opisywany negatywny wptyw diety
sojowej zalezy wlasnie od obecnosci w produktach fitoestrogenéw [77].

Dzialanie antydipsotropowe

Regularne podawanie wyciagéw izoflawonoidowych z korzeni Pueraria lobata (Kudzu)
chomikom syryjskim, wykazujacym wrodzone sktonnosci do spozywania znacznych ilosci
etanolu, wiazato si¢ z wystapieniem u zwierzat doswiadczalnych okreslonego efektu antydip-
sotropowego [38]. Tym samym potwierdzono zasadnos¢ stosowania, w tradycyjnej medycy-
nie chinskiej, ekstraktéw z korzeni kudzu w leczeniu uzaleznien alkoholowych [38,71].
Stwierdzono, ze za efekt dziatania omawianych wyciagéw odpowiedzialne sa przede wszyst-
kim takie fitoestogeny jak daidzeina i daidzina [38,57]. W przeprowadzonych dos$wiadcze-
niach zwiazki te dziataty nawet 10 razy silniej, gdy stosowano je w formie surowych wycia-
26w, niz w przypadku gdy podawano izoflawony w postaci wyizolowanych potaczen. Wska-
zuje to na wystgpowanie okreslonych interakcji (synergizm dziatania lub zmiana biodostep-
nosci) migdzy daidzeing i daidzing a pozostatymi sktadnikami badanych wyciagéw. Opisy-
wane zjawisko, w pewnym stopniu, ttumaczy réwniez unikatowa aktywnos¢ korzeni Pueraria
lobata, w terapii uzaleznien, w porOwnaniu z innymi surowcami izoflawonidowymi
[38,57,71].

Uwaza sig, ze molekularny mechanizm dziatania izoflawonéw, w terapii antyalkoholowej,
zwiazany jest z silnym hamowaniem, przez zablokowane w pozycji 7 izoflawony, mitochon-
drialnej dehydrogenazy aldehydowej (m ALDH). W efekcie, po podaniu wyciagdéw z kudzu
osiaga si¢ rezultaty zblizone do genetycznego braku aktywnosci m ALDH, obserwowanego
w pewnym procencie populacji, niepodatnym na uzaleznienie alkoholowe [38].

Coraz czestsze skuteczne stosowanie wyciggéw z Pueraria lobata w leczeniu innych uza-
leznien (nikotynizm, kokainizm) moze natomiast wskazywa¢ na bardziej ztozony, niz opisy-
wano powyzej, mechanizm dziatania fitoestrogenow [57].

Aktywno$¢ immunostymulujaca i przeciwzapalna

Przeprowadzone badania epidemiologiczne dowiodly, ze szereg choréb immunologicz-
nych ma podtoze hormonalne [26,62]. Wskazuja na to m. in. dane dotyczace znacznej liczby
schorzen autoimmunologicznych u kobiet z zachwiang rownowagg estrogenowg (okres po-
kwitania, cigza, laktacja oraz menopauza) [13,14,24,25]. Znaczna ekspresja receptorOw estro-
genowych ERP w grasicy i przewodzie pokarmowym dowodzi, ze réwniez roslinne fitoestro-
geny moga by¢ wykorzystywane w leczeniu zaburzen o podtozu autoimmunologicznym [26].
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W doswiadczeniach przeprowadzonych na karmiacych maciorach, w wyniku podania izo-
flawonow stwierdzono, w grasicach §win znaczna ekspresje genu IGF-1R oraz redukcjeg ilosci
eozynofili indukowanych antygenem (tkanka ptucna) [62,63,82,83].

Dieta sojowa wptywa réwniez bezposrednio na uktad immunologiczny myszy [82,83].
Pod wptywem izoflawondw, u zwierzat doswiadczalnych wykazano zwigkszenie aktywnosci
limfocytéw oraz komérek NK [83]. Tym samym uzyskano, w badanych organizmach, wiek-
szy potencjat immunologiczny oraz wigkszg ochrong przed nowotworzeniem [82,83].

Proponuje si¢ réwniez stosowanie izoflawondéw w leczeniu opornosci wielolekowej
o podtozu immunologicznym, obserwowanej podczas leczenia choréb nowotworowych [19].
Stwierdzono, ze prenylowane izoflawony zdolne sa do hamowania nadmiernej ekspresji P-
glikozydazy, odpowiedzialnej za inaktywacje szeregu chemioterapeutykdw, zwiazanej z aktyw-
noscig wielolekowego przenosnika ABC btony cytoplazmatycznej (ATP-binding cassette) [19].

Wyizolowane z Sophora japonica izoflawony (genisteina, genistyna, soforykozyd i oro-
bol) hamowaty réwniez aktywnos¢ interleukiny IL-5, syntetyzowanej w komoérkach Th2 pod
wplywem antygenu. Zwiazki te okazaty si¢ skuteczne w leczeniu alergicznego zapalenia ptuc
zwiazanego m.in. z eozynofilia [51]. Sila immunologicznego i przeciwzapalnego dziatania
izoflawondéw z Sophora japonica byta bezposrednio zwigzana z iloscia grup hydroksylowych
w badanych zwiazkach oraz typem oraz potozeniem wiazania glikozydowego [51].

Aktywnos¢ przeciwzapalng i antyalergiczng obserwowano rowniez w grupie abruchino-
noéw (izoflawanochinonéw) wystepujacych w Abrus precatorius (Fabaceae). Mechanizm
dziatania powyzszych zwigzkéw jest ztozony. Polega on m. in. na hamowaniu aktywnosci
cyklooksygenazy (COX — dziatanie przeciwzapalne) oraz syntazy TXA, (dziatanie antyagre-
gacyjne). Abruchinony hamuja réwniez uwalnianie p-glukuronidazy i histaminy z mastocy-
tow oraz enzymOw lizosomalnych z neutrofili, co warunkuje bezposrednio aktywno$¢ prze-
ciwzapalng powyzszych zwiazkow [42].

Podobny mechanizm dziatania stwierdzono w przypadku izoprenylowanych izoflawonéw
wystepujacych w korzeniach Derris scandens, stosowanych w medycynie tajskiej, w terapii
stanow zapalnych stawow [36].

Aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa

Stwierdzono, ze izoflawony, izoflawany, izoflawanony oraz pterokarpany, w zaleznosci
od budowy chemicznej, posiadaja okreslona aktywnos¢ przeciwwirusowa, przeciwbakteryjna,
przeciwgrzybiczng oraz przeciwpierwotniakowgq [9,18,44,46,47,73].

Hamowanie replikacji wiruséw: polio-typ 2 oraz HSV-1 zaobserwowano w przypadku
wyciagéw oraz czystych izoflawonéw wyizolowanych z kwiatow Ulex europaeus (Fabaceae)
[18]. Aktywnos¢ testowanych pochodnych metylogenisteiny byta wielokrotnie nizsza niz
w przypadku bioflawonoidéw z grupy flawonéw i nie dotyczyla rino- oraz retrowirusow.
Uwaza sig, ze obecnos$¢ podstawnika fenylowego badz metylowego przy C-5 warunkuje ha-
mujace dziatanie izoflawonéw wzgledem wiruséw polio i HSV-1. W tym miejscu nalezy za-
znaczy¢, ze badane izoflawony zupehie nie dziataty w testach in vivo i w zwiazku z tym nie
moga by¢ stosowane w terapii schorzen wirusowych [18].

Podstawowe izoflawony Maclura pomifera (Moraceae), takie jak: osaina oraz pomifery-
na, w testach wielokrotnych agarowych rozcienczen, wykazywaty aktywnos¢ przeciwbakte-
ryjna wobec Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Mycobacterium smegmatis, Salmonella
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gallinarum oraz Streptococcus areus. Obydwa zwiazki, w tescie in vitro, charakteryzowaty
si¢ wigkszg aktywnoscia niz streptomycyna [46].

Dziatanie przeciwgrzybiczne wzgledem Cladosporium cladosporioides i Cladosporium
cucumericanum stwierdzono natomiast w przypadku izoflawonéw otrzymanych z kory Ery-
thrina berteroana (Fabaceae) oraz korzenia Virola surinamensis (Myristicaceae) [44,47,73].

W bioautograficznych testach na ptytkach TLC, aktywnos¢ przeciwgrzybiczna badanych
zwiazkow byta nawet dziesigciokrotnie wyzsza niz w przypadku nystatyny [44,47].

Korzystne dzialanie terapeutyczne wobec Leishmania amazonensis zaobserwowano
w przypadku izoflawonéw wystepujacych w Centrolobium sclerophyllum (Fabaceae). Pro-
ponuje si¢ stosowanie 7,3 -dihydroksy-4"-metoksyizoflawonu w leiszmaniozie leczonej do-
tychczas toksycznymi zwigzkami antymonu [9].

Wielokierunkowe dziatanie farmakologiczne izoflawonoidéw, opisane powyzej, budzi
szereg nadziei na zastosowanie omawianych potaczen w zapobieganiu oraz leczeniu szeregu
schorzen cywilizacyjnych.
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6. KULTURY KALUSOWE WYBRANYCH GAT’UN,K(’)W
Z RODZAJU GENISTA JAKO WYBIORCZE ZRODLO
IZOFLAWONOW

Wstep

Narastajace zapotrzebowanie na zwiazki izoflawonoidowe, zwiazane m. in. z ich udoku-
mentowana aktywnoscia biologiczna [8,9,11,15,29,34,36] spowodowato, ze podjeto préby
otrzymania tych potaczen w oparciu o syntez¢ chemiczng [12] badz biosynteze in vitro z wy-
korzystaniem biomas roslinnych lub bakteryjnych [1,5,7,13,14,28]. Na drodze syntezy che-
micznej udato si¢ dotychczas otrzymac jedynie nieliczne, proste potaczenia izoflawonoidowe
takie jak genisteina [12], badz wybrane aglikony z grupy izoflawonéw [3], izoflawanonéw
[43] oraz pterokarpanéw [40]. Szanse na otrzymanie bardziej ztozonych struktur glikozydo-
wych, estrowych lub zwiazkow stereospecyficznych stwarzaja natomiast kultury in vitro wy-
branych gatunkéw z rodziny motylkowych, bogatych w izoflawony [1,5,7,12-14]. Osiagnigcia
w tym zakresie przedstawiono szczegbétowo w rozdziale 4. W nielicznych pracach ekspery-
mentalnych nad hodowlami in vitro Glycine max, Maackia amurensis, Cicer arietinum,
Sophora flavescens oraz Lupinus i Psoralea species nie udato si¢ opracowac docelowej kultu-
ry roslinnej stanowiacej optacalne zrédto fitoestrogenéw [1,5,7,13,14]. Badania te dowiodly
jednak, ze biomasy wybranych gatunkéw z rodziny Fabaceae, hodowane w warunkach in
vitro, zardbwno w postaci kultur kalusowych, zawiesin oraz korzeni transformowanych, zdolne
sa do zachowania, wlasciwej dla roslin macierzystych, zdolnosci do biosyntezy znacznych
ilosci izoflawondéw [1,5,7,13,14,48].

W oparciu 0 powyzsze spostrzezenie sformutowano nadrzedny cel projektu badawczego,
ktérym byto opracowanie w warunkach in vitro roslinnego systemu hodowlanego, akumulu-
jacego bogaty zesp6t fitoestrogendéw, w ilosciach znacznie przewyzszajacych produkty sojo-
we, uznane za najbogatsze, naturalne zrodto tych zwigzkéw [13]. Cel ten postanowiono 0sig-
gna¢ w oparciu o wybrane gatunki z rodzaju Genista syntetyzujace w warunkach naturalnych
wielokrotnie wigcej izoflawondéw niz Glycine max [21,41].

Wstepny etap doswiadczen biotechnologicznych prezentowanych w niniejszym rozdziale
obejmowat wyprowadzenie kultur kalusowych z szesciu gatunkéw z rodzaju Genista, takich
jak: G. tinctoria L., G. radiata L., G. sagittalis L., G. germanica L., G. aethnensis D.C. oraz
G. monospessulana L. Z uwagi na calkowity brak doniesien literaturowych odnosnie prowa-
dzenia hodowli in vitro badanych gatunkéw niezbedne byto wstegpne opracowanie warunkéw
do ciagtego wzrostu kaluséw roslin z rodzaju Genista, umozliwiajacych uzyskanie znacznych
ilosci poszczegdlnych biomas do dalszych doswiadczen biotechnologicznych. Optymalizacji
warunkéw hodowlanych postanowiono dokona¢ w oparciu o modyfikacje w zakresie podsta-
wowego podtoza wzrostowego oraz rezimu o$wietleniowego. Jednoczesnie celem powyzsze-
2o etapu doswiadczen byto ustalenie wptywu zmiennych warunkéw hodowli na wzrost kalu-
sOw oraz akumulacj¢ izoflawonéw w namnazanych biomasach.

Prowadzona rownolegle poréwnawcza analiza fitochemiczna kultywowanych kaluséw
oraz ziela macierzystych roslin gruntowych, w zakresie potaczen flawonoidowych, miata na
celu wyselekcjonowanie biomasy in vitro stanowiacej najbogatsze zrédto fitoestrogendw,
z przeznaczeniem do dalszych badan biotechnologicznych. Analiz¢ fitochemiczng materiatu
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roslinnego z kultur in vitro oraz z upraw gruntowych prowadzono, na wszystkich etapach
doswiadczen in vitro, z wykorzystaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC).
Optymalizacje warunkow rozdzielania bogatego zespotu zwiazkow izoflawonoidowych wy-
stepujacych w rodzaju Genista przedstawiono szczeg6towo w rozdziale 13.

Materialy i metody

Materiat roslinny

Inicjalny materiat roslinny, stuzacy do zatozenia hodowli in vitro, stanowily otrzymane
w 2000 roku nasiona: Genista tinctoria L., Genista radiata L., Genista aethnensis D.C., (Bo-
tanic Garden-Glasgow), Genista sagittalis L., Genista germanica L. oraz Genista monospes-
sulana L. (Botanischer Garten der Technischer Universitit — Braunschweig). Tozsamos¢
poszczegdlnych gatunkéw potwierdzono po izolacji DNA roslinnego i poréwnaniu otrzyma-
nych sekwencji z biblioteka danych GeneBank [24]. Probki materiatu nasiennego zdepono-
wano nastepnie pod numerami: 00-01 (G. tincoria), 00-02 (G. radiata), 00-03 (G. aethnensis),
00-04 (G. sagittalis), 00-05 (G. germanica) oraz 00-06 (G. monospessulana), w kolekcji na-
siennej Ogrodu Roslin Leczniczych Katedry i Zaktadu Farmakognozji Akademii Medyczne;j
w Gdansku.

Nasiona, przed wyjatowieniem, poddano wstepnej stratyfikacji, umieszczajac je na okres
7 dni w temperaturze + 4 °C, celem przerwania okresu spoczynku. Nastepnie suchy i mecha-
nicznie oczyszczony materiat nasienny przemywano 1% wodnym roztworem detergentu (ptyn
,2Ludwik™) i po przeptukaniu woda redestylowang odtluszczono 70% roztworem etanolu.
Wiasciwa sterylizacj¢ powierzchniowg przeprowadzono zanurzajac material roslinny, na
okres 45 min, w 0,1% wodnym roztworze HgCl ;. Po trzykrotnym przeptukaniu nasion jatowa
woda redestylowana wyktadano je na szalki Petriego, z krazkami bibuly filtracyjnej, nasaczo-
nymi sterylnym roztworem wodnym kwasu giberelinowego GAsz (28,9 umol 1) i kinetyny
(46 umol 1'"). Szalki umieszczono nastepnie w cieplarce (23 °C), uzyskujac w warunkach pet-
nego zaciemnienia, w ciagu tygodnia, okoto 90% kietkowalno$¢ poszczegdlnych gatunkow.

Kultury kalusowe

Inicjalne kultury kalusowe badanych roélin z rodzaju Genista wyprowadzano z fragmen-
tow hypokotylowych zmezniatych, dwutygodniowych siewek. Dwumilimetrowe fragmenty
wyktadano kazdorazowo na zestalone agarem (0,7% w/v) podtoza Gamborga (G-5) [16] oraz
Murashige'a i Skooga (MS) [30]. Podstawowe pozywki doswiadczalne suplementowano 22,6
umol 1" dodatkiem kwasu 2,4-dichlorofenoksyoctowego (2,4-D), 23,2 umol 1" kinetyny oraz
3% (wl/v) sacharozy. Eksplantaty inicjalne inkubowano w szklanych pojemnikach hodowla-
nych z przezroczysta polipropylenowa nakretka (baby food jars — ,,.Sigma”), zawierajacych
kazdorazowo okoto 25 ml podtoza eksperymentalnego. Inicjacj¢ kalusowania prowadzono
w fitotronie, w warunkach o$wietlenia ciagtego o natezeniu 88 + 8 umol m?s’ (lampy jarze-
niowe Philips TLD 35W x 3), w temp. 25 + 2 °C. W powyzszych warunkach doswiadczal-
nych obserwowano, w okresie 4 tygodni, zdolno$¢ fragmentéw hypokotylowych poszczegol-
nych gatunkéw rodzaju Genista do tworzenia tkanki przyranne;j.

Otrzymane biomasy inicjalne przenoszono na nastepujace podtoza hodowlane: Gamborga
(G-5) [16], Nitscha i Nitscha (NN) [31], Millera (Mill) [27], Mc Cowna (MC) [26], Schenk-
Hildebrandta (SH) [37], Murashige™a i Skooga (MS) [30] oraz MS + 100 mg 1" poliwinylopi-
rolidonu (PVP). Powyzsze pozywki suplementowano 2,4-D (22,6 umol 1), kinetyng (23,2
umol 1'1), 3% (w/v) sacharozy a nastepnie zestalano agarem (0,7% w/v). W celu otrzymania
stabilnych kultur kalusowych, kazdorazowo okoto 300 mg swiezych biomas inicjalnych
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przenoszono aseptycznie do stoiczkéw hodowlanych zawierajacych okoto 25 ml podiozy
doswiadczalnych. Kultury kalusowe prowadzono, z zastosowaniem wszystkich podiozy
eksperymentalnych, w warunkach ciaglego o$wietlenia (natezenie 88 + 8 umol m~s™) badz
w calkowitej ciemnosci (hodowle na pozywkach SH), przez okres 4 tygodni.

Przyrost biomas kalusowych kultywowanych na poszczeg6lnych podtozach hodowlanych
kontrolowano po 4-tygodniowym okresie wzrostowym, przez oznaczenie wspotczynnika
przyrostu badanego materiatu biologicznego (W,) wedlug wzoru podanego przez Kleina [39].
Obliczone wskazniki przyrostu sa srednimi arytmetycznymi, uzyskanymi z pomiaréw pocho-
dzacych z pigeciu pojemnikéw hodowlanych + S. D. (tab. 1). Namnozone biomasy inicjalne
oceniano ponadto makroskopowo pod katem homogennosci, barwy oraz ewentualnych ten-
dencji do redyferencjacji. Zebrane kalusy szesciu gatunkéw z rodzaju Genista suszono przez
48 h, do statej masy, na drodze liofilizacji (préznia 1 x 10~ mbar wytworzona przez liofiliza-
tor LYOVAC GT2 firmy FIN-AQUA SANTASALO-SOHLBERG Co - Finlandia). Przezna-
czono je nastgpnie do badan fitochemicznych na obecnos¢ bioflawonoidéw.

Ekstrakcja oraz analiza chromatograficzna frakcji bioflawonoidowych z kultur
kalusowych oraz z ziela roslin gruntowych

Przygotowanie probek do analizy chromatograficznej

Zliofilizowany i sproszkowany materiat roslinny (300 mg ziela roslin gruntowych oraz ka-
luséw poszczegblnych gatunkéw) ekstrahowano 4 godziny, trzema porcjami 80% wodnego
roztworu metanolu (200 ml), na tazni ultradzwiekowej, w temperaturze pokojowej (+ 20 °C).

Potaczone, odsaczone od resztek surowca, wyciagi zageszczano pod zmniejszonym Ci-
$nieniem (temp. + 35 °C) do syropowatej konsystencji, rozpuszczano w niewielkiej ilosci wo-
dy redestylowanej i oczyszczano od lipofilnych substancji balastowych zgodnie z procedurg
opisang szczegbétowo w rozdziale 13. Oczyszczone od chlorofilu, woskow oraz zywic frakcje
flawonoidowe rozpuszczano ostatecznie w 10 ml 80% wodnego roztworu metanolu (Merck)
i po przesaczeniu (0,45 pm filtr J.T. Baker) nastrzykiwano bezposrednio na kolumng chroma-
tograficzna.

Wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC)

Aparatura i odczynniki

W badaniach stosowano system HPLC firmy Knauer (Berlin, Niemcy) wyposazony w dwie
pompy (Model 64-00), dynamiczna komore mieszania rozpuszczalnikéw, detektor UV (Mo-
del 87-00), zawodr dozujacy (Rheodyne, Cotati, CA, USA-Model 7125) o objetosci petli 20ul.
Powyzszy system pracowat pod kontrola komputera (Knauer HPLC, wersja 1.2, program
EuroChrom 2000).

Rozdziaty HPLC w skali analitycznej prowadzono ma kolumnie LiChrospher RP-18 (250
x 4 mm, 5 um, Merck, Darmstadt, Niemcy).

Do sporzadzania fazy ruchomej stosowano rozpuszczalniki organiczne, do chromatografii
cieczowej (acetonitryl — Merck, kwas octowy — J.T. Baker) oraz wodg¢ redestylowang (rede-
stylator elektryczny RL 5 — MERA-POLNA — Przemysl). Przygotowane fazy ruchome, przed
uzyciem, saczono przez filtr 0,45um (J. T. Baker, Phillipsburg, NY. USA)

Faza ruchoma

Bioflawonoidy z ziela oraz biomas kalusowych badanych gatunkéw z rodzaju Genista
rozdzielano stosujac elucj¢ gradientowa, z zastosowaniem mieszaniny rozpuszczalnikow:
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A (woda : acetonitryl — 99,9:0,1) oraz B (acetonitryl : kwas octowy — 99,9:0,1) wedtug naste-
pujacego programu:

— 0 min do 35 min: 10% - 35% B w A (gradient liniowy)
— 35 min do 80 min: 35% - 80% B w A (gradient liniowy)

Predkos¢ przeptywu fazy ruchomej wynosita 1,0 ml/min. Stosowano detekcje UV, przy
dhugosci fali A= 262 nm (czutos¢ 0,008 AUFS). Czas kondycjonowania kolumny, pomigdzy
poszczegdlnymi analizami, wynosit 10 min.

Sporzadzanie krzywej kalibracji

RoztwOr wzorcowy genistyny przygotowano przez rozpuszczenie S mg zwigzku w 100 ml
metanolu. Ilosci genistyny (20 ul) nastrzykiwane na kolumne odpowiadaty stezeniom zwigz-
ku w zakresie od 0,6 do 4,0 ug. Krzywa kalibracyjng wykreslono przez korelacj¢ p6l po-
wierzchni pikéw (y) do stezenia substancji wzorcowej (x). ROwnanie regresji dla genistyny
wynosito: y = 0,0005577 x - 0,00197; wspotczynnik korelacji r = 0,999918.

Substancje wzorcowe

W analizach chromatograficznych stosowano 0,1% metanolowe roztwory nastepujacych
substancji wzorcowych: genisteina, 7-O-glukozyd genisteiny (genistyna), 7-O-glukozyd dai-
dzeiny (daidzina), daidzeina, pueraryna, 7-O-glukozyd luteoliny, luteolina, 7-O-glukozyd
apigeniny, apigenina, 7,3",4 -trihydroksyizoflawon, ononina, ekwol, likwirytygenina, izoli-
kwirytygenina, sisotryna, biochanina A, formononetyna, kumestrol (Extrasynthese, Francja),
7-O-diglukozyd genisteiny, 7-O-glukozyd 2°-hydroksygnisteiny, 6°-O-malonylo-7-O-gluko-
zyd genisteiny (malonylogenistyna) oraz 6 -O-acetylo-7-O-glukozyd genisteiny (acetyloge-
nistyna) (LC Laboratories, USA).

Omowienie wynikow

W wyniku przeprowadzonych badan biotechnologicznych stwierdzono, ze rodzaj Genista
jest trudny do wprowadzenia do hodowli in vitro. Zaobserwowano, ze na podtozu G-5 jedynie
20% hypokotyli wszystkich badanych gatunkéw tworzyto kalus o znacznej tendencji do za-

mierania. Natomiast na podtozu MS, 45% eksplantatow formowato tkanke przyranng o brunat-
no-zielonej barwie, umiarkowanej zywotnosci, nadajaca si¢ do dalszego pasazowania (ryc. 1).

Z licznych doniesien literaturowych wiadomo, ze dobo6r podstawowego podtoza, zapew-
niajacego jednoczesnie znaczna produkcje wybranej klasy wtérnych metabolitéw oraz ciagly
i szybki wzrost nieuorganizowanej biomasy kalusowej, zdolnej do odtworzenia homogenne;j
zawiesiny, jest niezwykle trudny [7,22,42]. Przyczyna tego sa miedzy innymi konkurujace
o substraty i czesto wykluczajace si¢ wzajemnie, szlaki pierwotnego oraz wtérnego metaboli-
zmu [19]. W przypadku rodzaju Genista dochodzi tu dodatkowo problem zwigzany z faktem,
ze rosliny te jako krzewy sa trudne w prowadzeniu kultur in vitro ukierunkowanych na
otrzymanie parenchymatycznej biomasy kalusowej [21]. Szybkie zamieranie kaluséw, po-
przedzone brunatnieniem biomas, obserwowano uprzednio w badaniach nad rodzajami La-
burnum i Cytisus, blisko spokrewnionymi z rodzajem Genista [44-46]. Wstepne doswiadcze-
nia nad inicjacja hodowli kalusowych wybranych janowcéw, opisane powyzej, wskazaty na
réwnie niskg zywotnos¢ biomas z rodzaju Genista. Dopiero w wyniku dalszych doswiadczen,
udato si¢ opracowa¢ optymalne warunki do ciagtego wzrostu namnazanych kaluséw, zapew-
niajace jednoczesnie znaczng produkcje izoflawondéw w poszczegdlnych biomasach. Na da-
nym etapie badan przetestowano 7 podtozy hodowlanych stosowanych powszechnie w kultu-
rach in vitro roslin wyzszych [16,26,27,30,31,37]. Podstawowym kryterium doboru pozywki
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byt jej sktad w zakresie soli mineralnych, aminokwasow oraz witamin. By wykluczy¢ ewen-
tualny wplyw zmiennej zawartosci fitohormonéw na wzrost i zywotnos¢ kaluséw badanych
gatunkéw z rodzaju Genista wszystkie podtoza hodowlane suplementowano jednakowym
dodatkiem regulatoréw wzrostu (22,6 umol 1™ 2,4-D oraz 23,2 umol 1" kinetyny). Obok pod-
stawowej pozywki MS bogatej w jony: NO;, K" i NH,", zapewniajacych mierny wzrost
wszystkich kaluséw na etapie inicjalnym, powyzsze podtoze stosowano réwniez w wersji
modyfikowanej dodatkiem poliwinylopirolidonu (PVP). Opierajac si¢ na danych literaturo-
wych, zwigzek ten miat za zadanie ograniczy¢ brunatnienie kaluséw, spowodowane prawdo-
podobnie tworzeniem zwiazkéw o charakterze prostych fenoli [33]. W eksperymencie zasto-
sowano ponadto trzy pozywki, nalezace do ubogich w sole mineralne: NN [31], G-5 [24]
i MC [26]. Ostatnia z nich jest czegsto polecana do hodowli in vitro roslin drzewiastych. Wy-
dawata si¢ wigc odpowiednia do prowadzenia kultur kalusowych janowcéw. Ubogim w mine-
raty podtozem, wybranym do eksperymentu, jest réwniez pozywka Mill. [27] uzywana z po-
wodzeniem do prowadzenia kultur in vitro, blisko spokrewnionego z janowcami, rodzaju Cy-
tisius [17]. Ostatnim, wtaczonym do doswiadczen podtozem byta pozywka SH, z grupy kom-
pozycji bogatych zaréwno w sole mineralne jak i zwiazki organiczne (500 mg 1" mezo-
inozytolu) [37]. Celem okreslenia wptywu $wiatta na wzrost badanych kaluséw oraz ewentu-
alng produkcje izoflawonéw biomasy z rodzaju Genista hodowano na pozywce SH w dwéch
wersjach: petnego o$wietlenia lub w ciemnosci.

Przeprowadzone badania wykazaty, ze podstawowy sktad podtoza doswiadczalnego oraz
warunki hodowli maja znaczny wptyw nie tylko na wzrost namnazanych kalusow (tab. 1), ale
réwniez na produkcje bioflawonoidéw (tab. 2). Stwierdzono, ze biomasy wszystkich bada-
nych gatunkéw reaguja podobnie na zmiane podtoza oraz oswietlenia. Z tego wzgledu, aby
uniknaé przytaczania prawie powielajacych si¢ danych, dotyczacych poszczegdlnych roslin
(12 tabel), w prezentowanym rozdziale zdecydowano si¢ przedstawi¢ wptyw podstawowego
sktadu poditoza doswiadczalnego oraz oswietlenia na wzrost kalusow oraz produkcje izofla-
wonow na przykladzie biomasy G. tinctoria. Gatunek ten charakteryzowat si¢ bowiem najbo-
gatszym, w warunkach hodowli in vitro, metabolizmem w zakresie potaczen z grupy izofla-
wondw. Dane szczegbétowe dotyczace wzrostu kaluséw pozostatych janowcow, na etapie ini-
cjalnym, znajduja si¢ u autorki pracy. W niniejszym rozdziale przedstawiono natomiast po-
réwnanie dotyczace produkcji frakcji izoflawonoidowej, w kalusach wszystkich badanych
gatunkéw, rosnacych na zoptymalizowanym podtozu hodowlanym, zapewniajacym ciagty
wzrost biomas oraz maksymalng produkcje badanych wtérnych metabolitow (tab. 3). Jedno-
czesnie dokonano poréwnania biosyntezy izoflawonéw, w kulturach in virro oraz w zielu ma-
cierzystych roslin gruntowych, co pozwolito ustali¢ czy kultury kalusowe roslin z rodzaju
Genista moga stuzy¢ jako zrddto fitoestrogenéw i ktéry z badanych gatunkéw jest najbardziej
wlasciwy do prowadzenia dalszych doswiadczen biotechnologicznych.

Przeprowadzone badania wykazaty, ze najodpowiedniejsze, do prowadzenia hodowli ka-
lusowych wszystkich 6 gatunkéw z rodzaju Genista, jest podtoze SH. Uzyskano na nim pu-
szysty kalus parenchymatyczny, zywozielonej barwy, o braku tendencji do redyferencjacji
(ryc. 1). Jednoczesnie omawiana biomasa charakteryzowata si¢ znacznym przyrostem
(Wp= 958, tab. 1).
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Ryc. 1. Kalus inicjalny G. tinctoria hodowany na pozywce SH wzbogaconej 22,6 umol 1" 2,4-D oraz
23,2 umol 1" kinetyny.

Fig. 1. G. tinctoria callus grown on SH medium supplemented with 22.6 ymol I 2,4-D and 23.2 umol
I kinetin.

By¢ moze efekt ten wiaze si¢ z duza zawartoscia mezo-inozytolu w pozywce. Autorka ni-
niejszej pracy stwierdzita uprzednio korzystny wptyw duzych dawek mezo-inozytolu na
wzrost oraz strukture kaluséw roslin z rodzaju Caryopteris [23] oraz biomas Vaccinium myr-
tillus 1 Vaccinium corymbosum var. bluecrop [10]. Rosliny te, podobnie jak badane janowce
naleza do krzew6w i sa trudne w prowadzeniu doswiadczen in vitro, majacych na celu otrzy-
manie kultur kalusowych [10,23].

Stosunkowo znaczny przyrost namnazanych biomas uzyskano réwniez na podtozu MS,
stosowanym uprzednio na etapie kalusowania (tab. 1). Pozywka ta, podobnie jak podioze SH,
nalezy do bogatych w sole mineralne oraz sktadniki organiczne [30]. Z uwagi na to, ze kalusy
wszystkich badanych gatunkéw z rodzaju Genista charakteryzowaty si¢ wysokimi wsp6t-
czynnikami przyrostu (W;) na podtozach SH i MS mozna uzna¢, ze prowadzenie hodowli
kalusowych janowcéw stwarza koniecznos¢ stosowania tzw. ,,podtozy bogatych™ podobnie
jak badane uprzednio inne gatunki z rodziny Fabaceae [1,5,7,13,14]. W tym miejscu nalezy
wspomnie¢ o korzystnym dodatku PVP do podtoza MS. Zgodnie z danymi literaturowymi
[10] zwiazek ten ograniczyl brunatnienie biomas kalusowych i zwigzane z tym ich szybkie
zamieranie. W efekcie uzyskano kalusy o znacznie wyzszym wspétczynniku przyrostu, niz to
miato miejsce na podstawowym podtozu MS, przygotowanym bez dodatku PVP (G. tinctoria:
Wp MS :499; Wp MS+PVP = 530 — tab. 1)

Zahamowanie wzrostu badanych kaluséw stwierdzono w przypadku stosowania podtozy
ubogich w sole mineralne i sktadniki organiczne (NN, G-5, Mill. i MC — tab. 1). Poszczeg6lne
biomasy charakteryzowaly si¢ niejednorodng struktura, z wyrazna tendencja do redyferencja-
cji oraz stopniowym zamieraniem pod koniec trzeciego tygodnia eksperymentu. Opisywana
tendencja byla szczegblnie widoczna na pozywee MC (G. tinctoria: Wy= 30 —tab. 1).
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W wyniku przeprowadzonego eksperymentu stwierdzono, ze dostgp $wiatta odgrywa
istotng rolg¢ we wzroscie oraz zywotnosci badanych kaluséw. Przyktadowo, biomasa G.
tinctoria, rosnaca na pozywce SH, w catkowitej ciemnosci, przyrastata gorzej niz kalus ho-
dowany przy petnym dostepie do swiatta (Wp (cemnosey= 843; Wp (swiatoy= 958 — tab. 1). Nalezy
tu jednak zaznaczy¢, ze biomasa otrzymana na pozywce SH, przyrastata przy braku dostepu
swiatta i tak lepiej niz kalusy uzyskane na pozostatych podtozach eksperymentalnych, w wa-
runkach petnego oswietlenia. Potwierdza to spostrzezenie o wyjatkowo korzystnym wptywie
pozywki SH na wzrost oraz strukture kalusow z rodzaju Genista.

Podstawowe podtoza odzywcze wywieralty rowniez wplyw na biosynteze izoflawonéw
w namnazanych biomasach. Niezaleznie od stosowanej pozywki oraz warunkéw hodowli, we
wszystkich kulturach kalusowych badanych janowcoéw, uzyskano znaczng produkcje bada-
nych zwiazkéw. Skiad syntetyzowanej frakcji izoflawonoidowej, co wida¢ na przyktadzie
kalusa G. tinctoria, wydaje si¢ by¢ raczej organiczng cecha biomasy roslinnej, a nie efektem
wzrostu kalusa na konkretnym podiozu doswiadczalnym (tab. 2). Brak obecnosci ononiny,
ekwolu oraz estréw genisteiny jedynie w kalusach rosnacych na pozywkach ubogich w sole
mineralne i sktadniki organiczne, moze by¢ zwiazany z faktem, ze zwiazki te w poréwnaniu
z glikozydowymi pochodnymi genisteiny i daidzeiny, sa raczej elementami $ladowymi bada-
nej frakcji izoflawonoidowej (tab. 2). Gdy kalusy produkowatly wigksze ilosci izoflawondw,
jak to miato miejsce w przypadku pozywki SH (6586,77 mg/100 g suchej masy — tab. 2),
réwniez stezenie omawianych zwiazkéw byto na tyle wysokie, ze mozna je byto oznaczy¢
technika HPL.C z zastosowanie detektora UV-VIS. W przypadku, gdy biomasa syntetyzowata
nawet 15-krotnie mniej badanych wtérnych metabolitow (462,49 mg/100 g suchej masy —
pozywka MC) ilo$¢ zwiazkow sladowych prawdopodobnie malata na tyle, ze nie byto mozli-
we oznaczenie ich obecnosci w zespole izoflawonoidowym, przy uzyciu HPLC.

Niezaleznie od stosowanego podtoza odzywczego gtéwnymi sktadnikami badanej frakcji
izoflawonoidowej byty w kalusach: pochodne genisteiny w postaci form mono i diglukozy-
dowych oraz estrowych (67°-O-malonylo-7-O-glukozyd genisteiny oraz 6 -O-acetylo-7-O-
glukozyd genisteiny (ryc. 2). Pozostate metabolity, bedace pochodnymi daidzeiny (daidzina),
formononetyny (sisotryna), biochaniny A (ononina) oraz proste izoflawony wystepowaty
w znacznie mniejszych ilosciach (tab. 2).

Stwierdzono, ze podtoze wzrostowe wptywa znaczaco na ilos¢ izoflawonéw produkowa-
nych przez biomasy kalusowe, przy czym zaobserwowano dodatnig korelacje migdzy przyro-
stem tkanki a biosyntezg analizowanych potaczen (tab. 11 2). Zaleznos$¢ ta jest prawdziwa dla
wszystkich sktadnikéw zespotu izoflawonoidowego. Zgodnie z powyzszym najwyzsza pro-
dukcje izoflawonow (6586,77 mg/100 g suchej masy — G. finctoria) stwierdzono na pozywce
SH warunkujacej jednoczesnie najwigkszy przyrost kalusa. Najmniej izoflawondéw (468,49
mg/100 g suchej masy) produkowata zas biomasa rosnagca na pozywce MC, powodujacej za-
mieranie kaluséw z rodzaju Genista (tab. 2). Tym samym nie obserwowano w tym wypadku
tzw. ,,stresu odzywczego” powodujacego wzrost akumulacji izoflawonéw w kulturach pedo-
wych Phaseolus vulgaris prowadzonych na pozywkach z niska zawartoscig soli mineralnych
[40]. Wyjatek stanowi podtoze Mill., na ktérym biomasy, mimo stabego przyrostu, syntety-
zowaly znaczne ilosci izoflawonéw (tab. 2). Podobny, korzystny wpltyw pozywki Mill. autor-
ka niniejszej pracy stwierdzitla w przypadku akumulacji antocyjanéw w kalusie Rudbeckia
hirta [31]. By¢ moze aminokwasy i ich kompleksy (hydrolizat kazeiny) obecne w znacznych
ilosciach w pozywce Mill., w obydwu wypadkach zostaty wiaczone, jako prekursory, do bio-
syntezy zwigzkéw polifenolowych, a nie do budowy podstawowej materii tkankowej. Wynika
stad, obserwowana rowniez w kalusach rodzaju Genista, odwrotna korelacja migdzy wzro-
stem biomasy a biosynteza izoflawonéw na podtozu Mill. (tab. 2).
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Analiza wplywu dostepu swiatta na akumulacje izoflawonéw w kalusach rodzaju Genista
wykazata interesujaca zmiane stosunku iloSciowego migdzy estrem malonowym i octowym
genistyny w biomasach hodowanych w catkowitej ciemnosci badz przy pelnym oswietleniu.

Przyktadowo, kalus G. tinctoria utrzymywany na pozywce SH, przy ciagtym oswietleniu,
syntetyzowat znacznie wigcej 6" -O-malonylo-7-O-glukozydu genisteiny (153,12 mg/100 g
suchej masy) niz 6 -O-acetylo-7-O-glukozydu genisteiny (2,92 mg/100 g suchej masy). Pro-
porcje te ulegty odwréceniu dla biomas utrzymywanych w ciemnosci, gdzie 6™ -O-acetylo-7-
O-glukozyd genisteiny jest polaczeniem dominujacym (104,3 mg/100 g suchej masy — tab. 2).
Podobng zaleznos$¢ obserwowano dla pozostatych 5 badanych gatunkéw, co moze sugerowac,
ze jest ona wspolna i charakterystyczna dla rodzaju Genista. Opisywane powyzej, generowa-
ne dostepem $wiatta, zjawisko dotyczyto jedynie izoflawondéw o charakterze estrow. W prze-
prowadzonym cyklu badan nie stwierdzono natomiast, w kalusach janowcow, bezposredniego
wplywu rezimu oswietleniowego na akumulacje poszczegélnych form glikozydowych badz
prostych aglikonéw. Podobne zjawisko obserwowano uprzednio w przypadku kultur in vitro
Phaseolus vulgaris, gdzie dostep swiatla wptywat jedynie na biosynteze¢ faseoliny i kiewetonu
[18,35]. Moze to sugerowac, ze $wiatto wywiera wybidrczy efekt regulatorowy na poszcze-
g6lne uktady enzymatyczne uczestniczace w biosyntezie okreslonych fitoestrogenéw. Jako, ze
w ramach badan nad kulturami in vitro janowcOw nie oznaczano aktywnosci odpowiednich
transferaz spostrzezenie powyzsze musi pozosta¢ jedynie w sferze przypuszczen.

Reasumujac, w wyniku przeprowadzonych do$wiadczen stwierdzono, ze zar6wno sktad
podstawowego podioza wzrostowego jak i réwniez warunki oswietleniowe maja istotny
wplyw na wzrost biomas kalusowych roslin z rodzaju Genista, jak rOwniez na zdolno$¢ po-
wyzszych kalusow do produkcji zespotu izoflawondéw. Zmiana podtoza wptywa w tym wy-
padku raczej na sumaryczng ilo§¢ produkowanych zwiazkéw, a nie na sktad jakosciowy kom-
pleksu izoflawonoidowego. Swiatto natomiast lub jego brak zdaje sie wptywaé wybiérezo na
biosynteze estrowych pochodnych genistyny, uwazanych powszechnie za forme¢ magazynowa
fitoaleksyn [4,32,38].

Po opracowaniu warunkéw do hodowli ciagtej kalusow roslin z rodzaju Genista por6wna-
no zawartos$¢ izoflawonéw w biomasach wszystkich szesciu badanych gatunkéw, rosnacych
na optymalnym podtozu SH. Uzyskane wyniki odnoszono kazdorazowo do ziela odpowied-
nich roslin macierzystych (tab. 3). Tym samym mozliwe byto okreslenie atrakcyjnosci uzy-
skanych kultur irn vitro jako alternatywnego zrdédta fitoestrogenow w poréwnaniu z materia-
tem roslinnym wystepujacym w warunkach naturalnych. Analiza HPLC poszczeg6lnych cze-
sci morfologicznych janowcéw pochodzacych z upraw gruntowych wykazata, ze najbogatsze
pod wzgledem zawartosci fitoestrogenow sa kwiaty badanych gatunkéw. Stanowia one jed-
nak tylko okoto 2,3% catkowitej biomasy roslinnej (rozdz. 13). Trudno jest wigc postrzegac je
jako wybidrcze, naturalne zrédto izoflawondéw. Ze wzgledéw ekonomicznych o wiele bardziej
optacalne wydaje si¢ prowadzenie izolacji badanych wtérnych metabolitoéw z catkowitej bio-
masy ziela. Z tego wzgledu, w badaniach in vitro, wlasnie czes$ci nadziemne roslin stanowity
swoiste ,,proby kontrolne”, do ktérych poréwnywano wyniki do§wiadczen biotechnologicz-
nych.

Wykonane badania wykazaty, ze hodowle tkankowe rodzaju Genista moga stuzy¢ jako
bogate i wybidércze zrodto metabolitéw zaliczanych do fitoestrogenéw. Poréwnujac sktad ro-
slin macierzystych w zakresie bioflawonoidéw, mozna stwierdzi¢, ze rodzaj Genista zawiera
proste flawony, pochodne luteoliny oraz apigeniny wraz z bardzo bogata frakcja izoflawono-
idowa, z dominacja pochodnych genisteiny, daidzeiny, formononetyny oraz biochaniny A
(tab. 3) [20,41]. Wprowadzenie roslin do kultur in vitro, niezaleznie od badanego gatunku,
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spowodowato wyrazng zmiang w szlakach metabolicznych omawianych potaczen polifeno-
lowych. We wszystkich kalusach stwierdzono zupelny zanik biosyntezy prostych flawonéw
przy jednoczesnej zwigkszonej produkcji izoflawonéw. Mozna wigc wnioskowac, ze w szlaku
fenylopropanoidowym substraty wspélne dla poczatkowych etapéw przemian wiodacych do
powstania izoflawon6éw badz flawondéw [2,20] zostaty catkowicie wykorzystane do biosynte-
zy tych pierwszych. Tym samym uzyskane, w warunkach in vitro, biomasy staty si¢ wybior-
czym zrédtem izoflawondéw, a w szczegblnosci 7-O-glukozydu genisteiny, ktéry dominuje
w kalusach wszystkich badanych gatunkéw (tab. 3). W tym miejscu nalezy zaznaczy¢, ze
czysto chemiczna synteza glukozydowych pochodnych genisteiny jest droga i tym samym
nieoptacalna [12].

Niezaleznie od badanego gatunku, w zielu roslin gruntowych oraz w odpowiednich bio-
masach kalusowych, dominujacymi skladnikami frakcji izoflawonoidowych byty zwiazki
wystepujace w szlaku metabolicznym genisteiny: genisteina, 7-O-glukozyd genisteiny (geni-
styna), 7-O-diglukozyd genisteiny, 7-O-glukozyd 2'-hydroksygenisteiny oraz 6 -O-
malonylo-7-O-glukozyd genisteiny i 6 " -O-acetylo-7-O-glukozyd genisteiny (tab. 3). Intere-
sujace wydaje si¢ porownanie zawartosci estrowych pochodnych genisteiny w zielu roslin
gruntowych i biomasach kalusowych. W przeciwienstwie do glukozydowych pochodnych
genisteiny, zwiazkéw tych w kulturach tkankowych byto znacznie mniej niz w odpowiednich
roslinach macierzystych (tab. 3, ryc. 2). Zahamowanie biosyntezy estréw w kalusach wszyst-
kich gatunkéw wydaje si¢ zwigzane z faktem wprowadzenia roslin do kultur in vitro. Po-
wszechnie uwaza si¢, ze w roslinie nieaktywne, wystgpujace konstytucyjnie, pochodne malo-
nowe genisteiny pelnia role magazynu zwiazanych fitoantycypin. Dopiero w odpowiedzi na
warunki stresowe (np. atak patogenu), na skutek hydrolizy, z potaczen estrowych uwalniane
sa odpowiednie fitoaleksyny, uczestniczace nastepnie w reakcji obronnej [4,32,38]. Jezeli fakt
wprowadzenia roslin do kultur in vitro (produkcja tkanki przyrannej) uznamy za czynnik stre-
sowy to moze on w pewnym stopniu ttumaczy¢ obserwowang w kalusach janowcéw niskg
zawartos¢ estrowych izoflawonéw, polaczona ze znaczna akumulacja prostych glikozydéw
oraz aglikonéw o charakterze fitoaleksyn. Opisywany powyzej profil produkcji izoflawonéw
w kulturach in vitro byt wspélny dla wszystkich badanych kaluséw. Z racji do$¢ duzej popu-
lacji badanych roslin (6 gatunk6w) mozna stwierdzi¢, ze kultury in vitro roslin z rodzaju Ge-
nista moga sthuzy¢ za niezwykle bogate zrodto fitoestrogenow.

W trakcie prowadzonego eksperymentu odnotowano znaczace réznice migdzy badanymi
kalusami i odpowiednimi ros§linami gruntowymi, dotyczace nie tylko braku pochodnych lu-
teoliny i apigeniny w tych pierwszych, ale rowniez istotnych zmian w profilu frakcji izofla-
wonoidowych.

W przypadku ziela G. tincoria dominujacym sktadnikiem kompleksu izoflawonoidowego
byt 7-O-glukozyd genisteiny (1454,28 mg/100 g suchej masy). 7-O-glukozyd luteoliny domi-
nowatl natomiast w kompleksie flawonéw (1097,01 mg/100 g suchej masy) obok nizszych
stezen 7-O-glukozydu apigeniny (tab. 3). Jak juz wspomniano, wprowadzenie powyzszej ro-
sliny do kultur in vitro spowodowato catkowite zahamowanie produkcji flawonoéw. Jednocze-
snie uzyskany kalus G. tinctoria jest najbogatszym zrédtem izoflawonoéw (suma zwiazkOw-
6586,77 mg /100 g suchej masy) sposrod wszystkich badanych tkanek. Ogromne ilosci geni-
styny (3016,38 mg /100 g suchej masy) w kalusie G. tincoria, ponad dwukrotnie przewyzsza-
ja zawartos¢ tego zwiazku w roslinie gruntowej, czyniac z niego niewatpliwe zrodto do
otrzymania powyzszego izoflawonu. Na uwage zastuguje réwniez obecnos¢ w kalusie G. tin-
coria likwirytygeniny, zwigzku nieobecnego w roslinie gruntowej, a jednoczesnie zaliczane-
20, pod wzgledem biogenezy, do pierwotnych prekursoréw izoflawonowych [20].
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W zielu G. radiata wsrdd potaczen izoflawonoidowych, zwraca uwage obecnos¢ znacz-
nych ilosci sisotryny (440,61 mg /100g suchej masy), bedacej pochodna formononetyny (tab.
3). Niestety uzyskana z fragmentéw hypokotylowych biomasa powyzszego gatunku stracita
zdolnos¢ do biosyntezy znacznych ilosci tego potaczenia, utrzymujac jego produkcje na po-
ziomie zblizonym do kaluséw pozostatych janowcow (tab. 3). Zar6wno w zielu jak i biomasie
G. radiata odnotowano obecnos¢ niewielkich stezen kumestrolu. Powyzsza pochodna kuma-
rynowa, zaliczana do aktywnych fitoaleksyn, charakteryzuje si¢ réwniez znaczng aktywnoscia
fitoestrogenng [36]. Ogdlnie produkcja izoflawonéw w kalusie G. radiata jest znacznie nizsza
(3276,34 mg /100 g suchej masy) niz w biomasie G. tincoria (tab. 3)

Interesujace pod wzgledem sktadu frakcji bioflawonoidowych sa ziela G. sagittalis oraz
G. germanica. Obok prostych flawonéw, pochodnych luteoliny oraz apigeniny wystepuja tu
niezwykle bogate zespoty izoflawonoidowe (G. sagittalis — 3933,37 mg/100 g suchej masy
oraz G. germanica — 2119,18 mg/100 g suchej masy — tab. 3). W przeciwienstwie do ziela G.
tinctoria 1 G. radiata, w omawianych gatunkach gtéwnym sktadnikiem frakcji izoflawono-
idowej jest nie 7-O-glukozyd genisteiny, ale genisteina (G. sagittalis — 1633,63 mg/100 g
suchej masy; G. germanica — 711,68 mg/100 g suchej masy). Analiza HPLC kaluséw oma-
wianych gatunkéw wykazata, ze w kulturach in virro wystapito przestawienie proporcji ilo-
sciowych migdzy aglikonem i monoglukozydem genisteiny na korzys¢ tego ostatniego (tab. 3).
Tym samym w kalusach G. germanica i G. sagittalis uzyskano profil produkcji frakcji izo-
flawonoidowych zblizony do kaluséw pozostatych gatunkéw, gdzie zawsze dominowat 7-O-
glukozyd genisteiny (tab. 3).

W biomasach obydwu gatunkéw, podobnie jak w kalusie G. tinctoria, stwierdzono row-
niez obecnos¢ likwirytygeniny, prekursora izoflawonoidowego nie wystepujacego w zielu
roslin gruntowych. Uzyskane kalusy, podobnie jak biomasa G. tinctoria byty réwniez bogate
w zespoty izoflawonoidowe (G. sagittalis — 4940,65 mg/100 g suchej masy; G. germanica —
3858,64 mg/100 g suchej masy — tab. 3).

Ziele G. aethnensis nalezy do stosunkowo ubogich w potaczenia z grupy bioflawonoidéw.
Frakcja prostych flawonéw sktada si¢, w tym wypadku, jedynie z pochodnych luteoliny przy
zupetnym braku apigeniny i jej monoglukozydu. Gtéwnym sktadnikiem zespotu izoflawono-
idowego w janowcu etnenskim jest 7-O-glukozyd genisteiny, ktéry réwniez dominuje w kalu-
sie omawianego gatunku (tab. 3). Charakterystyczna, zar6wno dla ziela jak i kalusa G. aeth-
nensis, jest natomiast obecnos¢ izolikwirytygeniny, nie stwierdzonej w pozostatych janow-
cach. Nalezy réwniez zaznaczy¢, ze ziele i kalus G. aethnensis, podobnie jak G. radiata syn-
tetyzuje niewielkie ilosci kumestrolu (tab. 3). Po wprowadzeniu G. aethnensis do kultur in
vitro uzyskano relatywnie najwigkszy, w catej puli badanych gatunkéw, wzrost produkcji
frakcji izoflawonoidowej, w pordwnaniu z wyjsciowym materiatem z upraw gruntowych
(271,89 mg/100 g suchej masy — ziele; 2267,67 mg/100 g suchej masy — kalus). Potwierdza to
dane literaturowe, ze nawet roslina macierzysta syntetyzujaca niewielka ilos¢ okreslonej klasy
wtornych metabolitéw moze okaza¢ si¢ wartosciowym materiatem do uzyskania kultur in
vitro produkujacych znaczne stezenia wybranych polaczen biologicznie aktywnych
[7,22,25,42,47].

Ostatni z badanych gatunkéw, G. monospessulana, nalezy réwniez do stosunkowo ubo-
gich w zwiazki flawonoidowe. We frakcji flawonéw odnotowano tu brak pochodnych luteoli-
ny, a w zespole izoflawonéw, w przeciwienstwie do pozostatych janowcéw dominuje 7-O-
glukozyd 2 -hydroksygenisteiny (96,66 mg/100 g suchej masy — tab. 3). Dominujacym sktad-
nikiem frakcji izoflawonoidowej, w badanym kalusie, w przeciwienstwie do rosliny grunto-
wej, jest charakterystyczny dla biomas wszystkich janowcow, 7-O-glukozyd genisteiny.
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W kalusie G. monospessulana nie odnotowano obecnosci likwirytygeniny, izolikwiryty-
geniny oraz kumestrolu. Ze wzgledu na ogdlnie niska zawartos¢ izoflawondéw w danej kultu-
rze (1317,08 mg/100 g suchej masy) mozna uznaé, ze kalus G. monospessulana jest najuboz-
szym zrodtem fitoestrogenow sposrod wszystkich badanych gatunkéw z rodzaju Genista. Na-
lezy tu jednak zaznaczy¢, ze podobnie jak w przypadku G. aethnensis, wprowadzenie G. mo-
nospessulana do kultur in vitro spowodowato znaczne zwigkszenie produkcji izoflawonow
w poréwnaniu z roslinnym materiatem wyjsciowym (tab. 3).

Reasumujac, w wyniku przeprowadzonych doswiadczen uzyskano nowe, bogate zrédio
zwiazkow izoflawonoidowych, przewyzszajace wielokrotnie nie tylko zawartosci tych pota-
czen w roslinach macierzystych, ale rowniez ilo$¢ izoflawonéw w dotychczas otrzymanych
kulturach in vitro szeregu gatunkéw z rodziny Fabaceae [1,5,7,13,14]. Wzrost zawartosci
izoflawondéw w kulturach kalusowych janowcow, w poréwnaniu z odpowiednimi roslinami
gruntowymi, dotyczy wszystkich szesciu badanych gatunkéw. Mozna wigc uznaé, ze rodzaj
Genista jest wyjatkowo korzystny do prowadzenia, szeroko zakrojonych, doswiadczen in vi-
tro majacych na celu uzyskanie bogatego zrédta izoflawonéw o przewidywanej aktywnosci
fitoestrogennej. Spostrzezenie to dotyczy przede wszystkim janowca barwierskiego, gatunku,
ktory w warunkach hodowli in vitro akumulowat najwigksza ilos¢ izoflawonow.

Wszystkie badane biomasy janowcOw, z racji duzej zawartosci pochodnych genisteiny,
a w szczegdlnosci dominujacego 7-O-glukozydu genisteiny moga by¢ w przysztosci wyko-
rzystywane do izolacji tych potaczen. Nalezy tu nadmieni¢, ze kalusy badanych gatunkéw
syntetyzowaty, poza dominujacq genistyna, bogaty zmiennie ponad 14-sktadnikowy zespot
izoflawondw, pochodnych szeregu aglikonéw oraz likwirytygening nie wystepujaca w rosli-
nach gruntowych. Z tego wzgledu uzyskany material ma warto$¢ nie tylko utylitarna, ale
réwniez moze stuzy¢ do badan podstawowych nad mechanizmami biosyntezy izoflawondow.
Do badan tych, opartych o kalusy janowcow, zacheca ponadto stwierdzenie réznic pomigdzy
zawartoscig bioflawonoidéw w roslinach gruntowych i otrzymanych biomasach. Réznice te
dotycza nie tylko braku produkcji flawonéw w kulturach in vitro, ale zmian w ilosci syntety-
zowanych izoflawonéw (pochodne estrowe). Moze to wskazywaé na wybidrczy wptyw wa-
runkéw hodowli na biosynteze¢ okreslonych struktur izoflawonoidowych. Badania w tym za-
kresie moga utatwi¢ przeprowadzenie sterowanej biosyntezy izoflawonéw w oparciu o roslin-
ne hodowle in vitro.



Tab. 1. Wptyw rodzaju podtoza wzrostowego na inicjacj¢ kalusowania Genista tinctoria L.
Tab. 1. Influence of the medium type on the initiation and growth of Genista tinctoria callus.

Obserwacje Rodzaj pozywki
makroskopowe
biomasy SH cyiatro SH iemnos¢ MS MS+PVP NN Gs Mill. MC
ZyWO- z6tto- brunatno- ZyWO- z6tto- z6tto- z6tto- szaro-
Barwa . . . . .
zielona zielona zielona zielona zielona brunatna brunatna brunatna
puszysta- puszysta- zbita- zbita- §luzowata $luzowata zbita- .
Struktura parenchyma- | parenchyma- . . ckalafioro- | sluzowata
embriogenna | embriogenna "
tyczna tyczna wata
Tendencja do brak brak brak brak spontaniczna | spontaniczna | spontaniczna | primordia
mofrogenezy ryzogeneza ryzogeneza ryzogeneza pedowe
Wspotezynnik 958 843 499 530 350 320 296 30
przyrostu W,

Kultury kalusowe prowadzono na szeregu stacjonarnych podtozach hodowlanych, przez 4 tygodnie (natezenie o$wietlenia, poza SH cemnoss - 88=8umol m?s™, 25 + 2 °C).
Poszczegdlne wartosci sq Srednimi arytmetycznymi pochodzacymi z 5 pomiaréw + S. D.
Callus cultures were grown on various solid media for 4 weeks (light intensity except SH . - 88+Sumol m* 57, + 25°C). Each value represents the mean of 5 samples +S. D.




Tab. 2. Wptyw podioza wzrostowego na zawartos¢ izoflawonéw (w mg/100 g suchej masy) w kulturach kalusowych Genista rinctoria.
Tab. 2. Effect of various media on isoflavone content, in mg per 100 g DW, in callus cultures of Genista tinctoria L.

7-0- 7,3'.4',-
7-0- glukozyd malony- | trihy-
Rodzaj diglu- | puera- 2- dai- geni- lo- dro- | 20Io- | o dai- - likwi- - oo geni- Suma
. . kozyd ry- . . geni- . ckwol | dze- ryty- . izofla-
pozywki . hydrok- dzina styna geni- ksy- nina . . tryna | steina P
geniste- na . . styna mna genina wonow
iny sygeniste- styna isofla-
iny won
1521,2 | 75,42 14714 114,07 | 3016,3 | 153,12 27,23 2,92 9,21 0,2 8,14 33,71 6,77 | 147,0
SH.viato + + + + + + + + + + + + + + 6586,69

010 | 048 | 012 | 012 | 008 | 058 | 034 | 044 | 072 | 000 | 033 | 027 | 033 | 012

983,9 | 58,38 892,3 86,25 | 2312,6 23,16 4,17 104,3 2,14 0,15 5,12 12,94 1,34 | 103,68
SH.iemnos + + + + + + + + + + + + + + 459043

018 | 078 | 0.6 053 | 009 | 048 | 042 | 033 | 004 | 008 | 034 | 050 | 019 | 024

2644 | 72,22 257,77 72,22 | 13887 78,6 1,04 1,12 3,33 0,1 4,13 11,21 1,21 |102,46

MS + + + + + + + + + + + + + + 2258.44

064 | 042 | 045 | 042 | 009 | 057 | 023 | 054 | 062 | 007 | 023 | 068 | 029 | 031

410,04 | 82,48 390,2 82,48 | 1846.2 81,5 2,87 2,11 5,54 0,1 5,12 | 12,81 1,98 | 104,78

MS+PVP + + + + + + + + + + + + + + 3028.21
0,51 0,11 0,44 0,11 0,09 0,46 0,29 048 0,42 0,08 | 0,18 0,49 0,14 0,44
3286 | 72,82 2971 72,82 | 1386,5 64,7 3,22 147 5,47 6,11 103,68
NN + + + + + + + + + + + 2342.49
0,47 0,21 043 0,21 0,09 0,51 0,34 0,39 0,28 0,61 0,40
310,5 | 74,22 321,2 74,22 | 1402,1 62,2 2,98 1,28 5,81 5,88 101,44
G-5 + + + + + + + + + + + 2361,83

048 | 038 | 028 038 | 011 | 049 | 031 | 022 026 | 0.59 038

923,28 | 89,20 | 9113 89,20 | 2386,3 | 102,21 5,02 2,39 7,14 0,1 8,11 17,0 3,35 | 128,11

Mill. + + + + + + + + + + + + + + 4672,71
0,2 043 0,28 0,43 0,08 0,44 0,27 0,37 0,66 | 0,01 | 0,27 0,51 0,21 | 0,19
2644 | 12,22 19.8 12,22 | 3880 8,26 3,46

MC + + + + + + + 470,40
0,48 0,38 042 0,38 0,52 0,56 0,32

Kultury kalusowe prowadzono na szeregu stacjonarnych podtozach hodowlanych, przez 4 tygodnie (natezenie o$wietlenia, poza SHemnos - 88+8 pumol m? s, 25 + 2 °C).
Poszczegdlne wartosci sq Srednimi arytmetycznymi pochodzacymi z 5 pomiaréw + S. D.
Cultures were grown on various solid media for 4 weeks (light intensity: 8848 umol ms?, +25°C). Each value represents the mean %S. D. of 5 samples.




Tab. 3. Analiza ilosciowa bioflawonoidéw w zielu oraz kalusach roslin z rodzaju Genista (zawartos¢ flawonoidéw w mg/100 g suchej masy). Poszczegdlne
wartosci sg srednimi arytmetycznymi pochodzacymi z 5 pomiaréw + S. D,
Tab. 3. Quantitative analysis of flavonoids in herbs and callus cultures of several Genista species (flavonoid content in mg per 100g DW plant material). Each
value represents the mean + SD of 5 samples.

MATERIAE ROSLINNY
Zwigzek Genista tinctoria Genista sagittalis Genista germanica Genista radiata Genista aethnensis Genista
monospessulana
ziele kalus ziele kalus ziele kalus ziele kalus ziele kalus ziele kalus
7-O-diglukozyd genisteiny | 437,94+01 [1521,2+0,10| 528,7#0,18(1748,2+0,10| 102,5+0,11| 313,6+0,09| 278,0+0,08| 671,1+0,07| 64,2+0,12| 151,6+0,14| 13,1+0,01| 140,1+0,01
pueraryna 5,420,09| 75,4+0,48 3,7+0,19| 154+0,24| 43.2+0,22| 82,7+0,32|  3,8+0,07| 42,3+0,11
;ﬁi‘?ﬂlf;”ydzx‘hydmksy‘ 420,610,11 | 1471,440,10| 21,740,17| 44,620,08| 198,2+0,08| 425,9+0,11| 458,5+0,09| 860,120,13 | 123,3+0,24| 378,240,06| 96,6+0,22| 139,6+0,09
daidzina 42,840,211 114,140,12| 47,340,209 128,1+0,34| 1042025| 474+027| 419+0,28| 47,7+021| 11,2+0,09| 39,1+0,08| 27,8+0,13| 49,7+0,09
7-O-glukozyd apigeniny | 169,6+0,15 13,1£0,05 488,10,12 34,9+0,19 14,1+0,17
7-O-glukozyd luteoliny  |1097,040,10 52,540,05 571,240,19 46,540,15 6,1+0,08
genistyna 1454,240,103016,3+0,10 | 1058,2+0,20 | 2370,8+0,20 | 217,8+0,09|1921,7+0,10| 1194,1+0,1|1399,2+0,20| 845,240,19|1537,4+0,10| 74,640,16 | 921,3+0,08
malonylogenistyna 303,7+0,09 | 153,1+0,28| 405,240,19| 274,7+0,28 | 533,1+0,20| 475,2+0,14| 137,44¢0,31| 51,6+0,12| 42,7+0,01| 16,1+0,09| 28,140,14| 24,5+0,09
7.3 4-trihydroksyizoflawon 11,50,18( 27,2+0,34 10240,17| 25,1032 3,6+0,08| 11,2+0,07|  0,3+0,09
acetylogenistyna 68,320,19|  2,92044| 215,9+0,38| 137,820,35| 315,7+0,32| 120,1+0,31| 54,6+0,16| 10,1+0,09 1,240,09| 0,14+0,04| 6,8+0,25|  9,8+0,23
ononina 624028 924032 18,1+0,15| 254+0.23| 13,1+0,09| 52,3+0,11 8,1+0,25| 13,520,10 4,9+0,03| 9,1+0,02| 0420,09|  2,3+0,09
ekwol 6,4240,21 0,240,09 1,44¢0,02|  0,120,09 6,8+0,08 $lady
daidzeina 0,30,01 8,1+0,23|  3,1+0,19| 22,7+0,48 1,1+0,08|  8,4+0,08| 3,5#0,10| 6,8+0,09| 2,140,04| 7,3+0,03| 3,1+0,09| 19,8+0,01
likwirytygenina 33,740,27 17,940,33 12,4+0,07 3,4+0,02
sisotryna 1,440,08|  6,7+0,13 1,440,090  7,1+0,34 1,4+0,07|  7,8+0,09| 440,610,09| 3,7+0,08|  0,540,07 1,140,04
genisteina 32,740,13 | 147,040,11|1633,640,10| 163,240,15| 711,7+0,44| 433,2+0,38| 388+0,11| 129,5+0,18| 3,2+0,09| 48,1+0,03| 0,9+0,04| 9,8+0,02
luteolina 5,4+0,07 2,1+0,09
kumestrol 55,4+0,14 flady | 2,140,04| 13,1+0,06
izolikwirytygenina 1,1£0,09| 22,1+0,09
suma izoflawonéw 2791,46 6586,5 3933,2 4940,5 2118,9 3858,5 2700,8 3276,0 1108,4 2267,24 258,5 1316,9
suma flawonéw 1272,00 65,6 1059,3 81,4 6,1 14,1
suma bioflawonoidéw 4063,46 6586,5 3998,8 4940,5 3178,2 3858,5 27822 3276,0 1114,5 2267,24 272,6 1316,9
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Ryc. 2. Chromatogram HPLC wyciagu metanolowego z kalusa Genista tinctoria L.. 1— 7-O-diglukozyd genisteiny; 2 — pueraryna; 3 — 7-O-glukozyd 2’-
hydroksygenisteiny; 4 — daidzina; 7 — genistyna; 8 — 6" °-O-malonylo-7-O-glukozyd genisteiny; 9 — 7, 3°,4’-trihydroksytlawon; 10 — 6 -O-acetylo-7-
O-glukozyd genisteiny; 11 — ononina; 12 — 7,4’-dihydroksyizoflawan; 13 — daidzeina; 14 — sisotryna; 15 — genisteina; wzorzec wewnetrzny—
izolikwirytygenina.

Fig. 2. HPLC of isoflavones rom callus culiure of Genista tinctoria L: 1 — genistein-7-O-diglucoside; 2 — puerarin; 3 — 2’-hydroxygenistein-7-O-glucoside;
4 — daidzin; 7 — genistin; 8 — genistein-7-0-(6“-malonyl)-glucoside; 9 — 7,3°,4’,-trihydroxyflavone; 10 — genistein-7-0-(6 “-acetyl)-glucoside; 11 —
ononin; 12 — 7,4’ -dihvdroxyisoflavane; 13 — daidzein; 14 — sissotrin; 15 — genistein; internal standard — isoliquiritigenin.
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7. DWUFAZOWY SYSTEM HODOWLANY W MIKRO-
ROZMNAZANIU WYBRANYCH GATUNKOW
Z RODZAJU GENISTA, PRODUKUJACYCH ZNACZNE
ILOSCI FITOESTROGENOW

Wstep

Rodzaj Genista stanowi ponad kilkaset gatunkéw dtugo rosnacych drzew i krzewow, cha-
rakteryzujacych si¢ nie tylko walorami ozdobnymi, ale przede wszystkim znaczng zawarto-
scig wtornych metabolitéw o wielokierunkowej aktywnosci farmakologicznej [22].

Obok toksycznych alkaloidéw chinolizydynowych rosliny te zawieraja bogaty zespot fla-
wonoidéw, w tym izoflawonéw o interesujacej aktywnosci fitoestrogennej [9,15,22].

Przeprowadzone dotychczas badania biotechnologiczne na szesciu wybranych gatunkach z ro-
dzaju Genista (G. tinctoria L., G. sagittalis L., G. radiata L., G. monospessulana L., G. aethnen-
sis D.C. i G. germanica L.) wykazaly, ze otrzymane z powyzszych roslin biomasy kalusowe
syntetyzuja wybiorczo bogaty zespdt fitoestrogendw, pochodnych genisteiny i daidzeiny, wie-
lokrotnie przekraczajacy ilosci tych zwigzkOw oznaczonych w roslinach gruntowych (rozdz. 6).
Jednoczesnie otrzymane w kalusach ilosci genisteiny i jej pochodnych byty znacznie wigksze
od zawartosci tych zwiazk6w w produktach sojowych, uwazanych dotychczas za zrédto tych
potaczen (rozdz. 6) [10].

Z uwagi na powyzsze oraz fakt zahamowania biosyntezy toksycznych alkaloidow chinoli-
zydynowych w testowanych biomasach (rozdz. 14) mozna uzna¢, ze w oparciu o0 otrzymane
kalusy roslin z rodzaju Genista mozliwe jest opracowanie bogatego, alternatywnego zrodta
fitoestrogenéw zar6wno z przeznaczeniem dla przemystu farmaceutycznego jak réwniez do
badan nad aktywnoscia farmakologiczng tych zwiazkéw. Ponadto, otrzymane kalusy, w prze-
ciwienstwie do ziela roslin gruntowych, nie syntetyzowaty prostych flawonéw pochodnych
luteoliny i apigeniny, wykazujac réwniez zmian¢ w profilu produkcji izoflawonowych agli-
kondéw, glukozydéw i estréw (rozdz. 6). Zachodzi wigc pytanie, czy zmiana w akumulacji
zwiazkow flawonoidowych w kalusach badanych janowcow zwigzana jest z wprowadzeniem
roslin do kultur in vitro (element stresu abiotycznego) [2], czy tez dotyczy zmiany statusu
morfologicznego otrzymanych biomas. Zwazywszy na dalsze badania biotechnologiczne ro-
dzaju Genista, ktérych celem bylo opracowanie roslinnego systemu in vitro syntetyzujacego
wybibrczo przemystowe ilosci fitoestrogendéw, odpowiedz na powyzsze pytanie wydaje si¢
niezwykle istotna. W toku badan prezentowanych w niniejszym rozdziale, postanowiono wigc
otrzyma¢ kultury pedowe z szesciu wybranych gatunkéw rodzaju Genista, a nastgpnie po-
rowna¢, w trakcie analizy fitochemicznej, profil ich produkcji w zakresie bioflawonoidow
(flawony i izoflawony) z zielem roslin macierzystych oraz z wczesniej wyprowadzonymi
biomasami kalusowymi. Tym samym mozliwe byto dokonanie wyboru, co do rodzaju roslin-
nego materiatu in vitro, ktory w przysztosci zostanie poddany dalszym modyfikacjom, w celu
zoptymalizowania biosyntezy izoflawonow.

Wiekszos¢ badanych janowcow to gatunki nie wystepujace na terenie Polski, a w przy-
padku G. aethnensis mamy do czynienia z gatunkiem endemicznym [3,5,7,19,21,22]. Do tej
pory rosliny z rodzaju Genista byty standardowo rozmnazane generatywnie z nasion [6]. Ze
wzgledu na staba kietkowalnos¢ nasion oraz niskg przezywalnos$¢ otrzymanych, w warunkach in
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vivo, siewek [6,17] wydawato si¢ celowym opracowanie metody efektywnego mikrorozmnazania
badanych gatunkéw. Dotychczas jedynie Damiano i wsp. [6] oraz Ruffoni i wsp. [17] zapro-
ponowali dla Genista monosperma Lam. metod¢ mikrorozmnazania droga somatycznej em-
briogenezy [6,17]. Powt6rzenie opisanej procedury, przez autorke niniejszej pracy, w przy-
padku badanych janowcéw przyniosto zmienne rezultaty, dotyczace zaréwno przezywalnosci
jak i rozwoju pierwotnych, kulistych embrionéw, zalezne bezposrednio od testowanego ga-
tunku (badania wstgpne). Postanowiono wigc opracowaé uniwersalng metode mikrorozmna-
zania, ktéra mogtaby by¢ stosowana dla wszystkich szesciu badanych gatunkéw, a by¢ moze
réwniez dla calego rodzaju Genista. Umozliwitaby ona, w poréwnaniu z metoda tradycyjna,
szybkie otrzymanie znacznych ilosci materiatu roslinnego, stuzacego do pozyskiwania ak-
tywnych farmakologicznie potaczen. Cel ten postanowiono osiagnaé przez bezposrednia mi-
kropropagacj¢ eksplantatow, stanowiacych wybrane fragmenty pedowe, na pozywkach wzbo-
gaconych o zmienng kompozycje regulatorOw wzrostu, ustalajac tym samym wplyw poszcze-
g6Inych auksyn i cytokinin na produkcje kultur primordialnych, wydtuzanie pedéw i ukorze-
nianie ro$lin z rodzaju Genista.

Jako, ze planowany eksperyment biotechnologiczny obejmowat az szes¢ gatunkéw moz-
liwe stato si¢ wysunigcie og6lnych wnioskéw dotyczacych mikrorozmnazania rodzaju Geni-
sta. Ponadto, w toku prowadzonych doswiadczen, ustalono wyrazny wptyw cytodyferencjacji
i statusu morfologicznego biomas na akumulacj¢ bioflawonoidéw w badanych biomasach
roslinnych.

Materialy i metody

Materiat roslinny

Inicjalny materiat roslinny, stuzacy do zatozenia hodowli in vitro stanowity, otrzymane
w 2000 roku, nasiona: Genista tinctoria L., Genista radiata L., Genista aethnensis D.C., (Bo-
tanic Garden — Glasgow), Genista sagittalis L., Genista germanica L. oraz Genista mono-
spessulana L. (Botanischer Garten der Technischer Universitit — Braunschweig). Tozsamos¢
poszczegdlnych gatunkéw potwierdzono po izolacji DNA roslinnego i poréwnaniu otrzyma-
nych sekwencji z biblioteka danych GeneBank [11]. Probki materiatu nasiennego zdepono-
wano nastepnie pod numerami: 00-01 (G. tincoria ), 00-02 (G. radiata), 00-03 (G. aethnen-
sis), 00-04 (G. sagittalis), 00-05 (G. germanica) oraz 00-06 (G. monospessulana),w kolekcji
nasiennej Ogrodu Roslin Leczniczych Katedry i Zaktadu Farmakognozji, Akademii Medycz-
nej w Gdansku.

7. powyzszego materialu nasiennego otrzymano sterylne siewki, wedtug metody opisane;j
szczegbtowo w rozdziale 6. Po dwéch tygodniach od wykietkowania przenoszono je na pod-
toze Schenk-Hildebrandta (SH) [18] pozbawione regulatoréw wzrostu, zawierajace 3% w/v
sacharozy i zestalone 0,7% w/v dodatkiem agaru (SHy). Do hodowli sterylnych roslin zasto-
sowano szklane pojemniki hodowlane z przezroczysta polipropylenowa nakretka (baby food
jars —,,Sigma”), zawierajace kazdorazowo okoto 30 ml podtoza doswiadczalnego. Eksperyment
prowadzono w fitotronie, w warunkach o$wietlenia ciaglego o natezeniu 88 + 8 pymol m™ s
(lampy jarzeniowe Philips TLD 35W x 3), w temp. 25 + 2 °C. Otrzymane w powyzszych wa-
runkach czterotygodniowe sterylne roslinki postuzyty do izolacji fragmentéw pedéw, zawie-
rajacych wezet z para lisci oraz paczkiem bocznym, wykorzystywanych nastepnie jako ini-
cjalne eksplantaty, w cyklu doswiadczen zwiazanym z mikrorozmnazaniem janowcow.
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Podtoza wzrostowe oraz procedury doswiadczalne stosowane w mikrorozmnaZaniu

Przygotowane, jak opisano wyzej, inicjalne fragmenty pedow, wszystkich szesciu bada-
nych gatunkéw, przenoszono na stacjonarne podtoza SH [18], w wersji do proliferacji, mody-
fikowanej zmiennym dodatkiem regulatoréw wzrostu zarowno z grupy auksyn jak i cytokinin
(tab.1).

Po pigciotygodniowym okresie hodowli eksplantaty ztozone gtéwnie z ,,mikroroslinek™
oraz w réznym stopniu wyksztatconych struktur pedowych przenoszono na podtoze SH [18]
ze zmiennym dodatkiem auksyn, celem wydtuzenia struktur primordialnych oraz stabiej wy-
ksztatconych pedow (tab. 2). Pigciotygodniowe, dtuzsze niz 1 cm, pedy oddzielano od tkanki
macierzystej i kultywowano, przez okres 4 tygodni, na stacjonarnych podtozach SH [18],
w wersjach modyfikowanych do ryzogenezy (tab. 3).

Wszystkie pozywki wzrostowe, stosowane w doswiadczeniu, doprowadzano do pH 5,8,
a nastepnie zestalano 0,7% w/v dodatkiem agaru. Eksperymenty hodowlane prowadzono w fi-
totronie, w warunkach oswietlenia ciggtego o natezeniu 88 + 8 pmol m?st, w temp. 25 + 2 °C.
Pojemniki hodowlane typu ,,baby food jars” (Sigma) zawieraty kazdorazowo 25 ml modyfi-
kowanych pozywek wzrostowych.

Eksperymenty biotechnologiczne, zwiazane z mikrorozmnazaniem, powtdrzono pigcio-
krotnie. Uzyskane rezultaty sa $rednimi arytmetycznymi uzyskanymi z pomiar6w pochodza-
cych z pigciu pojeminkéw hodowlanych + S. D.

Ukorzenione, czterotygodniowe pedy janowcow delikatnie przemyto w wodzie wodocia-
gowej a nastepnie przenoszono do plastikowych doniczek zawierajacych torf z 10% dodat-
kiem perlitu. W celu utrzymania statej wilgotnosci, doniczki przykrywano szklanymi klosza-
mi, ktére cyklicznie uchylano az do pelnej aklimatyzacji roslinek (3 tygodnie). Hodowle, na
danym etapie, prowadzono w fitotronie, w warunkach oswietlenia i temperatury podanych
powyzej. Mlode rosliny podlewano woda wodociagowa, w odstgpach 5-dniowych i po wstep-
nym zaaklimatyzowaniu przenoszono na cztery tygodnie do szklarni, a nastgpnie do gruntu.
Szesciomiesigczne, zregenerowane rosliny gruntowe, hodowane w Ogrodzie Roslin Leczni-
czych Akademii Medycznej w Gdansku, wraz z materiatem pedowym pochodzacym z kultur
in vitro, przeznaczono do badan fitochemicznych.

Jakosciowa oraz ilosciowg analiz¢ frakcji flawonoidowych, wystepujacych w biomasach
pedowych oraz czesciach nadziemnych, zregenerowanych szesciu badanych gatunkéw, prze-
prowadzono technikq HPLC wedtug procedury opisanej szczegétowo w rozdziale 6.

Uzyskane wyniki poréwnano z zawartoscig bioflawonoidéw w zielu odpowiednich roslin
macierzystych (tab. 4).

Omowienie wynikow

W wyniku przeprowadzonych doswiadczen opracowano metode mikrorozmnazania dla
szesciu wybranych gatunkow z rodzaju Genista. Stwierdzono, ze eksplantaty pedowe wszyst-
kich badanych janowcow reaguja podobnie na zmiane podtozy eksperymentalnych w zakresie
regulatoréw wzrostu. Zjawisko to obserwowano zaréwno na poziomie powstawania hodowli
,mikroroslinek™ (I etap mikrorozmnazania), wydtuzania pedéw, jak réwniez ukorzeniania.
Z tego powodu zdecydowano si¢ przedstawi¢ opracowanie optymalnej procedury mikroro-
zmnazania, dla badanych janowc6éw, na przykladzie najbogatszego w flawonoidy gatunku —
G. tictoria L. Tym samym uniknigto prezentacji ogromnej ilosci powielajacych si¢ danych
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(18 tabel). Informacje szczegdétowe, dotyczace mikrorozmnazania pozostatych janowcéw
znajduja si¢ u autorki pracy.

W niniejszym rozdziale poréwnano natomiast produkcje flawonoidéw w kulturach pedo-
wych, wszystkich badanych gatunkéw, rosnacych na zoptymalizowanym do proliferacji pod-
tozu SH (I etap mikrorozmnazania — tab. 1). Uzyskane wyniki poréwnano z zawartoscia bio-
flawonoidow w czgsciach nadziemnych odpowiednich roslin gruntowych oraz z zielem ga-
tunkéw zregenerowanych, powstatych w wyniku mikrorozmnazania (tab. 4).

Inicjacja kultur pedowych — I etap mikrorozmnaZzania

Bezposrednimi eksplantatami stuzacymi do wyprowadzenia kultur pedowych byty frag-
menty todyg, zawierajace wezel z para lisci oraz paczek boczny, otrzymane ze sterylnych
roslinek poszczeg6lnych gatunkéw, rosnacych na pozywce SH bez regulatoréw wzrostu
(SHyp). Zmodyfikowane poditoze SH stosowano uprzednio z powodzeniem do prowadzenia
kultur kalusowych badanych janowcéw (rozdz. 6). W celu okreslenia wptywu regulatorow
wzrostu na powstawanie i rozw0j kultur pedowych, poszczegdlne eksplantaty wyktadano na
pozywki SH suplementowane zmiennym dodatkiem cytokinin, stosowanych bez dodatku auk-
syny lub w potaczeniu z kwasem indolilo-3-octowym (IAA). W tym miejscu nalezy zazna-
czy¢, ze IAA w przeciwienstwie do innych auksyn, w najmniejszym stopniu indukowat, na
etapie badan wstegpnych, kalusowanie eksplantatéw roslin z rodzaju Genista [10].

W wyniku przeprowadzonego eksperymentu stwierdzono, ze inicjacja, a nastgpnie wzrost
kultur pedowych roslin z rodzaju Genista, w warunkach in vitro, wymaga uzycia pozywki
z dodatkiem cytokininy. Stosowanie podtoza SH zawierajacego tylko IAA powodowato, ze
jedynie 3% eksplantatow G. tinctoria tworzyto pedy boczne (tab. 1). Tlo§¢ pedéw z poje-
dynczego eksplantatu (1,0 = 0,09) wskazuje jednoczesnie, ze proces ten byt raczej sponta-
niczny i prawdopodobnie zwigzany z obecnoscia endogennych cytokinin. Stwierdzono ponad-
to, ze wszystkie eksplantaty w ciagu 5 tygodni odtwarzaty kalafiorowaty kalus, ktéry przera-
stat wydtuzajace sie pedy, wptywajac niekorzystnie na efektywnos¢ mikrorozmnazania [12].

Eksplantaty inicjalne, na pozywkach suplementowanych wyltacznie cytokininami, nie za-
mieraty, w r6znym stopniu réznicujac si¢ w kultury pedowe. Zjawisko to wyraznie zalezato
zaréwno od typu jak i ilosci stosowanego regulatora wzrostu (tab. 1). Pomimo, ze utworzone
pierwotne kultury pedowe wykazywaty catkowita anergizacje w stosunku do stosowanej auk-
syny, ostatecznie w probach z dodatkiem pojedynczej cytokininy (6-{y-y-dimetyloallilo}-
aminopuryna — 2iP; 6-benzyloaminopuryna — BAP; kinetyna — KIN; zeatyna — ZEA) nie zde-
cydowano si¢ na usunigcie IAA z podtoza SH. Brak auksyny w pozywce wprawdzie prawie
catkowicie zahamowat proces kalusowania eksplantatéw jednak powstate pedy byty postrze-
pione, o zmiennej, w stosunku do roslin macierzystych, morfologii. Ponadto, pedy janowcow
hodowane na pozywkach SH, zawierajacych wysokie stezenia BAP i 2iP, bez jednoczesnego
dodatku TAA, charakteryzowatly sie znacznym ,,szkleniem” (hyperhydricity) obserwowanym
czesto przy duzej zawartosci cytokinin w pozywkach. Powyzsze zjawisko, stanowigce istotne
ograniczenie w przypadku mikrorozmnazania roslin i opisywane uprzednio m. in. przez Wy-
sokinskg [23] zasadniczo redukowata obecnos¢ IAA w poszczegdlnych pozywkach.

Sposréd wszystkich testowanych cytokinin, kinetyna i w mniejszym stopniu zeatyna wy-
raznie hamowatly réznicowanie si¢ eksplantatow w kultury pedowe (tab. 1). W przypadku
kinetyny, niezaleznie od stezenia powyzszego regulatora wzrostu w pozywce, eksplantaty
inicjalne janowca barwierskiego praktycznie w ogéle nie tworzyty pedéw bocznych (tab. 1).
Zjawisko to jest szczeg6lnie zauwazalne na podtozu SH z pojedynczym 4,65 pumol 1" dodat-
kiem kinetyny. W tym wypadku obserwowano prawie catkowite zahamowanie kalusowania
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eksplantatow, jako wynik braku IAA w podtozu, z jednoczesnym sporadycznym wydtuza-
niem inicjalnych fragmentéw pedowych (okoto 1% eksplantatéw — tab. 1).

Jedynie nieznacznie lepsze rezultaty uzyskano w hodowlach, gdzie stosowang cytokining
byta zeatyna. Powyzszy regulator wzrostu, w podtozu SH bez dodatku auksyny, powodowat,
ze tylko okoto 4% fragmentdw inicjalnych G. tinctoria tworzyto pedy boczne (tab. 1). Ponad-
to z pojedynczego ekspalantatu otrzymano okoto 2,7 pedéw, czyli ilos¢, ktéra wyraznie dys-
kwalifikuje pozywke z dodatkiem zeatyny do mikrorozmnazania roslin z rodzaju Genista.
Zwickszenie zawartosci zeatyny w pozywce do 9,12 umol 1", przy jednoczesnym dodatku
IAA (5,7 umol I'") w niewielkim stopniu poprawito uzyskane wyniki (okoto 10% eksplanta-
tow odtwarzajacych pedy boczne; 3.4 + 0,2 pedow przypadajacych na eksplantat — tab. 1).

BAP, cytokinina powszechnie stosowana w kulturach in vitro roslin motylkowych [20]
inicjowata powstawanie kultur pedowych roslin z rodzaju Genista w znacznie wigkszym
stopniu niz uprzednio oméwione regulatory wzrostu. Stwierdzono, ze zmiana ste¢zenia BAP
w podtozu proliferacyjnym w niewielkim stopniu wptywata na procent kultur tworzacych
pedy boczne. Natomiast ilo$¢ pedow otrzymanych z pojedynczego eksplantatu rosta wyraznie
wraz ze wzrostem zawartosci powyzszej cytokininy w pozywce (tab. 1). W zwiazku z powyz-
szym 2,22 umol I dodatek BAP spowodowat, ze srednio 15% fragmentéw inicjalnych two-
rzyto pedy boczne, a ilos¢ pedéw przypadajacych na pojedynczy eksplantat wyniosta okoto 3.
Zastosowanie 8,87 umol 1" danej cytokininy w podtozu warunkowato natomiast 21% rézni-
cowanie eksplantatéw inicjalnych, z koncowa obecnoscia okoto 8,6 pedéw przypadajacych na
pojedynczy fragment (tab. 1). Podobnie jak w opisywanych uprzednio przypadkach usunigcie
TAA z podtoza hamowato niekorzystne pojawianie si¢ tkanki przyrannej. Opisywane zjawisko
potaczone bylo niestety ze ,,szkleniem” kultury i wystgpowaniem pedow o znacznie zmienio-
nej, w poréwnaniu z roslinami macierzystymi, morfologii.

Rezultaty badan przedstawione w tab. 1 i na ryc. 1 wskazuja, ze sposréd wszystkich prze-
testowanych pozywek proliferacyjnych najskuteczniejsze, w pierwszym etapie mikrorozmna-
zania wybranych janowcdow, okazaty si¢ podtoza SH z dodatkiem 2iP.

2iP jest cytokining stosowang z wyboru, przede wszystkim, przy mikrorozmnazaniu roslin
z rodziny Ericaceae [24]. Jednoczesnie nalezy zaznaczy¢, ze powyzszy regulator wzrostu nie
byt do tej pory z sukcesem stosowany do mikropropagacji roslin motylkowych [20].

W toku prowadzonych badan stwierdzono, ze 2iP wraz ze wzrostem zawartosci w podto-
Zzu, w znacznym stopniu, zwigkszata procent eksplantatow inicjalnych tworzacych kultury
pedowe, jak rowniez ilos¢ pedéw powstajacych z pojedynczego inoculum (tab. 1). Omawiany
regulator wzrostu ograniczat ponadto, w przeciwienstwie do pozostatych cytokinin, zalezne
bezposrednio od obecnosci IAA, powstawanie tkanki przyrannej. Juz niewielki (2,46 pmol 1)
dodatek 2iP do podtoza spowodowat, ze tylko 54 % eksplantatéw formowato kalus (tab. 1).
Jednoczesnie, w powyzszych warunkach, 34% fragmentéw inicjalnych odtwarzato pedy
boczne, a ilos¢ pedéw otrzymanych z pojedynczego inoculum wynosita srednio 10,6 (tab. 1).
Efekt ten jest znacznie lepszy niz w przypadku stosowania maksymalnej zawartosci BAP
w podtozu SH (tab. 1).

Na pozywce SH z 5,70 pumol I IAA i 9,84 pumol 17 2iP juz 97% fragmentéw inicjalnych
G. tinctoria tworzyto kultury pedowe, ze znaczng iloscia pedow przypadajacych na pojedyn-
czy eksplantat (okoto 29,7 — tab. 1). 2iP jest jedyna ze stosowanych cytokinin, warunkujaca
w opisywanym doswiadczeniu, powstawanie kultur ,,mikroroslinek™, korzystnych z ekono-
micznego punktu widzenia. Kultury pedowe wszystkich badanych gatunkéw hodowanych na
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pozywce SH, z dodatkiem 2iP, sktadaty si¢ z dwoch rodzajéw tkanek: ,,mikroroslinek™ oraz
zwartej biomasy z wieloma primordiami pgdowymi (ryc. 1).

Ryc.1. Kultura ,,mikroroslinek” G. tinctoria na podtozu proliferacyjnym SH wzbogaconym 9,84
umol 1" 2iP oraz 0,99 pmol 1" TDZ.

Fig. 1. Multiple microshoot formation of Genista tinctoria from shoot tip explants after 5 weeks on
SH medium containing 9.84 uM 2iP and 0.99 uM TDZ.

Podobny typ kultur in vitro otrzymata Wysokinska dla Penstemon serrulatus, wyjasniajac,
ze zjawisko to jest zwiazane ze znaczna iloscig cytokinin w podtozu eksperymentalnym [23].
W przypadku roslin z rodzaju Genista uzyskany rezultat jest natomiast wypadkowa zastoso-
wania konkretnej cytokininy (2iP) jak réwniez jej wysokiego stezenia w podtozu. Préba usu-
niecia IAA z pozywki, tak jak w przypadku podtozy z pozostatymi cytokininami, wprawdzie
zupetlnie hamowata tworzenie kalusa, powodowata jednak ,,szklenie” tkanek i powstawanie
lisci anormalnych.

W celu wyeliminowania powyzszej auksyny, ktora jak stwierdzono byta catkowicie zbed-
na do zainicjowania powstawania pedow bocznych, zastosowano pozywki SH, do ktérych
obok zasadniczej cytokininy wprowadzono niewielki dodatek (0,99 umol I'' — tab. 1) tidiazu-
ronu (TDZ). Powyzszy regulator wzrostu, bedacy pod wzgledem chemicznym podstawiong
pochodna mocznika [1], warunkowat tworzenie si¢ kultur pgdowych o prawidtowej morfolo-
gii m. in. w doswiadczeniach nad mikropropagacja Cajanus cajana [8]. Podczas mikrorozm-
nazania badanych janowcow tidiazuron, wykazujac aktywnos¢ cytokinino-podobna, stosowa-
ny juz w minimalnym stezeniu, zwigkszat zaréwno procent fragmentéw inicjalnych odtwarzaja-
cych pedy boczne jak réwniez liczbe pedéw powstajacych z pojedynczego eksplatatu (tab. 1).
Wydaje sie jednak, ze efekt ten byt w réwnym stopniu zwiazany z obecnoscia 2iP jak i TDZ
w podlozu proliferacyjnym. Proba usunigcia 2iP z pozywki i stosowania podtoza SH wzboga-
conego jedynie o tidiazuron powodowata drastyczny spadek ilosci pedéw powstajacych na
jednym eksplantacie (okoto 1,5 — tab. 1). By¢ moze wigksze stezenia TDZ w pozywce zaha-
mowalyby powyzsza tendencje, ale procedura taka wydaje si¢ nieoptacalna z ekonomicznego
punktu widzenia, ze wzgledu na wysoka cen¢ omawianego regulatora wzrostu [1].
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Co najistotniejsze, tworzace si¢ na pozywkach SH z dodatkiem 2iP i TDZ kultury pedo-
we, pomimo braku IAA, nie wykazywaty ,,szklenia” i charakteryzowaly si¢ wlasciwa, dla
poszczegdlnych gatunkéw, morfologia (ryc. 1). W rezultacie podtoze SH z 9,84 pmol 1™ do-
datkiem 2iP i 0,99 umol I zawartoscia TDZ warunkowato, w przypadku badanych janow-
cow, najlepszy efekt w postaci 100% tworzenia kultur pedowych, przy srednio 30 pedach
powstajacych z jednego eksplantatu (tab. 1). Uzyskany wynik niewatpliwie spowodowany
jest synergistyczna aktywnoscig obydwu stosowanych cytokinin.

Tab. 1. Wptyw regulatoréw wzrostu na tworzenie pgdéw bocznych w eksplantatach pgdowych Geni-
sta tinctoria.
Tab. 1. Effect of different growth regulator treatments on shoot proliferation in shoot tips of Genista

tinctoria.
Hos¢ eksplantatow | Ilosé, w eksplantacie, Hos¢ kultur Nos¢ pedow
- tworzgcych ped déw bocznych tworzgcych tworzacych
Regulatory wzrostu (umol | 1) b?)cyznepe ! p?ﬂuiszych n)i’i mikror?)éi,inki kalzilsy
(%) 3 mm (%) (%)
TAA (5,70) 3,0 1,0 £ 0,09 brak 100,0
TIAA (5,70) + BAP (2,22) 15,0 3,0£0,1 brak 100,0
IAA (5,70) + BAP (4,44) 19,0 8,2+04 brak 100,0
TIAA (5,70) + BAP (8,87) 21,0 7,4+0,5 brak 73,0
BAP (4,44) 22,0 8,6+£0,2 brak 5,0
TAA (5,70) + KIN (2,32) 2,0 1,0£0,1 brak 100,0
TAA (5,70) + KIN (4,65) 3,0 1,0 £ 0,08 brak 100,0
TAA (5,70) + KIN (9,29) 1,0 1,2+0,1 brak 100,0
KIN (4,65) 1,0 1,0 £ 0,09 brak 4,0
TAA (5,70) + ZEA (2,28) 3,0 1,6 £ 0,09 brak 100,0
TAA (5,70) + ZEA (4,56) 5,0 3,0£0,1 brak 100,0
TAA (5,70) + ZEA (9,12) 10,0 34+£0,2 brak 97,0
7ZEA (4,56) 4,0 2,7+0,1 brak 10,0
TAA (5,70) + 2iP (2,46) 34,0 106 +04° 11,0 54,0
IAA (5,70) + 2iP (4,92) 59,0 17,8+14° 34,0 19,0
IAA (5,70) + 2iP (9,84) 97,0 29,7+2,1° 68,0 4,0
2iP (4,92) 74,0 19,1 +13° 78,0 2,0
TAA (5,70) + 2iP (9,84) + TDZ (0,99) 100,0 31,0+2.8° 67,0 2,0
2iP (9,84) + TDZ (0,99) 100,0 30,8+24 91,0 brak
TDZ (0,99) 100,1 1,5+0,09 brak brak

Kultury pedowe prowadzono na stacjonarnych, modyfikowanych podlozach SH, przez okres 5 tygodni (natgze-
nie o$wietlenia - 88 + 8 umol m™ s™'; temperatura - 25 + 2°C).

Wartosci przedstawione w tabeli sa srednimi arytmetycznymi wynikéw pochodzacych z dziesigciu préb = S. D
a = fragmenty z miedzywe¢zlami.

Shoot cultures were grown on various modified solid SH media for 5 weeks (light intensity 88 + 8 umol m™ st
temperature - 25 £2°C ).

Each value represents the mean £ S.D. of ten samples; a = nodal segments.

Wydtuzanie pedow — I1 etap mikrorozmnaZania

W opisywanych powyzej warunkach wigkszos¢ powstajacych pedéw roslin z rodzaju Ge-
nista byta krétka (ponizej 1 cm) a tym samym trudna do izolacji i ukorzeniania. Powodem
tego zjawiska byto znaczne stezenie cytokinin w poszczegdlnych podtozach [23]. Préba obni-
zenia zawarto$ci wybranych cytokinin w pozywkach proliferacyjnych wiazata si¢ zawsze ze
zmniejszong czestoscia roznicowania inicjalnych eksplantatéw w kultury pedowe oraz
z wigkszym procentem fragmentow inicjalnych tworzacych tkanke przyranng (tab.1).
W zwiazku z tym zdecydowano si¢ na zastosowanie dwustopniowego systemu mikrorozmna-
zania. Pierwszy etap inicjalny obejmowal otrzymanie kultur ,,mikroroslinek”, ktére nastepnie
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przenoszono na $wieze podtoza SH, zmodyfikowane tak by uzyska¢ wydtuzenie poszczegdlnych
pedow w kulturach (IT etap mikrorozmnazania — tab. 2). W tym celu, w pozywkach SH zasta-
piono cytokininy stosowane na etapie proliferacji (2iP oraz TDZ) kwasem giberelinowym
(GA3) lub kwasem indolilo-3-mastowym (IBA). Testowano réwniez pozywki, w ktorych no-
we regulatory wzrostu stosowano wspoélnie z 2iP i TDZ (tab. 2).

Pomimo, ze GAj3; byt z powodzeniem wykorzystywany do elongacji primordiéw pedo-
wych roslin z rodziny Fabaceae [20], w przypadku rodzaju Genista jedynie nieliczne pedy
ulegty wydtuzeniu pod wptywem stosowanego regulatora wzrostu. Na podtozu SH z 2,89
umol 1" dodatkiem GA; tylko 14% inicjalnych kultur pedowych G. tinctoria reagowato pozy-
tywnie, na powyzszy regulator wzrostu, tworzac pedy wyraznie dluzsze niz w przypadku ho-
dowli ,,mikroro$linek”. Jednoczesnie, w opisywanym wariancie hodowlanym, jedynie 31%
powstatych pedéw byto dtuzszych od 1 cm (tab. 2). Podobnie niezadowalajace efekty uzyska-
no, gdy w pozywce, GAs stosowano wspoélnie z TDZ 1 2iP (tab. 2).

Tab. 2. Wptyw IBA oraz GA; na wydtuzanie peddw Genista tinctoria.
Tab. 2. Effect of IBA and GA; on shoot elongation of Genista tincroria.

Tlo$¢ pedow T0$¢ peddw Ilo$¢ pedow
4 ulegajacych ¢ pe dluzszych niz
Regulatory wzrostu (umol 1) .. w jednym

wydluzeniu cksplantacie 1cm
(%) P (%)
2iP (9,84) + TDZ (0,99) 7,0 327+29° 2,0
2iP (9,84) + TDZ (0,99) + IBA (4,92) 99,0 29,5+3,1° 57,0
2iP (9,84) + IBA (4,92) 98,0 208+24°" 59,0
IBA (4,92) 100,0 21,4+21 64,0
2iP (9,84) + TDZ (0,99) + GA; (2,89) 15,0 240+12° 27,0
2iP (9,84) + GA; (2,89) 12,0 27,6+19° 24,0
GA; (2,89) 14,0 197+ 10 31,0

Kultury pedowe prowadzono na stacjonarnych, modyfikowanych podiozach SH, przez okres 4 tygodni (natgze-
nie o$wietlenia - 88 + 8 pmol m™ s, temperatura 25 + 2°C). Warto$ci przedstawione w tabeli sa $rednimi aryt-
metycznymi wynikéw pochodzacych z dziesigciu préb + S. D.; b = kultury z mikropedami.

Shoot cultures were grown on various modified solid SH media for 4 weeks (light intensity 88.8 + umol m™ st
temperature - 25 * 2°C). Each value represents the mean + S.D. of ten samples; b = cultures with multiple
shoots.

Dobre rezultaty przyniosto natomiast stosowanie IBA, jako pojedynczej auksyny, badz
w kombinacji z cytokininami. W przeciwienstwie do kwasu indolilo-3-octowego (IAA), IBA
na danym etapie hodowli nie inicjowal powstawania kalusa oraz nie obnizat ilosci pedéw
utworzonych na pojedynczym eksplantacie (tab. 1 i 2). Zastosowanie pozywki SH pozbawio-
nej cytokinin i suplementowanej jedynie 4,92 umol 1" IBA spowodowato, ze 100% primor-
diéw pedowych G. tincroria ulegato wydtuzaniu, a w catej masie kultury otrzymano 64% pe-
déw o dtugosci wigkszej niz 1 cm i morfologii charakterystycznej dla rosliny macierzystej
(ryc. 2). Stworzylo to mozliwos¢ catkowitej rezygnacji z cytokinin (2iP i TDZ) na etapie
elongacji i znacznie obnizyto koszty dwustopniowego procesu mikrorozmnazania badanych
janowcow.

,-Mikroroslinki”, rozwinigte w dobrze wyksztatcone, dtugie pedy byly w tym wypadku ta-
twe do oddzielenia od biomasy podstawowej i pozostatych krétkich struktur primordialnych

(ryc. 2).
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Ryc. 2. Wydtuzanie kultur pedowych G. tinctoria na pozywce SH wzbogaconej 4,92 umol I IBA.
Fig. 2. Genista tinctoria shoot elongation on SH medium containing 4.92 umol I’ IBA.

Oszacowanie wydajnosci opracowanej metody mikrorozmnazania wydaje sie dosy¢ trud-
ne. Wynika to z faktu, ze w pierwszym etapie procesu, obejmujacego powstanie kultury ,,mi-
kroroslinek”, trudno byto policzy¢ rzeczywistg liczbe primordiéw pedowych na pojedynczym
fragmencie mikrokultury. Uwzgledniajac w obliczeniach jedynie drugi etap doswiadczenia
mozna powiedziec, ze w ciggu p6t roku, z pojedynczego eksplantatu, mozliwe byto otrzyma-
nie okoto 130 dobrze wyksztalconych pedéw, gotowych do ukorzeniania. Liczba ta ulegtaby
oczywiscie zwielokrotnieniu biorac pod uwage, ze na pozywce proliferacyjnej (I etap mikro-
rozmnazania), w optymalnych warunkach, z jednego eksplantatu otrzymywano okoto 30 pri-
mordiéw pedowych, dtuzszych niz 3 mm (mozliwych do doktadnego policzenia) oraz znacz-
nie mniejsze ,,mikroroslinki”.

Ukorzenianie i aklimatyzacja

Pedy poszczegblnych gatunkéw rodzaju Genista, otrzymane w wyniku II-stopniowej pro-
cedury mikrorozmnazania (dtuzsze niz 1 cm), przenoszono na swieze podtoze SH, wzbogaco-
ne wybranymi auksynami (IAA, IBA, NAA) lub pozbawione regulator6w wzrostu (tab.3).
Stuprocentowq ryzogeneze obserwowano juz na pozywce bez dodatku auksyn (SHy), ale
otrzymane korzenie bylty dlugie, nitkowate i nie tworzyly korzeni bocznych.

IBA, regulator wzrostu czgsto stosowany w procesie ukorzeniania roslin z rodziny Fabace-
ae [20] wraz ze wzrostem stezenia w pozywce zupelnie hamowat ryzogeneze pedéw G. tincto-
ria (tab. 3). Nielicznie powstajace korzenie wydawaty sie by¢ raczej efektem aktywnosci endo-
gennych regulatoréw wzrostu w biomasie niz rezultatem modyfikacji podtoza doswiadczalnego.

Podobnie jak kwas indolilo-3-mastowy (IBA) réwniez IAA wraz ze wzrostem stezenia
w podtozu hamowat ryzogeneze pedéw badanych janowcéw (tab. 3). Ponadto juz 2,85 pmol 1!
zawartos¢ IAA w pozywce powodowala, ze nielicznie powstajacym korzeniom towarzyszylty
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sferyczne, jasno-zielone struktury kalusowe. Zjawisko to bylo uprzednio szeroko opisywane
m. in. przez Pitta-Alvares i wsp. i dotyczylo kultur korzeni transformowanych, rosnacych
w pozywce z dodatkiem auksyn, w warunkach oswietlenia dziennego [14]. Na pozywce z do-
datkiem IAA obserwowano ponadto niskg przezywalnos¢ ukorzenionych pedoéw janowca bar-
wierskiego (z6tknigcie i gubienie lisci).

Sposroéd wszystkich przetestowanych auksyn jedynie niewielka ilos¢ (2,68 pmol ') NAA
(kwas naftylo-1-octowy) warunkowata, podobnie jak na pozywce bez regulatoréw wzrostu,
100% ryzogenezg eksplantatéw pedowych G. tinctoria (tab. 3). Powstate korzenie miaty jed-
nak ,.lepsza” morfologi¢ od utworzonych na podtozu SHy. Bylty krétsze, bardziej zwarte, ze
znaczng iloscia korzeni bocznych, bez towarzyszacej tkanki przyrannej. Ponadto, co najistot-
niejsze, ilos¢ powstajacych korzeni na jednym eksplantacie, byta w tym wypadku, znacznie
wigksza (okolo 13,2) niz w przypadku stosowania pozywki bez regulatoréw wzrostu (9,5 -
tab. 3). Z powyzszych wzgledéw, ostatecznie do ukorzeniania pgdéw roslin z rodzaju Genista
stosowano kazdorazowo podtoze SH z dodatkiem 2,68 pmol I"'NAA (ryc. 3).

Ryc. 3. Ukorzenianie pedéw G. tinctoria na pozywee SH wzbogaconej 2,68 umol I NAA.
Fig. 3. Rhizogenesis of G. tinctoria shoots on SH medium supplemented with 2.68 umol I NAA.

Ukorzenione, jednomiesigczne pedy przenoszono nastgpnie do wysterylizowanej mie-
szanki torfu z perlitem. W warunkach kontrolowanej wilgotnos$ci, temperatury i oswietlenia
(Materiaty i metody) obserwowano, w zaleznosci od gatunku, okoto 70-80% przezywalnos¢
inkubowanych roslinek. Po pétrocznej hodowli w gruncie wszystkie rosliny, pod wzglgdem
morfologicznym, byly toZzsame z gatunkami macierzystymi (ryc. 3).
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Analiza fitochemiczna badanych biomas roslinnych w zakresie frakcji flawonoidowych

W wyniku przeprowadzonych badan stwierdzono znaczne réznice, dotyczace akumulacji
zwiazkow flawonoidowych, w zielu roslin macierzystych, czgsciach nadziemnych roslin zre-
generowanych w wyniku mikrorozmnazania i w pedach namnozonych w warunkach in vitro
(tab. 4). Spostrzezenie to dotyczy wszystkich badanych gatunkéw. Czesci nadziemne zregene-
rowanych oraz macierzystych roslin gruntowych zawieraty proste flawony, pochodne luteoli-
ny i apigeniny oraz bogata frakcje izoflawonoidowa, zawierajaca pochodne genisteiny, dai-
dzeiny, formononetyny oraz biochaniny A. Réznice pomiedzy poszczegllnymi gatunkami
w zakresie produkcji flawonoidéw, podobnie jak akumulacje fitoestrogenéw w kulturach ka-
lusowych roslin z rodzaju Genista opisano szczegbétowo w rozdziale 6. Stwierdzono, migdzy
innymi, ze w wyniku hodowli in vitro biomas kalusowych wybranych janowcéw, otrzymano
materiat ro§linny rézniacy si¢ znacznie od roslin gruntowych w zakresie produkcji bioflawo-
noidéw. Podobna obserwacje poczyniono w przypadku kultur ,,mikroroslinek” opisanych
w niniejszym rozdziale. Niezaleznie od badanego gatunku, we wszystkich pedach namnozo-
nych in vitro, zaobserwowano zupetny zanik produkcji prostych flawonéw charakterystycz-
nych dla czesci nadziemnych roslin gruntowych. Rezultat ten jest wigc identyczny do zaob-
serwowanego uprzednio w kulturach kalusowych janowcéw (tab. 4; rozdz. 6). Uzyskane wy-
niki wskazywaty, ze zanik produkcji prostych flawonéw, w kalusach badanych gatunkéw,
moze by¢ rezultatem zmian statusu morfologicznego biomas in vitro w stosunku do ziela ro-
slin gruntowych (rozdz. 6). Z szeregu opracowan naukowych wiadomo, ze poziom wtérnych
metabolitow w roslinach zalezy bezposrednio od zr6znicowania morfologicznego tkanek.
Ttumaczy si¢ to faktem, ze do biosyntezy polaczen wtérnych niezbedny jest odpowiedni
uktad przestrzenny enzyméw i substratéw badz obecnos¢ wyspecjalizowanych organelli.
Tkanki o duzym stopniu zréznicowania zawieraja wtasnie takie specyficzne organelle badz
charakteryzujq si¢ wieksza agregacja komorek niz ma to miejsce w niezroznicowanej bioma-
sie kalusowej. Tym samym w wielu przypadkach zawieraja metabolity czesto nieobecne
w kalusie [4,13,16].

W opisywanym przypadku zar6wno hodowle ,,mikroroslinek™ (tab. 4) jak i biomasy kalu-
sowe janowcow (rozdz. 6) przestaly syntetyzowac proste flawony, co swiadczy, ze proces ten
jest bezposrednio zalezny od wprowadzenia roslin do kultur in vitro. Jednoczesnie wszystkie
hodowane w warunkach in virto biomasy produkowaty znacznie wigcej izoflawonoéw niz ro-
sliny macierzyste. W obrebie zwigzkoéw izoflawonowych, glikozydy i aglikony akumulowane
byly w wigkszych ilosciach w kalusach roslin z rodzaju Genista (rozdz. 6) niz w kulturach
pedowych (tab. 4). Przeciwnie, polaczenia estrowe (malonylo- i acetylogenistyna) wystepo-
waty w wyzszych stezeniach w pedach. Mozna wigc stwierdzi¢, ze biosynteza tych zwiazkéw
jest bezposrednio zalezna od stopnia organogenezy namnazanych tkanek. O ile produkcja
aglikonéw i glikozydéw isoflawonowych wydawata si¢ by¢ odwrotnie proporcjonalna do
stopnia dyferencjacji badanych biomas, to w przypadku potaczen estrowych obserwowano
zaleznos$¢ wprost proporcjonalng. W roslinach zregenerowanych zar6wno flawony jak i izo-
flawony oznaczano na poziomach poréwnywalnych z roslinami macierzystymi (tab. 4).
Swiadczy to, ze do biosyntezy flawonéw, w gatunkach z rodzaju Genista, niezbedny jest sta-
tus hormonalny wiasciwy dla roslin nienaruszonych, rosnacych w gruncie. Hodowla samych
pedow, bez systemu korzeniowego, hamowata akumulacje omawianych zwiazkow.
Z biotechnologicznego punktu widzenia jest to efekt bardzo korzystny, jako ze pedy in vitro,
podobnie jak uprzednio namnozone kalusy roslin z rodzaju Genista, staty si¢ wybidrczym,
bogatym zrédtem izoflawonow o okreslonej aktywnosci fitoestrogennej [15]. Przyktadowo,
w pedach G. tinctoria, genistyna, bedaca gtéwnym sktadnikiem frakcji izoflawonoidowej,
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wystepowata w ilosci 3281,4 mg/100 g suchej masy, co stanowi prawie trzykrotna zawarto$¢
okreslong dla tego zwiazku w zielu rosliny gruntowej (1454,2 mg /100 suchej masy — tab. 4).

Podsumowujac, w wyniku przeprowadzonych badan, opracowano efektywny sposéb mi-
krorozmnazania roslin z rodzaju Genista. W przeciwienstwie do opisanego dla G. monosper-
ma mikrorozmnazania na drodze somatycznej embriogenezy jest to metoda prosta, dostarcza-
jaca, dodatkowo w warunkach in vitro, materiatu biologicznego bogatego w farmakologicznie
aktywne fitoestrogeny. Zregenerowane rosliny nie réznily si¢ morfologicznie od gatunkéw
macierzystych, zachowujac zblizony profil biosyntezy zwiazkéw flawonoidowych, co wska-
zuje na skuteczno$¢ przedstawionego powyzej sposobu mikrorozmnazania. Zwazywszy na
fakt, ze badane wolno rosnace gatunki sa, z uwagi na znaczna zawartosc¢ fitoestrogendéw, cen-
ne z medycznego punktu widzenia, opisywana metoda moze by¢ szerzej wykorzystana do
produkcji biomasy bedacej zrodtem pochodnych genisteiny i daidzeiny z przeznaczeniem dla
przemystu farmaceutycznego.

Postuzenie si¢ dwustopniowym systemem mikrorozmnazania z fragmentéw pedéw umoz-
liwito otrzymanie, na pierwszym etapie badan, bardzo duzej ilosci struktur primordialnych,
ktore nastgpnie efektywnie wydtuzano w drugiej fazie. Zastosowanie szeregu modyfikacji
podtoza SH ze zmiennymi regulatorami wzrostu pozwolito na okreslenie roli poszczegdlnych
auksyn i cytokinin na r6znych etapach mikrorozmnazania roslin z rodzaju Genista. W rezulta-
cie, po raz pierwszy, ustalono pozytywny wptyw na indukcj¢ pedoéw roslin z rodzaju Genista
dwoch skojarzonych cytokinin: 2iP i TDZ. By¢ moze przedstawiony protok6t mikrorozmna-
zania okaze sie efektywny réwniez dla innych gatunkéw z rodziny Fabaceae.

Zgodnie z celem pracy otrzymanie pedow in vitro roslin z rodzaju Genista pozwolito po-
znac¢ role procesu morfogenezy w biosyntezie izoflawonéw (aglikonéw, glikozydéw oraz es-
trow) w warunkach in vitro. Pedy in vitro janowcow, podobnie jak wczesniej otrzymane bio-
masy kalusowe, moga postuzy¢ jako uktady modelowe do badan szlakéw metabolicznych
prowadzacych do powstawania fitoestrogenow.

Tab. 3. Wptyw auksyn na ukorzenianie pedow Genista tinctoria w warunkach in vitro.
Tab. 3. Effect of auxins on in vitro rooting of Genista tinctoria shoots.

Rodzaj auksyny Stei(e;llis(slll-lf)s ymy tworIzl?(l)j)é’fEleig:Vzenie Tlos¢ l;ﬁ:;f:lil t‘: cji(;dnym
brak - 1(()(;,)0 0,5+0,1
NAA X 1000 32105
s %0 LrE00
IAA e B 70T

Kultury in vitro prowadzono na stacjonarnych, modyfikowanych podtozach SH przez okres 5 tygodni (natgzenie
o$wietlenia - 88 + 8 umol m? s'; temperatura 25 + 2°C).

Wartosci przedstawione w tabeli sg $rednimi arytmetycznymi wynikéw pochodzacych z dziesigciu préb £ S.D.
The cultures were grown on various modified solid SH media for 5 weeks (light intensity 88 + 8 umol m* s7;
temperature - 25 £2°C). Each value represents the mean + S.D. of ten samples.



Tab. 4. Analiza ilosciowa flawonéw i izoflawondw w zielu i kulturach pgdowych szeregu gatunkdw z rodzaju Genista (stgzenie flawonoidéw w mg/100 g suchego ma-
terialu roslinnego).
Tab. 4. Quantitative analysis of major flavones and isoflavones in herb and shoot cultures of several Genista species (flavonoid content in mg per 100 g DW

plant material).
7-O- 7-0- 7-0- 7-O-
Material roslinny diglukozyd s’glukozyd Daidzina | glukozyd | glukozyd | Genistyna Malf)nyl() Act.etylo- thldze- Sisotry- Ge.nl - Ll.lteo-
s 2’-hydroksy Lo . genistyna | genistyna ina na steina lina
genisteiny L apigeniny | luteoliny
genisteiny
gljlfrftlérzja 437,9440,1 | 420,6+0,11 |42,840,21]169,640,15|1097,0+0,1 1454,240,11(303,740,91| 68,3+0,19 | 0,3£0,01 | 1,4+0,08 | 32,740,13 |5,4+0,07
tglec,;losr?; Pedy in vitro 858,540,91 | 374,3+0,27 [74,840,12 - - 3281,440,9 |528,240,72(114,0£0,25) 3,1740,19 - 61,840,24 -
Roslina 397,240,24 | 417,3+£0,19 (38,2+0,42 [ 154,8+0,21|997,0£0,19 | 1405,1+0,24|342,440,54| 72,34£0,31 | 0,240,01 2,240,1 33,240,21 |4,440,19
zregenerowana
gljlfr?tlérzsa 528,740,18 | 21,740,17 |47,3£0,29| 13,14£0,05 | 52,5+0,05 [1058,240,21(405,240,19|215,940,38| 3,14£0,19 | 1,4+0,09 [1633,60,1 -
g;z;f:l?s Pedy in vitro | 1002,3£0,34 | 22,2+0,4 [67,540,17 - - 2372,340,7 | 498,3+£0,3 |274,140,24| 4,8+0,15 | 2,340,12 |153,240,15 -
Roslina 514,240,2 23,0+0,14 [48,240,36| 5,9 £0,09 | 47,640,13 |1101,8+0,31]441,640,41(232,7+0,28| 3,0+0,09 1,3+0,1 989,2+1,4 -
zregenerowana
. Roslina 102,540,11 | 198,240,08 |10,4+0,25 (488,1+0,12]571,240,19( 217,840,09 | 533,1£0,2 |315,74£0,32| 1,140,1 1,4+0,07 |711,740,44 -
Genista gruntowa
germani- | Pedy in vitro 217,640,24 | 47,3+£0,14 [31,240,15 - - 2437,140,11|731,640,15 [412,580,48| 7,4+0,18 | 5,640,11 |427,2+40,38 -
ca Roslina 98,240,17 | 205,34£0,09 |10,140,34 |477,3£0,18|564,6+1,24 | 248,3+0,24 (528,2+0,23|321,340,17| 1,540,09 | 2,0+0,19 |704,5+0,35 -
zregenerowana
gljlfr?tlérzsa 278,040,08 | 458,5+0,09 (41,940,28 | 34,940,19 | 46,540,15 | 1194,10,1 |137,440,31| 54,640,16 | 3,540,1 | 440,6£0,09 | 38,8+0,11 |2,1+0,09
?;‘ZE;:Z Pedy in vitro 347,540,11 | 781,0+0,15 [46,7+0,21 - - 1298,1+0,1 |498,640,21| 77,240,24 | 5,840,14 | 41,3+0,11 | 94,740,21 -
Roslina 242.340,19 | 432,3+0,16 (39,640,19 | 35,240,14 | 48,240,20 (1104,5£0,19|202,740,34| 49,740,13 | 3,1+0,11 | 351,540,2 | 30,5+0,22 | 1,8+0,4
Zregenerowana
. Roslina 64,240,12 | 123,3£0,24 | 11,240,09 - 6,140,08 | 845,240,19 | 42,740,01 | 1,240,09 | 2,120,04 | 0,540,07 | 3,2+0,09 -
Genista gruntowa
aethnen- Pedy in vitro 153,840,21 | 75,440,18 |27,840,14 - - 1234,4+0,21]170,740,11[ 2,740,08 | 5,3+0,03 - 34,040,2 -
S Roslina 71,240,18 | 119,240,11 |12,040,13 - 2,940,07 | 838,840,24 | 58,3+0,09 | 1,840,1 | 2,240,07 | 0,1+0,01 | 4,5£0,18 -
Zregenerowana
Genista gljlfrftlérzja 13,140,01 96,0+0,22 (27,840,13 | 14,1£0,17 - 74,640,16 | 28,1+£0,14 | 6,840,25 | 3,140,09 - 0,9+0,04 -
nonsll(;;s- Pedy in vitro 21,4+0,09 87,6+0,15 [41,3+0,20 - - 834,440,24 | 75,940,22 | 17,440,19 | 11,241,1 - 7,8+0,09 -
-sulana Roslina 14,440,02 92,240,21 [25,540,15| 10,240,09 - 453,540,18 | 27,32£0,19 | 7,0£0,11 | 4,0£0,08 - 1,240,01 -
Zregenerowana

Wartosci przedstawione w tabeli sa Srednimi arytmetycznymi wynikéw uzyskanych z pigciu préb £5.D./ Each value represents the mean £ S.D. of five samples.
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8. WPLYW REGQLATOROW WZROSTU NAAKUMULACJE
IZOFLAWONOW W KULTURACH KALUSOWYCH
GENISTA TINCTORIA

Wstep

Badania doswiadczalne z zakresu inicjalnych kultur kalusowych, wybranych 6 gatunkéw
z rodzaju Genista wykazaly, ze wszystkie otrzymane biomasy zdolne sa do akumulacji wyso-
kich stezen zwiazkOw izoflawonoidowych, znacznie przewyzszajac w tym wzgledzie rosliny
macierzyste (rozdz. 6). Jednoczesnie blokada, w kalusach janowcOw, biosyntezy prostych
flawonéw (rozdz. 6) oraz toksycznych alkaloidow chinolizydynowych (rozdz. 14) czyni
z omawianych kultur doskonaty material wyjsciowy do otrzymania, w hodowlach in vitro,
roslinnych systeméw, z przeznaczeniem do produkcji znacznych ilosci fitoestrogendéw pocho-
dzenia izoflawonoidowego. W obrebie kultur kalusowych roslin z rodzaju Genista, biomasy
janowca barwierskiego charakteryzowaty si¢ najwyzsza zawartoscia izoflawonéw (6586,5 mg
/100 g suchej masy), przewyzszajac nawet 6-krotnie stezenia omawianych metabolitéw w ka-
lusach pozostatych gatunkéw (rozdz. 6). Z tego wzgledu oraz z uwagi na fakt, ze kalusy G.
tinctoria wyrOznialy si¢ znaczna juwenilnoscia oraz intensywnym przyrostem (ryc.1 — rozdz. 6)
postanowiono dalsze doswiadczenia nad akumulacja izoflawonéw w kulturach in vitro
zawezi¢ wiasnie do powyzszego gatunku.

Jak juz wspomniano, opisane w rozdziale 6 doswiadczenia miaty charakter wstepny, a ich
celem byto okreslenie potencjatu kultur in vitro janowcéw do produkcji potaczen izoflawono-
idowych. Wtasciwe eksperymenty biotechnologiczne zmierzajace do opracowania wysoko
wydajnych hodowli ros$linnych, zdolnych do produkcji znacznych stgzen fitoestrogenow
w warunkach in vitro, postanowiono przeprowadzi¢ w oparciu o kultury wytrzasane, w tym
réwniez zawiesiny rozproszonych komorek. Jak wynika z danych literaturowych, ptynne kul-
tury zawiesinowe, w przeciwienstwie do hodowli stacjonarnych kaluséw, charakteryzuja sig
wigksza stabilnoscig genetyczna (nizszy procent zmiennosci somaklonalnej) [7,38,41,42].
Ponadto umozliwiaja one peing kontrole eksperymentéw biotechnologicznych tak na pozio-
mie wzrostu biomas jak i réwniez w zakresie akumulacji wtérnych metabolitéw
[1,7,13,20,27,38,41,42,54].

Eksperymenty opisywane w niniejszym rozdziale obejmowaly przygotowanie biomas ka-
lusowych janowca barwierskiego oraz pozywek hodowlanych do doswiadczen na poziomie
kultur zawiesinowych.

Kalusy G. tinctoria otrzymane na etapie inicjalnym charakteryzowaly si¢ zwarta, ,.kalafio-
rowaty” struktura (rozdz. 6), trudng do zdyspergowania w pozywce ptynnej [7]. Optymalne
inoculum hodowlane, stanowiace puszysta biomase kalusowa, ztozong z agregatéw luzno
potaczonych komérek parenchymatycznych [7,27,42] postanowiono uzyska¢ poprzez mody-
fikacje pozywki wzrostowej w zakresie regulatoréw wzrostu [2,7,20,24,27,45,47,50,52]. Jed-
noczes$nie omawiany etap doswiadczen miat doprowadzi¢ do optymalizacji podtoza hodowla-
nego, warunkujacego maksymalny przyrost badanej biomasy wraz ze znaczna akumulacja
potaczen izoflawonoidowych.

Z danych literaturowych wynika, ze rodzaj oraz stgzenie regulatorOw wzrostu wptywaja
istotnie na przyrost, strukturg¢ oraz ewentualng redyferencjacj¢ biomas roslinnych w hodowlach
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in vitro [7,27,47]. Stwierdzono ponadto, ze poszczegdlne auksyny oraz cytokininy mogg
w znacznym stopniu regulowa¢ biosynteze wtérnych metabolitéw w kulturach tkankowych
[7-10,13,14,16-18,20,21,25-27,30,32,33,35-37,39,43,45,52,53,55]. Og6lnie ujmujac, zagad-
nienie wptywu regulatoréw wzrostu na wtorny metabolizm tkankowy jest stosunkowo stabo
poznane [43]. Z doswiadczen dotyczacych akumulacji substancji biologicznie aktywnych
w kulturach in vitro roslin wyzszych wynika, ze fitohormony moga stwarza¢ korzystne, dla
produkcji i magazynowania metabolitéw wtérnych, warunki histologiczne (wptyw na organo-
genezg) oraz cytologiczne (zwigkszenie zdolnosci akumulacyjnych wakuoli) [2,9,10,
17,18,21,24,33,35,36,45,47,52,53,55]. Ponadto sa one odpowiedzialne za blokowanie enzy-
méw badz ich kompleksoéw, bioracych udziat w powstawaniu szeregu zwiazkéw o charakte-
rze prekursorOw badz metabolitow koncowych (antocyjany oraz flawonoidy) [8,14,20,
25,26,30,43].

Badania odnosnie wptywu auksyn oraz cytokinin na biosynteze¢ izoflawondw sg stosun-
kowo fragmentaryczne. Tylko nieliczne prace, dotyczace hodowli in vitro roslin z rodziny
Fabaceae, poswigcone sg roli fitohormonéw w procesie akumulacji potaczen izoflawonoido-
wych [4,6,11,12,15,19]. Omawiane badania wskazuja jednak, ze zar6wno cytokininy, jak
i auksyny moga w sposéb istotny regulowaé produkcje izoflawonéw w warunkach in vitro
oraz wptywac na przyrost i strukture namnazanych roslin motylkowych [12,15,19].

Z uwagi na powyzsze, optymalizacje warunkéw hodowlanych, umozliwiajacych otrzyma-
nie biomas G. tinctoria o puszystej strukturze i znacznym potencjale do produkcji izoflawo-
néw, postanowiono przeprowadzi¢ wtasnie w oparciu o modyfikacj¢ podstawowego podtoza
wzrostowego (pozywka Schenk-Hildebrandt’a) w zakresie regulatoréw wzrostu z klasy auk-
syn oraz cytokinin. W prezentowanych doswiadczeniach przetestowano 17 r6znych fitohor-
mondéw, stosowanych w kulturach in vitro roslin wyzszych [2,7,20,30,41]. Wszystkie regula-
tory wzrostu dodawano do pozywek w dwéch skrajnych stezeniach (0,5 mg 1" i 5,0 mg 1™).
Stosowana procedura doswiadczalna umozliwita ustalenie wptywu rodzaju oraz stezenia fito-
hormonéw na wzrost kaluséw G. tinctoria oraz produkcje izoflawonéw w namnazanych bio-
masach. Szereg sposrdd analizowanych cytokinin oraz auksyn przetestowano, po raz pierw-
szy, pod katem ewentualnego wptywu na akumulacje okreslonych wtérnych metabolitow,
w kulturach in vitro roslin wyzszych.

Materialy i metody

Material roslinny

Eksperymenty majace na celu przygotowanie biomas G. tinctoria do doswiadczen w wa-
runkach hodowli zawiesinowych prowadzono w oparciu o juwenilne kultury kalusowe ja-
nowca barwierskiego, namnazane na stacjonarnej pozywce Schenk-Hildebrandta®a (SH) [44],
zawierajacej 22,6 pmol 1" kwasu 2.4-dichlorofenoksyoctowego (2,4-D), 23,2 umol I kinety-
ny oraz 3% (w/v) sacharozy (rozdz. 6).

Podloza doswiadczane oraz warunki hodowlane stosowane do prowadzenia
kultur kalusowych G. tinctoria

Wplyw cytokinin na akumulacj¢ izoflawonéw w kalusach janowca barwierskiego oraz
przyrost biomas badanego gatunku okreslano wprowadzajac, do podstawowego podtoza SH,
zawierajacego 2,4-D (0,5 lub 5,0 mg 1), kolejno: zeatyne (ZEA), kinetyne (KIN), 6- benzy-
loaminopuryng (BAP), 6-{y-y-dimetyloallilo}-aminopuryne (2iP), N-(2-chloro-4-pirydylo)-
N*-fenylomocznik (4-CPPU), 1,3-difluoromocznik (1,3-DFM) oraz 1-fenylo-3-(1,2,3,-
tiazolo-5-yl)mocznik /tidiazuron/ (TDZ). Wymienione cytokininy dodawano do podstawowe;]
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pozywki SH w dwéch skrajnych stezeniach, wynoszacych 0,5 lub 5,0 mg 1. W opisywanej
serii dos$wiadczen proby kontrolne stanowity biomasy G. tinctoria namnazane na pozywce
SH, zawierajacej jedynie 0,5 badz 5,0 mg 1" 2,4-D (odpowiednio dla modyfikacji z 5,0 lub 0,5
mg 1" dodatkiem cytokininy — tab. 1 - 4).

W celu okreslenia wpltywu auksyn na akumulacje izoflawonéw w kalusach janowca bar-
wierskiego oraz na przyrost badanych biomas, podstawowe podtoze hodowlane SH, zawiera-
jace kinetyng (0,5 lub 5,0 mg 1™ suplementowano stosujac wymiennie nastepujace regulatory
wzrostu: kwas 2,4-dichlorofenoksyoctowy (2,4-D), kwas naftylo-1-octowy (NAA), kwas in-
dolilo-3-mastowy (IBA), kwas indolilo-3-propionowy (IPA), kwas indolilo-3-octowy (IAA),
kwas p-chlorofenoksyoctowy (4-CPA), pikloram (PICL), kwas B-naftoksyoctowy (B-NOA),
kwas 2.4,5-trichlorofenoksyoctowy (2,4,5-T) oraz kwas 2,3,5-trijodobenzoesowy (TIBA).
Powyzsze auksyny, podobnie jak w przypadku doswiadczen ze zmiennymi cytokininami,
dodawano do podstawowej pozywki SH w dwdch skrajnych stezeniach, wynoszacych 0,5 lub
5,0 mg I"". Prébe kontrolng dla serii biomas namnazanych na pozywkach z 5,0 mg 1" dodat-
kiem wybranej auksyny stanowito podloze SH, zawierajace jedynie 0,5 mg 1" kinetyny.

Podobnie, w przypadku kaluséw kultywowanych na pozywkach suplementowanych 0,5
mg 1" zmiennej auksyny, kontrolg byto podtoze SH z dodatkiem 5,0 mg 1" kinetyny (tab. 1 - 4).

Wiszystkie 38 modyfikacji hodowlanych otrzymano na bazie podtozy SH [44], zawieraja-
cych 3% (w/v) sacharozy i zestalonych agarem (0,7% w/v). Regulatory wzrostu o charakterze
substancji termolabilnych (IAA, TIBA, ZEA, 2iP, 4-CPPU, 1,3-DFM i TDZ) [2,40] dodawa-
no, do wczesniej wyjatlowionych w autoklawie pozywek, metoda jatowego saczenia (filtry
Schleicher & Schuell, FP 3070, 2 CA-S, 0,2 um). Pozostate fitohormony sterylizowano w au-
toklawie, po uprzednim rozpuszczeniu w podtozach eksperymentalnych [2,40].

W celu otrzymanie szybkorosnacych kultur kalusowych, akumulujacych wysokie stezenia
izoflawonéw, kazdorazowo, okoto 300 mg $§wiezych biomas inicjalnych przenoszono asep-
tycznie do stoiczkéw hodowlanych, zawierajacych okoto 25 ml pozywki eksperymentalne;j.
Kultury kalusowe prowadzono w pojemnikach szklanych z przezroczysta polipropylenowa
nakretka (baby food jars — ,,Sigma”), w fitotronie, w warunkach o$wietlenia ciaglego o nate-
zeniu 88 + 8 umol m?s’ (lampy jarzeniowe Philips TLD 35W x 3), w temp. 25 + 2 °C, przez
okres 4 tygodni.

Przyrost kalusow G. tinctoria, kultywowanych na poszczeg6lnych podtozach hodowla-
nych, kontrolowano po 4-tygodniowym okresie wzrostu, przez oznaczenie wspotczynnika
przyrostu badanego materiatu biologicznego (W,), wedtug wzoru podanego przez Kleina
[49]. Obliczone wskazniki przyrostu sa srednimi arytmetycznymi, uzyskanymi z pomiarow
pochodzacych z pigtnastu pojemnikéw hodowlanych, zawierajacych biomasy kultywowane
na pozywkach SH, modyfikowanych regulatorami wzrostu.

Zebrane biomasy kalusowe janowca barwierskiego suszono przez 48 h, do statej masy, na
drodze liofilizacji (préznia 1 x 10~ mbar wytworzona przez liofilizator LYOVAC GT2 firmy
FIN-AQUA SANTASALO-SOHLBERG Co - Finlandia). Wysuszone surowce roslinne prze-
znaczono do badan chromatograficznych na zawartos¢ izoflawonow.

Jakosciowa oraz ilosciowgq analiz¢ frakcji izoflawonoidowych, wystepujacych w kalusach
G. tintoria przeprowadzono technika HPL.C, wedlug procedury opisanej szczegétowo w rozdzia-
le 6. Uzyskane stezenia poszczegOlnych izoflawonéw sa srednimi arytmetycznymi, pochodzacymi
z analiz pigtnastu probek biomas kalusowych, namnozonych na poszczegdlnych pozywkach,
modyfikowanych regulatorami wzrostu z klasy auksyn i cytokinin (tab. 1-4, ryc. 1-21).



Tab. 1. Wptyw okreslonych auksyn dodanych w ilosci 5,0 mg "' na biosynteze izoflawonéw w kalusie Genista tinctoria.*
Tab. 1. The effect of the various auxins added in the amount of 5.0 mg I on the biosynthesis of isoflavones in Genista tinctoria callus.*

. 7-0-glukozyd
genisteina genistyna 7-0-diglukozyd 2'-h§dr0ks))"- daidzeina daidzina malonylo- acetylo- o suma
genisteiny genisteiny genistyna genistyna izoflawonow
24-D  |147,51 + 6,56] 3018,09 + 196,42| 1523,63 + 86,25[1468,49 + 83,61] 8,1 + 0,5[114,01 + 7,6/153,54 + 8,78 29 = 0,21] 643626 + 389,35
NAA 96,57 + 543 1576,1 + 103,04] 984,51 + 51,54| 438,29 = 24,38 7,11 + 0,41|110,01 = 11,36] 19,56 + 57| 1431 + 0,61 324644 =+ 201,65
IBA 80,53 + 4.46] 1551,61 + 73,62] 780,31 + 45,27 209,07 + 13,84| 14,47 + 0,76] 82,42 + 4,.85[ 19,61 + 0,92| 30,39 + 1,89] 276842 + 143,71
IPA 5441 £ 221] 30949 + 19,61| 15571 + 1145] 6146+ 3,24 577 + 0,36 75+ 06 21,56 £ 1,62 607 = 0,33 621,97 + 39,22
TAA 48,33 £ 7,26) 142375 + 61,92| 67043 + 38,1] 282,01 + 15,42{ 10,03 + 0,54{121,89 + 7,53] 2947 + 1,22 23,09 + 1,58 260899 =+ 132,62
4-CPA | 59,11 + 289 62244 + 44,52] 95,06+ 471 6508+ 1,86] 692 = 0,35 34,19+ 195 1424 =+ 1,11] 1626 + 0,51 91329 + 57,53
PICL 14,53 + 1,32] 620,51 + 38,03] 156,51 + 10,89 47,89+ 33| 3,55+ 0,27) 3439+ 126 194 + 1,18 434 + 044] 901,12 + 56,26
B-NOA [2928 + 1,51] 12946 + 69,82 6157+ 3522| 178,15+ 8,85 4,28 + 0,16/102,69 + 4,67| 49,63 + 2,55 2444 + 1,06) 229877 + 123,12
24,5-T | 21,33 +  0,84] 1066,29 + 50,7 190,36 + 1242| 62,48 + 3,97 1,87 + 0 2474 + 149 37,11 + 132| 9,66 + 042] 141384 + 70,25
TIBA 75,57 £ 444 1256,81 + 7547 786,94 + 43)7| 355,71 = 23,15 14,7 + 0,85[167,72 =+ 9,68| 63,59 + 4,13| 62,03 + 4,05 2783,08 =+ 164,85
0 18,72 + 0,73] 72191 + 32,32] 503,07 £ 30,57] 171,05 £ 9,17] 1,86 £ 0,06 31,25+ 1,6 24,66 + 1.44| 13,53 + 0,7] 1486,05 + 76,03

*Wszystkie hodowle prowadzono na modyfikowanych stacjonarnych podtozach SH z dodatkiem 0,5 mg 17 kmetyny Poszczegdlne warto$ci sa Srednimi arytmetycznymi,
pochodzacymi z 15 pomiaréw * S. D./ All cultures used modified stationary SH media supplemented with 0.5 mg I kinetin. The respective values are arithmetic averages
Jor 15 measurements £ 8. D.

Tab. 2. Wptyw okreslonych auksyn dodanych w ilosci 0,5 mg "' na biosynteze izoflawonéw w kalusie Genista tinctoria.*
Tab. 2. The effect of the various auxins added in the amount of 0.5 mg I on the biosynthesis of isoflavones in Genista tinctoria callus.*

7-0-diglukozyd 7-0-glukozyd malonylo- acetylo-
genisteina genistyna o 2'-hydroksy- daidzeina daidzina . . suma izoflawonéw

genisteiny genisteiny genistyna genistyna
24-D | 1412+ 927| 54224 £ 29,7) 35598 = 18,74 56,47 £ 2,74[1121 + 0,52 21,27 £ 1,01{51,35 £ 284| 1141 + 0,61 [ 1191,13 £ 65,09
NAA [10532+ 6,81 476,86 + 26,52| 281,48 + 13,68 43,19 =+ 235] 9,19 + 0,54] 1723 + 0,89]2387 £ 14[10,22 + 0,66 | 967,36 + 6524
IBA 83,68+ 5,6 367,09 £ 20,6 14562 £+ 743 7146 £ 456 62 + 026 1741 £ 0,81{22,05 £ 1,11] 17,09 + 0,76 | 739,61 =+ 40,98
IPA 15744+ 7,73] 35744 + 20,75] 22249 + 981] 71,09 + 327 7.0+ 04 124 + 0,74/67,71 £ 3,66|17,54 £ 0,6 | 913,09 * 46,72
TIAA 10596+ 6,27 497,0 £ 24,58) 359,17 £ 1844 5422 £ 2,61 7,01 + 0,35 952 + 0,61{2635 £ 142]| 0,24 + 0,04 | 105946 £ 53,88
4-CPA| 34,68+ 1,99] 363,07 £ 2247 82,7 £ 3,66] 47,02 £ 3,16] 326 + 0,16] 2041 £ 1,3|11,37 £ 1,38| 1148 + 1,75 | 57397 + 2444
PICL. | 1326+ 1,17| 289,34 £ 11,64] 146,36 * 6,2 38,53 £ 1,84 2,77 £ 0,12] 11,12 £ 0,41] 18,0+ 1,06] 9,15 £ 09| 528,53 + 17,93
B-NOA| 18,1+ 1,07) 94536 + 58,6] 596,1 £ 28,57| 66,64 £ 3,51 1,71 £ 0,13] 28,53 £ 1,55/39,08 + 2,06] 7,02 £ 0,39 ]1702,53 + 95,74
24,5-T| 15,56+ 1,09] 27191 £ 16,67 161,18 £ 927 21,31 £ 093] 1,34 + 0,06] 1841 £ 0,75 553 £ 0,17] 4,65 + 0,15]| 49991 £ 28,8
TIBA 265,49 £ 18,24|5528,69 + 304,48|2441,65 £ 95,94[1569,54 + 98,11|61,17 = 3,81|551,21 £ 39,17(42,25 + 2,51| 14,23 + 1,04 [10474,23 + 561,24
0 150,5+ 7,19] 613,84 + 2599 479,89 + 23,02] 77,76 + 3,2]12,53 £ 0,72] 4948 + 2,05 53,1 £ 3,0[1558 £ 1,59 [1452,68 =+ 66,37

* Wszystkie hodowle prowadzono na modyfikowanych stacjonamych podfozach SH z dodatkiem 5,0 mg 1™ kinetyny. Poszczegdlne wartosci sa $tednimi arytmetycznymi, pochodzacymi
z 15 pomiaréw + S.D./ All cultures used modified stationary SH media supplemented with 5.0 mg I kinetin. The respective values are arithmetic averages for 15 measurements + S.D.




Tab. 3. Wptyw okreslonych cytokinin dodanych w ilosci 5,0 mg 1" na biosyntezg izoflawonéw w kalusie Genista tinctoria.*
Tab. 3. The effect of the various cytokinins added in the amount of 5.0 mg I on the biosynthesis of isoflavones in Genista tinctoria callus.*

. 7-0-glukozyd
genisteina genistyna 7-0-diglukozyd 2'-h§'dr0ks))"- daidzeina daidzina malonylo- acetylo- suma izoflawonéw
genisteiny genisteiny genistyna genistyna

KIN 141,2 + 9,27| 542,24 £+ 297 35598 + 18,74 5647 + 274 11,21 + 0,52| 21,27+ 1,01| 51,35+ 2,84| 11,41 + 0,61 | 1191,13 + 65,09
7ZEA 58,54 + 2,36| 536,65 £+ 32.84| 195,01 + 12,35 21,62 + 0,87 9,03 + 0,52 2,15+ 0,07 22,66 £ 1,01| 9,71+ 0,56 85537 + 504
BAP 201,3 + 12,08|1170,12 = 74,82 547,38 + 30,25| 64,52 £+ 32| 26,67 + 1,35 55,14 + 8,53| 3748 + 21 194+ 0,77 | 2122,01 £ 132,58
2iP 116,01 £ 6,85 607,39 + 39,53| 405,81 £ 2261 4482 + 23| 1429 + 0,72 1797+ 1,09 29,84 + 1,52| 921+ 045 | 124535 + 74289
4-CPPU 120,92 £ 7,89| 509,11 + 34.87| 374,58 £ 2422 94,55 + 4.85| 1591 + 1,15 19,24 + 1,35| 18,56 + 1,18| 10,93 + 0,58 [ 1163,81 + 75,64
1,3-DFM | 40,15 + 22| 34253 + 22,1 347 + 222| 21,67 + 124 4,81 + 0,31 891+ 0,51 1443+ 0,6/ 621+ 032 | 47341 + 294
TDZ 119,09 £ 7.84| 965,72 + 6044| 661,21 £ 37,18 50,09 + 289 21,13 + 1,16] 16,59 + 091| 314+ 1,72 140+ 0,76 | 187923 + 112,56
0 110,89 £ 7,05 540,29 £ 29,59 308,6 £ 19,64 40,37 + 245 6,9 = 0,35 16,25+ 1,07] 36,63+ 2,17] 1693 £ 0,86 | 1076,85 + 62,65

* Wszystkie hodowle prowadzono na modyfikowanych stacjonarnych podiozach SH z dodatkiem 0,5 mg I'' 2,4-D. Poszczeg6lne wartosci sa $rednimi arytmetycznymi, po-
chodzacymi z 15 pomiaréw £ S. D.

* All cultures used modified stationary SH media supplemented with 0.5 mg I 2,4-D. The respective values are arithmetic averages for 15 measurements + S.D.*

Tab. 4. Wptyw okreslonych cytokinin dodanych w ilosci 0,5 mg 1" na biosynteze izoflawonéw w kalusie Genista tinctoria.*
Tab. 4. The effect of the various cytokinins added in the amount of 5.0 mg I on the biosynthesis of isoflavones in Genista tinctoria callus.*

7-0-diglukozyd 7-0-glukozyd malonylo- acetylo-
genisteina genistyna o 2'-hydroksy- daidzeina daidzina . . suma izoflawonéw

genisteiny genisteiny genistyna genistyna
KIN 147,51 £ 6,56/ 3018,09 £ 196,42| 1523,63 £ 86,25 1468,49 + 83,61| 8,1+ 0,5/11401 £ 7,6/ 153,54 + 8,78 2,9+ 0,21 | 643626 + 389,35
ZEA 73 £ 0,38] 752,37+ 34,14] 250,78 £ 13,31 30,06+ 1,54] 0,32+ 0,02] 3,58+ 0,21 2924 + 2| 522+ 03]107887 + 51,77
BAP 93,9 £+ 4,57/2155,96 + 123,06 613,19 + 38,47] 155,19+ 8,79] 9,15+ 0,67[180,72 + 12,21| 54,61 £ 2,58 20,3+ 1,27 [ 3283,02 + 190,5
2iP 51,67 £ 291[116236+ 71,66] 638,31 + 41,92] 103,87+ 7,61{10,13 + 0,49[114,51 + 6,56] 21,37+ 1,18 8§82+ 04 [2111,05 + 132,33
4-CPPU | 34,01 £ 2,08|273344 + 127,25] 859,57 £ 52,95| 130,92+ 7,18|11,17 + 0,75/429,71 + 27,6 29,87+ 1.8 99+ 0,62 | 4238,59 + 219,78
1,3-DFM | 16,01 £ 0,99 4163+ 27,12 25435+ 14,89 34,11+ 156 1,65+ 0,07 4893 £ 2,51] 16,63+ 1,16] 421+ 027 | 792,18 £ 4849
TDZ 65,32 £+ 3,52[224351 £ 120,7] 718,11 £ 43,04| 13395+ 7,6{11,71 £ 0,48365,16 £ 20,36 23,95+ 1,59] 12,63+ 0,95 | 357434 + 197,68
0 97,51 £ 5,02] 986,55+ 57,16] 547,39 £ 3842 58,43+ 3,02 8,61+ 041 5517+ 3,26] 20,69 + 0,75 9,1+ 048 | 178346 =+ 108,23

* Wszystkie hodowle prowadzono na modyfikowanych stacjonarnych podtozach SH z dodatkiem 5,0 mg 17 2,4-D. Poszczegéne wartosci sa $rednimi arytmetycznymi,
pochodzacymi z 15 pomiaréw + S. D.

* All cultures used modified stationary SH media supplemented with 5.0 mg I 2,4-D. The respective values are arithmetic averages for 15 measurements + . D.*
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Metodyka badan statystycznych

Celem analizy statystycznej byta ilosciowa ocena wplywu regulatoréw wzrostu z klasy
auksyn i cytokinin na akumulacj¢ izoflawonéw w kalusach G. tincotria oraz na przyrost ba-
danych biomas. Powyzsze badania przeprowadzono z zastosowaniem analizy dynamiki [34],
poprzez wprowadzenie indekséw dynamiki, zdefiniowanych w sposéb nastepujacy: niech xg
oznacza $rednia z serii pomiarOw wartosci stezenia badanego izoflawonu w doswiadczeniu
kontrolnym, a x, — $rednig wartos¢ tego samego parametru w kolejnych doswiadczeniach.
Wielko$¢ 1 = x4/ Xo okreslono jako indeks dynamiki o nastepujacych wilasnosciach:

1. jestliczba niemianowana;

2. jest liczba nieujemna (i <1);

3. jest rowny 1, gdy wartosci analizowanych parametréw sa w obu przypadkach jednako-
we (Xn =Xo);

4. jest wigkszy od jednosci (i > 1), gdy warto$¢ parametru w doswiadczeniu n - tym jest
wigksza niz w doswiadczeniu kontrolnym;

5. jest mniejszy od jednosci (i < 1) gdy warto$¢ parametru w doswiadczeniu n - tym jest
mniejsza niz w doswiadczeniu kontrolnym.

Tak zdefiniowany wskaznik pozwala na przeprowadzenie poréwnania pomiedzy kolej-
nymi doswiadczeniami, a wigc na okreslenie, jaki wptyw na akumulacje izoflawonéw maja
poszczegdlne modyfikacje pozywek hodowlanych w zakresie regulatoréw wzrostu. Zatozono
przy tym, iz warto$¢ wskaznika i = 1 + 0,05 oznacza brak zmiany stezenia poszczegdlnych
metabolitow wtérnych, wartos¢ i < 0,95 wskazuje na dziatanie hamujace danej modyfikacji
doswiadczalnej, a wartos¢ i > 1,05 — dzialanie stymulujace. Przyjecie przedziatu (-0,5 + 0,5)
faktycznie wigze si¢ zatozeniem 5 % poziomu istotnosci w porOwnywaniu wynikéw poszcze-
g6Inych doswiadczen. Wyniki analiz statystycznych, dotyczacych wptywu fitohormonéw na
produkcje izoflawonéw w kalusach G. tinctoria podano w tabelach 5 - 8. Wedtug opisanej
powyzej metody analizy dynamiki i przy identycznych zatozeniach [34] okreslono wptyw
regulatoréw wzrostu na przyrost (warto§¢ wspdtczynnika przyrostu Wp) kalusow janowca
barwierskiego (tab. 9-12).

Kolejnym krokiem analizy statystycznej byto wyznaczenie wspotczynnikow korelacji li-
niowej pomiedzy stezeniami analizowanych wtérnych metabolitéw w biomasach, a wspot-
czynnikami wzrostu (Wp) poszczegdlnych kaluséw G. tinctoria, namnazanych na pozywkach
modyfikowanych regulatorami wzrostu (poréwnanie wynikow doswiadczen przedstawionych
w tabelach: 519,61 10,71 12 oraz 8 1 11). Powyzsza analiza pozwolila na ustalenie ewentu-
alnych zaleznosci migdzy przyrostem kaluséw janowca barwierskiego a stezeniem izoflawo-
néw, oznaczonym w kulturach hodowanych na podtozach ze zmiennym dodatkiem fitohor-
monéw (tab. 13 i 14). W prezentowanych doswiadczeniach przyjeto skale, zwykle stosowana
w analizach statystycznych [48]:

Ixy=0 zmienne nie sg skorelowane
0<rxy<0,1 korelacja nikta

0,1<rxy<0,3 korelacja staba

0,3<ry<0,5 korelacja przecietna
0,5<rxy<0,7 korelacja wysoka
0,7<rxy<0,9 korelacja bardzo wysoka

0,9<ryy<1 korelacja prawie petna
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Wyznaczone dodatnie wspétczynniki korelacji liniowej wskazuja na istnienie (lub nie) za-
leznosci pomigdzy dwoma badanymi parametrami. Tak samo dla wspotczynnikow ujemnych,
uzyskane wartosci oznaczaja korelacje odwrotng, czyli zwigkszanie si¢ jednego powoduje
zmniejszanie si¢ drugiego z rozpatrywanych parametréw [22,48].

Opisane powyzej analizy statystyczne przeprowadzono przy uzyciu programu STATISTICA PL..

Tab. 5. Wptyw podiozy Schenk-Hildebrandt'a zawierajacych 5,0 mg 1" KIN i 0,5 mg "' wybranej
auksyny, na akumulacj¢ izoflawondéw w kalusie Genista tinctoria.*

Tab. 5. The effect of Schenk - Hildebrandt media containing 5.0 mg ' KIN and 0.5 mg I of the se-
lected auxin on the accumulation of isoflavones in Genista tinctoria callus.*

Typ Wplyw modyfikacji fitohormonalnych na akumulacje izoflawonéw

zwigzkow stymulujacy hamujacy bez zmian
TIBA (3) 245-T((2)
B-NOA (1) PICL (2)
4-CPA (2)
glikozydy }Eﬁ: ((12 ))
NAA (1)
TAA (1)
24-D (1)
IPA (1) 245-T(3)
4-CPA (3)
TAA (2)
PICL (2)
estry NAA (2)
IBA (1)
B -NOA (1)
TIBA (1)
24-D (1)
TIBA (2) 245-T(3) IPA
PICL (3)
B-NOA (3)
4-CPA (3)
IBA (1)
TAA (1)
NAA (1)
24-D (1)
TIBA (3) 245-T((2)
B-NOA (1) PICL (2)
4-CPA (2)
suma IBA (1)
zwigzkow IPA (1)
NAA (1)
TAA (1)
24-D (1)
* oznaczenia wartosci liczbowych podanych w tabeli:
* the quantifiers of the numerical values quoted in the table:

aglikony

dziatanie stymulujace - dzialanie hamujgce -
w kolejnosci od najwiekszego w kolejnosci od najmniejszego
(1) — mnigj niz dwukrotnie: 1,05<i<?2 (1) — mnigj niz dwukrotnie; 0,5<i1<0,95
(2) — dwukrotnie do trzykrotnie;: 2 <i<3 (2) — dwukrotnie do trzykrotnie: 0,33 <i<0,5
(3) — wigcej niz trzykrotnie: i>3 (3) — wiecej niz trzykrotnie: 1<0,33
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Tab. 6. Wptyw podtozy Schenk - Hildebrandt'a zawierajacych 0,5 mg 1" KIN i 5,0 mg 1" wybranej

auksyny, na akumulacj¢ izoflawondéw w kalusie Genista tinctoria.*

Tab. 6. The effect of Schenk - Hildebrandt media containing 0.5 mg ' KIN and 5.0 mg I of the se-
lected auxin on the accumulation of isoflavones in Genista tinctoria callus.*

Typ zwiazkoéw

Wplyw modyfikacji fitohormonalnych na akumulacje izoflawonoéw

stymulujacy

hamujacy

bez zmian

glikozydy

24-D(3)
NAA (2)
IBA (1)
TIBA (1)
IAA (1)
B-NOA (1)

IPA (2)
4-CPA (1)
PICL (1)
24,5-T(1)

estry

24-D(3)
TIBA (3)
B-NOA (1)
IAA (1)
IBA (1)
24,5 T (1)

PICL (1)
IPA (1)

4CPA (1)
NAA (1)

aglikony

24-D(3)
NAA (3)
IBA (3)
TIBA (3)
ACPA (3)
IPA (2)
IAA (2)
B-NOA (1)
24,5 T (1)

PICL (1)

suma
zwigzkow

24-D(3)
NAA (2)
TIBA (1)
IBA (1)
IAA (1)
B-NOA (1)

IPA (2)
PICL (1)
4-CPA (1)

245-T

* oznaczenia wartosci liczbowych podanych w tabeli:

* the quantifiers of the numerical values quoted in the table:

dziatanie stymulujace —
w kolejnosci od najwiekszego

dziatanie hamujace —
w kolejnosci od najmniejszego

(1) — mnigj niz dwukrotnie;

1.05<i<?2

(1) — mnigj niz dwukrotnie;

0,5 <1<0.,95

(2) — dwukrotnie do trzykrotnie: 2<i<3

(2) — dwukrotnie do trzykrotnie: 0,33 <i<0,5

(3) — wigcej niz trzykrotnie:

i>3

(3) — wigcej niz trzykrotnie:

1<0,33
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Tab. 7. Wptyw podtozy Schenk - Hildebrandt'a zawierajacych 0,5 mg 1" 2,4-D i 5,0 mg I'' wybrane;

cytokininy, na akumulacje izoflawonéw w kalusie Genista tinctoria.*

Tab. 7. The effect of Schenk - Hildebrandt media containing 0.5 mg I' 2,4-D and 5.0 mg I of the

selected cytokinin on the accumulation of isoflavones in Genista tinctoria callus. *

Typ zwiazkéw Wplyw modyfikacji fitohormonalnych na akumulacje¢ izoflawonéw
stymulujacy hamujacy bez zmian
BAP (2) 1,3 -DFM (2)
TDZ (1) 7ZEA (1)
glikozydy 2iP (1)
4-CPPU (1)
KIN (1)
KIN (1) 1,3-DFM (2)
BAP (1) 4-CPPU (1)
estry ZEA (1)
2iP (1)
TDZ (1)
BAP (1) 1,3 -DFM (2)
KIN (1) ZEA (1)
aglikony TDZ (1)
4-CPPU (1)
2iP (1)
BAP (1) 1,3-DFM (2)
suma TDZ (1) 7ZEA (1)
zwigzkow 2P (1)
KIN (1)
4-CPPU (1)

* oznaczenia wartosci liczbowych podanych w tabeli:

* the quantifiers of the numerical values quoted in the table:

dzialanie stymulujace —
w kolejnosci od najwiekszego

dzialanie hamujace —
w kolejnoéci od najmniejszego

(1) — mnigj niz dwukrotnie: 1,05<i<?2 (1) — mnigj niz dwukrotnie: 0,5<i1<0,95
(2) — dwukrotnie do trzykrotnie: 2<i<3 (2) — dwukrotnie do trzykrotnie: 0,33 <i<0,5
(3) — wigcej niz trzykrotnie: i>3 (3) — wigcej niz trzykrotnie: i<0,33
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Tab. 8. Wptyw podtozy Schenk - Hildebrandt'a zawierajacych 5,0 mg 1" 2,4-D i 0,5 mg I'' wybrane;
cytokininy, na akumulacje izoflawonéw w kalusie Genista tinctoria.*

Tab. 8. The effect of Schenk - Hildebrandt media containing 5.0 mg I' 2,4-D and 0.5 mg I of the
selected cytokinin on the accumulation of isoflavones in Genista tinctoria callus. *

Typ Wplyw modyfikacji fitohormonalnych na akumulacje¢ izoflawonéw
zwiagzkow stymulujacy hamujacy bez zmian
KIN (3) 1,3 -DFM (2)
4-CPPU (2) 7EA (1)
glikozydy TDZ (2)
BAP (1)
2iP (1)
KIN (3) 1,3- DFM (1) 2iP
BAP (2)
estry 4-CPPU (1)
TDZ (1)
ZEA (1)
KIN (1) 7EA (3) BAP
1,3- DFM (3)
aglikony 4-CPPU (2)
2iP (1)
TDZ (1)
KIN (3) 1,3- DFM (2)
4-CPPU (2) 7EA (1)
suma
N TDZ (2)
Zwigzkow
BAP (1)
2iP (1)

* oznaczenia wartosci liczbowych podanych w tabeli:
* the quantifiers of the numerical values quoted in the table:

dzialanie stymulujace — dzialanie hamujace —
w kolejnosci od najwiekszego w kolejnosci od najmniejszego
(1) — mnigj niz dwukrotnie: 1,05<i<?2 (1) — mnigj niz dwukrotnie: 0,5<i1<0,95
(2) — dwukrotnie do trzykrotnie; 2<i<3 (2) — dwukrotnie do trzykrotnie: 0,33 <i<0,5
(3) — wigcej niz trzykrotnie: i>3 (3) — wigcej niz trzykrotnie: i<0,33
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Tab. 9. Wptyw podtozy Schenk - Hildebrandt'a zawierajacych 5,0 mg 1" KIN i 0,5 mg 1" wybranej

auksyny, na przyrost biomas kalusowych Genista tinctoria.*

Tab. 9. The effect of Schenk - Hildebrandt media containing 5.0 mg ' KIN and 0.5 mg I of the se-

lected auxin on the growth of Genista tinctoria callus biomass. *

Whplyw modyfikacji fitohormonalnych na przyrost biomas
Przyrost biomas janowca barwierskiego
stymulujacy hamujacy bez zmian

TIBA (3) TIAA (1) NAA

, ) B -NOA (3) IBA (1)

k
Wspolezynnik 1, 5 1) IPA (1)
przyrostu
W 24-D (1)
p

4-CPA (1)
PICL (1)

Tab.10. Wptyw podtozy Schenk- Hildebrandt'a zawierajacych 0,5 mg 1" KIN i 5,0 mg I wybranej

auksyny, na przyrost biomas kalusowych Genista tinctoria.*

Tab.10. The effect of Schenk - Hildebrandt media containing 0.5 mg ' KIN and 5.0 mg I of the se-

lected auxin on the growth of Genista tinctoria callus biomass. *

Whplyw modyfikacji fitohormonalnych na przyrost biomas
Przyrost biomas Jjanowca barwierskiego
stymulujacy hamujacy bez zmian
24-D (1) IPA (3) NAA
Wspétezynnik | TIBA (1) 245-T(@3)
przyrostu PICL (3)
W, 4CPA (2)
B-NOA (2)

* oznaczenia wartosci liczbowych podanych w tabeli:
* the quantifiers of the numerical values quoted in the table:

dzialanie stymulujace —
w kolejnosci od najwiekszego

dzialanie hamujace —
w kolejnoéci od najmniejszego

(1) — mnigj niz dwukrotnie: 1,05<i<?2 (1) — mnigj niz dwukrotnie: 0,5<i1<0,95
(2) — dwukrotnie do trzykrotnie: 2 <i<3 (2) — dwukrotnie do trzykrotnie: 0,33 <i<(,5
(3) — wigcej niz trzykrotnie: i>3 (3) — wigcej niz trzykrotnie: i<0,33

Tab.11. Wptyw podtozy Schenk - Hildebrandt*a zawierajacych 5,0 mg 1" 2,4 - D1 0,5 mg 1" wybrane;
cytokininy, na przyrost biomas kalusowych Genista tinctoria.*

Tab.11. The effect of Schenk - Hildebrandt media containing 5.0 mg I 2,4 - D and 0.5 mg I of the
selected cytokinin on the growth of Genista tinctoria callus biomass.*

Whplyw modyfikacji fitohormonalnych na przyrost biomas

Przyrost biomas janowca barwierskiego

stymulujacy hamujacy bez zmian
Wsbél ik KIN (2) 1,3 - DFM
SPOTCZYIIIK 1 5ip (1) 4 -CPPU
przyrostu
ZEA (1) TDZ
WP
BAP
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Tab. 12. Wptyw podtozy Schenk- Hildebrandt'a zawierajacych 0,5 mg 1" 2,4- D i 5,0 mg 1" wybrane;
cytokininy, na przyrost biomas kalusowych Genista tinctoria.*

Tab. 12. The effect of Schenk - Hildebrandt media containing 0.5 mg I 2,4 - D and 5.0 mg I of the
selected cytokinin on the growth of Genista tinctoria callus biomass.*

Przyrost biomas | Wplyw modyfikacji fitohormonalnych na przyrost biomas janowca bar-
wierskiego

stymulujacy hamujacy bez zmian

2iP (3) ZEA (1)

Wspétezynnik |4 -CPPU (3)
przyrostu BAP (1)
W, TDZ (1)

1,3-DFM (1)
KIN (1)

* oznaczenia wartosci liczbowych podanych w tabeli:
* the quantifiers of the numerical values quoted in the table:

dzialanie stymulujace — dzialanie hamujace —
w kolejnosci od najwiekszego w kolejnosci od najmniejszego
(1) — mnigj niz dwukrotnie: 1,05<i<?2 (1) — mnigj niz dwukrotnie: 0,5<i1<0,95
(2) — dwukrotnie do trzykrotnie: 2 <i<3 (2) — dwukrotnie do trzykrotnie: 0,33 <i<(,5
(3) — wigcej niz trzykrotnie: i>3 (3) — wigcej niz trzykrotnie: 1<0,33

Omowienie wynikow
Podstawowym celem opisywanego eksperymentu byto okreslenie wptywu regulatoréw

wzrostu z klasy auksyn oraz cytokinin na wzrost kultur kalusowych G. tinctoria oraz akumu-
lacje izoflawonéw w namnazanych biomasach.

W wyniku przeprowadzonych badan zoptymalizowano, w zakresie fitohormondéw, sktad
podstawowego podtoza Schenk-Hildebrandt'a [44] stymulujacy, w kalusach janowca bar-
wierskiego, zarOwno produkcje analizowanych metabolitow, jak i réwniez warunkujacy
znaczny przyrost puszystych, nieuorganizownych biomas. Tym samym otrzymano optymal-
ne, do wyprowadzenia hodowli zawiesinowych, inoculum kalusowe oraz pozywke produk-
cyjna, stosowang docelowo w cyklu eksperymentéw z zakresu wytrzasanych kultur zawiesi-
nowych G. tinctoria (rozdz. 9).

Liczne dane literaturowe wskazuja na bezposredni wptyw regulatoréw wzrostu na biosyn-
tez¢ wtornych metabolitow w roslinnych kulturach in virro [4,6,8-12,14-19,21,25,26,30,32,
33,35-37,39,43,53,55] oraz na przyrost namnazanych tkanek [7,18,20,21,27,45,47,52,53].
Stwierdzono m. in., ze fitohormony moga stymulowa¢ badz hamowa¢ produkcje zwiazkow
aktywnych w kultywowanych biomasach, co niestety nie zawsze jest skorelowane z jednocze-
sng indukcja, badz inhibicja przyrostu tkankowego [7,20,21,30,35,45,52,53]. W efekcie, nie-
kiedy niezwykle trudno jest dobra¢ pozywke eksperymentalna, ktéra warunkowataby zaréw-
no zadawalajacy wzrost okreslonych kultur roslinnych jak réwniez akumulacj¢ w hodowa-
nych biomasach znacznej ilosci wybranych wtérnych metabolitow [7,30,33,35]. Problem ten
rozwiazuje si¢ stosujac II-fazowe systemy produkcyjne, w ktérych wzrost a nastepnie znaczna
akumulacja zwiazkéw aktywnych biologicznie realizowane s w dwoch odrgbnych etapach,
na roznych pozywkach doswiadczalnych. Procedury tego typu stosowano m.in. w kulturach in
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vitro Catharantus roseus, ukierunkowanych na produkcje¢ alkaloidéw indolowych [35] oraz
w hodowlach kalusowych Rudbeckia hirta, syntetyzujacych znaczne ilosci antocyjanéw [30].
Postugiwanie sie II-fazowymi systemami produkcyjnymi jest stosunkowo kosztowne oraz
stwarza okreslone trudnosci technologiczne [7,30,35]. Z tego wzgledu wydaje si¢ niezwykle
istotnym dobranie pozywki doswiadczalnej, m. in. w zakresie regulatoréw wzrostu, tak by
mozliwe byto uzyskanie intensywnego przyrostu biomas, akumulujacych jednoczesnie znacz-
ne ilosci wtérnych metabolitow, w jednym etapie hodowlanym [7,17,30,33,35,45,52,53].

W przeprowadzonym eksperymencie, w jednej serii doswiadczen, przetestowano 17
zwiazkow z klasy auksyn i cytokinin (tab. 1 - 4, ryc. 20 i 21). Tym samym przebadano, po raz
pierwszy, na jednym modelu hodowlanym tak duza grupe regulator6w wzrostu, okreslajac ich
bezposredni wpltyw na wzrost kaluséw G. tinctoria oraz produkcje izoflawonéw w kulturach
in vitro badanego gatunku.

Jak wskazuja dane literaturowe, wptyw fitohormondéw na biosynteze wtérnych metaboli-
tow w warunkach in vitro, zalezny jest nie tylko od rodzaju regulatora wzrostu, ale rowniez
od jego stezenia w podtozu hodowlanym [2.,4,8,14,15,17,30,33,35,53]. Z tego wzgledu, na
opisywanym etapie doswiadczen, poszczegdlne auksyny oraz cytokininy dodawano do po-
zywki w dwéch stezeniach (0,5 oraz 5,0 mg I'"). Wybér stosowanych w eksperymencie za-
wartosci ilosciowych poszczegdlnych fitohormonéw w podtozu SH podyktowany byt do-
swiadczeniami wiasnymi nad kulturami in vitro roslin wyzszych [28,30-33] oraz badaniami
wstepnymi z zakresu hodowli tkankowych janowca barwierskiego [29]. Omawiane ekspery-
menty wskazaly, ze stosowanie regulatoréw wzrostu w stezeniach nizszych niz 0,5 mg 1™ oraz
wyzszych niz 5,0 mg 1" hamuje wybiérczo wzrost namnazanych biomas lub warunkuje ich
szybka nekroze [29].

Préby kontrolne stosowane w opisywanych doswiadczeniach stanowity kalusy janowca
barwierskiego kultywowane na podtozu SH zawierajacym jedynie okreslony dodatek kinety-
ny (eksperymenty z pozywkami modyfikowanymi zmienng auksyna), badz 2,4-D (ekspery-
menty z pozywkami modyfikowanymi zmienng cytokining). Okazato si¢ niemozliwym kul-
tywowanie biomas G. finctoria na tzw. ,podtozach 0”, czyli pozywkach zupetnie pozbawio-
nych regulatoréw wzrostu i tym samym stosowanie powyzszego wariantu hodowlanego jako
najbardziej optymalnej proby kontrolnej. Pasazowane na podtozu SHy kalusy janowca bar-
wierskiego bardzo szybko zamieraty (catkowity brak anergizacji kultury w stosunku do regu-
latoréw wzrostu [29]). W rezultacie, stosowanie w pozywce jakiegokolwiek fitohormonu
zawsze ,,pozornie” stymulowatoby przyrost badanych kultur i tym samym uniemozliwitoby
wysunigcie wlasciwych wnioskéw, co do roli poszczeg6lnych auksyn oraz cytokinin w proce-
sie wzrostu biomas G. tinctoria oraz w produkcji izoflawonéw w namnazanych kalusach.
Wstepne doswiadczenia wykazaly natomiast, ze kalusy janowca barwierskiego zdolne sa do
ciagtego wzrostu na pozywkach zawierajacych jedynie okreslong ilos¢ auksyn lub cytokinin
[29]. W oparciu o powyzsze oraz fakt, ze 2,4-D i kinetyna uzywane byly z powodzeniem na
etapie powstawania kultur inicjalnych badanych janowcéw (rozdz. 6), wilasnie biomasy G.
tinctoria namnazane na podlozach suplementowanych wymiennie niniejszymi fitohormonami
stosowano jako swoiste proby kontrolne w opisywane;j serii doswiadczen.

Szeroko zaplanowane badania w zakresie kultur in vitro janowca barwierskiego dotyczyty
nie tylko wptywu poszczeg6lnych regulatoréw wzrostu oraz ich stezenia w pozywce na suma-
ryczng zawartos¢ izoflawonéw w namnazanych biomasach. Po raz pierwszy okreslono wy-
bidrczy wptyw fitohormondéw na akumulacje potaczen o charakterze aglikonéw, glikozydow
oraz estréw izoflawonoidowych (ryc. 1-9,11-19). W analizach poréwnawczych uwzgledniono
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pochodne genisteiny oraz daidzeiny, czyli gtdéwne metabolity 14-sktadnikowego zespotu izo-
flawon6éw, obecnych w badanym gatunku (rozdz. 6).

Obszerny material analityczny, uzyskany z omawianego etapu doswiadczen wymusit za-
stosowanie statystyki jako narzedzia oceny uzyskanych wynikéw (Materialy i metody).

W wyniku przeprowadzonych badan stwierdzono statystycznie istotny wptyw regulator6w
wzrostu na przyrost kaluséw G. tinctoria (tab. 9-12, ryc. 20 i 21) oraz na akumulacje izofla-
wondéw w poszczegélnych biomasach (tab. 5-8, ryc. 1-9,11-19). Wptyw ten byt zalezny od
rodzaju oraz stezenia stosowanego fitohormonu (zmienny w grupie auksyn oraz cytokinin)
i dotyczyt ilosciowej zawartosci poszczegdlnych metabolitéw w kulturach, a nie rodzaju syn-
tetyzowanego polaczenia (tab. 1-11). W zwiazku z powyzszym, niezaleznie od stosowanej
modyfikacji fitohormonalnej, kalusy janowca barwierskiego akumulowaty zawsze 14-sktad-
nikowy zespét izoflawondéw, pochodnych genisteiny, daidzeiny, formononetyny oraz biocha-
niny A (rozdz. 6 - ryc. 2), r6zniacy si¢ jedynie w zakresie ilo$ci poszczegdlnych zwiazkow w
kulturze (tab. 1 - 4).

Analiza statystyczna wynikow uzyskanych w opisywanym eksperymencie pozwolita ponad-
to na okreslenie korelacji miedzy wzrostem kalusow G. tinctoria a zawartoscig izoflawonow
w biomasach namnazanych na pozywkach modyfikowanych regulatorami wzrostu (tab. 13 i 14).

Wptyw podtoZy o zmiennej zawartosci auksyn na wzrost kalusow G. tinctoria oraz produkcje
izoflawonow w namnazanych biomasach

W niniejszym eksperymencie przetestowano 10 naturalnych oraz syntetycznych auksyn
o r6znej sile dziatania, stosowanych powszechnie w kulturach in vitro roslin wyzszych (kwas
2.4-dichlorofenoksyoctowy /2,4-D/, kwas naftylo-1-octowy /NAA/, kwas indolilo-3-mastowy
/IBA/, kwas indolilo-3-propionowy /IPA/, kwas indolilo-3-octowy /IAA/, kwas p-chloro-
fenoksyoctowy /4-CPA/, pikloram /PICL/, kwas B-naftoksyoctowy /B-NOA/, kwas 2.,4,5-
trichlorofenoksyoctowy /2,4,5-T/ oraz kwas 2,3,5-trijodobenzoesowy /TIBA/) [2,51].

Za wyjatkiem 2,4-D, NAA i IAA, po raz pierwszy, oceniono rol¢ pozostatych 8 regulato-
row wzrostu w procesie produkcji izoflawonéw, w roslinnych kulturach tkankowych
[4,6,11,12,15,19].

W wyniku przeprowadzonych badan stwierdzono istotny wplyw auksyn na wzrost biomas
G. tinctoria oraz akumulacje izoflawonéw, pochodnych genisteiny oraz daidzeiny. Obserwo-
wane zaleznosci warunkowane byly bezposrednio rodzajem stosowanego fitohormonu, jak
réwniez jego iloscia w podtozu hodowlanym (tab. 1,2,5,6). Ustalono, ze auksyny dodawane
do pozywki SH w niskim stezeniu, wynoszacym 0,5 mg 1™ ogélnie hamowaty produkcije izo-
flawonéw w kalusach janowca barwierskiego (tab. 2 i 5). Stwierdzenie to dotyczy zar6wno
sumarycznej zawartosci izoflawonéw jak rowniez potaczen o charakterze aglikonéw, gliko-
zydow oraz estréw (ryc. 1-9, tab. 5). Wyjatkiem od powyzszej reguty sa: B-NOA oraz TIBA,
ktore w niskich stezeniach warunkowaty wzrost zawartosci w badanych kalusach aglikonéw
i glikozydéw izoflawonoidowych oraz IPA stymulujacy wybiérczo produkcje zwiazkéw
o charakterze estrow (tab. 5).

Poréwnanie wartosci wspétczynnikéw przyrostu (Wp) dla biomas namnozonych na po-
zywkach modyfikowanych 0,5 mg ' zawartoécia poszczegélnych auksyn wykazato, ze te-
stowane zwiazki, w niskich stezeniach, w istotnym stopniu stymuluja przyrost kaluséw G.
tinctoria (tab. 9, ryc. 20). Stwierdzenie to jest prawdziwe dla: TIBA, B-NOA, 2,4,5-T, 2,4-D,
4-CPA i PICL. Jedynie IAA, IBA i IPA w stosowanej ilosci nieznacznie hamowaty wzrost
oraz juwenilno$¢ kultur janowca barwierskiego (tab. 9).



138 Maria Luczkiewicz

Wyznaczenie wspotczynnikow korelacji liniowej pomigdzy sumaryczng zawartoscig izo-
flawonéw oraz wspélczynnikami przyrostu kaluséw kultywowanych na poditozach modyfi-
kowanych 0,5 mg 1" dodatkiem auksyn pozwolito na stwierdzenie niskiej, odwrotnie propor-
cjonalnej zaleznosci miedzy powyzszymi parametrami (wsp. korelacji liniowej ryy = -0,39 -
tab. 13).

Tab.13. Wartosci wspdtczynnikéw korelacji liniowej pomigdzy stgzeniami izoflawonéw w kulturach
kalusowych G. tinctoria a wspSiczynnikami przyrostu (W,) dla biomas hodowanych na po-
zywkach SH modyfikowanych wybranymi auksynami.

Tab.13. The value of linear correlation ratios between isoflavone concentrations in callus cultures of
G. tinctoria and the growth factors (W,) for biomasses grown on SH media modified with the
selected auxins.

Modyfikacja podltoza hodowlanego
w zakresie wybranych auksyn

0,5mg I KIN + 5,0 mg 1" auksyny 0,31
5,0mg 1" KIN + 0,5 mg I auksyny -0,39

Wspoétczynnik korelacji ryy

W przeciwienstwie do wyzej opisanych doswiadczen, wysoka (5,0 mg 1) zawarto$é auk-
syn w podlozach eksperymentalnych wigzata si¢, w przypadku wigkszosci testowanych fito-
hormonéw, ze wzrostem stezenia izoflawonéw w kalusach G. tinctoria (tab. 11 6, ryc. 1-9).
Zjawisko to dotyczyto zaréwno zwiazkéw o charakterze aglikonow, glikozydéw, estrow oraz
sumarycznej ilosci badanych potaczen (pozywki modyfikowane 2,4-D, NAA, IBA, TIBA,
TAA, B-NOA - tab. 6). Ponadto, stosowane auksyny, za wyjatkiem 2,4-D i TIBA, hamowaty
wzrost kaluséw janowca barwierskiego, w ilosci 5,0 mg I dodatku do pozywki (tab. 10, ryc.
20). W zwiazku z powyzszym, podobnie jak w przypadku serii doswiadczen z 0,5 mg 1™ za-
wartoscia auksyn w podtozach, stwierdzono tu odwrotnie proporcjonalng zalezno$¢ migdzy
wzrostem biomas a produkcjg izoflawondw, stanowiaca bezposredni rezultat stosowanej mo-
dyfikacji fitohormonalnej (wsp. korelacji liniowej ry=-0,31 — tab. 13). Powyzsze wyniki po-
twierdzity tym samym dane literaturowe odnos$nie trudnosci w opracowaniu podtoza hodow-
lanego, warunkujacego jednoczesnie znaczny przyrost badanych biomas kalusowych oraz
intensywna produkcje okreslonych wtérnych metabolitéw [7,13,20,24,30,33,35,45,52,53].
Problem ten jest zwiazany z konkurencyjnoscia szlakéw pierwotnego i wtérnego metaboli-
zmu tkankowego w stosunku do potaczen o charakterze prekursoréw [24,45,52]. Z tego
wzgledu warunki sprzyjajace znacznemu przyrostowi biomasy roslinnej tylko w nielicznych
przypadkach sa odpowiednie do jednoczesnego uzyskania kultur syntetyzujacych znaczne
ilosci zwiazkéw biologicznie aktywnych (np. sterole, triterpeny) [7,17,20,33,43,53].

O ile auksyny stymulowaly badz hamowaty wzrost kaluséw G. tinctoria oraz produkcije
izoflawonéw w badanych biomasach, w zaleznosci od stosowanego stezenia, o tyle ,,sita dzia-
tania” omawianych fitohormonéw zalezna byta bezposrednio od rodzaju stosowanego regula-
tora wzrostu (tab. 1,2,5,6). W tym miejscu nalezy zaznaczy¢, ze w grupie zwiazkow stymulu-
jacych akumulacje izoflawonéw w wysokich stezeniach znalazty sig: IAA, NAA i 2,4-D (tab.
51 6). Dane literaturowe wskazuja, ze powyzsze fitohormony, w wybranych modelach do-
swiadczalnych, hamowaty biosynteze bioflawonoidéw, w tym réwniez niektérych izoflawo-
néw, w roslinnych kulturach in vitro [11,12,23,30,46]. W przypadku IAA uznano, ze oma-
wiany regulator wzrostu, w procesie hodowlanym, zostat roztozony przez oksydazy TAA,
obecne w biomasach roslinnych. Stad, w stosowanych zakresach stezen, nie obserwowano
korzystnego wplywu powyzszej auksyny na akumulacj¢ badanych wtérnych metabolitéw
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[23,30,53]. W doswiadczeniach obejmujacych kultury kalusowe Maackia amurensis, namna-
zanych na pozywce z dodatkiem NAA, stwierdzono spadek zawartosci izoflawondéw w kul-
tywowanych biomasach [15]. Uznano, ze powyzsze zjawisko wiaze si¢ bezposrednio z obec-
noscig omawianej auksyny, ktéra nie stworzyta prawdopodobnie korzystnych warunkéw cy-
tologicznych, sprzyjajacych biosyntezie i magazynowaniu badanych izoflawonéw [15]. Wy-
niki doswiadczen nad kulturami kalusowymi G. tinctoria, hodowanymi na pozywkach z do-
datkiem IAA i NAA nie potwierdzity powyzszych doniesien.

Na szczegdlng uwage, w grupie testowanych auksyn zastuguje 2,4-D. Powyzszy fitohor-
mon obok TIBA byt jedynym regulatorem wzrostu z klasy auksyn, ktéry w ilosci 5,0 mg 1™
nie hamowat przyrostu biomas janowca barwierskiego (tab. 10, ryc. 20). Jednoczesnie, w po-
taczeniu z 0,5 mg I kinetyny warunkowat otrzymanie szybko rosnacych kaluséw (Wp-
892,46 — ryc. 20), syntetyzujacych najwigksze, w danej serii doswiadczen, ilosci izoflawonow
(6436,26 mg/100 g suchej masy — tab. 1, ryc. 9). Ze wzgledu na fakt, ze pozostate auksyny
w ilosci 5,0 mg 1" hamowaty produkcje izoflawonéw (tab. 1 i 6), uzyskany rezultat wydaje
si¢ zaskakujacy. W doniesieniach literaturowych dotyczacych akumulacji szeroko rozumiane;j
grupy roslinnych polifenoli w kulturach in vitro, stwierdzono, ze 2,4-D petni funkcje inhibito-
ra liazy fenyloalaniny oraz syntazy chalkonowej, bedacych m. in. kluczowymi enzymami,
bioracymi udziat w biosyntezie bioflawonoidow [23,46]. Z tego wzgledu uznano, ze powyzsza
auksyna moze hamowac produkcje bioflawonoidéw w kulturach tkankowych roslin wyzszych
[23.,46]. Stanowisko to nie zostalo potwierdzone w badaniach nad akumulacjg antocyjanéw
w biomasach kalusowych R. hirta [30]. Ponadto dowiedziono, ze 2,4-D stymuluje biosynteze
wolnej oraz zglikozydowanej biochaniny A oraz formononetyny w zawiesinie Cicer arieti-
num [3,5]. Korzystng role omawianej auksyny okreslono réwniez w kulturach kalusowych
Maackia amurensis [15] oraz Psolarea sp. [6] produkujacych pod wptywem 2.,4-D wigksze
stezenia daidzeiny, maakiainy, medykarpiny, formononetyny oraz retuzyny. Uzyskane w pro-
jekcie habilitacyjnym wyniki wskazuja réwniez na korzystng rol¢g omawianego fitohormonu
w procesie akumulacji zwiazkéw izoflawonoidowych (ryc. 1-10), potwierdzajac tym samym
wyniki badan nad kulturami in vitro wybranych gatunkéw z rodziny Fabaceae [3,5,15].

Sposrod wszystkich stosowanych w eksperymencie auksyn, najbardziej zaskakujace wy-
niki uzyskano na podtozach wzbogacanych TIBA (tab. 1,2,5,6,9,10). Niniejsza auksyna,
w przeciwienstwie do pozostatych regulator6w wzrostu z tej klasy, najsilniej stymulowata
produkcje izoflawonéw, w kulturach kalusowych janowca, w stezeniu 0,5 mg I (tab. 2 i 5).
Opisywany efekt byt skorelowany, podobnie jak w przypadku 2,4-D, z intensywnym przyro-
stem badanej biomasy (W, - 983,07 — ryc. 20). Jednoczesnie stezenia poszczegdlnych izofla-
wonéw, uzyskanych na podtozach suplementowanych 0,5 mg 1! TIBA byly znacznie wyzsze
niz na pozywkach modyfikowanych 2,4-D (tab. 2, ryc. 1-9). W opisywanych warunkach
(0,5 mg I'' TIBA oraz 5,0mg 1" KIN) otrzymano kalusy syntetyzujace maksymalne, na etapie
kultur stacjonarnych, stezenia izoflawonéw (10474,23 mg/100 g suchej masy — tab. 2, ryc. 9).
Interpretacja uzyskanego wyniku na obecnym etapie badan wydaje si¢ by¢ bardzo trudna. Po
pierwsze, w danych literaturowych brak informacji odnosnie wptywu TIBA na biosynteze
bioflawonoidéw, w kulturach in vitro roslin wyzszych, z ktérymi mozna by bylo poréwnac
otrzymane wyniki. Ponadto w niniejszym projekcie habilitacyjnym nie prowadzono badan na
poziomie molekularnym, mogacych wyjasni¢ rol¢ omawianej auksyny w biosyntezie izofla-
wonow. Uzyskane rezultaty sklaniaja natomiast do podjecia tego typu doswiadczen.
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Ryc.22.Kalus G. tinctoria hodowany na pozywce SH wzbogaconej 0,5 mg 1" TIBA oraz 5,0 mg I''
kinetyny.

Fig.22. G. tinctoria callus grown on SH medium supplemented with 0.5 mg I TIBA and 5.0 mg I
kinetin.

W wyniku hodowli kaluséw G. tinctoria na zoptymalizowanym poditozu SH (0,5 mg o
TIBA oraz 5,0 mg 1" KIN) uzyskano biomasy o puszystej strukturze (ryc. 22), otrzymujac
tym samym optymalne inocoulum do wyprowadzenia hodowli zawiesinowych [7,47].

Wpltyw podtozy o zmiennej zawartosci cytokinin na wzrost kaluséow G. tinctoria oraz
produkcje izoflawonéw w namnaZanych biomasach

W opisywanej serii doswiadczen przebadano 7 zwigzkéw sklasyfikowanych jako natural-
ne badz syntetyczne cytokininy: (zeatyn¢ /ZEA/, kinetyng /KIN/, 6-benzyloaminopuryneg
/BAP/, 6-{y-y-dimetyloallilo }-aminopuryne /2iP/, N-(2-chloro-4-pirydylo)-N"-fenylomocznik
/4-CPPU/, 1,3-difluoromocznik /1,3-DFM/ oraz 1-fenylo-3-(1,2,3,-tiazolo-5-yl)mocznik
/tidiazuron /TDZ/) [2,51], okreslajac ich wptyw na wzrost kaluséw G. tinctoria oraz akumu-
lacj¢ izoflawonéw w hodowanych biomasach. Za wyjatkiem BAP, KIN i ZEA, pozostate re-
gulatory wzrostu ujete w niniejszym eksperymencie przetestowano, po raz pierwszy, pod ka-
tem ewentualnego wptywu na produkcje szeroko rozumianej klasy bioflawonoidéw w kultu-
rach in vitro [3-6,11,12,14,15,19,23,46].

Podobnie jak w przypadku auksyn stwierdzono, ze cytokininy moga w sposob istotny re-
gulowa¢ akumulacj¢ izoflawonéw w kalusach G. tinctoria (tab. 3,4,7,8). Wplyw omawianych
fitohormonéw, na wzrost oraz zawartos¢ badanej klasy wtérnych metabolitéw, w kulturach
janowca barwierskiego, uzalezniony byt nie tylko od rodzaju stosowanego regulatora wzrostu,
ale réwniez od jego ilosci w pozywce eksperymentalnej (tab. 3,4,7.8, ryc. 11-19). Ponadto,
w przeciwienstwie do auksyn, byl on wybidrczy w stosunku do potaczen o charakterze agli-
konéw, glikozydéw oraz estrow (tab. 71 8, ryc. 12-19).

Ustalono, ze cytokininy w niskich stezeniach, wynoszacych 0,5 mg 1" stymuluja znacza-
co, za wyjatkiem zeatyny oraz 1,3-DFM, produkcj¢ glikozydow oraz estrow izoflawonoido-
wych (tab. 4 i 8, ryc. 13-15,17). W opisywanych warunkach doswiadczalnych stwierdzono
ponadto istotny wzrost sumarycznej zawartosci badanych wtérnych metabolitéw w kalusach
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janowca barwierskiego (tab. 4 i 8, ryc. 11). Pozywki eksperymentalne zawierajace 0,5 mg 1"
wybranych cytokinin wptywaty natomiast hamujaco na akumulacj¢ izoflawonéw o charakte-
rze aglikondw (tab. 8, ryc. 12 i 16). Stwierdzenie to jest prawdziwe dla wszystkich omawia-
nych fitohormonéw, za wyjatkiem kinetyny (tab. 41 8).

Tab. 14. Wartosci wspdtczynnikéw korelacji liniowej pomiedzy stezeniami izoflawonéw w kulturach
kalusowych G. tinctoria a wspotczynnikami przyrostu (W,,) dla biomas hodowanych na po-
zywkach SH modyfikowanych wybranymi cytokininami.

Tab. 14. The value of linear correlation ratios between the concentrations of isoflavones in G. tincto-
ria callus cultures and growth factors (W,) for biomasses grown on SH media modified with
the selected cytokinins.

Modyfikacja podloza hodowlanego
w zakresie wybranych cytokinin
0,5mg1'24-D + 5,0 mg 1" cytokininy 0,13
50mg 1’ 24-D+0,5mg 1" cytokininy 0,61

Wspoétezynnik korelacji ryy

Analiza poréwnawcza wspotczynnikow przyrostu (Wp) poszczegélnych biomas namnazanych
na pozywkach suplementowanych niskimi stezeniami cytokinin wykazata, ze powyzsze regulato-
ry wzrostu, badz nie wptywaty istotnie na wzrost kalusow G. tinctoria (1,3-DFM, 4-CPPU,
TDZ, BAP) lub tez wykazywaly dziatanie stymulujace (KIN, 2iP, ZEA —tab. 11, ryc. 21).

Wyznaczone wspétczynniki korelacji liniowej miedzy stezeniami izoflawonéw w bioma-
sach janowca, a wspétczynnikami przyrostu analizowanych kaluséw, wskazaty na istnienie
bardzo stabej, wprost proporcjonalnej zaleznosci (wsp. korelacji liniowej rgy= 0,61 — tab. 14)
miedzy badanymi parametrami.

W opisywanej serii doswiadczen, najwigkszy, bo az 5-krotny wzrost zawartosci izoflawo-
néw, w kalusach janowca, obserwowano na pozywce z 0,5 mg 1" dodatkiem kinetyny
(6436,26 mg/100 g suchej masy — tab. 4, ryc. 11). Jednoczesnie opisywana modyfikacja ho-
dowlana, zawierajaca réwniez 5,0 mg 1" 2,4-D, warunkowata najintensywniejszy przyrost
badanych kalusow (W, - 892,46 — tab. 11, ryc. 21).

Cytokininy dodawane do pozywek w ilosci 5,0 mg 1!, za wyjatkiem 1,3-DEM i ZEA,
stymulowaty akumulacje potaczen izoflawonoidowych o charakterze glikozydéw, podobnie
jak to miato miejsce w przypadku niskiej zawartosci omawianych fitohormonéw w podtozach
eksperymentalnych (tab. 3,4,7,8). Opisywane zjawisko dotyczyto réwniez sumarycznej za-
wartosci potaczen izoflawonoidowych w biomasach (tab. 7, ryc. 11). Obserwowana indukcja,
w zakresie produkcji izoflawonéw, pod wptywem 5,0 mg I”' stezen poszczegdlnych cytokinin,
byta jednak znacznie stabsza (max. zawartos¢ badanych metabolitow — 2122,01mg/100 g su-
chej masy — 5,0 mg 1" BAP — tab. 3) niz to miato miejsce w przypadku pozywek zawieraja-
cych jedynie 0,5 mg "' omawianych regulatoréw wzrostu (max. zawarto$é badanych metabo-
litéw — 6436,26 mg/100 g suchej masy — 0,5 mg 1™ KIN — tab. 4). W przeciwienstwie do wa-
riantéw eksperymentalnych obejmujacych pozywki z 0,5 mg 1™ dodatkiem cytokinin, wysokie
stezenia omawianych regulatoréw wzrostu stymulowaly istotnie produkcje aglikonéw izofla-
wonoidowych w badanych biomasach (tab. 7, ryc. 12,16). Ponadto, stosowany rezim hodow-
lany, za wyjatkiem podtozy z dodatkiem KIN i BAP, hamowat akumulacj¢ potaczen o cha-
rakterze estrow (tab. 7, ryc. 18,19).

Podobnie jak w serii doswiadczen ze zmiennymi auksynami, rowniez na opisywanym eta-
pie eksperymentu stwierdzono, ze bezposredni wptyw cytokinin na akumulacj¢ potaczen
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isoflawonoidowych w biomasach janowca (,,sita dziatania” fitohormonu) zalezat w znacznej
mierze od rodzaju stosowanego regulatora wzrostu (tab. 3,4,7.8). Sposréd wszystkich przete-
stowanych cytokinin najsilniej indukowata produkcje¢ izoflawonéw kinetyna oraz 4-CPPU
(tab. 7, 8). Z uwagi na brak poréwnawczych danych literaturowych, dotyczacych roli powyz-
szych fitohormondéw w biosyntezie izoflawonéw, na opisanym etapie doswiadczen, trudno
oceni¢ mechanizm opisywanego zjawiska.

W wyniku przeprowadzonych badan stwierdzono rowniez, ze wszystkie testowane cyto-
kininy, za wyjatkiem ZEA, w ilosci 5,0 mg I'', stymulowaty przyrost kaluséw janowca, na
poziomie poréwnywalnym do wynikéw uzyskanych przy 0,5 mg I zawartosci omawianych
regulatoréw wzrostu w pozywkach (tab. 11,12, ryc. 21). W niniejszym przypadku najinten-
sywniej przyrastajace biomasy uzyskano na podtozu SH, suplementowanym 5,0 mg 1" 2iP
(W, - 9744 — ryc. 21). Niestety opisywana modyfikacja fitohormonalna tylko nieznacznie
stymulowata produkcje izoflawonéw w badanych biomasach (1245,35 mg/100 g suchej masy
—tab. 3).

Poréwnanie stezen izoflawonéw w kalusach G. tinctoria namnazanych na pozywkach za-
wierajacych 5,0 mg 1" dodatek cytokinin, ze wspétczynnikami przyrostu odpowiednich bio-
mas, nie wykazato korelacji migdzy analizowanymi parametrami (wsp. korelacji liniowej rgy=
0,13 — tab. 14).

Wyniki serii eksperymentéw obejmujacych podtoza ze zmienng zawartoscia cytokinin
wskazaty na wybidrczy wptyw powyzszej klasy regulator6w wzrostu na akumulacje izoflawonow
o charakterze aglikon6éw, glikozydéw oraz estrow. Ponadto, w przeciwienstwie do auksyn,
stwierdzono w omawianym przypadku wystepowanie wprost proporcjonalnej zaleznosci mig-
dzy przyrostem badanych biomas a poziomem izoflawonéw w kultywowanych kalusach. Opi-
sywana zalezno$¢ w catej grupie testowanych cytokinin jest jednak bardzo staba (wsp.
korelacji liniowej rgy= 0,13 - 0,61; tab. 14). Nalezy sobie jednak zdawac sprawe, iz wspot-
czynnik korelacji jest tylko miara zaleznosci badanych parametrow i przy jego interpretacji
nie nalezy myli¢ zaleznosci ze zwiazkiem przyczynowym. Dowdd, iz dwie grupy zmiennych
sq zalezne, wcale nie jest dowodem, iz zmiana zmiennych jednej grupy jest bezposrednia
przyczyna zmiany drugiej, czy tez odwrotnie. Wobec tego znaczenie wspotczynnikéw korela-
cji powinno by¢ zawsze doktadnie rozwazone, aby sprawdzi¢, czy zalezno$¢ jest bezposred-
nia, czy tez jest spowodowana wzajemnym oddziatywaniem innych wspolnych czynnikow.
Jest niestychanie tatwo zatozy¢, iz wzajemna zaleznos¢ jest takiego rodzaju, jak przyczyny
i skutki; uzasadnienie prawdziwosci lub nie takiego zatozenia jest najczesciej zadaniem nad-
zwyczaj skomplikowanym [22,34,48]. Z tego wzgledu wysunigcie wiarygodnych wnioskow,
co do dodatniej korelacji miedzy akumulacja izoflawonéw a przyrostem kaluséw G. tinctoria
mozliwe jest jedynie w przypadku poszczegd6lnych cytokinin (tab. 5-12).

W wyniku analizy poréwnawczej wynikéw uzyskanych z doswiadczen obejmujacych 7
cytokinin stwierdzono, ze pozywka taczaca cechy podtoza wzrostowego (Wp - 892,4) oraz
produkcyjnego (6436,28 mg izoflawonéw/100 g suchej masy), w danym wypadku, jest mody-
fikacja 5,0 mg 1™ 2,4-D i 0,5 mg 1" kinetyny (tab. 3, ryc. 21).

Reasumujac, w wyniku przeprowadzonych badan ustalono wplyw regulatoréw wzrostu
z klasy auksyn oraz cytokinin na akumulacj¢ izoflawonéw w kalusach G. tinctoria oraz na
przyrost biomas badanego gatunku. Udowodniono, ze koncowy wynik eksperymentu, w po-
staci intensywnie przyrastajacej biomasy janowca barwierskiego, syntetyzujacego wysokie
stezenia izoflawondw, jest wypadkowa optymalizacji podtoza hodowlanego tak w zakresie
rodzaju fitohormonéw jak réwniez ich stezenia. Wyznaczenie wspOtczynnikow korelacji
liniowej migdzy stezeniami akumulowanych zwiazkéw a wspdtczynnikami przyrostu dla
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odpowiednich biomas pozwolito na okreslenie zaleznosci migdzy powyzszymi parametrami,
stanowigcymi bezposredni rezultat stosowanych modyfikacji doswiadczalnych.

W efekcie przeprowadzonych badan dokonano wyboru podtoza hodowlanego, taczacego
w sobie cechy pozywki wzrostowej (W, - 983,072) oraz produkcyjnej (max. zawartos¢ izo-
flawonow - 10474,23 mg/100 g suchej masy — tab. 2). Na powyzszej modyfikacji doswiad-
czalnej (podstawowa pozywka SH), ztozonej z 0,5 mg 1" TIBA i 5,0 mg 1" kinetyny, uzyska-
no najwigksze, w catej serii opisywanych doswiadczen, stgzenie analizowanych wtérnych
metabolitow, przewyzszajace 3-krotnie zawartos¢ izoflawonéw w roslinie gruntowej (3073,54
mg/100 g suchej masy — rozdz. 6). Tym samym osiagnieto zasadniczy cel eksperymentu, kt6-
rym byto opracowanie pozywki produkcyjnej, z przeznaczeniem do prowadzenia kultur za-
wiesinowych janowca barwierskiego, ukierunkowanych na wybiorcza akumulacje fitoestro-
gendéw pochodzenia izoflawonoidowego. Ponadto, w zoptymalizowanych warunkach hodow-
lanych otrzymano puszysta biomase kalusowa, tatwa do zdyspergowania w pozywce ptynne;j.

Przeprowadzone doswiadczenia, obejmujace 17 regulatoréw wzrostu z klasy auksyn oraz
cytokinin, pozwolito na wysunigcie wnioskOw natury ogélnej, dotyczacych wptywu poszcze-
g6lnych fitohormonow na wybidrcza akumulacje¢ izoflawonéw o charakterze aglikondw, gli-
kozydéw oraz estréw. Dotychczas, w praktyce roslinnych kultur in vitro, ukierunkowanych na
produkcje wybranych wtérnych metabolitéw, przebadano po raz pierwszy, tak duza grupe
regulatoréw wzrostu.

Zwazywszy na skape dane literaturowe, dotyczace roli regulator6w wzrostu w biosyntezie
wtornych metabolitow, w tym izoflawondéw, uzyskane wyniki wydaja si¢ szczegdlnie istotne.
Zakres prowadzonych badan (brak doswiadczen na poziomie molekularnym) nie pozwolit na
wysuniecie wnioskéw, co do mechanizméw odpowiedzialnych za hamowanie badz stymula-
cj¢ biosyntezy izoflawonéw, pod wptywem okreslonych fitohormonéw. Udowodniono jednak
istnienie bezposrednich relacji: regulator wzrostu — metabolit koncowy, ktére mozna
uwzgledni¢ w eksperymentach biotechnologicznych ukierunkowanych na produkcje aktyw-
nych leczniczo substancji, w kulturach in vitro roslin z rodziny Fabaceae.

Wyniki opisanych eksperymentéw wskazuja, ze optymalizacja podtozy hodowlanych
w zakresie regulatorow wzrostu, stanowiaca stosunkowo prosty zabieg technologiczny, moze
zasadniczo determinowac koncowy wynik eksperymentu, ktérym jest biomasa akumulujaca
wysokie stezenia zwigzkOw biologicznie aktywnych.

Stwierdzenie, w omawianym projekcie, okreslonych zaleznosci migdzy wybranymi regu-
latorami wzrostu a koncowgq zawartoscia izoflawonéw, w kalusach G. tinctoria, byto niekiedy
sprzeczne z wynikami eksperymentéw, cytowanych w literaturze, dotyczacych roli fitohor-
monéw w biosyntezie bioflawonoidéw. Zaobserwowane réznice moga wiazac si¢ ze zmien-
nymi modelami doswiadczalnymi stosowanymi w poszczegdlnych badaniach (zréznicowane
procedury hodowlane, testowane biomasy oraz gatunki roslinne). Uzyskane rezultaty wskazu-
ja jak istotne jest ustalenie roli fitohormonéw w biosyntezie metabolitow wtoérnych i zacheca-
ja do dalszych badan w tym zakresie. By¢ moze ustalenie mechanizméw rzadzacych relacjami
miedzy metabolizmem wtornych a okreslonymi fitohormonami pozwoliloby ostatecznie na
uniknigcie probleméw zwiazanych z niska produkcja aktywnych biologicznie substancji,
w kulturach in vitro roslin wyzszych.
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Ryc.1. Wplyw okreslonych auksyn oraz ich stezenia na zawartos¢ genisteiny w kalusie Genista tinctoria.
Fig. 1. The effect of the various auxins and their concentrations on the accumulation of genistein in
Genista tinctoria callus.
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Ryc. 2. Wptyw okreslonych auksyn oraz ich st¢Zenia na zawartos¢ genistyny w kalusie Genista tinctoria.
Fig. 2. The effect of the various auxins and their concentrations on the accumulation of genistin in
Genista tinctoria callus.
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Ryc. 3. Wptyw okreslonych auksyn oraz ich st¢zenia na zawartos¢ 7-O-diglukozydu genisteiny
w kalusie Genista tinctoria.

Fig. 3. The effect of the various auxins and their concentrations on the accumulation of genistein-7-
O-diglucoside in Genista tinctoria callus.
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Ryc. 4. Wptyw okreslonych auksyn oraz ich stgzenia na zawartos¢ 7-O-glukozydu 2'-hydroksy-
genisteiny w kalusie Genista tinctoria.

Fig. 4. The effect of the various auxins and their concentrations on the accumulation of 2'-
hydroxygenistein-7-O-glucoside in Genista tinctoria callus.
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Ryc. 5. Wplyw okreslonych auksyn oraz ich st¢zenia na zawartos¢ daidzeiny w kalusie Genista tinctoria.
Fig. 5. The effect of the various auxins and their concentrations on the accumulation of daidzein in
Genista tinctoria callus.
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Ryc. 6. Wpltyw okreslonych auksyn oraz ich st¢zenia na zawartos¢ daidziny w kalusie Genista tinctoria.
Fig. 0. The effect of the various auxins and their concentrations on the accumulation of daidzin in
Genista tinctoria callus.
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Ryc. 7. Wpltyw okreslonych auksyn oraz ich st¢zenia na zawartos¢ malonylogenistyny w kalusie Genista
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The effect of the various auxins and their concentrations on the accumulation of genistin
malonate in Genista tinctoria callus.
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Wptyw okreslonych auksyn oraz ich stgZenia na zawartos¢ acetylogenistyny w kalusie Genista
tinctoria.

The effect of the various auxins and their concentrations on the accumulation of genistin ace-
tate in Genista tinctoria callus.
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Ryc. 9. Wplyw okreslonych auksyn oraz ich st¢Zenia na sumaryczng zawarto$¢ izoflawondéw w kalusie
Genista tinctoria.

Fig. 9. The effect of the various auxins and their concentrations on the total accumulation of isofla-
vones in Genista tinctoria callus.
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Ryc. 10. Wptyw okreslonych cytokinin oraz ich stgzenia na sumaryczng zawarto$¢ izoflawondw
w kalusie Genista tinctoria.

Fig. 10. The effect of the various cytokinins and their concentrations on the total accumulation of
isoflavones in Genista tinctoria callus.
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Ryc. 11. Wptyw okreslonych cytokinin oraz ich st¢zenia na zawartos¢ genisteiny w kalusie Genista tincto-
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The effect of the various cytokinins and their concentrations on the accumulation of genistein
in Genista tinctoria callus.
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Wplyw okreslonych cytokinin oraz ich stgzenia na zawartos¢ genistyny w kalusie Genista tincto-
ria.

The effect of the various cytokinins and their concentrations on the accumulation of genistin
in Genista tinctoria callus.
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Ryc. 13. Wptyw okreslonych cytokinin oraz ich st¢Zenia na zawarto$¢ 7-O-diglukozydu genisteiny
w kalusie Genista tinctoria.

Fig. 13. The effect of the various cytokinins and their concentrations on the accumulation of gen-
istein-7-O-diglucoside in Genista tinctoria callus.
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Ryc. 14. Wplyw okreslonych cytokinin oraz ich st¢zenia na zawartos¢ 7-O-glukozydu 2'-hydroksy-
genisteiny w kalusie Genista tinctoria.

Fig. 14. The effect of the various cytokinins and their concentrations on the accumulation of 2'-
hydroxygenistein-7-O-glucoside in Genista tinctoria callus.
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Wptyw okreslonych cytokinin oraz ich st¢zenia na zawartos¢ daidzeiny w kalusie Genista tincto-
ria.

The effect of the various cytokinins and their concentrations on the accumulation of daidzein
in Genista tinctoria callus.
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Wplyw okreslonych cytokinin oraz ich st¢zenia na zawartos¢ daidziny w kalusie Genista tincro-
ria.

The effect of the various cytokinins and their concentrations on the accumulation of daidzin
in Genista tinctoria callus.
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Ryc. 17. Wptyw okreslonych cytokinin oraz ich stgzenia na zawartos¢ malonylogenistyny w kalusie
Genista tinctoria.

Fig. 17. The effect of the various cytokinins and their concentrations on the accumulation of genistin
malonate in Genista tinctoria callus. ™
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Ryc. 18. Wplyw okreslonych cytokinin oraz ich st¢Zenia na zawartos¢ acetylogenistyny w kalusie Genista
tinctoria.

Fig. 18. The effect of the various cytokinins and their concentrations on the accumulation of genistin
acetate in Genista tinctoria callus.
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19. Wplyw okreslonych auksyn oraz ich st¢zenia na wartos¢ wspdtczynnika przyrostu kalusa Geni-
sta tinctoria.

19. The effect of the various auxins and their concentrations on the value of the growth factor of
Genista tinctoria callus.
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9. WPLYW MORFOGENEZY NA AKUMULACJE
FITOESTROGENOW W KULTURACH IN VITRO
GENISTA TINCTORIA

Wstep

W wyniku doswiadczen biotechnologicznych opisanych szczegdétowo w rozdz. 8, doty-
czacych modyfikacji pozywek eksperymentalnych w zakresie regulatorow wzrostu, opraco-
wano optymalne warunki hodowli kaluséw G. tinctoria, umozliwiajace intensywny przyrost
biomas o puszystej strukturze, wiasciwych do wyprowadzenia kultur zawiesinowych.

Trzyletnia, stabilna, parenchymatyczna biomasa kalusowa G. tinctoria, hodowana na zop-
tymalizowanym poditozu Schenk-Hildebrandt’a, syntetyzowata jedna z najwigkszych ilosci
fitoestrogenow (10,45%), uzyskanych dotychczas w kulturach in vitro roslin wyzszych [1,4,5,
7,8,10,11,27,29].

Jak juz wspomniano w poprzednim rozdziale, w ramach zasadniczego celu projektu habi-
litacyjnego, ktérym byto opracowanie roslinnego systemu hodowlanego zdolnego do wybidr-
czej produkcji znacznych ilosci fitoestrogendw, postanowiono wyprowadzi¢ hodowle wytrza-
sane z kultur stacjonarnych G. tinctoria. Powyzsza technika hodowlana, w por6wnaniu z kul-
turami agarowymi, stwarza mozliwos¢ petniejszej kontroli i sterowania procesem doswiad-
czalnym (dokarmianie, elicytacja oraz permeabilizacja biomas), a tym samym cze$ciowo za-
pewnia zwigkszenie akumulacji pozadanych wtérnych metabolitéw w namnazanych tkankach
[6,17,21]. Ponadto kultury wytrzasane, po adaptacji do hodowli w bioreaktorach, moga by¢
wykorzystywane, na skale przemystowa, do produkcji potaczen biologicznie aktywnych
[14,22,30]. W przypadku biomas G. finctoria postanowiono otrzymac¢, w oparciu o odpo-
wiednie kultury stacjonarne, hodowle ptynne rézniace si¢ stopniem morfogenezy.

Wstepne badania nad kulturami in vitro ro$lin z rodzaju Genista dowiodly, ze otrzymane
biomasy kalusowe oraz pedowe zawieraly nawet 3-5 krotnie wigcej fitoestrogendw niz czesci
nadziemne odpowiednich roslin gruntowych (rozdz. 6 i 7). Fakt ten zwiazany byt bezposred-
nio z wprowadzeniem roslin do kultur in vitro 1 dotyczyt zar6wno aglikonéw jak i glikozydéw
izoflawonoidowych. W przypadku estrowych potaczen genisteny, w kalusach roélin z rodzaju
Genista oznaczono mniejsze stgzenia omawianych zwiazkOw niz w odpowiednich roslinach
gruntowych (rozdz. 6). Stacjonarne kultury pedowe janowcdéw syntetyzowaly natomiast wie-
cej estrOw niz biomasy kalusowe oraz czesci nadziemne roslin macierzystych (rozdz. 7). Wy-
daje si¢ wigc wysoce prawdopodobnym, ze stopien cytodyferencjacji materiatu roslinnego, na
réwni z wprowadzeniem janowcow do kultur in vitro, wptynat na ilos¢ oraz typ syntetyzowa-
nych potaczen izoflawonoidowych.

Wobec powyzszego uznano, ze mozliwa jest regulacja przebiegu biosyntezy izoflawonow,
w kulturach in vitro G. tinctoria, poprzez zmiang statusu morfologicznego badanego materia-
tu roslinnego. Postanowiono wigc otrzymac ptynne hodowle G. tinctoria r6zniace si¢ zasad-
niczo stopniem cytodyferencjacji, tj. kultury organowe (pedowe i korzeniowe) oraz zawiesi-
nowe (biomasa parenchymatyczna oraz embrionalna). Realizacja zaplanowanego do$wiad-
czenia umozliwilaby nie tylko ewentualne zwigkszenie produkcji izoflawondéw, ale rowniez
przebadanie wptywu morfogenezy na biosynteze¢ poszczegdlnych izoflawonéw, rézniacych
si¢ stopniem aktywnosci fitoestrogennej [8,15,20].
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Dla wyprowadzonych kultur wytrzasanych postanowiono opracowa¢ profile wzrostowe
oraz przesledzi¢ kinetyke produkcji poszczegblnych izoflawonéw w cyklu hodowlanym,
z uwzglednieniem powiazan migdzy metabolitami znajdujacymi si¢ w tym samym tancuchu
przemian biogennych. Ponadto kultury organowe i zawiesinowe poréwnano w zakresie pro-
duktywnosci oraz specyficznej produktywnosci badanych potaczen. W efekcie mozliwe byto
wyselekcjonowanie kultury G. tinctoria charakteryzujacej sie najwigkszym potencjatem
w zakresie produkcji biomasy tkankowej oraz potaczen izoflawonoidowych.

Materialy i metody

Kultury zawiesinowe

W celu wyprowadzenia kultur zawiesinowych G. tinctoria okoto 2g mechanicznie roz-
drobnionej, puszystej biomasy kalusowej (rozdz. 8), umieszczano w 250 ml kolbach Erlen-
meyer a zawierajacych 50 ml plynnej pozywki doswiadczalnej. W hodowli zawiesinowe]
janowca barwierskiego postuzono si¢ podtozem Schenk - Hildebrandt'a (SH) [23] zawieraja-
cym 3% (w/v) sacharozy, 1,0 umol I TIBA (kwas 2,3,5-trijodobenzoesowy) i 23,23 umol 1"
kinetyny. Kolby z zainokulowang biomasa umieszczono nastgpnie na wytrzasarce rotacyjne;j
i kultywowano, w warunkach standardowych dla wszystkich hodowli ptynnych G. tinctoria,
przez okres trzech tygodni. Powstala homogenng zawiesing oddzielano nastepnie od wigk-
szych agregatow komoérkowych na drodze sedymentacji, mieszano w stosunku 1:1 ze §wie-
zym poditozem doswiadczalnym i umieszczano na wytrzasarce na okres 7 dni. Przygotowana
w ten sposOb podstawowa zawiesina janowca barwierskiego postuzyta do dalszych ekspery-
mentéw biotechnologicznych.

Doswiadczenie majace na celu okreslenie profilu wzrostowego oraz kinetyki produkcji
poszczegblnych zwiazkow izoflawonoidowych w kulturze zawiesinowej G. tinctoria prowa-
dzono w cyklu 32-dniowym, wykorzystujac ptynne, zmodyfikowane podtoze SH, o sktadzie
podanym powyzej. Kazdorazowo, w 250 ml kolbach Erlenmayer’a, zawierajacych po 100 ml
zmodyfikowanej pozywki SH, umieszczano okoto 5 g biomasy parenchymatycznej G. tincto-
ria (3 serie — 17 kolb w kazdej) i kultywowano w warunkach standardowych dla wszystkich
kultur wytrzasanych G. tinctoria.

Wytrzqsane kultury embrionow

Biomasa inokularna, stuzacq do wyprowadzenia wytrzasanej hodowli embrionalnej, byt
embriogenny kalus G. tinctoria hodowany na stacjonarnej pozywce SH [23] suplementowane;]
sacharoza (3%), 2,46 umol 1" IBA (kwas indolilo-3-mastowy) oraz 22,19 umol I BAP
(6-benzyloaminopuryna) [12]. W celu zainicjowania hodowli wytrzasanej okoto 2g kalusa
embriogennego umieszczano w 250 ml kolbach Erlenmeyer a zawierajacych 50 ml zmodyfi-
kowanego, ptynnego podtoza SH, o sktadzie podanym powyzej. Kolby z zainokulowana bio-
masa umieszczono nastepnie na wytrzasarce rotacyjnej i kultywowano w warunkach standar-
dowych dla wszystkich hodowli ptynnych G. tinctoria. Powstajace globularne embriony od-
dzielano mechanicznie od zwartej biomasy kalusowej i pasazowano do swiezego podtoza SH,
w odstepach czterotygodniowych, az do momentu uzyskania zawiesiny zlozonej jedynie
z kulistych embrionéw (cztery miesiace).

Podobnie jak w przypadku kultury zawiesinowej, doswiadczenie majace na celu okresle-
nie profilu wzrostowego oraz kinetyki produkcji poszczegdlnych zwiazkéw izoflawonoido-
wych w hodowli embrionalnej G. tinctoria prowadzono w cyklu 32-dniowym, wykorzystujac
ptynne, zmodyfikowane podtoze SH, o sktadzie podanym powyzej. Kazdorazowo, w 250 ml
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kolbach Erlenmeyer a, zawierajacych po 100 ml zmodyfikowanej pozywki SH, umieszczano
okoto 5 g biomasy embrionalnej G. tinctoria (3 serie — 17 kolb w kazdej) 1 kultywowano
w warunkach standardowych dla wszystkich kultur wytrzasanych G. tinctoria.

Wytrzqsane kultury pedowe

Do wyprowadzenia wytrzasanych hodowli pedowych postuzyly stacjonarne kultury mi-
kroroslinek G. tinctoria kultywowane na zmodyfikowanym podtozu SH [23], zawierajacym
9,84 umol 1" 2iP (6-{y-y-dimetyloallilo }-aminopuryna), 0,99 pmol I TDZ (tidiazuron) oraz
3% sacharozy (rozdz. 7). W 250 ml kolbach Erlenmeyera, zawierajacych 50 ml ptynnej po-
zywki SH [23] suplementowanej 24,6 umol 1" IBA (kwas indolilo-3-mastowy) oraz 3% sa-
charozy, umieszczano ok. 5 g pedowej kultury stacjonarnej (fragmenty ztozone z ok. 20 pri-
mordiow pedowych) i wytrzasano, w warunkach standardowych dla kultur wytrzasanych G.
tinctoria, przez okres czterech tygodni. Powstata w tym czasie podstawowa, ptynna hodowla
janowca barwierskiego, ztozona z dtugich, dobrze rozgatezionych, kilkunastocentymetrowych
pedow wykorzystywana byta do dalszych doswiadczen biotechnologicznych.

Profil wzrostowy oraz kinetyke produkcji poszczegdlnych zwiazkéw izoflawonoidowych,
w ptynnej hodowli pedowej G. tinctoria, okreslano w cyklu 76-dniowym, wykorzystujac
ptynne, zmodyfikowane podtoze SH, zawierajace 24,6 umol "' IBA oraz 3% sacharozy. Kaz-
dorazowo, w 250 ml kolbach Erlenmeyer a, zawierajacych po 100 ml zmodyfikowanej po-
zywki SH, umieszczano okoto 5 g 2 cm fragmentéw pedowych G. tinctoria (3 serie po 39
kolb w kazdej) i kultywowano w warunkach standardowych dla wszystkich kultur wytrzasa-
nych G. tinctoria.

Wytrzqsane kultury korzeniowe

Podstawowe, wytrzasane hodowle korzeniowe wyprowadzono z kalusa G. tinctoria, wy-
kazujacego spontaniczng tendencj¢ do ryzogenezy (rozdz. 6). W tym celu odciete od biomasy
kalusowej, 2 cm fragmenty korzeniowe przenoszono do 250 ml kolb Erlenmeyer a zawieraja-
cych 50 ml ptynnego podtoza SH [23] suplementowanego 80,55 umol I NAA (kwas naftylo-
1-octowy), 0,46 umol 1" kinetyny, 260,1 umol "' kwasu cytrynowego i 3% (w/v) sacharozy
[12]. Wytrzasane, inicjalne hodowle korzeniowe pasazowano w odstepach czterotygodnio-
wych az do momentu powstania aktywnie rosnacej kultury, ztozonej z jasnobrunatnej, zwarte;
matrycy z wyrastajagcymi jasnokremowymi korzeniami, posiadajacymi liczne odgatezienia
boczne (trzy miesiace). Otrzymana, pierwotna kultura korzeniowa G. tinctoria wykorzysty-
wana bylta do dalszych doswiadczen biotechnologicznych.

W celu okreslenia profilu wzrostowego oraz produkcji zwiazkow izoflawonoidowych
w wytrzasanej kulturze korzeniowej, ok. 5 g biomasy (fragmenty macierzy z korzeniami
bocznymi) inokulowano do 250 ml kolb Erlenmeyera zawierajacych 100 ml ptynnego, zmo-
dyfikowanego podtoza SH, o sktadzie podanym powyzej (3 serie — 17 kolb w kazdej). Bioma-
sy korzeniowe kultywowano w warunkach standardowych dla wszystkich kultur wytrzasa-
nych G. tinctoria.

Kultury organowe (pedy i korzenie) oraz zawiesinowe (embriony i biomasa parenchyma-
tyczna) G. tinctoria prowadzono w szklanych kolbach Erlenmeyer’a, zamykanych korkami
z pianki silikonowej (Shine-FEtsu-Polymer Co. — Japonia), na wytrzasarce rotacyjnej (INNOVA
2300 — New Brunswick Scientific — 150 rpm), w warunkach o$wietlenia ciagtego (natezenie
$wiatta- 88 + 8 umol m™~s™ — lampy jarzeniowe Philips TLD 35W x 3), w temp. 25 + 2 °C.

Rosnace aktywnie biomasy janowca barwierskiego zbierano w odstgpach dwudniowych
(kazdorazowo po trzy kolby), az do zakonczenia cyklu hodowlanego. Po odsaczeniu od podtoza
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wzrostowego i przemyciu wodg redestylowana biomasy G. tinctoria przeznaczono do badan
biotechnologicznych (oznaczenie $wiezej i suchej masy tkankowej) oraz fitochemicznych
(Jakosciowa 1 ilosciowa analiza frakcji izoflawonoidowej). Otrzymany, w wyniku badan bio-
technologicznych, materiat roslinny wraz z ptynnymi pozywkami, pochodzacymi z poszcze-
g6lnych dni eksperymentu, suszono przez 48 h, do statej masy, na drodze liofilizacji (préznia
1 x 10® mbar wytworzona przez liofilizator LYOVAC GT2 firmy FIN-AQUA SANTASA-
LO-SOHLBERG Co - Finlandia). Zliofilizowane biomasy janowca oraz podtoza hodowlane
przeznaczono do badan fitochemicznych na obecnos¢ bioflawonoidéw. Uzyskane wyniki
(swieza masa — FW, sucha masa — DW oraz zawartos¢ izoflawonéw w materiale roslinnym
i pozywkach) stanowia $rednie arytmetyczne pochodzace z trzech prébek hodowlanych +
S. D.

Jakosciowa oraz ilosciowa analize frakcji izoflawonoidowych, wystepujacych w poszcze-
g6lnych kulturach wytrzasanych G. tinctoria, przeprowadzono technika HPLC wedtug proce-
dury opisanej szczegdtowo w rozdziale 6.

Omowienie wynikow

Wzrost oraz produkcja izoflawonow w zawiesinie parenchymatycznej G. tinctoria

Produkcje zwiazkéw izoflawonoidowych oraz profil wzrostowy zawiesiny G. tinctoria
okreslono w kulturze wytrzasanej, prowadzonej w cyklu 32 dniowym (ryc. 1).

Ryc. 1. Wytrzasana kultura zawiesinowa Genista tinctoria.
Fig. 1. Genista tinctoria suspension culture.

Pozywka z wyboru byto zmodyfikowane podtoze SH [23] zawierajace 3% (w/v) sacharo-
zy, 1.0 umol 1" TIBA oraz 23,23 umol I kinetyny. Warunkowato ono, w przypadku stacjo-
narnej kultury kalusowej janowca barwierskiego, maksymalna produkcje izoflawondéw oraz
intensywny przyrost namnazanej biomasy (rozdz. 8).
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Na podstawie ilosci swiezej (FW) i suchej (DW) masy tkankowej, otrzymanej w poszcze-
g6Inych dniach 32-dniowego eksperymentu, mozna stwierdzi¢, ze zawiesina G. tinctoria
charakteryzuje si¢ szybkim wzrostem i znacznym przyrostem biomasy (ryc. 2). Maksymalna
ilo§¢ zawiesiny, réwna 748,6 g I FW 1 40,8 ¢ I'' DW uzyskano w 22 dniu hodowli, otrzymu-
jac okoto 15 krotny wzrost masy w stosunku do inoculum (50 g I FW). Rezultat ten wskazu-
je, ze biomasa G. tinctoria jest interesujaca z technologicznego punktu widzenia. Niestety
miedzy 28 i 32 dniem eksperymentu kremowo-biata zawiesina wyraznie zamierata, co prze-
jawiato si¢ spadkiem masy tkankowej i wyraznym brunatnieniem hodowli (ryc. 2). W profilu
wzrostowym kultury mozna wyrdzni¢ wszystkie charakterystyczne etapy [25], z dos¢ dluga
faza wzrostu logarytmicznego (4 dni), co prawdopodobnie wynika z wielkosci inoculum [24].
W tym miejscu nalezy zaznaczy¢, ze profile wzrostowe zawiesiny G. tinctoria wykreslone
zaréwno na podstawie §wiezej (FW) jak i suchej (DW) masy wyraznie si¢ pokrywaly (ryc. 2).
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Ryc. 2. Profil wzrostowy zawiesiny Genista tinctoria rosnacej w cyklu 32-dniowym (pozywka SH
z dodatkiem 1,0umol I'' TIBA, 23,2umol 1" kinetyny i 3% (m/v) sacharozy; oswietlenie ciagte
88+8umol m~ s™; temp, 25+2 °C).

Fig. 2. Changes in fresh (FW) and dry (DW) weight of Genista tinctoria suspension cultures grown in
liguid SH medium, supplemented with 1.0 umol I' TIBA, 23.23 umol I kinetin and 3% (w/v)
sucrose, for 32 days, under continuous light.

W wyniku przeprowadzonego doswiadczenia stwierdzono, ze przeniesienie kalusa janow-
ca barwierskiego z hodowli stacjonarnej do ptynnej kultury wytrzasanej wptyneto stymuluja-
co na produkcje poszczeg6lnych potaczen izoflawonoidowych w badanej biomasie (tab. 1)
(rozdz. 8). Rosnaca aktywnie zawiesina syntetyzowata zesp6t 14 izoflawondéw, tozsamych ze
zwiazkami zidentyfikowanymi uprzednio w biomasie kalusowej (rozdz. 8). Jednocze$nie
z opisywanej kultury uzyskano znacznie wigcej izoflawonéw niz z ptynnych hodowli pedo-
wych i embrionalnych G. tinctoria (tab. 1-4).

Analiza chromatograficzna HPLC pozywek pochodzacych z poszczegdlnych dni ekspe-
rymentu wykazata, ze wszystkie analizowane wtdrne metabolity byty, w przypadku zawiesiny
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janowca barwierskiego, magazynowane wewnatrzkomoérkowo. Podstawowymi sktadnikami
zespotu izoflawonoidowego w badanej kulturze byty: genisteina, genistyna, 7-O-diglukozyd
genisteiny, 2°-hydroksy-7-O-glukozyd genisteiny, 6™ -O-malonylo-7-O-glukozyd genisteiny,
6" -O-acetylo-7-O-glukozyd genisteiny, daidzeina i daidzina (tab. 1). Zawarto$¢ powyzszych
zwiazkéw oznaczano w biomasach janowca w 32 dniowym cyklu hodowlanym, ustalajac
zaleznosci migdzy metabolitami znajdujacymi si¢ w tym samym tancuchu przemian biogen-
nych [2].

W poczatkowych dniach eksperymentu wszystkie oznaczane izoflawony wystgpowaty,
w zawiesinie, w mniejszych stezeniach niz w inoculum (tab. 1). Wiaze si¢ to prawdopodobnie
z przystosowaniem biomasy do nowych warunkéw hodowlanych [26]. Zawiesine G. tincto-
ria charakteryzuja dwa maksima akumulacji podstawowych aglikonéw zespotu tj. daidzeiny
i genisteiny (ryc. 3 i 4). Podczas gdy pierwsze z nich przypada, dla obydwu zwiazkéw, na 10
dzien hodowli (142,7 mg genisteiny w 100 g DW i 9,08 mg daidzeiny w 100 g DW) to drugie
dla daidzeiny (20 dzien — 7,65 mg/100 ¢ DW) wystepuje z dwudniowym wyprzedzeniem
w stosunku do genisteiny (26 dzien — 91,2 mg/100 g DW; tab. 1).
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Ryc. 3. Zawarto$¢ daidzeiny i daidziny w kulturach zawiesinowych Genista tinctoria (st¢zenie meta-
bolitéw w mg/100g suchej masy roslinne;j).

Fig. 3. Daidzein and daidzin concentration in Genista tinctoria suspension cultures (isoflavone con-
tent in mg per 100 g DW plant material).

Interesujaca wydaje sie rowniez zaleznos¢ miedzy stezeniami daidzeiny i genisteiny a od-
powiednimi monoglikozydami, w kolejnych dniach hodowli. W przypadku obydwu par
zwiazkOw na uwage zastuguje fakt znacznego wzrostu stezenia glikozydéw w dniach od 12
do 18, kiedy to zawartos¢ aglikonéw w zawiesinie maleje (ryc. 3 i 4). Z uwagi na powyzsze
mozna przypuszczaé, ze w omawianym przedziale czasowym, biosynteza aglikonéw de novo
przebiega znacznie wolniej niz ich glikozydacja do odpowiednich monoglikozydéw. Najin-
tensywniejszg akumulacje daidziny i genistyny zaobserwowano pod koniec fazy stacjonarnej
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i na poczatku fazy zamierania (ryc. 2-4). Nastepnie, w zawiesinie, stwierdzono niewielki spa-
dek stezenia obydwu zwiazkéw, trwajacy az do konca eksperymentu (ryc. 31 4).
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Ryc. 4. Zawartos¢ genisteiny i genistyny w kulturach zawiesinowych Genista rincroria (stgzenie me-
tabolitéw w mg/100g suchej masy roslinne;j).

Fig. 4. Genistein and genistin concentration in Genista tinctoria suspension cultures (isoflavone con-
tent in mg per 100 g DW plant material).

Opisywane zjawisko wskazuje, ze proces biosyntezy izoflawondéw, w zawiesinie G.
tinctoria realizowany byt przede wszystkim od momentu ustania intensywnego przyrostu
podstawowej materii roslinnej, co wiazato si¢ prawdopodobnie ze specyfikq magazynowania
badanych zwiazkéw w wakuolach [8]. W zwigzku z powyzszym, obok daidziny (152 mg/100
2 DW), w 26 dniu hodowli osiagnieto maksymalne stezenie podstawowego metabolitu kultu-
ry zawiesinowej G. tinctoria, a mianowicie genistyny (9414,7 mg/100 g DW — tab. 1). W tym
miejscu nalezy zaznaczy¢, ze uzyskana, w zawiesinie G. tinctoria, zawarto$¢ genistyny jest
znacznie wyzsza od stezen pojedynczych potaczen izoflawonoidowych, otrzymanych dotych-
czas w kulturach in vitro roslin wyzszych [10].

Drugim, pod wzgledem ilosci, metabolitem zawiesiny G. tinctoria byt 7-O-diglukozyd
genisteiny syntetyzowany intensywnie w fazie wzrostu liniowego i poczatkowych dniach fazy
stacjonarnej (2003 mg/100 g DW — tab. 1). Stwierdzono wyrazng zaleznos$¢ w stezeniach mo-
no- i diglukozydu genisteiny miedzy 20 i 26 dniem eksperymentu. Spadek ilosci diglukozydu
genisteiny w biomasie byt wtedy wyraznie skorelowany ze wzrostem stgzenia genistyny (mo-
noglukozyd) (ryc. 5). Poréwnujac powyzsze dane z produkcja genisteiny (aglikon) mozna
zauwazy¢, ze maksymalna akumulacja genistyny, obserwowana w dniu 26 (9414,7 mg/100 g
DW) wiaze si¢ prawdopodobnie nie tylko z pierwotna glikozydacja aglikonu, ale réwniez
z hydrolitycznym rozpadem diglukozydu. Jako, ze w opisywanych doswiadczeniach nie okre-
slano aktywnosci odpowiednich enzyméw stwierdzenie takie moze pozostac jedynie w sferze
przypuszczen.
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Ryc. 5. Zawarto$¢ genistyny i 7-O-diglukozydu genisteiny w kulturach zawiesinowych Genista tincto-
ria (stgzenie metabolitéw w mg/100g suchej masy roslinnej).

Fig. 5. Genistin and genistein-7-O-diglucoside concentration in Genista tinctoria suspension cultures
(isoflavone content in mg per 100 g DW plant material).

Estrowe pochodne genisteiny tj. 67" -O-malonylo-7-O-glukozyd genisteiny (malonylogeni-
styna) i 6 -O-acetylo-7-O-glukozyd genisteiny (acetylogenistyna), akumulowane byty,
w najwiekszych stezeniach, w koncowych dniach fazy stacjonarnej (tab. 1). Tlo$¢ ich byta
jednak znacznie nizsza niz w przypadku ziela rosliny gruntowej i stacjonarnych kultur pedo-
wych G. tinctoria (rozdz. 7 i 8). Na uwage zasluguje drastyczny spadek stezenia malonylo-
genistyny w ostatnich dwoch dniach doswiadczenia (z 74,4 mg do 41,3 mg/100 g DW) skore-
lowany z niewielkim wzrostem zawartosci genisteiny (32 dzien — 82,5 mg/100 g DW; tab.1).

Jak powszechnie wiadomo malonian genistyny, w roslinach z rodziny Fabaceae, jest for-
ma magazynowa genisteiny, ktéra jako fitoaleksyna jest uwalniana, na drodze hydrolizy,
z potaczenia estrowego, w sytuacjach biotycznego lub abiotycznego stresu [2,3,18]. Jezeli
gwattowne zamieranie tkanki (dzien 28-32) bedziemy rozpatrywaé w kategoriach warunkéw
stresowych to wzajemne relacje migdzy aglikonem i estrem malonowym genistyny mozna
wytlumaczy¢ wiasnie jako skutek wystapienia mechanizmu o charakterze elicytacji abiotycz-
nej [3].

2"-hydroksy-7-O-glukozyd genisteiny, bedacy metabolitem posrednim, w szlaku biogen-
nym, migdzy prostymi izoflawonami a kumestanami [2,8,9], akumulowany byt w najwiek-
szych ilosciach rowniez w koncowych dniach do$wiadczenia (447,65 mg/100 ¢ DW — 30
dzien; tab. 1). Obecnos¢ powyzszego metabolitu wskazuje, ze kultury zawiesinowe G. fincto-
ria posiadaja znaczny potencjat biogenny w kierunku biosyntezy zar6wno prostych, jak i zto-
zonych fitoestrogenéw [3].



166 Maria Luczkiewicz

Wzrost oraz produkcja izoflawonéw w wytrzqsanej kulturze embrionalnej G. tinctoria

Ptynna kulture embrionéw G. tinctoria wyprowadzono z kalusa powyzszej rosliny, rosna-
cego na stacjonarnej pozywce SH [23] z dodatkiem sacharozy (3%), 2,46 pmol I IBA oraz
22,19 umol 1" BAP. Na podtozu o takim sktadzie pierwotna, parenchymatyczna biomasa ka-
lusowa réznicowala si¢ w drobne, jasnozielone globularne embriony, tracac jednoczesnie
kremowa barwe i puszysta strukture [12]. Wysokie stezeniec BAP w potaczeniu z IBA obnizy-
to tendencje powstajacych embrionéw do dalszej morfogenezy w kierunku odtwarzania tkan-
ki pedowe;j. Ponadto, na powyzszym podtozu, otrzymane embriony nie przeksztatcaty sie po-
nownie w puszysty kalus parenchymatyczny [12]. W rezultacie, zgodnie z celem badan, uzy-
skano biomase bedaca pod wzgledem cytodyferencjacji, stadium posrednim migdzy zawiesing
parenchymatyczna a hodowla organowa [16]. Skladata si¢ ona z pierwotnych embrionéw glo-
bularnych oraz sercowatych w stosunku 90:10 (ryc. 6).

Ryc. 6. Wyltrzasana kultura embrionalna Genista tinctoria.
Fig. 6. Genista tinctoria embryo culture.

W 32 dniowym cyklu hodowlanym kolejne fazy wzrostu, przypadajace na poszczeg6lne
dni hodowli pokrywaty si¢ niemal zupetnie z profilem wzrostowym zawiesiny G. tinctoria
(ryc. 2 1 7). Opisywana kultura embrionalna dostarczyta jednak znacznie mniej biomasy. Jest
to szczegllnie widoczne w przypadku suchej masy roslinnej (40,8 g 1" zawiesina; 27,9 g I
embriony) (ryc. 2 i 7). Zaobserwowane zjawisko wskazuje na to, ze w przypadku kultury em-
brionalnej namnazane komérki przestaly rosna¢ wczesniej niz to mialo miejsce w hodowli
zawiesinowej. Dalszy wzrost ilosci swiezej masy w kulturze embrionéw, nie skorelowany
z przyrostem suchej masy tkankowej, zwigzany byl prawdopodobnie z powigkszaniem roz-
miaru poszczegolnych komoérek hodowli i tym samym ich plynnej zawartosci. W rezultacie,
kultura embrionalna G. tinctoria, dostarczajaca dwukrotnie mniej suchej masy tkankowej niz
zawiesina, jest mniej interesujaca z technologicznego punktu widzenia.
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Ryc. 7. Profil wzrostowy wytrzasanej kultury embrionalnej Genista tinctoria rosnacej w cyklu 32-
dniowym (pozywka SH z dodatkiem 2,46pmol I IBA, 22,19umol I'' BAP i 3% (m/v) sacha-
rozy; oswietlenie ciagle 88+8umol m~ s™'; temp. 25+2°C).

Fig. 7. Changes in fresh (FW) and dry (DW) weight of Genista tinctoria embryo cultures grown in
liquid SH medium, supplemented with 2.46umol I IBA, 22.19 umol I BAP and 3% (w/v) su-
crose, for 32 days, under continuous light.

Analiza fitochemiczna biomas pochodzacych z kolejnych dni hodowli wykazata, ze kultu-
ra embrionéw, podobnie jak zawiesina G. tinctoria syntetyzowata 14 izoflawonéw akumulo-
wanych wytacznie w wakuolach (brak oznaczanych zwiazkéw w pozywkach). Réwniez kine-
tyka produkcji poszczeg6lnych metabolitéw szlaku genisteiny i daidzeiny byta poréwnywalna
z obserwowana wczesniej w zawiesinie parenchymatycznej G. tinctoria (tab.1 1 2). Na szcze-
26lna uwage zastuguje identyczna zalezno$¢ migdzy genisteing i daidzeing a odpowiednimi
monoglikozydami. Biosynteza zwiazkdw, znajdujacych si¢ w szlaku metabolicznym geniste-
iny i daidzeiny, wydaje si¢ zachodzi¢ réwnolegle, niezaleznie od siebie, nie konkurujac o pre-
kursory biosyntezy (ryc. 8). Fakt ten potwierdza dane literaturowe, zgodnie z ktérymi ilos¢
grup fenolowych w pierscieniu izoflawonoidowym jest determinowana na etapie powstawa-
nia chalkonu, a nie podczas hydroksylacji pierscienia A izoflawonu [9].

W kulturze embrionalnej wszystkie metabolity izoflawonoidowe, za wyjatkiem estrow
genistyny, syntetyzowane byty wprawdzie w wigkszych ilosciach niz w zielu rosliny macie-
rzystej (rozdz. 7), ale jednoczesnie byly to stezenia nizsze niz w kulturze zawiesinowej (tab. 1
i 2). Przyktadowo, podstawowy metabolit zespotu — genistyna wystgpowata, w embrionach,
w ilosci 7742,8 mg/100 g DW (26 dzien hodowli), podczas gdy w zawiesinie G. tinctoria
stezenie tego zwiazku oznaczono na poziomie 9414,7 mg/100 ¢ DW. Embriony G. tinctoria
syntetyzowaty natomiast znacznie wigcej estrowych pochodnych genistyny niz kultura zawie-
sinowa. Maksymalne st¢zenie malonianu genistyny wyniosto w tym wypadku 134,27 mg/100
¢ DW i byto ponad dwa razy wigksze niz w zawiesinie (tab. 1 i 2). Obserwowany wzrost ste-
zenia estrow izoflawonoidowych w kulturze embrionalnej sugeruje, ze biosynteza malonylo-
oraz acetylogenistyny jest w biomasach G. finctoria bezposrednio zwigzana z procesem mor-
fogenezy.
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Ryc. 8. Zawartos¢ genisteiny i daidzeiny w wytrzasanych kulturach embrionalnych Genisra tinctoria
(stezenie metabolitéw w mg/100g suchej masy roslinnej).

Fig. 8. Daidzein and genistein concentration in Genista tinctoria embryo cultures (isoflavone content
in mg per 100 g DW plant material).

Wzrost oraz produkcja izoflawonow w wytrzqsanej kulturze pedowej G. tinctoria

Plynna hodowle pedowa G. tincroria uzyskano ze stacjonarnej kultury mikroro$linek ja-
nowca, rosnacej na pozywce SH [23] z dodatkiem 9,84 umol It 2iP, 0,99 pmol ' TDZ oraz
3% sacharozy (rozdz. 7). Na podtozu o takim sktadzie embriogenny kalus réznicowat si¢
w primordia pedowe a nastgpnie w kultury mikroroslinek nie wykazujace tendencji do szkle-
nia i tworzenia struktur anormalnych (rozdz. 7). Podstawowe, ptynne kultury pedowe, hodo-
wane w pozywce SH z dodatkiem 24,6 pmol I IBA oraz 3% sacharozy, w trakcie 76 dnio-
wego cyklu hodowlanego, rozgateziaty si¢ krzaczasto i wykazywaly anergizacj¢ w stosunku
do cytokinin, obserwowang uprzednio na etapie wydtuzania pedéw, w procesie mikrorozmna-
zania janowcow (ryc. 9) (rozdz. 7).

W wyniku przeprowadzonego doswiadczenia stwierdzono, ze kultura pedowa G. tinctoria
charakteryzuje si¢ dlugim i niezbyt intensywnym przyrostem (ryc. 10). Maksymalna ilo$¢
$wiezej biomasy, uzyskana z eksperymentu (354,2 ¢ I" FW w 48 dniu hodowli) byta nizsza
niz otrzymana uprzednio w kulturach zawiesinowych i embrionalnych (ryc. 2,7,10). Nalezy
jednak zaznaczy¢, ze pedy G. tinctoria charakteryzowaty sie znacznie nizszym uwodnieniem
(FWax-354,2 g I''; DWax-25,03 g 1" — dzien 48) od kultur embrionalnych (FWpax-654,2 g 17
DWonae- 27,9 g 17 — dzien 22). W rezultacie maksymalna ilo$é¢ suchej masy w obydwu ekspe-
rymentach byla por6wnywalna. Bardzo dtugi okres wzrostu (76 dni) pgdéw w hodowli ptyn-
nej powoduje jednak, ze omawiana kultura wydaje si¢ mniej interesujaca, z technologicznego
punktu widzenia, w porOwnaniu z hodowla zawiesinowg i embrionalna.
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Ryc. 9. Wytrzasana kultura pedowa Genista tinctoria.
Fig. 9. Genista tinctoria shoot culture in liquid media.

Podobnie jak w pozostalych hodowlach wytrzasanych G. tinctoria, rtéwniez w kulturach
pedowych omawianego gatunku wystgpowaty wszystkie fazy wzrostu, ze znacznie tagodniej
przebiegajaca faza zamierania (ryc. 10). Wydaje sig, ze wzrost pedéw, w koncowym stadium
hodowli, byt bardziej determinowany rozmiarami naczynia hodowlanego niz brakiem sktad-
nikéw odzywczych w podiozu eksperymentalnym. Fakt ten potwierdzat wyglad pedow, ktére
do konca eksperymentu zachowaty zywozielong barwe, wypetniajac cata kolbg Erlenmeyer’a.
Pozywka doswiadczalna zz6tkta natomiast jedynie w niewielkim stopniu.

Kultury pedowe, tak jak pozostate typy hodowli wytrzasanych G. tinctoria, produkowatly
14-sktadnikowy zespot izoflawondéw, magazynowany catkowicie wewnatrzkomoérkowo. Brak
obecno$ci w hodowli pgdowej pochodnych apigeniny i luteoliny, charakterystycznych dla
ziela ro$liny macierzystej (rozdz. 6), potwierdza spostrzezenie, ze zahamowanie produkcji
prostych flawonéw, obserwowane réwniez w zawiesinie i embrionach G. tinctoria (tab. 1-3),
jest bezposrednio zwiazane z wprowadzeniem rosliny do kultur in vitro, a nie ze stadium mor-
fogenezy. Wraz ze stopniem organogenezy maleje natomiast ilo§¢ syntetyzowanych w kultu-
rach in vitro fitoestrogenéw (tab.1-3). Pomimo zachowanej kinetyki produkcji pochodnych
daidzeiny i genisteiny, kultury pgdowe produkowaly znacznie mniej wtérnych metabolitow
niz pozostate typy hodowli (6640,7 mg/100 g DW genistyny — 40 dzien hodowli; tab. 3). Cia-
¢gle jednak oznaczane stgzenia fitoestrogenow byly o wiele wyzsze niz w zielu rosliny macie-
rzystej (rozdz. 6). Opisywany fenomen, skorelowanego z morfogeneza spadku produkcji izo-
flawonow, nie dotyczy jedynie estrowych pochodnych genisteiny. Pedy w hodowlach ptyn-
nych syntetyzowaly najwigcej z wszystkich typéw kultur in vitro G. tinctoria malonylo-
i acetylogenistyny (tab. 3). Szczegblnie w przypadku malonylogenistyny opisywana kultura
wydaje si¢ by¢ zrodlem tego zwiazku (1008,2 mg/100 g DW — 66 dzien hodowli), potwier-
dzajac, ze magazynowanie genisteiny w formie malonianu jest, w hodowlach in vitro G.
tinctoria, zalezne od morfogenezy 1 wprost proporcjonalne do jej stopnia (tab. 1-3). Uzyskane
stezenie malonylogenistyny, w kulturach pedowych G. tinctoria nie jest jednak state.
W ostatnich dniach hodowli (dzien 68 do 76) poziom tego zwiazku drastycznie spada do stgzenia
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obecnego w inoculum (tab. 3). Jako, ze w tym samym czasie stezenie genisteiny rosnie, moz-
na uwazaé, ze opisywany mechanizm ma podioze stresowe, generowane prawdopodobnie
niewystarczajaca objetoscia naczynia hodowlanego.
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Ryc. 10. Profil wzrostowy wytrzasangj kultury pgdowej Genista tinctoria rosnacej w cyklu 76-
dniowym (pozywka SH z dodatkiem 24,6umol 1" IBA i 3% (m/v) sacharozy; o$wietlenie
ciagte 88+8umol m™ s™; temp. 25+2 °C).

Fig. 10. Changes in fresh (FW) and dry (DW) weight of Genista tinctoria shoot cultures grown in
liquid SH medium, supplemented with 24.6umol I IBA and 3% (w/v) sucrose, for 32 days,
under continuous light.

Wzrost oraz produkcja izoflawonow w wytrzqsanej kulturze korzeniowej G. tinctoria

Ptynne kultury korzeni odcigtych otrzymano z fragmentéw korzeni pochodzacych z ryzo-
gennego kalusa G. tinctoria, rosnacego na stacjonarnym podtozu SH, z dodatkiem 80,55 pmol
I NAA, 0,46 umol 1" kinetyny, 260,1 pmol 1" kwasu cytrynowego i 3% (w/v) sacharozy
[12]. Powyzsza pozywka warunkowata r6znicowanie biomasy kalusowej w korzenie, ktore po
odcieciu byty zdolne do ciagtego wzrostu, w podtozu ptynnym o skladzie podanym powyze;.
Dodatek kwasu cytrynowego hamowat w biomasie produkcj¢ prostych fenoli, prowadzacych
do szybkiego zamierania hodowli [12]. Otrzymana kultura ptynna ztozona byla z jasnobru-
natnej macierzy i wyrastajacych z niej dtugich, stabo rozgatezionych korzeni przybyszowych
o jasnokremowej barwie (ryc. 11).

Pomimo hodowli w warunkach petnego oswietlenia nie stwierdzono powstawania korzeni
syntetyzujacych chlorofil ani odtwarzania drobnych kulistych struktur o charakterze kalusa.
Obydwa zjawiska, jako charakterystyczne dla kultur korzeni odcietych i transgenicznych,
prowadzonych w pozywkach z regulatorami wzrostu, przy dostepie do $wiatla dziennego,
opisywat uprzednio m. in. Pitta-Alvars i wsp. [19].
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Ryc. 11. Wytrzasana kultura korzeni odcietych Genista tinctoria.
Fig. 11. Genista tinctoria de novo root culture.

Na podstawie uzyskanych wartosci FW i DW, w 32 dniowym cyklu hodowlanym, stwier-
dzono, ze korzenie G. finctoria charakteryzuja si¢ szybkim przyrostem i znaczng produkcja
biomasy (FWmax-343,3 g I'! — 24 dziett; DWpax-30,2 g I'! — 22 dzien). W toku przeprowadzo-
nego eksperymentu uzyskano 11-krotny przyrost masy tkankowej w stosunku do 50 g inocu-
lum (ryc. 12). Zgodnie z danymi literaturowymi, kultury korzeni odcigtych (nie transformo-
wanych) rzadko odznaczajg si¢ szybkim przyrostem i czesto wykazujq tendencje do stopnio-
wego przeksztalcania sie w kalus. Przecietny cykl wzrostowy takich kultur wynosi 60-70 dni
[28]. Ze wzgledu na powyzsze, szybko rosnace korzenie de novo G. tinctoria wydaja si¢ przy-
datne do hodowli in vitro na wigksza skale, w bioreaktorach.

Analiza fitochemiczna biomas otrzymanych w wyniku eksperymentu wykazata, ze ptynne
kultury korzeniowe G. tinctoria, podobnie jak korzenie hodowane na podtozu agarowym [12]
sg, w przeciwienstwie do innych typéw kultur in vitro janowca, wybiérczym zrédtem poje-
dynczego metabolitu z grupy bioflawonoidéw tj. izolikwirytygeniny (978,4 mg/100 g DW —
30 dzien hodowli; tab. 4, ryc. 13). Zwiazek ten nie wystgpuje zaréwno w zielu jak i korze-
niach rosliny macierzystej, bogatych w szereg flawonoidéw z grupy flawonéw oraz izoflawo-
néw (rozdz. 6 i 13). Wprowadzenie korzeni G. tinctoria do kultur in vitro zupetnie zahamo-
walo, w namnazanej biomasie, biosynteze charakterystycznych dla rosliny gruntowej, po-
chodnych genisteiny, daidzeiny, formononetyny oraz biochaniny A (rozdz. 6 i 13). We-
wnatrzkomérkowa akumulacja jedynie pojedynczego metabolitu bioflawonoidowego, w bio-
masie korzeniowej janowca, wydaje si¢ wskazywa¢, ze w badanej kulturze mamy do czynie-
nia z blokada enzymatyczng biosyntezy izoflawonéw na poziomie izolikwirytygeniny, ktéra
jest bezposrednim prekursorem daidzeiny [2]. W stanie naturalnym izoflawony spetniaja
istotng role w tworzeniu uktadéw symbiotycznych miedzy roslinami z rodziny Fabaceae
a bakteriami brodawkowymi z rodzaju Rhizobium [3,9,20]. By¢ moze sztuczne warunki,
wystepujace w kulturze in vitro odcietych korzeni janowca, zaburzyly fizjologiczne uktady regu-
latorowe i stad wynika zahamowanie biosyntezy izoflawonéw na poziomie izolikwirytygeniny.
Jako, ze w toku prezentowanych doswiadczen nie przeprowadzono badan dotyczacych
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aktywnosci kluczowych enzyméw szlaku izoflawonoidowego, trudno wyciagnaé ostateczne
whnioski co do natury obserwowanego zjawiska.

Biosynteza izolikwirytygeniny, w kulturach korzeniowych G. tinctoria, jest $cisle skore-
lowana ze wzrostem biomasy (ryc. 12 i 13). W fazie wzrostu logarytmicznego oraz liniowego,
namnazanej tkanki, produkcja izolikwirytygeniny zachodzi stopniowo i raczej wolno. Szcze-
g6lnie intensywnie przebiega natomiast podczas dlugiej fazy stacjonarnej. Poziom oznacza-
nego zwiazku utrzymuje si¢ nastgpnie w biomasie na mniej wigcej statym poziomie, az do
konca eksperymentu (ryc. 13). Obserwowana kinetyka produkcji izolikwirytygeniny w kultu-
rze korzeniowej G. tinctoria potwierdza doniesienia literaturowe odno$nie intensywnej bio-
syntezy szeregu wtérnych metabolitow w kulturach in vitro dopiero po ustaniu wzrostu tka-
nek, czyli wlasnie w fazie stacjonarnej [26]. Zjawisko to jest zwigzane z silnym wspo6izawod-
nictwem szlakéw metabolizmu pierwotnego i wtérnego o zwiazki o charakterze prekursoréw [13].

Uzyskane, w wyniku przeprowadzonego eksperymentu, wytrzasane kultury korzeniowe
G. tinctoria, ze wzgledu na produkcje pojedynczego metabolitu z grupy roslinnych polifenoli
moga by¢ uznane jako wybidrcze zrédto wartosciowego prekursora izoflawonoidowego —
izolikwirytygeniny.

W wyniku przeprowadzonego cyklu doswiadczen otrzymano ptynne kultury wytrzasane
G. tinctoria rOzniace si¢ stopniem cytodyferencjacji i jednoczesnie zdolne do akumulacji
znacznych ilosci fitoestogendw o okreslonej aktywnosci farmakologicznej [15,20]. Biosynte-
za prostych flawondéw pochodnych luteoliny i apigeniny, charakterystycznych dla rosliny ma-
cierzystej, zostata zahamowana we wszystkich typach kultur janowca, czyniac z nich wybior-
cze zrédlo fitoestrogendw. Uzyskane rezultaty dowodza, ze akumulacja poszczeg6lnych pota-
czen izoflawonoidowych w biomasach G. tinctoria jest bezposrednio zalezna od rodzaju kul-
tury. Szczegélnie istotny wydaje si¢ fakt zahamowanie biosyntezy aglikonéw i glikozydow
izoflawonoidowych, skorelowany ze wzrostem stopnia cytodyferencjacji poszczegélnych
biomas. Zgodnie z powyzszym nieuorganizowana zawiesina G. tinctoria akumulowata naj-
wigcej glikozydow i aglikonéw izoflawonoidowych (maks. produktywnosc¢ i specyficzna pro-
duktywnos¢ — tab. 4). Uzyskana, w zawiesinie 9445 mg zawarto$¢ genistyny na 100 g suche;j
masy jest jednoczesnie jedna z najwigkszych ilosci pojedynczego wtérnego metabolitu
otrzymanego dotychczas z kultur in vitro ros$lin wyzszych [6]. Biomasa zawiesinowa G.
tinctoria bedaca tak bogatym zrédtem genistyny oraz innych 13 izoflawonéw moze by¢
w przysztosci wykorzystana do produkcji tych zwiazkéw na skale przemystowa.

Kultury pedowe janowca, jako najwyzej uorganizowane, cechowata natomiast najwigksza,
w poréwnaniu do innych typéw hodowli, zawartos¢ estrowych pochodnych genistyny (maks.
produktywnos¢ i specyficzna produktywnos¢ — tab. 4). Dowodzi to, ze rOwniez biosynteza
tych zwiazkOw jest zwiazana ze stopniem zrdznicowania tkanek. Przedstawiona powyzej
prawidlowos$¢ nie dotyczy jedynie kultur korzeni odcigtych G. tinctoria, w przypadku ktérych
organogeneza spowodowata catkowite zahamowanie produkcji izoflawonéw pochodnych
daidzeiny i genisteiny. Jedynym produkowanym zwigzkiem bioflawonoidowym pozostat
pierwotny metabolit szlaku biosyntezy izoflawonéw — izolikwirytygenina. Wydaje si¢ zatem,
ze w omawianej kulturze doszto do blokady enzymdéw na poziomie izomeryzacji chalkonow
do flawanonéw. W rezultacie kultury korzeniowe G. tinctoria, po skutecznej permeabilizacji,
wydajg si¢ odpowiednie do otrzymywania powyzszego zwigzku z przeznaczeniem do szeregu
typow doswiadczen biotechnologicznych, w tym eksperymentéw zmierzajacych do uzyska-
nia, na drodze biokonwersji izolikwirytygeniny, bardziej ztozonych struktur izoflawonoido-
wych.
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Wszystkie otrzymane typy kultur G. tinctoria stanowia ponadto, w przeciwienstwie do
szeregu innych kultur in vitro roslin z rodziny Fabaceae [5,8,10,11] uktady dynamiczne,
w ktérych widoczne sg, w cyklu hodowlanym, powigzania pomiedzy poszczegélnymi meta-
bolitami szlaku genisteiny i daidzeiny. W zwiazku z powyzszym uzyskane biomasy roslinne
moga stuzy¢ do prowadzenia badan, o charakterze podstawowym, dotyczacych biosyntezy
izoflawondw oraz petniejszego poznania zmian metabolizmu roslin na skutek elicytacji.
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Ryc. 12. Profil wzrostowy wytrzasanej kultury korzeniowej Genista tinctoria rosnacej w cyklu 32-
dniowym (pozywka SH z dodatkiem 80,65umol 1" NAA, 0,46 pmol 1" kinetyny, 260,1 pmol
1" kwasu cytrynowego i 3% (m/v) sacharozy; o$wietlenie ciagte 88+8umol m™ s'; temp.
25+2°C).

Fig. 12. Changes in fresh (FW) and dry (DW) weight of Genista tinctoria root cultures grown in liquid
SH medium, supplemented with 80.55 umol I' NAA, 0.46 umol I kinetin, 260.1 umol 1 cit-
ric acid and 3% (w/v) sucrose, for 32 days, under continuous light.
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Ryc. 13. Zawartos¢ izolikwirytygeniny w wytrzasanych kulturach korzeniowych Genista tinctoria (st¢zenie metabolitéw w mg/100g suchej masy roslinnej).
Fig. 13. Isoliguiritigenin concentration in Genista tinctoria root cultures (isoflavone content in mg per 100 g DW plant material).



Tab. 1. Zawartos¢ izoflawonéw w kulturach zawiesinowych Genista tinctoria (stezenie zwiazkéw w mg/100g suchej masy).

Tab. 1. Isoflavone concentration in Genista tinctoria suspension cultures (isoflavone content in mg per 100 g DW plant material).

Zwiazek
Drief genisteina genistyna daidzeina daidzina 7-(;:11:%2:(1‘?;)’(1 hZ'-d(:(-)%(lsl;'kg(::l);gté’l;y ;f::?;g:g gi;ei?t’;'(l);a
0 43 £+ 01| 2117,6 + 145(2,52 £ 0,07 | 16,53 + 098 | 603,3 + 153 | 1842 + 09 92 + 04 | 443 + 0,1
2 29 +£0,09] 10533 + 9,8 1,74 + 0,09 699 <+ 03 | 3273 +11.2| 1196 =+ 08 58 + 02 | 442 £ 0,09
4 53 £ 02| 9339 + 441|153 = 0,09 543 £ 0,18 | 298,1 + 94 11,00 + 1.1 10,7 + 0,6 | 321 + 1,1
6 649 + 04| 31455 + 19,8(3,32 + 0,11 802 £ 039 | 7627 x162| 1218 =+ 08 176 + 08 | 7,50 + 03
8 835 + 1,3 | 3582,5 + 20,5(687 + 0,18 | 11,90 + 09 | 815,7 + 134 | 16,64 + 09 183 + 0,7 | 10,20 £ 0,5
10 142,77 + 5,7 | 3302,7 + 20,1(9,08 + 0,59 | 16,85 + 1,1 | 8933 + 142 | 2256 + 14 206 + 06 | 17,77 + 09
12 412 + 22| 36358 + 21,214,774 + 0,22 | 3995 + 2,0 | 930,7 + 168 | 3191 + 18 273 + 0,8 | 21,17 + 13
14 20,0 + 2,0 | 5818,7 + 283(3,61 = 0,19 61,1 £ 24 | 9462 + 16,1 | 3305 + 19 364 £+ 12 | 2254 + 14
16 184 =+ 1,5]7234,65 + 314|268 £+ 0,10 | 7559 + 34 | 12722 + 152 | 3523 + 19 40,5 + 18 | 31,76 + 1,7
18 152 + 0,9 8472,2 + 332(4,67 £ 0,17 | 111,86 + 11,9 | 1499,1 + 13,1 | 70,24 + 39 50,9 £+ 2,1 | 3940 = 19
20 20,7 £ 1,3 | 86474 =+ 364|765 + 0,34 | 114,08 + 153 | 2003,1 + 144 | 92,17 =+ 45 66,8 + 2,2 | 3941 + 21
22 58,1 + 34| 91427 + 40,5(6,67 = 0,2 | 12542 + 174 | 164377 + 138 | 11642 + 74 675 + 24 | 41,1 = 19
24 733 + 4993430 + 392516 £ 0,21 | 133,11 + 16,2 | 1284,6 + 149 | 193,09 + 8,6 664 + 19 | 495 + 18
26 91,2 + 6,2 | 94147 + 372(429 + 0,19 | 15284 + 20,1 | 1091,6 + 11,2 | 268,22 + 114 | 694 + 24 | 46,7 = 20
28 733 + 5,1 (798341 + 294|305 + 0,18 | 112,7 + 142 | 5838 + 124 | 340,09 + 108 | 722 + 28 | 454 + 17
30 61,2 + 49 |711447 + 253(3,14 + 0,18 | 102,5 + 10,8 | 384,5 + 92 | 447,65 + 145 | 744 + 24 | 421 + 20
32 82,5 £ 29| 62864 + 193|248 + 0,09 943 £+ 9.3 [30894 + 10,0 | 440,72 + 132 | 413 =+ 25 | 485 + 16

Poszczegdlne wartosci sa srednimi arytmetycznymi pochodzacymi z 3 pomiaréw + S.D./ Each value represents the mean + S.D. of three samples.




Tab. 2. Zawartos¢ izoflawonéw w wytrzasanych kulturach embrionalnych Genista tinctoria (stgzenie zwigzkéw w mg/100g suchej masy).

Tab. 2. Isoflavone concentration in Genista tinctoria embryo cultures in liquid media (isoflavone content in mg per 100 g DW plant material).

Zwigzek
Drien genisteina genistyna daidzeina daidzina 7-(;:::%?2?;)’(1 72’(-)h§l(lllll‘;(;(zs);'d mi::;);g:l(;ge- aflei;{;,?lgae-
genisteiny
0 22 = 0,1 ] 20476 = 114 1,2 + 0,09 [ 152 + 02| 593,04 =+ 143 | 1521 = 09| 10,74 + 07| 54 = 0,1
2 22 = 02| 17486 + 97 | 1,37 + 0,05 [1547 = 03 | 2954 =+ 82 |1522 = 09| 921 =+ 03|543 = 0,1
4 217 = 0,09 9814 + 32| 128 =+ 007|528 + 01| 1782 =+ 54 [1192 + 07| 6,81 = 03] 274 = 0,09
6 442 + 02| 731,5 =+ 54 247 = 008 | 674 = 04| 6428 =+ 83 | 1044 = 0.8 | 624 =+ 031|344 = 0,09
8 52,74 + 03| 28045 = 123|674 + 02 (10,12 + 08 | 8742 =+ 132 | 11,58 = 08| 722 = 04| 578 = 0,1
10 |7443 + 13| 29214 =+ 158|702 + 03 (1485 =+ 09 | 9125 =+ 128 | 1512 + 09| 921 =+ 049,12 = 04
12 147,21 + 2,1 | 3842,1 = 192|321 = 0,09 (2978 + 09 | 9744 =+ 1432986 = 14| 1034 =+ 08 |1543 = 09
14 3271 + 28 | 49714 =+ 213|273 + 01 (4121 =+ 13| 9985 =+ 13,8 |3044 = 19| 1243 =+ 0,7 |1728 + 0,8
16 |17.44 + 09 | 58527 = 312|224 + 0,1 (4823 + 273 102421 =+ 11,8 | 3147 + 2,1 | 18,16 = 05 |2144 = 1,1
18 31,28 + 1,5| 59442 =+ 287|381 = 02 [61,7 = 18 |124466 + 13,0 | 48,16 = 23| 2548 + 08 2527 = 09
20 (5147 = 34| 62246 =+ 273|735 + 031 |67,29 + 5,1 [1000.84 = 12,7 | 7925 + 4,8 | 30,74 = 1.8 |44.83 = 2,1
22 75,74 = 48 | 64722 + 242|428 + 04 |72,14 = 34 | 64253 =+ 99 (104,26 + 114 59,13 =+ 23 [48,27 + 24
24 172,21 = 51 | 68357 + 233|413 =+ 03 |8421 + 79 | 471,78 = 10,8 |158,73 + 14,7| 67,22 = 2.8 |5648 + 3.8
26 (48,32 + 477 | 774281 + 282 3,18 + 0,1 |103,21 £+ 11,2| 500,21 =+ 10,7 |243,08 + 174 98,11 =+ 54 |5846 = 39
28 144,75 = 39 | 7021,57 + 293|274 + 0,09 |8278 = 4,5 | 10831 = 7.3 [25342 = 18,2(120,14 = 6,2 [5494 = 35
30 (32,21 = 2,1 [543842 + 343|126 £ 0,08 |79.81 = 52 | 5432 =+ 2,1 |250,73 + 19,7|128,71 + 64 |51.35 = 34
32 12572 £ 1,7 [4271,88 + 338 | 1,30 £ 0,1 |72,21 = 43 | 4271 =+ 23 24994 + 17913427 + 6,5 |48,11 = 37

Poszczegdlne wartosci sa srednimi arytmetycznymi pochodzacymi z 3 pomiaréw + S.D./ Each value represents the mean + S.D. of three samples.




Tab. 3. Zawartos¢ izoflawondéw w wytrzasanych kulturach pgdowych Genista tinctoria (stgzenie zwiazkéw w mg/100g suchej masy).
Tab. 3. Isoflavone concentration in Genista tinctoria shoot cultures in liquid media (isoflavone content in mg per 100 g DW plant material).

. Zwiazek
, _ g

Dzien genisteina genistyna daidzeina daidzina 7'(;:::?;:3(1?;3’(1 h;d?()ilsyukg(gl{:t;ny malonylogenistyna | acetylogenistyna
0 3887 + 1,3 1104,18 + 10,11 1,0 + 0,09 24,69 + 14 428,58 + 97 46,81 + 1,8 4247 + 1,5 10,11 + 03
2 2,23 + 09 977,89 + 34 0,94 + 0,07 16,08 + 09 417,36+ 114 37,31 + 1,5 3491 + 1,0 10,80 + 04
4 7,81 + 06 152362 + 98 0,72 + 0,09 14,63 + 1,0 412,19 + 116 34,56 + 1,4 22,57 £ 09 9,16 + 01
6 8,24 + 04 1540,63 + 87 0,85 + 0,08 13,52 + 08 405,17 + 108 38,73 + 1,7 19,78 + 1,1 7,14 + 02
8 10,04 + 08 1630,26 + 9.2 1,46 + 01 17,94 + 1,1 37421 + 94 40,76 + 1,8 20,89 £+ 1,1 5,47 + 0,09
10 1388 + 0,7 221233 + 142 1,54 + 02 21,71 + 1,8 44995 + 103 4521 + 1,5 3395 + 14 10,12 + 04
12 1444 + 1.2 2257,04 + 158 1,59 + 0,08 25,02 + 1,7 561,80 + 116 56,27 + 2,0 4163 + 25 18,57 + 09
14 14,02 + 1,5 229146 £+ 147 1,84 + 0,09 26,62 + 1,7 56444 = 10,8 69,67 + 2,2 83,31 + 47 20,16 + 09
16 20,75 £ 09 2940,07 + 16,6 2,07 + 02 29,85 + 1,8 644,66 + 143 71,10 + 3,0 7999 + 3.8 19,84 + 08
18 2958 + 13 3188,54 + 19,2 2,14 + 0,13 29,94 + 15 760,54 + 135 91,88 + 4,7 88,56 + 47 25,64 + 1,0
20 44,11 + 14 3363,31 + 184 2,89 + 0,18 30,72 + 21 798,61 + 188 129,59 + 5,8 89,65 + 54 30,48 + 12
22 4822 + 1,5 3410,00 + 158 3,21 + 0,20 3243 + 1,7 970,28 + 174 132,77+ 6,1 9020 + 79 31,88 + 13
24 6234 + 1,1 4111,92  + 227 4,16 + 0,09 38,55 + 19 94291 + 192 133,58 + 6,5 9385 + 65 31,74 + 1,0
26 7731 + 23 4103,21 + 234 2,35 + 0,09 4047 + 23 1008,64 + 18,7 15398 + 7,1 10962 + 1173 38,66 + 1,1
28 51,86 + 2,0 4746,77 + 28,1 2,38 + 01 45,69 + 19 965,14 + 122 14520 + 7,7 117,77 + 84 42,85 + 14
30 46,99 + 19 4809,61 + 31,1 1,57 + 0,14 54,31 + 25 860,65 + 12,8 192,50 + 8,2 11901 + 8,8 47,13 + 1.8
32 4503 + 21 5231,07 + 308 1,43 + 0,18 62,87 + 29 73534 + 104 210,80 + 8,0 128,80 + 99 48,15 + 16
34 2248 + 1.2 541895 + 29,7 1,12 + 0,09 68,65 + 34 65588 + 11,7 239,39  + 7,9 12740 + 103 49,28 + 1,7
36 1593 + 08 6340,21 + 274 1,07 + 0,08 72,54 + 28 467,33 + 12,7 296,14 + 7,7 129,50 + 10,6 49,11 + 20
38 1335 + 1,1 6421,76 + 294 0,94 + 0,07 7945 + 48 328,16 + 88 298,78  + 9,4 13047 + 10,1 50,09 + 21
40 1448 + 1.2 6640,76  + 30,6 0,54 + 0,07 86,17 + 35 278,14 + 89 302,14 + 11,0 13528 + 11,2 55,48 + 16
42 12,80 + 0,7 658248 + 275 0,32 + 0,09 82,34 + 44 26433 + 79 317,88 + 9,5 27051 + 94 60,32 + 22
44 11,76  + 0,7 5072,07 + 287 0,84 + 0,04 80,28 + 51 22267 + 99 314,74+ 9,7 29425 + 89 66,37 + 24
46 10,21 + 0,6 512412 + 30,1 0,92 + 0,06 78,99 + 42 17586 + 7,6 318,78  + 8,4 31294 + 94 68,18 + 23
48 1144 + 08 541133+ 312 1,12 + 0,09 79,20 + 39 17432 + 72 32042 + 114 45821 + 115 70,41 + 2.8
50 1447 + 09 538443 + 289 1,40 + 01 80,48 + 48 141,64 + 6,7 339,58 + 8,6 567,14 + 1173 74,82 + 32
52 1511 + 08 532437 + 288 1,49 + 0,09 82,64 + 44 128,83 + 6,6 344,60 + 9,5 60247 + 108 76,30 + 33
54 19,11 + 0,8 5399,79 + 274 1,97 + 0,14 81,79 + 37 108,84 + 69 337,77+ 11,8 60837 + 94 88,21 + 42
56 1995 + 1.2 5302,50 + 30,1 1,91 + 0,12 78,84 + 45 10427 + 59 330,39 + 134 790,21 + 136 97,79 + 45
58 2356 + 1,0 529448 + 299 2,04 + 0,08 79,46 + 43 100,88 + 4,7 33221 + 12,7 847,09 + 162 99,83 + 32
60 2539 + 1,0 5299,12 + 324 2,08 + 0,09 76,71 + 39 102,02 + 6,2 330,82 + 11,5 85247 + 132 111,10  + 4,6
62 2148 + 1,1 5108,62 + 26,5 1,97 + 0,07 7947 + 41 101,54 + 7,0 329,82 + 9,6 942,78 + 11,8 110,28 + 4.8
64 1954 + 06 5117,75 + 257 2,05 + 01 78,83 + 47 8945 + 472 331,73 + 8,8 100521 + 134 11259 + 50
66 3247 £ 0,7 5127,89 + 294 2,34 + 0,08 81,43 + 42 8728 + 37 328,94 + 9,8 100822 + 16,5 114,64 + 45
68 29,17 + 14 5086,77 + 212 1,84 + 01 77,51 + 40 7644 + 22 32947 + 10,8 1004,74 + 127 118,19 + 4,0
70 2498 + 1,0 4979,15 + 229 2,93 + 0,09 76,43 + 38 8721 + 48 325,84 + 11,1 52866 + 114 116,70 + 42
72 5226 + 1,5 4211,14 + 284 3,44 + 0,18 52,17 + 31 5271 + 34 318,34+ 10,7 157,12+ 9.2 11895 + 39
74 5377 + 19 388344 + 3073 4,17 + 0,16 52,19 + 39 5516 + 19 32049 + 9,4 4753 + 23 11543 + 39
76 58,76 + 2,1 2967,35 + 209 4,82 + 0,24 48,99 + 29 5042 + 20 319,06 + 9,5 4458 + 1.8 10986 + 45

Poszczegdlne wartosci sa srednimi arytmetycznymi pochodzacymi z 3 pomiaréw + S.D./ Each value represents the mean + S.D. of three samples.




Tab. 4. Poréwnanie produktywnosci kultur in vitro Genista tinctoria pod wzgledem izoflawondéw*,
Tab. 4. Comparison of maximum productivity of each isoflavone in various in vitro cultures of Genista tinctoria®,

kultury zawiesinowe kultury embrionalne kultury pedowe kultury korzeniowe
specy- maks. specy-
maks. dzien ilos¢ pro- |specyfi-| maks. dzieh ilo§¢ | pro- | ficzna | maks. dzieh ilo§¢ specy- |steze- |dzien| ilos¢ | pro- |ficzna
Zwiazek stezenie Kul- bio- duk- czna | stezenie Kultu- bioma-| duk- | pro- |stezenie Kul- bioma- produk- | ficzna | nie | kul- | bio- | duk- | produ
w4 (mg/100 tur masy ty- |produk-| (mg/100 sy tyw- | duk- |(mg/100 ¢ sy |tywnos$¢|produk-| (mg/ | tury | masy | tyw- | ktyw-
g DW) Y1 @1 | wnos¢ |tywnos¢| gDW) | ¥ | @1y | nosé¢ | tyw- | gDW) | MY | @I tywnosé | 100g 1™ | nos¢ | nosé
nos¢ DW)
genisteina 142,77 | 10 | 22,7 324 324 74,43 10 | 21,9 | 16,3 | 1,63 | 77,31 | 26 21 16,23 | 0,62 - - - - -
genistyna | 9414,7 | 26 | 40,7 |3831,8|147,37|7742,81| 26 | 15,8 |1223,38| 47,05 |6640,76| 40 | 23,03 |1528,70| 38,21 - - - - -
daidzeina 9,08 10 | 22,7 | 2,06 | 0,21 7,35 20 | 282 | 2,07 | 0,10 | 482 | 76 |23,54| 1,13 0,02 - - - - -
daidzina 152,84 | 26 | 40,7 | 62,2 | 2,39 1032 | 26 [ 158 | 16,3 | 0,63 | 86,17 | 40 | 23,02 | 19,84 | 0,49 - - - - -
7-0O-
diglukozyd |2003,1 | 20 | 404 | 809,2 | 40,46 |1844.66| 18 | 27,1 |499,90| 27,77 |1008,64| 26 21 (221,81 8,15 - - - - -
genisteiny
7-0O-glukozyd
2’-hydroksy- | 447,65 | 30 | 26,9 [12041| 4,01 | 25342 | 28 | 14,7 [ 3725 | 1,33 [ 344,60 | 52 (25,02 86,22 | 1,66 - - - - -
genisteiny
malonylo- -2y 1 30 | 269 | 2001 | 0.66 | 1343 | 32 | 135 | 1813 | 057 |100822| 66 |24.53 |24732| 375 | - | - | - | - | -
genistyna
acetylo-
. 49,5 24 | 40,2 199 | 0,83 | 5846 | 26 [ 158 | 9,24 | 0,35 | 11895 72 | 24,05 | 28,6 0,40 - - - - -
genistyna
izolikwiry-—\ . . e e e e . - [978.4] 30 |29.6 [289,6] 9,65
tygenina

* wartosci umieszczone w tabeli dotycza dni, w ktérych uzyskano maksymalna zawarto$¢ poszczegdlnych metabolitéw
* all measurements throughout the table are quoted for the day on which maximum concentration of each molecule was recorded

produktywnos¢ =

specyficzna produktywnos¢ =

maksymalne stezenie zwiazku w mg/100g DW x ilos¢ biomasy w g 1"

100g suchej masy

produktywnosé

ilos¢ dni po ktérych stwierdzono maksymalne stezenie okreslonego zwiazku w kulturze
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10. WPLYW ELICYTACJI ORAZ PERMEABILIZACJI
NA AKUMULACJE I PROFIL MAGAZYNOWANIA
IZOFLAWONOW W KULTURACH ZAWIESINOWYCH
GENISTA TINCTORIA

Sposréd licznych strategii hodowlanych stosowanych w kulturach in vitro roslin wyz-
szych, ukierunkowanych na biosynteze wtornych metabolitéw nalezy wymieni¢ suplementa-
cje systemOw doswiadczalnych egzogennymi prekursorami biosyntezy analizowanych zwiaz-
kéw, badz substancjami niskoczasteczkowymi, mogacymi wywiera¢ bezposredni lub posredni
wptyw na akumulacje oraz metabolizm badanych potaczen [4,7-9,11,13,19,24,33,37].

W wyniku doswiadczen z zakresu kultur in vitro G. tinctoria ustalono, ze hodowle zawie-
sinowe niniejszego gatunku, z uwagi na intensywny przyrost (FWpax — 748.,6 g 1) oraz wy-
sokg produktywnos¢ w zakresie potaczen izoflawonoidowych (3831,8 mg 1" dla genistyny)
moga by¢ postrzegane jako potencjalny roslinny system in vitro z przeznaczeniem do prze-
mystowej produkcji znacznych ilosci aktywnych leczniczo fitoestrogendéw (rozdz. 9).

W ramach przygotowan zawiesiny janowca do hodowli w skali péttechnicznej postano-
wiono sprawdzi¢ czy ,,dokarmianie” powyzszej kultury wybranymi zwigzkami egzogennymi
moze wptyna¢ bezposrednio na akumulacje oraz metabolizm podstawowych sktadnikow
frakcji izoflawonoidowej biomasy (pochodne genisteiny i daidzeiny) oraz na profil magazy-
nowania poszczegdlnych substancji aktywnych w hodowli.

Wiekszos¢ polaczen zidentyfikowanych w 14 — sktadnikowym zespole izoflawonoido-
wym janowca barwierskiego (rozdz. 6) to zwiazki o charakterze fitoaleksyn badz fitoanycy-
pin, w ktérych biosyntezie i metabolizmie znaczna rol¢ odgrywaja czynniki stresowe
[2,13,14,30,31]. W oparciu o szereg doniesien literaturowych mozna stwierdzi¢, ze zaréwno
elicytory biotyczne jak i rowniez abiotyczne wywieraja okreslony wptyw na akumulacje oraz
profil magazynowania izoflawonéw w kulturach in vitro roslin z rodziny Fabaceae [2,4,7-
9,11,13,14,19,24,30,31,33,37]. Jak opisano szczegdélowo w czesci teoretycznej niniejszej dy-
sertacji (rozdz. 4), wptyw ten jest niejednoznaczny i zalezy bezposrednio zaréwno od rodzaju
oraz stgzenia elicytorOw jak i réwniez od elicytowanej biomasy roslinnej. Z uwagi na powyz-
sze, w ramach serii eksperymentéw opisanych w danym rozdziale postanowiono sprawdzic¢
czy w wyniku procesu elicytacji zawiesiny G. finctoria mozliwe jest uzyskanie zmiany
w profilu metabolicznym badanej biomasy w zakresie potaczen izoflawonoidowych.
W zwiazku z rozlegtym charakterem projektu habilitacyjnego zaplanowane eksperymenty
miaty charakter pilotazowy, a bezposrednim ich celem byto uzyskanie odpowiedzi na pytanie
czy w efekcie zastosowania dodatku okreslonych elicytoréw mozliwe jest uzyskanie w bio-
masie janowca wyzszych stezen poszczegdlnych metabolitow izoflawonoidowych w poréw-
naniu z podstawowa zawiesing i czy w wyniku stosowanej procedury dochodzi, w systemie
hodowlanym, do zmiany sposobu magazynowania analizowanych zwiazkéw. Tym samym
starano sie wytyczy¢ dalszy kierunek badan nad sterowang biosynteza fitoestrogenéw w kul-
turach in vitro janowcow. W niniejszym doswiadczeniu elicytorami z wyboru byt jasmonian
metylu (elicytor abiotyczny) oraz chitosan (elicytor biotyczny) [12,15,38], ktére z uwagi na
czeste stosowanie w eksperymentach dotyczacych wptywu warunkéw stresowych na metabo-
lizm izoflawonéw w kulturach in vitro roslin motylkowych mozna uzna¢ za zwigzki modelo-
we [2,3,13,14,16,22,30,31, rozdz. 4].
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W podstawowych kulturach ptynnych janowca, w tym w hodowli zawiesinowej, wszyst-
kie syntetyzowane metabolity frakcji izoflawonoidowej magazynowane byty wewnatrzko-
moérkowo (rozdz. 9). W ramach przygotowania zawiesiny G. tinctoria do hodowli w skali
poéttechnicznej, postanowiono doprowadzi¢ do wycieku badanych potaczen z matrycy roslin-
nej do medium hodowlanego, jednoczesnie upraszczajac procedury ekstrakcji powyzszych
zwiazkéw z opisywanego systemu hodowlanego. Tym samym mozliwe bytoby obnizenie
kosztéw zwiazanych z przemystowgq produkcja fitoestrogendw w oparciu o zawiesing janow-
ca barwierskiego [7,8,11,24,33]. Wyciek zwiazkéw izoflawonoidowych do pozywki do-
swiadczalnej zamierzano uzyska¢ na drodze chemicznego rozszczelnienia bton komérkowych
w kulturze [5-8,11,21,23-25,33,42]. Bezposrednim czynnikiem permeabilizujacym w opisy-
wanej serii doswiadczen byt dimetylosulfotlenek (DMSO) stosowany z powodzeniem w celu
uzyskania wycieku wtérnych metabolitéw z matryc roslinnych hodowanych w warunkach in
vitro [21,22].

Powodzenie w zakresie zaplanowanych eksperymentéw, tj. dalsze zwiekszenie produk-
tywnosci kultury jako bezposredni rezultat elicytacji oraz doprowadzenie do wycieku izofla-
wondéw do podtoza hodowlanego stanowitoby istotny etap majacy na celu przygotowanie za-
wiesiny do procesu technologicznego.

Materialy i metody
Material roslinny

Doswiadczenia opisane w niniejszym rozdziale prowadzono w oparciu o wysokoproduk-
cyjng zawiesing G. tinctoria kultywowana w ptynnym poditozu Schenk — Hildebrandt'a [36]
zawierajacym 3% (w/v) sacharozy, 1,0 umol I"' TIBA (kwas 2,3,5-trijodobenzoesowy) i 23,23
umol 1" kinetyny (SH,). Biomasy janowca hodowano w szklanych kolbach Erlenmeyer’a,
zamykanych korkami z pianki silikonowej (Shine-Etsu-Polymer Co. — Japonia), na wytrzasarce
rotacyjnej (INNOVA 2300-New Brunswick Scientific — 150 rpm), w warunkach oswietlenia
ciaglego (natezenie wiatta — 88 + 8 pmol m™ s - lampy jarzeniowe Philips TLD 35W x 3),
w temp. 25 £ 2 °C (rozdz. 9).

Roztwory elicytujace
Chitosan

1,5 g chitosanu z muszli krabéw (Sigma Chemical Company, USA) rozpuszczono w 4 ml
goracego (60 °C) lodowatego kwasu octowego (J.T. Baker, USA), dodajac odczynnik po kro-
pli az do catkowitego rozpuszczenia elicytora [24]. Nastgpnie roztwor, rozcienczony woda
redestylowang (40 ml), doprowadzono do pH 5,7 za pomoca 1N NaOH (J.T. Baker, USA)
i uzupetniono woda do catkowitej objetosci 50 ml. Przygotowany wedtug powyzszej procedu-
ry roztwor chitosanu, przed dodaniem do zawiesiny G. tinctoria autoklawowano w warun-
kach standardowych (rozdz. 6 - 9).

Jasmonian metylu

Podstawowy roztwor elicytora sporzadzano rozpuszczajac 100 mg jasmonianu metylu
(Sigma Chemical Company, USA) w 100 ml mieszaniny: etanol (J.T. Baker, USA) — woda
redestylowana (12:3, v/v) [9]. Elicytor, przed dodaniem do pozywek eksperymentalnych za-
wierajacych zainokulowane (0 dzien do$wiadczenia) lub rosnace aktywnie (26 dzien hodowli)
biomasy janowca, sterylizowano metoda jatlowego saczenia, przy pomocy wyjatawiajacych
saczkow o wielkosci poréw 0,22 pm (Millex Vent Filter, PTFE membrane; Millipore Corpo-
ration, Bedford, USA).
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Procedury doswiadczalne
Elicytacja

Kazdorazowo w 250 ml kolbkach Erlenmeyer a, zamykanych korkami z pianki silikono-
wej i zawierajacych po 100 ml zmodyfikowanej pozywki SH (SH,), umieszczano okoto 5 g
podstawowej zawiesiny G. tinctoria. W celu okreslenia wplywu chitosanu oraz jasmonianu
metylu na akumulacje oraz profil magazynowania izoflawonéw w biomasie janowca, obydwa
elicytory dodawano do pozywek w 0 badz 26 dniu trwania hodowli. Elicytowane kultury za-
wiesinowe janowca barwierskiego prowadzono w cyklu 34 dniowym (3 serie — 22 kolb
w kazdej), w warunkach standardowych, opisanych powyzej dla zawiesiny podstawowe;j.
Biomasy G. tinctoria zbierano w odstgpach dwudniowych do 26 dnia eksperymentu, a na-
stepnie jednodniowych az do zakonczenia cyklu hodowlanego (ogétem 34 dni).

Préby kontrolne w niniejszych doswiadczeniach stanowity podstawowe zawiesiny janow-
ca hodowane w pozywce SH, bez dodatku elicytoréw i zbierane zgodnie z procedura podana
dla kultur elicytowanych.

Permeabilizacja

Bezposrednim czynnikiem permeabilizujacym w opisywanym do$wiadczeniu byt dimety-
losulfotlenek (DMSO - Sigma Chemical Company, USA) dodawany w ilosci 20 ml 1" do
aktywnie rosnacej zawiesiny G. tinctoria.

Kazdorazowo w 250 ml kolbach Erlenmeyera, zawierajacych po 100 ml zmodyfikowanej
pozywki SH (SH,), umieszczano okoto 5 g podstawowej zawiesiny G. tinctoria, ktorg kulty-
wowano w warunkach standardowych przez 26 dni. W celu uzyskania wycieku izoflawonoéw
z matryc roslinnych do medium hodowlanego w 26 dniu eksperymentu do pozywek dodano
jednorazowo 20 ml 1" DMSO [6,21]. Permeabilizowane zawiesiny janowca kultywowano
w warunkach opisanych powyzej dla zawiesiny podstawowej, zbierajac biomasy w odstgpach
30 min., przez okres 8 godzin (3 serie — 17 kolb w kazdej).

Proby kontrolne stanowity w tym wypadku zawiesiny G. tinctoria hodowane w pozywce
SH, bez dodatku DMSO, hodowane w warunkach standardowych i zbierane w 30 min. odste-
pach, podobnie jak biomasy permeabilizowane.

Otrzymany, w wyniku badan biotechnologicznych, materiat roslinny wraz z ptynnymi po-
zywkami (kultury podstawowe, elicytowane oraz permeabilizowane), pochodzacymi z po-
szczegblnych etapéw eksperymentu, suszono przez 48 h, do statej masy, na drodze liofilizacji
(préznia 1 x 107 mbar wytworzona przez liofilizator LYOVAC GT2 firmy FIN-AQUA
SANTASALO-SOHLBERG Co - Finlandia). Zliofilizowane biomasy janowca oraz podtoza
hodowlane przeznaczono do badan fitochemicznych na obecnos$¢ bioflawonoidéw. Uzyskane
wyniki ($wieza masa — FW, sucha masa — DW oraz zawartos¢ izoflawonéw w materiale ro-
slinnym i pozywkach) stanowia srednie arytmetyczne z trzech prébek hodowlanych £ S. D.

Jakosciowa oraz iloSciowaq analiz¢ frakcji izoflawonoidowych, wystepujacych w badanych
biomasach i podtozach hodowlanych, zebranych na wszystkich etapach opisywanych do-
swiadczen, przeprowadzono technika HPLC, wedtug procedury opisanej szczegdtowo w roz-
dziale 6.

Omowienie wynikow

Jak juz wspomniano, we wprowadzeniu do niniejszego rozdziatu, opisywane doswiadcze-
nia miaty charakter pilotazowy, a ich nadrzednym celem bylto stwierdzenie, czy stosowanie
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procedur hodowlanych zwiazanych z elicytacja oraz permeabilizacjqa wysoko produkcyjnej
zawiesiny G. tinctoria (11138,95 mg izoflawonéw w 100 g suchej masy) moze wptyna¢ na
akumulacje oraz profil magazynowania izoflawondéw w badanej biomasie.

W zwiazku z powyzszym i w oparciu o dane literaturowe do prezentowanych ekspery-
mentéw wybrano dwa elicytory przynoszace najlepsze rezultaty w kulturach in vitro roslin
wyzszych ukierunkowanych na biosynteze zwiazkéw aktywnych biologicznie, tj. jasmonian
metylu oraz chitosan [3,7,11,19,38].

Catkowicie negatywne rezultaty wstepnych doswiadczen zwiazanych z permeabilizacja
zawiesiny G. tinctoria wybranymi czynnikami fizycznymi (drastyczna zmiana temperatury,
stosowanie impulséw elektrycznych) wptynety na decyzje o przedstawieniu w niniejszym
rozdziale jedynie wptywu chemicznej permeabilizacji biomasy janowca na ogdélnie rozumiana
akumulacje¢ izoflawonéw w badanej zawiesinie. W oparciu o do$wiadczenie wtasne oraz do-
niesienia literaturowe [5,6,21,23,25,42] na opisywanym etapie doswiadczen, jako bezposredni
czynnik permeabilizujacy, zastosowano dimetylosulfotlenek (DMSO).

Wplyw dodatku jasmonianu metylu na wzrost zawiesiny G. tinctoria oraz akumulacje
potqczen izoflawonoidowych

Stosowana w eksperymencie metylowa pochodna kwasu jasmonowego, podobnie jak sam
kwas, w warunkach in vivo, bierze czynny udziat w szlaku metabolicznym kwasu oktadeka-
nowego, wptywajac m. in. na przekazywanie impulsow aktywujacych procesy obronne
w komorkach roslinnych narazonych na niekorzystne warunki $rodowiskowe, w tym atak
patogenéw [12,29,35,38,41]. W zwiazku z powyzszym omawiane zwiazki jako przekazniki
II-rzedu w relacjach komoérka — patogen stosowane sa czgsto jako egzogenne elicytory
abiotyczne w celu uzyskania, w kulturach in vitro, wzmozonej biosyntezy wtornych
metabolitow zwigzanych bezposrednio z procesami obronnymi [2,3,15,16,19,37,38].

W prezentowanych doswiadczeniach jasmonian metylu dodawano do zawiesiny G. tincto-
ria w 0 lub 26 dniu eksperymentu. Tym samym mozliwe byto przesledzenie wplywu niniej-
szego elicytora na wzrost biomasy janowca oraz kinetyke produkcji izoflawonéw w catym 34
— dniowym cyklu hodowlanym (dodatek jasmonianu do zawiesiny inokularnej), badz jedynie
od momentu, gdy zawiesina G. tinctoria osiagnawszy faze stacjonarna wzrostu, akumulowata
maksymalne stg¢zenia podstawowych sktadnikéw frakcji izoflawonoidowej (26 dzien -
11138,95 mg izoflawonéw w 100 g suchej masy) i tym samym stanowita roslinng kulture in
vitro najbardziej interesujaca z technologicznego punktu widzenia (rozdz. 9). Stosowanie opi-
sywanej procedury dokarmiania hodowli zawiesinowej janowca jasmonianem metylu pozwo-
lito na opracowanie optymalnego systemu elicytacji badanej kultury, umozliwiajacego stymu-
lacje biosyntezy fitoestrogenéw izoflawonoidowych, z wykluczeniem negatywnego wplywu
elicytora na wzrost namnazanych biomas (tab. 1-3, ryc. 1-5).

W wyniku przeprowadzonego eksperymentu stwierdzono, ze jasmonian metylu dodany do
zawiesiny G. tinctoria w ilosci 100 umol 17, wptynat zasadniczo na wzrost badanej biomasy
jak i réwniez na akumulacj¢ poszczeg6lnych zwiazkéw izoflawonoidowych syntetyzowanych
w omawianych kulturach in vitro (tab. 1-3, ryc. 11 2).

Na podstawie ilosci §wiezej (FW) oraz suchej (DW) masy tkankowej oznaczanej w po-
szczegblnych dniach doswiadczenia mozna stwierdzié, ze jasmonian metylu wyraznie hamo-
wal wzrost i juwenilnos$¢ zawiesiny G. tinctoria (ryc. 1 i 2). Opisywane zjawisko jest szcze-
g6lnie widoczne w przypadku dokarmiania elicytorem zawiesiny inokularnej (ryc. 11 2).

W przeciwienstwie do biomasy kontrolnej, kultury z dodatkiem jasmonianu metylu prak-
tycznie zupehnie nie przyrastaty do 16 dnia eksperymentu (FW — 49,5 g I'! — ryc. 1), a nastepnie
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stopniowo zamieraty (FW — 28,1 ¢ 1" — 34 dzien hodowli; ryc. 1). W rezultacie w 22 dniu
doswiadczenia, w ktérym stwierdzono dla zawiesiny podstawowej maksymalng ilos¢ swiezej
masy (FW — 748,6 g 1), kultura elicytowana produkowata jedynie 47,6 ¢ I'' biomasy, czyli
prawie 16 krotnie mniej niz hodowla kontrolna (ryc. 1).

Hamowanie przyrostu kultury zawiesinowej G. tinctoria, jako bezposredni rezultat zasto-
sowania jasmonianu metylu, jest znacznie mniej widoczne w przypadku biomasy dokarmiane;j
elicytorem w 26 dniu hodowli (ryc. 1 i 2). By¢ moze wiaze si¢ to ze stosunkowo krotkim
okresem kultywacji zawiesiny janowca z elicytorem (9 dni) oraz z faktem, ze analizowana
kultura, w omawianym przypadku, znajdowata si¢ w fazie stacjonarnej wzrostu (ryc. 11 2).

W efekcie przeprowadzonego doswiadczenia potwierdzono szereg doniesien literaturo-
wych, w ktorych eksperymentatorzy stwierdzili wyraznie zmniejszenie §wiezej i suchej masy
tkankowej w kulturach roslinnych elicytowanych jasmonianem metylu badz kwasem jasmo-
nowym [2,4,9,22,24,30,38]. Powszechnie uwaza si¢, ze kwas jasmonowy, zaliczany cz¢sto do
endogennych regulatoréw wzrostu [12,29,35,41], hamuje przyrost tkanek i przyspiesza proce-
sy starzenia namnazanych biomas [2,4,9,19,22,24,30,38].

W opisywanym doswiadczeniu makroskopowym objawem blyskawicznego starzenia sie
kultur janowca, elicytowanych w dniu inokulacji, byto szybkie brunatnienie zawiesiny, ktéra
po odsaczeniu od pozywki miala charakter ciemnobrunatnej, $luzowatej pozostatosci, co
wskazywato bezposrednio na przewage procesow katabolicznych w badanej biomasie [12,32,41].

Opisywane powyzej rezultaty eksperymentéw wskazuja jednoznacznie, ze elicytacja za-
wiesiny G. tinctoria w O dniu doswiadczenia jest bezzasadna. Nawet gdyby, w zaistniatych
warunkach, doszto do znacznego wzrostu stgzenia izoflawonéw w namnazanych kulturach,
uzyskany rezultat nie rekompensowalyby catkowitego spadku masy roslinnej, otrzymanej
z pojedynczego eksperymentu.

Elicytowana jasmonianem metylu zawiesina G. tinctoria syntetyzowata 14 — sktadnikowy
zespot izoflawondw, tozsamy ze zwiazkami zidentyfikowanymi w kulturze kontrolnej (tab.
1-3, ryc. 3-5, rozdz. 9). Podstawowymi sktadnikami frakcji izoflawonoidowej, w badane;j
biomasie, byty pochodne genisteiny, przy znacznie nizszych zawartosciach polaczen znajdu-
jacych si¢ w szlaku metabolicznym daidzeiny (tab. 1-3). Dokarmianie zawiesiny janowca
jasmonianem metylu nie wptyngto na sposéb magazynowania badanych zwiazkéw. Podobnie
jak w kulturze podstawowej wszystkie analizowane potaczenia gromadzone byty wewnatrz-
komoérkowo (tab. 1-3, ryc. 3-5).

Na obecnym etapie do$wiadczen trudno wyjasni¢ brak wyrzucania syntetyzowanych me-
tabolitéw z elicytowanej zawiesiny do medium hodowlanego, procesu obserwowanego czgsto
w przypadku kultur in vitro poddanych warunkom stresowym [1,10,28,31,32,34]. Uzyskany
rezultat wydaje si¢ by¢ wypadkowa stosowania konkretnego elicytora oraz specyficznym me-
tabolizmem dokarmianej biomasy. W tym miejscu nalezy zaznaczy¢, ze ciagle nie dysponu-
jemy ostatecznym modelem wyjasniajacym relacje migdzy organizmami ro$linnymi a §rodo-
wiskiem, obejmujace réwniez reakcje obronne [12,41,42]. Poszczegdlne dane literaturowe
wskazuja, ze w zaleznosci od badanego gatunku roslinnego oraz typu dokarmianych tkanek
(korzenie, pedy, rozproszone komorki parenchymatyczne) elicytacja jasmonianem metylu
moze wigzac si¢ wybidrczo z wyrzuceniem wtérnych metabolitéw do pozywki eksperymen-
talnej badz tez z =zachowaniem wewnatrzkomérkowego profilu magazynowania
[1,10,14,20,28,32,34]. Uzyskane w niniejszym eksperymencie wyniki potwierdzaja powyzsze
dane literaturowe i wskazuja na ztozony charakter proceséw obronnych w biomasach roslin-
nych.
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W wyniku dokarmiania zawiesiny G. tinctoria jasmonianem metylu, w dniu inokulacji,
nie stwierdzono wptywu elicytora na zawartos¢ potaczen izoflawonoidowych w badanej bio-
masie. Przypuszczalnie wiaze si¢ to bezposrednio z catkowitym zamieraniem kultury podda-
nej dziataniu jasmonianu metylu. W rezultacie stezenia wszystkich analizowanych zwiazkéw
izoflawonoidowych znajdowaly si¢ w zawiesinie janowca na poziomie oznaczonym w bioma-
sie inokularnej (tab. 2).

Elicytacja kultury G. tinctoria w 26 dniu hodowli wptyneta natomiast wybidrczo na aku-
mulacje aglikonéw izoflawonoidowych (genisteiny i daidzeiny) oraz malonylogenistyny (tab. 3,
ryc. 3-5). Poczawszy od dnia, w ktérym dodano jasmonian metylu stezenia obydwu agliko-
néw stopniowo rosty, osiagajac wartosci maksymalne w 30 dniu hodowli (198,3 mg/100 g
suchej masy — genisteina; 15,21 mg/100 g suchej masy — daidzeina — tab. 3). Tym samym
maksymalna zawarto$¢ genisteiny w elicytowanej kulturze byta 3 krotnie wyzsza niz w bio-
masie kontrolnej (tab. 11 3, ryc. 5), a w przypadku daidzeiny przekraczata 5 krotnie poziom
zwiazku oznaczonego w zawiesinie podstawowej (tab. 1 i 3, ryc. 3). Jednoczesnie stwierdzo-
no, ze stezenie malonylogenistyny, w opisywanym przedziale czasowym, zmalato w kulturze
30 krotnie (69,4 mg/100 g suchej masy — dzien 26 — zawiesina podstawowa; 2,5 mg/100 g
suchej masy — dzien 30 — zawiesina elicytowana — tab. 1 i 3). Pozostate zwiazki izoflawono-
idowe pozostaly w elicytowanej zawiesinie w ilo$ciach oznaczanych w kulturze kontrolnej
(tab. 11 3).

Rezultaty przeprowadzonych badan pozostaja w zgodzie z danymi literaturowymi wska-
zujacymi, ze w warunkach stresowych dochodzi w roslinie do wybidrczej syntezy aglikonéw
izoflawonoidowych majacych charakter fitoaleksyn [1,2,14,16,20,30,31,34]. Proces ten jest
zwiazany z biosynteza powyzszych zwiazkéw de novo lub tez jest wynikiem hydrolitycznego
rozpadu potaczen estrowych petiacych role fitoantycypin [1,2,18,27,28]. Wysokie stezenie
genisteiny, uzyskane w wyniku elicytacji zawiesiny janowca barwierskiego, w powiazaniu
z wyraznym rozpadem, w biomasie, magazynowej formy fitoantycypiny, wskazuja, ze reakcja
na warunki stresowe w kulturze janowca moze mie¢ charakter ztozony [18,27]. Prawdopo-
dobnie jest ona zwigzana nie tylko z biosyntezg fitoaleksyny de novo, ale rOwniez z posred-
nim powstawaniem genisteiny na skutek hydrolitycznego rozpadu malonylogenistyny.

We wtérnym powstawaniu aglikonéw izoflawonoidowych nie braty natomiast udziatu po-
faczenia o charakterze glikozydow (stezenia niniejszych zwiazkow w elicytowanej kulturze
odpowiadaty zawartosciom odpowiednich metabolitow w biomasie kontrolnej — tab. 11 3).

W toku dalszego procesu hodowlanego (34 dniowy cykl wzrostowy) nie stwierdzono po-
nadto gwattownego spadku zawartosci genisteiny oraz daidzeiny, potaczonego z wtérnym
wzrostem stgzenia estrowej formy magazynujacej fitoaleksyn (tab. 3, ryc. 3-5), tj. zjawiska
obserwowanego czesto w elicytowanych kulturach in vitro roslin motylkowych [2,26,27].
By¢ moze w zawiesinie janowca barwierskiego, ze wzgledu na ciagty kontakt pojedynczych
komorek z substancja elicytujaca, w opisywanym przedziale czasowym, nie doszto do wyga-
szenia reakcji obronnej, majacej w tym wypadku, podobnie jak w zawiesinie Pueraria lobata
[31], charakter odpowiedzi systemowej [12,20,31].

W efekcie zastosowania opisanej procedury hodowlanej otrzymano wysokoprodukcyjna
zawiesing janowca barwierskiego, ktéra syntetyzowata glikozydy izoflawonoidowe na po-
ziomie kultury podstawowej, a jednoczes$nie akumulowata, w wyniku elicytacji, kilkukrotnie
wyzsze stezenia aglikonéw (tab. 11 3, ryc. 3-5).
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Wplyw dodatku chitosanu na wzrost zawiesiny G. tinctoria oraz akumulacje polqczen
izoflawonoidowych

Chitosan, bedacy chemicznie diacetylowa pochodna chityny [12], nalezy do najczescie]
stosowanych elicytoréw biotycznych, w kulturach in vitro roslin wyzszych [3,7,11,33,42].
W licznych do$wiadczeniach, zwiazanych z hodowla biomas roslinnych ukierunkowanych na
produkcje wtérnych metabolitéw, stwierdzono, ze dodatek niniejszego elicytora do kultury
wiaze sie nie tylko ze zwigkszong biosynteza okreslonych zwigzkéw aktywnych biologicznie,
ale rowniez wptywa na rozszczelnienie bton komdrkowych, w efekcie ktorego dochodzi do
wycieku, do pozywki eksperymentalnej, akumulowanych wewnatrzkomérkowo potaczen
[3,7,11,33,42].

W hodowlach zawiesinowych G. tinctoria syntetyzowane zwiazki izoflawonoidowe ma-
gazynowane byty catkowicie wewnatrzkomoérkowo (rozdz. 9). Jak juz wspomniano, uzyska-
nie wycieku niniejszych potaczen do medium hodowlanego w istotny sposéb usprawnitoby
procedury zwiazane z ekstrakcja izoflawonéw z matrycy roslinnej. W oparciu o dane literatu-
rowe [3,33,42] oczekiwano, ze dodawany do zawiesiny janowca chitosan moze speli¢ po-
dwdjna role, zar6wno jako czynnik elicytujacy, jak i rowniez permeabilizujacy badang biomasg.

W celu opracowania optymalnego systemu elicytacji kultury G. tinctoria chitosanem, po-
dobnie jak to miato miejsce w przypadku doswiadczen z jasmonianem metylu, niniejszy eli-
cytor dodawano do zawiesiny w 0 badz 26 dniu hodowli, w standardowej ilosci 150 mg 1™
[3,7,8,11,24,33,42].

W toku przeprowadzonego eksperymentu stwierdzono, ze chitosan wywierat zasadniczy
wplyw na przyrost badanej zawiesiny (ryc. 1 i 2) oraz akumulacj¢ potaczen izoflawonoido-
wych (tab. 4 i 5, ryc. 3-5). Podobnie jak jasmonian metylu niniejszy elicytor dodany do po-
zywki w dniu inokulacji, hamowat wzrost oraz zywotnos¢ namnazanej biomasy (ryc. 1 i 2).
Poczawszy od pierwszego dnia eksperymentu, w kulturze prowadzonej w obecnosci chitosa-
nu, w catym 34 — dniowym cyklu hodowlanym, odnotowano stopniowy spadek ilosci suchej
(DW) oraz swiezej (FW) masy tkankowej (ryc. 1 i 2). W efekcie, w ostatnim dniu doswiad-
czenia otrzymano 30,4 g I'' $wiezej biomasy janowca, co stanowi jedynie okoto 60% wartosci
wyjsciowej (50,3 g 1" FW —ryc. 1).

Profil wzrostowy zawiesiny G. tinctoria elicytowanej chitosanem, w fazie stacjonarnej
wzrostu (26 dzien) niemal catkowicie pokrywat si¢ z krzywa wzrostowg wyznaczong dla kul-
tury kontrolnej (ryc. 1 i1 2). Omawiane powyzej wyniki eksperymentu zbiezne z rezultatami
uzyskanymi podczas dokarmiania hodowli jasmonianem metylu wskazuja, ze niezaleznie od
stosowanego czynnika stresowego, niezwykle istotne jest przestrzeganie dodatku elicytora na
okreslonym etapie wzrostu hodowli in vitro, w tym wypadku w fazie stacjonarnej. Wydaje
sig, ze stosowanie powyzszej procedury eksperymentalnej pozwala na uniknigecie negatywne-
2o wpltywu elicytora na pierwotny metabolizm tkankowy [8,12,24] i uzyskanie jedynie pozy-
tywnych efektow elicytacji, wigzacych si¢ z wybiérczym wptywem czynnika stresowego na
metabolizm wtdérny (ryc. 3-5).

Dokarmianie zawiesiny janowca chitosanem nie wiazato si¢ ze zmiang sktadu jakoscio-
wego frakcji izoflawonoidowej syntetyzowanej w badanej kulturze. Istotny okazat si¢ nato-
miast termin elicytacji, wptywajacy bezposrednio na ilos¢ akumulowanych potaczen. Podob-
nie jak to miato miejsce w przypadku jasmonianu metylu chitosan dodawany do pozywki
w dniu inokulacji og6lnie hamowat produkcj¢ izoflawonoidéw w biomasie (tab. 1 i 4, ryc.
3-5). Efekt ten byt w obydwu wypadkach skorelowany z zamieraniem zawiesiny (ryc. 1 i 2).
Prawdopodobnie zaistniale zmiany nekrotyczne w zawiesinie G. tinctoria spowodowaty, ze
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stezenia poszczegllnych izoflawonéw w kulturze utrzymywaly si¢ na mniej wigcej statym
poziomie, charakterystycznym dla biomasy inokularnej, nie uwidaczniajac jednoczes$nie wpty-
wu elicytorow na zawartos¢ poszczegOlnych sktadnikow frakcji izoflawonoidowej, czyli zjawiska
obserwowanego podczas dokarmiania zawiesiny w fazie stacjonarnej (tab. 1,4,5, ryc. 3-5).

Elicytacja chitosanem biomasy G. tinctoria, w 26 dniu eksperymentu, spowodowata wy-
bidrczy wzrost stezenia aglikondéw izoflawonoidowych (daidzeiny i genisteiny) w badanej
zawiesinie (tab. 5, ryc. 3-5). Podobnie jak w przypadku dokarmiania kultury jasmonianem
metylu poziom obydwu zwiazkéw rost stopniowo, od momentu dodatku elicytora, osiagajac
maximum w 30 dniu hodowli (258,4 mg/100 g suchej masy — genisteina; 17,51 mg/100 g su-
chej masy — daidzeina), a nastgpnie utrzymujac si¢ w kulturze na mniej wiecej statym pozio-
mie (tab. 5, ryc. 3-5).

W opisywanym doswiadczeniu wysoka zawartos¢ izoflawnoidowych fitoaleksyn, akumu-
lowanych w hodowli janowca, wigzata si¢ prawdopodobnie catkowicie z biosynteza niniej-
szych potlaczen de novo. Wskazuje na to niezmienna, w stosunku do biomasy kontrolnej, za-
warto$¢ glikozydowych pochodnych genisteiny i daidzeiny w zawiesinie (tab. 5). Ponadto,
w przeciwienstwie do doswiadczenia z jasmonianem metylu, poziom formy magazynujacej
fitoaleksyne (malonylogenistyna), w catym cyklu hodowlanym, stopniowo wzrastat,
przypominajac kinetyke produkcji niniejszego zwiazku w hodowli podstawowej (tab. 3 i 5,
ryc. 5). Opisywane zjawisko zdaje sie wigc wyklucza¢ mozliwo$¢ powstawania genisteiny w
wyniku hydrolitycznego rozpadu formy magazynujacej i sugeruje, ze przebieg reakcji
obronnej w zawiesinie G. tinctoria moze by¢ rézny i bezposrednio zalezny od rodzaju
stosowanego elicytora.

Maksymalna zawarto$¢ genisteiny i daidzeiny w przypadku elicytacji zawiesiny chitosa-
nem byla odpowiednio o 24 i 13% wyzsza od stezen omawianych zwigzkéw uzyskanych
podczas dokarmiania kultury jasmonianem metylu (tab. 3 i 5, ryc. 3-5). Ponadto, ze wzgledu
na zachowany profil produkcji malonylogenistyny (max. zawartos¢ — 73,6 mg/100 g suchej
masy — tab. 5), biomasa G. tinctoria elicytowana chitosanem stanowi material biologiczny
zawierajacy ogolnie wigcej izoflawondw niz zawiesina kultywowana w obecnosci jasmonianu
(tab. 31 5, ryc. 3-5). Pod wzgledem technologicznym, omawiana kultura jest wigc bardziej
atrakcyjna.

Niezaleznie od momentu dodawania do pozywki, chitosan nie spetnil, w zawiesinie G.
tinctoria, roli czynnika permeabilizujacego. Wszystkie analizowane wtérne metabolity, w ba-
danej kulturze, magazynowane byly wewnatrzkomérkowo, podobnie jak w biomasie
podstawowej oraz elicytowanej jasmonianem metylu.

Reasumujac, w wyniku przeprowadzonego doswiadczenia stwierdzono, ze dokarmianie
kultury G. tinctoria chitosanem, podobnie jak to miato miejsce w przypadku eksperymentéw
z jasmonianem metylu moze istotnie zwigkszy¢ zawarto$¢ aglikonéw izoflawonoidowych,
syntetyzowanych w biomasie jako bezposredni efekt wystapienia warunkéw stresowych. Sam
proces elicytacji nie wptynat natomiast na profil magazynowania analizowanych potaczen.

Wptyw dodatku DMSO na wzrost zawiesiny G. tinctoria oraz profil magazynowania
potqczen izoflawonoidowych

Permeabilizacja chemiczna, w przeciwienstwie do fizycznej, stanowi stosunkowo mato
kosztowna oraz prosta metod¢ pozwalajaca na wyciek wtérnych metabolitéw z matrycy ro-
slinnej do medium hodowlanego [5,6,17,21,23,25,39,40,42]. Testowanie efektéw permeabili-
zacji z zastosowaniem szeregu zwiazkow takich jak: DMSO, chloroform, alkohol fenylowy,
Triton X-100 oraz bardzo zr6znicowanego materiatu roslinnego (kultury in vitro Catharanthus
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roseus, Thalictrum rugosum i Chenopodium rubrum) wykazato, ze koncowy efekt eksperymentu,
zwiazany z wyciekiem wtornych metabolitoéw do pozywki oraz z zachowaniem zywotnosci
biomas, zalezy zaréwno od rodzaju i stezenia czynnika permeabilizujacego, jak i rowniez od
badanego gatunku roslinnego oraz typu hodowli in vitro [5,6].

Wyb6r DMSO do permeabilizacji zawiesiny G. tinctoria podyktowany byt danymi litera-
turowymi wskazujacymi, ze niniejszy zwiazek nalezy do najbardziej efektywnych czynnikéw
rozszczelniajacych btony komorkowe, powodujacy nie tylko znaczny wyciek analizowanych
substancji do medium hodowlanego, ale pozwalajacy réwniez w zakresie niskich stezen
(2 — 10%) na zachowanie aktywnosci namnazanych tkanek [5,6,17,23,25,42].

W celu uniknigcia zamierania biomasy janowca kultywowanej w obecnosci DMSO
[5,6,23], niniejszy zwiazek dodawano do pozywki w stosunkowo niskim stezeniu (20 ml 1'1),
dopiero w 26 dniu hodowli, czyli po ukofnczeniu intensywnego przyrostu komorek i uzyska-
niu maksymalnej zawartosci izoflawonéw w kulturze (tab. 6, ryc. 6). Zywotno$¢ biomasy
janowca oraz stgzenia wtérnych metabolitow w matrycach roslinnych i pozywkach doswiad-
czalnych badano w 8 godzinnym cyklu hodowlanym, zbierajac zawiesing w odstgpach 30
minutowych.

W wyniku przeprowadzonego eksperymentu stwierdzono, ze DMSO w kulturze janowca
doprowadzit do wycieku izoflawonéw do medium hodowlanego wywotlujac jednoczesnie
stopniowg nekroze namnazanych komorek (tab. 6-8, ryc. 6-10). W przeciwienstwie do kultury
podstawowej, zawiesina G. tinctoria kultywowana w obecnosci DMSO stosunkowo szybko
zamierata. Ilosci suchej (28,6 g 1) oraz éwiezej (532,3 g 1) masy tkankowej uzyskane
w ostatniej godzinie eksperymentu byty odpowiednio o 23 i 28% nizsze niz w przypadku za-
wiesiny kontrolnej (ryc. 6). Poniewaz DMSO dodawano dopiero w fazie stacjonarnej wzrostu
biomasy, trudno oceni¢ jednoznacznie, jaki bezposredni wplyw na wzrost oraz zywotnos¢
kultury wywiera niniejszy czynnik permeabilizujacy. Ostateczne wnioski mozna byloby wy-
suna¢ dopiero dodajac DMSO do biomasy inokularnej, a nastgpnie monitorujac wzrost zawie-
siny w catym 34 dniowym cyklu hodowlanym [5,6,17,23,25,42].

W tym miejscu nalezy zaznaczy¢, ze system hodowlany z zastosowaniem zawiesiny ja-
nowca barwieskiego miat charakter kultury okresowej. W przeciwienstwie do permeabilizo-
wanych kultur ciagtych [5,23,42], w niniejszym do$wiadczeniu komoérki parenchymatyczne
G. tinctoria wykorzystywano jednorazowo, by po zakonczonym cyklu hodowlanym przezna-
czy¢ je w catosci wraz z pozywkami eksperymentalnymi do izolacji zwiazkéw izoflawono-
idowych. W zwiazku z powyzszym opisywane zjawisko zamierania namnazanej biomasy,
jako bezposredni efekt dodatku DMSO, nie wydaje si¢ wptywac¢ znaczaco na koncowy wynik
doswiadczenia.

2% zawartos¢ DMSO w zawiesinie G. tinctoria okazata si¢ wystarczajaca do rozszczel-
nienia badanych komérek. W opisywanych warunkach uzyskano stopniowy wyciek, do me-
dium hodowlanego, wszystkich syntetyzowanych w biomasie potaczen izoflawonoidowych.
Proces ten byt jednak rozciagnigty w czasie (tab. 6-8, ryc. 7-10). W przeciwienstwie do da-
nych literaturowych gdzie maksymalne stezenia analizowanych metabolitéw obserwowano
w pozywkach juz p6t godziny po permeabilizacji [5,6], w opisywanym przypadku powyzszy
efekt osiagnieto dopiero w 7 godzinie eksperymentu (tab. 8, ryc. 7-10). Stosunkowo powolny
wyciek zwiazkéw izoflawonoidowych z komorek janowca spowodowany byl prawdopodob-
nie niskim stezeniem DMSO w kulturze (2%) oraz suplementacja niniejszego zwigzku dopie-
ro w fazie stacjonarnej przyrostu biomasy, czyli przyjeciem procedury hodowlanej rézniace;j
si¢ od opisywanych dotychczas modeli doswiadczalnych [5,6,17,23,25,42].
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Analizujac zawarto$¢ izoflawondéw w poszczegdlnych pozywkach i matrycach roslinnych
w grupie aglikonéw (genisteina i daidzeina), glikozyd6éw (genistyna, 7-O-diglukozyd geniste-
iny, 7-O-glukozyd-2"-hydroksygnisteiny, daidzina) oraz estréw (6 " -O-malonylo-7-O-gluko-
zyd genisteiny /malonylogenistyna oraz 6 -O-acetylo-7-O-glukozyd genisteiny /acetylogeni-
styna) ustalono, ze zarOwno stopien jak i tempo wycieku z komérek poszczegdlnych zwigz-
kéw zwiazane sa bezposrednio z budowa chemiczna badanych potaczen (ryc. 7-10).

W zwiazku z powyzszym jako pierwsze, w medium hodowlanym, stwierdzono zwiazki
estrowe i diglikozydowe (30 min. po permeabilizacji), a nastgpnie monoglikozydy i aglikony
(odpowiednio 60, 90 i 120 min. po dodaniu DMSO - tab. 7 i 8). Uzyskane wyniki wskazuja,
ze tempo uwalniania izoflawonéw z matrycy roslinnej w biomasie janowca jest wprost pro-
porcjonalne do polarnosci badanych zwiazkéw. Od polarnosci zalezy rowniez stopien wycie-
ku izoflawonéw z biomasy, czyli catkowita zawartos¢ badanych potaczen w pozywce ekspe-
rymentalnej. Og6lnie ujmujac dla estrow izoflawonoidowych wynosita ona ok. 95% ogdlnego
stezenia niniejszych zwiazkéw akumulowanych w zawiesinie G. tinctoria, w 26 dniu hodowli
(tab. 6 1 8, ryc. 10), a glikozydéw i aglikondéw, do medium hodowlanego, wyciekto ostatecz-
nie odpowiednio 80 i 67 % (tab. 8, ryc. 7-9).

Wysoka zawartos¢ izoflawonéw w pozywce eksperymentalnej odpowiada rezultatom
uzyskanym uprzednio podczas permeabilizacji roslinnych kultur in vitro DMSO, w stezeniu
25% [5,6]. Otrzymany wynik wskazuje, ze biomasa janowca jest wyjatkowo podatna na per-
meabilizacje niniejszym zwiazkiem i jednoczesnie nie wymaga stosowania wysokich stezen
DMSO, ktére mogtyby spowodowaé znaczacy spadek aktywnosci namnazanych komérek
[5,6,40,42].

W tym miejscu nalezy zaznaczy¢, ze niezaleznie od struktury badanych izoflawonow,
maksymalng zawartos¢ wszystkich analizowanych zwiazkéw uzyskano w pozywce w 7 go-
dzinie eksperymentu, a kontynuowanie doswiadczenia nie wiazato si¢ dalszym wyciekiem
akumulowanych metabolitow do pozywki (tab. 8, ryc. 7-10).

Przeprowadzone doswiadczenie wykazato, ze w wyniku dodatku DMSO do zawiesiny G.
tinctoria mozliwe jest uzyskanie zmiany profilu magazynowania zwigzkéw izoflawonoido-
wych w badanej kulturze. Stosowana procedura hodowlana spowodowata wyciek analizowa-
nych potaczen na zadawalajacym poziomie [5,6,17,23,25,39,40,42] i wydaje sie odpowiednia
dla kultury okresowej, prowadzac do usprawnienia procedur technologicznych zwiazanych
z ekstrakcja izoflawonow.

Reasumujac, w wyniku sterowanego procesu hodowlanego zwiazanego z elicytacja i per-
meabilizacja zawiesiny G. tinctoria udato si¢ zrealizowa¢ zasadniczy cel eksperymentu, kt6-
rym bylo uzyskanie systemu hodowlanego, produkujacego fitoestrogeny na poziomie wyz-
szym niz kultura podstawowa, jednoczesnie charakteryzujacego si¢ zewnatrzkomérkowym
profilem magazynowania analizowanych wtérnych metabolitow.

Seria eksperymentéw z zastosowaniem chitosanu oraz jasmonianu metylu potwierdzita
dane literaturowe odnos$nie kluczowej roli czynnikéw stresowych w biosyntezie izoflawonow
o charakterze fitoaleksyn. Wykazano jednoczesnie, ze rodzaj elicytora wplywa na mechanizm
tworzenia si¢ poszczegllnych fitoaleksyn w zawiesinie G. tinctoria. Wtasciwy moment do-
datku czynnika stresowego do systemu hodowlanego wiaze si¢ natomiast z ostateczng zawar-
toscig frakcji izoflawonoidowej w biomasie, co ma istotne znaczenie w przypadku traktowa-
nia kultury in vitro jako zrédta okreslonych wtérnych metabolitow. Uzyskane wyniki wskazu-
ja, ze ogollnie rozumiana elicytacja zawiesiny janowca barwierskiego powinna stanowi¢ dal-
szy kierunek badan nad sterowana biosynteza izoflawondéw w kulturach in vitro niniejszego
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gatunku, ktérych bezposrednim celem jest opracowanie wysokowydajnego procesu biotech-
nologicznego do otrzymania aktywnych leczniczo izoflawonéw. Ponadto biomasa G. tincto-
ria ze wzgledu na bogaty sktad frakcji izoflawonoidowej (14 zwigzkdéw) oraz znaczng podat-
nos$¢ na proces elicytacji moze by¢ stosowana w przysztosci jako modelowy system w do-
swiadczeniach podstawowych, majacych na celu badania relacji miedzy roslinami a srodowi-
skiem.

Permeabilizacja zawiesiny janowca 2% DMSO dowiodta, ze w badanym systemie hodow-
lanym mozliwe jest uzyskanie pozadanego wycieku izoflawondéw do medium eksperymental-
nego, w stezeniach uzasadniajacych stosowanie niniejszej procedury w procesie technolo-
gicznym. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze jest ona odpowiednia dla kultury okresowej. Adaptacja
opracowanych warunkéw hodowlanych dla kultury ciagtej wymaga¢ bedzie dalszej serii do-
swiadczen uwzgledniajacych zachowanie zywotnosci biomasy janowca podczas kultywowa-
nia zawiesiny z czynnikiem permeabilizujagcym, w catym cyklu hodowlanym.



Tab. 1. Zawartos¢ izoflawonéw w podstawowej kulturze zawiesinowej Genista tinctoria (stgzenie zwigzkow w mg/100 g suchej masy).
Tab. 1. Isoflavone concentration in Genista tinctoria suspension cultures (isoflavone content in mg per 100 g DW plant material).

Zwiazek
Dazien genisteina genistyna daidzeina daidzina 7-(;:::?;;:?;)’(1 h;d?o%(lsl;lg;?;gtez:ny I;:;?;g::: acetylogenistyna
0 43 + 0,1 21176 + 145] 252 + 007 ] 1653 + 098] 6033 + 153 | 1842 + 09 9,2 + 04 443 + 0,1
2 29 £ 009 10533 + 98 1,74 £009| 699 + 03| 3273 + 11,2| 11,96 + 0,8 58 + 0,2 442 + 0,09
4 53 + 02 9339 + 44 1,53 +£ 009 543 + 0,18 298,1 + 94 | 11,00 £+ 1,1 10,7 £+ 0.6 321 + 11
6 649 + 04 | 31455 + 198| 332 + 0,11 8,02 <+ 0,39]| 762,7 + 16,2 | 12,18 + 0,8 17,6 + 0.8 750 + 03
8 83,5 + 1,3 3582,5 + 20,5 687 £ 0,18 | 1190 + 09 | 8157 + 134 | 16,64 + 09 183 + 0,7 | 10,20 + 0,5
10 142,77 + 5,7 | 3302,7 + 20,1| 9,08 + 059 16,85 + 1,1 | 8933 + 142 | 2256 + 14 | 206 + 06 | 17,77 £+ 09
12 41,2 + 2,2 | 36358 + 21,2 474 £+ 022] 3995 + 2,0 930,7 *+ 16,8 3191 + 18 | 273 + 08 | 21,17 + 1,3
14 20,0 + 2,0 | 5818,7 + 283| 361 + 0,19 61,1 + 24| 9462 + 16,1 | 3305 + 19 | 364 + 12 | 2254 + 14
16 184 + 1,5 7234,6 + 314 2,68 + 0,10 7559 + 34 (12722 + 152 | 3523 + 19 | 40,5 + 1,8 | 31,76 + 1,7
18 152 + 0,9 8472,2 + 332| 467 + 0,17 |111,86 + 109|1499,1 + 13,1 | 70,24 + 39 | 509 + 2,1 | 3940 + 19
20 20,7 + 1,3 86474 =+ 364| 7,65 £ 03411408 + 8,3 [2003,1 + 144 | 92,17 + 45 | 66,8 + 22 | 3941 + 2,1
22 58,1 + 34 | 914277 + 40,5 6,67 + 0,2 | 12542 + 94 |1643,7 + 138 11642 + 74 | 675 + 24 411 + 19
24 733 £+ 49 | 93430 + 39,2| 516 <+ 021 | 133,11 + 10,2|1284,6 + 149 | 193,09 + 86 | 664 + 19 49,5 + 1.8
26 91,2 + 6,2 | 9414,7 + 372| 429 + 0,19 |152,84 + 11,1 |1091,6 + 11,2 {26822 + 114 | 694 + 24 46,7 + 20
27 83,11 + 54 85714 + 40,2 3,75 + 0,22 |138,55 + 10,7(892,13 + 15,6 |316,52 + 17,6 | 70,2 + 39 46,2 + 34
28 733 4+ 5,1 | 798341 + 294| 305 + 018 | 1127 + 142| 583,8 + 124 |340,09 + 10,8 | 722 + 28 454 + 17
29 68,12 + 5,6 | 7569,1 + 357| 3,15 4+ 0,16 | 108,51 + 9,7 | 5164 + 19,1 (402,99 + 157 | 741 + 3.6 438 + 29
30 61,2 + 49 | 711447 £+ 253| 3,14 + 0,18 | 102,5 =+ 10,8| 384,5 + 19,2 |447,65 + 145 | 744 + 24 421 + 20
31 753 £+ 44 | 66753 + 28,6| 3,09 £ 026 9502 + 8,7 | 3341 + 16,5|439,28 + 16,6 | 60,8 + 45 435 + 1.8
32 825 + 29 62864 + 193| 248 =+ 0,09| 943 + 973 |30894 + 10,0 |440,72 + 13,2 | 41,3 + 25 485 + 1.6
33 80,6 + 5.3 6406,2 + 254 249 + 0,17 | 9511 + 8,2 (286,23 + 12,9 (43844 + 15,6 | 40,2 + 3,6 476 =+ 35
34 81,7 + 5.5 6327,1 + 213 238 + 0,14 | 9554 + 79 288,01 + 13,7 |435,61 + 18,0 | 41,0 + 29 46,2 + 34

Poszczegdlne wartosci sa srednimi arytmetycznymi pochodzacymi z 3 pomiaréw + S.D./ Each value represents the mean +S. D. of 3 samples.




Tab. 2. Zawartos¢ izoflawonéw w wytrzasanych kulturach zawiesinowych Genista tinctoria elicytowanych, w dniu inokulacji, 100 pmol I'' jasmonianu mety-
lu (stgzenie zwigzkéw w mg/100 g suchej masy).

Tab. 2. Isoflavone concentration in Genista tinctoria suspension cultures after elicitation with methyl jasmonate (100 umol I'') on the inoculation day (isofla-
vone content in mg per 100 g DW plant material).

Zwiazek
Dzien genisteina genistyna daidzeina daidzina 7-(;:::?;:;:?;)’(1 h;;i?(-)ilsl;'l;(::zgté’l;y I;:;?SI:;’::: acetylogenistyna
0 43 4+ 0,1 |2117,6 + 14,5 2,52 + 0,07 | 16,53 + 098] 603,3 + 1573 1842 + 09 921 + 04| 443 + 0,1
2 2,7 4+ 00810433 + 114| 1,54 + 0,08 | 698 + 0,34| 3174 + 10,23 | 9,68 + 0,52 512+ 03 2,85 + 0,15
4 24 £+ 0,1 | 84,2 + 9,17 1,51 £+ 0,09]| 652 + 0,19|18731 + 89 9,01 + 049 4,83 + 033 233 + 0,19
6 2,5 +£ 0,09 8431 + 8,15 1,55 + 0,1 6,42 + 05418563 + 1038 | 837 + 034 445 + 031 2,18 + 0,2
8 3,1 £ 0,15|806,68 + 134 1,62 =+ 0,08 598 + 0,32]|18847 + 10,21 | 9,52 <+ 0,63 394 + 0,22 2,29 + 0,18
10 30 + 02 | 821,7 £ 154| 1,61 + 0,09 6,03 + 034| 1796 *+ 9,67 934 + 0,79 3,63 + 0,21 29 + 0,19
12 32 + 009 8094 + 9.2 1,60 + 0,12 6,54 + 04817754 + 8,51 895 + 042 384 + 0,29 2,74 + 0,17
14 29 4+ 008 | 8114 + 847 1,74 £+ 0,11 | 6,87 + 0,33(16591 + 12,7 9,25 + 048 422 + 038 291 + 0,15
16 35 +009( 7932 + 91 20 =+ 008 821 + 0,52(197,25 + 11,5 9,38 + 043 447 + 0,39 299 + 0,21
18 38 0,12 784,1 + 6,7 | 231 + 0,12 985 + 0,59]199,57 + 9,85 9,65 + 041 456 + 041 3,04 + 025
20 39 0111|7548 + 89| 244 + 007 996 + 046]|24095 + 19,5 10,02 + 0,59 493 + 0,37 3,67 + 0,22
22 377 + 0,13 7392 + 59 25 +015| 972 + 0,62 2722 + 154 10,06 + 0,75 544 + 0,32 397 + 0,28
24 41 + 018 | 7694 + 94| 271 £ 0,19| 998 + 0,63]| 308,1 + 14,5 10,39 + 0,82 596 £+ 039] 3,85 &+ 0,29
26 39 + 0,14 7975 £+ 11,1 2,62 + 0,08 | 10,05 + 0,82| 358,7 + 138 10,86 + 0,96 6,11 + 048] 394 <+ 0,31
27 42 £+ 0,09 80637 + 11,9 2,75 + 0,19 | 10,14 + 0,98| 482,65 + 16,8 1095 + 0,99 4,73 + 0,51 4,03 <+ 0,35
28 44 + 0,17 | 825, 7 + 9,8 29 4+ 009 | 1557 + 1,1 (498,62 + 19,64 | 11,23 + 1,1 398 + 0,52 4,28 + 0,33
29 45 + 039 |834,12 + 11,5 3,11 + 020 1549 + 1,5 52396 + 2195 | 1342 + 098 322 4+ 0,55( 445 + 0,24
30 49 + 0,34 | 811,9 + 8,6 | 335 + 0,21 16,88 + 1,2 |559,16 + 2241 | 1399 + 0,99 3,98 + 0,62 482 =+ 0,26
31 45 +031] 792,1 4+ 92| 301 4+ 020 16,56 + 09 | 607,21 + 1838 14,73 + 1,12 242 + 0,59 498 + 0,28
32 41 =+ 023 ] 6834 + 87| 2,86 + 0,08]| 16,28 + 098]|615,72 + 17,2 1548 + 095 235 4+ 0,52 513 + 0,36
33 43 + 0,15]| 7158 + 9.1 2,63 +0,15| 1599 + 1,1 | 6194 + 199 16,02 + 0,86 296 + 0,56 524 4+ 042
34 41 £ 0,16 763,2 + 114 2,57 £+ 0,09 1568 =+ 0,88|611,21 + 20,7 17,63 + 1,2 2,12 + 0,78 6,18 £ 0,52

Poszczegdlne wartosci sa srednimi arytmetycznymi pochodzacymi z 3 pomiaréw + S.D./ Each value represents the mean +S. D. of 3 samples.




Tab. 3. Zawartos¢ izoflawonéw w wytrzasanych kulturach zawiesinowych Genista tinctoria elicytowanych, w 26 dniu, 100 pmol 17 jasmonianu metylu (ste-
zenie zwigzkéw w mg/100 g suchej masy).

Tab. 3. Isoflavone concentration in Genista tinctoria suspension cultures after elicitation with methyl jasmonate (100 umol 1) on the day 26 (isoflavone con-
tent in mg per 100 g DW plant material).

Zwiazek
Dzien genisteina genistyna daidzeina daidzina 7'(;:::?;:;:?;)'(1 h;d?oils];lg;zgtezl;y I;;:?;g::: acetylogenistyna
0 43 + 01 2117,6 + 14,5| 252 + 0,07 ] 16,53 + 098] 6033 + 153 | 1842 + 09 92 + 04 443 + 0,1
2 29 £+ 0,09 | 10533 + 98 1,74 £ 0,09 699 + 03| 3273 + 11,2 | 11,96 + 08 58 + 0,2 442 + 0,09
4 53 £ 022 9339 + 44 1,53 +£009| 543 + 0,18 298,1 + 94 11,00 + 1.1 10,7 + 0,6 321 + 1.1
6 649 + 040 | 31455 + 198 3,32 <+ 0,11 | 8,02 + 0,39 762,7 + 16,2 | 12,18 + 0,8 17,6 + 0.8 750 + 03
8 83,5 + 1,33 | 35825 + 20,5| 6,87 + 0,18 | 1190 + 09 | 8157 + 134 | 16,64 + 09 183 + 0,7 | 10,20 £ 05
10 142,77 + 511 | 3302,7 + 20,1 9,08 + 0,59 | 1685 + 1,1 | 8933 + 142 | 2256 + 14 206 + 0,6 | 17,77 £+ 09
12 41,2 + 221 | 36358 + 21,2 474 + 0,22| 3995 + 20| 930,7 + 168 | 3191 + 1,8 273 + 08 | 21,17 + 1.3
14 200 = 2,0 5818,7 + 283 3,61 +0,19| 61,1 + 24| 9462 + 16,1 | 3305 + 19 364 + 1,2 | 2254 + 14
16 184 + 1,52 |7234,65 + 314| 2,68 =+ 0,10| 7559 + 34 |12722 + 152 | 3523 + 19 40,5 + 1,8 | 31,76 + 1,7
18 152 + 093 | 84722 + 332| 4,67 <+ 0,17 111,86 + 11,9|1499,1 + 13,1 | 70,24 + 39 509 + 2,1 [ 3940 + 1.9
20 20,7 £+ 1,34 | 86474 % 364| 7,65 £ 0,34 |114,08 + 153|2003,1 + 144 | 9217 + 45 66,8 + 22| 3941 + 2,1
22 58,1 + 341 |9142,7 + 40,5| 6,67 + 0,2 12542 + 17416437 + 13,8 (11642 + 74 675 + 24 411 + 19
24 733 + 49 93430 + 39,2| 5,16 + 0,21 | 133,11 + 16,2 | 1284,6 + 149 | 193,09 + 8,6 664 =+ 19 495 + 1.8
26 91,2 + 6,26 | 94147 + 37.2| 429 + 0,19] 152,84 + 20,1|1091,6 + 11,2 [268,22 + 114 | 694 + 24 46,7 =+ 2,0
27 102,8 + 8,51 |8537,65 + 387 6,26 + 0,25 136,21 + 10,8 69741 + 154 |29561 + 9.5 513 + 34 422 + 29
28 | 148,63 + 11,58 |7964,21 + 38,6| 9,11 + 0,61 | 118,6 + 11,9| 5884 + 15,7 (337,51 + 128 | 214 + 19 47 + 2.8
29 [ 165,24 + 13,51 [7493,58 + 31,8| 1394 + 0,74 | 110,24 + 94 | 426,51 + 16,1 [398,62 + 11,2 87 £ 011] 40,3 £+ 3.0
30 198,3 + 6,83 |7098,52 + 26,3 1521 + 0,85 | 1051 + 10,2| 379,2 + 11,8 | 444,56 + 1572 25 +£009| 414 + 34
31 [ 197,64 £ 7,05 |6558,56 + 23,5]| 15,14 + 091 | 9999 + 8,41| 3594 + 10,44 | 440,22 + 164 2,1 +£0,12 | 42,7 =+ 28
32 [ 19585 + 8,67 | 62395 + 19,8 1498 + 0,77 | 92,3 + 8,7 | 310,15 + 10,8 | 446,68 + 18,6 1,5 +£ 007 47,17 + 30
33 [ 196,77 + 6,84 612296 + 20,9| 14,62 + 0,83 | 89,52 + 8,1 |29547 + 74 |439.84 + 19,7 1,3 +£ 009 398 + 24
34 (195,52 + 7,02 [5989,17 + 259| 14,66 + 0,69 | 84,76 + 7,1 | 236,21 + 1045 | 4234 + 1473 0,7 £005( 335 + 27

Poszczegdlne wartosci sq Srednimi arytmetycznymi pochodzacymi z 3 pomiaréw + S.D.
Each value represents the mean £ S. D. of 3 samples.



Tab. 4. Zawarto$é izoflawonéw w wytrzasanych kulturach zawiesinowych Genista tinctoria elicytowanych, w dniu inokulacji, 150 mg 1" chitosanu (stezenie
zwiazkéw w mg/100 g suchej masy).

Tab. 4. Isoflavone concentration in Genista tinctoria suspension cultures after elicitation with chitosane (150 mg I') on the inoculation day (isoflavone con-
tent in mg per 100 g DW plant material).

Zwiazek
Dzien genisteina genistyna daidzeina daidzina 7-(;:::?;:;:?;)’(1 2’-h;(-i(r)(;l%ll;rlg“e)rzlz’s(ieiny I;:;?SI:;’::: acetylogenistyna
0 43 + 0,1 |2117,6 £ 14,5| 2,52 + 0,07 ] 16,53 + 098] 603,3 + 1573 1842 = 09 92 =+ 04 443 + 0,1
2 2,5 + 00710322 + 132 1,51 + 0,08 6,54 + 0,35[45234 + 17,62 | 842 + 0,71 498 + 0,25 | 2,12 + 0,21
4 22  + 0,1 [90243 + 10,5 1,50 + 0,07 | 647 + 0,28|44646 + 18,79 825 + 0,64 475 + 031 203 + 0,19
6 20 + 0,08 83524 + 16,8 142 + 0,06 | 597 + 0,34[409,58 + 22,6 8,08 =+ 054 4,55 +032| 1,95 + 0,07
8 29 + 0,09 80531 + 194 1,39 + 0,09 598 + 044]328,74 + 19,61 7,73 + 0,59 423 +£027| 1,91 + 0,06
10 28 £ 007] 7942 + 153| 135 + 0,08 548 + 049]297,27 £ 18,81 7,95 + 0,61 386 + 029 1,87 + 0,11
12 3,0 +009] 7843 + 142 1,24 + 0,07 | 586 =+ 047]271,62 £ 2145 8,11 =+ 048 3,19 £ 0,31 1,52 + 0,08
14 27 + 01 | 7824 + 12,6 1,15 + 0,09 6,05 + 04819512 + 1738 823 + 0,68 3,02 + 02 1,39 + 0,09
16 26 + 00575436 + 10,2 234 + 1,12| 6,34 + 0,32| 186,39 + 1346 8,71 = 0,75 326 + 027 1,27 £ 0,11
18 22  + 00473221 + 99| 247 + 125| 729 + 0,67[189,67 + 12,57 | 925 + 049 343 +022] 141 =+ 0,08
20 1,5 + 00870641 + 114 244 + 1,17| 7,63 + 0,61]218,62 £ 1795 | 9,61 + 047 3,79 + 0,29 146 + 0,09
22 1,1 £ 00469524 + 138 241 =+ 0,09| 798 =+ 0,59]246,86 + 17,09 | 10,05 = 0,63 411 +035| 1,63 + 0,12
24 1,9 + 007 666,1 + 152 254 + 0,13 | 803 <+ 0,62]308,57 £+ 11,2 10,34 + 0,82 462 +£037| 1,72 + 0,09
26 23  + 0,09 66946 + 14,7 264 <+ 024 | 889 + 0,75[250,84 + 1432 | 10,72 £+ 0,86 599 + 042 1,96 =+ 0,15
27 27 + 0,11 [697,14 + 119 266 + 0,19 934 + 0,74|311,67 + 13,62 | 1095 + 095 501 + 039 | 2,16 + 0,13
28 3,1+ 0,15]71521 £ 158 2,61 + 0,17] 985 + 0,84[397,08 £ 19,05 | 11,24 + 091 486 + 035] 2,22 + 0,09
29 34 + 02472359 £ 16,7 2,55 + 0,09 10,54 + 095[429,65 £ 2259 | 12,01 + 0,387 421 +£ 033 | 2,56 =+ 0,16
30 42 £ 032 (758,64 £ 192 2,51 + 0,12 | 13,29 + 1,121499,89 + 18,67 | 1298 + 0,96 3,54 + 0,28 | 397 + 0,18
31 40 £ 02577423 £ 184| 245 + 0,13 | 13,68 + 094]516,19 + 1928 | 13,37 + 1,16 3,02 +025] 415 =+ 0,28
32 38 + 029 7412 + 114 2,32 + 0,08 | 1427 + 1,21] 529,64 + 25,61 | 1428 =+ 0,86 287 + 0,18 | 4,53 + 0,26
33 31+ 0,19] 7345 +£ 157 2,15 £ 0,11 ] 1496 =+ 0,08]51949 + 19,76 | 14,57 £ 0,95 2,51 + 0,19 524 + 0,36
34 32 +026] 7064 + 143 2,07 £ 0,09| 1529 =+ 1,34|507,68 + 1792 | 1521 = 093 2,07 + 0,18 | 567 + 041

Poszczegdlne wartosci sq Srednimi arytmetycznymi pochodzacymi z 3 pomiaréw + S.D.
Each value represents the mean £ S. D. of 3 samples.



Tab. 5. Zawartosé izoflawonéw w wytrzasanych kulturach zawiesinowych Genista tinctoria elicytowanych, w 26 dniu, 150 mg 1" chitosanu (stezenie zwigz-
kéw w mg/100 g suchej masy).
Tab. 5. Isoflavone concentration in Genista tinctoria suspension cultures after elicitation with chitosane (150 mg 1) on the day 26 (isoflavone content in mg
per 100 g DW plant material).

Zwiazek
Dzien genisteina genistyna daidzeina daidzina 7-(;:::?;:;:?;)’(1 2’-h7y-d(r)(-)lg;lsl;rlg(£:i)s, ?einy I;:;?SI:;’::: acetylogenistyna
0 43 £+ 01 | 21176 + 145 2,52 + 0,07 | 16,53 + 098 603,3 + 153 | 1842 + 09 92 + 04 443 + 0,1
2 29 £ 0,09 10533 + 9.8 1,74 +£ 009 699 + 03| 3273 + 11,2 1196 + 08 58 + 0,2 442 + 0,09
4 53 + 0,2 9339 + 44 1,53 £ 009| 543 <+ 0,18 298,1 + 94 | 11,00 + 1.1 10,7 £+ 0,6 321 + 1,1
6 649 + 04 | 31455 + 198 332 + 0,11 | 802 <+ 039 7627 =+ 16,2 | 12,18 + 08 17,6+ 0.8 750 £+ 03
8 83,5 + 1,3 | 3582,5 + 20,5| 687 + 0,18 | 11,90 + 0,9 | 8157 + 134 | 16,64 + 09 18,3 + 0,7 | 10,20 + 0,5
10 142,77 + 5,7 | 3302,7 + 20,1 9,08 + 0,59 | 16,85 + 1,1 | 8933 + 14,2 | 22,56 + 14 206 + 06 | 17,77 + 09
12 41,2 £+ 2,2 | 36358 + 21,2 474 + 0,22 3995 + 20| 930,7 + 16,8 3191 + 1,8 273 £+ 08 | 21,17 £+ 1.3
14 20,0 + 2,0 | 5818,7 + 283 3,61 <+ 0,19| 61,1 + 24| 9462 =+ 16,1 | 33,05 + 19 364 + 12 | 22,54 + 14
16 184 + 1,5 [7234,65 + 314| 2,68 + 0,10| 7559 + 3412722 + 152 | 3523 + 19 40,5 + 1.8 | 31,76 + 1,7
18 152 + 09 | 8472,2 + 332| 4,67 + 0,17 111,86 + 109]|1499,1 + 13,1 | 70,24 + 39 509 + 2,1 | 3940 + 19
20 20,7 + 1,3 | 86474 + 364 | 7.65 + 0,34 (114,08 + 83 (2003,1 + 144 | 92,17 + 45 66,8 + 2,2 | 3941 + 21
22 58,1 + 34 |9142,7 + 40,5 6,67 + 0,2 | 12542 + 94 | 16437 + 13,8 | 11642 + 74 67,5 + 24 41,1 + 19
24 73,3 + 49 193430 + 39,2| 5,16 £+ 0,21 | 133,11 £ 10,2(1284,6 + 149 [193,09 + 8.6 664 + 19 49,5 + 1,8
26 91,2 + 62 [ 94147 + 37,2 429 <+ 0,19 ]15284 + 11,1|1091,6 + 11,2 268,22 + 114 694 + 24 46,7 + 2,0
27 138,6 + 9,8 |825421 + 42,1 6,14 + 0,22 [ 138,65 + 8,8 | 7624 + 13,8 | 305,55 + 11,9 71,1 + 27 453 + 21
28 1623 + 9,5 | 798524 + 284 11,74 + 0,59 [ 113,08 + 10,3 | 578.8 + 10,4 |339,01 + 10,7 70,1 + 3.8 42 + 23
29 203,1 + 10,1 |7529,61 + 319| 1532 + 0,62 (10821 + 109| 409,5 + 12,9 (396,24 + 11,3 723 + 24 426 + 2,6
30 2584 + 11,4 705844 + 26,8| 17,51 + 0,64 | 105,13 + 9,5 | 379,5 + 10,2 [ 447,64 + 138 73,6 + 3,1 40,7 + 34
31 2553 £+ 99 662836 + 27,6 17,32 + 0,53 | 98,17 + 8,6 | 3432 + 9,6 |446,22 + 14,7 66,7 + 29 439 + 3.1
32 2394 4+ 1331631831 + 22,7| 17,04 + 0,85 | 92,11 + 7.6 |307,23 + 10,0 [ 437,27 + 12,2 58,6 + 3.2 418 + 29
33 2297 + 11,1 1623349 + 258| 1643 + 0,69 | 88,64 + 63| 284,6 + 15344129 £+ 109 | 53,11 + 3.5 426 + 33
34 230,6 + 9,8 |601946 + 21,7| 1597 + 0,59 | 90,32 + 7,1 | 2819 + 14,7 | 4225 + 16,5 49,2 + 29 430 + 28

Poszczegdlne wartosci sa srednimi arytmetycznymi pochodzacymi z 3 pomiaréw + S.D./ Each value represents the mean +S. D. of 3 samples.




Tab. 6. Zawartos¢ izoflawonéw w niepermeabilizowanej kulturze zawiesinowej Genista tinctoria (stgzenie zwigzkéw w mg/100 g suchej masy).
Tab. 6. Isoflavone concentration in non permeabilized Genista tinctoria suspension cultures (isoflavone content in mg per 100 g DW plant material).

Czas Zwiazek

ho- . 7-0-glukozyd

dowli genisteina genistyna daidzeina daidzina | -O-diglukozyd 2’-h§”dr0ks);’ malonyloge- acetylo-
W min. genisteiny genisteiny nistyna genistyna

0 91,2 + 6,2 |9414,7 + 37,2 429 + 0,19 | 15284 + 11,1|1091,6 + 11,2 268,22 + 114 | 694 + 24 | 46,7 + 20
30 90,9 + 7,3 |9416,1 + 40,2 435 + 0,25 (15294 + 13,8|1092,5 + 12,7 (269,12 + 17,8 | 67,1 <+ 33 | 47,1 + 29
60 91,0 + 59 |9416,8 + 38,6| 425 + 0,26 | 152,31 + 11,2|1091,7 + 18,6 | 2674 + 133 | 694 + 42 | 473 + 3,1
90 90,3 + 55 |94084 + 37.8| 4,22 + 0,28 | 151,97 + 139|10154 + 17.,5|271.44 + 17,6 | 758 + 37 | 46,2 + 4]1
120 90,7 + 5.8 |9371,5 + 37,7 419 + 0,18 | 151,64 + 124|1006,3 + 13,5|278,21 + 164 | 772 + 24 | 473 + 35
150 90,2 + 5,6 |91473 + 395| 4,16 + 024 |150,19 + 13,0|10114 + 14,2 281,02 + 10,0 | 762 + 38 | 47.1 + 34
180 90,8 + 5,7 |91256 + 409 4,11 + 0,23 |149,22 + 104| 10039 + 184 |283,51 + 18,6 | 745 + 4.6 | 468 + 3,1
210 91,1 + 64 |9000,3 + 382| 4,07 + 0,29 |14984 + 11,5 997.,6 + 134 |280,74 + 153 | 72,1 + 39 | 469 + 43
240 91,2 + 53 |90114 + 379| 401 + 031 |14841 + 124| 9945 + 11,4 |287,15 + 169 | 72,0 + 43 | 464 + 38
270 904 + 6,1 |8946,2 + 354| 403 + 02214792 + 11.7| 9953 + 15,8 |288,14 + 213 | 71,5 + 52 | 468 + 34
300 89,6 + 54 [8916,5 + 38,5| 3,99 + 0,25(146,53 + 12,2 991,6 + 16,2 (287,64 + 248 | 714 + 29 | 464 =+ 3.6
330 899 + 59 |8894,1 + 36,1| 394 + 0,27 (145,82 + 119 9904 + 143 (293,61 + 187 | 704 + 3.6 | 462 + 3.5
360 88,1 + 6,2 88527 + 39.2| 397 + 02514503 + 134 9433 + 184 (295,76 + 235 | 70,8 + 39 | 460 =+ 39
390 87,6 + 6,1 [8861,1 + 40,5| 3,92 + 0,29 | 144,67 + 10,8 921,5 + 17,6 300,04 + 208 | 69,5 + 3,6 | 459 + 28
420 874 + 5.8 [8806,5 + 394| 390 + 0,21 [ 144,16 £+ 11,5| 9064 + 169 (30294 + 147 | 69,1 + 29 | 46,1 + 33
450 87,1 + 64 87919 + 39.2| 391 + 0,20 (142,23 + 13,7| 901,7 + 14,3 (307,20 + 193 | 68,0 + 4,1 | 462 + 34
480 86,1 + 53 |8771.4 + 413| 384 + 0,19 | 141,11 + 10,8 890,13 + 19,7 312,58 + 16,5 | 68,1 + 34 | 459 + 23

Poszczegdlne wartosci sa srednimi arytmetycznymi pochodzacymi z 3 pomiaréw + S.D./ Each value represents the mean +S. D. of 3 samples.




Tab. 7. Zawarto$¢ izoflawonéw w biomasie hodowli zawiesinowych Genista tinctoria, po permeabilizacji 2% DMSO (stgzenie zwiazkdéw w mg/100 g suchej
masy).
Tab. 7. Isoflavone concentration in Genista tinctoria biomass after permeabilisation with 2% DMSO (isoflavone content in mg per 100 g DW plant material).

Czas Zwiazek
ho- . 7-O-glukozyd
dowli genisteina genistyna daidzeina daidzina | ~O-diglukozyd 2’-h§dr0ks§'- malonyloge- acetylo-
W min. genisteiny genisteiny nistyna genistyna
0 91,2 + 6,2 [9414,7 + 37,2 429 + 0,19 152,84 + 11,1|1091,6 + 11,2 | 26822 + 114 | 694 + 241 | 46,7 + 20
30 903 =+ 7.2 [94152 + 40,2| 432 =+ 0,18 [ 153,12 + 10,2| 1090,5 + 198 | 272,15 + 23,0 | 69,19 + 352 | 46,5 + 34
60 90,9 + 6,8 |9417,3 + 394 430 + 0,21 | 15547 + 12,7|10924 + 25,1 | 268,63 + 152 | 6574 + 4,17 | 43,1 + 29
90 87,2 + 6,5 (94153 + 36,0| 431 + 0,22 154,33 + 11,8|1091,3 + 21,6 270,85 + 19,5 | 61,25 + 516 | 43,5 =+ 3,6
120 858 + 5,7 |9413,6 + 383| 432 + 0,23 154,09 + 10,6| 999,3 + 204 | 26824 + 21,9 | 49,61 + 3,64 | 392 + 29
150 834 + 6,0 |9388,6 + 47.3| 434 + 0,22]15024 + 13,7| 984,2 + 16,7 | 26508 + 17,5 | 35,64 + 229 | 365 + 27
180 79,5 * 64 [9238,1 + 41,6| 421 =+ 0,18 [ 151,38 + 11,6| 905,5 + 23,6 26336 + 163 | 2833 + 193 | 346 =+ 28
210 67.1 + 59 |8474,5 + 36,7| 399 <+ 02511221 £ 95| 7951 + 263 |24728 + 20,8 | 23,08 + 1,85| 27.8 + 15
240 68,3 + 6,1 | 68334 + 339| 405 £ 0,27 9575 £+ 83| 7164 + 29,7]20361 £+ 19,1 | 19,15 + 0,82 | 214 + 17
270 644 + 58 [39328 + 39,1| 395 £ 0,21 69,86 + 59| 622,77 + 27,1|17952 + 142 | 17,65 + 1,12| 197 + 14
300 642 + 59 [35739 £ 330 353 £ 0,26 60,61 + 46| 5038 + 24514258 + 11,6 | 824 + 054 | 173 + 11
330 58,3 + 43 |31548 £ 28,5| 324 £ 031 | 5230 + 43| 396,6 + 19,5]|11537 £+ 94 6,13 + 020 11,5 =+ 09
360 337 + 2,7 [24235 + 19,6| 307 0241|4503 + 32| 2699 + 184 | 73,11 + 5/ 367 019 91 + 04
390 334 + 29 [19243 + 17,5 281 =+ 0,19 34,67 + 29| 2076 + 152 | 6146 + 473 2,13 +011] 31 =+ 0,1
420 284 + 19 |1802,7 + 24,1| 2,01 =+ 0,13 | 3094 + 22| 1984 + 141 ] 59,27 + 39 314 021 05 =+ 0,03
450 20,1 £ 2,2 |17549 + 193| 222 + 0,16 | 28,69 + 1,7 | 179,6 + 153 ] 52,61 + 41 295 +£0,19| 08 <+ 0,04
480 323 £+ 29 [16983 + 22,5 207 015 26,66 + 18 | 1675 + 137 | 6587 + 48 274 +£0,09] 09 £ 0,05

Poszczegdlne wartosci sq Srednimi arytmetycznymi pochodzacymi z 3 pomiaréw + S.D.
Each value represents the mean £ S. D. of 3 samples.



Tab. 8. Zawartos¢ izoflawondéw w pozywce hodowli zawiesinowych Genista tinctoria, po permeabilizacji DMSO (stgzenie zwiazkéw w mg/100 g suchej masy).
Tab. 8. Isoflavone concentration in the growth medium of Genista tinctoria suspension culture, after permeabilisation with 2% DMSO (isoflavone content in
mg per 100 g DW plant material).

Czas Zwiazek
ho- . 7-0O-glukozyd
dowli genisteina genistyna daidzeina daidzina 7-0-diglukozyd 2’-h§dr0ks§'- malonylo- acetylo-
W min. genisteiny genisteiny genistyna genistyna
0 0,00 +£000{| 000 &+ 000 0,00 <+ 0,00 0,00 £+ 0,00f 000 £ 000| 000 £ 0,00f 000 £ 0,00 0,00 £ 0,00
30 0,00 +£000| 000 <+ 000 000 =+ 0,00 0,00 £ 0,00] 09 008 000 £ 0,00] 1,52 +0,09| 0,71 £ 0,04
60 000 +£000| 13 £ 009 000 <+ 0,00 000 + 000 1,7 £009] 007 £+ 0,01| 468 £039| 286 £ 0,19
90 42 £ 031 26 + 0,11] 0,00 % 0,00 028 + 0,01| 101 + 0,7 | 0,15 + 0,01 902 + 084 | 4,53 =+ 0,24
120 72 049 59 + 029] 0,16 + 0,009 | 056 =+ 0,01| 1055 =+ 8,6 | 034 =+ 0,02 22,5 + 092 927 =+ 087
150 95 +052] 354 + 236| 0,15 + 0008 | 3,12 =+ 0,09| 1573 + 11.5| 1,99 =+ 0,09| 3597 =+ 1,60 | 1554 =+ 0,90
180 157 096 1856 =+ 10,7| 0,19 =+ 0,01 785 £ 0,36 206,5 £ 134 | 574 £ 034 4434 £ 2321|2306 £ 132
210 198 + 081 ] 9583 + 17,6 038 + 0,02 | 64,28 + 522 3273 + 19,5| 21,86 + 094 4806 + 291 | 27,19 + 1,68
240 229 £ 1,23 126415 £ 184 042 + 002 | 71,66 + 539| 3964 + 220| 70,09 + 517| 51,57 + 436 | 2934 + 1,76
270 28,5 + 19456917 £ 29.7| 0,78 £ 005 | 9241 =+ 7,04| 494,6 + 29,7 | 106,87 *+ 8,23| 5832 + 453 | 31,67 =+ 228
300 203 £ 22260056 + 28,1 094 + 006 | 9737 + 791| 639,1 + 284 | 13826 + 10,7| 62,10 + 428 | 36,08 + 3,02
330 334 £ 24164121 + 309| 1,31 =+ 0,09 | 106,08 + 946| 7556 + 36,1 | 172,08 + 12,6| 64,53 + 395]| 3997 + 2,89
360 419 +305|7191,6 + 36,1| 1,34 + 0.1 11547 + 10,5] 882,5 + 342120999 + 169]| 67,62 + 4,58 | 46,34 + 3381
390 58,7 £ 4,60 75942 + 38,2 193 + 0,09 | 120,81 + 11,0| 898,02 + 33,1 | 213,21 + 16,8| 68,51 + 397 | 4705 + 3,54
420 63,0 + 51176259 + 334 294 + 0,14 | 12531 + 104]899,11 + 36,5 (212,89 + 19,7| 66,23 + 341 | 4545 =+ 3,16
450 62,7 £ 55776243 + 358 2,777 + 0,13 | 12386 + 9,8 | 898,03 + 31,1 | 208,63 + 18,6| 59,11 + 4,29 | 42,11 + 3,00
480 60,3 + 493 |75984 + 39.3| 281 <+ 0,17 [126,011 + 10,9| 889,76 + 35,7 |20540 + 17.5| 6149 + 3.25| 43,02 + 376

Poszczegdlne wartosci sq Srednimi arytmetycznymi pochodzacymi z 3 pomiaréw + S.D.
Each value represents the mean £ S. D. of 3 samples.
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Ryc. 1. Zmiany w ilo$ci $wiezej masy, w podstawowej oraz elicytowanej (100 pmol I jasmonianu metylu lub 150 mg 1" chitosanu — dodawane w 0 lub 26
dniu hodowli) zawiesinie Genista tinctoria (ilosé $wiezej masy w g 1I'").

Fig. 1. Changes in fresh weight of elicited and unelicited (100 umol I methyl jasmonate or 150 mg I chitosane, supplemented on day 0 or 26) Genista tinc-
toria suspension cultures (FW content in g I )
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Ryc. 2. Zmiany w ilosci suchej masy, w podstawowej oraz elicytowanej (100 pmol I jasmonianu metylu lub 150 mg 1" chitosanu — dodawane w 0 lub 26
dniu hodowli) zawiesinie Genista tinctoria (ilosé suchej masy w g 1'").

Fig. 2. Changes in dry weight of elicited and unelicited (100 umol I methyl jasmonate or 150 mg I chitosane, supplemented on day 0 or 26) Genista tincto-
ria suspension cultures (DW content in g r )
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Ryc. 3. Zawarto$é daidzeiny w podstawowych oraz elicytowanych, w dniu 26 (100 umol I jasmonianu metylu Iub 150 mg 1" chitosanu) kulturach zawiesi-
nowych Genista tinctoria (stgzenie daidzeiny w mg/100 g suchej masy).

Fig. 3. Daidzein concentration in Genista tinctoria suspension cultures, before and after elicitation with methyl jasmonate (100 umol I'') or chitosane (150 mg I''),
supplemented on day 26 (daidzein concentration in mg /100g DW).
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Ryc. 4. Zawartos¢ daidziny w podstawowych oraz elicytowanych, w dniu 26 (100 pmol 17 jasmonianu metylu lub 150 mg 1" chitosanu) kulturach zawiesino-

wych Genista tinctoria (stgzenie daidziny w mg/100 g suchej masy).

Fig. 4. Daidzin concentration in Genista tinctoria suspension cultures, before and after elicitation with methyl jasmonate (100 umol I'') or chitosane (150 mg I'),

supplemented on day 26 (daidzin concentration in mg/100g DW).
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Ryc. 5. Zawartos¢ genisteiny i malonylogenistyny w podstawowych oraz elicytowanych, w dniu 26 (100 pmol 1™ jasmonianu metylu Iub 150 mg 1" chitosanu)
kulturach zawiesinowych Genista tincroria (stgzenie zwiazkdw w mg/100 g suchej masy).

Fig. 5. Genistein and genistin malonate concentration in Genista tinctoria suspension cultures, before and after elicitation with methyl jasmonate (100 umol 1)
or chitosane (150 mg 1), supplemented on day 26 (secondary metabolite concentration in mg/100g DW).
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Ryc. 6. Zmiany w ilosci $wiezej i suchej masy w podstawowej hodowli zawiesinowej Genista tinctoria oraz hodowli permeabilizowanej DMSO.
Fig. 6. Changes in fresh (FW) and dry (DW) weight of Genista tinctoria suspension cultures, permeabilized with DMSO and without DM SO suplementation.
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Ryc. 7. Zawartos¢ genisteiny w podstawowych oraz permeabilizowanych (2% DMSO), w dniu 26, kulturach zawiesinowych Genista tinctoria (st¢zenie geni-
steiny w mg/100g suchej masy).

Fig. 7. Genistein concentration in Genista tinctoria suspension cultures, before and after permeabilization with 2% DMSO, supplemented on day 26 (gen-
istein concentration in mg/100g DW).
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Zawarto$¢ genistyny w podstawowych oraz permeabilizowanych (2% DMSO), w dniu 26, kulturach zawiesinowych Genista tincroria (st¢zenie geni-
steiny w mg/100g suchej masy).

Genistin concentration in Genista tinctoria suspension cultures, before and after permeabilization with 2% DMSO, supplemented on day 26 (genistein
concentration in mg/100g DW).
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Ryc. 9. Zawartos¢ 7-O-diglukozydu genisteiny w podstawowych oraz permeabilizowanych (2% DMSO), w dniu 26, kulturach zawiesinowych Genista tincto-
ria (stgzenie 7-O-diglukozydu genisteiny w mg /100g suchej masy).

Fig. 9. Genistein 7-O-diglucoside concentration in Genista tinctoria suspension cultures, before and after permeabilization with 2% DMSO, supplemented
on day 26 (genistein-7-0- diglucoside concentration in mg/100g DW).
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Fig. 10. Genistin malonate concentration in Genista tinctoria suspension cultures, before and after permeabilization with 2% DMSO, supplemented on day

26 (genistin malonate concentration in mg/100g DW).
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11. KORZENIE WEOSNIKOWATE GENISTA TINCTORIA JAKO
SYSTEM IN VITRO DO SELEKTYWNEJ PRODUKCJI
WYSOKICH STEZEN IZOLIKWIRYTYGENINY

Wstep

Kultury in vitro roslin wyzszych, od szeregu lat, postrzegane sa jako alternatywne zrédio
wtornych metabolitoéw o potencjalnej aktywnosci farmakologicznej. Pomimo szeregu badan
prowadzonych w tym zakresie, tylko w nielicznych przypadkach udato si¢ opracowa¢ roslin-
ne systemy in vitro, zdolne do produkcji przemystowych ilosci substancji biologicznie aktyw-
nych (np. szikoniny, berberyny, kwasu rozmarynowego, biomasy zen-szenia) [3,21,38,39,40].
Przyczyny zaistnialych niepowodzen upatruje si¢ w powszechnie wystepujacej genetycznej
niestabilnosci hodowanych, w warunkach in vitro, biomas i zwigzanej z tym niskiej
i zmiennej produktywnosci tkanek roslinnych w zakresie pozadanych wtérnych metabolitow
[3,21,27,39]. Duze nadzieje, na uzyskanie optacalnej i stabilnej biosyntezy zwiazkéw biolo-
gicznie aktywnych, w warunkach hodowli in vitro, budza natomiast kultury organéw trans-
formowanych, tj. korzeni wiosnikowatych [9,12,22,31,41,42] oraz ostatnio réwniez terato-
méw pedowych [1,5,8,28,36]. Potencjalnie, stwarzaja one warunki histologiczne (typowa
budowa tkankowa oraz strukturalna integracja organdéw) korzystne dla biosyntezy okreslo-
nych wtérnych metabolitow [1,3,5,8,9,12,22,27,28,36,41,42]. Ponadto, w wyniku infekcji
dzikimi lub ,,przekonstruowanymi” szczepami Agrobacterium rhizogenes (dla korzeni wto-
snikowatych) lub Agrobacterium tumefaciens (dla teratoméw pedowych) powstaja kultury
organdw transgenicznych, wykazujace niezwykla stabilno$¢ genetyczna, przektadajaca si¢ m.
in. na stata produktywnos$¢ biomas w zakresie wtornych metabolitéw [1,5,8,9,12,22,28,36,
41,42]. Znaczng akumulacj¢ substancji farmakologicznie aktywnych uzyskano, do tej pory,
przede wszystkim, w oparciu o kultury korzeni wtosnikowatych [9,12,22,31,41,42].

Opisywane, w uprzednich rozdziatach, badania biotechnologiczne wykazaty, ze kultury in
vitro janowca barwierskiego zdolne sq do wybidrczej akumulacji znacznych ilosci fitoestro-
gendéw, wywodzacych si¢ z klasy izoflawondéw (rozdz. 6 i 9). Stwierdzono ponadto, ze za-
réwno ilos¢ jak i rodzaj syntetyzowanych bioflawonoidéw zalezne sa, w otrzymanych hodow-
lach, bezposrednio od stopnia morfogenezy biomas (rozdz. 9). Sposréd wszystkich otrzyma-
nych, do tej pory, kultur G. tinctoria szczegdlne zainteresowanie budza hodowle korzeni od-
cigtych badanego gatunku. W przeciwienstwie do kultur zawiesinowych, embrionalnych
i pedowych syntetyzowaty one jedynie pojedynczy metabolit z grupy bioflawonoidéw, tj.
izolikwirytygenine. Opisane zjawisko moze wskazywa¢ na zaistnienie w biomasie korzenio-
wej G. tinctoria blokady metabolicznej szlaku izoflawonoidowego na poziomie chalkondow
(rozdz. 9).

Zasadniczym celem prezentowanych, w niniejszym rozdziale, badan biotechnologicznych
byto otrzymanie hodowli korzeni wtosnikowych G. tinctoria oraz ustalenie czy proces infek-
cji, dzikim szczepem A. rhizogenes, wptywa na metabolizm otrzymanej kultury transgenicz-
nej w zakresie produkcji polaczen bioflawonoidowych. Uzyskane korzenie transformowane
postanowiono nastgpnie poréwna¢, pod katem produkcji fitoestrogenéw, zaréwno z korzeniami
ros$liny macierzystej jak i z otrzymanymi uprzednio kulturami korzeni odcietych G. tinctoria.
Tym samym starano si¢ odpowiedzie¢ na pytanie czy mozliwe jest wyprowadzenie kultur ko-
rzeni wlosnikowatych janowca i czy otrzymane biomasy moga stanowi¢ obiecujacy system ho-
dowlany z przeznaczeniem do produkcji znacznych ilosci substancji o dziataniu fitoestrogennym.



214 Maria Luczkiewicz

W niniejszym rozdziale opisano, po raz pierwszy, indukcje korzeni transgenicznych
G. tinctoria, zdolnych do wybidrczej, podobnie jak w przypadku kultur korzeni odcigtych,
akumulacji znacznych stezen ,,bliskiego” prekursora izoflawonoidowego — izolikwirytygeni-
ny. Dla otrzymanej hodowli scharakteryzowano nastepnie profil wzrostowy, w warunkach
kultur wytrzasanych, oraz opisano kinetyke produkcji izolikwirytygeniny w cyklu doswiad-
czalnym. Ponadto, okreslono wptyw dodatku, do podtoza eksperymentalnego, kwasu abscy-
zynowego, na produkcje i spos6b magazynowania, w korzeniach, izolikwirytygeniny. Ze
wzgledu na znaczng produktywnos¢ korzeni wlosnikowatych janowca w zakresie izolikwiry-
tygeniny, dla otrzymanej kultury opracowano wstepne warunki hodowli w skonstruowanym,
do tego celu, bioreaktorze koszyczkowo-babelkowym. Obliczona dla danej kultury produk-
tywnos$¢ oraz specyficzna produktywnos¢ umozliwity ocene hodowli korzeni transformowa-
nych G. tinctoria, w bioreaktorze, w zakresie przydatnosci do ewentualnej produkcji izolikwi-
rytygeniny na skale przemystowa.

Materialy i metody

Materiat roslinny

Sterylne siewki, kultury pedowe oraz zregenerowane, w warunkach in vitro, rosliny wy-
prowadzono z nasion Genista tinctoria L., otrzymanych w 2000 roku z Ogrodu Botanicznego
w Glasgow (Wielka Brytania). Tozsamos$¢ gatunku potwierdzono po izolacji DNA roslinnego
i poréwnaniu otrzymanych sekwencji z biblioteka danych GeneBank [17]. Probki materiatu
nasiennego zdeponowano, pod numerem 00-01 (G. tincoria), w kolekcji nasiennej Ogrodu
Roslin Leczniczych Katedry i Zaktadu Farmakognozji, Akademii Medycznej w Gdansku.

Juwenilne siewki janowca barwierskiego, stosowane nast¢pnie w doswiadczeniach nad
transformacja badanego gatunku, otrzymano metoda opisana szczeg6étowo w rozdziale 6.

Zregenerowane, bezposrednio z siewek, zywotne roslinki G. tinctoria kultywowano,
w warunkach in vitro, na podtozu Schenk-Hildebrandt™a [30] bez regulatoréw wzrostu (SHy),
suplementowanym 3% (w/v) dodatkiem sacharozy i zestalonym agarem (0,7 % w/v).

Kultury pedowe janowca barwierskiego prowadzono natomiast na, zestalonej agarem (0,7%
w/v), pozywce Schenk-Hildebrandt'a [30], zawierajacej 9,84 pmol 1" 2iP (6-{y-y-dimetylo-
allilo }-aminopuryna), 0,99 umol "' TDZ (tidiazuron) oraz 3% (w/v) sacharozy (rozdz. 7).

Zaréwno zregenerowane rosliny jak i kultury pedowe janowca hodowano w pojemnikach
doswiadczalnych typu ,,baby food jars” (Sigma), zawierajacych kazdorazowo po 25 ml po-
szczegblnych pozywek wzrostowych. Opisywane eksperymenty biotechnologiczne prowadzo-
no w fitotronie, w warunkach ciagtego oswietlenia (lampy jarzeniowe Philips TLD 35W x 3),
0 natgzeniu 88 + 8 pmol mZs?, w temp. 25 £ 2 °C.

Otrzymane w wyzej opisanych warunkach kultury in vitro G. tinctoria oraz sterylne siewki
badanego gatunku wykorzystano nastepnie, jako podstawowe eksplantaty, w cyklu doswiad-
czen zwigzanym z otrzymaniem korzeni transformowanych janowca.

Szczepy bakteryjne stosowane w procesie transformacji

Dziki, agropinowy szczep Agrobacterium rhizogenes — LBA 9402 otrzymano od Pani
prof. dr hab. Mirostawy Furmanowej, z kolekcji Katedry i Zaktadu Biologii i Botaniki Farma-
ceutycznej, Akademii Medycznej w Warszawie. Szczep ATCC 15834 Agrobacterium rhizo-
genes pochodzil natomiast z kolekcji Pana dr Rafaela Zarate (Department of Pharmacognosy,
Gorleaus Laboratories, University of Leiden, Holandia). Wyzej wymienione bakterie
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hodowano w ciemnosci (25 + 2 °C), na zestalonych agarem (0,9% w/v), pozywkach: YMB
(dla A. rhizogenes — LBA 9402) [13] oraz TY (dla A. rhizogenes - ATCC 15834) [43]. Dwu-
dziestoczterogodzinne kultury bakteryjne, przeznaczone bezposrednio do infekcji poszcze-
g6lnych eksplantatow janowca barwierskiego hodowano na wyzej wymienionych podtozach
zawierajacych dodatkowo 200 umol I acetosyringonu.

Metoda zakaZania oraz indukcja korzeni wlosnikowatych G. tinctoria

Tkanki roslinne infekowano, metoda ,,smarowania”, zawiesinami bakteryjnymi [18,43],
pochodzacymi bezposrednio ze stacjonarnych kolonii wyjsciowych obydwu szczepdéw. Ro-
slinny materiat inokularny stanowity: hypokotylowe fragmenty 7 - dniowych siewek janowca,
ogonki lisSciowe wraz z gérng strong blaszek lisciowych wzdluz nerwéw gtéwnych (w przy-
padku zregenerowanych w warunkach in vitro roslin) oraz pedowe struktury primordialne
(kultury pedowe G. tinctoria). Bezposredni proces zakazania tkanek janowca polegat na kil-
kakrotnym naktuciu, wyzej wymienionego, materiatu roslinnego za pomoca sterylnej igly
(@ 0,75 mm) zanurzonej, przed infekcja, w pierwotnej kulturze bakteryjnej. Zakazone eks-
plantaty roslinne przenoszono nastgpnie na, zestalong agarem (0,7% w/v), pozywke Schenk-
Hildebrandt a, bez regulatoréw wzrostu (SHy), zawierajaca 3% (w/v) sacharozy i kultywowa-
no w ciemnosci (25 + 2 °C), az do momentu pojawienia si¢ pierwszych korzeni wtosnikowa-
tych. Roslinny materiat inokularny umieszczano w pojemnikach hodowlanych (,.baby food
jars” — Sigma) tak, by nie dotykal scianek naczynia oraz tak, by fragmenty zakazone byly
pozbawione bezposredniego kontaktu z pozywka. Prob¢ kontrolng, na opisywanym etapie
doswiadczen, stanowity jatowe (nie zainfekowane) tkanki G. tincroria, kultywowane na pod-
tozu SHy, w warunkach identycznych jak materiat zakazony szczepami A. rhizogenes. Po
uptywie 14 dni, od momentu zakazenia, wyrastajace, bezposrednio z miejsca infekcji, korze-
nie wraz z fragmentami tkanki macierzystej przenoszono, podobnie jak jatowy materiat ro-
slinny, na $wieze podtoza SH, zawierajace 50 mg 17 tetracykliny, dodanej do pozywki na
drodze jalowego saczenia. Powstate korzenie pasazowano, w odstepach 20 dniowych, na
swieze pozywki SHy, z dodatkiem antybiotyku, az do momentu catkowitego usuniecia bakte-
rii i powstania kultury korzeni dobrze rozgatezionych, ktére odcigto ostatecznie od tkanki
macierzystej (trzy pasaze). Otrzymane korzenie przenoszono nastgpnie do 100 ml szklanych
kolbek Erlenmeyer a z plynna, zawierajaca antybiotyk, pozywka SHy i kultywowano na wy-
trzasarce rotacyjnej, w ciemnosci badz w warunkach oswietlenia ciagltego (lampy jarzeniowe
Philips TLD 35W x 3; natezenie 88 + 8 umol m=s™ ), w temp. 25 + 2 °C. Po osiagnieciu wia-
sciwej ilosci biomasy, fragmenty jatowych korzeni przenoszono do 250 ml kolbek Erlenmeyer a
zawierajacych 100 ml ptynnego podtoza SHy i hodowano w warunkach opisanych powyze;j.
Otrzymane, w ten spos6b, podstawowe, wytrzasane kultury korzeni transformowanych ja-
nowca barwierskiego (po 6 linii prowadzonych na §wietle oraz w ciemnos$ci) oceniono pod
katem wzrostu (morfologia korzeni oraz wartosci wspotczynnikow przyrostu Wy, [35]) oraz
akumulacji bioflawonoidéw. Lini¢ korzeni 3M, prowadzonych w warunkach ciaglego oswie-
tlenia, przeznaczono do dalszych eksperymentéw biotechnologicznych.

Doswiadczenie majace na celu okreslenie profilu wzrostowego oraz kinetyki produkcji
izolikwirytygeniny, w wytrzasanej kulturze korzeni transformowanych G. tinctoria, prowa-
dzono wykorzystujac ptynne podtoze SHy, suplementowane 3% (w/v) dodatkiem sacharozy.
Kazdorazowo, w 250 ml kolbach Erlenmeyer a, zamykanych korkami z pianki silikonowej
(Shine-Etsu-Polymer Co. — Japonia) i zawierajacych po 100 ml pozywki SHy, umieszczano
okoto 5 g biomasy korzeniowej G. tinctoria (fragmenty macierzy z korzeniami wto$nikowa-
tymi — linia 3M). W celu spowodowania wycieku izolikwirytygeniny, z korzeni do pozywki
doswiadczalnej, w 0 oraz 42 dniu eksperymentu, dodano do podtoza wzrostowego kwas
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abscyzynowy (ABA), w ilosci 37,8 pmol 1. Wytrzasane kultury korzeni whosnikowatych G.
tinctoria prowadzono w cyklu 60-dniowym (3 serie — 17 kolb w kazdej), w warunkach oswie-
tlenia ciggtego (lampy jarzeniowe Philips TLD 35W x 3; natgzenie 88 + 8 pumol m? s,
w temp. 25 + 2 °C, na wytrzasarce rotacyjnej (INNOVA 2300-New Brunswick Scientific —
150 rpm).

Rosnace aktywnie korzenie transformowane janowca barwierskiego zbierano, w odste-
pach dwudniowych (kazdorazowo po trzy kolby), az do zakonczenia cyklu hodowlanego.
Otrzymany, w wyniku badan biotechnologicznych, materiat roslinny wraz z ptynnymi po-
zywkami, pochodzacymi z poszczegdlnych dni eksperymentu, suszono przez 48 h, do statej
masy, na drodze liofilizacji (préznia 1 x 107 mbar wytworzona przez liofilizator LYOVAC
GT2 firmy FIN-AQUA SANTASALO-SOHLBERG Co - Finlandia). Zliofilizowane biomasy
janowca oraz podtoza hodowlane przeznaczono do badan fitochemicznych na obecnos¢ bio-
flawonoidow. Uzyskane wyniki ($wieza masa — FW, sucha masa — DW oraz zawarto$¢ izoli-
kwirytygeniny w materiale roslinnym i pozywkach) stanowia $rednie arytmetyczne z trzech
prébek hodowlanych + S. D.

Kultury korzeni wtosnikowatych G. tinctoria prowadzone w bioreaktorze
Bioreaktor koszyczkowo = babelkowy = konstrukcia oraz procedury hodowlane

Bioreaktor koszyczkowo-babelkowy sktadat si¢ z dwoch identycznych szklanych koput
(Rasotherm, Niemcy) o wysokosci wewngtrznej 100 mm i §rednicy wewnetrznej, w najszer-
szym miejscu, 180 mm, potaczonych 8 zaciskami (ryc. 1).

Miejsce ztaczenia koput szklanych uszczelniono dodatkowo uszczelka silikonowg (wy-
miar DN 150, Schott-Duran, Niemcy). W celu immobilizacji kultur korzeniowych, wewnatrz
naczynia hodowlanego umieszczono koszyk ze stali nierdzewnej (18/8) o srednicy oczek 8 mm
(Deutsch-Neuman, Niemcy). Powyzszy koszyk o $rednicy 100 mm i wysokosci 80 mm
umieszczono koncentrycznie, wewnatrz zbiornika bioreaktora tak, ze odlegtos¢ miedzy dotem
koszyka a dnem dolnej koputy urzadzenia wynosita 20 mm (ryc. 1). Korzenie wtosnikowate
G. tinctoria (sumarycznie ok. 25,0 g kepek korzeniowych z macierza) umieszczono réwno-
miernie wewnatrz koszyka. Po napetnieniu naczynia hodowlanego 500 ml pozywki SHy, za-
wierajacej 3% (w/v) sacharozy, inoculum korzeniowe zostato catkowicie zanurzone w me-
dium hodowlanym (ryc. 1). Kultur¢ napowietrzano wttaczajac powietrze od spodu zbiornika
hodowlanego poprzez silikonowy waz o $rednicy wewnetrznej 4 mm i grubosci sciany 1 mm
(Deutsch-Neumann, Niemcy) przy uzyciu pompy membranowej z regulacja przeptywu (Ma-
xima R Air Pump, 6 W, 6 PSI, Rolf C. Hagen Inc. Montreal, Quebec, Kanada). Przeptyw po-
wietrza w kulturze wynosit 800 ml/min. W celu zapewnienia sterylnych warunkéw hodowli
zastosowano filtry wyjatawiajace (Millex Vent Filter, srednica 50 mm, PTFE membrane,
wielko$¢ poréw 0,2 mm; Millipore Corporation, Bedford, USA), zaré6wno na przewodach
doprowadzajacych, jak i wyjsciu powietrza z naczynia hodowlanego (ryc.1). Aby zapobiec
ubytkowi pozywki w procesie napowietrzania, powietrze przed jatowa filtracja, przepuszczano
przez ptuczke wodna (ryc. 1).
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A — bioreaktor koszyczkowo-babelkowy — widok ogdlny/ the basket-bubble bioreactor — general view
B - bioreaktor koszyczkowo-babelkowy — widok z boku/ the basket-bubble bioreactor — side view
C — bioreaktor koszyczkowo-babelkowy — widok z gory/ the basket-bubble bioreactor — upper view

Rye. 1. Korzenie wtosnikowate Genista tinctoria rosnace w bioreaktorze koszyczkowo-babelkowym
w ptynnym podtozu SH suplementowanym 37,8 umol I ABA, dodanym w dniu 42 (25 +
2 °C, intensywnos$¢ naswietlenia - 88 pumol m2sh.

Fig. 1. Genista tinctoria hairy root cultures grown in the basket-bubble bioreactor in liquid SH
meZdiL;m with 37.8 pmol I ABA supplemented on day 42 (25 + 2 °C, light intensity - 88 umol
m-s’)

Korzenie transformowane G. tinctoria hodowano w bioreaktorze w warunkach opisywa-
nych dla analogicznych kultur prowadzonych w kolbach Erlenmeyer'a. W celu spowodowa-
nia wycieku izolikwirytygeniny, z biomasy korzeniowej do medium hodowlanego, w 42 dniu
doswiadczenia, dodano 37,8 pmol 1" ABA. Zaréwno biomasy tkankowe jak i pozywki ho-
dowlane zbierano w: 6, 12, 18, 24, 30, 36, 42, 48, 54 i 60 dniu eksperymentu, przez catkowite
roztadowanie bioreaktora, celem oznaczenia swiezej (FW) i suchej (DW) masy tkankowe;j
oraz wykonania analizy fitochemicznej biomas i pozywek. Eksperyment powtdérzono trzy-
krotnie a wyniki stanowig Srednie arytmetyczne pochodzace z trzech pomiaréow £ S. D.

Jakosciowa oraz ilosciowa analiz¢ frakcji izoflawonoidowych, wystgpujacych w badanych
biomasach i podlozach hodowlanych, zebranych na wszystkich etapach opisywanych do-
Swiadczen, przeprowadzono technika HPLC, wedtug procedury opisanej szczegétowo w roz-
dziale 6.
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Analiza opin w korzeniach transformowanych G. tinctoria

W celu potwierdzenia transgenicznej natury otrzymanych kultur korzeniowych swieze
biomasy G. rinctoria ekstrahowano woda redestylowana (1 ml g éwiezej masy tkankowej)
a otrzymane wyciagi odwirowano, przez 5 min., przy szybkosci obrotéw 12 000 r.p.m (mi-
krowiréwka z rotorem katowym — Heraeus-typ BIOFUGE FRESCO). Zlany znad osadu roz-
twor oddestylowano pod zmniejszonym ci$nieniem (temp. + 40 °C) a syropowata pozostatos¢
rozpuszczono ponownie w wodzie redestylowanej (0,2 ml g swiezej masy tkankowej) i od-
wirowano (12 000 r.p.m. — 5 min.) [24,32,37,44]. 10 pl otrzymanego roztworu nanoszono
technika pasemkowa na bibut¢ chromatograficzng (Whatman 3MM - W&R, Balston, Wielka
Brytania) wobec wzorcowej agropiny (zwiazek otrzymany na drodze syntezy enzymatycznej
[44] pochodzit z kolekcji dr Rafaela Zarate — Instituto Universitario de Bio-Organica,
Universidad de La Laguna, Tenerife, Hiszpania). Pochodne aminokwasowe rozdzielano elek-
troforetycznie (400V-1h) z zastosowaniem mieszaniny rozpuszczalnikow ztozonej z: kwasu
mréwkowego, lodowatego kwasu octowego i wody w stosunku 1:3:16 (v/v/v) (faza ruchoma).
Opiny analizowano nastepnie, na wysuszonych chromatogramach, w $wietle dziennym, po
wywotaniu alkalicznym roztworem azotanu srebra [18,24,37].

Omowienie wynikow
W wyniku przeprowadzonych badan biotechnologicznych otrzymano, po raz pierwszy,

korzenie wtosnikowate G. tinctoria, akumulujace wybiérczo znaczne ilosci pojedynczego
metabolitu z klasy bioflawonoidéw — izolikwirytygeniny.

Inicjacja kultur korzeni transformowanych G. tinctoria

Z licznych doniesien literaturowych wynika, ze poszczegdlne gatunki roslinne a nawet
tkanki wykazuja zmienng wrazliwos¢ na infekcje bakteriami z rodzaju Agrobacterium rhizo-
genes [9,12,37,41]. Ponadto, mimo szeregu udanych préb otrzymania korzeni wtosnikowa-
tych w rodzinie Fabaceae ciagle uwaza sie, ze indukowana, za posrednictwem wektoréw bak-
teryjnych, transformacja roslin motylkowych jest bardzo trudna [2,45]. Powodem tego sa
prawdopodobnie specyficzne mechanizmy regulatorowe zwiazane z procesem symbiozy mie-
dzy roslinami z rodziny Fabaceae a poszczegOlnymi szczepami bakteryjnymi z rodzaju Rhi-
zobium [2]. Z tego wzgledu, w doswiadczeniach nad otrzymaniem korzeni wtosnikowatych
G. tinctoria, zastosowano dwa dzikie, agropinowe szczepy A. rhizogenes: LBA 9402 oraz
ATCC 15834. Ponadto, jako roslinny materiat inicjalny postuzylty rézne tkanki G. tinctoria
(czesci hypokotylowe siewek, 2-letnie kultury pedowe oraz liscie i todygi pochodzace z dwu-
miesigcznych, zregenerowanych roslin, hodowanych w warunkach in vitro). Transformacje
janowca barwierskiego przeprowadzono metoda ,,smarowania”, zranionych tkanek ro§linnych
[15,18], zawiesing bakteryjna pobrang bezposrednio z kultury pierwotnej. Juz na wstgpnym
etapie doswiadczen zrezygnowano z techniki infiltracji [43], ktéra powodowata prawie na-
tychmiastowe zamieranie biomas roslinnych, bedace skutkiem zbyt intensywnego wzrostu
bakterii w inicjalnej kokulturze.

Kultury korzeni wlosnikowatych G. tinctoria udato si¢ otrzymac¢ jedynie przy zastosowa-
niu szczepu ATCC 15834 A. rhizogenes i tylko wtedy gdy bakterie, bezposrednio przed in-
fekcja, kultywowano na podtozu TY [43] z 200 umol I dodatkiem acetosyringonu. Zgodnie
z obserwacjami poczynionymi uprzednio przez Stachel i wsp. [34] oraz Krdlicka i wsp. [15],
réwniez w omawianym przypadku, doszto prawdopodobnie do, indukowanej obecnoscia ace-
tosyringonu, korzystnej aktywacji bakteryjnych genéw wirulencji [34]. Jednoczes$nie w tym
miejscu nalezy zaznaczy¢, ze korzenie wlosnikowate G. tinctoria wyrastaty, bezposrednio
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w miejscach infekcji, jedynie gdy zakazeniu poddawano zgrubiate fragmenty pedow, pobrane
z kultur mikroroslinek janowca (ryc. 2).

* kulturg prowadzono w ciemnosci, w temperaturze 25 + 2 °C
* The culture was maintained in darkness, at 25 =2 °C

Ryc. 2. Wczesne stadium powstawania korzeni wiosnikowatych Genista tinctoria na podtozu SH bez
dodatku regulatoréw wzrostu.*

Fig. 2. Early stage of Genista tinctoria hairy root formation on SH medium without growth regula-
tors.*

Skutecznos¢ transformacji, w opisywanym przypadku, byta jednak bardzo niska (32%).
Fragmenty hypokotylowe siewek G. tinctoria podobnie jak ogonki oraz blaszki lisciowe ba-
danego gatunku, w wyniku stosowanej procedury zakazania, nie réznicowaty si¢ w kultury
korzeniowe. Przedstawione wyniki potwierdzajaq wigc informacje literaturowe wskazujace na
istotne trudnosci w otrzymaniu korzeni transformowanych z roslin motylkowych [2,45]. Wy-
daje si¢, ze w przypadku G. tinctoria uzyskany rezultat, w postaci juwenilnej kultury korzeni
wlosnikowatych, byl wypadkowa zastosowania odpowiedniego szczepu bakteryjnego oraz
tkanki roslinnej. Jedynie pozbawione systemu korzeniowego, 2-letnie kultury pedowe janow-
ca, r6znigce si¢ statusem hormonalnym zaréwno od siewek jak i zregenerowanych, w warun-
kach in vitro, roslin okazaty si¢ podatne na infekcj¢ bakteryjna. W przeciwienstwie do korzeni
1 pedéw rosliny gruntowej (tab. 1, rozdz. 6), tylko w pedach G. tinctoria namnozonych w wa-
runkach in vitro, nie stwierdzono obecnosci prostych flawonéw, pochodnych luteoliny i api-
geniny (rozdz. 71 9). By¢ moze fakt ten wplynat na wyjatkowq podatnos¢ pgdowych kultur in
vitro na proces zakazenia przez A. rhizogenes. Udziat flawonoidéw, a w tym w szczegblnosci
izoflawonéw, w relacjach migdzy roslinami z rodziny Fabaceae a bakteriami symbiotycznymi
i patogennymi ma charakter bardzo ztozony i jest szeroko dyskutowany w licznych doniesieniach



220 Maria Luczkiewicz

literaturowych [2,23,45]. W ramach niniejszego projektu nie koncentrowano si¢ na wyjasnieniu
tego procesu, stad przypuszczenie o korzystnym wplywie braku flawonéw w tkankach pedowych
na inicjacj¢ korzeni wtosnikowatych janowca moze pozostac jedynie w sferze przypuszczen.

Jatowe kultury korzeni transformowanych G. finctoria otrzymano po trzech pasazach ba-
danych biomas na pozywkach SHy z dodatkiem antybiotyku. Uzyskane korzenie charaktery-
zowat plagiotropizm, znaczna ilos¢ bocznych odgatezien oraz mozliwos¢ ciagtego wzrostu na
pozywce pozbawionej regulator6w wzrostu, czyli cechy wtasciwe korzeniom transformowa-
nym [9,12,22,31,41,42]. Ponadto natur¢ transgeniczng otrzymanych kultur potwierdzono
chromatograficznie [18,24,37,44]. W trzytygodniowych korzeniach janowca, w przeciwien-
stwie do nietransformowanych tkanek roslinnych, stwierdzono obecnos¢ agropiny (kochro-
matografia wobec substancji wzorcowej — ryc. 3). Kultywowane w identycznych warunkach,
jak transformowane biomasy G. fictoria, jalowe tkanki badanego gatunku nie réznicowaty si¢
w kultury korzeniowe. Ponadto korzenie de novo janowca (rozdz. 9) hodowane na pozywce
SHy , bez regulatoréw wzrostu, nie ulegaty wydtuzaniu i zamieraty w trakcie kolejnych trzech
pasazy.

Ostatecznie, w wyniku zakazenia tkanek janowca barwierskiego agropinowym szczepem
ATCC 15834 A. rhizogenes otrzymano jedynie 6 linii korzeni wtosnikowatych (tab. 2), po-
wstatych z pojedynczych korzeni, ktdre wyrosty bezposrednio z miejsca infekcji (ryc. 2).
Reszta korzeni, w trakcie wzrostu, ulegata szybkiej nekrozie w wyniku masywnego zakazenia
bakteriami transformujacymi, ktérego nie udato si¢ wyeliminowac¢ poprzez hodowle kokultur
roslinno - bakteryjnych na pozywkach wzrostowych suplementowanych antybiotykiem. Prze-
niesienie korzeni wto$nikowatych z podtozy stacjonarnych do pozywek ptynnych wiazato si¢
z otrzymaniem kultur wytrzasanych, ktérych wzrost oraz metabolizm wtérny byty bezposred-
nio zalezne od warunkéw oswietleniowych hodowli (tab. 2).

W wyniku przeprowadzonego eksperymentu stwierdzono, ze réznice, w zakresie przyro-
stu oraz akumulacji bioflawonoidéw, migdzy liniami korzeniowymi kultywowanymi w iden-
tycznym rezimie oswietleniowym (1M-6M oraz 1L-6L — tab. 2) sa nieznaczne. Wszystkie
otrzymane biomasy korzeni transformowanych, podobnie jak kultury korzeni odcietych ja-
nowca (rozdz. 9, tab. 1) akumulowaly jedynie pojedynczy metabolit z grupy izoflawonéw, t;.
izolikwirytygening. O ile jednak ilo$¢ syntetyzowanego metabolitu byta poréwnywalna w grupie
linii korzeniowych hodowanych w identycznych warunkach o tyle ulegata ona istotnej zmia-
nie w kulturach prowadzonych przy petnym dostgpie $wiatta badz w ciemnosci (1M-6M — ok.
1700 mg/100g suchej masy; 1L-6L — ok. 860 mg/100g suchej masy — tab. 2). Dostep $§wiatta
spowodowat nie tylko wzmozong akumulacje izolikwirytygeniny w korzeniach wlo$nikowa-
tych janowca, ale rOwniez wiazat si¢ z wigkszym przyrostem badanych biomas (IM- 6M —
Wop- 1. 1058; 1L-6L — W, - §r. 748 — tab. 2).

W liniach korzeniowych hodowanych w warunkach ciagtego o$wietlenia nie zaobserwo-
wano powstawania korzeni syntetyzujacych chlorofil ani odtwarzania kulistych struktur
o charakterze kalusa, co czgsto ma miejsce w kulturach korzeni transgenicznych oraz nie-
transformowanych, prowadzonych przy dostepie $§wiatta [26]. Korzenie wlosnikowate janow-
ca kultywowane na swietle charakteryzowaty si¢ jedynie nieznacznie bardziej z6tta barwa niz
biomasy hodowane w ciemnosci (tab. 2).

Wplyw szeroko rozumianych warunkéw oswietleniowych na produkcje wtérnych metabo-
litéw, w kulturach in vitro, zostat opisany w wielu doniesieniach naukowych [3,11,27,39] i doty-
czy w szczegllnosci barwnikéw roslinnych, ktérych biosynteza rozpoczyna sie od aktywacji pre-
kursoréw, inicjowanej za posrednictwem fotonu $wiatta [4,10,14,19,25]. W przypadku korzeni
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transformowanych G. tincroria $wiatto dzienne zdaje si¢ wptywac nie tyle na sam fakt akumula-
cji izolikwirytygeniny w biomasach, ale raczej na ilos¢ syntetyzowanego potaczenia (tab. 2).

1T o7 3T 4T 5T 6T K A

Ryc. 3. Chromatogram TLC ekstraktéw z linii korzeni wlo$nikowatych Genista tincroria (1T-6T),
wyciagu z nietransformowanej tkanki pedowej (K) oraz wzorca agropiny (A); bibuta chroma-
tograficzna Whatman 3MM; faza ruchoma:; kwas mréwkowy : lodowaty kwas octowy : woda
— 1:3:16 (v/v/v); wizualizacja: amoniakalny roztwér azotanu srebra.

Fig. 3. TLC chromatogram of extracts from Genista tinctoria hairy roots (1T-6T), extract from Geni-
sta tinctoria untransformed shoots (K), and agropine standard (A); Whatman 3MM chroma-
tographic paper, mobile phase: formic acid: glacious acetic acid : water — 1:3:6 (v/v/v), visu-
alisation: silver nitrate ammoniacal solution.

Rezultaty przeprowadzonych badan wskazuja, ze otrzymane korzenie transformowane do-
starczaja znacznie wigcej biomasy roslinnej oraz izolikwirytygeniny (tab. 1, rozdz. 9) niz kul-
tury korzeni odcigtych G. finctoria. Powyzsze stwierdzenie jest prawdziwe zar6wno dla ko-
rzeni wlosnikowatych hodowanych w warunkach ciagtego oswietlenia jak i réwniez w ciemno-
sci (tab. 2). Przy czym nalezy zaznaczy¢, ze w grupie linii korzeni transformowanych janow-
ca, zawsze wigcej biomasy oraz izolikwirytygeniny otrzymywano z kultur hodowanych na
swietle. Z tego wzgledu do dalszych eksperymentéw biotechnologicznych, majacych na celu
opracowanie roslinnego systemu in vitro z przeznaczeniem do produkcji izolikwirytygeniny,
zdecydowano si¢ wybra¢ lini¢ 3M (max. produkcja biomasy oraz izolikwirytygeniny — tab. 2),
a doswiadczenia prowadzi¢ przy dostepie Swiatta.

Wzrost oraz produkcja izolikwirytygeniny w wytrzqsanej kulturze korzeniowej G. tinctoria,
prowadzonej w poZywce SH)

W wyniku hodowli linii korzeniowej 3M, w pozywce Schenk-Hildebrandta [30], pozba-
wionej regulatorow wzrostu (SHp), uzyskano szybko rosnace kultury wytrzasane korzeni wto-
snikowatych G. tinctoria (ryc. 4).
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* kultury prowadzono w kolbach Erlenmeyer’a, przy oswietleniu ciagltym, w temperaturze 25 + 2°C.
* The culture was maintained in Evlenmeyer flask under continuous light, at 25 =2°C.

Ryc. 4. 42 dzien hodowli korzeni wtosnikowatych Genista tinctoria, rosnacych w ptynnym podiozu
SH bez regulatoréw wzrostu.*

Fig. 4. 42 day old Genista tinctoria hairy root culture grown in SH liquid medium without growth
regulators. ™

Maksymalng ilo$¢ namnozonej biomasy (801,3 g I swiezej masy — FW oraz 40,6 ¢ 1" su-
chej masy — DW) otrzymano w 34 dniu hodowli (tab. 3, ryc. 51 6). Jako, ze kultury korzeni
transformowanych G. tinctoria wykazywaty nadal duza juwenilnos¢ eksperyment kontynu-
owano az do dnia 60, celem opracowania kompletnego profilu wzrostowego dla danej hodow-
li. W cyklu wzrostowym badanych biomas mozna wyrézni¢ wszystkie charakterystyczne fa-
zy, 7z gwattownie przebiegajaca faza wykladnicza 1 stabo zaznaczonym etapem zamierania
(ryc.516).

Analiza fitochemiczna namnozonych korzeni oraz pozywek pochodzacych z réznych etapow
hodowli wykazata, jak wspomniano wczesniej, ze w omawianych kulturach doszto do catko-
witego zahamowania biosyntezy izoflawonow, pochodnych genisteiny i daidzeiny oraz prostych
flawonow, pochodnych luteoliny i apigeniny, charakterystycznych dla rosliny gruntowej (tab. 1
1 2; ryc. 7). Jedynym oznaczonym metabolitem z grupy bioflawonoidow bylta izolikwirytyge-
nina, nie wystepujaca zupetie w roslinie gruntowej (ryc. 7). Zwiazek ten magazynowany byt
catkowicie wewngtrzkomorkowo. Nie stwierdzono bowiem obecnosci izolikwirytygeniny
w medium hodowlanym. W zwigzku z powyzszym mozna sadzi¢, ze w korzeniach wtosniko-
watych G. tinctoria doszlo do enzymatycznej blokady szlaku biosyntezy izoflawonoidéw na
poziomie izolikwirytygeniny, bedacej bezposrednim prekursorem daidzeiny [6]. Dane litera-
turowe oraz poprzednie badania nad kulturami in vitro janowca barwierskiego (rozdz. 9)
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wskazuja, ze potaczenia znajdujace si¢ w szlaku metabolicznym genisteiny oraz daidzeiny sg
syntetyzowane réwnolegle i niezaleznie od siebie, nie konkurujac o prekursory biosyntezy
[6,33].

W badanej biomasie korzeniowej poza izolikwirytygening nie stwierdzono rowniez obec-
nosci pochodnych genisteiny ani jej bezposredniego prekursora naryngeniny. Wskazuje to na
catkowita blokade tancucha przemian biogennych, prowadzacych do powstania genisteiny,
czyli szlaku metabolicznego, ktéry dominowat zaréwno w roslinie gruntowej, jak i w bioma-
sach kalusowych, zawiesinie oraz kulturach embrionalnych i pedowych G. tincroria (rozdz. 6-9).
W rezultacie korzenie wtosnikowate janowca barwierskiego staly sie wybidrczym i jed-
noczesnie bogatym zrodtem izolikwirytygeniny (2271,2 mg/100 ¢ DW — dzien 42; ryc. 7).
Obliczona dla danej kultury produktywnosé (719,97 mg 1™) oraz specyficzna produktywnosé
(17,14 mg 1) wskazuja, ze korzenie wtosnikowate G. tinctoria moga by¢ rozpatrywane jako
system hodowlany in vitro z przeznaczeniem do pozyskiwania powyzszego wtérnego metabo-
litu (tab. 4). Poniewaz najwieksza akumulacja izolikwirytygeniny przypada na faze stacjonar-
ng, konieczny jest niestety stosunkowo dtugi okres prowadzenia hodowli omawianej kultury
korzeniowej (ryc. 5-7).

Wzrost oraz produkcja izolikwirytygeniny w wytrzqsanej kulturze korzeniowej G. tinctoria,
prowadzonej w poZywce SHy, suplementowanej kwasem abscyzynowym

Zahamowanie biosyntezy izoflawondw, pochodnych genisteiny i daidzeiny moze wska-
zywac na fakt zaistnienia w korzeniach wtosnikowatych G. tinctoria innego niz w roslinie
gruntowej statusu hormonalnego [3,21,27,39]. Jako, ze obserwowana zmiana w metabolizmie
zwiazkow bioflawonoidowych dotyczyta zar6wno kultur korzeni odcigtych jak i korzeni
transgenicznych mozna wigc przypuszczaé, ze wybidrcza akumulacja izolikwirytygeniny
w obydwu typach tkanek byta raczej wynikiem samego procesu hodowli w warunkach in vi-
tro, a nie skutkiem infekcji A. rhizogenes.

Przeprowadzone badania na hypokotylach Phaseolus vulgaris dowiodly, ze w badanym
materiale tkankowym mozliwe byto znaczne zwigkszenie produkcji izoflawonoidowych fitoa-
leksyn (fazeoliny i kiewetonu) poprzez prosta inkubacje materiatu ro§linnego z kwasem ab-
scyzynowym (ABA). W omawianym doniesieniu literaturowym sugerowano, ze ABA
w tkankach fasoli wptywat na regulacje biosyntezy fitoaleksyn, bezposrednio a nie poprzez
mechanizmy obronne [10]. W rezultacie powyzszy regulator wzrostu wybidrczo przyczynit
si¢ do okoto 10-krotnego wzrostu stezenia badanych izoflawonéw w fragmentach hypokoty-
lowych Phaseolus vulgaris [10].

W oparciu o powyzsze doniesienie literaturowe postanowiono sprawdzi¢ czy kultywowa-
nie korzeni wtosnikowatych G. tinctoria w pozywce SHy, suplementowanej ABA, przyczyni
si¢ do zmiany profilu akumulacji izoflawonéw w badanej biomasie.

W wyniku przeprowadzonego eksperymentu stwierdzono, ze kwas abscyzynowy dodawa-
ny, na poczatku eksperymentu (dziea 0) do pozywki SHy, w ilosci 37,8 umol 17, wptynat
w sposéb istotny zaréwno na wzrost korzeni wlosnikowatych G. tinctoria (ryc. 5 i 6), jak
i réwniez na akumulacje izolikwirytygeniny (ryc. 7). Na podstawie ilosci swiezej oraz suchej
masy tkankowej, oznaczonej w poszczegdlnych dniach hodowli, mozna stwierdzi¢, ze ABA
wyraznie hamowat wzrost badanej kultury korzeniowej. Wprawdzie do 18 dnia do$wiadcze-
nia korzenie wtosnikowate G. tinctoria stopniowo przyrastaty, jednak uzyskana maksymalna
ilos¢ $wiezej masy tkankowej (FW- 92,3 ¢ I''; DW-2,9 g I'") byta okoto 9-krotnie nizsza niz
w przypadku eksperymentu bez dodatku do pozywki ABA (tab. 3). W wyniku postepujacych
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zmian nekrotycznych (bardzo dluga faza zamierania) w 60 dniu hodowli ilos¢ swiezej masy ko-
rzeniowej (58,3 g 1) byta w przyblizeniu réwna masie inokularnej (50,5 g I''; ryc. 5 i 6; tab. 3).

Korzenie wtosniczkowe G. tinctoria w obecnosci ABA nie syntetyzowaty zadnych po-
chodnych daidzeiny oraz genisteiny. Wskazuje to jednoznacznie, ze w badanej tkance ABA
nie odegrat oczekiwanej funkcji regulatorowej w mechanizmach biosyntezy izoflawonow.
Jedynym oznaczanym w korzeniach zwiazkiem, z klasy bioflawonoidéw, byta nadal izolikwi-
rytygenina. Ilo§¢ powyzszego metabolitu, w poréwnaniu z kultura prowadzong w podiozu
SHy (2271,2 mg/100 g DW — dzien 42), zmalata jednak okoto 27-krotnie (84,7 mg/100g DW
— 20 dzien; ryc. 7). Fakt ten zwigzany jest niewatpliwie z ogélnie negatywnym wptywem
ABA na wzrost korzeni wtosnikowatych G. tinctoria. Analiza fitochemiczna pozywek pocho-
dzacych z poszczegdlnych dni hodowli wykazata natomiast, ze w przeciwienstwie do kultury
prowadzonej w pozywce SHy izolikwirytygenina byta w tym przypadku stopniowo wyrzuca-
na z tkanki do medium hodowlanego. W efekcie poziom oznaczanego metabolitu w pozywce
byl nawet 9 razy wyzszy niz w biomasie korzeniowej (723,5 g/100 g DW — 60 dzien; ryc. 7).
Mozna wigc sadzi¢, ze o ile kwas abscyzynowy, w korzeniach transformowanych G. tincto-
ria, nie wptynal bezposrednio na szlaki metaboliczne izoflawondéw, o tyle przyczynit sig¢
istotnie do zmiany statusu magazynowania syntetyzowanej izolikwirytygeniny. Pozywka eks-
perymentalna, w danym systemie hodowlanym, funkcjonowata jako ,,aktywny zbiornik”, pet-
niacy role zewnetrznej wakuoli. Dotychczas, w danych literaturowych, brak informacji odno-
s$nie roli egzogennego kwasu abscyzynowego w metabolizmie wtérnym roslin, na poziomie
magazynowania syntetyzowanych potaczen. W zwiazku z powyzszym, na obecnym etapie
doswiadczen trudno ustali¢, czy obserwowana zmiana statusu magazynowania izolikwiryty-
geniny zwiazana jest z permeabilizacja $ciany komorkowej, czy tez ma charakter bardziej
ztozony. Z technologicznego punktu widzenia wyrzucanie wtérnego metabolitu z tkanki do
podtoza hodowlanego jest bardzo korzystne, gdyz eliminuje koniecznos¢ ekstrakcji danego
zwiazku z czesto wielosktadnikowej matrycy roslinnej [3,7,11,16,27].

Maksymalna ilo$¢ izolikwirytygeniny uzyskana w eksperymencie, gdy pozywke SHy su-
plementowano ABA (723,5 ¢/100g DW — medium hodowlane — 60 dzien; ryc. 7), byla okoto
3-krotnie nizsza niz w tkance korzeniowej G. tinctoria hodowanej bez dodatku powyzszego
regulatora wzrostu (2271,2 ¢/100 g DW — 42 dzien — ryc. 7). Stopniowe zamieranie kultury,
a co za tym idzie niewielka ilo$¢ uzyskanej masy tkankowej oraz dtugi okres hodowli wpty-
nely ponadto na otrzymanie bardzo niskiej produktywnosci (8,06 mg 1) oraz specyficznej
produktywnosci (0,13 mg I'') w danym systemie hodowlanym (tab. 4).

Aby uzyskac, w kulturze korzeni wtosnikowatych janowca, syntezg izolikwirytygeniny na
poziomie doswiadczenia bez dodatku do pozywki ABA (ryc. 7), a nastgpnie spowodowac
korzystne wyrzucanie metabolitu do medium hodowlanego, zdecydowano doda¢ kwas abscy-
zynowy, do pozywki, w 42 dniu eksperymentu. W tym czasie kultura korzeniowa G. tinctoria
znajdowala si¢ w fazie stacjonarnej cyklu wzrostowego a stezenie izolikwirytygeniny w tkan-
kach osiggneto warto$¢ maksymalng (ryc. 5-7). Tym samym uniknigto negatywnego wptywu
kwasu abscyzynowego na wzrost korzeni G. tinctoria (FWpx - 803,4 ¢ 'l DWopae-32,1 fo It
36 dzien), a poczawszy od dnia 44 uzyskano stopniowe wyrzucanie izolikwirytygeniny do
pozywki (tab. 3). W wyniku przeprowadzonego eksperymentu, w 58 dniu hodowli uzyskano
ok. 2109,2 mg/100 g DW izolikwirytygeniny, w pozywce wzrostowej, co stanowi okoto 80%
maksymalnej ilosci zwigzku syntetyzowanego w tkankach korzeniowych janowca (ryc. 7).
Uzyskany rezultat wskazuje, ze korzenie transgeniczne G. tinctoria moga zosta¢ uznane jako
wartosciowy system hodowlany in vitro, z przeznaczeniem do produkcji znacznych ilosci
izolikwirytygeniny, tatwej do ostatecznego pozyskiwania, z uwagi na ,,zewnatrzkomoérkowy”
system magazynowania.



Korzenie wlosnikowate G. tinctoria jako system in vitro do selektywnej produkcji izolikwirytygeniny 225

Wzrost oraz akumulacja izolikwirytygeniny w korzeniach transformowanych G. tinctoria,
hodowanych w bioreaktorze koszyczkowo-babelkowym

Korzenie wtosnikowate G. tinctoria, kultywowane w pozywce SHy z dodatkiem kwasu
abscyzynowego, charakteryzowata niezmiernie wysoka wydajnos¢ w zakresie produkcji izo-
likwirytygeniny. Postanowiono wigc przenies¢ badane biomasy do odpowiedniego bioreakto-
ra, ktéry umozliwitby przetestowanie opracowanego systemu hodowlanego w skali p6ttech-
niczne;.

Liczne doniesienia literaturowe wskazuja, ze konstrukcja pojemnika hodowlanego oraz
spos6b napowietrzana kultury wptywaja zasadniczo zaréwno na parametry wzrostowe biomas
korzeniowych jak i réwniez na poziom syntetyzowanych przez nie wtérnych metabolitéw
[9,12,20,29,41,46]. Hodowle korzeni wiosnikowatych G. tinctoria prowadzono, w specjalnie
skonstruowanym do tego celu, bioreaktorze koszyczkowo-babelkowym. Inoculum korzenio-
we umieszczono w koszu ze stali nierdzewnej, zawieszonym w szklanym zbiorniku hodowla-
nym (ryc. 1). Napowietrzanie kultury odbywato si¢ poprzez wymuszony, pompa membrano-
wa, przeptyw jatowego powietrza, a nie poprzez mechaniczne mieszanie jak to miato miejsce
w kolbie Erlenmeyer'a. Tym samym cata biomasa korzeniowa uzyskata dobry dostgp do
sktadnikéw pozywki oraz rownomierne napowietrzenie. Konstrukcja zbiornika doswiadczal-
nego spowodowata, ze tkanki korzeniowe rosnac swobodnie, oplataty oczka koszyka hodow-
lanego i na skutek mechanicznej immobilizacji rosty zaréwno w kierunku gérnej koputy bio-
reaktora jak réwniez catkowicie wypehiaty dolng czes$¢ urzadzenia (ryc. 1). W efekcie, dla
kultury korzeniowej, prowadzonej w bioreaktorze koszyczkowo-babelkowym, uzyskano
znacznie lepsze parametry wzrostowe (FW . - 914,5 g I — 36 dzien) niz w przypadku tkanek
namnazanych tradycyjnie, w kolbach Erlenmeyer'a (FW nax- 803,4 g 1! — 36 dzien; tab. 3, ryc. 8).
Zachowana zostata réwniez, w tkance korzeniowej, kinetyka produkcji izolikwirytygeniny,
oraz indukowany dodatkiem ABA, zewnatrzkomérkowy sposéb magazynowania powyzszego
wtornego metabolitu w pozywce (ryc. 7 1 9). Uogoélniajac, przeniesienie kultur korzeni trans-
formowanych G. tinctoria, z kolby Erlenmeyer a do bioreaktora koszyczkowo-babelkowego,
spowodowato zwigkszenie ilosci izolikwirytygeniny, uzyskanej z danego systemu hodowla-
nego (2363,7 mg/100 g DW — 54 dzien; ryc. 9). W rezultacie korzenie witosnikowate
G. tinctoria, hodowane w bioreaktorze, stanowig wartosciowy system hodowlanych, zdolny
do produkcji znacznych ilosci bezposredniego prekursora daidzeiny — izolikwirytygeniny.
Produktywnos¢ (733,52 mg I'') oraz specyficzna produktywnosé (13,58 mg 1'") biomas rosna-
cych w bioreaktorze koszyczkowo-babelkowym, w zakresie izolikwirytygeniny, byty najwyz-
sze w catym cyklu badan nad korzeniami transgenicznymi G. tinctoria (tab. 4).

Reasumujac, w wyniku przeprowadzonego eksperymentu otrzymano, po raz pierwszy, ko-
rzenie wtosnikowate G. finctoria. Trudnosci w uzyskaniu korzeni transgenicznych janowca
potwierdzity dane literaturowe odno$nie licznych ograniczen w zakresie transformacji roslin
motylkowych. Kluczowa rolg¢ w procesie zakazania G. tinctoria, poza doborem szczepu bak-
teryjnego, odegrat przede wszystkim inokularny materiat tkankowy. Jedynie kultury pedowe
janowca, rézniace sie pod wzgledem statusu hormonalnego od rosliny macierzystej, byty po-
datne na transformacje¢ dzikim szczepem A. rhizogenes ATCC 15834. By¢ moze opisana pro-
cedura otrzymania korzeni wtosnikowatych G. tinctoria okaze si¢ wtasciwa dla innych roslin
z rodziny Fabaceae.

Hodowla korzeni transformowanych G. tinctoria w pozywc SHy doprowadzita do otrzy-
mania materiatu roslinnego produkujacego wybidérczo pojedynczy metabolit — izolikwiryty-
gening, ktéra w wyniku dodatku do pozywki ABA byta w 80% wyrzucana do medium
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doswiadczalnego. Tym samym pOzniejsza ekstrakcja syntetyzowanego potaczenia byta
znacznie uproszczona.

Skonstruowany w toku prac laboratoryjnych bioreaktor koszyczkowo-babelkowy okazat
si¢ odpowiedni do prowadzenia kultur korzeni wtosniczkowych G. tinctoria. Poprzez immo-
bilizacj¢ korzeni w koszyku hodowlanym i zmiang¢ sposobu napowietrzania poprawiono pa-
rametry kultury dotyczace zarowno wzrostu biomasy roslinnej jak i réwniez produkcji izoli-
kwirytygeniny. W rezultacie opracowany system hodowlany moze postuzy¢ do otrzymania
badanego zwiazku na skalg pottechniczna. Jako bezposredni prekursor daidzeiny, izolikwiry-
tygenina moze by¢ nastepnie wykorzystana w eksperymentach biotechnologicznych majacych
na celu biokonwersje¢ tego zwigzku do bardziej ztozonych i cennych struktur izoflawonoido-
wych o charakterze aktywnych farmakologicznie fitoestrogendw. Dostgpna w ofercie komer-
cyjnej izolikwirytygenina jest zbyt droga by wykorzysta¢ ja w systemie hodowlanym, z za-
miarem otrzymania przemystowych ilosci fitoestrogenow.

Tab. 1. Analiza ilosciowa zwiazkéw flawonoidowych w roslinie gruntowej oraz korzeniowych kultu-
rach in vitro Genista tinctoria (zawartos$¢ flawonoidéw w mg/100g suchej masy).*

Tab. 1. Quantitative analysis of flavonoids in the intact plant (herb and roots) and in vitro cultures
(hairy roots) of Genista tinctoria (isoflavone content in mg/100g DW).*

Material ro§linny
Zwigzek Roslina gruntowa K'ultury in vitro :
. . Korzenie Korzenie
Ziele Korzenie . .
odcigte wlosnikowate
7-0-diglukozyd 43704 = 01 | 5315 + 04 - -
genisteiny
pueraryna 5,4 + 0,09 - - -
7-0-glukozyd
2_hydroksyeenisteiny 420,6 + 0,11 6313 =+ 0,1 - -
daidzina 42,8 + 021 28,6 * 0,2 - -
7-O-glukozyd 1696 + 0,15 : : :
apigeniny
7-O-glukozyd 10970 + 01 | 3473 = 02 - -
luteoliny
genistyna 14542 + 0,1 14779 + 0,3 - -
malonylogenistyna 303,7 + 0,09 3742 =+ 0,1 - -
7.3.4 -trihydroksy- 115 L 018 i i i
izoflawon
acetylogenistyna 68,3 + 0,19 - - -
ononina 0,2 + 0,28 - - -
ekwol 6,42 + 021 - - -
daidzeina 0,3 + 0,01 11,52 + 0,29 - -
sisotryna 1,4 + 0,08 381 = 0,09 - -
genisteina 32,7 + 0,13 |514,88 0,1 - -
luteolina 5.4 + 0,07 - - -
izolikwirytygenina - - 9784 + 21,5 (22712 + 134

* Warto$ci przedstawione w tabeli sg Srednimi arytmetycznymi pochodzacymi z trzech pomiaréw £ S. D.
* Each value represents the mean %S. D. of three samples.
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Tab. 2. Wzrost oraz produkcja izolikwirytygeniny w pierwotnych kulturach korzeni transformowa-
nych Genista tinctoria (linie tkankowe 1M- 6M oraz 1L - 6L).
Tab. 2. Growth and isoliquiritigenin production in Genista tinctoria hairy root cultures (tissue lines

IM-6M and 1L-6L).
.. Wspotezynnik Zawartosé
Numer linii . e e . .
korzeniowej przyrostu Barwa korzeni 1zollkw1rytygel%1ny
Wp (%) (w mg/100 g suchej masy)

M 989 Jasnozétta 17422

2M 994 Jasnozotta 1689.,4

M 1119 Jasnozolta 1798,7

4M 1048 Z6ta 1643,5

M 1113 Jasnozétta 1704,3

oM 1085 Jasnozétta 16992

1L 762 Kremowa 845,0

2L 683 Kremowa 903,1

3L 794 Kremowa 874,8

41, 842 Jasnobrunatna 915,4

5L 0698 Kremowa 799,9

oL 714 Kremowa 844,1

Kultury korzeni transformowanych prowadzono w pozywce SHy, z 3% (w/v) dodatkiem sacharozy, przez 60 dni,
w ciemnosci (linie 11.-6L) lub w warunkach ciaglego o$wietlenia (linic IM-6M — natezenie -88+8umol m?sh,
w temp. 25 + 2 °C. Wartosci umieszczone w tabeli dotycza pomiaréw pochodzacych z pojedynczych pojemni-
kéw hodowlanych, zawierajacych odpowiednie linie tkankowe.

Hairy root cultures were grown in liquid SHy medium, supplemented with 3% (w/v) sucrose. All cultures were
maintained in the dark (lines 1L-6L) or under continuous light (light intensity — 88+8umol m™ s, cell lines IM-
6M) for 60 days, temperature 25 £ 2°C. The values presented in the table represent single samples.

Tab. 3. Zmiany w ilosci swiezej i suchej masy korzeni wlosnikowatych Genista rinctoria rosnacych
w pozywce SH bez regulatoréw wzrostu lub suplementowanej 37,8 uM dodatkiem ABA".

Tab. 3. Changes in fresh (FW) and dry weight (DW) of Genista tinctoria hairy roots grown in liquid
SH medium withour growth regulators or supplemented with 37.8 uM ABA".

Dzien Rodzaj podloza
hodo- SH," SHyga ) SHypa 42’
wli FW (gI') DW (gI'") FW (g1 DW (gI'") FW (g1 DW (gI'")

0 503 = 21 27 0091505 = L7 |23 £009507 £ 19 (202 = 008
4 61,7 + 24 37 +£0,18(593 + 25 | 20 011597 = 19 |23 £ 009
16 6043 £+ 243 282 =+ 15 |874 += 41 | 2,6 0,221611,5 = 194 |256 += 12
34 8013 + 253|406 + 29 (764 £+ 48 | 22 +0,19|8034 + 218 (32,1 + 273

60 6324 £ 222|265 =+ 10 (583 = 27 | 1,1 =+0,16(477,6 £+ 164 | 19,1 = 0.8

Kultury prowadzono w cyklach 60-dniowych przy oswietleniu ciaglym (nat¢zenie o$wietlenia — 88,8 + 8 pmol
m?2sh, w temp. 25 +2 °C.
2 wartos’ci przedstawione w tabeli stanowig Srednie arytmetyczne z trzech pomiaréw £ S. D.
® SHy, ptynna pozywka SH bez dodatku regulatoréw wzrostu.
SHAB A @ ptynna pozywka SH suplementowana 37,8 uM ABA (dodany w dniu 0).
4 SHapa @2, pltynne podtoze SH suplementowane 37,8 uM ABA (dodany w dniu 42).
All cultures were maintained for 60 days under continuous light (light intensity 88.8 +8 umol m* 5), temp. 25 +2 °C.
“each value represents the mean £S. D. of three samples.
b SH,, liquid SH medium without growth regulators.
SHABA oy liquid SH medium supplemented with 37.8 uM ABA (on day 0).
SHABA 42y liquid SH medium supplemented with 37.8 uM ABA (on day 42).

H+

H+
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Tab. 4. Poréwnanie produktywnosci pod wzgledem izolikwirytygeniny, w kulturach korzeni wtosni-
kowatych Genista tinctoria prowadzonych w kolbach Erlenmeyer’a oraz bioreaktorze ko-
szyczkowo-babelkowym. *

Tab. 4. Comparison of maximum productivity of isoliquiritigenin (biomass and media) in Genista tinc-
toria hairy root cultures grown in Erlenmeyer flasks and in the basket- bubble bioreactor.*

M:i(siy::?elne Dzien Tlos¢ Produk- Specyficzna
Rodzaj kultury .S . . biomasy . produktyw-
izolikwirytygeniny | hodowli [2 1] tywnosé n0$¢
[mg/100 g DW] g
Kultury w kolbach
Erlenmeyer’a
(pozywka SH bez dodatku 2271,2 42 31,7 719,97 17,14
ABA)
Kultury w kolbach
Erlenmeyer’a
(pozywka SH z dodatkiem 7321 60 L1 8,06 0,13
ABA w dniu 0)
Kultury w kolbach
Erlenmeyer’a
(pozywka SH 7 dodatkiem 2652,9 58 18,9 501,39 8,04
ABA w dniu 42)
Kultura w bioreaktorze
koszyczkowo-babelkowym 2887,9
(pozywka SH z dodatkiem >4 254 733,52 13,58
ABA w dniu 42)

* Wartosci umieszczone w tabeli dotycza dni, w ktérych uzyskano maksymalng zawartosé izolikwirytygeniny

maksymalne stgzenie izolikwirytygeniny w mg/100g DW x ilo$¢ biomasy w g I
produktywnosé¢ =

100g suchej masy

specyficzna produktywnos¢

produktywnos¢  ilos¢ dni po ktérych stwierdzono maksymalne stezenie izolikwirytygeniny w kulturze

“ All measurements throughout the table are quoted for the day on which maximum concentration of
isoliquiritigenin was recorded

max. concentration for isoliquiritigenin in mg/100g DW x culture biomass in g I’
productivity =

100 g DW

productivity
specific productivity =

the number of days after which the max. concentration of isoliquiritigenin was
reached
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* Kultury prowadzono w cyklach 60-dniowych, przy oswietleniu ciagtym (natezenie $wiatta — 88 + 8 umol m™ sh,
w temp. 25 +2 °C.

Ro - korzenie wlo$nikowate rosnace w ptynnym podiozu SH bez regulatoréw wzrostu (SHo).

Raga o — korzenie whosnikowate rosnace w ptynnym podtozu SH, suplementowanym 37,8 umol I ABA (doda-
nym w dniu 0).

Raga 42 — korzenie wlosnikowate rosnace w ptynnym podtozu SH, suplementowanym 37,8 umol 1" ABA (doda-
nym w dniu 42).

* All cultures were maintained for 60 days under continuous light (25 +2 °C, light intensity — 88 umol m* s7).

Ro - hairy roots grown in SH liquid medium without growth regulators (SHy).
Ryps o — hairy roots grown in SH liquid medium with 37.8 umol I ABA, supplemented on day 0.
Rupa 42 — hairy roots grown in SH liquid medium with 37.8 umol ' ABA, supplemented on day 42.

Ryc. 5. Zmiany w ilosci swiezej masy korzeni wtosnikowatych Genisra tincroria rosnacych w podto-
zu SH bez regulatoréw wzrostu lub suplementowanym 37,8 umol I'' dodatkiem ABA. *

Fig. 5. Changes in fresh weight (FW) of Genista tinctoria hairy roots grown in SH medium without
growth regulators or supplemented with 37.8 umol I ABA. *
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* Kultury prowadzono w cyklach 60-dniowych, przy oéwietleniu ciaglym (nateZenie §wiatta — 88 + 8 pmol m™ sh,
w temp. 25 +2 °C.

Ro - korzenie wlo$nikowate rosnace w ptynnym podtozu SH bez regulatoréw wzrostu (SHp).

Rapa o — korzenie whognikowate rosnace w ptynnym podiozu SH, suplementowanym 37,8 pmol I'' ABA (dodanym
w dniu 0).

Rapa 4> — korzenie wlognikowate rosnace w ptynnym podtozu SH, suplementowanym 37,8 umol 1" ABA (dodanym
w dniu 42).

* All cultures were maintained for 60 days under continuous light (25 +2 °C, light intensity — 88 umol m* s7).

Ro — hairy roots grown in SH liquid medium without growth regulators (SHy).
Rupa o — hairy roots grown in SH liquid medium with 37.8 umol I ABA, supplemented on day 0.
Rupa 42 — hairy roots grown in SH liquid medium with 37.8 umol I'' ABA, supplemented on day 42.

Ryc. 6. Zmiany w ilosci suchej masy korzeni wtosnikowatych Genista tincroria rosnacych w podtozu
SH bez regulatoréw wzrostu lub suplementowanym 37,8 umol 1" dodatkiem ABA..*

Fig. 6. Changes in dry weight (DW) of Genista tinctoria hairy roots grown in SH medium without
growth regulators or supplemented with 37.8 umol I' ABA. *
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Ro — stezenie izolikwirytygeniny w korzeniach wtosnikowatych, rosnacych w podtozu SH bez regulatoréw
wzrostu (SHy).

Rasa o — stezenie izolikwirytygeniny w korzeniach wlosnikowatych, rosnacych w podtozu SH suplementowa-
nym 37,8 umol I'" ABA (w dniu 0).

Mga o— stezenie izolikwirytygeniny w podtozu hodowlanym SH suplementowanym 37,8 umol I ABA (w dniu 0).
Rapa 42 — stezenie izolikwirytygeniny w korzeniach wlosnikowatych rosnacych w podlozu SH suplementowa-
nym 37,8 umol I'" ABA (w dniu 42).

Maga 42 — Stezenie izolikwirytygeniny w podiozu hodowlanym SH suplementowanym 37,8 pumol I ABA (w dniu 42).
Ro —isoliquiritigenin content in hairy roots grown in SH liquid medium without growth regulators (SHy).

Rupa o — isoliquiritigenin content in hairy roots grown in SH liquid medium with 37.8 umol I’ ABA, supple-
mented on day 0.

Mapa o — isoliquiritigenin content in SH media with 37.8 umol I ABA, supplemented on day 0.

Rupa 42 — isoliquiritigenin content in hairy roots grown in SH liquid medium with 37.8 umol I ABA, supple-
mented on day 42.

Mgy 42 — isoliquiritigenin content in SH media with 37.8 umol I ABA, supplemented on day 42.

Ryc. 7. Zawartos¢ izolikwirytygeniny w kulturach korzeni wlosnikowatych Genista tincroria (ozna-
czona w biomasie i pozywce hodowlanej), prowadzonych w podiozu SH bez regulatoréw
wzrostu (SHp) lub suplementowanych 37,8 umol 1" dodatkiem ABA (stezenie izolikwirytyge-
niny w mg/100g suchego materiatu roslinnego).

Fig. 7. Isoliquiritigenin concentration in Genista tinctoria hairy root cultures (measured in the bio-
mass and in the media) grown in SH medium without growth regulators (SHy) or supple-
mented with 37.8 umol I ABA ( isoliquiritigenin content in mg/100g DW plant material).
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* kultury prowadzono w cyklach 60-dniowych, w pozywce SH suplementowanej 37,8 umol 1" ABA (dodano
w dniu 42), przy oswietleniu ciagltym (nat¢zenie $wiatta — 88 + 8 pmol m’sh), w temp. 25+ 2 °C.

FWg — $wieza masa korzeni wlo$nikowatych rosnacych w kolbach Erlenmeyer’a.

FW5 — $wieza masa korzeni wlosnikowatych rosnacych w bioreaktorze koszyczkowo-babelkowym.

DWrg — sucha masa korzeni wlosnikowatych rosnacych w kolbach Erlenmeyer’a.

DWj5 — sucha masa korzeni wlo$nikowatych rosnacych w bioreaktorze koszyczkowo-babelkowym.

* Both cultures were grown in SH medium supplemented with 37.8 umol I' ABA on day 42 and maintained for
60 days under continuous light (25 +2 °C, light intensity - 88 umol m* s™).

FEW — fresh weight of hairy roots grown in Erlenmeyer flask.

FWpg — fresh weight of hairy roots grown in the basket-bubble bioreactor.

DWg —dry weight of hairy roots grown in Erlenmeyer flask.

DWy — dry weight of hairy roots grown in the basket-bubble bioreactor.

Ryc. 8. Zmiany w ilosci swiezej i suchej masy korzeni wtosnikowatych Genista tinctoria hodowanych
w kolbach Erlenmeyer’a lub w bioreaktorze koszyczkowo-babelkowym.*

Fig. 8. Changes in fresh weight (FW) and dry weight (DW) of Genista tinctoria hairy roots grown in
Erlenmeyer flask or in the basket-bubble bioreactor.*



Korzenie wlosnikowate G. tinctoria jako system in vitro do selektywnej produkcji izolikwirytygeniny 2373

3000 +

2500 +

2000 +

1500 -

1000 -

500 -

stezenie izolikwirytygeniny [mg/100g DW]

o ; o . o : o ; o . o

T
0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60

czas [dzien]

* kultury prowadzono w podtozu SH suplementowanym 37,8 umol I ABA ( dodano w dniu 42).

Rg — stgzenie izolikwirytygeniny w korzeniach wlo$nikowatych rosnacych w kolbach Erlenmeyer’a.

Rg — stgzenie izolikwirytygeniny w korzeniach wlo$nikowatych rosnacych w bioreaktorze koszyczkowo-
babelkowym.

Mg, - stezenie izolikwirytygeniny w podtozu hodowlanym kultury prowadzonej w kolbach Erlenmeyer’a.

Mg - stezenie izolikwirytygeniny w podtozu hodowlanym kultury prowadzonej w bioreaktorze koszyczkowo-
babelkowym.

* Both cultures were grown in SH medium supplemented with 37.8 umol I ABA on day 42.

Rg —isoliquiritigenin content in hairy roots grown in Erlenmeyer flask.

Ry —isoliquiritigenin content in hairy roots grown in the basket-bubble bioreactor.

Mg — isoliquiritigenin content in SH medium of the culture grown in Erlenmeyer flask.

M3 — isoliquiritigenin content in SH medium of the culture grown in the basket-bubble bioreactor.

Ryc. 9. Zawartos¢ izolikwirytygeniny w kulturach korzeni wlosnikowatych Genista tincroria (ozna-
czona w biomasie i pozywce hodowlanej), prowadzonych w kolbach Erlenmeyer’a lub w bio-
reaktorze koszyczkowo-babelkowym (st¢zenie izolikwirytygeniny w mg/100g suchego mate-
riatu roslinnego).*

Fig. 9. Isoliquiritigenin concentration in Genista tinctoria hairy root cultures (measured in the bio-
mass and the media) grown in Erlenmeyer flask or in the basker-bubble bioreactor
(isoliquiritigenin content in mg/100g DW plant material). *
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12. KOKULTURY KORZENI WELOSNIKOWATYCH I PEDOW
GENISTA TINCTORIA JAKO SYSTEM HODOWLANY
7. PRZEZNACZENIEM DO AKUMULACJI ORAZ BIO-
KONWERSJI ZNACZNYCH ILOSCI FITOESTROGENOW

Wstep

Opisywane, w uprzednich rozdziatach, badania nad kulturami in vitro G. tinctoria, do-
prowadzity do otrzymania wytrzasanych kultur zawiesinowych, embrionalnych oraz pedo-
wych janowca, bedacych bogatym zrédtem fitoestrogenéw, wywodzacych si¢ z klasy izofla-
wonow (rozdz. 9). Zaréwno kultury zawiesinowe, embrionalne jak i pedowe G. tinctoria syn-
tetyzowaly jedna z najwigkszych ilosci fitoestrogendw, otrzymanych dotychczas w biomasach
roslinnych pochodzacych z kultur in vitro [1,4,5,8,9]. Wielosktadnikowy zespot izoflawonow,
otrzymany w hodowlach in vitro janowca barwierskiego (14 zwiazk6w, pochodnych geniste-
iny, daidzeiny oraz formononetyny) oraz fakt, ze omawiane metabolity syntetyzowane byty
w znacznych ilosciach wskazuje, iz zaréwno kultury zawiesinowe, jak i pedowe G. tinctoria,
po odpowiedniej adaptacji, moga by¢ wykorzystane do produkcji fitoestrogenow na skale
przemystowa.

W toku przeprowadzonych badan stwierdzono, ze zaréwno pedy jak i zawiesina G. tincto-
ria szczeg6lnie aktywnie akumulowaty zwiazki znajdujace si¢ w szlaku metabolicznym geni-
steiny, przy jednoczesnej, niewielkiej produkcji daidzeiny i daidziny. R6éwnolegle otrzymane
kultury korzeni odcigtych oraz wtosnikowatych syntetyzowaty wybidrczo tylko jeden meta-
bolit szlaku izoflawonoidowego, a mianowicie izolikwirytygening (rozdz. 9 i 11). W przy-
padku korzeni transformowanych ulegata ona wyrzuceniu do podtoza, w wyniku dodatku do
pozywki kwasu abscyzynowego (rozdz. 11). Jako, ze izolikwirytygenina jest bezposrednim
prekursorem daidzeiny [7] postanowiono sprawdzi¢ czy w wyniku hodowli biomas bogatych
w pochodne genisteiny i ubogich w daidzeing (pedy i zawiesina) z korzeniami wto$nikowa-
tymi G. tinctoria, w jednym zbiorniku hodowlanym, mozliwe jest doprowadzenie do mig-
dzytkankowej translokacji izolikwirytygeniny, a nastgpnie jej biotransformacji do pochod-
nych daidzeiny w pedach lub zawiesinie janowca.

Zasadniczym celem tej czesci projektu byto wigec otrzymanie kokultur G. tinctoria, ktére
mogltyby, w wyniku zaistniatej biokonwersji, stanowi¢ system in vitro, produkujacy nie tylko
znaczne ilosci genisteiny i jej pochodnych, jak to miato miejsce w przypadku odpowiednich
monokultur, ale réwniez zdolne bytyby do akumulacji wysokich stezen daidzeiny i daidziny.
Tym samym uzyskano by cenny materiat roslinny, z przeznaczeniem do wykorzystania
w produkcji przemystowych ilosci szeregu izoflawonow o charakterze fitoestrogenow.

Hodowle biomas roslinnych w systemie kokultur prowadzone byty do tej pory sporadycz-
nie [13,14]. Jedyne doniesienia literaturowe dotyczace kultur korzeni transformowanych
Atropa belladonna 1 teratoméw pedowych Duboisia [14] oraz korzeni wlosnikowatych Ammi
majus 1 pedow Ruta graveolens [13] dowiodty, ze ten nowatorski system hodowli moze przy-
czyni¢ si¢ do istotnego podniesienia wydajnosci kultur in virro w zakresie produkcji wybra-
nych wtérnych metabolitow.

Pierwsze proby uzyskania kokultur janowca barwierskiego, opartych na zawiesinie i ko-
rzeniach transformowanych badanego gatunku, skonczyty sie catkowitym niepowodzeniem,
spowodowanym niemoznos$cia dobrania pozywki doswiadczalnej, zdolnej do podtrzymania
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wzrostu zawiesiny kultywowanej w obecnosci korzeni (brunatnienie biomasy i przerastanie
korzeni kalusem). Z tego wzgledu system kokultur G. tinctoria zdecydowano si¢ opracowac
na bazie pedéw i korzeni transformowanych badanego gatunku, ktére we wstgpnym etapie
badan nie stwarzaty opisywanych powyzej trudnosci. W tym miejscu nalezy zaznaczy¢, ze do
doswiadczen wykorzystano korzenie transformowane G. tinctoria, a nie kultury korzeni od-
cigtych powyzszej rosliny, nie tylko ze wzgledu na wigkszg stabilnos¢ genetyczng i szybszy
wzrost tych pierwszych [10,16] ale przede wszystkim z uwagi na konstytucyjng niemoznos¢
hodowli w jednym podtozu ped6w i korzeni de novo wymagajacych do ciagltego wzrostu in-
nej rownowagi hormonalnej [10,14,16].

Cykl badan, opisywany w niniejszym rozdziale, pozwolit na opracowanie warunkéw ho-
dowli umozliwiajacych jednoczesny wzrost pedow i korzeni transformowanych G. tinctoria
w jednym zbiorniku hodowlanym. Ponadto na danym etapie doswiadczen przebadano meta-
bolizm peddéw i korzeni transformowanych janowca w kokulturach, w zakresie izoflawondw,
poréwnujac uzyskane wyniki z odpowiednimi monokulturami. Opracowano nastgpnie warun-
ki przeniesienia kokultur janowca, z kolby laboratoryjnej, do bioreaktora celem prowadzenia
doswiadczenia w skali péttechnicznej. Jak juz wspomniano problem prowadzenia kokultur
w systemie wewnatrz i migdzygatunkowym jest zupetnie nowy w badaniach biotechnologicz-
nych roslin wyzszych [10,16]. Z tego wzgledu na rynku brak urzadzen komercyjnych nadaja-
cych si¢ do prowadzenia tego typu doswiadczen na skale pottechniczng. Dla aktywnie rosna-
cych kokultur G. tinctoria skonstruowano wigc urzadzenie prototypowe (bioreaktor koszycz-
kowo-babelkowy) i w niniejszym rozdziale opisano szczegdty dotyczace jego budowy.

Prezentowane badania stanowig pierwsze doniesienie naukowe dotyczace systemu ho-
dowlanego o charakterze kokultur, prowadzonego na skal¢ péttechniczna, z przeznaczeniem
do otrzymania znacznych ilosci wtérnych metabolitéw o cennej aktywnosci farmakologicz-
nej. W rozdziale uzasadniono celowos¢ prowadzenia tego typu doswiadczen obliczajac pro-
duktywnos¢ i specyficzng produktywnos¢ pochodnych genisteiny i daidzeiny, w materiale
ros$linnym, rosnacym w bioreaktorze koszyczkowo-babelkowym.

Materialy i metody

Monokultury pedow oraz korzeni transformowanych G. tinctoria — material
roslinny i warunki hodowli

Wytrzasane kultury pedowe G. tinctoria, syntetyzujace znaczne ilosci potaczen izoflawo-
noidowych prowadzono w cyklu 60 dniow%/m, w ptynnym podtozu Schenk - Hildebrandt a
(SH) [12], suplementowanym 24,6 umol I IBA (kwas indolilo-3-mastowy) oraz 3% (w/v)
sacharozy (rozdz. 9). Kazdorazowo, w 250 ml kolbach Erlenmeyer a, zawierajacych po 100
ml zmodyfikowanej pozywki SH, umieszczano okoto 5 g 2 cm fragmentéw pedowych G.
tinctoria pochodzacych z ptynnych kultur in vitro (3 serie po 31 kolb w kazdej).

Wiytrzasane kultury korzeni wtosnikowatych janowca, akumulujacych znaczne ilosci izo-
likwirytygeniny, prowadzono w cyklu 60 dniowym, w ptynnym podtozu SH, bez regulatoréw
wzrostu (SHy), zawierajacym 3% (w/v) sacharozy (rozdz. 9).

W celu okreslenia profilu wzrostowego oraz produkcji izolikwirytygeniny, w wytrzasanej
kulturze korzeniowej, ok. 5 g biomasy (fragmenty macierzy z korzeniami wtosnikowatymi)
inokulowano do 250 ml kolb Erlenmeyer a zawierajacych po 100 ml ptynnego, podtoza SHy,
(3 serie — 31 kolb w kazdej). Aby doprowadzi¢ do wycieku izolikwirytygeniny, z tkanki korze-
niowej do medium hodowlanego, w 42 dniu doswiadczenia, do pozywki dodano 37,8 pmol 1™
kwasu abscyzynowego ( ABA).
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Zar6wno kultury korzeni transformowanych jak i pedy G. tinctoria kultywowano
w szklanych kolbach Erlenmeyer'a, zamykanych korkami z pianki silikonowej (Shine-Etsu-
Polymer Co. — Japonia), na wytrzasarce rotacyjnej (INNOVA 2300-New Brunswick Scienti-
fic — 150 rpm), w warunkach oswietlenia ciagtego (natezenie §wiatta — 88 + 8 umol mZst —
lampy jarzeniowe Philips TLD 35W x 3), w temp. 25 + 2 °C. Rosnace aktywnie korzenie oraz
pedy G. tinctoria zbierano w odstgpach dwudniowych (kazdorazowo po trzy kolby), az do
zakonczenia cyklu hodowlanego. Po odsaczeniu od podtoza hodowlanego i przemyciu woda
redestylowang biomasy G. tinctoria przeznaczono do badan biologicznych (oznaczenie swiezej
i suchej masy tkankowej) oraz fitochemicznych (jakosciowa i ilosciowa analiza frakcji izo-
flawonoidowej). Otrzymany, w wyniku badan biotechnologicznych, materiat roslinny wraz
z ptynnymi pozywkami, pochodzacymi z poszczegdlnych dni eksperymentu, suszono przez
48 h, do statej masy, na drodze liofilizacji (préznia 1 x 10 ~ mbar wytworzona przez liofiliza-
tor LYOVAC GT2 firmy FIN-AQUA SANTASALO-SOHLBERG Co — Finlandia). Zliofili-
zowane biomasy oraz podtoza hodowlane przeznaczono do badan fitochemicznych na obec-
nos¢ bioflawonoidéw. Uzyskane wyniki (§wieza masa — FW, sucha masa — DW oraz zawar-
tos¢ izoflawonéw w materiale roslinnym i pozywkach) stanowia $rednie arytmetyczne z trzech
prébek hodowlanych + S. D.

Kokultury pedow oraz korzeni transformowanych G. tinctoria — materiat roslinny
i warunki hodowli

Hodowle in vitro G. tinctoria wyprowadzono w oparciu o biomasy inicjalne, ktére stoso-
wano w trzech zmiennych ilosciach, tak by stosunek pedéw do korzeni transformowanych
w inoculum wynosit odpowiednio: 4:1, 2,5:2,5 lub 1:4. Ogétem okoto 5 g swiezej masy tkan-
kowej (korzenie oraz pedy) umieszczano w 250 ml kolbach Erlenmeyer a (3 serie — 31 kolb
w kazdej) zawierajacych po 100 ml ptynnej pozywki SH [12] suplementowanej 24,6 pmol 1"
IBA oraz 3% (w/v) sacharozy. Doswiadczenie prowadzono w cyklu 60 dniowym, na wytrza-
sarce rotacyjnej, w warunkach identycznych jak to miato miejsce w przypadku monokultur
pedow i korzeni wtosnikowatych G. tinctoria (rozdz. 9 i 11). Rosnace kultury G. tinctoria
zbierano w odstepach dwudniowych (kazdorazowo po trzy kolby) az do zakonczenia cyklu
hodowlanego. Po mechanicznym oddzieleniu biomasy korzeniowej od pedowej oznaczono
swieza (FW) oraz, po liofilizacji, sucha (DW) mas¢ obydwu typow tkanek.

Doswiadczenie majace na celu okreslenie profilu wzrostowego oraz kinetyki produkcji
poszczegblnych zwiazkow izoflawonoidowych w kokulturze G. tinctoria prowadzono w cy-
klu 60-dniowym, wykorzystujac ptynne podtoze SH, o sktadzie podanym powyzej. Ogdtem
okoto 5 g swiezej masy tkankowej (stosunek biomasy pedowej do korzeniowej w inoculum -
4:1) umieszczano w 250 ml kolbach Erlenmeyer a (3 serie — 31 kolb w kazdej) zawierajacych
po 100 ml ptynnej, zmodyfikowanej pozywki SH i kultywowano na wytrzasarce rotacyjne;j,
w warunkach opisanych dla odpowiednich monokultur (rozdz. 91 11). W celu spowodowania
wycieku izolikwirytygeniny, z tkanki korzeniowej do medium hodowlanego, w 42 dniu do-
$wiadczenia, do pozywki dodano 37,8 umol I ABA. Rosnace kultury G. tinctoria zbierano
w odstepach dwudniowych (kazdorazowo po trzy kolby), az do zakonczenia cyklu hodowla-
nego. Nastepnie, dla oddzielonych mechanicznie korzeni i pedéw janowca, oznaczono $wie-
73, 1 po liofilizacji, sucha mase tkankowa.

Zliofilizowane biomasy korzeniowe i pedowe janowca oraz pozywki pochodzace z kolej-
nych dni hodowli poddano analizie fitochemicznej na obecnos¢ izoflawonoidéw. Otrzymane
wyniki stanowia srednie arytmetyczne z trzech prébek hodowlanych + S. D.



240 Maria Luczkiewicz

Kokultury pedowo - korzeniowe G. tinctoria prowadzone w bioreaktorze

Bioreaktor koszyczko =babelkowy = konstrukacja oraz procedury hodowlane

Bioreaktor koszyczkowo-babelkowy sktadat si¢ z dwoch identycznych szklanych koput
(Rasotherm, Niemcy) o wysokosci wewngtrznej 100 mm i §rednicy wewnetrznej, w najszer-
szym miejscu, 180 mm, potaczonych 8 zaciskami (ryc. 1). Miejsce ztaczenia koput szklanych
uszczelniono dodatkowo uszczelka silikonowg (wymiar DN 150, Schott-Duran, Niemcy).
W celu immobilizacji kultur korzeniowych i pedowych wewnatrz naczynia hodowlanego
umieszczono dwa koszyki ze stali nierdzewnej (18/8) o srednicy oczek 8 mm (Deutsch-
Neuman, Niemcy). Mniejszy koszyk o srednicy 120 mm i wysokosci 100 mm umieszczono
koncentrycznie wewnatrz koszyka wiekszego o srednicy 150 mm i wysokosci 120 mm tak, ze
odlegtos¢ miedzy koszykami wynosita 15 mm. Maksymalna odlegtos¢ od dna zewnetrznego
koszyka do dna dolnej koputy wynosita 40 mm (ryc. 1). Korzenie wtosnikowate G. tinctoria
(ok. 10,0 g) umieszczono rownomiernie w przestrzeni miedzy koszykami, a pedy (ok. 40,0 g)
w wewnetrznym koszyku. Po napetnieniu naczynia hodowlanego 1000 ml zmodyfikowanej
pozywki SH korzenie zostaty calkowicie zanurzone w medium hodowlanym natomiast pedy
przykrywata pozywka do wysokosci 15 mm (ryc. 1). Kokultur¢ napowietrzano wtlaczajac
powietrze od spodu zbiornika hodowlanego poprzez silikonowy waz o srednicy wewnetrznej
4 mm i grubosci $ciany 1 mm (Deutsch-Neumann, Niemcy) przy uzyciu pompy membrano-
wej z regulacja przeptywu (Maxima R Air Pump, 6W, 6 PSI, Rolf C. Hagen Inc. Montreal,
Quebec, Kanada). Przeptyw powietrza w kulturze wynosit 800 ml/min. W celu zapewnienia
sterylnych warunkéw hodowli zastosowano filtry wyjatawiajace (Millex Vent Filter, srednica-
50 mm, PTFE membrane, wielko$¢ poréw 0,2 mm; Millipore Corporation, Bedford, USA)
zaréwno na przewodach doprowadzajacych jak i wyjsciu powietrza z naczynia hodowlanego
(ryc. 1). Aby zapobiec ubytkowi pozywki w procesie napowietrzania powietrze, przed jatowa
filtracja, przepuszczano przez ptuczke wodna (ryc. 1).

Kokultury G. tinctoria hodowano w bioreaktorze w warunkach opisywanych dla analo-
gicznych kultur prowadzonych w kolbach Erlenmeyer a (stosunek biomasy pedowej do ko-
rzeniowej w inoculum- 4:1). Celem doprowadzenia do wycieku izolikwirytygeniny z biomasy
korzeniowej do medium hodowlanego, w 42 dniu doswiadczenia, dodano do systemu hodo-
walnego 37,8 umol I" ABA. Zaréwno biomasy tkankowe, jak i pozywki hodowlane zbierano
w: 0, 26, 40, 42, 50 i 54 dniu doswiadczenia, przez catkowite roztadowanie bioreaktora,
w celu oznaczenia $§wiezej (FW) i suchej (DW) masy tkankowej oraz by wykona¢ analizy
fitochemiczne biomas i pozywek. Eksperyment powtdrzono trzykrotnie a wyniki stanowig
srednie arytmetyczne z trzech probek hodowlanych + S. D.

Jakosciowaq oraz iloSciowaq analizg frakcji izoflawonoidowych, wystepujacych w badanych
biomasach i podtozach hodowlanych, zebranych na wszystkich etapach opisywanych do-
swiadczen, przeprowadzono technikqa HPLC wedtug procedury opisanej szczegétowo w roz-
dziale 6.
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A — bioreaktor koszyczkowo- babelkowy — cato$¢ konstrukcji/ the basket-bubble bioreactor — general view
B — bioreaktor koszyczkowo- babelkowy — widok z boku/ the basket-bubble bioreactor — side view
C — bioreaktor koszyczkowo- babelkowy — widok z gory/ the basket-bubble bioreactor — upper view

Ryc. 1. Kokultury pedowo-korzeniowe Genista tinctoria prowadzone w bioreaktorze koszyczkowo-
babelkowym (pozywka SH suplementowana 24,6 umol 1" IBA, 37,8 umol 1" ABA oraz 3%
(w/v) sacharozy; temp. 25 * 2 °C; natezenie $wiatta — 88,8 + 8 umol m” s").

Fig. 1. Genista tinctoria co-culture grown in the basket-bubble bioreactor in liquid SH medium sup-
plemented with 24.6 umol I IBA, 37.8 umol I ABA 3% (w/v) sucrose (25 + 2°C, light inten-
sity — 88.8 umol m” s7').

Omowienie wynikow

Monokultury pedowe G. tinctoria - wzrost i akumulacja izoflawonow

W wyniku przeprowadzonych uprzednio badanh opracowano warunki do cigglego wzrostu
kultur pedowych G. tinctoria w hodowli ptynnej (rozdz. 9). Dla pedow rosnacych w pozywce
SH z 24,6 umol I'' dodatkiem IBA, maksymalng ilo$é biomasy uzyskano w 48 dniu do$wiad-
czenia (354,2 g I'' FW i 25,03 g I DW) (ryc. 2 1 3). Szescdziesigciodniowy cykl wzrostowy
omawianej kultury wyznaczaty wszystkie charakterystyczne fazy, ze stabo zaznaczonym eta-
pem zamierania. Otrzymane pedy charakteryzowaly sie morfologia wlasciwa dla rosliny grun-
towej, bez tendencji do witryfikacji i tworzenia struktur anormalnych.



242 Maria f.uczkiewicz
900 -
——ss T { .......
800 1 —o—sd (4)° ,...-:;;::."i ---------------------- S S 3
—a—sf e e T e
| —e—sd (1® T T T T
700 o % 5 { 4
-wwoe-- RE (4:1)°
0+ —-a--RA (22)° 7
— cem-- RE (1:4)° I
&IJ 0 '.-" E -} """""""""" vy
5 L gl e T ;
s § ----------- S
| 0 oo
x
N
2
3 04
n
200 |
100 1
0

0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60
Czas [dzien]

* Kokultury oraz monokultury pedéw Genista tinctoria prowadzono w ptynnym podtozu SH suplementowanym
24,6 ymol I'' IBA oraz 3% (w/v) sacharozy. Monokultury korzeni wtosnikowatych prowadzono w ptynnym
podiozu SH bez regulatoréw wzrostu (SHp) z 3% dodatkiem sacharozy (w/v). Hodowle prowadzono przy
oswietleniu cigglym w cyklu 60-dniowym.

a: Ss — pedy rosnace jako monokultury; Sc — pedy rosnace w systemie kokultur; Rs — korzenie wlo$nikowate
rosnace jako monokultury; Rc — korzenie wlo$nikowate rosnace w systemie kokultur.

b: wartosci w nawiasach przedstawiaja stosunck ilosciowy pedéw do korzeni w inoculum.

* Genista tinctoria co-culture and single shoot cultures were grown in liquid SH medium supplemented with
24.6 umol I IBA and 3% (w/v) sucrose. Single hairy root cultures were grown in liquid SH medium without
growth regulators (SHy) with 3% (w/v) sucrose. All cultures were maintained for 60 days under continuous
light.

a: Ss — shoots grown as a single culture; Sc - shoots grown in a co-culture; Rs — hairy roots grown as a single
culture; Rc — hairy roots grown in a co-culture.

b: the values in brackets represent various ratios of shoot and hairy root fresh matter in the inoculum.

Ryc. 2. Zmiany w ilosci §wiezej masy pedow i korzeni wlosnikowatych Genista tinctoria, rosnacych
jako monokultury lub kokultury (stosunek ilosciowy pedéw do korzeni w inoculum 4:1, 2:2,
1:4).*

Fig. 2. Changes in fresh weight (FW) of Genista tinctoria shoots and hairy roots grown as single
cultures or in a co-culture (shoot to root inoculation ratios 4:1, 2:2, 1:4).*

Kultury pedowe G. tinctoria produkowaly bogaty, 14-sktadnikowy zespét izoflawonow,
pochodnych genisteiny, daidzeiny i formononetyny, magazynowany catkowicie wewnatrz-
komoérkowo. Nie stwierdzono natomiast obecnosci izoflawonéw w medium doswiadczalnym
(rozdz. 9). W zoptymalizowanych warunkach hodowlanych, gtéwny metabolit zespotu — ge-
nistyna, akumulowany byt w ponad 3-krotnie wyzszym stezeniu niz w przypadku czesci nad-
ziemnych rosliny gruntowej (6640 mg/100 ¢ DW - 40 dzien — ryc. 4) (rozdz. 6).
W wytrzasanej hodowli pedowej janowca stwierdzono, ze synteza metabolitéw znajdujacych
si¢ w szlaku genisteiny i daidzeiny zachodzi réwnolegle i niezaleznie od siebie, nie konkuru-
jac o prekursory biosyntezy (ryc. 5). Nalezy jednak zaznaczy¢, ze szlak biosyntezy genisteiny
realizowany byt w pedach G. fincroria w znacznej przewadze do biosyntezy pochodnych
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daidzeiny (maks. stezenie daidziny — 86,17 mg/100g DW - ryc. 5). W efekcie wytrzasane
hodowle pedowe G. tinctoria stanowia bogate zrodto genisteiny i jej pochodnych, przy nie-
wielkim udziale daidziny.
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Czas [dzien]

* Kokultury oraz monokultury pedéw Genista tinctoria prowadzono w ptynnym podlozu SH suplementowanym
24,6 ymol I'' IBA oraz 3% (w/v) sacharozy. Monokultury korzeni wlo$nikowatych prowadzono w ptynnym
podiozu SH bez regulatoréw wzrostu (SHe) z 3% dodatkiem sacharozy (w/v). Hodowle prowadzono przy
oswietleniu ciggtym w cyklu 60-dniowym.

a: Ss — pedy rosnace jako monokultury; Sc — pedy rosnace w systemie kokultur; Rs — korzenie wlo$nikowate
rosnace jako monokultury; Rc — korzenie wlo$nikowate rosnace w systemie kokultur.

b: warto$ci w nawiasach przedstawiajq stosunek ilosciowy pedéw do korzeni w inoculum.

* Genista tinctoria co-cultures and single shoot cultures were grown in liquid SH medium supplemented with
24.6 umol I IBA and 3% (w/v) sucrose. Single hairy root cultures were grown in liquid SH medium without
growth regulators (SHy) with 3% (w/v) sucrose. All cultures were maintained for 60 days under continuous
light.

a: Ss — shoots grown as a single culture; Sc — shoots grown in a co-culture; Rs — hairy roots grown as a single
culture; Rc — hairy roots grown in a co-culture.

b: the values in brackets represent various ratios of shoot and hairy root fresh matter in the inoculum.

Ryc. 3. Zmiany w ilosci suchej masy peddw i korzeni wlosnikowatych Genista tinctoria, rosnacych
jako monokultury lub kokultury (stosunek ilosciowy pedéw do korzeni w inoculum 4:1, 2:2,
1:4).*%

Fig. 3. Changes in dry weight (DW) of Genista tinctoria shoots and hairy roots grown as single cul-
tures or in a co-culture (shoot to root inoculation ratios 4:1, 2:2, 1:4).*



244 Maria Luczkiewicz

8000 — a0
. g
000 ] —e— genistyna Ss Lao
—o— genistyna Sc* i
---e--- oenisteina Ss* "
6000 | ---0---  genisteina S¢* T
— —
= z
= 5000 1 ?n
o0 i
&
= =
e 3
é 4000 - é
+ 40 -
g ; £
2 20004 & &
2 E 0 B
g . g
o0 H o0
© 2000 "
.= \ o=
= H . . +20 =
& ot EEE Sgekeg EE 2
7] 1000 4 v ,—.E" '-i.--g‘_—:t.-{ 140 7]
N P S
[
¥
o S o o : o

0 2 4 © 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50 52 54 5 58 60
Czas [dzien]

a: Ss — pedy rosnace jako monokultury; Sc — pedy rosnace w systemie kokultur.
a: Ss — shoots grown as a single culture; Sc — shoots grown in a co-culture.

Ryc. 4. Zawartos¢ genisteiny i genistyny w pedach Genista tinctoria rosnacych w kolbach Erlenmeyer'a
jako monokultury oraz w systemie kokultur (4:1), suplementowanych 37,3 umol 1" dodatkiem
ABA (zawartos¢ izoflawonéw w mg/100g suchego materiatu roslinnego).

Fig. 4. Genistein and genistin concentration in Genista tinctoria shoots grown in Erlenmeyer flasks
as single cultures and in a co-culture (4:1) supplemented with 37.3 umol I' ABA (isoflavone
content in mg/100g DW plant material).
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Czas [dzien]

a: Ss — pedy rosnace jako monokultury; Sc — pedy rosnace w systemie kokultur.
a: Ss — shoots grown as a single culture; Sc — shoots grown in a co-culture.

Ryc. 5. Zawartos¢ daidzeiny i genisteiny w pedach Genista tinctoria rosnacych w kolbach Erlenmeyer'a
jako monokultury oraz w systemie kokultur (4:1), suplementowanych 37,3 umol 1" dodatkiem
ABA (zawartos¢ izoflawonéw w mg/100g suchego materiatu roslinnego).

Fig.5. Daidzein and genistein concentration in Genista tinctoria shoots grown in Erlenmeyer flasks
as single cultures and in a co-culture (4:1), supplemented with 37.3 umol I ABA (isoflavone
content in mg/100g DW plant material).

Monokultury korzeni wltosnikowatych G. tinctoria — wzrost i akumulacja izolikwirytygeniny

Wyprowadzenie ptynnej kultury korzeni wlosnikowatych G.tinctoria, zdolnych do pro-
dukcji znacznych ilosci pojedynczego metabolitu z grupy bioflawonoidéw — izolikwirytyge-
niny opisano szczegbétowo w rozdziale 11. W efekcie przeprowadzonych badan uzyskano
szybko rosnace kultury korzeni transformowanych, produkujace w pozywce SH, bez dodatku
regulatoréw wzrostu, znaczne ilosci biomasy (ok. 803,4 ¢ 1" FW i 32,1 g I DW — dzien 36 —
ryc. 2 i 3). Maksymalne stezenie izolikwirytygeniny, w badanych korzeniach, réwne 2271,2
mg/100 g DW, uzyskano w 42 dniu do$wiadczenia, co przypada na faz¢ stacjonarng cyklu
wzrostowego hodowli (ryc. 6).
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czas [dzien]

* stezenie daidzeiny i daidziny w monokulturach pedowych Genista tinctoria (ing/100g DW).

a: Ss — pedy rosnace jako monokultury, Sc — pedy rosnace w systemie kokultur, Rs — korzenie wlo$nikowate
rosnace jako monokultury, Rc — korzenie wlosnikowate rosnace w systemie kokultur, Ms — podioze wzrosto-
we (monokultury korzeni wlosnikowatych), Mc — podloze wzrostowe (kokultury).

b: podtoze suplementowane ABA.

* Daidzein and daidzin concentration in Genista tinctoria single shoot cultures (isoflavone content in mg/100g DW).

a: Ss — shoots grown as a single culture, Sc — shoots grown in a co-culture, Rs — hairy roots grown as a single
culture, Rc — hairy roots grown in a co-culture, Ms — growth medium (single hairy root culture), Mc — growth
medium (co-culture).

b: medium supplemented with ABA.

Ryc. 6. Zawartos¢ izolikwirytygeniny, daidzeiny i daidziny w monokulturach oraz kokulturach Geni-
sta tinctoria (4:1) prowadzonych w kolbach Erlenmeyer'a, mierzona w pgdach, korzeniach
wiosnikowatych i podtozu wzrostowym (zawartos¢ izoflawonéw w mg/100g DW).

Fig. 6. Isoliquiritigenin, daidzein and daidzin concentration in Genista tinctoria single cultures and
a co-culture (4:1) (measured in shoots, hairy roots and media), grown in Erlenmeyer flasks
(isoflavone content in mg/100g DW).
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W korzeniach wtosnikowatych G. tincroria doszto do catkowitego zahamowania biosyn-
tezy izoflawonéw, pochodnych genisteiny i daidzeiny, charakterystycznych dla rosliny macie-
rzystej. Ponadto, syntetyzowana izolikwirytygenina magazynowana byta w catosci wewnatrz-
komoérkowo. Dopiero w wyniku dodatku do pozywki kwasu abscyzynowego zaobserwowano
niezwykta zmiang w statusie magazynowania omawianego zwiazku. Wigkszos¢ metabolitu,
po dodaniu ABA, zostata wyrzucona z tkanki korzeniowej do poditoza hodowlanego, ktére
w tym wypadku mozna uzna¢ za ,,zewngtrzng wakuole” (ryc. 6). Dodatek kwasu abscyzyno-
wego do kultury korzeni wlosniczkowych powodowal znaczne zmiany nekrotyczne w bada-
nej biomasie (rozdz. 11). Z tego wzgledu powyzszy regulator wzrostu dodano ostatecznie do
pozywki w 42 dniu hodowli, gdy kultura korzeniowa znajdowata si¢ w stacjonarnej fazie
wzrostu, a uzyskane stezenie izolikwirytygeniny osiggneto wartos¢ maksymalnag (ryc. 61 7).
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Czas [dzien]

a: FW — §wieza masa, DW — sucha masa/ FW — fresh weight, DW — dry weight.
b: Rs — korzenie wlo$nikowate rosnace jako monokultury/ Rs — hairy roots grown as a single culture.
¢: ABA — hodowla suplementowana ABA/ ABA — culture supplemented with ABA.

Ryc. 7. Zmiany ilosci swiezej i suchej masy korzeni wtosnikowatych Genisra tinctoria rosnacych jako
monokultury w podtozu SH, bez dodatku badz z dodatkiem 37,8 umol I'" ABA.

Fig. 7. Changes in fresh (FW) and dry (DW) weight of Genista tinctoria hairy roots grown as single
cultures in SHy medium without or supplemented with 37.8 umol I ABA.

W rezultacie w 54 dniu doswiadczenia otrzymano 2363,7 mg/100 g DW izolikwirytyge-
niny w pozywce, co stanowi okoto 80% ogdlnej ilosci tego zwiazku, syntetyzowanej w da-
nym momencie w kulturze (ryc. 6). W zwiazku z powyzszym kultury korzeni wto$nikowa-
tych G. tinctoria moga zosta¢ uznane za bardzo wartosciowy system in vitro, do produkcji
izolikwirytygeniny, tatwej do izolacji ze wzgledu na zewnatrzkomérkowy sposob magazyno-
wania.

Inicjacja kokultur pedowo-korzeniowych G. tinctoria

Poréwnanie wtérnego metabolizmu kultur korzeni wtosnikowatych i pedowych G. tincto-
ria, w zakresie zwigzk6éw izoflawonoidowych, nasuneto przypuszczenie, ze podczas hodowli
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obydwu kultur w jednym naczyniu hodowlanym mogtoby dojs¢ do translokacji i biokonwersji
produkowanej przez korzenie izolikwirytygeniny do pochodnych daidzeiny w pedach.
Niewielkie ilosci daidzeiny i daidziny syntetyzowane w monokulturach pedowych G. tinctoria
wskazuja, ze w danej biomasie roslinnej aktywne sa uktady enzymatyczne niezbedne do pro-
dukcji tych zwiazkow (ryc. 5). Hodowle roslin wyzszych w systemie kokultur migdzygatun-
kowych, do tej pory, realizowane byly w celu translokacji hioscyjaminy syntetyzowanej
w korzeniach wtosnikowatych Arropa belladonna do teratoméw pedowych Duboisia, gdzie
powyzsza czasteczka ulegata biotransformacji do skopolaminy [14]. Ponadto Sidwa-Gorycka
i wsp. opracowali warunki do prowadzenia kokultur korzeni wtosnikowatych Ammi majus
oraz peddéw Ruta graveolens w celu uzyskania wzmozonej biosyntezy furanokumaryn [13].
W przeciwienstwie do opisywanych, przez powyzszych autoréw, doswiadczen w przypadku
kokultur pedowo-korzeniowych G. tinctoria doboér podstawowego podtoza hodowlanego nie
sprawit zasadniczych trudnosci. Obydwie biomasy w systemie monokultur hodowane byty
w pozywce SH [12] (rozdz. 9 i 11). Na wstepnym etapie doswiadczen wykazano réwniez, ze
korzenie wilosnikowate G. tinctoria, ktére naturalnie wykazuja anergizacje w stosunku do
regulatoréw wzrostu (wzrost na SHy — rozdz. 11) moga by¢ z powodzeniem hodowane na
pozywce SH z 24,6 umol 1" dodatkiem IBA. Auksyna ta nie hamowata ani wzrostu korzeni
ani biosyntezy izolikwirytygeniny (ryc. 6-9).
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Czas [dzien]

* kultury prowadzono w pltynnym podlozu SH suplementowanym 24,6 pmol I IBA oraz 37,8 pmol I'' ABA
(dodano w dniu 42).

a: FW — §wieza masa.

b: Ss — pedy rosnace jako monokultury; Sc — pedy rosnace w systemie kokultur; Rs — korzenie wlo$nikowate
rosnace jako monokultury; Rc — korzenie wlo$nikowate rosnace w systemie kokultur.

¢: ABA - hodowla suplementowana ABA (w dniu 42).

* All cultures were grown in liquid SH medium supplemented with 24.6 umol I'' IBA, 37.8 umol I ABA (on day 42)

a: FW — fresh weight.

b: Ss — shoots grown as a single culture, Sc — shoots grown in a co-culture, Rs — hairy roots grown as a single
culture, Rc — hairy roots grown in a co-culture.

c: ABA — culture supplemented with ABA (on day 42).

Ryc. 8. Zmiany ilosci $wiezej masy pedow i korzeni wlosnikowatych Genista tinctoria rosnacych jako
monokultury oraz w systemie kokultur (stosunek ilosciowy pedow do korzeni w inoculum 4:1).*

Fig. 8. Changes in fresh weight (FW) of Genista tinctoria shoots and hairy roots grown as single
cultures or in a co-culture (shoot to root inoculation ratio 4:1).*
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Czas [dzien]

* kultury prowadzono w ptynnym podlozu SH suplementowanym 24,6 pmol I IBA oraz 37,8 pmol I'' ABA
(dodano w dniu 42).

a: DW — sucha masa.

b: Ss — pedy rosnace jako monokultury; Sc — pedy rosnace w systemie kokultur; Rs — korzenie wlo$nikowate
rosnace jako monokultury; Rc — korzenie wlo$nikowate rosnace w systemie kokultur.

¢: ABA - hodowla suplementowana ABA (w dniu 42).

* All cultures were grown in liquid SH medium supplemented with 24.6 umol I IBA, 37.8 umol I'' ABA (on day 42).

a: DW — fresh weight.

b: Ss — shoots grown as a single culture, Sc — shoots grown in a co-culture, Rs — hairy roots grown as a single
culture, Rc — hairy roots grown in a co-culture.

c: ABA — culture supplemented with ABA (on day 42).

Ryc. 9. Zmiany ilosci suchej masy pedéw i korzeni wlosnikowatych Genista tinctoria rosnacych jako
monokultury oraz w systemie kokultur (stosunek ilosciowy pedéw do korzeni w inoculum
4:1).*

Fig. 9. Changes in dry weight (DW) of Genista tinctoria shoots and hairy roots grown as single cul-
tures or in a co-culture (shoot to root inoculation ratio 4:1).*

Kluczowym okazat si¢ natomiast dobor stosunku ilosciowego pedéw do korzeni transfor-
mowanych w biomasie inokularnej. Kultury korzeni wtosnikowatych oraz wytrzasane hodow-
le pedowe G. tinctoria rOznity si¢ szybkoscia oraz intensywnoscia przyrostu (ryc. 2 i 3).
Uogdlniajac, korzenie rosty znacznie szybciej od pedow a uzyskana maksymalna ilo$¢ swie-
zej masy w monokulturze byta w tym przypadku ponad dwukrotnie wigksza od biomasy pe-
dowej (ok. 803 g I'" FW — korzenie; ok. 354 g I FW —ryc. 2 i 7).W efekcie, w trakcie kokul-
tywacji obydwu tkanek w jednym zbiorniku hodowlanym szybko rosnace korzenie mogtyby
znacznie hamowa¢ wzrost pedow wykorzystujac sktadniki odzywcze z podtoza doswiadczal-
nego. Celem uzyskania, w kokulturze, profilow wzrostowych obydwu tkanek jak najbardziej
zblizonych do optymalnych parametréw wzrostowych, stwierdzonych w przypadku monokul-
tur postuzono si¢ zmienng iloscia badanych biomas w inoculum wyjsciowym (ryc. 2 i 3).
Stwierdzono, ze korzenie wlosnikowate G. tinctoria hodowane wspélnie z pedami powyzszej
rosliny hamuja zasadniczo ich wzrost (ryc. 2 i 3). Gdy stosunek ilosciowy pedéw do korzeni
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w inoculum wynosit 1:4, w 42 dniu hodowli otrzymano jedynie 61, 4 g I'' $wiezej masy
pedowej. Uzyskany wynik wskazuje jednoznacznie, ze ta niewielka (FW e - ok. 354 g I,
w porOéwnaniu z monokulturami, ilo§¢ biomasy jest nie tylko wynikiem 4-krotnie mniejszego
wyjsciowego inoculum pgdowego ale rOwniez wigze si¢ z obecnoscia korzeni wlo$nikowa-
tych w zbiorniku hodowlanym (ryc. 2). Szybko rosnace kultury korzeniowe szczelnie oplataty
inoculum pgdowe juz w pierwszych dniach do$wiadczenia, warunkujac tym samym gorsze
napowietrzanie pedéw i stabszy dostep do sktadnikéw odzywczych pozywki (ryc. 10).

A — pierwszy dzien hodowli/ the first day of a co-culture
B — szes$édziesiaty dzien hodowli/ the 60th day of a co-culture

Ryc. 10. Kokultury pedowo - korzeniowe Genista tinctoria prowadzone w kolbach Erlenmeyer a
(pozywka SH suplementowana 24,6 pmol " IBA, 37,8 pmol I'" ABA oraz 3% (w/v) sacha-
rozy; temp. 25 + 2°C; nat¢zenie $wiatta — 88,8 umol + 8 m? s'l).

Fig. 10. Genista tinctoria co-culture grown in Erlenmeyer flask in liquid SH medium supplemented
with 24.6 ,u]mol I IBA, 37.8 umol I ABA, 3% (w/v) sucrose (25 +2°C, light intensity — 88.8
umolm=s™).

Przyrastajace pedy byly stabsze i wykazywaty liczne ciemnobrunatne zmiany nekrotycz-
ne. Wraz ze zmniejszeniem ilosci wyjsciowej korzeni (stosunek 2,5:2,5) pedy przyrastaty
znacznie intensywniej (ryc. 2). Najmniejsza inhibicj¢ przyrostu pedéw G. tinctoria uzyskano
przy stosunku ilosciowym pedéw do korzeni, réwnym 4:1 (ok. 304,3 g 1I"' FW — pedy). Uzy-
skany w tym wypadku wynik jest najbardziej zblizony do rezultatu otrzymanego w odpo-
wiedniej monokulturze. Dotyczy on jednak tylko Swiezej masy pedowej (ryc. 2). Sucha masa
pedowa, niezaleznie od stosunku ilosciowego pedéw do korzeni w inoculum byta zawsze du-
70 nizsza niz w przypadku monokultury (przyktadowo - 11,9 g 1" DW- 4:1; 23,03 g 1"' DW —
5:0 — monokultura; ryc. 3). Opisywane zjawisko moze swiadczy¢ o znacznie wigkszej hydra-
tacji pedow w kokulturze. W wyniku obserwacji makroskopowych stwierdzono, ze prawie
wszystkie pedy janowca barwierskiego hodowane z korzeniami wlo$nikowatymi witryfiko-
waly. Powszechnie wiadomo, ze efekt szklenia zwiazany jest z obecnoscia znacznych stg¢zen
cytokinin w pozywce [17]. Jako, ze w omawianym do$wiadczeniu nie stosowano w podtozu
SH regulatoréw wzrostu z tej klasy, opisywane zjawisko jest niewatpliwie rezultatem kokul-
tywacji pedéw i korzeni wiosniczkowych G. tinctoria. By¢ moze jest ono spowodowane za-
wartoscig endogennych regulatoréw wzrostu w badanych korzeniach. Jako, ze w doswiadcze-
niu nie oznaczano wewng¢trznego poziomu cytokinin w biomasach, powyzsze stwierdzenie
musi pozosta¢ jedynie w sferze przypuszczen.
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Niezaleznie od ilosci, w inoculum hodowlanym, pedy nie wptywaty negatywnie na wzrost
korzeni wtosniczkowych G. tinctoria w kokulturze. Stwierdzono natomiast, ze mate inoculum
wyjsciowe korzeni wyraznie warunkuje ich szybszy i bardziej intensywny wzrost. Gdy stosu-
nek ilosciowy pedéw do korzeni w inoculum kokultury wynosit 4:1, w koncowym dniu eks-
perymentu, uzyskano ok. 304, 3 g I"' $wiezej biomasy korzeniowej (ryc. 2). Wartos¢ ta, zwa-
zywszy na 4-krotnie nizsze, w porownaniu z monokultura, inoculum przewyzsza maksymalng
ilo§¢ $wiezej masy korzeniowej otrzymanej w monokulturze (ok. 800,7 g I FW — dzien 36;
ryc. 2,7,8). Uzyskany wynik jest prawdopodobnie spowodowany zaréwno obecnoscia pedow
w kokulturze oraz dodatkiem do pozywki 24,6 umol 1" IBA, auksyny ktérej nie stosowano
w pierwotnej monokulturze korzeni transformowanych G. tinctoria .

Z uwagi na uzyskane wyniki, do dalszych eksperymentéw z kokulturami G. tinctoria wy-
brano inoculum tkankowe, w ktérym stosunek ilosciowy pedéw do korzeni wynosit 4:1. Uzy-
skane, w danych warunkach, profile wzrostowe obydwu tkanek jak i ilosci §wiezych i su-
chych biomas byly najbardziej zbiezne do wynikéw uzyskanych w przypadku odpowiednich
monokultur (rozdz. 91 11;ryc. 819).

Wzrost oraz akumulacja zwiqzkow izoflawonoidowych w kokulturach G. tinctoria prowa-
dzonych w kolbach Erlenmeyer a

Kokulture pedowo-korzeniowa G. tinctoria, otrzymang na bazie optymalnego inoculum
tkankowego (stosunek pedéw do korzeni — 4:1), hodowano w cyklu szes¢dziesigciodniowym,
stosujac dodatek 37,8 umol I" ABA w 42 dniu doswiadczenia. Tym samym powtérzono wa-
runki dokarmiania monokultur korzeni wiosnikowatych janowca w celu doprowadzenia do
wycieku izolikwirytygeniny do podtoza. Oznaczajac swieze (FW) i suche (DW) masy tkan-
kowe, co drugi dzien trwania eksperymentu, ustalono wptyw ABA na wzrost korzeni i pedéw
G. tinctoria w kokulturze. Korzenie wtosnikowate, w obecnosci ABA wolno, ale systema-
tycznie zamieraty, podobnie jak to miato miejsce w odpowiedniej monokulturze (ryc. 7,8.9).
Kwas abscyzynowy nie hamowatl natomiast wzrostu i nie powodowat nekrozy pedow, ktére
rosty w kokulturze mimo jego obecnosci az do kofica eksperymentu ( FWia.-0k. 334,2 ¢ I'! -
54 dzien —ryc. 8).

Analiza fitochemiczna biomas i pozywek wzrostowych z poszczegdlnych etapéw do-
swiadczenia wykazata, ze hodowane roéwnolegle, w jednej kolbie, pedy i korzenie wtosniko-
wate G. tinctoria nie wptywajq zasadniczo na rodzaj oraz ilo§¢ akumulowanych izoflawonéw
w poszczegllnych tkankach. Az do 42 dnia eksperymentu, w ktérym zastosowano dokarmia-
nie ABA, korzenie produkowaty ciagle tylko jeden metabolit z grupy bioflawonoidéw — izo-
likwirytygening. Maksymalng ilos¢ oznaczanego zwigzku réwna 2304,3 mg/100g DW otrzy-
mano w 44 dniu doswiadczenia. Ilos¢ ta jest wigc porOwnywalna do stezenia omawianego
wtornego metabolitu w odpowiedniej monokulturze (ryc. 6, tab. 1). Jednoczesnie, az do 44
dnia hodowli nie stwierdzono w pedach janowca obecnosci izolikwirytygeniny ani tez wzro-
stu, w danej biomasie, zawartosci daidzeiny i daidziny, ktérych izolikwirytygenina jest pre-
kursorem (ryc. 6, 6A, tab. 1). Swiadczy to niezbicie, ze sam proces hodowania pedéw i ko-
rzeni G. tinctoria w jednym zbiorniku doswiadczalnym nie jest wystarczajacy do otrzymania
systemu hodowlanego, w ktérym pedy zdolne sa do bezposredniej biokonwersji izolikwiryty-
geniny, produkowanej i magazynowanej w korzeniach. Prawdopodobnie odpowiedzialne sg
za to mechanizmy magazynowania odpowiednich substratéw w tkankach i co za tym idzie ich
ograniczona biodostepnos¢ dla odpowiednich uktadéw enzymatycznych [11]. Sama obecnos¢
korzeni w kokulturze nie wptyngta réwniez na metabolizm pochodnych daidzeiny i genisteiny
(aglikonéw, glikozydéw oraz estrow) w pedach G. tinctoria (rozdz. 9).
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Celem uzyskania wigkszej przejrzystosci, w interpretacji otrzymanych wynikéw, zdecy-
dowano si¢ zaprezentowaé, na danym etapie doswiadczen, jedynie zmiany dotyczace zawar-
tosci, w pedach, dwoch par zaleznych od siebie zwiazkéw tj. genisteiny i genistyny oraz dai-
dzeiny i daidziny. Ewentualne réznice stezen powyzszych metabolitow, obserwowane w cyklu
hodowlanym, wystarczaja do okreslenia wptywu sposobu hodowli, jakim sa kokultury na
istniejace, w pedach, rownolegte szlaki metaboliczne daidzeiny i genisteiny.

Pedy G. tinctoria, hodowane w systemie kokultur zachowaty, w kolejnych dniach do-
swiadczenia, charakterystyczna dla odpowiednich monokultur zalezno$¢ migedzy stezeniami
genisteiny i daidzeiny, a odpowiednimi monoglikozydami (ryc. 4-6, tab. 1, rozdz. 9).
W przypadku obydwu par zwiazkOw najbardziej intensywny wzrost zawartosci glikozydow
wystapit w dniach, kiedy stezenie aglikon6w malato (ryc. 4 i 6A). Mozna wigc przypuszczac,
ze w danym momencie biosynteza aglikondéw de novo przebiega znacznie wolniej niz ich gli-
kozydacja do odpowiednich monoglikozydow. Najintensywniejsza produkcja daidziny i geni-
styny (do 42 dnia hodowli — dokarmianie ABA) przypadata na fazg stacjonarng cyklu wzro-
stowego (ryc. 81 9) co potwierdza fakt, ze w wigkszosci wypadkéw biosynteza wtdrnych me-
tabolitow, w hodowlach in vitro roslin wyzszych, rozpoczyna si¢ dopiero po ukonczeniu in-
tensywnego przyrostu tkankowego [15]. Ponadto wyraznie wida¢, ze biosynteza obydwu par
zwiazkOw (genisteina - daidzeina i genistyna - daidzina) przebiegata, w kokulturach, réwno-
legle. Potwierdza to dane literaturowe, zgodnie z ktérymi ilo$¢ grup fenylowych w pierscie-
niach izoflwonu jest determinowana juz na etapie powstawania chalkonu [2,7]. Podstawowym
metabolitem frakcji izoflawonowej, pedéw G. tinctoria rosnacych w kokulturach, podobnie
jak w monokulturach, byta genistyna (6678,4 mg/100 DW — 40 dzien; ryc. 4), a daidzina, do
dnia 42, syntetyzowana byta jedynie w niewielkiej ilosci (85,4 mg/100 g DW — 40 dzien —
ryc. 61 6A, tab. 1).

Zasadnicze réznice miedzy pedami hodowanymi jako monokultury oraz kokultury poja-
wity si¢ po dodaniu do pozywki kwasu abscyzynowego. Uzyskano wtedy stopniowy wyciek
izolikwirytygeniny, z biomasy korzeniowej do pozywki hodowlanej, ktérego maksimum
(1094, 4 mg/100 g DW) przypada na 48 dzien doswiadczenia (6 dni po dokarmianiu — ryc. 6,
tab. 1). W podtozu eksperymentalnym nie stwierdzono natomiast zupetnie obecnosci innych
izoflawonéw. Pochodne daidzeiny i genisteiny w pedach pozostaly, co wykazata analiza
HPLC, zmagazynowane wewnatrzkomorkowo, tak jak to miato miejsce w odpowiedniej mo-
nokulturze (tab. 1). Z technologicznego punku widzenia wyciek omawianych izoflawonéw
bytby bardzo korzystny, gdyz ulatwitby znacznie proces ekstrakcji cennych fitoestrogenow.
Na obecnym etapie badan trudno wyjasni¢ czy brak wycieku pochodnych genisteiny i daidze-
iny z pedéw, w przeciwienstwie do tatwo uwalnianej z korzeni izolikwirytygeniny, zwiazany
jest z sama natura fizykochemiczng poszczegdlnych zwiazkow (réznica w hydrofilnosci), czy
tez zalezy od magazynowania ich w innych rodzajach tkanek (pedy i korzenie transformowane).

W opracowanym systemie hodowlanym pedy G. tinctoria byty natomiast zdolne do bio-
konwersji izolikwirytygeniny uwalnianej do podtoza z korzeni wtosnikowatych. Zwiazek ten
byt stopniowo przeksztatcany w daidzeing a nastepnie w daidzine (glikozydacja), ktére byty
nastepnie magazynowane w pedach wewnatrzkomorkowo (ryc. 6 i 6A, tab. 1). W efekcie
przeprowadzonego eksperymentu uzyskano w pedach kokultury, w 54 dniu doswiadczenia,
maksymalng ilo$¢ daidziny (1601,7 mg/100 g DW — ryc. 6). Ilos¢ ta jest okoto 38 razy wyz-
sza niz zawartos¢ powyzszego izoflawonu w zielu rosliny macierzystej (42,0 mg/100 g DW —
rozdz. 6). Réwniez otrzymana koncowa zawarto$¢ daidzeiny (50,4 mg/100 g DW — dzien 60;
ryc. 6) 166-krotnie przewyzsza ilo$¢ tego zwiazku w roslinie gruntowej (ryc. 6, rozdz. 61 9).
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W dniach, w ktérych odnotowano znaczny wzrost ste¢zenia daidzeiny i daidziny, w pedach
kokultur, ilo$¢ oznaczanej w pozywce izolikwirytygeniny drastycznie malata z 10944
mg/100 ¢ DW (dzien 48) do okoto 80 mg/100 ¢ DW (dni 52-60 — ryc. 6, tab. 1). Swiadczy to,
ze powyzszy zwiazek, po translokacji, postuzyt jako substrat do biosyntezy daidzeiny, a na-
stepnie daidziny. W przeciwienstwie do izolikwirytygeniny magazynowanej w korzeniach,
powyzszy prekursor, wydalany wstepnie do pozywki, wykazat odpowiednig biodostgpnos¢ dla
pedowych uktadéw enzymatycznych, znajdujacych si¢ w tancuchu metabolicznym daidzeiny.

Zaistniaty proces biokonwersji izolikwirytygeniny do daidzeiny nie zaburzal mechani-
zméw biosyntezy i magazynowania genisteiny i jej glikozydowych pochodnych. Byty one
syntetyzowane, w przyblizeniu, na poziomie oznaczonym w pedach janowca, hodowanych
jako monokultury. W efekcie, po biokonwersji, uzyskany system kokultur pedowo-
korzeniowych G. tinctoria stat si¢ zrédlem znacznych stezen genistyny (6678,4 mg/100 g
DW) oraz daidziny (1601,7 mg/100 g DW —ryc. 4-6, tab. 1).

Wzrost oraz akumulacja zwiqzkow izoflawonoidowych w kokulturach G. tinctoria prowa-
dzonych w bioreaktorze koszyczkowo-bgbelkowym

Hodowla korzeni wtosnikowatych oraz pedow G. tinctoria w tej samej kolbie Erlenmey-
er a wigzala si¢ z szeregiem probleméw. Jak juz wspomniano, z jednej strony, korzenie opla-
tajac pedy hamowaty ich wzrost (ryc. 10), a z drugiej strony, po zakonczonym procesie ho-
dowlanym, niezwykle trudno byto mechanicznie oddzieli¢ obydwie tkanki celem przeprowa-
dzenia odpowiednich pomiaréw dotyczacych wzrostu oraz wykonania analizy fitochemiczne;.
Z uwagi na zaistniale ograniczenia oraz fakt, ze system kokultur G. tinctoria charakteryzowa-
ta niezmiernie wysoka wydajnos¢ w zakresie produkcji izoflawonéw, postanowiono przenies¢
badane biomasy do odpowiedniego bioreaktora, ktéry umozliwitby przetestowanie opracowa-
nego typu hodowli w skali p6ttechnicznej. W tym celu skonstruowano urzadzenie prototypo-
we (bioreaktor koszyczkowo-babelkowy). Dwa koncentrycznie umieszczone koszyki umoz-
liwity przestrzenne odseparowanie pedow od korzeni janowca, przy zachowaniu swobodnego
dostepu pozywki do obydwu tkanek (ryc. 1). Napowietrzanie kokultury odbywato si¢ poprzez
wymuszony, pompa membranowa, przeptyw jalowego powietrza, a nie poprzez mechaniczne
mieszanie jak to miat miejsce w kolbie Erlenmeyera. W efekcie pedy mogty rosna¢ swobod-
nie, w kierunku gérnej koputy bioreaktora, natomiast korzenie oplataty siatke koszykdw ule-
gajac immobilizacji 1 naturalnie wypetniajac dolng kopute urzadzenia (ryc. 1). Tym samym
uzyskano znacznie lepsze parametry wzrostowe hodowanych tkanek niz w przypadku kokul-
tur janowca prowadzonych w standardowych kolbach szklanych (ryc. 8,9,11,12). Fakt ten byt
szczegllnie zauwazalny w przypadku pedow, ktére charakteryzowaty si¢ mniejszym szkle-
niem i produkowaty znacznie wiecej suchej masy (26,4 g 1" DW — 54 dzien) niz pedy kulty-
wowane w kolbie (13, 4 g I DW — 54 dzien — ryc. 9i 12). Kokultury rosnace w bioreaktorze
poddano ponadto analizie fitochemicznej, zbierajac tkanki w dniach, w ktorych osiagnigto dla
kokultur i monokultur janowca, prowadzonych w kolbach, maksymalne stezenia poszczegdl-
nych metabolitéw, pochodnych genisteiny. W tym przypadku oprécz aglikondéw i monogliko-
zydow oznaczono, w systemie hodowlanym, zawartos¢: 7-O-diglukozydu genisteiny, 7-O-
glukozydu 2 -hydroksygenisteiny, 6™~ -O-malonylo-7-O-glukozydu genisteiny (malonylogeni-
styna) oraz 6 "-O-acetylo-7-O-glukozydu genisteiny (acetylogenistyna), czyli wszystkich
podstawowych metabolitéw frakcji izoflawonoidowej obecnej w badanych tkankach (tab. 2).
Pozwolito to na obliczenie produktywnosci i specyficznej produktywnosci wszystkich sub-
stancji obecnych w kokulturach G. tincroria (tab. 2).
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* kultury prowadzono w ptynnym podiozu SH suplementowanym 24,6 umol I IBA oraz 37,8 pmol I ABA
(dodano w dniu 42).

a: FW — §wieza masa.

b: Ss — pedy rosnace jako monokultury; Sch — pedy rosnace w systemie kokultur w bioreaktorze; Rs — korzenie
wios$nikowate rosnace jako monokultury; Rcb — korzenie wlo$nikowate rosnace w systemie kokultur w bioreaktorze.

¢: ABA - hodowla suplementowana ABA (w dniu 42).

* All cultures were grown in liquid SH medium supplemented with 24.6 umol I IBA, 37.8 umol I'' ABA (on day 42).

a: FW — fresh weight.

b: Ss — shoots grown as a single culture, Scb — shoots grown in a co-culture in the bioreactor, Rs — hairy roots
grown as a single culture, Rch — hairy roots grown in a co-culture in the bioreactor.

c: ABA — culture supplemented with ABA (on day 42).

Ryc. 11. Zmiany ilosci $§wiezej masy pedow i korzeni wilosnikowatych Genista tinctoria rosnacych
jako monokultury oraz w systemie kokultur w bioreaktorze koszyczkowo-babelkowym (sto-
sunek ilosciowy pedéw do korzeni w inoculum 4:1).*

Fig. 11. Changes in fresh weight of Genista tinctoria shoots and hairy roots grown as single cultures
or in a co-culture in the basker-bubble bioreactor (shoot to root inoculation ratio 4:1). *

Zasadniczo przeniesienie biomas G. tinctoria z kolby Erlenmeyer'a do bioreaktora pod-
niosto ilo§¢ wszystkich oznaczanych, w tkankach, wtérnych metabolitéw (stwierdzenie to
dotyczy jedynie doswiadczen prowadzonych w systemie kokultur — tab. 1 i 2). Wigze si¢ to
zapewne ze zmiang systemu napowietrzania oraz z przestrzennym oddzieleniem pedéw od
korzeni. Jak wynika z licznych badan nad biosynteza wtérnych metabolitow w duzych zbior-
nikach hodowlanych, w znacznej ilosci przypadkdéw, poziom syntetyzowanych zwigzkow jest
bezposrednio zalezny od typu bioreaktora [18]. W przypadku kokultur G. tinctoria konstruk-
cja pojemnika hodowlanego réwniez okazala si¢ istotna.

Poréwnujac wyniki dotyczace produktywnosci genisteiny i jej mono i diglukozydowych
pochodnych, kultury prowadzone w bioreaktorze charakteryzuja si¢ troch¢ gorszymi parame-
trami od monokultur pedowych. Przyktadowo, specyficzna produktywnos¢ genistyny wynosi
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w monokulturze 38 a w kokulturze 34 (tab. 2). Wiaze si¢ to bezposrednio z mniejszg iloscia
suchej masy tkankowej otrzymanej w eksperymencie z zastosowaniem kokultury. Specyficz-
na produktywnos$¢ daidziny w kokulturze wzrosta jednak zasadniczo. Podczas gdy w mon-
okulturze wynosita ona 0,49 to w kokulturze wzrosta do 8,05 (tab. 2). Uzyskany wynik wyda-
je sie rekompensowac nieznaczny spadek produktywnosci podstawowego metabolitu, ktérym
jest genistyna.
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* wszystkie kultury prowadzono w ptynnym podiozu SH suplementowanym 24,6 umol 1" IBA oraz 37,8 pmol I
ABA (dodano w dniu 42).

a: DW — sucha masa.

b: Ss — pedy rosnace jako monokultury; Sch — pedy rosnace w systemie kokultur w bioreaktorze; Rs — korzenie
wlosnikowate rosnace jako monokultury; Rcb — korzenie wlo$nikowate rosnace w systemie kokultur w bioreaktorze.

¢: ABA - hodowla suplementowana ABA (w dniu 42).

* All cultures were grown in liquid SH medium supplemented with 24.6 umol I IBA, 37.8 umol I ABA (on day 42).

a: DW — fresh weight.

b: Ss — shoots grown as a single culture, Scb — shoots grown in a co-culture in the bioreactor, Rs — hairy roots
grown as a single culture, Rch — hairy roots grown in a co-culture in the bioreactor.

c: ABA — culture supplemented with ABA (on day 42).

Ryc. 12. Zmiany ilosci suchej masy pedéw i korzeni wlosnikowatych Genista tinctoria rosnacych
jako monokultury oraz w systemie kokultur w bioreaktorze koszyczkowo-babelkowym (sto-
sunek ilosciowy pedéw do korzeni w inoculum 4:1).*

Fig. 12. Changes in dry weight of Genista tinctoria shoots and hairy roots grown as single cultures
or in a co-culture in the basker-bubble bioreactor (shoot to root inoculation ratio 4:1). *

Kokultury G. tinctoria w przeciwienstwie do monokultur nie produkowaty zupetnie acety-
logenistyny, a biosynteza malonylogenistyny, w badanym systemie, gwattownie spadta, po
dodaniu kwasu abscyzynowego (tab. 2). Jak powszechnie wiadomo malonylogenistyna jest,
w roslinie, forma magazynowga genisteiny, ktora jako fitoaleksyna uwalniana zostaje, na dro-
dze hydrolitycznej, w sytuacjach stresu biotycznego lub abiotycznego [3]. Jezeli zaistniate, po
dodaniu ABA warunki (uwolnienie izolikwirytygeniny do podtoza i jej p6zniejsza biokon-
wersja) uznamy za stresowe to spadek stezenia malonylogenistyny, w pedach kokultury,
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mozna wlasnie wyjasni¢ wystapieniem stresu abiotycznego. W rezultacie otrzymane kokultury
pedowo-korzeniowe G. tinctoria sa wybidrczym, bogatym zrédiem mono- i diglukozydéw
genisteiny oraz daidzeiny i daidziny, co zasadniczo odréznia je od monokultur pedowych.

Reasumujac, w wyniku przeprowadzonych badan opracowano po raz pierwszy, w warun-
kach in vitro, system hodowlany na bazie kokultur pedéw i korzeni wtosnikowatych Genista
tinctoria, zdolny do produkcji znacznych ilosci fitoestrogendéw, pochodnych genisteiny i dai-
dzeiny. Dob6r inoculum hodowlanego, w zakresie stosunku ilosciowego pedoéw do korzeni,
umozliwit ciggty wzrost obydwu tkanek w jednym zbiorniku hodowlanym oraz znaczna pro-
dukcje biomasy roslinnej. Przeprowadzona analiza fitochemiczna pedéw, korzeni oraz pozy-
wek pochodzacych z poszczeg6lnych dni kokultury i poréwnanie uzyskanych wynikéw z od-
powiednimi monokulturami wykazato, ze opracowany sposob hodowli nie zahamowat aku-
mulacji znacznych ilosci genistyny i jej pochodnych w biomasie pedowe;j. Jednie dokarmienie
kokultury kwasem abscyzynowym umozliwito wyrzucenie z korzeni do podtoza izolikwiry-
tygeniny, a nastepnie wykorzystanie jej do syntezy daidzeiny i daidziny w pedach. Mozna
wigc uzna¢, ze w uktadach hodowlanych ztozonych z kokultur, ktérych celem jest uzyskanie
biokonwersji okreslonych prekursoréw do metabolitow wtérnych syntetyzowanych przez
rézne tkanki, nalezy zwréci¢ znaczng uwage na biodostgpnos¢ substratow.

Hodowle wytrzasane G. tinctoria, w ktérych biokonwersj¢ izolikwirytygeniny do daidze-
iny i jej pochodnych probowano by uzyska¢ dokarmiajac kulturg rozpuszczong w podtozu
izolikwirytygenina, ze wzgledu na ceng omawianego prekursora, nie bylyby optacalne. Stad
szczegblnie cennym wydaje si¢ wykorzystanie, jako bezposredniego zrddta izolikwirytygeni-
ny, wilasnie kultur korzeni wlosnikowatych. Umozliwily one nie tylko uzyskanie znacznych
stezen prekursora, ale rowniez poprzez zastosowanie pozywki z dodatkiem ABA, pominigcie
kosztownego etapu ekstrakcji omawianego zwiazku z matrycy roslinnej. W rezultacie, w sys-
temie kokultur, wykorzystano hodowle korzeni transformowanych G. tinctoria, ktére zwa-
zywszy na akumulacje tylko jednego wtornego metabolitu z klasy bioflawonoidéw, zwiazku
o ograniczonej aktywnosci farmakologicznej [6], wydawaty si¢ mato atrakcyjne z technolo-
gicznego punktu widzenia.

Skonstruowany bioreaktor koszyczkowo-babelkowy umozliwit przeprowadzenie do-
swiadczenia z kokulturami G. tinctoria w skali péttechnicznej. Hodowla prowadzona w po-
wyzszym bioreaktorze okazata si¢ bardziej efektywna pod wzgledem ilosci otrzymanej bio-
masy i produkgcji fitoestrogenéw od analogicznego eksperymentu wykonanego w kolbie Er-
lenmeyer a.

Uzyskane w toku pracy doswiadczenie wskazuje, ze zwazywszy na prosta konstrukcje,
bioreaktor ten moze by¢ z powodzeniem wykorzystany do prowadzenia doswiadczen na duza
skale, w zakresie kokultur r6znych gatunkéw roslinnych, likwidujac ograniczenia spowodo-
wane hodowla réznych tkanek w jednym, niepodzielonym zbiorniku hodowlanym.



Tab. 1. Zawartos¢ izoflawonéw w kokulturach Genista tinctoria, prowadzonych w kolbach Erlenmeyer'a (4:1), suplementowanych ABA (st¢zenie izoflawo-
ndéw w mg/100g DW materiatu roslinnego).*
Tab. 1. Isoflavone content in Genista tinctoria co-cultures grown in Erlenmeyer flasks (4:1), supplemented with ABA (isoflavone concentration in mg/100g DW).

Pedy Korzenie wlo§nikowate
Dzien Genisteina | Genistyna | Daidzeina | Daidzina Izolikwirytygenina
Biomasa Biomasa Pozywka
0 342 + 14 10942 £ 152 1,3 £ 007 257 = 15 234 + 13 -
2 1,8 + 0,09 9854 + 54 0,7 + 0,07 143 + 09 40 = 02 -
4 68 £+ 03 15345 £ 11,3 0,8 £ 0,05 144 += 10 39 £ 01 -
6 §2 £ 04 15371 + 12,8 0,7 + 0,08 148 +* 09 6,8 + 03 -
8 97 + 04 15996 + 104 12 £ 01 17,5 = 12 10,9 = 10 -
10 13,0 + 03 21283 £ 16,7 16 £ 01 234 = 1,1 604 = 19 -
12 145 + 0,7 2354,1 £ 209 1,5 £ 02 260 * 16 100,5 + 27 -
14 148 + 0,8 2536,5 £ 194 1,9 £ 0,08 259 = 17 2340 £ 773 -
16 18,7 = 0,7 3101,3 + 23,1 22 + 0,1 286 = 15 2986 £ 873 -
18 264 = 1,1 31194 = 25,6 24 £ 0,09 29,1 = 15 5912 = 10,1 -
20 372 £ 13 32785 + 18,7 29 £ 02 314 + 25 7775 £ 179 -
22 415 +* 19 35079 + 29,5 34 £ 02 334 £ 17 872,1 + 234 -
24 544 £ 273 4125,1 + 247 37 £ 03 379 £ 14 1289,7 + 19,6 -
26 693 = 29 43346 =+ 178 48 = 02 414 = 23 16432 £ 190 -
28 554 = 1.8 48134 + 237 32 £ 01 448 + 29 1658,7 £ 23,1 -
30 479 £ 20 49583 + 29, 29 £ 0,1 51,3 + 31 18943 £ 2273 -
32 465 +* 17 5276,3 + 318 1,7 + 0,06 62,7 * 29 20176 £ 19,7 -
34 196 + 09 55084 + 274 12 + 0,08 67,5 = 30 2236,5 £ 216 -
36 163 + 09 6291,7 £ 309 1,0 £ 01 713 = 29 21984 £ 198 -
38 141 + 05 63545 + 28,7 0,7 + 0,07 78,7 * 3.8 22149 £ 235 -
40 122 = 0,3 60784 £ 253 0,5 £ 0,06 854 + 43 22475 £ 208 -
42 10,7 +* 09 6604,1 £+ 242 04 £+ 0,02 83,9 £ 53 22714 £ 243 -
44 10,9 = 1,0 6153,7 £ 327 09 = 01 81,2 + 63 23043 + 30,7 0,5 * 0,09
46 7,7 = 04 5988,1 + 293 13,7 = 0,2 83,7 £ 59 1511,3 £ 209 710,2 £ 134
48 83 + 03 58764 + 263 1704 £ 43 9277 = 63 692,8 = 19,7 10944 =+ 12,1
50 79 + 05 54238 = 347 3148 + 112 9163 £ 172 5122 = 134 1323 £+ 1773
52 §0 =+ 04 52156 = 315 221,7 £ 9,6 1372,5 £ 84 3745 + 93 924 + 28
54 85 =+ 07 50079 £ 30,1 1421 + 84 1601,7 £ 10,3 471,3 £ 10,8 83,5 = 34
56 7.8 +* 06 51432 + 298 532 £ 24 15932 £ 157 4524 £ 74 89,5 = 64
58 74 = 02 51083 + 287 476 = 30 1582,7 £ 144 466,8 £+ 113 723 £ 53
60 75 + 05 51174 + 243 504 £ 29 15892 £ 13,6 436,55 = 91 8§12 = 49

* Poszczegblne wartosci sa $rednimi arytmetycznymi pochodzacymi z trzech pomiaréw £ S. D.
* Each value represents the mean =S. D. of three samples.



Tab. 2. Poréwnanie produktywnosci pochodnych daidzeiny i genisteiny w pedach Genista rinctoria rosnacych jako monokultury lub kokultury.”
Tab. 2. Comparison of maximum production of daidzein and genistein derivatives in shoots of Genista tinctoria grown as a single culture and in a co-culture.

Pedy (monokultury) Pedy (kokultury w bioreaktorze)
Zwiazek Maks'ym.alne Dzien .Iloéc' Produk- Specyficzna Maks-ym.alne Dzien .Ilosé Produk- Specyficzna
stezenie hodowli blomzllsy tywnosé produk- stezenie hodowli blomzllsy tywno$¢ | produktywnosé
mg/100g DW gl tywnosé mg/100g DW gl
Genisteina 77,31 26 21,00 16,23 0,62 67,40 26 11,30 7,95 0,30
Genistyna 6640,76 40 23,03 | 1528,70 38,21 6941,5 40 19,90 | 1381,30 34,53
Daidzeina 4,16 24 20,92 0,87 0,04 328,70 50 24,30 79,87 1,59
Daidzina 86,17 40 23,02 19,84 0,49 1647,50 54 26,40 434,90 8,05
7-O-diglukozyd 1008,64 26 21,00 | 221,81 8,15 1146.4 26 11,80 | 135,20 5,20
genisteiny
| 7-O-glukozyd 339,58 50 2501 | 84,89 1,69 342,1 54 2640 | 9030 1,67
2'-hydroksygenisteiny
Malonylogenistyna 852,47 60 24,62 209,87 3,49 2824 42 20,90 59,00 1,40
Acetylogenistyna 111,10 60 24,62 27,30 0,45 - - - - -

" wszystkie warto$ci umieszczone w tabeli odnosza sie do dni, w ktérych uzyskano maksymalng zawarto$é poszczegdlnych metabolitow.

maksymalne stezenie zwiazku w mg/100g DW x ilogé biomasy w g 1"

produktywnos¢ =
100 g suchej masy (DW)

produktywnos¢

specyficzna produktywnos¢ =
ilos¢ dni po ktérych stwierdzono maksymalne st¢zenie okreslonego zwiazku w kulturze

* All measurements throughout the table are quoted for the day on which maximum concentration of each molecule was recorded.

max. concentration for each molecule in mg/100g DW x culture biomass in g I

productivity =
100 g DW

productivity

specific productivity =
the number of days after which the max. concentration of the certain molecule was reached
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13. LC-DAD UV I LC-MS W ANALIZIE IZOFLAWONOW
ORAZ FLAWONOW W ROZNYCH CZESCIACH
MORFOLOGICZNYCH GENISTA TINCTORIA
Z UPRAW GRUNTOWY CH

Wstep

Integralng czescia doswiadczen biotechnologicznych ukierunkowanych na produkcje,
w hodowlach in vitro, aktywnych farmakologicznie metabolitéw roslinnych, sa badania fito-
chemiczne. Dotycza one zaréwno wstepnego rozpoznania sktadu, wprowadzanych do kultur
in vitro, gatunkow roslinnych w zakresie badanych zwiazkéw jak i p6zniejszego ciagtego
monitorowania zawartosci analizowanych metabolitow w biomasach uzyskanych na poszcze-
g6Inych etapach eksperymentu [5,10,12,14,26,27,37,40]. Ze wzgledu na konieczno$¢ oceny
fitochemicznej nawet tysigcy probek roslinnych otrzymanych w projekcie biotechnologicz-
nym dazy si¢ do opracowania metody analizy badanych zwiazkéw, umozliwiajacej przete-
stowanie jak najwigkszej ilosci biomas w jak najkrétszym czasie [5,14,26,27,40].

Jak wykazuja dane literaturowe do analizy zaréwno jakosciowej jak i ilosciowej izofla-
wonoidéw w matrycach roslinnych, obok chromatografii gazowej [34,44,49] oraz elektrofo-
rezy kapilarnej [1,43,49,50] najczesciej stosuje sie wysokosprawng chromatografie cieczowa
(HPLC) [2,3,13,15,19,21-23,25,35,38,45,49,51]. Wigkszos$¢ doswiadczen obejmujacych opra-
cowanie warunkéw rozdzielania omawianych zwiazkéw z zastosowaniem HPLC dotyczy
analiz przeprowadzonych na mieszaninach substancji wzorcowych [13,21-23,25,49,] badz na
wyciagach roslinnych, ktére poddano wstepnej hydrolizie tak, ze ostatecznie w ekstraktach
oznaczano jedynie potaczenia o charakterze aglikondéw [21,49]. Ponadto, znaczna ilo$¢ badan
chromatograficznych prowadzona byta na soi (Glycine max) lub produktach sojowych, gdzie
koncentrowano si¢ gtownie na oznaczeniu pochodnych: genisteiny, glicyteiny i daidzeiny
[2,19,35,49,51].

Sktad chemiczny frakcji flawonoidowych roslin z rodzaju Genista, stanowiacych przed-
miot badan objetych niniejsza rozprawa habilitacyjna, jest poznany i wyczerpujaco opisany
w literaturze (rozdz. 2). W przeciwienstwie do soi, bedacej gtéwnym obiektem badan ukie-
runkowanych na fitoestrogeny [2,19,35,49,51], w janowcach w zespole flawonoidéw, obok
bardzo bogatej frakcji izoflawonoidowej (pochodne genisteiny, daidzeiny, formononetyny
i biochaniny A) wystepuja réwniez proste flawony, pochodne luteoliny i apigeniny
[6,16,28,48]. Ponadto na obydwie klasy zwiazkow sktadaja si¢ potaczenia o charakterze mo-
no- i diglikozydow, estréw oraz wolnych aglikonéw [6,16,28,48]. Pomimo licznych badan
fitochemicznych ukierunkowanych na bioflawonoidy w rodzaju Genista [6,16,17,28,47,48]
dotychczas nie opracowano warunkéw chromatograficznego rozdzielania HPLC tych zwiaz-
kéw, wystepujacych w zespotach, w poszczegdlnych gatunkach.

Ze wzgledu na charakter projektu habilitacyjnego obejmujacego badania nad izoflawona-
mi w kulturach in vitro wybranych janowcéw postanowiono opracowa¢ warunki chromato-
graficznego rozdzielania HPLC 22-sktadnikowego zespotu wzorcowych bioflawonoidéw
(izoflawony oraz flawony) wystepujacych powszechnie w rodzaju Genista [6,16,48]. Zopty-
malizowana metode rozdzielania zamierzano nastepnie wykorzysta¢ do separacji flawono-
idéw wystepujacych w roslinach gruntowych oraz kulturach in vitro badanych janowcow
(rozdz. 6-12).
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Z danych literaturowych wynika, ze sktad frakcji flawonoidowych wystepujacych w rosli-
nach z rodzaju Genista jest bardzo zblizony [6,16,17,28,47,48]. Z tego wzgledu w badaniach
opisywanych w niniejszym rozdziale postanowiono skoncentrowac si¢ na janowcu barwier-
skim (G. tinctoria), ktory sposrod wszystkich objetych projektem gatunkéw akumulowat,
w warunkach upraw gruntowych, najbogatsza frakcje flawonoidowa [28,48]. Zamierzano
okresli¢ chromatograficznie (HPLC) sktad jakosciowy oraz ilosciowy G. tinctoria w zakresie
badanych zwiazkéw z uwzglednieniem poszczegdlnych czesci morfologicznych rosliny
(ulistnione pedy, kwiaty i korzenie). PorOwnanie uzyskanych wynikdéw z zawartoscia po-
szczegblnych izoflawonéw w biomasach z kultur in vitro, namnozonych w kolejnych etapach
doswiadczen umozliwiato okreslenie przydatnosci opracowanych systeméw hodowlanych do
produkcji znacznych ilosci aktywnych leczniczo potaczen (rozdz. 6-12).

W niniejszym rozdziale przedstawiono, po raz pierwszy, wykorzystanie chromatografu
cieczowego sprzezonego z detektorem masowym lub matryca diodowa do bezposredniej
identyfikacji oraz okreslenia zawartosci izoflawonow i flawonéw w janowcu barwierskim
z upraw gruntowych.

Materialy i metody

Materiat roslinny

W zakresie potaczen bioflawonoidowych przebadano ulistnione pedy, kwiaty oraz korze-
nie Genista tinctoria zebrane w okresie kwitnienia, w Ogrodzie Roslin Leczniczych Katedry
i Zaktadu Farmakognozji Akademii Medycznej w Gdansku, w 2002 roku. Tozsamo$¢ gatun-
ku potwierdzono po izolacji DNA roslinnego i poréwnaniu otrzymanych sekwencji z biblio-
teka danych GeneBank [41]. Materiaty zielnikowe poszczegdlnych czesci morfologicznych
janowca barwierskiego zdeponowano pod numerami: 00-01-01-Z, 00-01-02-C i 00-01-03-K,
w Herbarium Ogrodu Roslin Leczniczych Katedry i Zaktadu Farmakognozji Akademii Me-
dycznej w Gdansku.

Przygotowanie probek do analizy chromatograficznej

Zliofilizowany (48 h, préznia 1 x 107 mbar — liofilizator LYOVAC GT2 firmy FIN-
AQUA SANTASALO-SOHLBERG Co - Finlandia) i sproszkowany materiat roslinny (po
300 mg ulistnionych pedéw, kwiatéw i korzeni G. tinctoria) ekstrahowano 4 godziny, trzema
porcjami 80% wodnego roztworu metanolu (200 ml), na tazni ultradzwigkowej, w temperatu-
rze pokojowej (+ 20 °C). Potaczone, odsaczone od resztek surowca, wyciagi zageszczano pod
zmniejszonym cisnieniem (temp. + 35 °C) do syropowatej konsystencji i rozpuszczano
w niewielkiej ilosci wody redestylowanej. Pierwotne ekstrakty oczyszczano nastgpnie od li-
pofilnych substancji balastowych metoda ekstrakcji ciecz-ciecz, przy uzyciu chloroformu (3 x
200 ml rozpuszczalnika). Potaczone wyciagi chloroformowe z uwagi na brak potaczen
flawonoidowych (analiza TLC) wytaczono z dalszego cyklu badan. Oczyszczone pozostatosci
wodne, zawierajace frakcje flawonoidowe suszono na drodze liofilizacji, w warunkach poda-
nych powyzej, a nastgpnie rozpuszczono w 10 ml 80% wodnego roztworu metanolu (Merck)
i po przesaczeniu (0,45 pm filtr J.T. Baker) nastrzykiwano bezposrednio na kolumng chroma-
tograficzna.

W celu okreslenia procentowego odzysku zwiazkéw flawonoidowych, z badanych matryc ro-
slinnych, w procesie przygotowania ekstraktow do analiz HPLC, do poszczegdlnych prébek ja-
nowca barwierskiego, dodano znane ilosci nastgpujacych substancji wzorcowych: genisteiny, 7-O-
glukozydu genisteiny (genistyna), 6 " -O-malonylo-7-O-glukozydu genisteiny (malonylogenistyna),
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7-0-glukozydu luteoliny i izolikwirytygeniny. Ostatni z wymienionych zwigzkow stosowany
byl nastgpnie jako wzorzec wewngtrzny podczas ilosciowych analiz HPLC biomas roslin-
nych. Flawonoidy wzorcowe dodawano do prébek poszczeg6lnych czesci morfologicznych
G. tinctoria w ilosci od 20 do 200 pg/300 mg biomasy. Tak przygotowane matryce roslinne
poddano nastgpnie procesowi ekstrakcji i oczyszczania wedtug procedury opisanej powyze;j.
Eksperyment powtorzono 5-krotnie, a uzyskane wyniki stanowia $rednie arytmetyczne + S. D.

Wysokosprawna chromatografia cieczcowa (HPLC)
Aparatura i odczynniki
LC-DAD UV

W badaniach stosowano system HPLC firmy Merck-Hitachi (Frankfurt — Niemcy, Tokio —
Japonia) wyposazony w dwie pompy (L-7100), detektor z matryca fotodiodowa (DAD L-7455),
automatyczny podajnik prébek (L.-7200), termostat (L.-735) i interfejs (D-700).

LC-MS

Eksperymenty LC-MS prowadzono z zastosowaniem systemu HPLC Shimadzu (Kyoto,
Japonia) ztozonego z dwoch pomp (LC-10 AD i LC-10 ADvyp), detektora UV (SPD-10A),
detektora masowego (LC/MS-QP 8000a), automatycznego podajnika probek (SIL-10 ADyp),
zaworu dozujacego (Rheodyne, Cotati, CA, USA-Model 7127) o objetosci petli 35 pl i sys-
temu kontrolnego (SCL-10 ADyp).

Analizy LC/MS prowadzono technika ESI-MS (Electrospray lonisation) w trybie jonéw
ujemnych (NI-ESI) na spektrometrze masowym, przy nastgpujacych parametrach doswiad-
czalnych: temperatura kapilary 250 °C, napiecie SDL — 50V, napiecie sondy — 1,8 kV, pred-
ko$¢ przeptywu gazu nebulizera 2,5 ml min™', napiecie defragmentaciji -45 V. Rejestracje sy-
gnatéw prowadzono w trybie przemiatania w zakresie wartosci mas m/z —100-800.

Rozdziaty HPLC prowadzono ma kolumnie LiChrospher RP-18 (250 x 4 mm, 5 pm,
Merck, Darmstadt, Niemcy).

Do sporzadzania fazy ruchomej stosowano rozpuszczalniki organiczne, do chromatografii
cieczowej (acetonitryl — Merck, kwas octowy — J.T. Baker) oraz wodg¢ redestylowang (rede-
stylator elektryczny RL 5 — MERA-POLNA — Przemysl). Przygotowane fazy ruchome, przed
uzyciem, saczono przez filtr 0,45um (J. T. Baker, Phillipsburg, NY. USA)

Faza ruchoma

Bioflawonoidy z ulistnionych pedow, kwiatéw i korzeni G. tinctoria rozdzielano stosujac
elucje gradientowa, z zastosowaniem mieszaniny rozpuszczalnikow: A (woda : acetonitryl —
99,9:0,1) oraz B (acetonitryl : kwas octowy — 99,9:0,1) wedtug nastepujacego programu:

— O min do 35 min: 10% - 35% B w A (gradient liniowy)

— 35 min do 80 min: 35% - 80% B w A (gradient liniowy).

Predkos¢ przeptywu fazy ruchomej wynosita 1,0 ml/min. Stosowano detekcje UV, przy
dhugosci fali A= 262 nm (czutos¢ 0,008 AUFS). Czas kondycjonowania kolumny, pomiedzy
poszczeg6lnymi analizami, wynosit 10 min.

Sporzqdzanie krzywej kalibracji

Roztwory substancji wzorcowych przygotowano przez rozpuszczenie 5 mg poszczegol-
nych zwigzkéw w 100 ml metanolu. Iloci bioflawonoidéw (20 ul) nastrzykiwane na kolumng
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odpowiadaty stezeniom badanych zwiazkéw w zakresie od 0,6 do 4,0 pg. Krzywe kalibracyjne
wykreslono przez korelacje p6l powierzchni pikéw (y) do stezenia substancji wzorcowych (x).

Substancje wzorcowe

W analizach chromatograficznych stosowano 0,1% metanolowe roztwory nastepujacych
substancji wzorcowych: genisteina, 7-O-glukozyd genisteiny (genistyna), 7-O-glukozyd
daidzeiny (daidzina), daidzeina, pueraryna, 7-O-glukozyd luteoliny, luteolina, 7-O-glukozyd
apigeniny, apigenina, 7,3",4 -trihydroksyizoflawon, ononina, ekwol, likwirytygenina, izoli-
kwirytygenina, sisotryna, biochanina A, formononetyna, kumestrol (Extrasynthese, Francja),
7-O-diglukozyd genisteiny, 7-O-glukozyd-2"-hydroksygnisteiny, 6" -O-malonylo-7-O-gluko-
zyd genisteiny (malonylogenistyna) oraz 6 -O-acetylo-7-O-glukozyd genisteiny (acetyloge-
nistyna) (LC Laboratories, USA).

Omowienie wynikow

W wyniku przeprowadzonych badan ustalono warunki rozdziatu technika HPLC 22-
sktadnikowego zespotu izoflawonéw oraz flawonéw wystepujacych w formie aglikondw,
mono- i diglikozydéw oraz estréow w ulistnionych pedach, kwiatach oraz korzeniach G.
tinctoria.

Przygotowanie probek do analizy chromatograficznej

Jednym z najistotniejszych etapéw prowadzonych doswiadczen byto przygotowanie pro-
bek materiatu roslinnego do analiz HPLC. Badane matryce roslinne zawieraty obok analizo-
wanych bioflawonoidéw znaczne ilosci zwigzkéw towarzyszacych (zywice, woski, chlorofil).
Mogty one istotnie wptywa¢ na koncowy wynik analizy poprzez ,.impregnowanie” kolumny
chromatograficznej (zmiana warunkéw rozdzielania) oraz jednoczesne wymywanie z badanymi
zwiazkami (spadek selektywnosci rozdziatu). Z tego wzgledu pierwotne ekstrakty z réznych
czesci morfologicznych janowca barwierskiego poddano procedurze oczyszczania od wyzej wy-
mienionych substancji balastowych. Ponadto, jak wynika z danych literaturowych, w sktad zespo-
16w izoflawonoidowych wystepujacych w wigkszosci roslin z rodziny Fabeceae wchodza pota-
czenia o charakterze aglikonéw, glikozydéw oraz estréw [2,48,51]. Udowodniono, ze zwtasz-
cza pochodne malonowe oraz acetylowe izoflawonéw podatne sa zaréwno na, indukowana wy-
soka temperatura, dekarboksylacje oraz de-estryfikacje z utworzeniem odpowiednich pochod-
nych B - glikozydowych [2,31,33,42,41,49]. W rezultacie typowa, w przypadku potaczen fla-
wonoidowych, ciagta ekstrakcja na goraco, w aparacie Soxhleta, prowadzi w koncowym eta-
pie, do identyfikacji aglikonéw oraz B-glikozyd6éw izoflawonoidowych jako gtéwnych sktad-
nikéw badanych wyciagéw roslinnych [2,42,49]. Jak juz wspomniano w rozdziale 6, malo-
nowe pochodne izoflawonéw w roslinach petnia rol¢ form magazynowych okreslonych fito-
estrogenéw (fitoantycypin), uwalnianych nastgpnie w warunkach stresu biotycznego lub abio-
tycznego [3]. Roslinne kultury in vitro akumulujace znaczne ilosci tych zwiazkéw moga okazad
si¢ niezwykle cenne jako materiat biologiczny do prowadzenia badan podstawowych, dotycza-
cych metabolizmu izoflawonéw w biomasach roslinnych oraz eksperymentéw farmakologicz-
nych, ktorych celem jest okreslenie stosunkowo stabo poznanej aktywnosci biologicznej pota-
czen estrowych. Procedura ekstrakcyjna prowadzaca do nawet czesciowego rozktadu malonianéw
uniemozliwitaby wysuniecie rzetelnych wnioskéw z poszczegdlnych etapéw doswiadczen nad
akumulacjq izoflawonow w kulturach in vitro (rozdz. 6 - 12). W zwiazku z powyzszym,
w przygotowaniu wyciagdw flawonoidowych z biomas G. tinctoria zastosowano ochronny typ
ekstrakcji na zimno, 80% metanolem, a poszczeg6lne procedury zwiazane z oczyszczaniem
pierwotnych ekstraktow réwniez prowadzono w niskiej temperaturze (Materiaty i metody).
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Analiza chromatograficzna HPLC oczyszczonych wyciagéw, uzyskanych z prébek roslin-
nych, zawierajacych okreslony dodatek wzorcéw flawonoidowych (wybrane polaczenia
z grupy aglikonow, glikozydow i estrow), wykazata zadawalajacy procent odzysku dodanych
substancji. W przypadku wzorca wewngtrznego — izolikwirytygeniny wynosit on 95 + 0,47%.
Przyjeta procedura ekstrakcyjna spowodowata rowniez niewielka stratg ilosciowg pozostatych
zwiazkéw (genisteina — 92 + 0,35%; genistyna — 94 + 0,47%; 7-O-glukozyd luteoliny — 93 +
0,21%; malonian genistyny — 89 + 0,25%). W rezultacie stwierdzono, ze opracowana dla
biomas janowca barwierskiego metoda ekstrakcji nie powoduje istotnych strat i rozktadu ba-
danych potaczen. Przyjeta procedura wydaje sie odpowiednia do analizy innych surowcow
ros$linnych zawierajacych zwiazki izoflawonoidowe o charakterze estrow.

Warunki chromatografowania

Do badan chromatograficznych nad frakcja bioflawonoidowa w G. tinctoria wybrano wy-
sokosprawng chromatografi¢ cieczowa (HPLC). Proby wykorzystania chromatografii cien-
kowarstwowej (TLC) z detekcja densytometryczna, do analizy flawonoidéw wystepujacych
w biomasach G. tinctoria, nie zakonczyly si¢ sukcesem. Stwierdzono m. in., ze catkowite
rozdzielenie flawonéw i izoflawonéw wystepujacych w badanym zespole jest niemozliwe
z powodu zréznicowanych, wrecz skrajnych stezen poszczegblnych potaczen w matrycach
roslinnych (tab. 1). Dodatkowo, zblizone wartosci wspotczynnikow retencji (Ry) analizowa-
nych zwiazkéw, wynikajace z duzych podobienstw strukturalnych, powodowaty, ze polacze-
nia wystgpujace w duzych stezeniach pokrywaty na chromatogramach pasma pochodzace od
bioflawonoidéw wystepujacych w ilosciach sladowych [28].

Jak juz wspomniano we wstepie, HPLC jest technika chromatograficzna stosowana po-
wszechnie do badan sktadu jakosciowego i ilosciowego frakcji flawonoidowych w matrycach
roslinnych [2,3,7,13,15,19,21-23,25,35,38,45,49,51]. Ze wzgledu na znacza ilo§¢ ugrupowan
chromoforowych w strukturach bioflawonoidéw oraz wzglednie polarny charakter omawia-
nych potaczen w analizach HPLC tak flawonéw jak i izoflawonéw wykorzystuje si¢ systemy
rozdzielania w uktadach faz odwr6conych z detekcja w nadfiolecie [2,3,7,13,15,19,21-
25,30,35,38,39,45,49,51,52]. W zwiazku z powyzszym rozdziaty HPLC potaczen wzorco-
wych (22 zwiazki) prowadzono na kolumnie LiChrospher RP-18, z elucja gradientowa dla
mieszaniny rozpuszczalnikéw: acetonitryl — woda — kwas octowy. Catkowitg separacje bio-
flawonoidow uzyskano wilasnie w wyniku zastosowania elucji gradientowej oraz czasu anali-
zy wydtuzonego do 70 min. Chromatografowanie mieszaniny flawonéw i izoflawonéw
w warunkach opisanych w literaturze, jako optymalnych do rozdzielania potaczen izoflawo-
noidowych obecnych w roslinach z rodziny Fabaceae (stosunkowo krétki, 15-30 min. czas
analizy oraz elucja izokratyczna) [2,19,21,22,51], nie doprowadzito do catkowitej separacji
badanych zwiazkdéw. Wiaze si¢ to bezposrednio z obecnoscia, w badanym zespole bioflawo-
noidéw o stosunkowo podobnych strukturach i tym samym zblizonych wartosciach czaséw
retencji (tg) (ryc.1). Poniewaz stosowanie w fazie ruchomej roztworéw buforowych moze sig
wiazaé z rozkladem izoflawondéw o charakterze estrow [22,49], elucje gradientowa omawia-
nych polaczen optymalizowano w oparciu 0 mieszaning acetonitrylu, wody oraz kwasu octo-
wego (Materiaty i metody). W wyniku zastosowania w fazie ruchomej 0,1% dodatku modyfi-
katora kwasowego uzyskano na chromatogramach znacznie lepsze ksztatty pikéw, w szcze-
g6Inosci tych, ktére odpowiadaty poszczegbélnym aglikonom oraz monoglikozydom (ryc. 1
i2). Ze wzgledu na tematyke habilitacyjnego projektu badawczego, ukierunkowanego na po-
taczenia izoflawonoidowe, detekcje badanych zwiazkow prowadzono przy dtugosci fali A =
262 nm (max. absorpcji w UV dla wigkszosci izoflawonéw [16,39,45,49,]). W opisanych wa-
runkach chromatografowania udato si¢ rozdzieli¢ 22 - sktadnikowa mieszaning bioflawono-
idow (aglikony, monoglikozydy, diglikozydy i potaczenia estrowe) oraz wielosktadnikowe
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frakcje flawonow i izoflawonéw wystepujacych w ulistnionych pedach, kwiatach oraz korze-
niach janowca barwierskiego (ryc. 1 i 2). Uog6lniajac, w zoptymalizowanym uktadzie roz-
dzielczym analizowane zwiazki flawonoidowe wymywane byly z kolumny chromatograficz-
nej w nastgpujacej kolejnosci: diglikozydy, monoglikozydy, estry i na koncu aglikony (ryc. 2).

W wyniku przeprowadzonych badan uznano, ze wyb6r izolikwirytygeniny jako wzorca
wewnetrznego stosowanego w analizach HPLC wyciagdéw z G. tinctoria byt optymalny. Po-
wyzszego zwiazku bedacego bezposrednim prekursorem izoflawonéw, pochodnych daidzeiny
[9] nie stwierdzono w badanych matrycach roslinnych (tab. 1). Ponadto izolikwirytygenina
tylko nieznacznie wydtuzata czas analizy poszczegélnych ekstraktéw (tg = 52 min), a maxi-
mum absorpcji omawianego potaczenia w nadfiolecie (Amax = 262 nm) odpowiadato dtugosci
fali stosowanej do detekcji badanych frakcji flawonoidowych (ryc. 11 2).

Identyfikacja flawonoidow

Celem identyfikacji zwiazkow flawonoidowych wystepujacych w poszczeg6lnych cze-
sciach morfologicznych G. tinctoria z upraw gruntowych, w analizach chromatograficznych,
zastosowano dwa rodzaje detekcji: matryce diodowa (DAD) oraz detektor masowy (ESI-MS).

Przyjeta procedura umozliwita identyfikacje badanych potaczen w oparciu o trzy parame-
try: tr, widma UV oraz wartosci m/z jonow molekularnych [M-H'] i jonéw fragmentacyjnych
[A-H], powstatych w wyniku rozpadu wigzan glikozydowych badz estrowych w czastecz-
kach analizowanych flawonoidéw (ryc. 3-9) [2,4,8,18,23,32,39,45,46,52].

W przypadku detekcji DAD uzyskano widma poszczegélnych pikéw w zakresie dlugosci
fali A= 220-500 nm, ktérych profile wskazywaly jednoznacznie na flawonoidowy charakter
poszczegblnych sygnatoéw (tab. 2, ryc. 3-9). W badanym zespole stosunkowo tatwo byto od-
r6zni¢ potaczenia izoflawonoidowe od flawonéw na podstawie widm UV, ktére w przypadku
pierwszej grupy zwiazkOw charakteryzowaty si¢ intensywnym II pasmem absorpcji (A = 245-
270 mn; Amax= 262 nm) oraz pasmem I, 0 znacznie nizszej intensywnosci, wykazujacym nie-
kiedy tendencje do zaniku (ryc. 1) [7,8,39]. Przeciwnie, w grupie flawondéw I pasmo absorpcji
(A = 330- 350) bylo znacznie bardziej intensywne niz I (A = 250-270 nm) [7].

W tym miejscu nalezy zaznaczy¢, ze widma UV izoflawondéw o charakterze estrow
(zwiazki 8 i 10) byly tozsame z widmem pochodnej monoglikozydowej obydwu potaczen
(genistyna - zw. 7) (ryc. 5-7). Na tej podstawie mozna sadzi¢, ze w badanych zwigzkach, pod-
stawniki: malonowy oraz acetylowy nie sa zwiazane z grupami funkcyjnymi aglikonu
[11,20,24]. Ponadto powszechnie wiadomo, ze estryfikacja izoflawondéw (powstawanie gtow-
nie pochodnych malonowych i acetylowych) dotyczy reszty cukrowej czasteczki (najczesciej
w pozycji C 677), a nie samego aglikonu [22,23,49,]. W zwiazku z powyzszym oraz z uwagi
na identyczne wartosci tr dla zwiazkéw 8 i 10 oraz odpowiednich substancji wzorcowych
mozna uzna¢, ze omawiane polaczenia to: 6" -O-malonylo-7-O-glukozyd genisteiny (malony-
logenistyna — zw. 8) oraz 6 "-O-acetylo-7-O-glukozyd genisteiny (acetylogenistyna — zw. 10)
(ryc. 617, tab. 2).

Roéwniez pozostate sktadniki badanych frakcji flawonoidowych z G. tinctoria wstgpnie zi-
dentyfikowano w oparciu o catkowita zbieznos¢ omawianych bioflawonoidéw z wzorcami
w zakresie wartosci tg oraz widm UV (ryc. 3-9, tab. 2).

Potwierdzenie uzyskanych wynikéw w zakresie identyfikacji poszczegdlnych struktur
flawonoidowych umozliwita analiza HPLC ekstraktéw z janowca barwierskiego z detekcja
masowa. Do badan LC/MS wyciagéw flawonoidowych zastosowano metode jonizacji przez
elektrorozproszenie (Electrospray lonisation — ESI-MS) w trybie jonéw ujemnych. Z danych
literaturowych wynika, ze powyzszy typ jonizacji polecany jest do bezposredniej identyfikacji
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flawonoidéw wystepujacych w zespotach, z uwagi na czutos¢ metody i prosta interpretacje
uzyskanych widm [8,11,20], w przeciwienstwie do jonizacji chemicznej pod ci$nieniem at-
mosferycznym (Atmospheric Pressure Chemical lonisation — APCI) stosowanej czesto do
okreslania struktur potaczen wyizolowanych uprzednio z matrycy roslinnej [8,39,52]. Ponadto
w przypadku analiz LC/MS frakcji izoflawonoidowych z G. tinctoria z zastosowaniem APCI
otrzymano widma o wysokim poziomie szumOw czgsto nakladajacych sie na sygnaty pocho-
dzace od jonéw molekularnych oraz fragmentacyjnych i tym samym uniemozliwiajacych
wlasciwg interpretacje wynikow (wstepne badania nie zostaty zawarte w dysertacji).

W wyniku przeprowadzonych analiz LC/MS otrzymano widma zwiazkéw flawonoido-
wych wystepujacych w janowcu barwierskim, pozwalajace na potwierdzenie struktury po-
szczegbdlnych potaczen zidentyfikowanych wstepnie na podstawie wartosci tg oraz widm
w nadfiolecie (tab. 2). Stwierdzono, ze w sktad frakcji flawonoidowych wystepujacych
w poszczegblnych czesciach morfologicznych G. tinctoria wchodza potaczenia o charakterze
aglikonéw, monoglikozyddéw, diglikozyddw oraz estrow (tab. 2).

Uogolniajac, sygnaty pochodzace od jonéw molekularnych zwiazkéw estrowych oraz gli-
kozydowych — [M-H] wykazywatly znacznie nizsza intensywno$¢ wzgledna niz sygnaty od-
powiadajace aglikonom (ryc. 3-9, tab. 2). Opisywane zjawisko wynika ze stosunkowo wyso-
kiej temperatury wymaganej do nebulizacji estrow oraz glikozydow [8]. W przeciwienstwie
do aglikonéw, w opisywanych warunkach analizy LC-MS, omawiane polaczenia prawdopo-
dobnie nie zostaly catkowicie odparowane z badanej matrycy. W rezultacie uzyskane na
widmach sygnaty jonéw molekularnych pochodzacych od estréow i glikozydow charaktery-
zowata stosunkowo niska intensywnos¢ (ryc. 3-9).

W widmach masowych aglikon6w (genisteina, daidzeina, luteolina, apigenina itd.), wy-
stepujacych we frakcjach flawonoidowych G. tinctoria, sygnaty o najwyzszej intensywnosci
pochodzity od jonéw pseudomolekularnych [M- HJ". Jak juz wspomniano, dla glikozydéw
oraz potaczen estrowych stwierdzono w widmach obecnos$¢ jonéw molekularnych o niskiej
intensywnosci (ryc. 3-9). Podstawowe sygnaly o najwyzszej intensywnosci pochodzity nato-
miast od jonéw fragmentacyjnych powstatych w wyniku odtaczenia od czasteczki bioflawo-
noidu reszty cukrowej ([M-Glu] dla monoglikozydow) badz reszty cukrowej wraz z kwasem
alifatycznym ([M-Glu-Mal] lub [M-Glu-Ac] dla estrow). W obydwu wypadkach otrzymano
jony fragmentacyjne przy m/z wiasciwej dla odpowiednich aglikonéw (tab. 2) [8,11,22,
23,49,52]. Widmo masowe 7-O-diglukozydu genisteiny cechowato, obok obecnosci jonu mo-
lekularnego [M- H]', wystgpowanie jonéw fragmentacyjnych powstatych po odlaczeniu jed-
nej ([M-Glu]’) lub dwoéch ([M-2Glu]) reszt glukozy (ryc. 3). Dotychczas w publikacjach eks-
perymentalnych, dotyczacych analiz LC-MS zespotéw flawonoidowych, nie stwierdzono
w widmach masowych diglikozydéw izoflawonowych obecnosci jonéw fragmentacyjnych,
powstatych w wyniku utraty tylko jednej czasteczki cukru [8,32,39,49,52]. Autorzy powyz-
szych doniesien uznali, ze wiazanie glikozydowe migdzy reszta cukrowg a aglikonem rozpada
si¢ szybciej niz wigzanie miedzy kolejnymi resztami cukrowymi. W zwigzku z powyzszym
opisane widma masowe diglikozydow charakteryzowaty si¢ brakiem sygnatéw pochodzacych
od jonéw fragmentacyjnych przy m/z odpowiednich monoglikozydéw [8,32]. Na obecnym
etapie badan trudno oceni¢ przyczyng opisywanych rozbieznosci migdzy danymi literaturo-
wymi, a wynikami doswiadczen nad frakcja flawonoidowa zawartag w G. tinctoria. By¢ moze
petniejszych danych dostarczytyby eksperymenty wykonane na 7-O-diglukozydzie genisteiny
wyizolowanym uprzednio z matrycy roslinnej [46].

W badaniach LC-MS zespotu flawonéw i izoflawonéw z janowca barwierskiego, w wid-
mach masowych poszczegdlnych potaczen, nie stwierdzono obecnosci jonéw fragmentacyjnych
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powstatych w wyniku utraty grup metoksylowych, metylowych badz karbonylowych. Ponad-
to, w omawianym przypadku nie obserwowano réwniez jonow potomnych tworzacych sie
w wyniku degradacji Diels-Aldera (RDA) pierscienia C flawonoidu [4,8,32,46,52].

Wynikiem przeprowadzonych doswiadczen byto opracowanie warunkéw rozdziatu boga-
tej frakcji flawonoidowej zawartej w poszczeg6lnych czesciach morfologicznych G. tinctoria
oraz okreslenie sktadu jakosciowego i ilosciowego badanego zespotu wtérnych metabolitow.

Porownawcza analiza HPLC frakcji flawonoidowych wystepujqcych w pedach, kwiatach
oraz korzeniach G. tinctoria 7 upraw gruntowych

Zoptymalizowane warunki rozdziatu HPLC 22- sktadnikowej mieszaniny flawonoidéw
wykorzystano w poréwnawczych analizach chromatograficznych zespotu izoflawonéw i fla-
wondéw wystepujacych w kwiatach, ulistnionych pedach oraz korzeniach G. finctoria. Z uwa-
gi na temat projektu habilitacyjnego dotyczacego opracowania w warunkach in vitro roslin-
nego systemu hodowlanego zdolnego do produkcji znacznych ilosci izoflawonéw, niezwykle
istotnym byto okreslenie wyjsciowej zawartosci tych zwiazkéw w roslinie macierzystej. Uzy-
skane wyniki mialy stanowi¢ swoistg probe kontrolna, z ktéra poréwnywano nastepnie zawar-
tos¢ izoflawondOw otrzymang w biomasach janowca barwierskiego na poszczegdlnych etapach
doswiadczen biotechnologicznych (rozdz. 6-12).

W wyniku przeprowadzonych analiz HPLC stwierdzono istotne réznice jakosciowe oraz
ilosciowe pomiedzy poszczegllnymi czgsciami morfologicznymi G. tinctoria w zakresie ba-
danych wtérnych metabolitéw (tab. 1). Sposrdd trzech przebadanych biomas roslinnych kwia-
ty janowca barwierskiego stanowity surowiec charakteryzujacy si¢ najwyzsza zawartoscia
bioflawonoidéw. Wyjatkowo bogata frakcja flawonoidowa (4151,42 mg/100 g suchej masy)
ztozona byta z pochodnych prostych flawonéw (luteoliny i apigeniny) oraz izoflawonéw (po-
chodne genisteiny, daidzeiny, formononetyny oraz biochaniny A — ryc. 2). Dominujacym
sktadnikiem zespotu izoflawonoidowego byt 7-O-glukozyd genisteiny (1751,8 mg/100 g su-
chej masy), a frakcji flawonowej 7-O-glukozyd luteoliny (626,5 mg/100 g suchej masy). Po-
nadto kwiaty janowca barwierskiego zawieraty znaczne stezenia 7-O-diglukozydu genisteiny
(578,3 mg/100 g suchej masy), 7-O-glukozydu 2°-hydroksygenisteiny (593,1 mg/100 g suche;j
masy) oraz daidziny i daidzeiny (tab. 1). Pozostate potaczenia wystepowaty w badanym su-
rowcu jedynie w niewielkich ilosciach. Na uwage zastuguje réwniez obecnos¢, we frakcji
izoflawonowej G. tinctoria, zwiazkOw estrowych, tj. 67" -O-malonylo-7-O-glukozydu geniste-
iny oraz 6" -O-acetylo-7-O-glukozydu genisteiny, polaczen peliacych w tkankach ros§linnych
role¢ form magazynowych odpowiednich fitoantycypin [9].

Pedy janowca barwierskiego zawieraty frakcje flawonoidowa tozsama pod wzgledem ja-
kosciowym z zespotem zwiazkéw zidentyfikowanych uprzednio w kwiatach badanego gatun-
ku (tab. 1). Réznice miedzy obydwoma surowcami dotyczyly jedynie zawartosci ilosciowe;j
poszczegdlnych wtérnych metabolitow. Ogoélnie pedy akumulowaty nieznacznie mniej izo-
flawonéw niz kwiaty (3422,98 mg/100 g suchej masy). Zawarto$¢ flawonéw w omawianym
surowcu byta natomiast wyzsza (728,44 mg/100 g suchej masy — tab. 1).

Korzenie G. tinctoria w poréwnaniu z pedami oraz kwiatami badanej rosliny produkowa-
ty najubozsza frakcje flawonoidowa (3921,01 mg/100 g suchej masy — tab. 1). Stwierdzenie
to dotyczy zaréwno sktadu jakosciowego jak i zawartosci ilosciowej poszczegdlnych metabo-
litéw we frakcji izoflawonoidowej (3573,71 mg/100 g suchej masy) oraz zespole flawonow
(347,3 mg/100 g suchej masy). Wyjatkiem jest genisteina, ktéra wystgpowata w korzeniach
janowca w ilosci 514,88 mg/100 g suchej masy, czyli w stezeniu ponad 10 krotnie wyzszym
niz w przypadku kwiatéw i pedow badanego gatunku (tab. 1).
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Reasumujac, w wyniku przeprowadzonych badan opracowano doktadna oraz powtarzalng
metoda chromatograficznego rozdziatu HPLC bogatej, 22-sktadnikowej mieszaniny wzorcow
flawonoidowych wystepujacych w rodzaju Genista, wykorzystang nastepnie do separacji fla-
wonow oraz izoflawonéw wystepujacych w janowcu barwierskim.

7 uwagi na mozliwos¢ rozktadu potaczen estrowych zawartych w badanych matrycach ro-
slinnych przygotowanie probek do analiz HPLC obejmowato ochronng ekstrakcje surowcow
80% wodnym roztworem metanolu, w temperaturze pokojowej. Pominigcie na etapie oczysz-
czania wyciagdw procedur zwigzanych z uzyciem wysokiej temperatury pozwolito uniknaé
rozktadu malonylo- oraz acetylogenistyny, co stwierdzono w wyniku analiz probek roslin-
nych z dodatkiem wzorcéw wewngtrznych.

Sprzezenie chromatografu z detektorem masowym oraz matryca diodowa umozliwito
identyfikacj¢ poszczeg6élnych polaczen flawonoidowych, zawartych w badanych surowcach,
w oparciu o: tg, widma masowe oraz UV.

Zoptymalizowane warunki rozdzialu HPLC wykorzystano do analiz poréwnawczych
frakcji flawonoidowych wystepujacych w réznych czesciach morfologicznych G. tinctoria.
W wyniku przeprowadzonych badan wybrano ulistnione pedy janowca jako biomase stoso-
wang nastepnie w charakterze swoistej proby kontrolnej, na wszystkich etapach doswiadczen
biotechnologicznych (rozdz. 6-12). Kwiaty badanego gatunku, w ktérych stwierdzono naj-
wigcej izoflawonow stanowity jedynie 2,3% catkowitej biomasy rosliny. Z uwagi na powyz-
sze nie mogly by¢ postrzegane jako wydajne, naturalne zrédio fitoestrogenéw z klasy
izoflawondw.

Opracowana metoda chromatograficznego rozdziatu HPLC okazata si¢ skuteczna nie tyl-
ko do analiz frakcji flawonoidowych zawartych w janowcu barwierskim, ale réwniez do sepa-
racji flawonéw oraz izoflawonéw wystepujacych w pozostatych 5 janowcach objetych projek-
tem habilitacyjnym, tj. G. radiata L., G. aethnensis D.C., G. sagittalis L., G. germanica L.
oraz G. monospessulana L (rozdz. 6 i 7). Ponadto, zoptymalizowane warunki rozdziatu HPLC
potaczen bioflawonoidowych wykorzystywano do badan skryningowych biomas roslinnych
otrzymanych na wszystkich etapach doswiadczen in vitro (rozdz. 6-12).
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Tab. 1. Analiza ilosciowa zwigzkéw flawonoidowych w réznych czgsciach morfologicznych Genista
tinctoria z upraw gruntowych (zawartos¢ flawonoidéw w mg/100g suchej masy).*

Tab. 1. Quantitative analysis of flavonoids in Genista tinctoria L.(flavonoid content in mg per 100g
dry weight plant material).*

Zwiazek Pedy Kwiaty Korzenie
7-O-diglukozyd genisteiny 43794 + 0,1 | 5783 + 025315 + 04
pueraryna 54 + 0,09 58 + 0,1 -
7-0O-glukozyd 2’-hydroksygenisteiny 420,6 + 0,11 | 5931 + 026313 £ 0,1
daidzina 428 £ 021 544 + 03| 286 £+ 0,2
7-O-glukozyd apigeniny 169,6 =+ 0,15 73,2 <+ 0,09 -
7-O-glukozyd luteoliny 1097,0 +* 0,1 | 626,5 + 033473 + 02
genistyna 14542 + 0,1 |1751,8 + 0,29(14779 = 0,3
malonylogenistyna 303,7 + 0,09 3075 £ 0,1 (3742 + 0,1
7,3’ 4 -trihydroksyflawon 11,5 + 0,18 | 19,7 + 0,14 -
acetylogenistyna 683 =+ 0,19 742 <+ 0,21 -
ononina 6,2 + 0,28 94 + 0,34 -

7,4’ -dihydroksyflawan 642 <+ 021 | 7,67 =+ 0,01 -
daidzeina 0.3 + 0,01 1,2 £ 0,09]| 11,52 + 0,29
sisotryna 14 + 008 317 =+ 01] 381 *= 0,09
genisteina 32,7 £ 0,13 | 442 + 02851488 £ 0,1
luteolina 54 + 0,07 1.4 =+ 0,09 -
suma izoflawonéw 3073,54 3422.98 3573,71
suma flawonéw 1289,9 728,44 3473
suma izoflawonéw i flawonow 4063,46 4151,42 392101

* Warto$ci przedstawione w tabeli sg Srednimi arytmetycznymi pochodzacymi z pi¢ciu pomiaréw £ S. D.
* Each value represents the mean +S.D. of five samples.
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Tab. 2. Wyniki badan LC-MS i LC - DAD UV frakcji flawonoidowych w ulistnionych pgdach Genista
tinctoria.

Tab. 2. Identification of flavonoids in the herb of Genista tinctoria L. (DAD and ESI-MS detection).

[M-HT Jony
Nr fragmentacyjne A o )
piku tr Intensywno$¢ Intensywno$¢ (nm) Zwigzek
miz wzgledna m/z wzgledna
(%) (%)
431 70,3 . .
1 9,8 593 100,0 269 69.2 258 7-0-diglukozyd genisteiny
248
2 10,5 | 271 100,0 303 pueraryna
254 7-0O-glukozyd
3 14.0 1 447 4.2 285 58,3 318 2’-hydroksygenisteiny
4 15,2 | 415 76,5 253 100,0 248 daidzina
214
5 194 | 431 100,0 269 82,6 266 7-0O-glukozyd apigeniny
336
205
6 21,7 | 447 100,0 285 46,0 253 7-0O-glukozyd luteoliny
346
258 .
7 22,0 | 431 52,4 269 100,0 126 genistyna
431 100,0 .
8 258 | 517 59,7 269 74.5 260 malonylogenistyna
9 26,2 | 269 100,0 ggg 7,3’ 4’ -trihydroksyflawon
431 54,3 258 .
10 | 28,9 | 473 98.4 269 824 394 acetylogenistyna
11 | 31,2 | 429 68,4 267 100,0 249 ononina
12 | 349 | 241 75.4 220 | 74 -dinydroksyflawan
208
13 | 36,5 | 253 100,0 236 daidzeina
300
205 .
14 | 409 | 445 49,3 283 100,0 249 sisotryna
15 | 439 | 269 100,0 3(5)2 genisteina
208
16 | 46,7 | 285 100,0 253 luteolina
346
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Ryc. 1. Chromatogram HPLC wzorcowych bioflawonoidéw wystepujacych w rodzaju Genista; detekcja DAD oraz UV (A=262 nm).
Fig. I. HPLC chromatogram of isoflavone standards, DAD and UV detection (A=262 nm).
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Ryc. 2. Chromatogram HPLC wyciggu metanolowego z ulistnionych pedéw Genista tinctoria L.: 1- 7-O-diglukozyd genisteiny; 2 — pueraryna; 3 — 7-O-
glukozyd 2’-hydroksygenisteiny; 4 — daidzina; 5 — 7-O-glukozyd apigeniny; 6 — 7-O-glukozyd luteoliny; 7 — 7-O-glukozyd genisteiny; 8 —67"-O-
malonylo-7-O-glukozyd genisteiny; 9 — 7,3’,4’-trihydroksyflawon; 10 -67"-O-acetylo-7-O-glukozyd genisteiny; 11 — ononina; 12 — 7,4’-
dihydroksyizoflawan; 13 — daidzeina; 14 — sisotryna; 15 — genisteina; 16 — luteolina; wzorzec wewnetrzny—izolikwirytygenina; detekcja UV (A=262 nm).

Fig. 2. HPLC of flavonoid fraction from Genista tinctoria L. herb; peaks: 1 — genistein-7-O-diglucoside; 2 — puerarin; 3 — 2’-hydroxygenistein 7-O-
glucoside; 4 — daidzin; 5 — apigenin-7-O-glucoside; 6 — luteolin-7-0-glucoside; 7 — genistin; 8 — genistein-7-O-(6 “-malonyl)-glucoside; 9 — 7,3°,4’-
trihydroxyflavone; 10 — genistein-7-O-(6 “-acetyl)-glucoside; 11 — ononin; 12 — 7,4’-dihydroxyisoflavane; 13 — daidzein; 14 — sissotrin; 15 — genistein;
16 — luteolin; internal standard — isoliguiritigenin.
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Ryc. 3. Chromatogram HPLC frakcji flawonoidowej ulistnionych pgdéw Genista tinctoria L. (detekcja DAD 1 ESI-MS); piki: 1 — 7-O-diglukozyd genisteiny;

2 — pueraryna.
Fig. 3. HPLC of flavonoid fraction from Genista tinctoria L. herb (DAD and ESI-MS detection); peaks: 1 — genistein-7-O-diglucoside; 2 — puerarin.
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Ryc. 4. Chromatogram HPL.C frakcji flawonoidowe;j z ulistnionych pedéw Genista tinctoria L. (detekcja DAD i ESI-MS); piki: 3 — 7-O-glukozyd 2’-hydroksy-

genisteiny; 4 — daidzina.
Fig. 4. HPLC of flavonoid fraction from Genista tinctoria L. herb (DAD and ESI-MS detection); peaks: 3 — 2’-hydroxygenistein-7-O-glucoside; 4 — daidzin.
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Ryc. 5. Chromatogram HPLC frakcji flawonoidowej z ulistnionych pedéw Genista tinctoria L. (detekcja DAD 1 ESI-MS); piki: 5 — 7-O-glukozyd apigeniny;
6 — 7-O-glukozyd luteoliny, 7 — genistyna.
Fig. 5. HPLC of flavonoid fraction from Genista tinctoria L. herb (DAD and ESI-MS detection); peaks: 5 — apigenin-7-0-glucoside; 6 — luteolin-7-O-

glucoside, 7 — genistin.
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Ryc. 6. Chromatogram HPLC frakeji flawonoidowej z ulistnionych pedéw Genista tinctoria L. (detekcja DAD 1 ESI-MS); piki: 8 — malonylogenistyna; 9 — 7,3’ 4’ -trihydroksy-
flawon.

Fig. 6. HPLC of flavonoid fraction from Genista tinctoria L. herb (DAD and ESI-MS detection); peaks: 8 — genistein-7-O-(6"-malonyl)-glucoside; 9 — 7,34 -trihydroxyflavone.
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Ryc. 7. Chromatogram HPLC frakcji flawonoidowej z ulistnionych pedéw Genista tinctoria L. (detekcja DAD 1 ESI-MS); piki: 10 — acetylogenistyna; 11 — ononina.
Fig. 7. HPLC of flavonoid fraction from Genista tinctoria L. herb (DAD and ESI-MS detection); peaks: 10 — genistein-7-0O-(6"-O-acetyl)-glucoside; 11 — ononin.
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Ryc. 8. Chromatogram HPLC frakcji flawonoidowej z ulistnionych pedéw Genista tinctoria L. (detekcja DAD i1 ESI-MS); piki: 12 — 7,4°,-dihydroksy-

izoflawan; 13 — daidzeina.
Fig. 8. HPLC of flavonoid fraction from Genista tinctoria L. herb (DAD and ESI-MS detection); peaks: 12 — 7,4’-dihydroxyisoflavane; 13 — daidzein.
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Ryc. 9. Chromatogram HPLC frakcji flawonoidowej z ulistnionych pedéw Genista tinctoria L. (detekcja DAD 1 ESI-MS); piki: 14 — sisotryna; 15 — genisteina; 16 — luteolina.
Fig. 9. HPLC of flavonoid fraction from Genista tinctoria L. herb (DAD and ESI-MS detection); peaks: 14 — sissotrin; 15 — genistein; 16 — luteolin.
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14. ANALIZA CHROMATOGRAFICZNA-TLC ALKALOIDOW
CHINOLIZYDYNOWYCH W CZESCIACH NADZIEM-
NYCH ORAZ KULTURACH IN VITRO WYBRANYCH
GATUNKOW Z RODZAJU GENISTA

Wstep

Alkaloidy chinolizydynowe, obok izoflawonéw, stanowia najliczniejsza grupg wtérnych
metabolitow syntetyzowanych przez rosliny nalezace do kilku spokrewnionych ze soba ple-
mion rodziny Fabaceae [2,3,7,9,23,28]. Przeprowadzone badania farmakologiczne wykazaty,
ze poszczegodlne polaczenia, nalezace do omawianej klasy zwiazkOw, zmniejszaja wrazliwos¢
autonomicznych zwojéw w sercu oraz pobudzaja osrodki nerwu btednego, powodujac tym
samym zwolnienie akcji serca [1,7,15,28,29]. Opisywana aktywnos$¢ biologiczna, ktorej towa-
rzyszy rozszerzenie naczyn krwionosnych spowodowata, ze alkaloidy chinolizydynowe jesz-
cze do niedawna wykorzystywane byly w leczeniu nadci$nienia tgtniczego [15,28]. Obecnie
zwiazki te budza zainteresowanie jedynie ze wzgledu na silne dzialanie neuro- i hepatotok-
syczne [1,15,28]. Ponadto, wykorzystuje si¢ je jako czynniki chemotaksonomiczne w klasyfi-
kacji poszczeg6lnych gatunkéw w obrebie rodziny Fabaceae [7,13,28].

Doswiadczenia biotechnologiczne nad wybranymi roslinami z rodzaju Genista wykazaty,
ze wprowadzenie badanych gatunkéw do kultur in vitro wigzalo si¢ z zasadnicza zmiana me-
tabolizmu wtérnego hodowanych biomas w zakresie potaczen flawonoidowych (rozdz. 6 i 7).
W ramach badan prezentowanych w niniejszym rozdziale postanowiono sprawdzi¢, czy
w wyniku kultywacji janowcéw w warunkach in vitro doszto réwniez, w poszczegdlnych
biomasach, do zmian w akumulacji toksycznych alkaloidéw chinolizydynowych. Zasadni-
czym celem dysertacji byto otrzymanie, w oparciu o kultury in vitro janowcow, systemu ho-
dowlanego, z przeznaczeniem do wybidrczej produkcji znacznych ilosci fitoestrogenéw po-
chodzenia izoflawonoidowego. Obecnos¢ w namnazanych biomasach alkaloidéw chinolizy-
dynowych wiazataby si¢ z koniecznoscia opracowania, dla badanych matryc roslinnych, pro-
cedur izolacji frakcji flawonoidowych z uwzglednieniem czasochtonnego etapu oczyszczania
wyciggéw od ,,balastow” alkaloidowych. Korzystne byto wiec wyselekcjonowanie, na po-
czatkowym etapie badan biotechnologicznych, biomas roslinnych charakteryzujacych si¢ bra-
kiem alkaloidow chinolizydynowych badz ich niska zawartosciag. Omawiane prace do§wiad-
czalne wymagaly ciagtego monitorowania namnazanych tkanek pod katem obecnosci pola-
czen alkaloidowych. Z uwagi na konieczno$¢ przebadania znacznej ilosci biomas z kultur in
vitro oraz z upraw gruntowych zasadniczym celem prezentowanych badan byto opracowanie
metody chromatograficznego rozdzielania badanych zwiazkéw umozliwiajacej, w jak najkrot-
szym czasie, przeprowadzenie analizy jak najwigkszej ilosci probek bez koniecznosci ich wie-
loetapowego oczyszczania, badz derywatyzacji [5,19,27].

Obok nielicznych doniesien odnosnie stosowania w analizach alkaloidéw chinolizydyno-
wych wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) [4,21,30,36] oraz elektroforezy ka-
pilarnej [21,25], z danych literaturowych wynika, ze technika z wyboru w badaniach tej grupy
zwiazkéw, obok TLC [3,6,9,16,21,23], jest chromatografia gazowa, na kolumnach kapilar-
nych (GLC) z zastosowaniem wysoce specyficznego detektora fosforowo-azotowego (PNP)
[21,30-35]. Oprécz TLC wszystkie wyzej wymienione techniki chromatografowania wyma-
2aja zastosowania drogiego sprze¢tu i wiaza si¢ z czasochtonnym przygotowaniem prébek oraz
dlugim czasem pojedynczej analizy [4,21,25,30-36]. Z uwagi na powyzsze, w badaniach
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skryningowych biomas janowcéw ukierunkowanych na potaczenia alkaloidowe, zdecydowa-
no si¢ wykorzysta¢ chromatografi¢ cienkowarstwowa - TLC.

W poczatkowym etapie doswiadczen postanowiono opracowa¢ metode chromatograficz-
nego rozdzielania technikq TLC 9 - sktadnikowego zespotu wzorcowych alkaloidéw chinoli-
zydynowych wystepujacych powszechnie w rodzaju Genista (tab. 1) [1-3,7,9,13,15,23,28].
Zoptymalizowang metod¢ rozdzielania zamierzano nastgpnie wykorzysta¢ do separacji frakcji
alkaloidowych wystepujacych w czesciach nadziemnych oraz kulturach in virro (kalusy oraz
hodowle mikropedéw) badanych janowcéw. Jednoczesnie postanowiono okresli¢ sktad jako-
sciowy badanych matryc roslinnych w zakresie potaczen alkaloidowych, na podstawie analizy
TLC badanych wyciagéw wobec substancji wzorcowych.

Materialy i metody

Materiat roslinny

W zakresie potaczen alkaloidowych przebadano czesci nadziemne szesciu gatunkéw z ro-
dzaju Genista (G. tinctoria L., G. radiata L., G. sagittalis L., G. germanica L., G. aethnensis
D.C. oraz G. monospessulana L.), zebranych w okresie kwitnienia w Ogrodzie Roslin Lecz-
niczych Katedry i Zakladu Farmakognozji Akademii Medycznej w Gdansku, w 2003 roku.
Tozsamos$¢ poszczegdlnych gatunkéw potwierdzono po izolacji DNA roslinnego i poréwna-
niu otrzymanych sekwencji z biblioteka danych GeneBank [20]. Analizie chromatograficzne;j
poddano ponadto biomasy powyzszych janowcow pochodzace z kultur in vitro (kalusy oraz
kultury mikroroslinek poszczegélnych gatunkéw kultywowane na zmodyfikowanych podto-
zach Schenk- Hildebrandt™a — rozdz. 61 7).

Ekstrakcja oraz analiza chromatograficzna frakcji alkaloidowych z kultur in vitro
oraz czesci nadziemnych roslin gruntowych

Odczynniki chemiczne oraz substancie wzorcowe

Do ekstrakcji i oczyszczania frakcji alkaloidowych oraz sporzadzania faz ruchomych, sto-
sowanych na etapie analiz TLC, uzyto rozpuszczalnikéw o analitycznym stopniu czystosci
takich jak: 25% amoniak, cykloheksan, chloroform, octan etylu (POCH Gliwice), acetonitryl,
metanol, woda, 36% kwas solny, izopropanol (J.T. Baker, USA) oraz dimetyloaming (Sigma,
USA). Bufory fosforanowe, stosowane na etapie ekstrakcji wyciagéw roslinnych do fazy sta-
tej (SPE) przygotowano na bazie sodowego fosforanu dwuzasadowego (Na,HPOy), sodowego
fosforanu jednozasadowego (NaHPO.), oraz kwasu ortofosforowego (H;PO4) (J.T. Baker,
USA). Roztwory buforowe przechowywano w chtodni, w temp. + 5 °C. Wzorce alkaloidéw
chinolizydynowych (tab. 1) otrzymano z Fluka (Szwajcaria).

Przygotowanie probek do analizy chromatograficznej

Zliofilizowany i sproszkowany materiat roslinny (500 mg czesci nadziemnych roslin
gruntowych oraz kaluséw i kultur pedowych poszczeg6lnych gatunkéw) ekstrahowano czte-
rokrotnie 100% metanolem (4 x 125 ml) z zastosowaniem homogenizatora (Ultraturax DI 25,
IKA Werke, Niemcy) przez 30 min., w temperaturze pokojowej (+ 20 °C). Powstate zawiesi-
ny saczono prozniowo przez saczek Blichnera, zageszczano pod zmniejszonym cisnieniem
(temp. = 35 °C) i oczyszczano od substancji balastowych, zgodnie z procedura przedstawiong
na schemacie (ryc. 1) [19,27]. Oczyszczone wyciagi alkaloidowe zagegszczano ponownie do
syropowatej konsystencji (temp. £ 35 °C) a otrzymane pozostatosci rozpuszczano w 10 ml
100% metanolu) i przeznaczono do analiz TLC.
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BIOMASY ROSLINNE KONDYCJONOWANIE KOLUMN
Oddestylowane metanolowe ekstrakty: Przemywanie:
- doda¢ 2 ml metanolu - 3 ml metanolu
- doda¢ 8 ml buforu A - 3 ml roztworu buforowego A
\ 4 A 4
Filtracja nanoszenie na Kolumny RP C-18
kolumne | ETAP
(filtry szklane — glass fibre No8, _— (600mg/10ml — J.T.Baker, - APLIKACJA
Schleicher&Schl, Dassel, F.R.G.) Devenstar, Holandia)
WYMYWANIE
Balasty fenolowe A
- 1,2 ml 0,05M roztworu buforu
4— 3 3
+ terpeny fosforanowego B o pH=9,5/ Il ETAP -
izopropanol = 70:30 (v/v) OCZYSZCZANIE
. B -1,2 ml 0,05M roztworu buforu
Balasty biatkowe <4— | fosforanowego B o pH=9,5/
izopropanol = 95:5 (v/v)

A 4

EKSTRAKCJA ALKALOIDOW
Il ETAP -
- 1,0 ml 0,05M roztworu buforu WYMYWANIE
fosforanowego C o pH=2,0 / ALEFI;T(()?ISJ(I)W

izopropanol = 80:50 (v/v)

oddestylowanie rozpuszczalnika
pod zmniejszonym cisnieniem;
rozp. w 5 ml MeOH

— REGENERACJA KOLUMNY
Wyciagi metanolowe
alkaloidow - 3 x 5 ml metanolu
-3 x 5 ml octanu etylu
A 4 - 3 x 5 ml metanolu
Analiza TLC

Roztwdr buforowy A = 0,05M bufor fosforanowy o pH=7,0
Roztwdr buforowy B = 0,05M bufor fosforanowy o pH=9,5
Roztwér buforowy C = 0,05M bufor fosforanowy o pH=2,0
Buffer solution A = 0.05M sodiumphosphate solution;, pH=7.0
Buffer solution B = 0.05M sodiumphosphate solution; pH=9.5
Buffer solution C = 0.05M sodiumphosphate solution; pH=2.0

Ryc. 1. Protokét ekstrakeji do fazy statej (SPE) zespotu alkaloidéw chinolizydynowych wystgpuja-
cych w kulturach in vitro i czgs$ciach nadziemnych wybranych gatunkéw z rodzaju Genisza.

Fig. 1. Solid Phase Extraction (SPE) protocol of quinolizidine alkaloids from the herb and in vitro
cultures of several Genista species.
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Chromatografia cienkowarstwowa (T'LC)

Analizy TLC przeprowadzono na szklanych ptytkach (10 x 10 cm) pokrytych zelem
krzemionkowym (Silica Si 60), zelem krzemionkowym modyfikowanym grupami diolowymi
(DIOL Fas45) oraz zelem krzemionkowym modyfikowanym resztami oktadecylowymi (RP-
18W Fs4; HPTLC) (Merck, Darmstadt, Niemcy). 0,1% roztwory metanolowe alkaloidow
wzorcowych (tab. 1) nanoszono na ptytki w ilosci 0,5 pul pojedynczo lub w 9-sktadnikowe;j

mieszaninie, technika pasmowa,.

Tab. 1. Struktury wzorcowych alkaloidéw chinolizydynowych.
Tab. 1. The structures of quinolizidine alkaloid standards.

N

sparteina N ®) cytyzyna

\

trans-trans
chain/chair:baot/chair
arizosparteina N N metylocytyzyna
N/
trans-trans
4-chairs
N
. OH- .
retamina C@Q sofokarpina
N
hydroksylupanina lupanina
N OH
0
QO
>\—CH3
NH
lusitanina /
N

Wyciagi roslinne nanoszono na plytki w ilosci 5,0 ul w formie 5 mm pasm. Stosowane
w jednokierunkowej TLC uktady faz ruchomych przedstawiono w tabeli 2. Chromatogramy
rozwijano na dystansie 5 cm, w temp. pokojowej (22 + 1 °C; wilgotnos¢ 60%), w pionowe;]
komorze Chrop*a (200 mmx200 mm; Standard-Trennkammern, Fisher Scientific, Holandia).
W celu uniknigcia efektow demiksji, przed analiza, komory wysycano swiezo sporzadzonymi
fazami ruchomymi, przez 30 min. Dokumentacj¢ rozdziatéw TLC stanowig fotografie (ryc.

2-4) oraz tabela 3.
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Tab. 2. Charakterystyka faz stacjonarnych i ruchomych stosowanych w jednokierunkowej TLC.
Tab. 2. The one dimensional TLC systems used.

Nr | Sktad fazy ruchomej Stgzenla[rllyloc‘l’;r‘tl‘i]katorow Faza stacjonarna
I cykloheksan: 100+0; 90+10; 80+20; zel krzemionkowy
dietyloamina 70+30; 60+40; 50+50 (Silica Si 60),
II zel krzemionkowy
chloroform:metanol: 100+0+1; 95+5+1; (Silica Si 60);
25% amoniak 90+10+1; 85+15+1 zel krzemionkowy modyfik.
(DIOL Fosss)
11 . ' 30410045 30+ 100+6: zel krzemionkowy modyfik.
acetonitryl:woda: ’ ) (RP-18W Fjs4)
30+100+7, 30+100+10; . . .
36% kwas solny i zel krzemionkowy modyfik.
30+100+15;  30+100+20
(DIOL Fisss)

Dwukierunkowa TLC (2D TLC) przeprowadzono na ptytkach szklanych pokrytych zelem
krzemionkowym modyfikowanym grupami diolowymi (DIOL Fjs4s). Chromatogramy rozwi-
jano w dwoch kierunkach stosujac optymalne fazy ruchome:

1 kierunek:

- chloroform-metanol- 25% roztwoér amoniaku, 85:15:1 (v/v/v) — faza ruchoma I

2 kierunek:

- acetonitryl - woda - 36% roztwoér kwasu solnego, 30:100:7 (v/v/v) — faza ruchoma II.

Po rozwinigciu w pierwszym kierunku, ptytki chromatograficzne, przed ponownym
umieszczeniem w komorze Chrop™a, suszono w strumieniu powietrza (10 min).

W dwukierunkowej TLC, z gradientem fazy stacjonarnej, do rozdzielnia mieszaniny alka-
loidow, w pierwszym kierunku, stosowano ptytki pokryte zelem krzemionkowym modyfiko-
wanym grupami diolowymi (DIOL Fys4) oraz faze ruchoma I. Rozwiniete pasma alkaloidéw
przerzucano nastgpnie na ptytke pokryta zelem krzemionkowym modyfikowanym resztami
oktadecylowymi (RP-18W F,ss; HPTLC) za pomoca fazy ruchomej II. Powyzsza faza ru-
choma stosowana byla rowniez do rozdzielania alkaloidéw chinolizydynowych w drugim
kierunku. Ptytki szklane pokryte r6znymi ztozami taczono, na dtugosci 2 mm, za pomoca
urzadzenia skonstruowanego w Katedrze i Zaktadzie Farmakognozji, przez dr. Piotra Migasa.
Procedura ta umozliwiata pionowe ustawienie potaczonych plytek chromatograficznych
w komorze Chrop™a (ryc. 5). Otrzymane w toku analizy chromatogramy wywotywano od-
czynnikiem Dragendorff™a [16], ogrzewano w temp. 100 £ 5 °C przez 3 min, a nastgpnie ana-
lizowano w $wietle dziennym. Dokumentacje rozdziatow frakcji alkaloidowych za pomoc 2D
TLC, w gradiencie fazy stacjonarnej, stanowia fotografie (ryc. 6-8) i tab. 3.
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Omowienie wynikow

W wyniku przeprowadzonych badan zoptymalizowano warunki rozdziatu technika dwu-
kierunkowej TLC, z gradientem fazy stacjonarnej, mieszaniny, blisko spokrewnionych struk-
turalnie, 9 alkaloidéw chinolizydynowych oraz wyciagéw alkaloidowych otrzymanych z cze¢-
sci nadziemnych oraz kultur in vitro wybranych gatunkow z rodzaju Genista (ryc. 3-8, tab. 3).

Przygotowanie oczyszczonych wyciqgow alkaloidowych do badan chromatograficznych

W przypadku badan fitochemicznych frakcji alkaloidowych, wystgpujacych w czesciach
nadziemnych i kulturach in vitro roslin z rodzaju Genista, bardzo istotnym etapem prowadzo-
nych doswiadczen bylo otrzymanie oczyszczonych, od substancji balastowych, wyciagéw
z przeznaczeniem do dalszych analiz chromatograficznych. Liczne doniesienia literaturowe
dotyczace alkaloidéw chinolizydynowych wskazuja, ze zwiazki z tej klasy naleza do stabych
zasad [2,15,16,21,23,29]. Z tego wzgledu do ekstrakcji omawianych potaczen z matryc ro-
slinnych stosuje si¢ obojetne rozpuszczalniki organiczne, w tym najczesciej metanol
[3,9,14,19,23,27,35]. Przyjecie takiej procedury doswiadczalnej powoduje, ze w pierwotnych
wyciagach metanolowych, obok alkaloidéw, obecne sa zwiazki o charakterze balastow, takie
jak: cukry, biatka, zywice oraz barwniki roslinne, utrudniajace zasadniczo pdzniejsza analize
obecnych w ekstraktach alkaloidéw [16,21,29]. W wigkszosci metod oczyszczania ,,suro-
wych” wyciagéw alkaloidowych, od substancji towarzyszacych, wykorzystuje si¢ zmienna
rozpuszczalnos¢ alkaloidow, wystepujacych jako wolne lub protonowane zasady, w rozpusz-
czalnikach réznigcych si¢ polarnoscia oraz pH [3,6,9,14,16,23,27,29,30]. Pierwotne ekstrakty
metanolowe, otrzymane z biomas badanych janowcéw, postanowiono oczysci¢ od substancji
balastowych stosujac procedure opracowana uprzednio dla alkaloidéw indolowych wystepu-
jacych w kulturach in vitro Tabernaemontana divaricata [14,19,27]. Zar6wno alkaloidy chi-
nolizydynowe, jak i indolowe naleza do stabych zasad, uznano wigc, ze metoda oczyszczania
pierwotnych frakcji alkaloidowych z kultur Tabernaemontana divaricata moze okazaé sig
odpowiednia réwniez w przypadku wyciagéw metanolowych z biomas janowcow.

Przyjeta procedura postepowania miata charakter wieloetapowy (ryc. 1). Obejmowata ona
ekstrakcje pierwotnych wyciagdw metanolowych do fazy statej (kolumienki SPE wypetnione
zelem krzemionkowym modyfikowanym resztami oktadecylowymi — RP-18). Na poszcze-
g6Inych etapach aplikacji, oczyszczania oraz wymywania frakcji alkaloidowych stosowano
fazy ruchome stanowiace mieszaniny izopropanolu oraz buforéw fosforanowych, rézniace sig
polarnoscia, pH oraz sila elucyjna (ryc. 1). Analiza TLC wyciagdéw otrzymanych na wszyst-
kich etapach ekstrakcji SPE wykazata skutecznos$¢ przyjetej procedury w oczyszczaniu frakcji
alkaloidowych wystepujacych w biomasach janowcéw (brak alkaloidéw w eluatach na etapie
aplikacji i oczyszczania oraz obecnos¢ badanych zwiazkéw w wyciagach otrzymanych w fa-
zie wymywania — ryc. 1).

Pierwotne wyciagi metanolowe, zawierajace alkaloidy chinolizydynowe wystepujace
w postaci wolnych zasad, nanoszono na kolumienki SPE kondycjonowane uprzednio w roz-
tworze buforu fosforanowego o pH 7, co umozliwito catkowita retencje badanych zwiazkéw
na fazie stacjonarnej [14,19,27]. Wymywanie balastow (zwigzki fenolowe, cukry oraz biatka)
uzyskano w procesie dwuetapowym, stosujac fazy ruchome charakteryzujace si¢ znaczng po-
larnoscia oraz wysokim pH (ryc. 1). W opisywanych warunkach alkaloidy jako wolne zasady
zatrzymywane byty na kolumienkach SPE. Catkowite wymywanie, z fazy stacjonarnej, bada-
nych zwiazkéw, w postaci protonowanych zasad, umozliwito dopiero zastosowanie buforu
fosforanowego o pH 2. Znaczny dodatek izopropanolu w fazie ruchomej przyspieszyt wymy-
wanie badanych zwiazkéw z fazy stacjonarnej (zwigkszenie sity elucyjnej) oraz umozliwit
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zageszczenie badanych frakcji alkaloidowych. Kolumienki SPE, miedzy kolejnymi aplika-
cjami, przemywano w szeregu eluotropowym (ryc. 1), co pozwolito na ich wielokrotne sto-
sowanie (okoto 10 razy). Oczyszczone wyciagi alkaloidowe po rozpuszczeniu w metanolu,
przeznaczono do dalszych analiz chromatograficznych.

Analiza TLC alkaloidow chinolizydynowych

Zgodnie z celem pracy optymalizacje separacji TLC alkaloidéw chinolizydynowych prze-
prowadzono na 9-sktadnikowej mieszaninie substancji wzorcowych, zblizonych pod wzgle-
dem budowy chemicznej (tab. 1). W oparciu o dane literaturowe [3,6,9,16,21,23], wstepnego
rozdziatu alkaloidéw wzorcowych, dokonano stosujac jednokierunkowg TLC na ptytkach
szklanych pokrytych zelem krzemionkowym (Silica Si 60). Faze ruchomg stanowity, w tym
wypadku mieszaniny cykloheksanu i dimetyloaminy (ryc. 9) badz chloroformu, metanolu
1 amoniaku (ryc. 10). W opisywanych warunkach nie uzyskano catkowitego rozdziatu bada-
nych zwigzkéw. Zmiany stezenia cykloheksanu ze 100 % do 50% 1 dimetyloaminy z 0% do
50% w fazie ruchomej nie spowodowaty znaczacego wzrostu selektywnosci rozdziatu (ryc. 9).
Najlepszy wyniki otrzymano w przypadku, gdy faze ruchoma stanowita mieszanina cyklo-
heksanu 1 dimetyloaminy w stosunku 70:30 (v/v) (ryc. 2).

Ryc. 2. Chromatogram wzorcéw alkaloidéw chinolizydynowych na ptytkach zelowych (Silica Si 60
TLC); faza ruchoma — cykloheksan : dietyloamina (70 : 30, v/v); wzorce alkaloidéw: 1 — lu-
panina, 2 — metylocytyzyna, 3 — cytyzyna, 4 — hydroksylupanina, 5 — sofokarpina, 6 — lusita-
nina, 7— retamina, 8 — sparteina, 9 — izosparteina.

Fig. 2. Chromatogram of quinolizidine alkaloid standards on the Silica gel Si60 plate developed in
cyclohexane and diethylamine (70+30 v/v); alkaloid standards: 1 — lupanine, 2 — methylcyti-
sine, 3 — cytisine, 4 — hydroxylupanine, 5 — sophocarpine, 6 — lusitanine, 7 — retamine, 8 —
sparteine, 9 — isosparteine.

W powyzszych warunkach rozdzielono calkowicie jedynie 5 zwiazkéw, takich jak: hy-
droksylupanine, retaming, sofokarping, cytyzyne i metylocytyzyne. Natomiast pary alkalo-
idéw: lupanina i lusitanina oraz L-a-izosparteina i sparteina, posiadajace bardzo zblizone war-
tosci Ry migrowaty jako dwa pojedyncze pasma (ryc. 2).
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Catkowitej separacji badanego zespotu alkaloidéw nie udato si¢ réwniez uzyska¢ w ukta-
dach faz ruchomych ztozonych z r6znych stezen chloroformu, metanolu i 25% amoniaku (tab.
2, ryc. 10). Najlepsze wyniki otrzymano w przypadku, gdy faz¢ ruchoma stanowita mieszani-
na chloroformu, metanolu i 25% amoniaku w stosunku 85:15:1 (v/v). W opisywanych warun-
kach rozdzielono 9-sktadnikowa mieszaning wzorcowych alkaloidéw na 4 pasma, gdzie reta-
mina, sparteina i L-a-izosparteina migrowaty jako pojedyncze pasmo, podobnie jak pary: hy-
droksylupanina i cytyzyna, sofokarpina i lusitanina oraz metylocytyzyna i lupanina (ryc. 3).

Ryc. 3. Chromatogram wzorcéw alkaloidéw chinolizydynowych na ptytkach zelowych (Silica Si 60
TLC); faza ruchoma — chloroform : metanol : 25% amoniak (85:15:1 v/v); wzorce alkaloidow:
1 — lupanina, 2 — metylocytyzyna, 3 — cytyzyna, 4 — hydroksylupanina, 5 — sofokarpina, 6 —
lusitanina, 7 — retamina, 8 — sparteina, 9 — izosparteina.

Fig. 3. Chromatogram of quinolizidine alkaloid standards on the Silica gel Si60 plate developed in
chloroform, methanol, ammonia (85+15+1 v/v); alkaloid standards: 1 — lupanine, 2 — methyl-
cytisine, 3 — cytisine 4 — hydroxylupanine, 5 — sophocarpine, 6 — lusitanine, 7 — retamine, 8 —
sparteine, 9 — isosparteine.

W tym miejscu nalezy zaznaczy¢, ze na rozdzielanie alkaloidéw w omawianych uktadach
chromatografowania znaczny wptyw mialo st¢zenie modyfikatora zasadowego w fazie ru-
chomej. W separacji badanych zwiazkéw wykorzystano fakt, ze alkaloidy chinolizydynowe
w postaci wolnych zasad, nanoszone na ptytki chromatograficzne, wykazywaty znaczne i wy-
biércze powinowactwo do lipofilnej fazy ruchomej, zalezne bezposrednio od st¢zenia mody-
fikatora zasadowego w mieszaninie rozpuszczalnikéw (ryc. 91 10) [3,6,9,14,16,21,23].

Przyktadowo, na ptytkach pokrytych zelem krzemionkowym (Silica Si 60), gdy poszcze-
g6lne fazy ruchome stanowily mieszaniny cykloheksanu i dimetyloaminy, wraz ze wzrostem
stezenia dimetyloaminy w uktadzie rozdzielczym z 0% do 30%, obserwowano znaczacy
wzrost selektywnosci rozdzialu. Dalsze zwigkszanie zawartosci modyfikatora zasadowego
w fazie ruchomej (30-50%) wiazato si¢ niestety z pogorszeniem rozdzialu badanych alkalo-
idéw chinolizydynowych (wyrazne poszerzenie rozdzielonych pasm) (ryc. 9). Zjawisko to bylo
prawdopodobnie zwigzane z tworzeniem, w gradiencie pH, alkaloidowych par jonowych [14].

W przypadku stosowania faz ruchomych z dimetyloamina, podczas rozdzielania alkalo-
idéw chinolizydynowych, wystapily ponadto problemy zwigzane z detekcja badanych zwiazkéw.
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Jako, ze analizowane potaczenia poza sparteing i jej pochodnymi nie wykazuja fluorescencji
w swietle UV [4,16,21,29,30,35,36], w detekcji omawianych zwiazkéw wykorzystano zjawi-
sko tworzenia przez alkaloidy, widocznych w $wietle dziennym, pomaranczowych komplek-
soOw z odczynnikiem Dragendorff'a [16]. Niestety w przypadku rozdzielania alkaloidéw
w fazach ruchomych z dimetyloamina, zwiazek ten nawet po odparowaniu (suszenie ptytek
chromatograficznych, przez 15 min. w temp. 105 °C) modyfikowat faze stacjonarna tak, ze po
wywotaniu chromatogram6w odczynnikiem Dragendorff a, tto ptytek zabarwiato si¢ na inten-
sywnie pomaranczowo (reakcja odczynnika ze §ladami dimetyloaminy [16]) uniemozliwiajac
lokalizacje pasm alkaloidowych. W zwigzku z powyzszym faza ruchoma ztozona z chloro-
formu, metanolu i 25% amoniaku (85:15:1 — v/v) okazata si¢ bardziej odpowiednia do roz-
dzielania mieszaniny alkaloidéw chinolizydynowych, na ptytkach pokrytych zelem krze-
mionkowym, w systemie jednokierunkowym (tatwe odparowanie amoniaku z fazy stacjonarnej).

W celu poprawienia rozdziatu badanych zwiazkéw, w systemie jednokierunkowym, prze-
prowadzono réwniez separacje wzorcowych alkaloidow na ptytkach szklanych pokrytych
zelem krzemionkowym modyfikowanym resztami oktadecylowymi (RP-18W Fasss; HPTLC).
Jako fazy ruchome stosowano w tym wypadku mieszaning ztozong z acetonitrylu i wody (30:
100) w potaczeniu z réznymi stezeniami kwasu solnego (ryc. 11, tab. 2). Zastosowanie tak
silnego modyfikatora kwasowego, jakim jest kwas solny byto podyktowane koniecznoscig
przeprowadzenia badanych alkaloidéw w formy protonowanych zasad. Wstepnie stosowane
w fazach ruchomych takie kwasy organiczne jak: kwas mrowkowy i octowy okazaty si¢ zbyt
stabe by przeprowadzi¢ ,,wolne” alkaloidy w odpowiednie sole, zdolne do migracji w polar-
nych fazach ruchomych [16,21].

W wyniku przeprowadzonych doswiadczen stwierdzono, ze w uktadach faz odwréconych
kluczowym czynnikiem zwigkszajacym selektywno$¢ rozdzialu mieszaniny alkaloidéw chi-
nolizydynowych bylto stezenie modyfikatora kwasowego w fazie ruchomej, podobnie jak to
miato miejsce w przypadku modyfikatora zasadowego stosowanego w uktadach faz prostych
(ryc. 9-11). Zjawisko to mozna wigza¢ ze zmienna rozpuszczalnoscia alkaloidéw wystepuja-
cych w postaci wolnych badz protonowanych zasad, w fazach ruchomych o réznej polarnosci
[3.9,14,16,23,29].

W opisywanych warunkach chromatografowania, podobnie jak w przypadku stosowania
faz prostych, nie udato si¢ rozdzieli¢ wszystkich alkaloidéw chinolizydynowych, obecnych
W mieszaninie wzorcow (ryc. 4).

W optymalnym uktadzie rozdzielczym, gdzie faze ruchoma stanowita mieszanina acetoni-
trylu, wody i 36% kwasu solnego (30:100:7), retamina i cytyzyna migrowaty jako jedno pa-
smo, a lusitanina, sofokarpina i hydroksylupanina posiadaty bardzo zblizone wartosci R¢ (ryc. 4).
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Ryc. 4. Chromatogram wzorcéw alkaloidéw chinolizydynowych na ptytkach zelowych (RP-18W,Fasys,
HPTLC); faza ruchoma — acetonitryl : woda : 36% kwas solny (30 :100 :7, v/v); wzorce alka-
loidéw: 1 — lupanina, 2 — metylocytyzyna, 3 — cytyzyna, 4 — hydroksylupanina, 5 — sofokar-
pina, 6 — lusitanina, 7 — retamina, 8 — sparteina, 9 — izosparteina.

Fig. 4. Chromatogram of quinolizidine alkaloid standards on the RP-18W plates developed in acetoni-
trile: water and hydrochloric acid (30+100+7 v/v). Alkaloid standards: 1 — lupanine, 2 — methylcy-
tisine, 3 — cytisine, 4 — hydroxylupanine, 5 — sophocarpine, 6 — lusitanine, 7 — retamine, 8 — sparte-
ine, 9 — isosparteine.

Reasumujac, w wyniku przeprowadzonych badan stwierdzono, ze w opracowanych,
z wykorzystaniem jednokierunkowej TLC, uktadach rozdzielczych niemozliwe jest uzyskanie
catkowitej separacji 9-sktadnikowej mieszaniny alkaloidéw chinolizydynowych. W zwigzku
z tym w dalszych do$wiadczeniach postuzono si¢ chromatografia dwukierunkowa, z zastoso-
waniem pojedynczego ztoza (monolayer stationary phase) badz w gradiencie fazy stacjonar-
nej (tzw. graft chromatography) [22].

W przypadku analiz w technice dwukierunkowej na pojedynczym ztozu zastosowano
ptytki szklane pokryte zelem krzemionkowym modyfikowanym grupami diolowymi (DIOL
Fas45) umozliwiajagcym prowadzenie rozdziatéw zaréwno w uktadach faz prostych jak i od-
wréconych [17]. Jako fazy ruchome uzyto w tym wypadku mieszaniny ztozone z chlorofor-
mu, metanolu i 25% amoniaku (85:5:1 — I kierunek) oraz acetonitrylu, wody i 36% kwasu
solnego (30:100:7 — II kierunek). Powyzsze fazy ruchome, w uktadach jednokierunkowych
warunkowaty najefektywniejsze rozdzielanie badanej mieszaniny alkaloidéw chinolizydyno-
wych (ryc. 3 i 4). Ponadto poprzez zastosowanie zelu krzemionkowego modyfikowanego
grupami diolowymi oraz faz ruchomych o krancowo réznej polarnosci mozliwe byto wykorzy-
stanie do separacji badanych zwiazkéw dwéch réznych mechanizméw rozdzielczych [10,16].
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Ryc. 5. Urzadzenie stuzace do rozdzielania zwiazkéw w gradiencie fazy stacjonarnej (szerokos¢ po-
wierzchni faczacej 2 mm).

Fig. 5. The device constructed in the Department of Pharmacognosy Medical University of Gdarnsk
for an easy transfer of separated mixtures from one stationary phase to another (2mm over-
lapping distance).

Niestety w opracowanym systemie chromatografowania nie udato si¢ rowniez uzyskac
rozdziatu wszystkich badanych alkaloidéw chinolizydynowych (ryc. 6).

Sparteina i lusitania migrowaly jako pojedyncze, rozmyte pasmo, a hydroksylupanina,
L-a-izosparteina i sofokarpina posiadaty bardzo zblizone wartosci Ry.

Calkowite rozdzielenie, 9-sktadnikowej mieszaniny wzorcowych alkaloidéw umozliwito
dopiero zastosowanie 2D-TLC w gradiencie fazy stacjonarnej (ryc. 7).

Tg¢ stosunkowo nowg technik¢ chromatografowania uzywano z powodzeniem do rozdzie-
lania mieszanin saponin, fenolokwaséw oraz flawonoidow, w ekstraktach roslinnych [10-12,18].

W opisywanym doswiadczeniu, w pierwszym kierunku, chromatogramy rozwijano na ze-
lu krzemionkowym modyfikowanym grupami diolowymi (DIOL F»s4), z zastosowaniem fazy
ruchomej I, a w drugim kierunku na zelu modyfikowanym resztami oktadecylowymi (RP-
18W Fas4s; HPTLC) przy uzyciu fazy ruchome II. Oryginalne urzadzenie taczace ptytki chro-
matograficzne umozliwilo przerzucenie poszczegdlnych pasm analizowanych alkaloidow
z jednej fazy stacjonarnej na drugq i utrzymanie ptytek w pionie podczas rozwijania w komo-
rze Chrop’a (ryc. 5).
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Ryc. 6. Dwukierunkowy chromatogram TLC wzorcéw alkaloidéw chinolizydynowych na modyfiko-
wanych ptytkach zelowych (DIOL Fays); fazy ruchome: chloroform : metanol : 25% amoniak
(85:15:1, v/v) — I kierunek; acetonitryl : woda : 36% kwas solny (30:100:7, v/v) — II kierunek;
wzorce alkaloidéw: 1 — lupanina, 2 — metylocytyzyna, 3 — cytyzyna, 4 — hydroksylupanina,
5 — sofokarpina, 6 — lusitanina, 7 — retamina, 8 — sparteina, 9 — izosparteina.

Fig. 6. 2D TLC of quinolizidine alkaloid standards on the DIOL Fsys plate developed in mobile
phase I (chloroform:methanol:25% ammonia — 85:15:1, v/v) — I direction and mobile phase 11
(acetonitrile:water:36% hydrochloric acid — 30:100:7, v/v) — Il direction; alkaloid standards:
1 — lupanine, 2 — methylcytisine, 3 — cytisine, 4 — hydroxylupanine, 5 — sophocarpine, 6 — lusi-
tanine, 7 — retamine, 8 — sparteine, 9 — isosparteine.

Zoptymalizowane warunki 2D TLC, w gradiencie fazy stacjonarnej, zastosowano nastep-
nie do rozpoznania sktadu frakcji alkaloidowych wystepujacych w czesciach nadziemnych
roslin gruntowych i w kulturach in vitro (kalusy oraz hodowle pgdowe) badanych janowcéw
(ryc. 8, tab. 3)

Analiza chromatograficzna wobec substancji wzorcowych wykazata, w zielu analizowa-
nych gatunkéw, bogate, wielosktadnikowe frakcje alkaloidowe (tab. 3). Jednoczesnie po-
twierdzono dane literaturowe odnosnie istotnych réznic migdzy badanymi surowcami w za-
kresie obecnosci poszczegblnych alkaloidéw chinolizydynowych [1,3,7-9,13,15,23,28].
Zgodnie z powyzszym, sofokarping zidentyfikowano chromatograficznie jedynie w czesciach
nadziemnych G. germanica, a lusitaning w zielu G. sagittalis. Obecnos¢ metylocytyzyny oka-
zala si¢ charakterystyczna dla ziela G. aethnensis 1 G. monospessulana, a lupaniny dla G.
germanica 1 G. sagittalis. Jedynie w czesciach nadziemnych G. radiata nie stwierdzono
obecnosci cytyzyny, podobnie jak w zielu G. germanica nie zidentyfikowano retaminy. Row-
niez G. sagittalis, w przeciwienstwie do pozostatych badanych gatunkéw, charakteryzowata
si¢ brakiem obecnosci L-a- izosparteiny. Jedynym alkaloidem chinolizydynowym wystepuja-
cym we wszystkich janowcach byta natomiast sparteina (tab. 3).
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Ryc. 7. Dwukierunkowy chromatogram TLC, w gradiencie fazy stacjonarnej, wzorcdéw alkaloidéw
chinolizydynowych; I kierunek: ptytka zelowa - DIOL Fausg, faza ruchoma I; II kierunek: mo-
dyfikowana ptytka zelowa -RP-18W, Fasy; HPTLC, faza ruchoma II. Wzorce alkaloidéw: 1 —
lupanina, 2 — metylocytyzyna, 3 — cytyzyna, 4 — hydroksylupanina, 5 — sofokarpina, 6 —
lusitanina, 7 — retamina, 8 — sparteina, 9 — izosparteina.

Fig. 7. 2D TLC with adsorbent gradient of quinolizidine alkaloid standards; I direction — DIOL Fsys
plate — mobile phase I, Il direction — RP-18W plate mobile phase Il. Alkaloid standards: 1 —
lupanine, 2 — methylcytisine, 3 — cytisine, 4 — hydroxylupanine, 5 — sophocarpine, 6 — lusitani-
ne, 7 — retamine, 8 — sparteine, 9 — isosparteine.

Wykorzystujac zoptymalizowane warunki chromatografowania stwierdzono, ze biomasy
kalusowe badanych roslin z rodzaju Genista nie akumulowaty zupetnie charakterystycznych
dla gatunkéw macierzystych alkaloidéw chinolizydynowych. Produkcja omawianych pota-
czen, w stacjonarnych kulturach pedowych janowcéw, byta natomiast ograniczona jedynie do
retaminy, sparteiny, lusitaniny i L- a- izosparteiny (tab. 3). Wymienione alkaloidy chinolizy-
dynowe wystepowaly w mikroroslinkach janowcéw w ilosciach sladowych.

Poréwnanie czg¢sci nadziemnych roslin gruntowych oraz kultur in vitro wybranych gatun-
kéw z rodzaju Genista w zakresie potaczen alkaloidowych wskazuje, ze biosynteza omawia-
nych zwiazkow wydaje si¢ by¢ zalezna od stopnia zréznicowania morfologicznego badanych
biomas. Tym samym, nienaruszone rosliny charakteryzowaty si¢ znaczng zawartoscia alkalo-
idéw za$ pedy namnozone w warunkach in vitro i pozbawione statusu morfologicznego rosli-
ny gruntowej syntetyzowaty znacznie mniej omawianych zwiazkow. Nieuorganizowana bio-
masa kalusowa byta natomiast zupetnie pozbawiona toksycznych alkaloidéw chinolizydynowych,
stajac sig, wybiorczym i bogatym zrédtem izoflawonéw, wykazujacych aktywnosé fitoestro-
genng (rozdz. 6).
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Ryc. 8. Dwukierunkowy chromatogram TLC, w gradiencie fazy stacjonarnej, frakcji alkaloidowe;j
z ziela Genista tinctoria L. 1 kierunek : ptytka zelowa- DIOL Fyyss , faza ruchoma I; 11 kieru-
nek: modyfikowana ptytka zelowa -RP-18W, Fisi; HPTLC, faza ruchoma II. Alkaloidy: 3 —
cytyzyna, 7 — retamina, 8 — sparteina, 9 — izosparteina.

Fig. 8. 2D TLC with sorbent gradient of the alkaloid fraction from Genista tinctoria herb. Alkaloids:
3 — cytisine, 7 — retamine, 8 — sparteine, 9 — isosparteine. Separation conditions: I direction —
DIOL F;s4 plate — mobile phase I; Il direction — RPI8W plate — mobile phase I1.

Przeprowadzone badania chromatograficzne wykazaty, ze rozdzielenie wielosktadnikowej
mieszaniny blisko spokrewnionych strukturalnie alkaloidéw chinolizydynowych, z zastoso-
waniem jednokierunkowej TLC, jest bardzo trudne. Catkowita separacje analizowanych pota-
czen, wystepujacych w postaci mieszaniny wzorcéw, badz w oczyszczonych ekstraktach me-
tanolowych z badanych matryc roslinnych, umozliwita jedynie 2D TLC w gradiencie fazy
stacjonarnej. Rezultaty przeprowadzonych doswiadczen wskazuja, ze opracowane warunki
rozdziatu moga by¢ z powodzeniem wykorzystane do badan skryningowych ztozonych ma-
tryc roslinnych w zakresie alkaloidéw chinolizydynowych.
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Ryc. 9. Poréwnanie wartosci wspdtczynnikéw R, wzorcéw alkaloidow chinolizydynowych, rozdzielanych na ptytkach zelowych (Silica Si 60 TLC); fazy ru-
chome — mieszaniny réznych stezen cykloheksanu i dimetyloaminy. Warunki rozdziahu: temperatura pokojowa (22 + 1 °C), wilgotnos¢ 60%; pionowa
komora Chrop’a.

Fig. 9. Comparison of the retention of quinolizidine alkaloid standards on Silica Si60 TLC plates developed in mobile phase consisted of cyclohexane and
diethylamine in various proporions. Separation conditions: room temperature (22 + 1 °C, humidity 60%); vertical “Chrop” chamber.
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Poréwnanie wartosci wspotczynnikéw Ry wzorcéw alkaloidéw chinolizydynowych rozdzielanych na plytkach zelowych (Silica Si 60 TLC); fazy
ruchome-mieszaniny réznych stezen chloroformu, metanolu i 25% amoniaku. Warunki rozdziatu: temperatura pokojowa (22 + 1 °C), wilgotnos¢
60%; pionowa komora Chrop’a.

Comparison of the retention of quinolizidine alkaloid standards on silica Si60 TLC plates developed in mobile phases consisted of chloroform,
methanol and ammonia in various proportions. Separation conditions: room temperature (22 + 1°C, humidity 60%); vertical “Chrop” chamber.
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Ryc. 11. Poréwnanie wartosci wspdtczynnikow R, wzorcéw alkaloidow chinolizydynowych rozdzielanych na plytkach zelowych (RP-18W; F,s; HPTLC);
fazy ruchome - mieszanina acetonitrylu i wody (30:100) oraz r6znych stgzen 36% kwasu solnego. Warunki rozdziatu: temperatura pokojowa (22 +
1 °C), wilgotnos¢ 60%; pionowa komora Chrop a.

Fig. 11. Comparison of the retention of quinolizidine alkaloid standards on RP-18W HPTLC plates developed in mobile phases consisted of acetonitrile and
water with varying concentration of hydrochloric acid. Separation conditions: room temperature (22 + 1°C, humidiry 60%); vertical “Chrop” cham-
ber.



Tab. 3. Alkaloidy chinolizydynowe obecne w zielu i kulturach in vitro roslin z rodzaju Genista. Limit detekeji od 157 ug sparteiny do 5*ug lupaniny.
Tab. 3. Quinolizidine alkaloids identified in Genista species (herbs and in vitro cultures). Detection limit from 15" ug of sparteine to 5*ug of lupanine.

G. tinctoria G. sagittalis G. germanica G. radiata G. aethnensis G.monospessulana
Lp. Zwiazek roslina . pqdy roslina . pqdy roslina . pqdy roslina . pqdy roslina . pqdy roslina . pQQy

grunt. | invitro | grunt. | invitro | grunt. | invitro | grunt. | invitro | grunt. | invifro | grunt. In vitro
1. | Lupanina - - + - + - - - - - - -
2. | Metylocytyzyna - - - - - - - - + - + -
3. | Cytyzyna + - + - + - - - + - + -
4. | Hydroksylupanina - - - - - - - - - - - -
5. | Sofokarpina - - - - + - - - - - - -
6. | Lusitanina - - + + - - - - - - - -
7. | Retamina + + + + - - + + - - + +
8. | Sparteina + + + + + + + + + + + +
9. | L-a-izosparteina + - - - + + + - + + + -
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15. STRESZCZENIE

W niniejszej rozprawie habilitacyjnej przedstawiono wybrane aspekty regulacji produkcji
izoflawondéw, w kulturach in vitro 6 gatunkéw z rodzaju Genista (G. tinctoria L., G. radiata
L., G. aethnensis D.C., G. sagittalis L., G. germanica L. oraz G. monospessulana L..).

Prezentowana dysertacja sktada sie z dwoéch czesci. W pierwszej z nich zaprezentowano
charakterystyke botaniczna oraz fitochemiczng badanych janowcéw. W rozdziale dotyczacym
sktadu chemicznego analizowanych gatunkéw uwzgledniono potaczenia izoflawonoidowe
oraz alkaloidy chinolizydynowe, czyli dwie podstawowe grupy wtérmych metabolitéw, decy-
dujace o aktywnosci biologicznej roslin z rodzaju Genista. Ponadto, w czesci teoretycznej
rozprawy, oméwiono aktualny stan wiedzy, obejmujacy biosyntezg izoflawonéw oraz badania
nad niniejszymi potaczeniami w hodowlach tkankowych roslin wyzszych. Po raz pierwszy
sprobowano usystematyzowac dotychczasowe dane odnosnie szeroko rozumianych doswiad-
czen nad izoflawonami w kulturach in vitrro, uwzgledniajac ich wielowatkowosé, metodyke
oraz aplikacyjny charakter poszczegdlnych eksperymentdéw. Informacje zawarte w niniejszym
rozdziale wykorzystano nastepnie w badaniach eksperymentalnych projektu habilitacyjnego.
CzesC teoretyczng dysertacji zamyka rozdziat dotyczacy aktywnosci biologicznej izoflawo-
noéw. Ze wzgledu na znaczng ilos¢ prac przegladowych obejmujacych powyzsze zagadnienie,
w opisywanym fragmencie manuskryptu przedstawiono jedynie podstawowe kierunki dziata-
nia fitoestrogenéw by tym samym uzasadni¢ celowos¢ podjetych badan.

Druga czgs¢ dysertacji obejmuje prace eksperymentalne nad akumulacja aktywnych lecz-
niczo izoflawonéw w kulturach in virro wybranych janowcéw. Nadrzedny cel projektu, kt6-
rym byto otrzymanie roslinnych systeméw hodowlanych, ukierunkowanych na wybidrcza
produkcje znacznych ilosci fitoestrogendw, realizowano stosujac standardowe oraz nowocze-
sne procedury doswiadczalne, ktére modyfikowano oraz optymalizowano w toku ekspery-
mentu. Og6lnie ujmujac obejmowaty one badania w zakresie doboru materiatu roslinnego
oraz warunkéw hodowli, umozliwiajacych opracowanie kultur in vitro, akumulujacych wyso-
kie stezenia potaczen izoflawonoidowych.

Integralng czescia projektu habilitacyjnego byty badania fitochemiczne w zakresie analizy
chromatograficznej frakcji flawonoidowych (HPLC) oraz alkaloidowych (TLC) obecnych
w roslinach gruntowych oraz biomasach janowcéw otrzymanych z kultur in vitro. Opisywane
doswiadczenia realizowano stosujac, opracowane w toku eksperymentu, warunki rozdzielania
badanych zwigzk6éw, dokonujac jednoczesnie ciaglej selekcji biomas roslinnych, uwzglednia-
jac obecnos¢ w poszczeg6lnych surowcach wysokich stezen izoflawondéw oraz brak akumula-
cji toksycznych alkaloidow chinolizydynowych.

W oparciu o dane literaturowe oraz wstepne badania wilasne do realizacji projektu wybra-
no 6 gatunkow z rodzaju Genista, charakteryzujacych sie niezwykle bogata frakcja izoflawo-
noidowa, przewyzszajac w tym wzgledzie Glycine max., stanowiaca podstawowe zrodto fito-
estrogendw stosowanych w lecznictwie.

Wstepny etap doswiadczen zawartych w projekcie habilitacyjnym dotyczyt wprowadzenia
wybranych janowcow do kultur in vitro, opracowania warunkéw do prowadzenia hodowli
otrzymanych biomas w systemie ciagtym oraz okreslenia potencjatu poszczeg6élnych kaluséw
w zakresie produkcji potaczen izoflawonoidowych.
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Z uwagi na catkowity brak danych literaturowych odnosnie hodowli tkankowych bada-
nych janowcOw, na etapie inicjacji kalusowania, niezbedne byto empiryczne dobranie zar6w-
no odpowiedniego inoculum roslinnego jak rowniez pozywki eksperymentalnej, umozliwiaja-
cej otrzymanie zywotnych, szybko rosngcych biomas. W opisywanych doswiadczeniach
przebadano 6 pozywek wzrostowych (Gamborga, Nitscha i Nitscha, Millera, Mc Cowna,
Schenk - Hildebrandt'a oraz Murashige’a i Skooga), stosowanych w biotechnologii roslin
wyzszych, rézniacych si¢ zawartoscia soli mineralnych oraz sktadnikow organicznych (we-
glowodany, aminokwasy oraz witaminy). Poszczegélne biomasy kalusowe wyprowadzano
z fragmentow hypokotylowych, liscieniowych oraz korzeniowych, jatowych siewek badanych
gatunkéw. Stwierdzono, ze w przypadku wszystkich analizowanych janowcéw, wyprowadze-
nie zywotnych tkanek przyrannych, bez sktonnosci do redyferencjacji i stopniowego zamiera-
nia, mozliwe jest jedynie w oparciu o fragmenty hypokotylowe siewek. Ponadto, otrzymane
biomasy kalusowe zdolne byty do ciagtego wzrostu tylko na podtozach bogatych w sktadniki
mineralne oraz organiczne (pozywki Schenk - Hildebrandt™a oraz Murashige™a i Skooga).

Inicjalne kultury kalusowe janowcéw oceniono nastgpnie z uwagi na zawartos$¢ frakcji
flawnoidowych oraz alkaloidowych, poréwnujac w tym wzgledzie namnazane biomasy z od-
powiednimi gatunkami macierzystymi. W celu przeprowadzenia powyzszych analiz fitoche-
micznych, w projekcie habilitacyjnym, opracowano chromatograficzng metode¢ rozdziatu ze-
spotu alkaloidéw oraz flawonoidéw wystepujacych powszechnie w rodzaju Genista. Ponadto,
zoptymalizowano warunki ekstrakcji badanych wtérnych metabolitéw z matryc roslinnych,
a nastepnie ich oczyszczania od substancji balastowych, uwzgledniajac witasnosci fizyko-
chemiczne zwiazkow towarzyszacych (procedury dotyczace alkaloidéw) oraz termolabilno$¢
analizowanych potaczen (pochodne estrowe izoflawonéw).

W przypadku zwiazkéw flawonoidowych, technikg z wyboru, stosowana do rozdzielania
flawonow oraz izoflawonéw obecnych w badanych janowcach byta wysokosprawna chroma-
tografia cieczowa (HPLC). Powyzsza metoda w przeciwienstwie do chromatografii gazowej
(GLC) nie wymagata derywatyzacji analizowanych potaczen. Ponadto, z uwagi na zlozony
charakter zespotu flawonoidowego wystepujacego, w badanych gatunkach, w skrajnie roz-
nych stezeniach, niemozliwe okazato si¢ stosowanie do analiz skryningowych biomas roslin-
nych chromatografii cienkowarstwowej (TLC).

W wyniku przeprowadzonych badan ustalono, po raz pierwszy, warunki rozdziatu HPLC,
22-sktadnikowego zespotu izoflawonoéw oraz flawonéw wystepujacych powszechnie w rodza-
ju Genista, w formie aglikonéw, mono- i diglikozydéw oraz estrow. Calkowita separacje
omawianych polaczen uzyskano na kolumnie LiChrospher RP-18, w uktadzie faz odwrdco-
nych, stosujac elucje gradientowq dla 3-sktadnikowej mieszaniny rozpuszczalnikéw: acetoni-
tryl : woda : kwas octowy. Zoptymalizowang metode¢ rozdzielania HPLC badanych zwiazkéw
wykorzystano nastepnie do rozpoznania sktadu frakcji flawonoidowych wystepujacych
w réznych czeéciach morfologicznych janowca barwierskiego, gatunku charakteryzujacego
si¢, w warunkach upraw gruntowych, najbogatszg frakcja bioflawonoidowa. Na opisywanym
etapie analiz postuzono si¢ chromatografem cieczowym sprzg¢zonym z detektorem masowym
oraz matryca diodowa. Zastosowanie powyzszej procedury umozliwito identyfikacje¢ po-
szczegblnych sktadnikéw frakcji flawonoidowej janowca barwierskiego, w systemie on -line,
W oparciu o trzy parametry: tg, widmo masowe oraz widmo w nadfiolecie.

Przeznaczone do badan chromatograficznych frakcje flawonoidowe, z poszczegélnych
czgsci morfologicznych janowca barwierskiego otrzymano na drodze ekstrakcji matryc ro-
slinnych na tazni ultradzwigkowej, a nastepnie oczyszczanie pierwotnych wyciagéw z pomi-
nieciem procesOw wymagajacych stosowania wysokiej temperatury. W rezultacie uniknigto
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rozktadu potaczen o charakterze estrow. Skutecznos¢ przyjetej procedury potwierdzono
w oparciu o analize fitochemiczng surowcéw roslinnych zawierajacych okreslony dodatek
substancji wzorcowych (wybrane aglikony, glikozydy oraz estry flawonoidowe).

W wyniku przeprowadzonych analiz HPLC stwierdzono w G. tinctoria z upraw grunto-
wych bogaty 16-sktadnikowy zesp6t bioflawonoidéw, ztozony z frakcji izoflawonoidowe;j
(pochodne genisteiny, daidzeiny, fomononetyny i biochaniny A) oraz prostych flawonow,
pochodnych luteoliny i apigeniny. Omawiane zwiazki wystgpowaty w poszczegdlnych cze-
sciach morfologicznych rosliny w réznych stezeniach. Najwigksza zawartos¢ bioflawonoidow
stwierdzono w kwiatach janowca barwierskiego (4151,42 mg/100 g suchej masy). W przeci-
wienstwie do korzeni réwniez ulistnione pedy omawianego gatunku akumulowaty znaczne
ilosci badanych wtérnych metabolitéw (4063,46 mg/100 g suchej masy). Z uwagi na niski
udziat procentowy (2,3%) kwiatéw w biomasie janowca uznano, ze jedynie czgsci nadziemne
G. tincotria (pedy z kwiatami) moga by¢ rozpatrywane jako zrédto fitoestrogendéw. Z tego
wzgledu wtasnie powyzszy materiat roslinny stosowano jako ,,probe kontrolng” w do$wiad-
czeniach nad akumulacja izoflawonéw w kulturach in vitro G. tinctoria.

Opracowana metoda chromatograficznego rozdziatu 22-sktadnikowego zespotu wzorcéw
flawonoidowych okazata si¢ rowniez skuteczna w separacji izoflawonéw oraz flawonéw wy-
stepujacych w pozostatych 5 janowcach objetych projektem habilitacyjnym. Analiza porow-
nawcza badanych gatunkéw w zakresie frakcji bioflawonoidowych, wykazata we wszystkich
roslinach bogaty zespdt izoflawonéw (pochodne genisteiny, daidzeiny, fomononetyny i bio-
chaniny A) oraz prostych flawonéw (pochodne luteoliny oraz apigeniny), podobnie jak
w przypadku G. tincotria. R6znice pomigdzy poszczegdlnymi janowcami dotyczyty iloscio-
wej zawartosci badanych zwiazkdéw oraz wybidrczej obecnosci wtérnych metabolitow, wy-
stepujacych w ilosciach sladowych. Najwigksze stezenia izoflawondéw stwierdzono w cze-
sciach nadziemnych G. tinctoria (3073,54 mg/100 g suchej masy). Dominujacym zwiazkiem
badanej frakcji byla genistyna (1454,2 mg/100 g suchej masy).

Podobnie jak w przypadku frakcji flawonoidowych, w niniejszym projekcie habilitacyj-
nym, opracowano warunki chromatograficznego rozdziatu 9-sktadnikowego zespotu alkalo-
idéw chinolizydynowych, wystepujacych powszechnie w rodzaju Genista. Do separacji frak-
cji alkaloidowych, wystgpujacych w badanych surowcach, wykorzystano chromatografie
cienkowarstwowa, (TLC), ktora w przeciwienstwie do HPLC nie wymagata derywatyzacji
badanych zwiazkéw lub stosowania wysoce specyficznego detektora fosforowo-azotowego
(PNP- GLC). Optymalizacj¢ warunkéw rozdzielania wzorcowych alkaloidéw chinolizydyno-
wych prowadzono w systemie jedno- lub dwukierunkowym, na ptytkach chromatograficz-
nych pokrytych zelem krzemionkowym (Silica Si 60) badz zelami modyfikowanymi grupami
diolowymi (DIOL Fajs4s) lub oktadecylowymi (RP-18W, HPTLC). Fazy ruchome stanowity
trojsktadnikowe mieszaniny rozpuszczalnikéw, réznigcych si¢ polarnoscia oraz sita elucyjna.
Ponadto, analizowane potaczenia separowano stosujac elucje izokratyczna, badz gradient fazy
stacjonarnej.

W wyniku przeprowadzonych badan nie udato si¢ rozdzieli¢ 9-sktadnikowej mieszaniny
alkaloidow wzorcowych, z wykorzystaniem jednokierunkowej TLC, zar6wno w uktadach faz
prostych jak i odwréconych. Podobnie niezadowalajace wyniki uzyskano stosujac dwukie-
runkowa TLC na pojedynczym ztozu (monolayer stationary phase). Catkowity separacje bli-
sko spokrewnionych alkaloidéw chinolizydynowych umozliwito dopiero postuzenie si¢ tech-
nika dwukierunkowa, z wykorzystaniem gradientu fazy stacjonarnej (graft chromatography).
W opisywanym wypadku do rozdzielania mieszaniny substancji wzorcowych stosowano w I -
kierunku ptytki pokryte zelem modyfikowanych chemicznie (DIOL F,s45) oraz faz¢ ruchoma
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zlozong z: chloroformu : metanolu : 25% roztworu amoniaku (85:15:1 — v/v/v). Rozwinigte
pasma alkaloidéw przerzucano nastepnie na ptytki zelowe modyfikowane grupami oktadecy-
lowymi (P-18W Fys4s. HPTLC), za pomoca fazy ruchomej stanowigcej mieszaning nastgpuja-
cych rozpuszczalnikdw: acetonitryl : woda : 36% roztwor kwasu solnego (30:100:7 — v/v/v).
Powyzszg faze ruchoma stosowano nastepnie do separacji alkaloidow w II- kierunku. Sku-
teczne przerzucanie analizowanych zwiazkéw z jednej fazy stacjonarnej na druga, z zacho-
waniem pionowego ustawienia ptytek w komorze chromatograficznej, umozliwito zastosowanie
urzadzenia skonstruowanego w Katedrze i Zakladzie Farmakognozji przez dr Piotra Migasa.

Zoptymalizowane warunki rozdziatu 9-sktadnikowej mieszaniny substancji wzorcowych
wykorzystano nastepnie do rozpoznania sktadu frakcji alkaloidowych wystepujacych w cze-
sciach nadziemnych badanych gatunkéw z rodzaju Genista.

W toku prowadzonego eksperymentu opracowano metode ekstrakcji oraz oczyszczania
zespotu analizowanych wtérnych metabolitow. Alkaloidy chinolizydynowe, jako stabe zasa-
dy, ekstrahowano z matryc roslinnych czystym metanolem, z pominigciem wczesniejszej al-
kalizacji. Na etapie oczyszczania pierwotnych wyciagdéw z substancji balastowych wykorzy-
stano zjawisko zmiennej rozpuszczalnosci alkaloidéw wystepujacych w postaci wolnych badz
protonowanych zasad, w rozpuszczalnikach rézniacych si¢ polarnoscig oraz pH. Ostatecznie
oczyszczone frakcje badanych zwigzkéw otrzymano w wyniku ekstrakcji pierwotnych wycia-
g6éw metanolowych do fazy statej (SPE-kolumienki RP-18). Opisywana procedura obejmowa-
ta aplikacje frakcji alkaloidowych, dwuetapowy proces oczyszczania poszczegélnych wycia-
26w od balastow fenolowych, terpendw i bialek oraz wymywanie zespotu badanych wtérnych
metabolitow.

W wyniku przeprowadzonych analiz TLC, w cz¢s$ciach nadziemnych janowcow, stwier-
dzono obecnos¢: sparteiny, L-a-izosparteiny, retaminy, hydroksylupaniny, cytyzyny, metylo-
cytyzyny, sofokarpiny, lupaniny oraz lusitaniny. Sposréd powyzszych zwiazkéw jedynie
sparteina wystepowata we wszystkich szesciu badanych gatunkach. Obecnos¢ pozostatych
alkaloidéw w analizowanych surowcach byla zalezna bezposrednio od rosliny, co potwierdza
dane literaturowe wskazujace, ze niniejsze metabolity mozna traktowac jako markery chemo-
taksonomiczne janowcow.

Analiza chromatograficzna inicjalnych kultur kalusowych badanych gatunkéw z rodzaju
Genista wykazata, ze w omawianych biomasach doszto do catkowitego zahamowania biosyn-
tezy toksycznych alkaloidow chinolizydynowych charakterystycznych dla surowcéw macie-
rzystych. Ponadto kalusy janowcoéw nie produkowaty réwniez prostych flawonéw, pochod-
nych luteoliny oraz apigeniny, wystepujacych w roslinach gruntowych. Opisywane zjawiska
moga wiazac si¢ zaréwno z hodowla biomas w warunkach in vitro (elementy stresu abiotycz-
nego) jak réwniez ze zmiang statusu morfologicznego kultur (powstanie nieuorganizowanej
tkanki przyrannej). W zwiazku z powyzszym, kalusy wszystkich badanych gatunkéw z rodza-
ju Genista staly si¢ wybiérczym i bogatym zrédtem izoflawonéw pochodnych genisteiny,
daidzeiny, formononetyny oraz biochaniny A, wystepujacych w formie aglikonéw, mono-
i diglikozydéw oraz estrow. Dominujacymi sktadnikami akumulowanych frakcji izoflawono-
idowych, niezaleznie od analizowanego gatunku, byly zawsze zwiazki znajdujace si¢ w szla-
ku metabolicznym genisteiny (genisteina, 7-O-glukozyd genisteiny /genistyna/, 7-O-
diglukozyd-genisteiny, 7-O-glukozyd 2'-hydroksygenisteiny oraz 6 -O-malonylo-7-O-
glukozyd genisteiny i 6" -O-acetylo-7-O-glukozyd genisteiny). W tym miejscu nalezy zazna-
czy¢, ze powyzsze polaczenia byly syntetyzowane, w kalusach janowcow, w wielokrotnie
wyzszych stezeniach niz to miato miejsce w przypadku roslin macierzystych. Prezentowane
wyniki wskazuja, ze rodzaj Genista jest wyjatkowo korzystny do prowadzenia eksperymentéw
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z zakresu roslinnych kultur in vitro ukierunkowanych na otrzymanie biomas produkujacych
znaczne stezenia aktywnych leczniczo izoflawonow.

Modyfikacja warunkéw hodowli na etapie kultur inicjalnych, obejmujaca doswiadczenia
prowadzone przy zmiennym naswietleniu (brak lub dostgp do $wiatla), z zastosowaniem 6
réznych pozywek wzrostowych, wykazata, ze zaréwno sklad podstawowego podtoza ekspe-
rymentalnego, jak i rowniez rezim o$wietleniowy wywierajq istotny wptyw na wzrost biomas
janowcow jak i zdolnos¢ poszczegélnych kaluséw do produkcji izoflawondéw. Stwierdzono,
ze rodzaj pozywki wzrostowej wptywa raczej na sumaryczng zawarto$¢ produkowanych me-
tabolitow, a nie na sklad jakosciowy zespotu izoflawonoidowego. Bezposredni dostgp $wiatta
lub jego brak warunkuje natomiast wybidrcza akumulacje estrowych pochodnych genisteiny,
uznanych za form¢ magazynowa fitoaleksyn.

Optymalne rezultaty w zakresie wzrostu biomas kalusowych oraz znacznej zawartosci
frakcji izoflawonoidowych, w tkankach przyrannych janowcéw, uzyskano na ,,bogatym” pod-
tozu Schenk - Hildebrandt*a (SH), suplementowanym 22,6 umol 1™ 2,4-D i 23,2 umol 1™ kine-
tyny. Jednoczesnie stwierdzono, ze w zoptymalizowanych warunkach hodowli, kultury
G. tinctoria akumulowaly, sposrod wszystkich badanych janowcéw, najbogatszy zesp6t izo-
flawonow (14 zwiazkéw — 6586,5 mg/100 g suchej masy). Uzyskane stezenie analizowanych
wtornych metabolitéw, w przypadku omawianej biomasy, byto ponad dwukrotnie wyzsze niz
w czesciach nadziemnych rosliny gruntowej (3073,54 mg/100 g suchej masy). Dominujacym
sktadnikiem frakcji izoflawonoidowej w kalusie janowca barwierskiego byla genistyna
(3016,3 mg/100 g suchej masy).

W badaniach obejmujacych niniejszy projekt habilitacyjny opracowano, po raz pierwszy,
efektywny sposéb mikrorozmnazania, skuteczny dla wszystkich szesciu analizowanych ja-
nowcOw. W przeciwienstwie do stosowanej dotychczas, w rozmnazaniu wegetatywnym Ge-
nista monosperma, somatycznej embriogenezy, w prezentowanych doswiadczeniach postuzo-
no si¢ metoda bezposredniej mikropropagacji, z wykorzystaniem fragmentow pedowych ba-
danych roslin, na pozywkach wzbogaconych zmienna kompozycja regulatoréw wzrostu
z klasy auksyn oraz cytokinin. Tym samym ustalono wptyw poszczegdlnych fitohormonéw na
powstawanie struktur primordialnych, wydhuzanie pedéw i ukorzenianie ro$lin z rodzaju Genista.

W wyniku stosowanych procedur doswiadczalnych zaproponowano II - stopniowy system
mikrorozmnazania badanych gatunkéw. W I - stadium, obejmujacym otrzymanie mikrorosli-
nek janowcow, testowano wpltyw wybranych cytokinin (kinetyny, zeatyny, /6-{y-y-
dimetyloallilo }-aminopuryny/ — 2iP, 6-benzyloaminopuryny — BAP oraz tidiazuronu — TDZ),
stosowanych w pozywce, w potaczeniu z auksyng (kwas indolilo-3-octowy — IAA) lub bez,
na ogdlnie rozumiany proces powstawania primordiow pedowych. Na opisywanym etapie
eksperymentu stwierdzono korzystna role dodatku do podtoza TDZ, umozliwiajacego anergi-
zacje powstajacych kultur pedowych od auksyn (IAA) i tym samym uniknigcie procesu
szklenia mikroroslinek oraz tworzenia si¢ lisci anormalnych. Optymalna pozywka prolifera-
cyjna SH, zawierajaca 9,84 umol 1" 2iP i 0,99 umol I TDZ warunkowata, w przypadku
wszystkich badanych janowcéw, 100% tworzenie kultur mikroroslinek, przy srednio 30 pe-
dach powstajacych z jednego eksplantatu. Ze wzgledu na trudnosci w izolacji bardzo krétkich
struktur pedowych, otrzymanych w I fazie mikrorozmnazania, otrzymane mikroroslinki pod-
dano procesowi wydtuzania (II stadium procesu), na podtozach zawierajacych kwas gibereli-
nowy (GAj) oraz kwas indolilo-3-mastowym (IBA), jako jedyne regulatory wzrostu lub
w potaczeniu z cytokininami (2iP i TDZ). Stwierdzono, ze tylko zastosowanie pozywki SH po-
zbawionej cytokinin i suplementowanej 4,92 umol 1" IBA powodowato, ze 100% primordialnych
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kultur badanych janowcéw ulegato znacznemu wydtuzeniu, tworzac pedy o morfologii cha-
rakterystycznej dla odpowiednich roslin gruntowych.

Ryzogeneze otrzymanych kultur pedowych obserwowano na pozywce SH pozbawione]
regulatoréw wzrostu (SHo) lub zawierajacej wybrane auksyny (IAA, IBA i kwas naftylo-1-
octowy — NAA). Najwyzsza wydajnos¢ opisywanego procesu (100% ryzogeneza kultur oraz
powstawanie znacznej ilosci korzeni przybyszowych) stwierdzono na podtozu suplemento-
wanym 2,68 umol I" NAA.

W wyniku zastosowanej procedury mikrorozmnazania, w przypadku wszystkich badanych
janowcow, po pétrocznej hodowli w gruncie, otrzymano rosliny, ktére pod wzgledem morfo-
logicznym oraz z uwagi na zawartos¢ frakcji alkaloidowych i flawonoidowych byty tozsame
z gatunkami macierzystymi. Tym samym opracowana metoda mikropropagacji wybranych
gatunkéw z rodzaju Genista, w porOwnaniu z technika tradycyjna, umozliwita szybkie otrzy-
manie znacznych ilosci materiatu roslinnego, bogatego w zwiazki farmakologicznie aktywne.
Co najistotniejsze, zaproponowana procedura doswiadczalna moze by¢ z powodzeniem wy-
korzystana do rozmnazania wegetatywnego janowca etnenskiego (G. aethnensis) bedacego
gatunkiem endemicznym.

Analiza chromatograficzna (HPLC) kultur mikropedowych, w zakresie potaczen flawono-
idowych wykazata, ze wszystkie otrzymane biomasy, podobnie jak kultury kalusowe janow-
cOw, charakteryzowaty si¢ niezwykle bogata frakcja izoflawonoidowg (pochodne genisteiny,
daidzeiny, formononetyny oraz biochaniny A), przy jednoczesnym braku produkcji prostych
flawondéw, pochodnych luteoliny oraz apigeniny. W tym miejscu nalezy zaznaczy¢, ze bioma-
sy pedowe akumulowaly wyzsze stezenia estrowych izoflawondéw, w poréwnaniu z odpo-
wiednimi tkankami przyrannymi. Opisywane zjawiska wydaja si¢ wskazywa¢, ze zarOwno
sam proces hodowli w warunkach in vitro jak réwniez stopien cytodyferencjacji biomas (kul-
tury kalusowe oraz pedowe) wptywaja wybidrczo na produkcje zwiazkow bioflawonoido-
wych w badanych gatunkach z rodzaju Genista. Stwierdzenie to dotyczy rowniez alkaloidow
chinolizydynowych, ktére produkowane byly w znacznych ilosciach jedynie w roslinach
gruntowych. Nieuorganizowane tkanki przyranne omawianych janowcéw byty catkowicie
pozbawione powyzszych potaczen, a biomasy pedowe o statusie morfologicznym zmienio-
nym w stosunku do roslin macierzystych syntetyzowaty alkaloidy jedynie w ilosciach $lado-
wych (wybidrczo — retaming, sparteing, lusitaning oraz L-a- izosparteing).

Prace eksperymentalne dotyczace inicjalnych kultur kalusowych wybranych gatunkéw
z rodzaju Genista wykazaly, ze wszystkie otrzymane biomasy charakteryzowaty si¢ wysoka
zawartoscig izoflawonow, przy jednoczesnym braku akumulacji prostych flawonéw oraz tok-
sycznych alkaloidéw chinolizydynowych. W obrgbie namnazanych tkanek przyrannych, kul-
tury kalusowe G. tinctoria syntetyzowaty najwyzsze stezenia izoflawonéw (6586,5 mg/100 g
suchej masy) i w efekcie stanowily doskonaty material wyjsciowy do otrzymania roslinnych
system6éw hodowlanych, z przeznaczeniem do produkcji, w warunkach in vitro, bogatego
zespotu aktywnych leczniczo fitoestrogendw. Z tego wzgledu oraz z uwagi na znaczng juwe-
nilno$¢ biomas janowca barwierskiego dalsze doswiadczenia nad akumulacjg izoflawonéw
w kulturach in vitro, zawezono wtasnie do niniejszego gatunku.

W ramach przygotowania kaluséw G. finctoria do do§wiadczen w systemie kultur wytrza-
sanych, na etapie hodowli stacjonarnych, podjeto si¢ optymalizacji podstawowego podtoza
SH, majacego w efekcie indukowaé powstawanie puszystych, tatwych do zdyspergowania
w pozywce ptynnej, tkanek przyrannych, charakteryzujacych si¢ intensywnym przyrostem
oraz wysokg zawartoscia potaczen izoflawonoidowych.
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W oparciu o dane literaturowe oraz doswiadczenia wiasne, podtoza hodowlane modyfi-
kowano w zakresie regulatorow wzrostu z klasy auksyn (kwas 2.,4-dichlorofenoksyoctowy
(2,4-D), kwas naftylo-1-octowy (NAA), kwas indolilo-3-mastowy (IBA), kwas indolilo-3-
propionowy (IPA), kwas indolilo-3-octowy (IAA), kwas p-chlorofenoksyoctowy (4-CPA),
pikloram (PICL), kwas p-naftoksyoctowy (B-NOA), kwas 2.4,5-trichlorofenoksyoctowy
(2,4,5-T) oraz kwas 2,3,5-trijodobenzoesowy (TIBA)) oraz cytokinin (zeatyna (ZEA), kinety-
na (KIN), 6-benzyloaminopuryna (BAP), 6-{y-y-dimetyloallilo}-aminopuryna (2iP), N-(2-
chloro-4-pirydylo)-N"-fenylomocznik (4-CPPU), 1,3-difluoromocznik (1,3-DFM) oraz 1-fe-
nylo-3-(1,2,3-tiazolo-5-yl)mocznik / tidiazuron / (TDZ)). W prezentowanym eksperymencie
przetestowano, po raz pierwszy, na jednym modelu hodowlanym, 17 ré6znych fitohormonéw,
stosowanych w biotechnologii roslin wyzszych, ustalajac ich wptyw na przyrost kalusow G.
tinctoria oraz akumulacje w badanych biomasach frakcji izoflawonoidowych. Poszczegdlne
auksyny oraz cytokininy dodawano do pozywek w dwodch skrajnych stezeniach (0,5 lub 5,0
mg 1I'") co umozliwito stwierdzenie istotnych zaleznosci miedzy iloscig stosowanego fitohor-
monu, a wzrostem namnazanych biomas oraz zawartoscia w kalusach badanych zwiazkow.
Oceng wptywu regulatoréw wzrostu na pierwotny oraz wtérny metabolizm tkankowy prowa-
dzono oddzielnie w grupie auksyn oraz cytokinin, uwzgledniajac jednoczes$nie wybidrcza role
poszczegdlnych fitohormonéw w procesie produkcji potaczen o charakterze aglikonoéw, gli-
kozyd6w oraz estrOw. Z uwagi na brak anergizacji kaluséw G. tinctoria zar6wno w stosunku
do auksyn jak i cytokinin, w opisywanym eksperymencie proby kontrolne stanowity biomasy
namnozone na pozywce ze statym dodatkiem 2,4-D (ocena wplywu cytokinin) badz kinetyny
(doswiadczenia z udziatem auksyn).

W oparciu o analiz¢ statystyczna uzyskanych wynikéw (analiza dynamiki) stwierdzono
istotny wplyw regulatoréw wzrostu na przyrost kaluséw janowca barwierskiego oraz akumu-
lacje¢ izoflawonéw w poszczegdlnych biomasach. Opisywany wptyw byl zwiazany (w grupie
auksyn oraz cytokinin) zaréwno z rodzajem jak i stezeniem stosowanego fitohormonu. W tym
miejscu nalezy zaznaczy¢, ze niezaleznie od stosowanej modyfikacji podtoza hodowlanego,
kalusy G. tinctoria syntetyzowaty zawsze 14-sktadnikowy zespot izoflawondw, pochodnych
genisteiny, daidzeiny, formononetyny oraz biochaniny A. Obserwowany wptyw fitohormo-
néw na produkcje badanej klasy wtérnych metabolitéw dotyczyt natomiast ilosciowej zawar-
tosci poszczegdlnych izoflawonoéw w kulturze.

W grupie auksyn, za wyjatkiem B-NOA oraz TIBA, wigkszos$¢ stosowanych regulator6w
wzrostu stymulowata produkcje izoflawonéw w stezeniach wysokich (5,0 mg 1™). Dodatek
0,5 mg I"' omawianych fitohormonéw hamowat natomiast akumulacje badanych zwiazkéw.
Opisywane zaleznosci dotyczyly zarowno sumy izoflawondéw jak i wybidrczo potaczen o cha-
rakterze aglikonéw, glikozydow oraz estrow. Jednoczesnie stwierdzono, ze niska zawartos$¢
auksyn w pozywce (0,5 mg I'') indukowata przyrost kaluséw G. tinctoria, podczas gdy wyso-
kie stezenia omawianych fitohormonéw wywieraty wyraznie efekt hamujacy. Uzyskane wy-
niki wskazuja na wystapienie ujemnej korelacji migdzy przyrostem kaluséw janowca, a aku-
mulacjg zwiazkéw izoflawonoidowych, bedacej bezposrednim wynikiem modyfikacji pozy-
wek eksperymentalnych auksynami. Stwierdzenie to nie dotyczy jedynie TIBA. Powyzszy
fitohormon paradoksalnie indukowat produkcje¢ izoflawonéw oraz wzrost namnazanych bio-
mas w obydwu stezeniach. Jednocze$nie niniejsza auksyna juz w dawce 0,5 mg 1" warunko-
wata otrzymanie kalusOw syntetyzujacych najwyzsze, w calej serii doswiadczen, stezenia
badanych wtérnych metabolitéw (10474,2 mg/100 g suchej masy).

W przeciwienstwie do auksyn, cytokininy wywieralty zmienny wplyw na akumulacj¢ izo-
flawonoéw o charakterze aglikonéw, glikozydéw oraz estréw. Opisywana aktywnos¢ zalezna
byta bezposrednio od ilosci stosowanego fitohormonu. Stwierdzono, ze wigkszo$¢ cytokinin
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w niskich stezeniach (0,5 mg '), za wyjatkiem zeatyny oraz 1,3-DFM, indukowata produkcije
glikozydow oraz estrow izoflawonoidowych, co wiazato si¢ z jednoczesnym wzrostem suma-
rycznej zawartosci badanych wtérnych metabolitow w biomasach. W omawianych warunkach
doswiadczalnych, stosowane regulatory wzrostu hamowaty natomiast wybiorczo produkcje
zwiazkow izoflawonoidowych o charakterze aglikondéw. Opisywane zjawiska zwiazane byty
z jednoczesnym, intensywnym przyrostem testowanych kultur (dodatnia korelacja miedzy
wzrostem tkanek a akumulacjq izoflawondéw).

Cytokininy dodawane do pozywek w wysokich stezeniach (5,0 mg I™"), za wyjatkiem 1,3-
DFM i zeatyny, stymulowaty akumulacje potaczen glikozydowych, co dotyczyto rowniez
sumarycznej zawartosci badanych metabolitow w kalusach G. tinctoria. W przeciwienstwie
do wariantéw eksperymentalnych obejmujacych podtoza z 0,5 mg I dodatkiem omawianych
fitohormonow, cytokininy w wysokich dawkach indukowaty réwniez produkcje aglikonéw
izoflawonoidowych. Analiza statystyczna danych uzyskanych z eksperymentu, w ktérym te-
stowane pozywki suplementowano 5,0 mg I poszczeg6lnych cytokinin nie wykazata istot-
nych korelacji migdzy wzrostem namnazanych biomas a produkcja izoflawonéw, aczkolwiek
omawiane fitohormony nieznacznie stymulowaty przyrost badanych kalusow.

W wyniku przeprowadzonych doswiadczen dokonano wyboru podtoza doswiadczalnego,
taczacego cechy pozywki wzrostowej (W,-983,072) oraz produkcyjnej (maks. zawartos$¢ izo-
flawonoéw — 1047,23 mg/100 g suchej masy). Na modyfikacji eksperymentalnej stanowiacej
pozywke SH zawierajaca 0,5 mg 1" TIBA i 5,0 mg I kinetyny uzyskano najwieksze, w ho-
dowlach stacjonarnych G. tinctoria, stezenia omawianych wtoérnych metabolitéw, przekracza-
jace 3 krotnie zawartos¢ izoflawonow w roslinie macierzystej (3073,54 mg/100 g suchej ma-
sy). Jednoczesnie na zoptymalizowanym podiozu, namnazane kalusy charakteryzowaty sie
puszysta struktura, tatwa do zdyspergowania w warunkach hodowli zawiesinowych. Na dro-
dze modyfikacji medium hodowlanego, wybranymi regulatorami wzrostu, nie tylko otrzyma-
no szybko rosnacy kalus G. tinctoria, o0 wysokim potencjale produkcyjnym, w stosunku do
potaczen izoflawonoidowych, ale réwniez uniknigto stosowania w dalszych eksperymentach
IT fazowych system6éw hodowlanych ztozonych z pozywek wzrostowych oraz produkcyjnych.

W ramach zasadniczego celu projektu habilitacyjnego, z uprzednio otrzymanych hodowli
stacjonarnych G. tinctoria, wyprowadzono kultury wytrzasane, stwarzajace bezposrednig
mozliwo$¢ petniejszej kontroli i sterowania procesami doswiadczalnymi (elicytacja, dokar-
mianie i permeablizacja biomas) i tym samym uzyskanie zwigkszonej akumulacji izoflawo-
néw w namnazanych tkankach. Eksperymenty realizowane na poziomie kultur stacjonarnych
(hodowle kalusowe oraz pedowe) wykazaly, ze stopien morfogenezy biomas na réwni
z wprowadzeniem badanych gatunkéw do hodowli in vitro moze wywiera¢ okreslony wptyw
na wtorny metabolizm tkankowy janowcOw w zakresie analizowanych zwiazkow.

W celu petniejszego wyjasnienia roli cytodyferencjacji w procesie akumulacji izoflawo-
néw w biomasach G. finctoria, z odpowiednich kultur stacjonarnych, wyprowadzono ptynne
hodowle korzeni odcietych, pedow oraz zawiesiny rozproszonych komérek parenchymatycz-
nych badz embrionéw. Poszczegblne typy kultur uzyskano na drodze doboru inoculum roslin-
nego oraz pozywki wzrostowej, modyfikowanej w zakresie regulatorow wzrostu.

Zawiesiny rozproszonych komoérek janowca barwierskiego wyprowadzono z puszystej
biomasy kalusowej badanego gatunku, kultywowanej na pozywce SH, zawierajacej 1,0 umol
1"(0,5 mg I'") TIBA oraz 23,23 umol 1''(5,0 mg 1) kinetyny. Powyzsze podtoze, w przypadku
odpowiedniej hodowli stacjonarnej, warunkowato maksymalng produkcje izoflawonéw oraz
intensywny przyrost badanych biomas.
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Ptynna kulture embrionéw G. tinctoria otrzymano z tkanki przyrannej, rosnacej na stacjo-
narnej pozywce SH suplementowanej 2,46 pmol 1" IBA oraz 22,19 pumol I BAP. Na podiozu
o niniejszym sktadzie podstawowa biomasa kalusowa réznicowata si¢ w jasnozielone globu-
larne embriony.

Wytrzasang hodowlg pedowa uzyskano natomiast ze stacjonarnych kultur mikroroslinek
rosnacych na pozywce SH z 9,84 umol 17 2iP i 0,99 umol 1" TDZ. W hodowli ptynnej pedy
janowca kultywowano w podstawowej pozywce z dodatkiem 24,6 umol 1" IBA, co warun-
kowato wydtuzanie i rozgalezianie si¢ poszczegdlnych pedow.

Hodowle korzeni odcietych wyprowadzono z ryzogennego kalusa G. finctoria kultywo-
wanego na pozywce SH z dodatkiem 80,55 pmol I" NAA i 260,1 pmol I'' kwasu cytrynowe-
20, zapobiegajacego produkcji prostych fenoli w kulturze.

Zar6éwno ptynne kultury pedowe jak i embrionalne oraz zawiesinowe, zachowaty znaczny
potencjat do produkcji zwiazkéw izoflawonoidowych, magazynowanych catkowicie we-
wnatrzkomorkowo. Niezaleznie od stopnia cytodyferencjacji omawiane hodowle syntetyzo-
waty zawsze 14-sktadnikowy zespot wtornych metabolitow, pochodnych genisteiny, daidze-
iny, formononetyny oraz biochaniny A, w ilosciach 3 - 6 krotnie wyzszych niz w przypadku
ros$liny gruntowej. Dominujacymi skladnikami frakcji izoflawonoidowych w powyzszych
hodowlach byly pochodne genisteiny. Daidzina i daidzeina wystgpowaty natomiast w steze-
niach znacznie nizszych. Ponadto omawiane kultury charakteryzowaty si¢ zupelnym brakiem
akumulacji prostych flawonéw, stanowigc tym samym wybidrcze zrodto fitoestrogendw.

W wyniku przeprowadzonego eksperymentu stwierdzono, ze produkcja izoflawonow
o charakterze aglikonéw, glikozydéw oraz estréw, w kulturach janowca barwierskiego, zwia-
zana jest bezposrednio ze stopniem morfogenezy poszczegdlnych biomas. W przypadku pota-
czen glikozydowych oraz aglikonéw stwierdzono odwrotnie proporcjonalng zaleznos¢ migdzy
iloscia syntetyzowanych metabolitow a zréznicowaniem tkankowym. W zwiazku z powyz-
szym najwyzsze stezenia omawianych zwiazkow oznaczono w biomasach parenchymatycz-
nych, a najnizsze w kulturach pedowych. Przeciwnie, akumulacja estrow genistyny rosta,
w kulturach wytrzasanych, wraz ze stopniem morfogenezy tkanek. W efekcie hodowle pedo-
we zawieraly najwyzsze stezenia niniejszych potaczen (1008,2 mg/100 g suchej masy — ma-
lonylogenistyna). Sposrdéd wszystkich otrzymanych hodowli wytrzasanych janowca barwier-
skiego jedynie kultury korzeni odcigtych syntetyzowaty pojedynczy metabolit bioflawono-
idowy — izolikwirytygening (maks. stezenie — 978,4 mg/100 suchej masy). Sugeruje to, ze
w przeciwienstwie do korzeni rosliny macierzystej oraz pozostatych biomas G. tinctoria ho-
dowanych w warunkach in vitro, w kulturach korzeni odcigtych doszto do blokady biosyntezy
izoflawonéw na poziomie chalkonéw. W efekcie niniejsze hodowle staty si¢ wybiérczym
zréditem bliskiego prekursora izoflawonoidowego.

Dla poszczegdlnych kultur wytrzasanych G. tinctoria okreslono profile wzrostowe oraz
przesledzono kinetyke produkcji, w cyklach hodowlanych, izoflawondéw znajdujacych sie
w tancuchu przemian biogennych genisteiny oraz daidzeiny. W wyniku przeprowadzonych
doswiadczen stwierdzono, ze wszystkie otrzymane biomasy charakteryzowaty si¢ znacznym
przyrostem (wysokie wartosci wspotczynnikOw przyrostu) oraz maksymalng akumulacjg ana-
lizowanych zwiazkéw, przypadajaca na faze stacjonarna cyklu hodowlanego. Opisywane
zjawisko wskazuje, ze biosynteza izoflawonéw w kulturach in vitro G. tinctoria realizowana
byta przede wszystkim od momentu ustania przyrostu podstawowej materii roslinnej. Domi-
nujacym metabolitem frakcji izoflawonoidowych, we wszystkich badanych kulturach, oprécz
korzeni janowca, byt 7-O-glukozyd genisteiny (genistyna). W wyniku monitorowania, w cy-
klach eksperymentalnych, wzajemnych zaleznosci migdzy zwigzkami znajdujacymi sie¢
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w szlaku metabolicznym genisteiny stwierdzono, ze koncowa, wysoka zawarto$¢ powyzszego
potaczenia jest zaréwno wynikiem biosyntezy substancji de novo, poprzez glikozydacje¢ geni-
steiny jak i rowniez zwiazana jest z hydrolitycznym rozpadem 7-O-diglukozydu genisteiny.

Sledzenie wzajemnych relacji miedzy metabolitami izoflawonoidowymi znajdujacymi sie
w szlakach biogennych genisteiny oraz daidzeiny potwierdzito dane literaturowe, ze biosynte-
za omawianych potaczen zachodzi w biomasach roslinnych réwnolegle i niezaleznie od sie-
bie, nie konkurujac o substancje o charakterze prekursoréw. Stwierdzenie w kulturach zawie-
sinowych, embrionalnych oraz pedowych janowca obecnosci 7-O-glukozydu 2°-hydroksy-
genisteiny, zwigzku bedacego metabolitem posrednim miedzy prostymi izoflawonami a ku-
mestanami wskazuje, ze wszystkie otrzymane kultury stanowig dynamiczne systemy hodow-
lane o niezwykle wysokim potencjale do produkcji fitoestrogendw. Sposrod wszystkich
otrzymanych kultur najwyzsza sumaryczng zawartos¢ izoflawonow, przekraczajaca ponad 3
krotnie stgzenia badanych zwiazkéw w ro$linie gruntowej, okreslono w zawiesinie paren-
chymatycznej janowca barwierskiego (11138,95 mg/100 g suchej masy). Gtéwny metabolit
frakcji — genistyna, syntetyzowana byta w stezeniu 9414,7 mg/100 g suchej masy, co stanowi
jedna z najwyzszych ilosci wtérnych metabolitow uzyskanych w hodowlach in vitro roslin
wyzszych. W zwiazku z powyzszym oraz z uwagi na wysoka produktywnos¢ omawianych
zwiazkow, kultury zawiesinowe G. finctoria mozna uznaé za roslinny system hodowlany
z przeznaczeniem do produkcji znacznych ilosci pochodnych genisteiny.

Wiegkszos¢ zwiazkow izoflawonoidowych syntetyzowanych w kulturach in vitro G.
tinctoria stanowity potaczenia o charakterze fitoaleksyn badz fitoantycypin, w ktérych bio-
syntezie znaczng role moga odgrywac czynniki stresowe. W zwiazku z powyzszym, w niniej-
szym projekcie habilitacyjnym, podjeto probe zwigkszenia akumulacji izoflawonéw w wyso-
koprodukcyjnej zawiesinie G. tinctoria za pomoca wybranych elicytoréw (jasmonian metylu
oraz chitosan), stosowanych powszechnie w kulturach tkankowych roslin z rodziny Fabaceae.

W wyniku przeprowadzonego eksperymentu, obejmujacego suplementacj¢ pozywek ni-
niejszymi elicytorami, w dniu inokulacji oraz w momencie uzyskania maksymalnej produkcji
izoflawonéw w biomasach (26 dzien hodowli), stwierdzono istotny wptyw dodawanych sub-
stancji zaréwno na zywotnos¢ tkanek jak i rowniez akumulacjg¢ analizowanych wtérnych me-
tabolitéw. Pod wplywem stosowanych elicytoréw i niezaleznie od ich rodzaju kultywowane
biomasy gwattownie zamieraly. Z uwagi na szybka nekroz¢ namnazanych komoérek, juz
w pierwszych dniach po zastosowaniu elicytora, niemozliwe bylo, w omawianym modelu
hodowlanym, przyjecie procedury, w ktérej jasmonian metylu (100,0 umol 1™") oraz chitosan
(150,0 mg 1) dodawano by juz do zawiesiny inokularnej.

Obydwa stosowane elicytory, suplementowane w 26 dniu doswiadczenia, warunkowaty
wielokrotny wzrost stgzenia aglikondéw izoflawonoidowych w biomasach janowca (genisteina
i daidzeina). Maksymalng zawartos¢ obydwu potaczen uzyskano w zawiesinie G. tinctoria w
30 dniu eksperymentu, czyli 4 dni po elicytacji. W przypadku dodatku do pozywki chitosanu
stezenie aglikonéw izoflawonoidowych w namnazanych kulturach wzrosto 4 i 6 krotnie, od-
powiednio dla genisteiny (258,4 mg/100 g suchej masy) i daidzeiny (17,5 mg/100 g suche;j
masy). Zawartos¢ omawianych zwiazkéw uzyskana w wyniku dokarmiania kultur jasmonia-
nem metylu byta nieznacznie nizsza (198,3 mg/100 g suchej masy — genisteina; 15,21 mg/100
¢ suchej masy — daidzeina). Ponadto, w zawiesinie G. tinctoria, stwierdzono r6znice w meta-
bolizmie estrowych izoflawondw, znajdujacych si¢ w tancuchu przemian biogennych geniste-
iny, jako bezposredni rezultat rodzaju dodawanego elicytora. W przypadku jasmonianu mety-
lu catkowite stezenie genisteiny, uzyskane w efekcie stosowania niniejszego elicytora, bylo
wynikiem biosyntezy powyzszego aglikonu de novo jak rowniez hydrolitycznego rozpadu
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malonylogenisteiny. Przeciwnie, obecno$s¢ w pozywce chitosanu wigzata si¢ z jedynie z pro-
dukcja genisteiny de novo (stata zawartos¢ w kulturze estréw izoflawonoidowych). Obydwa
elicytory nie wplywaly natomiast na akumulacj¢ i metabolizm podstawowych, glikozydo-
wych metabolitébw w zawiesinie (genistyna, 7-O-diglukozyd genisteiny, 7-O-glukozyd
2"-hydroksygenisteiny, daidzina).

W efekcie stosowanej procedury dokarmiania kultur zawiesinowych G. finctoria wybra-
nymi elicytorami uzyskano wzbogacona, pod wzgledem ilosciowym, frakcje¢ izoflawonoido-
wa, zawierajacq, w poréwnaniu z biomasa podstawowa, 3 do 6-krotnie wyzsze stezenia pola-
czen o charakterze aglikonéw. Wszystkie zwiazki izoflawonoidowe, w omawianej kulturze,
podobnie jak w tkance kontrolnej, magazynowane byly wewnatrzkomérkowo.

Zmiang sposobu magazynowania omawianych metabolitéw uzyskano dopiero w wyniku
suplementacji pozywek hodowlanych DMSO (20ml I'). Zastosowana procedura spowodowa-
ta stopniowy wyciek potaczen izoflawonoidowych z matryc roslinnych do medium hodowla-
nego juz po6t godziny po premeabilizacji chemicznej. Maksymalne stezenie badanych wtoér-
nych metabolitéw w pozywce wzrostowej okreslono w sidédmej godzinie eksperymentu i wy-
nosito ono odpowiednio dla estrow, glikozydéw i aglikonéw izoflawonoidowych: 95%, 80%
i 67% maksymalnej zawartosci niniejszych potaczen w zawiesinie G. tinctoria. Jako, ze DM-
SO, podobnie jak stosowane elicytory, powodowat szybka nekroze tkanek, zastosowana per-
meabilizacja chemiczna mozliwa byta dopiero po zakonczeniu intensywnego wzrostu tkanek
i osiggnigciu maksymalnej zawartosci izoflawonéw w biomasach (26 dzien eksperymentu).

Ostatecznie, w wyniku elicytacji kultur zawiesinowych G. tinctoria uzyskano roslinny
system hodowlany, syntetyzujacy znaczne ilosci izoflawonéw (11350,5 mg/100 g suchej ma-
sy), wyrzucanych w efekcie permeabilizacji chemicznej do medium hodowlanego (okoto 80%
ogblnej zawartosci zwigzkéw w biomasach). Uzyskane rezultaty wskazuja, ze w oparciu
o niniejsze kultury mozna opracowa¢ wydajne procesy technologiczne ukierunkowane na
produkcje aktywnych leczniczo fitoestrogendw.

Istotng czgs¢ projektu habilitacyjnego stanowity doswiadczenia z zakresu hodowli korzeni
wlosnikowatych G. tinctoria. Zasadniczym celem niniejszych eksperymentéw byto ustalenie
czy proces transformacji dzikimi szczepami Agrobacterium rhizogenes wyptywa na metabo-
lizm powstatych kultur, w zakresie produkcji zwigzkow izoflawonoidowych. Na podstawie
chromatograficznej analizy poréwnawczej otrzymanych tkanek transgenicznych, z korzenia-
mi rosliny gruntowej i wczesniej wyprowadzonymi hodowlami korzeni odcigtych G. tincto-
ria, starano si¢ odpowiedzie¢ na pytanie czy biomasy transformowane janowca moga by¢
rozpatrywane jako roslinny system hodowlany, z przeznaczeniem do produkcji izoflawondw.

Przeprowadzone badania potwierdzity liczne dane literaturowe odnosnie szeregu ograni-
czen w przypadku préb transformacji roslin z rodziny Fabaceae. Procedurg wyprowadzenia
korzeni wilosnikowatych G. tinctoria ustalono empirycznie na drodze doboru inoculum ro-
slinnego (czesci hypokotylowe siewek, 2-letnie kultury mikroroslinek janowca oraz fragmen-
ty pedow i lisci pochodzacych ze zregenerowanych w warunkach in vitro roslinek), transfor-
mujacego szczepu bakteryjnego (A. rhizogenes LBA 9402 i ATCC 15834), techniki transfor-
macji (infiltracja, ,,smarowanie”) oraz procedury hodowlane;.

Ostatecznie, korzenie wlosnikowate G. tinctoria otrzymano jedynie technika ,,smarowania”,
w wypadku zastosowania szczepu bakteryjnego ATCC 15834 A. rhizogenes i tylko, gdy bakterie
przed infiltracjq kultywowano na pozywce z dodatkiem acetosyringonu (200 pmol ). Ponadto
skuteczno$¢ transformacji (32%) gwarantowato jedynie postuzenie si¢ roslinnym materiatem
inokularnym, stanowiacym zgrubiate fragmenty pedéw, pobrane z kultur mikroroslinek janowca.
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Transgeniczny charakter otrzymanych kultur korzeniowych potwierdzono w oparciu
o analiz¢ morfologiczng powstatych klonéw, kochromatografi¢ biomas wobec wzorcowej
agropiny oraz por6éwnanie wzrostu korzeni transformowanych z hodowlami korzeni odcig-
tych, na pozywce pozbawionej regulatoréw wzrostu (SHy). Ustalono, ze korzenie wtosniko-
wate, podobnie jak korzenie de novo G. tinctoria, zdolne sa jedynie do wybidrczej syntezy
bliskiego prekursora izoflawonoidowego — izolikwirytygeniny, nie wystgpujacej w roslinie
macierzystej. Opisane zjawisko wskazuje na istnienie, w namnazanej biomasie, blokady bio-
syntezy izoflawondéw, na poziomie izomerazy chalkonowe;.

W wyniku hodowli linii (3M) korzeni transformowanych janowca barwierskiego w ptyn-
nej pozywce SHy, przy ciagtym oswietleniu, otrzymano intensywnie przyrastajace kultury
wytrzasane (maks. zawarto$¢ swiezej masy — 801,3 g ™), syntetyzujace prawie 3-krotnie wig-
cej izolikwirytygeniny (2272,2 mg/100 g suchej masy) niz kultury korzeni odcigtych. Ponadto
omawiany metabolit, podobnie jak to miato miejsce w przypadku kultur korzeni de novo byt,
w korzeniach wilosnikowatych, magazynowany catkowicie wewnatrzkomérkowo. Dopiero
w wyniku procedury dodawania do pozywki doswiadczalnej kwasu abscyzynowego — ABA
(37,8 umol 1" — 0 lub 42 dzien hodowli) uzyskano wyrzucenie izolikwirytygeniny z biomas
korzeniowych do medium hodowlanego (80% maksymalnej zawarto$ci metabolitu w bioma-
sie). Jako, ze ABA powodowat szybka i postepujaca nekroz¢ namnazanych tkanek, ostatecz-
nie niniejszy zwiazek dodawano do kultury dopiero w 42 dniu eksperymentu, czyli w mo-
mencie zakonczenia intensywnego wzrostu biomas oraz uzyskania maksymalnej zawartosci
izolikwirytygeniny w korzeniach wtosnikowatych.

Obliczona dla hodowli korzeni transformowanych, rosnacych tradycyjnie w kolbach Er-
lenmeyera, produktywnos¢ oraz specyficzna produktywnos$¢ wskazuja, ze otrzymany system
hodowlany moze by¢ rozpatrywany jako obiecujace i wybidrcze zrodio prekursora izoflawo-
noidowego, tatwego do izolacji ze wzgledu na zewnatrzkomérkowy status magazynowania
niniejszego zwiazku. W zwiazku z powyzszym badane biomasy poddano procesowi adaptacji
do hodowli w skali péttechnicznej. W specjalnie skonstruowanym do tego celu bioreaktorze
koszyczkowo-babelkowym, poprzez immobilizacj¢ korzeni na siatce ze stali nierdzewnej oraz
zmiang¢ sposobu napowietrzania kultury (mieszanie pneumatyczne) uzyskano system hodow-
lany, charakteryzujacy si¢ intensywnym przyrostem (maks. zawarto$¢ swiezej masy — 914,5 g
1), akumulujacy ogétem 2887,9 mg izolikwirytygeniny /100 g suchej masy (biomasa z po-
zywka). Obliczona dla danej kultury produktywnos¢ (733,52 mg 17) i specyficzna produk-
tywnosé (13,58 mg I™") wskazuja, ze kultury korzeni transformowanych G. tinctoria moga by¢
wykorzystane w procesach technologicznych ukierunkowanych na produkcje izolikwirytyge-
niny.

Przeprowadzone do$wiadczenia z zakresu hodowli wytrzasanych G. finctoria wykazaty,
ze akumulacja poszczegdlnych potaczen izoflawonoidowych, w badanych biomasach, jest
bezposrednio zalezna od charakteru i stopnia zréznicowania namnazanych tkanek. W zwiazku
z powyzszym, zaréwno kultury zawiesinowe, embrionalne jak i pedowe akumulowatly znacz-
ne ilosci izoflawonow, znajdujacych si¢ w tancuchu metabolicznym genisteiny, przy niewiel-
kiej produkcji daidzeiny i daidziny. Jednoczesnie w omawianych biomasach stwierdzono, ze
biosynteza pochodnych genisteiny i daidzeiny wydaje sie zachodzi¢ réwnolegle, nie konkuru-
jac o zwiazki o charakterze prekursoréw. Kultury korzeni odcietych oraz transformowanych
janowca syntetyzowaly natomiast wybiérczo pojedynczy metabolit flawonoidowy — izo-
likwirytygenine. Jako, ze zaréwno zawiesiny jak i pedy G. tinctoria akumulowaty jedynie
niewielkie stgzenia daidzeiny i jej pochodnych, a korzenie produkowaly wybiérczo znaczne
ilosci bezposredniego prekursora omawianych zwiazkéw, postanowiono sprawdzié, czy
w wyniku kokultywacji powyzszych biomas w jednym zbiorniku hodowlanym, mozliwe jest
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doprowadzenie do miedzytkankowe;j translokacji izolikwirytygeniny, a nastgpnie jej biotrans-
formacji do pochodnych daidzeiny w kulturach pedowych badz zawiesinowych janowca.

W wyniku przeprowadzonych doswiadczen opracowano, po raz pierwszy, roslinny system
hodowlany, o charakterze kokultur wewnatrzgatunkowych, zdolny do akumulacji znacznych
ilosci pochodnych genisteiny oraz daidzeiny, syntetyzowanych na drodze biokonwersji endo-
gennego prekursora — izolikwirytygeniny.

Wstepne doswiadczenia z zakresu kokultur janowca barwierskiego obejmowaty selekcje
monokultur przeznaczonych do kultywacji we wsp6lnym zbiorniku hodowlanym oraz dobér
podtoza eksperymentalnego, warunkujacego jednoczesny wzrost obydwu namnazanych bio-
mas. Ponadto ustalono wzajemny stosunek ilosciowy poszczeg6élnych tkanek w biomasie in-
okularnej, zapewniajacy zachowanie tempa wzrostu kokultur oraz akumulacji poszczegélnych
zwiazkow izoflawonoidowych na poziomie odpowiadajacym odpowiednim monokulturom.

System wewnatrzgatunkowych kokultur G. finctoria opracowano ostatecznie w oparciu
o korzenie transformowane badanego gatunku, stanowiace bogate zrédto prekursora izofla-
wonoidowego — izolikwirytygeniny jak rOwniez charakteryzujace si¢ anergizacja w stosunku
do regulatoréw wzrostu. Tym samym mozliwe bylo kokultywowanie niniejszej biomasy
w pozywkach zapewniajacych optymalny wzrost tkankom nietransformowanym. Jako swoistg
»matryce roslinng” do przeprowadzenia biokonwaersji izolikwirytygeniny w pochodne dai-
dzeiny, wybrano kulture pedowa, ktéra w przeciwienstwie do zawiesiny komorek i embrio-
néw G. tinctoria nie zamieral w toku kokultywacji i nie powodowata postepujacego kaluso-
wania biomas korzeniowych.

W przeciwienstwie do danych literaturowych wskazujacych na zasadnicze trudnosci
w doborze pozywki wzrostowej do prowadzenia kokultur miedzygatunkowych, w omawia-
nym przypadku obydwie tkanki (pedy i korzenie) rosty na tym samym poditozu SH juz na
etapie monokultur. Zastosowanie 24,6 umol 1" dodatku IBA w medium hodowlanym, ko-
rzystnego dla przyrostu biomasy pedowej nie wptyneto negatywnie na parametry wzrostowe
korzeni transgenicznych w kokulturze.

W wyniku eksperymentow zwigzanych, ogdlnie ujmujace, z doborem inoculum tkanko-
wego w kokulturze, ustalono wyjsciowy stosunek ilosciowy pedéw do korzeni wynoszacy
4:1. W opisywanym przypadku zaréwno profile wzrostowe obydwu tkanek jak i rowniez za-
warto$¢ poszczegOlnych metabolitow izoflawonoidowych w kokulturze byty najbardziej zbli-
zone do wynikow uzyskanych w odpowiednich monokulturach. Przeprowadzona analiza fito-
chemiczna ped6w i korzeni G. tinctoria oraz pozywek wzrostowych otrzymanych z poszcze-
g6Inych dni eksperymentu wykazata, ze sam proces kokultywacji niniejszych tkanek w jed-
nym zbiorniku hodowlanym nie wptynat na produkcj¢ oraz magazynowanie metabolitow izo-
flawonoidowych. Ponadto okazato sig, ze izolikwirytygenina syntetyzowana przez korzenie
janowca i magazynowana wewnatrzkomérkowo nie byla dostgpna dla uktadéw enzymatycz-
nych wystepujacych w pedach badanego gatunku i odpowiedzialnych za biokonwersje pre-
kursora do bardziej ztozonych struktur izoflawonoidowych.

Jedynie dokarmianie kokultury kwasem abscyzynowym (37,8 umol I'' — 42 dzien ekspe-
rymentu), podobnie jak to miato miejsce w przypadku monokultur korzeniowych, umozliwito
wyrzucenie niniejszego chalkonu z matrycy roslinnej do medium hodowlanego i nastepnie
wykorzystanie go do syntezy daidzeiny i daidziny w kulturach pedowych. W tym miejscu
nalezy zaznaczy¢, ze dodatek ABA do kokultry nie wptynat negatywnie na profil wzrostowy
pedow badanego gatunku oraz akumulacj¢ i magazynowanie metabolitéw izoflawonoidowych,
pochodnych genisteiny i daidzeiny. Zgodnie z oczekiwaniem i w oparciu o dane dotyczace
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rownolegle przebiegajacych szlakow biosyntezy genisteiny i daidzeiny, w wyniku translokacji
i biokonwersji izolikwirytygeniny w pedach, doszto jedynie do wybidrczego wzrostu produk-
cji daidzeiny i daidziny. Tym samym uzyskano roslinny system hodowlany o cechach wyso-
koprodukcyjnej, z uwagi na pochodne genisteiny, monokultury pedowej, ,,uszlachetniony”
dodatkowa akumulacja znacznych stezen daidzeiny i daidziny. Opracowane kokultury umoz-
liwity ponadto utylizacje monokultur korzeni transformowanych G. tinctoria, ktére poczat-
kowo, ze wzgledu na wybidrcza akumulacje izolikwirytygeniny, wydawaly si¢ mato atrakcyj-
ne z technologicznego punktu widzenia. Swoiste ,,dokarmianie” pedéw endogennym prekur-
sorem, produkowanym w kokulturze, w przeciwienstwie do substratu egzogennego, stosowa-
nego w formie dodatku do pozywki, jest procedurg ekonomicznie optacalna.

W efekcie przeprowadzonych doswiadczen otrzymano nowy roslinny system hodowlany,
produkujacy 19 - krotnie wigcej daidziny (1647,5 mg/100 g suchej masy) i 68 razy wigcej
daidzeiny (328,7 mg/100 g suchej masy) niz monokultury pedowe janowca. Stezenie podsta-
wowego metabolitu izoflawonoidowego hodowli pedowej, tj. genistyny pozostato natomiast
w kokulturze na mniej wigcej zblizonym do monokultury poziomie (6941,5 mg/100 g suche;j
masy). Z uwagi na powyzsze postanowiono, w ramach adaptacji sytemu doswiadczalnego do
warunkéw hodowli w skali péttechnicznej, przeprowadzi¢ eksperymenty obejmujace namna-
zanie kokultury w bioreaktorze. Z racji braku na rynku urzadzen komercyjnych do prowadze-
nia tego typu doswiadczen, skonstruowano w ramach niniejszego projektu prototypowy bio-
reaktor typu ,,basket - bubble”. Kultywowane w niniejszym urzadzeniu kokultury pedowo-
korzeniowe G. tinctoria zachowaty zdolnos¢ do znacznej produkcji fitoestrogendéw oraz cha-
rakterystyczny potencjat do biokonwersji izolikwirytygeniny. Konstrukcja bioreaktora za-
pewniajaca przestrzenne oddzielenie obydwu tkanek oraz zmiana napowietrzania kokultury
zlikwidowaty ograniczenia obserwowane w trakcie namnazania niniejszego systemu hodow-
lanego w klasycznych kolbach doswiadczalnych. W rezultacie, w skali péttechnicznej zaob-
serwowano zwigkszenie tempa przyrostu obydwu tkanek jak i rdéwniez wzrost stgzenia po-
szczegblnych metabolitéw frakcji izoflawonoidowej. Produktywnos¢ oraz specyficzna pro-
duktywnos$¢ systemu w zakresie akumulacji genistyny (odpowiednio: 1381 g 11 34,53 g 17)
oraz daidziny (odpowiednio 434,90 g 11 8,0 g I'" g I'') wskazuja, ze otrzymane kokultury
moga by¢ rozpatrywane jako roslinny system hodowlany z przeznaczeniem do przemystowej
produkcji i biokonwersji wybranych fitoestrogenow.

Reasumujace, rezultatem opisywanych badan, obejmujacych niniejszg rozprawe habilita-
cyjna, jest opracowanie wysokowydajnych, ro§linnych systeméw hodowlanych, z przezna-
czeniem do produkcji znacznych ilosci aktywnych leczniczo izoflawonéw. Uzyskane wysokie
zawartosci poszczeg6lnych metabolitow w kulturach janowca, bedace jednoczesnie jednymi
z najwyzszych stezen substancji aktywnych otrzymanych z hodowli tkankowych, wskazuja,
ze roslinne kultury in vitro moga by¢ w okreslonych warunkach traktowane jako swoiste
,bioreaktory”, stanowiace podstawe optacalnych proceséw technologicznych, ukierunkowa-
nych na pozyskanie cennych substancji leczniczych, niemozliwych do otrzymania na drodze
syntezy chemicznej.
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16. SUMMARY

This thesis presents selected aspects of isoflavone production control in in vitro cultures of
6 Genista species (G. tinctoria L., G. radiata L., G. aethnensis D.C., G. sagittalis L., G. ger-
manica L. and G. monospessulana L.).

The dissertation consists of two parts. The first one presents the botanical and phyto-
chemical characteristics of the investigated Genista plants. The chapter dealing with the
chemical composition of the analysed species covers isoflavonoids and quinolizidine alka-
loids, i.e. the two main groups of secondary metabolites which determine the biological activ-
ity of Genista plants. Moreover, the theoretical part of the thesis discusses the current state of
research into the biosynthesis of isoflavones and the production of these compounds in tissue
cultures of higher plants. For the first time an attempt has been made to systematise the exist-
ing information about broadly understood experiments involving isoflavones in in vitro cul-
tures, giving consideration to their multifaceted nature, the methodology and the applied char-
acter of the experiments. Information included in this chapter has been subsequently used in
the experimental part of the dissertation project. The theoretical part ends with the chapter
dealing with the biological activity of isoflavones. Since there is a considerable number of
review papers which throughly cover the above topic, this part of the manuscript substantiates
the research by only presenting the main areas of activity of phytoestrogens.

The second part of the dissertation covers the experiments into the accumulation of medi-
cally active isoflavones in in vitro cultures of the selected Genista plants. The overriding goal
of the project, i.e. the development of plant-based growth systems focussed on producing se-
lectively large quantities of phytoestrogens, was achieved using both standard and advanced
experimental procedures which were modified and optimised in the course of the experiment.
Generally speaking, they covered the research into the selection of plant material and the
growth conditions, making it possible to develop in vitro cultures accumulating high concen-
trations of isoflavonoids.

Phytochemical research, which was an integral part of the dissertation project, covered
chromatographic analysis of the flavonoid (HPLC) and alkaloid (TLC) fractions present in the
natural Genista plants and the biomass produced in vitro. The conditions developed in the
course of research for the separation of the investigated compounds, were used to select plant
biomass with high concentration of isoflavones and low accumulation of toxic quinolizidine
alkaloids.

Based on previous reports and the preliminary research carried out at the outset of this
project, 6 species of the Genista genus were selected for uniquely rich isoflavonoid fraction,
much more so, than in the case of Glycine max., which is the main source of phytoestrogens
used in medicine.

The preliminary stage of the experiments focused on establishing in vitro cultures of the
selected Genista plants, developing growth conditions for continuous production of biomass
and determining the ability of the various callus cultures to produce isoflavonoids.

Due to the complete absence of previous reports on tissue cultures of the investigated
Genista species, it was necessary at the stage of initiating callus formation to empirically se-
lect both the appropriate plant inoculum, but also the experimental media, to achieve the pro-
duction of vital, fast growing biomass. The experiments described here tested 6 growth media
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(Gamborg, Nitsch and Nitsch, Miller, Mc Cown, Schenk - Hildebrandt and Murashige and
Skoog) used in biotechnological study of higher plants, which differ in the contents of mineral
salts and organic components (carbohydrates, amino acids and vitamins). The various callus
cultures were originated from hypocotyls, cotyledons and roots of sterile seedlings of these
species. It has been found that for all of the analysed Genista species, it was only possible to
initiate vital callus biomasses without tendencies for redifferentiation and gradual necrosis
using hypocotyls. Moreover, the callus biomass obtained was only able to sustain growth on
media rich in mineral and organic components (Schenk — Hildebrandt and Murashige &
Skoog).

The initial callus cultures were then evaluated for the content of flavonoids and alkaloids,
comparing the propagated biomass with the intact plants in that respect. In order to carry out
the above phytochemical analysis, the dissertation project included the development of
a chromatographic separation for alkaloids and flavonoids commonly present in Genista
plants. Moreover, optimum conditions were established for the extraction of the investigated
secondary metabolites from plant matrices, and then purifying them by removing ballast sub-
stances, with consideration for the physical and chemical properties of the accompanying
compounds (procedures for alkaloids) and thermolability of the investigated flavonoids (ester
derivatives of isoflavones).

In case of bioflavonoids, the method of choice used to separate flavones and isoflavones
present in the investigated plants was high performance liquid chromatography (HPLC).
Unlike gas liquid chromatography (GLC), the above method did not require derivatisation of
the analysed compounds. Moreover, due to the complex nature of the flavonoid set present in
the investigated species, with extremely varying concentrations, it was impossible to use thin
layer chromatography (TLC) for screening analysis of the plant biomass.

In the course of the research, for the first time the conditions were defined for the HPLC
separation of a 22-element isoflavone and flavone set, commonly present in Genista plants in
the form of aglycones, mono- and diglycosides and esters. The complete separation of the
discussed compounds was performed on a LiChrospher RP-18 column with reversed phases,
using gradient elution for a 3- element mixture of solvents: acetonitrile : water : acetic acid.
The optimised method for HPLC separation of the investigated compounds was then used to
identify the composition of the flavonoid fraction present in various morphological parts of G.
tinctoria, the species which has the richest bioflavonoid fraction in the intact plant. The de-
scribed stage of the analysis used a liquid chromatograph coupled with a mass detector and
a diode array. The use of the above procedure made it possible to identify the particular com-
ponents of the flavonoid fraction in G. tinctoria on-line, based on three parameters: tg, mass
spectrum and ultraviolet spectrum.

The flavonoid fractions which underwent chromatographic analysis were obtained from
various morphological parts of G. tinctoria using a plant matrix extraction in ultrasonic bath,
followed by purification of the primary extracts with the exclusion of any high temperature
processes. As a result the decomposition of isoflavonoid esters was avoided. The effective-
ness of this procedure was confirmed by phytochemical analysis of plant material containing
a specified addition of internal standards (selected flavonoid aglycones, glycosides and es-
ters).

The HPLC analysis of G. tinctoria intact plants, revealed a rich, 16-element bioflavonoid
set, consisting of an isoflavonoid fraction (derivatives of genistein, daidzein, formononetin
and biochanin A) and simple flavones, derivatives of luteolin and apigenin. In the respective
morphological parts of the plant, the discussed compounds were present in various concentrations.
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The largest concentration of bioflavonoids was found in the flowers of G. tinctoria (4151,42
mg/100 g dry weight). Unlike the roots, also foliate shoots of this species accumulated con-
siderable quantities of the investigated secondary metabolites (4063,46 mg/100 g dry weight).
Due to the low percentage share of flowers (2.3%) in the total biomass of G. tinctoria, it was
concluded that only the herb of G. tincroria (shoots with flowers) may be considered as a
source of phytoestrogens. That is why this particular plant material was used as the “control
sample” in the experiments into the accumulation of isoflavones by in vitro cultures of G.
tinctoria.

The chromatographic method developed here for the separation of a 22-element set of fla-
vonoid standards also proved effective for the separation of isoflavones and flavones present
in the other 5 Genista species analysed in this project. The comparative analysis of bioflavon-
oid fractions in the investigated species, showed in all plants a rich set of isoflavones (deriva-
tives of genistein, daidzein, formononetin and biochanin A) and simple flavones (derivatives
of luteolin and apigenin), like in the case of G. tinctoria. The differences between the various
Genista species were mainly in the quantity of the investigated compounds and the selective
presence of secondary metabolites present in trace quantities. The largest concentrations of
isoflavones were found in the herb of G. tinctoria (3073,54 mg/100 g dry weight). The domi-
nating compound in the investigated fraction was genistin (1454,2 mg/100 g dry weight).

Like in the case of flavonoid fractions, in this dissertation project the conditions were de-
veloped for a chromatographic separation of a 9 — element set of quinolizidine alkaloids,
which are commonly present in Genista plants. The alkaloid fraction was separated with the
use of thin layer chromatography (TLC) which, unlike HPLC, did not require derivatisation of
the investigated compounds or the use of highly specific phosphorus-nitrogen detector (PND-
GLC). The conditions for the separation of the standard quinolizidine alkaloids were opti-
mised in one- and two-dimentional systems on silica gel plates (Silica Si 60), diol plates
(DIOL Fys45) or RP-18W plates (RP-18W HPTLC). The mobile phases were three-component
mixtures of solvents, differing in polarity and elution potential. Moreover, the analysed com-
pounds were separated with the use of isocratic elutions or stationary phase gradient.

The experiments did not lead to a successful separation of the 9-element mixture of stan-
dard alkaloids with the use of one-dimentional TLC, in either normal or reverse phase sys-
tems. Two-dimensional TLC on a monolayer stationary phase resulted in similarly unsatisfac-
tory results. A complete separation of the closely related quinolizidine alkaloids was only
achieved by 2D-TLC technique with a solid phase gradient (graft chromatography). In the
described experiment, the mixture of alkaloid standards was developed in the 1* direction on
modified precoated diol F,s4s TLC plates with mobile phase I composed of: chloroform :
methanol : 25% ammonia solution (85 : 15 : 1 - v/v/v). The developed bands of alkaloids were
then transferred to silica gel plates modified with octadecyl groups (P-18W Fysss, HPTLC)
with the use of mobile phase I composed of: acetonitrile : water : 36% solution of hydrochlo-
ric acid (30 : 100 : 7 - v/v/v). The above mobile phase was then used to develop alkaloids in
the 2™ direction. The effective transfer of the analysed compounds from one stationary phase
to the other maintaining vertical orientation of the plates in the chromatographic chamber was
possible thanks to the device designed at the Department of Pharmacogosy by Dr Piotr Migas.

The optimised conditions for the separation of the 9-component mixture of standards was
then used to analyse the composition of the alkaloid fraction present in the herbs of the inves-
tigated Genista plants.

In the course of the experiments, a method for extracting and purifying the analysed set of
secondary metabolites was developed. Quinolizidine alkaloids, being weak bases, were extracted
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from the plant matrix with pure methanol, omitting the earlier alkalisation. At the stage of
purification of the primary extracts from ballast substances, the effect of variable solubility
was used: alkaloids as free bases or respective hydrochlorides differ in solubility, depending
on the solvent’s polarity and acidity.

The finally purified alkaloid sets were obtained by solid phase extraction (SPE — columns
RP-18) of primary methanol fractions. The described procedure involved the application of
the alkaloid fractions into the RP-18 column, a two-stage process of extract purification (re-
moving simple phenols, terpenoids and protein ballast) and, finally, washing away the inves-
tigated set of metabolites.

The TLC analysis of the herbs of Genista plants revealed the presence of: sparteine, L-a-
isosparteine, retamine, hydroxylupanine, cytisine, methylcytisine, sophocarpine, lupanine and
lusitanine. Of all the above compounds only sparteine was present in all six species. The pres-
ence of the other alkaloids in the analysed material depended directly on the species, which is
confirmed by other reports indicating that these metabolites can be treated as chemotax-
onomic markers of Genista plants.

The chromatographic analysis of callus cultures of the examined Genista plants showed
that the biosynthesis of toxic quinolizidine alkaloids, characteristic for the intact plants, was
completely inhibited in the discussed biomasses. Moreover, the callus cultures of Genista
plants did not produce simple flavones, derivatives of luteolin and apigenin, also present in
the intact plants. The described phenomena can be related both to the fact that the biomasses
were grown in vitro (elements of abiotic stress), and to the changed morphological status of
the cultures (the development of unorganised biomass). In view of the above, the callus cul-
tures of all the investigated Genista plants became a rich, selective source of isoflavones, de-
rivatives of genistein, daidzein, formononetin and biochanin A, present in the form of agly-
cones, mono- and diglycosides and esters. The dominating components of the accumulated
isoflavonoid fractions, irrespective of the species, were always compounds from the meta-
bolic pathway of genistein (genistein, genistein-7-O-glucoside /genistin/, genistein-7-O-
diglucoside, 2’-hydroxygenistein-7-O-glucoside, genistein-7-O-(6""-O-malonyl-glucoside)
and genistein-7-O-(6""-O-acetyl) glucoside).

It should be noted here, that in the callus cultures of Genista plants, the above compounds
were accumulated in concentrations many times higher than in the case of intact plants. The
results presented here indicate that the Genista genus is particularly appropriate for experi-
ments into in vitro cultures oriented for the biomasses producing considerable concentrations
of medically active isoflavones.

The modification of growth conditions at the stage of initial callus cultures, including ex-
periments carried out in variable lighting conditions (lack or presence of light) with the use of
6 different growth media showed that both the composition of the basic experimental medium
and the lighting regimen had a considerable impact on the growth of biomass of Genista
plants and the ability of the particular calli to produce isoflavones. It has been established that
the type of growth media affects the summary content of the accumulated metabolites, rather
than the quantitative composition of the isoflavonoid set. On the other hand, the presence or
absence of light seems to have a selective effect on the accumulation of ester derivatives of
genistein, which are considered to be a storage form of phytoalexins.

The optimum results in terms of biomass growth and large concentration of isoflavonoids
in the callus cultures of Genista plants were achieved on a “rich” Schenk — Hildebrandt me-
dium (SH), supplemented with 22.6 umol 1" 2,4-D and 23.2 pmol 1" kinetin. It was also
found that under the optimised growth conditions, the G. tinctoria cultures accumulated the
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richest set of isoflavones (14 compounds, 6586,5 mg/100 g dry weight) of all the investigated
Genista plants. The concentration of the secondary metabolites achieved in the case of this
biomass was more than double of that in the herb of the intact plant (3073.54 mg/100 g dry
weight). The dominating compound in the isoflavonoid fraction in the callus of G. tinctoria
was genistin (3016.3 mg/100 g dry weight).

In the course of experiments including this dissertation project, for the first time an effec-
tive micropropagation method was developed, which proved successful with all six analysed
Genista plants. Unlike the somatic embryogenesis used so far in the in vitro propagation of
Genista monosperma, the presented experiments involved direct micropropagation, through
the auxiliary shoot from shoot tip explants proliferation on media supplemented with a vari-
able composition of growth regulators — auxins and cytokinins. Thus, the effect of particular
phytohormones on primordial cultures formation, shoots elongation and root formation in
Genista plants was established.

As a result of the experimental procedures applied, a 2-stage micropropagation system
was proposed for these species. In the 1* stage, involving the development of Genista plant-
lets, the effect of selected cytokinis (kinetin, zeatin, 6-{y-y-dimethylallylamino }purine/-2iP,
6-benzylaminopurine — BAP and thidiazuron — TDZ) on shoot proliferation was tested. The
cytokinins were used in the media alone, or in combination with an auxin (indole-3-acetic
acid — IAA). At this stage of the experiment, the beneficial role of TDZ supplement in the
media was established, allowing for the anergization of the forming shoot cultures to auxins
(IAA) and thus preventing hyperhydracidity of the plantlets and abnormal leaf formation. The
optimum proliferation SH medium, containing 9.84 umol I 2iP and 0.99 umol I'"' TDZ, con-
ditioned 100% formation of microshoot cultures in case of all of the investigated Genista
plants, with an average of 30 shoots originating from a single explant. Due to the difficulties
in isolating the very short shoot structures obtained in the 1* phase of micropropagation, the
plantlets were subjected to elongation (2™ stage of the process) on media containing gibberel-
lic acid (GA3) and indole-3-butyric acid (IBA), as the only growth regulators, or in combina-
tion with cytokinins (2iP and TDZ). It was found that using an SH medium without cyto-
kinins, supplemented with 4.92 pmol I' IBA, caused 100% of the primordial cultures to sig-
nificantly elongate, forming shoots with the morphology typical for the intact plant.

The rhizogenesis of the obtained shoot cultures was tested on SH media without growth
regulators (SHp) or containing selected auxins (IAA, IBA and I1-napthaleneacetic acid —
NAA). The highest efficiency of this process (100% rhizogenesis of the cultures with consid-
erable amount of adventitious roots) was observed on the medium supplemented with 2.68
umol I NAA.

As a result of the micropropagation procedure used, in case of all of the investigated Gen-
ista plants, after growing for half a year in the garden, plants were obtained which morpho-
logically, and in terms of the content of alkaloids and flavonoids, were same as maternal
plants. In this way, the micropropagation method developed here for the selected Genista spe-
cies, as compared to the traditional technique, allowed for fast production of considerable
amounts of plant material rich in pharmacologically active compounds. Most importantly, the
proposed experimental procedure can be successfully used for the vegetative propagation of
G. aethnensis, which is an endemic species.

The chromatographic analysis (HPLC) of the microshoot cultures for flavonoid content
showed that all of the biomasses obtained, like callus cultures of Genista plants, were charac-
terised with exceptionally rich isoflavonoid fraction (derivatives of genistein, daidzein, for-
mononetin and biochanin A), with the absence of simple flavones, derivatives of luteolin and
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apigenin. It should be noted here, that the shoot biomass cultures accumulated higher concen-
trations of ester isoflavones than the callus cultures. The described phenomena seem to indi-
cate that both the process of in vitro growth and the degree of cytodifferentiation of the bio-
masses (callus and shoot cultures) selectively affect the production of bioflavonoids in the
investigated Genista plants. This statement is also true for quinolizidine alkaloids, which were
accumulated in large quantities only in intact plants. The unorganised callus cultures of the
discussed Genista plants were completely lacking the above compounds, and shoot biomasses
with the morphological status different than the maternal plant only synthesised alkaloids in
trace quantities (selectively — retamine, sparteine, lusitanine and L-a- isosparteine).

The experiments on the initial callus cultures of the selected Genista plants showed that
all of the obtained biomasses were characterised with high concentration of isoflavones, with
the absence of simple flavones or the toxic quinolizidine alkaloids. Of all the propagated cal-
lus cultures, the cultures of G. tinctoria accumulated the highest concentrations of isoflavones
(6586.5 mg/100 g dry weight) which make it an excellent material for plant-based growth
systems for in vitro production of a rich set of pharmacologically active phytoestrogens.
Given the above, and the considerable vitality of G. tinctoria biomass, further research on the
accumulation of isoflavones in in vitro cultures focussed on this species only.

In the course of the preparation of G. tinctoria biomasses for experiments in the liquid
media, at the stage of callus cultures, an optimisation of the basic SH media was undertaken,
to induce callus, which would easily disperse in liquid media and be characterised by inten-
sive growth and high concentration of isoflavones.

Based on literature and own experiments, the growth media were modified with various
auxins (2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D), 1-naphthaleneacetic acid (NAA), indole-3-
butyric acid (IBA), indole-3-propionic acid (IPA), indole-3-acetic acid (IAA), p-
chlorophenoxyacetic acid (4-CPA), picloram (PICL), B-naphthoxyacetic acid (B-NOA), 2,4,5-
trichlorophenoxyacetic acid (2,4,5-T) and 2,3,5-triiodobenzoic acid (TIBA)) and cytokinins
(zeatin (ZEA), kinetin (KIN), 6-benzylaminopurine (BAP), 6-{y-y-dimethylallylamino}-
purine (2iP), N-(2-chloro-4-pyridyl)-N"-phenylurea (4-CPPU), 1,3-difluorourea (1,3-DFM)
and 1-phenyl-3-(1,2,3,-thiadiazol-5-yl) urea/thidiazuron (TDZ)). In the experiment presented
here, for the first time 17 different growth regulators used in the biotechnological research of
higher plants were tested in a single growth model, establishing their effect on the growth of
G. tinctoria callus cultures and the accumulation of isoflavonoids by those biomasses. The
various auxins and cytokinins were supplemented to the media in two extreme concentrations
(0.5 or 5.0 mg I'") making it possible to establish essential relations between the amount of the
phytohormone used on the one hand and the growth of biomasses and the concentration of the
investigated compounds in the callus cultures on the other. The effect of the growth regulators
on the primary and secondary tissue metabolism was assessed separately for auxins and cyto-
kinins, taking into consideration the selective role of the particular phytohormone in the proc-
ess of producing isoflavone aglycones, glycosides and esters. Due to the absence of anergisa-
tion of G. tinctoria callus cultures towards either auxins or cytokinis, in the described experi-
ments biomasses propagated on media with a constant supplement of 2,4-D (assessment of the
influence of cytokinins) or kinetin (experiments with auxins) were used as control samples.

The statistical analysis of the results (dynamics analysis) showed a considerable effect of
growth regulators on the growth of G. finctoria callus cultures and the accumulation of isofla-
vones in the particular biomass. The effect was correlated (in case of both auxins and cytokinins)
with the type and concentration of the growth regulator. It should be noted here, that irrespective
of the type of growth media modification, G. tinctoria callus cultures always synthesised a 14-
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element set of isoflavones, derivatives of genistein, daidzein, formononetin and biochanin A.
The observed effect of growth regulators on the production of the investigated class of secon-
dary metabolites pertained to the concentration of the particular isoflavones in the culture.

Except for B-NOA and TIBA, most auxins stimulated the production of isoflavones when
used in high concentrations (5.0 mg I'"). The addition of 0.5 mg I'' of these growth regulators,
on the other hand, inhibited the accumulation of the investigated compounds. The relations
described here were true both for total isoflavones and, selectively, for aglycones, glycosides
and esters. It was also found that the low content of auxins in the media (0.5 mg 1"y induced
the growth of G. tinctoria callus cultures, while high concentrations clearly inhibited it. These
results indicate a reverse correlation between the growth of G. tinctoria callus and the accu-
mulation of isoflavonoids, as a direct result of supplementing the experimental media with
auxins. However, this is not true for TIBA. This growth regulator, paradoxically, induced the
production of isoflavones and biomass growth when used in both concentrations. Even added
at 0.5 mg 1, it conditioned the formation of calluses which synthesised the highest concentra-
tions of secondary metabolites in the whole series (10474.2 mg/100 g dry weight).

Unlike auxins, cytokinins had variable effect on the accumulation of isoflavones in the
form of aglycones, glycosides and esters. The described activity was in direct proportion to
the amount of the growth regulator. It was found that most cytokinins, except for zeatin and
1,3-DFM, when used in low concentrations (0.5 mg 1™") induced the production of isoflavon-
oid glycosides and esters, which was connected with an increase of the total accumulation of
the investigated secondary metabolites in the biomass. On the other hand, in the described
experimental conditions those growth regulators selectively inhibited the production of isofla-
vonoid aglycons. These phenomena were related to intensive growth of G. tinctoria cultures
(positive correlation between tissue growth and isoflavone accumulation).

Cytokinins added to growth media in high concentrations (5.0 mg I'"), apart from 1,3-
DFM and zeatin, stimulated the accumulation of glycosides, which also increased the total
accumulation of the investigated secondary metabolites in G. tinctoria callus. Unlike the ex-
perimental variants including media with a 0.5 mg 1" supplement of the discussed phytohor-
mones, cytokinins used in high concentrations also induced the production of isoflavonoid
aglycones. Statistical analysis of the data obtained from the experiment in which the tested
media were supplemented with 5.0 mg 1" of the particular cytokinin did not show any signifi-
cant correlation between the growth of the propagated biomass and the production of isofla-
vones, although the cytiokinins slightly stimulated callus growth.

As a result of the experiments, an optimum medium was selected, which combined the
properties of a growth medium (Wp- 983.072) and a production medium (maximum concen-
tration of isoflavones — 10474.23 mg/100 g dry weight). On the modified experimental SH
medium containing 0.5 mg 1" TIBA and 5.0 mg 1"* kinetin, callus cultures produced the larg-
est concentrations of isoflavones of all stationary cultures of G. tinctoria, exceeding their ac-
cumulation in the maternal plant (3073.54 mg/100 g dry weight) by a factor of 3. In addition,
the callus grown on the optimised medium was easy to disperse in the liquid medium. The
modifications of the media with selected growth regulators not only produced a fast growing
callus of G. tinctoria with high isoflavonoid accumulation potential, but also eliminated the
need to use a 2-phase system, consisting of growth and production media, in further experi-
ments.

Pursuing the main goal of the dissertation project, the previously obtained stationary cul-
tures of G. tinctoria were used to induce liquid cultures, which provide conditions for better
control over the experimental processes (elicitation, feeding and permeabilisation of biomass)
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and in this way, higher accumulation of isoflavones in the propagated tissues. The experi-
ments utilising stationary cultures (callus and shoot cultures) showed that the degree of
morphogenesis of the biomass, together with the introduction of the investigated species into
in vitro conditions, can have a particular effect on the secondary tissue metabolism of the ana-
lysed compounds in Genista plants.

In order to achieve a better understanding of the role of cytodifferentiation in the process
of isoflavone accumulation in G. finctoria biomass, liquid cultures of de novo roots, shoots
and suspensions of dispersed parenchymatic cells or embrios were established from the sta-
tionary cultures. The various types of cultures were obtained by selecting the plant inoculum
and the growth media modified with phytohormones.

The suspensions of dispersed cells of G. tfinctoria were established from the callus culti-
vated on SH medium containing 1.0 pmol 1/(0.5 mg ') TIBA and 23.23 pmol 1'(5.0 mg 1)
kinetin. This was the medium which provided the best growth and maximum accumulation of
isoflavones in callus cultures of this plant.

The liquid culture of G. tinctoria embryos was obtained from callus grown on stationary
SH medium supplemented with 2.46 umol 1" IBA and 22.19 umol "' BAP. On this medium,
the basic callus biomass differentiated into bright green, globular embryos.

The liquid shoot cultures were obtained from stationary microshoot cultures grown on SH
medium with 9.84 umol "' 2iP and 0.99 pmol 1" TDZ. In the liquid culture, the shoots of G.
tinctoria were cultivated on the basic SH medium supplemented with 24.6 umol 1" IBA,
which conditioned elongation and branching of the shoots.

The liquid de novo root cultures were initiated from the rhizogenous callus of G. tinctoria
cultivated on SH medium supplemented with 80.55 umol I'" NAA and 260.1 pmol 1" citric
acid, preventing the production of simple phenols in the culture.

The liquid shoot cultures, the embryo and the suspension cultures all retained significant
potential for producing isoflavonoids, stored fully inside the cells. Irrespective of the morpho-
logical status, the discussed cultures always synthesised a 14-element set of secondary me-
tabolites, derivatives of genistein, daidzein, formononetin and biochanin A, in concentrations
exceeding those found in the intact plant by a factor of 3 to 6. In the above cultures, the domi-
nant components of the isoflavonoid fraction were derivatives of genistein. Daidzin and
daidzein, on the other hand, were present in significantly lower concentrations. Moreover, the
discussed cultures were characterised by complete absence of accumulation of simple fla-
vones, becoming by that token a selected source of phytoestrogens.

The experiment showed that the production of isoflavones in the form of aglycones, gly-
cosides and esters in G. tinctoria cultures is directly related to the degree of morphogenesis of
the various biomasses. A reverse relation was noted between the amount of glycosides and
aglycones synthesised and the level of tissue differentiation. Therefore, the highest concentra-
tions of these compounds was identified in parenchymatic biomasses, the lowest in shoot cul-
tures. To the contrary, in liquid cultures the accumulation of genistin esters increased with the
degree of tissue cytodifferentiation. In effect the shoot cultures contained the highest concen-
trations of these compounds (1008.2 mg/100 g dry weight of genistin malonate). Of all G.
tinctoria liquid cultures, only the de novo roots synthesised a single bioflavonoid — isoliquirti-
genin (max. concentration — 978.4 mg/100 dry weight). This indicates that unlike the roots of
the maternal plant and other in vitro cultures of G. tinctoria, in the de novo root cultures the
biosynthesis of isoflavones was inhibited at the level of chalcones. In effect, these cultures
became a selective source of a close isoflavonoid precursor.
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For each liquid culture of G. tinctoria growth profiles were established and the kinetics of
the production of isoflavones belonging to the metabolic pathway of genistein and daidzein
were examined. The experiments showed that all biomasses were characterised with consider-
able growth (high values of growth factors) and maximum accumulation of the analysed
compounds, occurring during the stationary phase of the growth cycle. This phenomenon in-
dicates that the biosynthesis of isoflavones in in vitro cultures of G. tinctoria was mainly tak-
ing place after the basic plant matter stopped growing. In all cultures, except the roots of G.
tinctoria, the dominant metabolite in the isoflavonoid fraction was genistein-7-O-glucoside
(genistin). The monitoring, carried out in the experimental cycles, of the mutual relations be-
tween the compounds belonging to the metabolic pathway of genistein showed that the even-
tual high concentration of genistin resulted from both de novo biosynthesis of this substance
through glycosidation of genistein, and from the hydrolysis of the respective diglucoside
(genistein-7-O-diglucoside). The observation of mutual relations between isoflavonoid me-
tabolites which are in the metabolic pathways of genistein and daidzein confirmed literature
reports that the biosynthesis of these compounds occurs in the plant biomass simultaneously
and independently, without competing for precursor substances. The identification of 2°-
hydroxygenistein-7-O-glucoside, a compound which is an intermediate metabolite between
simple isoflavones and coumestans in the embryo, shoot and suspension cultures of G. tincto-
ria indicates that all of these biomasses are dynamic growth systems with exceptionally high
potential for both simple and complex phytoestrogen production. Of all the obtained cultures,
the highest total accumulation of isoflavones, over 3 times more than in the intact plant, was
identified in the parenchymatic suspension of G. tinctoria (11138.95 mg/100 g dry weight).
The main metabolite in this fraction, genistin, was synthesised to the concentration of 9414,7
mg/100 g dry weight, which is one of the highest amounts of a single secondary metabolite
obtained in in vitro cultures of higher plants. In view of the above, and considering the high
accumulation of the discussed compounds, suspension cultures of G. tinctoria can be consid-
ered as a plant growth system appropriate for the production of large amounts of genistein
derivatives.

Most isoflavonoids synthesised in in vitro cultures of G. tinctoria were either phytoalexins
or phytoanticipins, in the biosynthesis of which a considerable role could be played by stress
factors. In view of the above, an attempt was made in this dissertation project to increase
isoflavone accumulation in highly productive suspension of G. tinctoria by using selected
elicitors (methyl jasmonate and chitosan), commonly used in tissue cultures of Fabaceae
plants.

As a result of the experiment in which the medium was supplemented with these elicitors
at inoculation and on the day of maximum production of isoflavones in the biomass (day 26),
an essential effect of the added substances on the vitality of tissues and the accumulation of
the analysed secondary metabolites was noted. Under the influence of the elicitors, irrespec-
tive of their type, the biomasses died rapidly. Because of the quickly progressing necrosis of
the propagated cells, occurring already in the first days after applying the elicitor, in the dis-
cussed growth model it was impossible to adopt a procedure of adding methyl jasmonate
(100.0 pmol 1"y and chitosan (150.0 mg ™ already to the plant inoculum.

When supplemented on day 26 of the experiment, both elicitors conditioned increase of
concentration of isoflavonoid aglycones in G. tfinctoria biomass (genistein and daidzein) by a
multiple. The maximum concentration of both compounds was obtained in G. tinctoria sus-
pension on day 30 of the experiment, i.e. 4 days after elicitation. When chitosan was added to
the medium, the concentration of isoflavonoid aglycones in the propagated cultures increased
4 and 6 times over, respectively for genistein (258.4 mg/100 g dry weight) and daidzein (17.5
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mg/100 g dry weight). The concentration of these compounds achieved as a result of supple-
menting the media with methyl jasmonate was slightly lower (198.3 mg/100 g dry weight —
genistein; 15.21 mg/100 g dry weight — daidzein). Moreover, in the suspension of G. tinctoria
differences in the metabolism of ester isoflavones, which belong to the metabolic pathway of
genistein, were noted as directly related to the type of elicitor added. In case of methyl jas-
monate the total concentration of genistein achieved as a result of using this elicitor, was the
result of the biosynthesis of this aglycon de novo, as well as the hydrolysis of genistein malo-
nate. The presence of chitosan in the medium was only associated with the production of gen-
istein de novo (constant concentration of isoflavonoid esters in the culture). Neither of the
elicitors had any effect on the accumulation and metabolism of the basic glycoside metabo-
lites in the suspension (genistin, genistein-7-O-diglucoside, 2 -hydroxygenistein-7-O-
glucoside, daidzin).

As a result of the procedure to supplement suspension cultures of G. tinctoria with se-
lected elicitors, an isoflavone fraction was obtained, which much had higher quantity of agly-
cones compared to the basic biomass, by a factor of 3 to 6. All isoflavonoids in the discussed
culture, like in the control tissue, were stored inside cells.

The change in the way the isoflavones were stored was only achieved after supplementing
the growth media with DMSO (20ml 1™). The procedure resulted in a gradual leak of isofla-
vonoids from the plant matrix to the growth medium already half an hour after chemical per-
meabilisation. Maximum concentration of the secondary metabolites in the growth medium
was observed in the 7™ hour of the experiment and it was 95%, 80% and 67% of the maxi-
mum content of these compounds in G. tinctoria suspension for isoflavonoid esters, gly-
cosides and aglycones respectively. Since DMSO, like the elicitors, resulted in quickly pro-
gressing necrotic process of the tissues, the chemical permeabilisation was only possible after
intensive tissue growth was completed and the maximum concentration of isoflavones in the
biomass was achieved (day 26 of the experiment).

Eventually, as a result of elicitation of suspension cultures of G. tinctoria, a plant growth
system was developed, which synthesised considerable amounts of isoflavones (11350.5
mg/100 g dry weight), ejected as a result of chemical permeabilisation into the growth me-
dium (approximately 80% of the total amount of these compounds in the biomass). These
results indicate that G. tinctoria suspension cultures could be used to develop efficient techno-
logical processes to produce medically active phytoestrogens.

An important part of the dissertation project were experiments involving the cultures of G.
tinctoria hairy roots. The main goal of these experiments was to find out whether the process
of transformation with wild strains of Agrobacterium rhizogenes would affect the metabolism
of the obtained cultures in terms of isoflavonoid production. Based on comparative chroma-
tographic analysis of the obtained transgenic tissues with the roots of the intact plant and the
earlier established cultures of de novo roots of G. tinctoria, an attempt was made to find out
whether the transformed biomasses of G. finctoria could be seen as plant growth system for
the production of isoflavones.

The experiments confirmed the reported numerous limitations in the attempts to transform
plants of the Fabaceae family. The procedure to obtain hairy roots of G. tinctoria was estab-
lished empirically by selecting the plant inoculum (hypocotyl regions of the seedlings, 2-year
microshoot cultures of G. tinctoria, leaves and stems of 2-month old plantlets grown in vitro),
the transforming bacteria strain (A. rhizogenes LBA 9402 and ATCC 15834), the transforma-
tion technique (infiltration, “smearing” the bacteria on the wounded areas) and the growth
procedure.
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Eventually, the hairy roots of G. tinctoria were obtained only with the “smearing” tech-
nique, using the bacteria strain ATCC 15834 of A. rhizogenes and only when prior to infiltra-
tion the bacteria were cultivated on a medium supplemented with acetosyringone (200 pmol 17).
The effectiveness of transformation (32%) was only guaranteed by using inocular plant mate-
rial, in the form of thickened shoot fragments, collected from G. finctoria microshoot cul-
tures.

The transgenic nature of these root cultures was confirmed by morphological analysis of
the clones, co-chromatograpny of the in vitro biomasses against agropine standard and com-
parison of the growth of transformed roots with G. tinctoria de novo roots on the medium
without growth regulators (SHy). It was found that hairy roots, like de novo roots of G. tincto-
ria, are only capable of selective synthesis of a close isoflavonoid precursor — isoliquiriti-
genin, absent in the maternal plant. The described phenomenon indicates that an isoflavone
biosynthesis is inhibited in the propagated biomass at the level of chalcone isomerase.

As a result of growing a line (3M) of G. tinctoria transformed roots in liquid SHy medium
under constant lighting, intensively growing root cultures were obtained (max. dry weight
content — 801.3 g I'"), which synthesized about 3 times more isoliquiritigenin (2272.2 mg/100
g dry weight) than the de novo root cultures. Moreover, as was the case with de novo root
cultures, in the hairy roots the discussed metabolite was stored entirely inside cells. Only after
the procedure of supplementing the experimental medium with abscisic acid — ABA (37.8
umol I — 0 or 42 day of growth) was isoliquiritigenin released from the root biomass into the
experimental medium (80% of the maximum concentration of the metabolite in the biomass).
Since ABA caused quickly progressing necrosis of the propagated tissues, eventually this
compound was added only in day 42 of the experiment, so after the intensive growth of bio-
masses was completed and the highest concentration of isoliquiritigenin in the hairy roots was
achieved.

The productivity and specific productivity calculated for transformed root cultures grow-
ing in Erlenmeyer’s flasks indicates that the obtained growth system may be considered to be
a promising and selective source of the isoflavonoid precursor, easy to isolate thanks to the
extracellular storage status of this compound. In view of the above, the investigated bio-
masses underwent the process of upgrading to large scale production. In the specially de-
signed basket-bubble bioreactor, by immobilising the roots in a stainless steel mesh and
changing the aeration method (pneumatic stirring), a growth system was developed, charac-
terised by intensive growth (maximum dry weight content — 914.5 g I''), accumulating 2887.9
mg/100 g dry weight of isoliquiritigenin (biomass and the medium). Productivity (73352 mg I’
'y and specific productivity (13.58 mg 1) calculated for this culture indicates, that trans-
formed hairy root cultures of G. finctoria may be used in technological processes oriented for
the production of isoliquiritigenin.

Experiments involving liquid cultures of G. tinctoria showed that the accumulation of the
particular isoflavones in the investigated biomasses depends directly on the nature and the
level of cytodifferentiation of the propagated tissues. Considering the above, the suspension,
embryonic and shoot cultures accumulated considerable amounts of isoflavones, which are in
the metabolic pathway of genistein, with relatively small production of daidzein and daidzin.
It was also noted that the biosynthesis of genistein and daidzein in the discussed biomasses
could be simultaneous, without competing for precursors. On the other hand, the de novo and
transformed root cultures of G. tinctoria selectively synthesised a single flavonoid metabolite
— isoliquiritigenin. Since both the suspensions and shoots of G. tinctoria accumulated only
small amounts of daidzein and its derivatives, and the roots selectively produced considerable
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quantities of the direct precursor of these compounds, a decision was made to check whether
the co-culture of these biomasses in a single growth vessel could lead to an inter-tissue trans-
location of isoliquiritigenin, and then its biotransformation into daidzein derivatives in the
shoot or suspension cultures of G. tinctoria.

As a result of the experiments, for the first time a plant growth system was developed as
an inter-species co-culture, capable of accumulating considerable quantities of derivatives of
genistein and daidzein, synthesised through bioconversion of an endogenous precursor —
isoliquiritigenin.

Preliminary experiments on co-cultures of G. tinctoria involved the selection of monocul-
tures to be cultivated in a single growth flask, and the selection of experimental medium,
which would condition good growth of both biomasses. Moreover, the mutual quantitative
relation between the tissues in the inoculated biomass was established, ensuring good growth
rate of the co-cultures and accumulation of the various isoflavonoid compounds at the level
typical for monocultures.

The inter-species system of G. tinctoria co-cultures was eventually based on transformed
roots, which are a rich source of an isoflavonoid precursor, i.e. isoliquiritigenin, and anergise
growth regulators. It was thus possible to co-culture this biomass on media, ensuring optimum
growth of non-transformed tissues. The shoot culture was selected as a “plant matrix” for the
bioconversion of isoliquiritigenin into daidzein derivatives, as unlike the cell and embryo sus-
pensions, it did not die in co-culture and did not cause callus formation in root biomass.

Contrary to literature reports which indicate fundamental difficulties in selecting growth
media for cultivating inter-species co-cultures, in the discussed case two tissues (shoots and
roots) grew on the same basic SH medium already at the monoculture stage. The use of 24.6
umol 17 of the IBA supplement in the growth medium, which supports the growth of shoot
biomass, did not have an adverse effect on growth parameters of transgenic roots in the co-
culture.

As a result of the experiments which were generally related with the selection of tissue in-
oculum in the co-culture system, the initial ratio of shoots to roots was established at 4 : 1. In
the described case the growth profiles for both tissues, as well as the concentration of the par-
ticular isoflavonoid metabolites in the co-culture were closest to the results achieved in the
respective monocultures. Phytochemical analysis of shoots and roots of G. tinctoria and the
growth media obtained on different days of the experiment showed that the actual process of
co-culturing these tissues in a single Erlenmeyer flask did not affect the production or storage
of isoflavonoids. Moreover, it was found that isoliquiritigenin synthesised by G. tinctoria
roots and stored inside cells was not available for enzymatic systems present in the shoots of
this plant and responsible for the bioconversion of the precursor to more complex isoflavon-
oid structures.

It was only after supplementing the co-culture with abscisic acid (37.8 umol I'' — 42 day
of the experiment), like in the case of root monocultures, that the chalcone was released from
the plant matrix to the growth medium and then used for the synthesis of daidzein and daidzin
in shoot cultures. It should be noted here, that the addition of ABA to the co-cultures did not
have adverse effect on the growth profile of the shoots or the accumulation and storage of
isoflavonoid derivative of genistein and daidzein. As expected, and based on information
about parallel pathways of biosynthesis of genistein and daidzein, following the translocation
and bioconversion of isoliquiritigenin in the shoots, selective increase in the production of
daidzein and daidzin occurred. In this way, a plant culture system was obtained which, in
terms of high genistein and genistin productivity, resembled the shoot monoculture but was
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“enriched” with the additional accumulation of considerable amounts of daidzein and daidzin.
The development of the co-cultures made it possible to utilise G. finctoria transformed root
monocultures which, initially, due to their selective accumulation of isoliquiritigenin, seemed
unattractive from the technological point of view. The “feeding” of the shoots with endoge-
nous precursor produced in a co-culture, unlike the application of an exogenous substrate in
the form of media supplement, is economically viable.

As a result of the experiments, a new growth system was obtained, which produced 19
times more daidzein (1647.5 mg/100 g dry weight) and 68 times more daidzin (328.7 mg/100
¢ dry weight) than shoot monocultures of G. tinctoria. The concentration of the basic isofla-
vonoid metabolite of the shoot culture, i.e. genistin, in the co-cultures remained at the similar
level as in the monoculture (6941.5 mg/100 g dry weight). In view of the above, it was de-
cided to upgrade the experimental system to production scale, and to carry out further ex-
periments, involving the propagation of the co-culture in a bioreactor. Since such commercial
devices are not available, in order to carry out the experiments a prototype basket-bubble bio-
reactor was build for use in this research. The shoot/root co-cultures of G. tinctoria grown in
this device retained the capacity for producing large amounts of phytoestrogens and the char-
acteristic potential for the bioconversion of isoliquiritigenin. The construction of the bioreac-
tor which provided for the separation of the two tissues and the changed areation system
eliminated the limitations observed when the growth system was propagated in classic Erlen-
mayer flasks. As a result, in the experiment carried out on larger scale, faster growth of both
tissues was observed, as well as an increased concentration of the particular metabolites of the
isoflavonoid fraction. Productivity and specific productivity of the system in terms of genistin
accumulation (respectively: 1381 g 1™ and 34.53 ¢ I'') and daidzin accumulation (respectively
434.90 ¢ 1" and 8.0 g I'' ¢ 17) indicates that the obtained co-cultures may be seen as a plant
growth system for industrial production and bioconversion of selected phytoestrogens.

Summing up, the result of the above described research, included in this dissertation pro-
ject, is the development of highly productive plant growth systems, designed for producing
large quantities of medically active isoflavones. The concentrations of the particular metabo-
lites in the G. tinctoria cultures were some of the highest ever obtained from in vitro bio-
masses. This indicates that plant in vitro cultures may be treated as potential bioreactors of
a kind, providing the basis for viable technological processes delivering valuable medical
substances, otherwise impossible to obtain through chemical synthesis.
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17. WYNIKI I WNIOSKI

Na podstawie doswiadczen prezentowanych w niniejszej dysertacji sformutowano wnio-
ski dotyczace badan na akumulacja izoflawonéw oraz wybidrczo alkaloidéw chinolizydyno-
wych, w kulturach in virro wybranych janowcow.

BADANIA Z ZAKRESU KULTUR IN VITRO

1. Zgodnie z celem pracy, w badaniach wstepnych obejmujacych projekt habilitacyjny,
wyprowadzono zywotne kultury kalusowe z 6 wybranych gatunkéw rodzaju Genista: G.
tinctoria L., G. radiata L., G. aethnensis D.C., G. sagittalis L., G. germanica L. oraz G.
monospessulana L.

2. Testowanie, na etapie inicjacji kalusowania, podstawowych podtozy wzrostowych, roz-
nigcych sie¢ w zakresie zawartosci makro- i mikroelementéw, aminokwasOw oraz wita-
min, wykazato, ze biomasy kalusowe janowcow, wyprowadzone z fragmentéw hypoko-
tylowych siewek, do ciagltego wzrostu wymagaja pozywek ,,bogatych” w sktadniki mi-
neralne i organiczne (pozywka Schenk- Hildebrandt a).

3. W dobranych eksperymentalnie warunkach hodowlanych (pozywka SH suplementowa-
na 22,6 umol 1" 2,4-D oraz 23,2 pmol I"" kinetyny), juwenilne biomasy kalusowe ja-
nowcow produkowaty wybiorczo 14-sktadnikowy zesp6t izoflawondw, w ilosciach wie-
lokrotnie przewyzszajacych zawartos¢ omawianych zwigzkéw w roslinach macierzys-
tych. W sktad syntetyzowanych frakcji izoflawnoidowych wchodzity potaczenia o cha-
rakterze aglikon6éw, mono- i diglikozyd6éw oraz estrow, bedacych pochodnymi: geniste-
iny, daidzeiny, formononetyny oraz biochaniny A.

4. W wyniku wprowadzenia do hodowli in vitro oraz zmiany statusu morfologicznego
namnazanych biomas (powstanie nieuorganizowanej tkanki przyrannej) stwierdzono,
we wszystkich otrzymanych kulturach kalusowych janowcéw, catkowite zahamowanie
produkcji prostych flawonéw, pochodnych luteoliny oraz apigeniny, charakterystycz-
nych dla roslin macierzystych. Ponadto w badanych biomasach nastapita blokada bio-
syntezy toksycznych alkaloidéw chinolizydynowych, ograniczajacych zastosowanie
badanych gatunkéw w lecznictwie.

5. Na etapie opracowania warunkéw do prowadzenia hodowli ciagtych biomas kaluso-
wych poszczegdlnych janowcow stwierdzono wybidrczy wptyw rezimu oswietleniowe-
2o (ciemnos$¢ lub ciggte naswietlanie) na akumulacje¢, w badanych kulturach, izoflawo-
néw o charakterze estrow (malonylo- oraz acetylogenistyna).

—  Na podstawie przeprowadzonych badan mozna uznaé, ze rodzaj Genista jest wyjatkowo
korzystny do prowadzenia szeroko zakrojonych eksperymentow in vitro, majacych na
celu uzyskanie nowego i bogatego zrddta izoflawonéw o potencjalnej aktywnosci fito-
estrogennej. Stwierdzenie to dotyczy przede wszystkim janowca barwierskiego akumu-
lujacego w biomasie kalusowej najwyzsze, sposrdd wszystkich przebadanych gatunkéw,
stezenia izoflawondéw (6586,5 mg/100 g suchej masy).
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W toku prowadzonych prac eksperymentalnych opracowano, po raz pierwszy, efektyw-
ng metode mikrorozmnazania, odpowiednia dla wszystkich 6 badanych gatunkéw z ro-
dzaju Genista.

Poprzez bezposrednia mikropropagacj¢ eksplantatow stanowiacych fragmenty pedéw,
na podtozach wzrostowych modyfikowanych zmienna kompozycja regulatoréw wzro-
stu, ustalono wptyw poszczegblnych auksyn oraz cytokinin na proces powstawania kul-
tur primordialnych, wydtuzanie pedéw oraz ukorzenianie badanych gatunkow.

W wyniku przeprowadzonych badan zaproponowano II - stopniowy system mikrorozm-
nazania roslin z rodzaju Genista. Pierwsze stadium procesu obejmowato otrzymanie
mikroroslinek, na podtozu Schenk - Hildebrandt a, wzbogaconym jedynie cytokininami
(9,84 umol I"" 2iP oraz 0,99 umol 1" tidiazuronu). W drugim stadium powstate struktury
pedowe wydtuzano na pozywce SH zawierajacej tylko auksyne (4,92 umol I'' IBA),
uzyskujac tym samym wysoka wydajnos¢ proponowanego procesu. Pedy poszczegdl-
nych janowcéw ukorzeniano w pozywce SH suplementowanej 2,68 pmol ' NAA.

Por6wnawcza analiza chromatograficzna otrzymanych mikroroslinek, w zakresie pota-
czen flawonoidowych, wykazata, ze biomasy wszystkich badanych gatunkéw z rodzaju
Genista, podobnie jak odpowiednie tkanki przyranne, charakteryzowaty si¢ bogata frak-
cja izoflawonoidowa oraz brakiem prostych flawonéw, pochodnych luteoliny i apigeni-
ny. Ponadto, omawiane kultury akumulowaty znacznie wiecej estrowych izoflawonéw
niz biomasy kalusowe. Tym samym ustalono, ze proces morfogenezy moze wywiera¢
bezposredni wptyw na produkcje poszczegdlnych zwiazkéw frakeji izoflawonoidowych
i flawonowych, w hodowlach in vitro janowcéow.

W efekcie przeprowadzonych doswiadczen opracowano wysokowydajng metod¢ mikro-
rozmnazania wybranych gatunkéw z rodzaju Genista. Wszystkie rozmnazane, w warun-
kach in vitro ro$liny, po regeneracji, charakteryzowaly si¢ profilem metabolicznym,
w zakresie potaczen flawonoidowych, oraz cechami morfologicznymi odpowiadajacymi
gatunkom macierzystym. Z uwagi na powyzsze opisywana w dysertacji metoda mikro-
rozmnazania moze okaza¢ si¢ odpowiednia do rozmnazania wegetatywnego catego ro-
dzaju Genista. Wydaje si¢ to szczeg6lnie istotne z uwagi na fakt, ze wiele gatunkéw
omawianego rodzaju to rosliny endemiczne o charakterze dtugo rosnacych krzewow.
Ponadto kultury pedowe badanych janowcow, ze wzgledu na znaczng zawartos¢ pota-
czen izoflawonoidowych, moga podobnie jak odpowiednie biomasy kalusowe, postuzy¢
jako systemy modelowe do eksperymentéw nad biosynteza i metabolizmem fitoestrogenow.

W oparciu o przeprowadzong analiz¢ chromatograficzna HPLC kaluséw otrzymanych
z wybranych gatunkéw rodzaju Genista, w zakresie polaczen z grupy izoflawondw,
zgodnie z celem pracy, doswiadczenia biotechnologiczne zawezono do kultur in vitro
janowca barwierskiego. Powyzsza biomasa charakteryzowata si¢ najwigksza zawarto-
scia fitoestrogendw (6586,5 mg/100 g suchej masy).

W ramach przygotowania kaluséw G. tinctoria do eksperymentéw na poziome kultur
wytrzasanych, zoptymalizowano, w warunkach hodowli stacjonarnych, stosowane pod-
toze hodowlane Schenk - Hildebrandt a, w zakresie regulatoréw wzrostu. Zmodyfiko-
wana pozywka warunkowata otrzymanie odpowiedniego inoculum hodowlanego (pu-
szysta, luzna biomasa), produkujacego niezwykle bogata frakcje izoflawonoidowa
(10474, 2 mg/100 g suchej masy). Dominujacym sktadnikiem badanego zespotu byta
genistyna (5528,69 mg/100 g suchej masy).
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W toku przeprowadzonych eksperymentéw ustalono wptyw regulatoréw wzrostu z kla-
sy auksyn i cytokinin, dodawanych do pozywek w dwdéch skrajnych stezeniach, na przyrost
kaluséw G. tinctoria oraz akumulacje w badanych biomasach potaczen izoflawonoidowych.

W niniejszej dysertacji przebadano, po raz pierwszy, 17 réznych regulator6w wzrostu
(38 modyfikacji doswiadczalnych) stosowanych w biotechnologii roslin wyzszych,
okreslajac ich bezposredni wptyw na akumulacj¢, w warunkach in vitro, okreslonej kla-
sy wtornych metabolitow.

Ustalony wptyw fitohormonéw na produkcje¢ izoflawonéw w biomasach G. tinctoria
dotyczyt zaréwno sumy izoflawonow jak i réwniez wybidrczo potaczen o charakterze
aglikonéw, glikozydow oraz estréw. Z uwagi na obszerny materiat analityczny, wysu-
niecie ostatecznych wnioskéw mozliwe byto dzigki zastosowaniu statystyki jako narze-
dzia do oceny modyfikacji hodowlanych.

Ogolnie stwierdzono, ze za wyjatkiem TIBA, wigkszos¢ stosowanych auksyn stymulo-
wata akumulacje izoflawonéw w stezeniach wysokich (5,0 mg 1'"). Dodatek 0,5 mg 1"
omawianych regulatoréw wzrostu wyraznie hamowat produkcj¢ badanej klasy wtérnych
metabolitow. Stwierdzenie to dotyczy zar6wno sumy izoflawondéw jak i réwniez zawar-
tosci potaczen o charakterze aglikonow, glikozydéw oraz estrow.

W przeciwienstwie do auksyn, cytokininy wywieraty zmienny wptyw na akumulacje
glikozydow, aglikonéw oraz estrow izoflawonoidowych, zalezny bezposrednio od ilosci
stosowanego regulatora wzrostu. Stwierdzono, ze wigkszos¢ cytokinin indukowata pro-
dukcje glikozydéw izoflawonoidowych zaréwna w niskich (0,5 mg 1" jak i w wysokich
stezeniach (5,0 mg 1), podczas gdy wzrost akumulacji aglikonéw uzyskano jedynie na
podtozach o wysokiej zawartosci omawianych fitohormonéw (5,0 mg ™). Przeciwnie
do aglikonéw, wysokie stezenia estrow izoflawonoidowych odnotowano tylko w kalu-
sach janowca barwierskiego, namnazanych na pozywkach z 0,5 mg I"' zawartoscia cyto-
kinin. Wptyw powyzszych regulatoréw wzrostu na akumulacje sumy izoflawonow,
w biomasach G. tinctoria, nie wydaje si¢ by¢ tak jednoznaczny i zalezy bardziej od ro-
dzaju stosowanego regulatora wzrostu niz od jego ilosci.

Stosowane regulatory wzrostu wywieraty rowniez istotny statystycznie wptyw na przy-
rost biomas janowca barwierskiego. W przypadku cytokinin, wigkszos$¢ stosowanych
fitohormondéw nie hamowata przyrostu kaluséw G. tinctoria. Zwiazki te, w zaleznosci
od stezenia, stymulowaty badz nie wptywaty bezposrednio na wzrost badanych kultur.
W przeciwienstwie do cytokinin, auksyny stosowane w duzych ilosciach (5,0 mg ')
hamowaty wzrost biomas G. finctoria, a w dawkach niskich (0,5 mg 1) wywieraty
istotny efekt stymulujacy.

Analiza statystyczna danych, otrzymanych w wyniku modyfikacji podtozy eksperymen-
talnych regulatorami wzrostu, wykazata istotng zalezno$¢ migdzy wptywem fitohormo-
néw na przyrost kaluséw G. tinctoria i sumaryczng zawartos¢ izoflawonéw w badanych
biomasach. Zgodnie z powyzszym, w przypadku zmiennych auksyn, stwierdzono odwrot-
nie proporcjonalng zalezno$¢ migdzy wzrostem kalusow i produkcjq izoflawondw, indu-
kowana modyfikacja fitohormonalna. W przypadku biomas modyfikowanych 0,5 mg 1™
dodatkiem cytokinin stwierdzono zalezno$¢ wprost proporcjonalng migdzy przyrostem
tkanek, a akumulacja badanych wtérnych metabolitow. Nie stwierdzono natomiast kore-
lacji migdzy opisywanymi wyzej parametrami dla biomas namnazanych na pozywkach
zawierajacych 5 mg 1™ okreslonej cytokininy.
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Na podstawie przeprowadzonych doswiadczen stwierdzono kluczowa role regulatorow
wzrostu z klasy auksyn i cytokinin w procesie akumulacji izoflawondéw, w kulturach in
vitro janowca barwierskiego. Ze wzgledu na szeroki zakres prowadzonych badan wysu-
niete wnioski maja charakter og6lny i moga by¢ wykorzystane w doswiadczeniach bio-
technologicznych ukierunkowanych na produkcje izoflawonéw w kulturach in vitro ro-
slin wyzszych. Bezposrednim efektem opisywanych eksperymentéw byto dokonanie
ostatecznego wyboru pozywki doswiadczalnej, z przeznaczeniem do prowadzenia ho-
dowli zawiesinowych G. tinctoria. Na zoptymalizowanym podtozu SH, suplementowa-
nym 0,5 mg I" TIBA oraz 5,0 mg 1" kinetyny, otrzymane biomasy janowca barwier-
skiego zawieraly 3 - krotnie wigcej izoflawonéw (10474,23 mg/100 g suchej masy) niz
pedy nadziemne rosliny macierzystej (3073,54 mg/100 g suchej masy).

W wyniku modyfikacji pozywek doswiadczalnych regulatorami wzrostu oraz doboru
wilasciwego inoculum tkankowego otrzymano wytrzasane kultury G. tinctoria rézniace
si¢ stopniem cytodyferencjacji (zawiesiny komoérek parenchymatycznych badz embrio-
nalnych, kultury pedéw oraz korzeni de novo), zdolne do produkcji wysokich stezen
potaczen izoflawonoidowych.

Dla poszczeg6lnych kultur wytrzasanych okreslono profile wzrostowe oraz przesledzo-
no kinetyke produkcji izoflawonéw, w cyklu hodowlanym, z uwzglednieniem zwiazkéw
znajdujacych si¢ w tym samym tancuchu przemian biogennych.

Ostatecznie stwierdzono, ze akumulacja izoflawonéw o charakterze aglikonéw, gliko-
zyd6éw oraz estréw, w kulturach in vitro janowca barwierskiego zwiazana jest bezpo-
srednio ze stopniem cytodyferencjacji poszczegélnych biomas. W przypadku zawiesiny
komorek parenchymatycznych i embrionalnych oraz hodowli pedowych wystapita za-
leznos¢ odwrotnie proporcjonalna migdzy iloscig syntetyzowanych aglikonéw oraz gli-
kozyd6éw a zr6znicowaniem tkankowym. Zalezno$¢ wprost proporcjonalng stwierdzono
natomiast migdzy wzrastajagcym stopniem morfogenezy, a produkcja pochodnych estro-
wych (malonylo- oraz acetylogenistyna).

Jedynie kultury korzeni odcigtych G. tinctoria syntetyzowaly pojedynczy metabolit
z kasy bioflawonoid6éw - izolikwirytygening (978,4 mg/100 g suchej masy), co sugeruje,
ze w omawianej biomasie nastapita blokada biosyntezy izoflawonéw na poziomie izo-
merazy chalkonowej

Najwyzsza sumaryczng zawartos¢ izoflawonéw okre§lono w zawiesinie parenchyma-
tycznej janowca barwierskiego (11138,95 mg/100 g suchej masy). Podstawowym meta-
bolitem frakcji izoflawonoidowej byta genistyna wystepujaca w stezeniu 9414,7 mg
/100 g suchej masy, co stanowi najwyzsza ilos¢ pojedynczego wtérnego metabolitu uzy-
skanego z kultur in vitro roslin motylkowych.

W opisywanym projekcie badawczym otrzymano po raz pierwszy wysokowydajne, ze
wzgledu na produkcje izoflawonéw, roslinne systemy hodowlane, zdolne do akumulacji
nawet 4 - krotnie wyzszych stezen izoflawonéw niz gatunek macierzysty. Uzyskane,
w poszczegdlnych kulturach janowca, zawartosci fitoestrogendw sa jednymi z najwyz-
szych stezen wtornych metabolitéw pozyskanych w wyniku kultywacji roslin wyzszych
w warunkach in vitro. Wszystkie typy kultur wytrzasanych G. tinctoria, w przeciwien-
stwie do hodowli tkankowych innych gatunkéw z rodziny Fabaceae sa uktadami dyna-
micznymi, pozwalajacymi na $ledzenie wzajemnych relacji migdzy izoflawonami znaj-
dujacymi si¢ w tancuchu przemian biogennych genisteiny oraz daidzeiny. W zwigzku
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z powyzszym moga by¢ wykorzystane nie tylko w celach $cisle utylitarnych (bogate
zrodto fitoestorgenéw), ale réwniez jako uktady modelowe do prowadzenia doswiad-
czen dotyczacych biosyntezy izoflawondéw. Kultury korzeni odcigtych janowca barwier-
skiego, jako wybidrcze zrédto prekursora izoflawonoidowego, ktérym jest
izolikwirytygenina, moga by¢ w przysztosci wykorzystane do eksperymentéw
biotechnologicznych majacych na celu biokonwersje powyzszego zwiazku do bardziej
ztozonych struktur bioflawonoidowych.

W wyniku elicytacji wysokoprodukcyjnych kultur zawiesinowych janowca barwierskie-
€0 jasmonianem metylu oraz chitosanem uzyskano biomasy produkujace znaczne ilosci
aglikonéw izoflawonoidowych, tj. genisteiny oraz daidzeiny, w ilosciach 3 do 6-krotnie
przewyzszajacych stezenia omawianych zwiazkéw w hodowlach podstawowych.

Maksymalne stezenia badanych aglikonéw, oznaczone w biomasach G. tincroria, 4 dni
po elicytacji (30 dzien hodowli), byty wynikiem syntezy niniejszych zwiazkéw de novo
(elicytacja chitosanem) badz wypadkowa powyzszego procesu i hydrolitycznego rozpa-
du izoflawon6éw o charakterze estréw (elicytacja jasmonianem metylu).

Zaréwno chitosan, jak i jasmonian metylu nie wptywaty na zawarto$¢ podstawowych
sktadnikéw zespotu izoflawonoidowego w zawiesinie janowca barwierskiego, tj. pota-
czen o charakterze mono- i diglikozydéw genisteiny, ktére podobnie jak syntetyzowane,
w wyniku elicytacji, aglikony magazynowane byty catkowicie wewnatrzkomérkowo.

Zmiang statusu magazynowania badanej frakcji wtérnych metabolitéw w kulturze za-
wiesinowej uzyskano w efekcie permeabilizacji chemicznej biomas, pod wptywem
DMSO. W wyniku zastosowanej procedury wigkszos¢ izoflawondw zostata wyrzucona
do medium hodowlanego (okoto 80% sumarycznej zawartosci analizowanych zwiaz-
kéw).

Zar6éwno dodatek do pozywki zwiazkéw o charakterze elicytoréw jak i réwniez DMSO
powodowat gwaltowne zamieranie zawiesiny janowca barwierskiego. W zwigzku z tym
powyzsze substancje suplementowane byly dopiero w momencie osiagniecia maksy-
malnego przyrostu biomas i optymalnego stezenia wtérnych metabolitow w zawiesinie.

Na podstawie przeprowadzonych doswiadczen wykazano, ze w wyniku elicytacji zawie-
sin G. tinctoria mozna wybidrczo stymulowaé wtérny metabolizm badanych hodowli
w zakresie potaczen izoflawonoidowych. Zaproponowana procedura doswiadczalna
w potaczeniu ze skuteczng permeabilizacja kultur doprowadzita do otrzymania wysoko-
produkcyjnego, roslinnego systemu hodowlanego, ukierunkowanego na akumulacje ak-
tywnych leczniczo izoflawonéw, tatwych do ekstrakcji, ze wzgledu na zewnatrzkomor-
kowy spos6b magazynowania. Wydaje si¢, ze omawiane kultury, po przystosowaniu do
hodowli w warunkach technicznych, moga stanowi¢ atrakcyjne zrodto aktywnych far-
makologicznie fitoestrogenow.

W niniejszym projekcie otrzymano, po raz pierwszy kultury korzeni transgenicznych G.
tinctoria jako bezposredni wynik doboru wlasciwego inoculum roslinnego, szczepu bak-
teryjnego A. rhizogenes oraz metody transformacii.

Transgeniczny charakter powstatych korzeni wtosnikowatych potwierdzono w oparciu
o analiz¢ morfologiczng otrzymanych klonéw oraz kochromatografi¢ biomas wobec
WZOIrcowej agropiny.
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W wyniku analizy HPLC korzeni transformowanych G. tinctoria stwierdzono, ze pro-
dukuja one, podobnie jak kultury korzeni odcigtych, jedynie pojedynczy metabolit
z klasy bioflawonoidéw, a mianowicie izolikwirytygening. Maksymalne stezenie po-
wyzszego zwiazku (2887.9 mg/100 g suchej masy — bioreaktor), byto jednak w bioma-
sie transgenicznej 3-krotnie wyzsze niz w przypadku kultur korzeni de novo.

Zoptymalizowano warunki hodowli ciagtej wytrzasanych kultur korzeniowych janowca
barwierskiego, charakteryzujac profil wzrostowy namnazanych biomas oraz kinetyke
produkcji izolikwirytygeniny w cyklu hodowlanym.

Opracowano procedure dodatku do pozywki kwasu abscyzynowego (42 dzien - 37,8
umol 1"y warunkujaca zmiane statusu magazynowanie izolikwirytygeniny z wewnatrz-
komoérkowego na zewnetrzny.

Skonstruowano bioreaktor koszyczkowo - babelkowy umozliwiajacy, na skutek immo-
bilizacji korzeni oraz zmiany napowietrzania kultury, hodowl¢ biomas transgenicznych
w skali péttechniczne;j.

Przeprowadzone doswiadczenia z zakresu kultur korzeni transformowanych G. tinctoria
potwierdzity, opisywane szczegétlowo w doniesieniach literaturowych, trudnosci odno-
snie transgenezy w obrebie roslin motylkowych. Wydaje sig, ze opracowana, efektywna
metoda indukcji korzeni wtosnikowatych janowca barwierskiego, wykorzystujaca mig-
dzy innymi inokularny materiat roslinny pochodzacy z wieloletnich kultur in vitro, mo-
ze okaza¢ si¢ przydatna w doswiadczeniach nad innymi roslinami z rodziny Fabaceae.
Obliczona dla kultur korzeni transgenicznych G. tinctoria produktywnos$¢ oraz specy-
ficzna produktywnos$¢ wskazuja jednoznacznie, ze otrzymane kultury mozna traktowac
jako oplacalne i bogate zrédto prekursora izoflawonoidowego tj. izolikwirytygeniny.
Doswiadczenia na etapie namnazania korzeni w bioreaktorze dowiodly, ze omawiane
kultury dobrze adaptuja si¢ do warunkéw hodowli w skali péttechnicznej, zachowujac
zdolnos¢ do produkcji izolikwirytygeniny. Prototypowy bioreaktor koszyczkowo-
babelkowy, przetestowany na kulturze korzeni wtosnikowatych janowca ogélnie wydaje
si¢ odpowiedni do prowadzenia kultur organowych.

W wyniku hodowli pedéw oraz korzeni transformowanych G. tinctoria w jednym
zbiorniku doswiadczalnym otrzymano, po raz pierwszy, roslinny system hodowlany
o charakterze kokultur, stanowiacy bogate i wybidrcze zrédlo pochodnych genisteiny
i daidzeiny.

Dobo6r inoculum tkankowego w zakresie wzajemnego stosunku ilosciowego korzeni do
pedow janowca barwierskiego spowodowatl, ze kokultywowane biomasy zachowaty
w przyblizeniu tempo wzrostu oraz stopien akumulacji zwiazkéw izoflawonoidowych,
charakterystyczne dla odpowiednich monokultur.

Przeprowadzono biokonwersj¢ izolikwirytygeniny syntetyzowanej w korzeniach wto-
snikowatych G. tinctoria do pochodnych daidzeiny, wykorzystujac w tym celu biomasy
pedowe omawianego gatunku, posiadajace odpowiednie uktady enzymatyczne.

Proces biokonwersji prekursora izoflawonoidowego mozliwy byt jedynie na skutek
uprzedniej translokacji omawianego zwiazku z matrycy korzeniowej do pozywki, a na-
stepnie do kultury pedowej, pod wptywem dodatku do medium hodowlanego kwasu
abscyzynowego. Zastosowana procedura doswiadczalna dodatkowo umozliwita pomi-
niecie kosztownej ekstrakcji izolikwirytygeniny z biomasy korzeniowe;j.
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39. W efekcie przeprowadzonych eksperymentéw otrzymano nowy, roslinny system ho-
dowlany, produkujacy 19-krotnie wigcej daidziny (1647,5 mg/100 g suchej masy) i 68
razy wiecej daidzeiny (328,7 mg/100 g suchej masy) niz hodowla pedowa janowca. Ste-
zenie podstawowego metabolitu kultury, tj. genistyny pozostatlo w kokulturze na mniej
wigcej niezmienionym, w stosunku do monokultury, poziomie (6941,5 mg/100 g suche;j
masy).

40. Kokultury pedowo-korzeniowe G. tinctoria hodowane, w specjalnie skonstruowanym
do tego, celu bioreaktorze koszyczkowo-babelkowym zachowaty zdolno$¢ do produkcji
fitoestrogenéw oraz charakterystyczny potencjat do biokonwersji izolikwirytygeniny.
Konstrukcja bioreaktora zapewniajaca przestrzenny rozdziat obydwu namnazanych tka-
nek umozliwita zwigkszenie tempa wzrostu poszczegélnych biomas oraz wigksza aku-
mulacje potaczen izoflawonoidowych.

—  Kultywowanie pedéw i korzeni janowca barwierskiego w jednym zbiorniku hodowla-
nym wykazato, ze powyzszy sposéb hodowli moze okaza¢ si¢ niezwykle przydatny
w prowadzeniu ros§linnych kultur in vitro, ukierunkowanych na produkcje wtérnych me-
tabolitow o cennych wiasnosciach farmakologicznych. Kokultury umozliwiaja, migdzy
innymi, wykorzystanie uktadow enzymatycznych obecnych w okreslonych tkankach do
syntezy metabolitow koncowych, utylizujac w omawianym procesie biokonwersji bio-
masy produkujace jedynie zwiazki o charakterze prekursoréw. Z uwagi na wyniki opi-
sywanych eksperymentéw trzeba pamigta¢ o okreslonej kompartmentacji prekursoréw
oraz enzymoéw, ktora utrudnia, a nawet uniemozliwia ostateczny proces biokonwers;ji.
W doswiadczeniach typu kokultur nalezy wiec uwzgledni¢ procedury majace na celu
zwigkszenie biodostepnosci zwiazkéw o charakterze substratow, dla odpowiednich
uktadéw enzymatycznych. Opracowany prototypowy bioreaktor koszyczkowo-babel-
kowy o konstrukcji nie stosowanej dotychczas w kulturach in vitro roslin wyzszych wy-
daje si¢ odpowiedni do wykorzystania w doswiadczeniach z zakresu kokultur roslin
wyzszych, rowniez w systemie miedzygatunkowym, likwidujac ograniczenia obserwo-
wane w hodowlach prowadzonych w klasycznych kolbach Erlenmeye’a.

BADANIA FITOCHEMICZNE

1. W ramach projektu habilitacyjnego przeprowadzono analizy chromatograficzne (HPLC
i TLC) roslin gruntowych oraz biomas uzyskanych z kultur in vitro wybranych gatun-
kéw rodzaju Genista, w zakresie potaczen flawonoidowych oraz alkaloidéw chinolizy-
dynowych

2. Opracowano metode chromatograficznego rozdziatu HPLC bogatej 22 - sktadnikowe;j
mieszaniny wzorcow flawonoidowych, wystepujacych w rodzaju Genista. Dobra selek-
tywnos¢ rozdziatu badanych polaczen uzyskano na kolumnie LiChrospher RP- 18,
w uktadzie faz odwréconych, w warunkach elucji gradientowej dla mieszaniny rozpusz-
czalnikow: acetonitryl — woda — kwas octowy.

3. Zoptymalizowana metode rozdziatu HPLC wzorcow flawonoidowych wykorzystano do
separacji izoflawonéw oraz flawondéw wystepujacych w réznych cze¢sciach morfolo-
gicznych janowca barwierskiego. W wyniku przeprowadzonej analizy stwierdzono
w badanych surowcach bogata frakcje izoflawonoidowa, ztozong z pochodnych geniste-
iny, daidzeiny, formononetyny oraz biochaniny A, w postaci potaczen o charakterze
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aglikonéw, mono- i diglikozydéw oraz estrow. Ponadto G. tinctoria z upraw gruntowych
charakteryzowata si¢ obecnoscia prostych flawonéw, pochodnych luteoliny i apigeniny.

Dzigki zastosowaniu ochronnej procedury obejmujacej ekstrakcje oraz oczyszczanie
badanych wyciggéw flawonoidowych uniknieto rozktadu wtémych metabolitéw wyste-
pujacych, w badanych matrycach roslinnych, w postaci estrow.

Sprzezenie chromatografu cieczowego z detektorem masowym i matryca diodowa umoz-
liwito identyfikacj¢ on line zwiazkdéw flawonoidowych zawartych w badanych surowcach
roslinnych, w oparciu o trzy parametry: tg, widmo masowe oraz widmo w nadfiolecie.

Chromatograficzna analiza poréwnawcza réznych czesci morfologicznych janowca
barwierskiego, w zakresie zwiazkow flawonoidowych, pozwolita na dokonanie wyboru
biomasy z hodowli gruntowej (ulistnione pedy), stosowanej nastepnie jako ,,proba kon-
trolna” w eksperymentach biotechnologicznych.

Opracowana metoda chromatograficznego rozdziatu HPLC byta skuteczna nie tylko
w separacji frakcji flawonoidowych zawartych w G. tinctoria ale réwniez w analizie
bioflawonoidéw wystepujacych w pozostatych 5 gatunkach janowcoéw objetych projek-
tem habilitacyjnym. Z uwagi na uzyskane wyniki mozna sadzi¢, ze zoptymalizowana
metoda rozdziatu HPLC moze okaza¢ si¢ przydatna w badaniach innych surowcéw ro-
slinnych z rodziny Fabaceae, charakteryzujacych si¢ obecnoscia ztozonych frakcji fla-
wonoidowych. Opisane warunki rozdziatu chromatograficznego badanego zespotu bio-
flawonoidow wykorzystano w analizach skryningowych izoflawnéw wystepujacych
w kulturach in vitro janowcoéw. Uwzglednienie wynikow analiz HPLC biomas pocho-
dzacych z poszczeg6lnych etapow hodowli pozwolito na ustalenie zaleznosci migdzy
szeroko rozumianymi warunkami eksperymentéw biotechnologicznych, a akumulacja
izoflawonéw w kulturach. Ponadto, w oparciu o wykonane badania chromatograficzne
wysunieto wnioski, co do wzajemnych relacji migdzy izoflawonami syntetyzowanymi
w poszczegdlnych biomasach. Opisywana procedura umozliwita stata selekcj¢ namna-
zanych kultur, wykazujacych znaczny potencjat w kierunku produkcji izoflawonéw oraz
sterowanie procesami hodowlanymi tak by osiagna¢ zamierzong maksymalng akumula-
cje fitoestrogenéw w otrzymanych biomasach roslinnych.

Opracowano metode¢ chromatograficznego rozdziatu technika TLC 9 - skladnikowego
zespotu wzorcowych alkaloidéw chinolizydynowych, wystepujacych w rodzaju Genista.

Optymalizacje warunk6w separacji mieszaniny wzorcOw alkaloidowych prowadzono
w oparciu o jedno- lub dwukierunkowa TLC. Zwiazki rozdzielano na ptytkach chroma-
tograficznych pokrytych zelem (Silica Si 60) lub zelami modyfikowanymi chemicznie
(DIOL Fysss; RP-18W), w trdjsktadnikowych uktadach faz ruchomych, réznigcych sig¢
polarnos$cia oraz sitg elucyjna. Alkaloidy rozdzielano stosujac elucj¢ izokratyczna lub
gradient fazy stacjonarne;j.

W wyniku przeprowadzonych badan stwierdzono, ze w opracowanych warunkach
chromatografowania, z wykorzystaniem jednokierunkowej TLC, nie mozliwe jest uzy-
skanie catkowitej separacji 9 - sktadnikowej mieszaniny alkaloidéw wzorcowych.

Rozdziat blisko spokrewnionych strukturalnie alkaloidéw chinolizydynowych mozliwy
byt w wyniku zastosowania TLC w technice dwukierunkowej, z gradientem fazy stacjo-
narnej (I-kierunek — ptytki zelowe modyfikowane resztami diolowymi; Il-kierunek —
plytki zelowe modyfikowane resztami oktadecylowymi).
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Zoptymalizowang metode¢ rozdziatu TLC substancji wzorcowych wykorzystano do se-
paracji zespotu alkaloidéw wystepujacych w czesciach nadziemnych oraz kulturach in
vitro (kalusy oraz pedy) roslin z rodzaju Genista.

Opracowano ochronna metod¢ ekstrakcji oraz oczyszczania frakcji alkaloidowych
(technika SPE), pochodzacych z badanych matryc roslinnych. W wyniku zastosowanej
procedury, z wykorzystaniem zmiennych wtasnosci fizyko-chemicznych alkaloidéw,
wystepujacych w postaci wolnych badz protonowanych zasad, otrzymano czyste wycia-
¢i alkaloidowe przeznaczone do analiz TLC.

W wyniku por6wnawczej analizy chromatograficznej TLC stwierdzono istotne réznice
mi¢dzy badanymi janowcami w zakresie potaczen alkaloidowych. Dotyczyty one za-
réwno materiatu roslinnego z upraw gruntowych jak i réwniez kultur in vitro. Nieuorga-
nizowane biomasy kalusowe, w przeciwienstwie do roslin gruntowych, byty catkowicie
pozbawione toksycznych alkaloidéw chinolizydynowych. Ponadto pedy namnozone
w warunkach in vitro, pozbawione statusu morfologicznego rosliny gruntowej, syntety-
zowaly omawiane wtorne metabolity jedynie w ilosciach sladowych. Powyzszy wynik
sugeruje, ze biosynteza alkaloidéw chinolizydynowych, w badanych janowcach, zalezna
jest bezposrednio od stopnia cytodyferencjacji poszczegdlnych tkanek.

Przeprowadzone badania dowodza, ze rozdzielenie mieszaniny blisko spokrewnionych
alkaloidéow chinolizydynowych, za pomoca TLC jest bardzo trudne. Szanse
na catkowitg separacje omawianych potaczen stwarza technika dwukierunkowa, w gra-
diencie fazy stacjonarnej. Wydaje si¢, ze opracowana metoda chromatografowania moze
by¢ wykorzystana do badan skryningowych surowcow roslinnych, zawierajacych boga-
ty zespdt alkaloidéw chinolizydynowych. Zastosowanie dwukierunkowej TLC, w gra-
diencie fazy stacjonarnej, do rozdziatu frakcji alkaloidowych obecnych w kulturach in
vitro janowcOw, pozwolito na przeprowadzenie selekcji namnazanych tkanek w kierun-
ku otrzymania biomas catkowicie pozbawionych toksycznych alkaloidéw chinolizydy-
nowych (kalusy). Wyselekcjonowane kultury uznano za optymalne do prowadzenia do-
swiadczen z zakresu roslinnych kultur in vitro, ukierunkowanych na wybiércza produk-
cje fitoestrogendw.

Opisywane w niniejszej dysertacji eksperymenty z zakresu roslinnych kultur in vitro,
w polaczeniu z ciagla analizg fitochemicznag namnazanych biomas, pozwolily na re-
alizacje zasadniczego celu pracy, ktéorym bylo otrzymanie roslinnych kultur tkan-
kowych, z przeznaczeniem do produkcji aktywnych leczniczo izoflawonow.

W wyniku przeprowadzonych badan otrzymano trzy roslinne systemy hodowlane,
charakteryzujace si¢ znaczng akumulacja izoflawonéw badz, jak to mialo miejsce
w przypadku kultur korzeni wlo$nikowatych janowca, interesujacym potencjalem
do produkcji prekursora izoflawonoidowego — izolikwitytygeniny.

Najwyzsze stezenie izoflawonéw uzyskano w szybko rosnacej kulturze zawiesino-
wej G. tinctoria (11138,95 mg/100 g suchej masy). Powyzsza biomasa syntetyzowala
podstawowy metabolit badanej frakcji, tj. genistyne (9414,7 mg/100 g suchej ma-
sy), w ilosci prawie 7-krotnie przewyzszajacej poziomy omawianego wtornego me-
tabolitu w roslinie gruntowej (1454, 2 mg/100 g suchej masy). Ponadto zawiesina
janowca barwierskiego akumulowala bogaty, 14-skladnikowy zespdt izoflawonéw,
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w ktéorym dominowaly pochodne mono- i diglikozydowe genisteiny. W wyniku eli-
cytacji chitosanem, niniejsza frakcja izoflawonoidowa zostata wzbogacona o wielo-
krotnie wyzsze, w poréwnaniu z kultura wyjsciowa, stezenia polaczen o charakte-
rze aglikonow (genisteina — 258,4 mg/100 g suchej masy oraz daidzeina - 17,5
mg/100 g suchej masy), co wigzalo si¢ bezposrednio ze wzrostem sumarycznej za-
wartosci badanych wtérnych metabolitéw do 11350,5 mg/100 g suchej masy. Obli-
czona dla omawianych kultur produktywnos$¢ oraz specyficzna produktywnos$é
wskazuja, ze zawiesina G. tinctoria moze by¢ wykorzystana jako bogate i wybiorcze
zrodio fitoestrogenéw pochodzenia izoflawonoidowego. Uzyskana na skutek per-
meabilizacji DMSO zmiana statusu magazynowania badanych zwiazkéow z we-
wnatrzkomorkowego na zewnetrzny (medium hodowlane) znacznie ulatwia izola-
cje poszczegolnych metabolitow z systemu produkceyjnego.

Kultury korzeni transformowanych janowca barwierskiego stanowia natomiast
zrodio bliskiego prekursora izoflawonoidowego — izolikwirytygeniny, zwiazku nie
wystepujacego w roslinie macierzystej. Znaczne stezenie powyzszego metabolitu
w biomasach (2887,9 mg/100 g suchej masy) oraz realna mozliwo$¢ zmiany statusu
magazynowania syntetyzowanego polaczenia, w roslinnym systemie produkcyj-
nym, powoduja, ze korzenie transgeniczne G. tinctoria mozna rozwaza¢ jako mate-
rial in vitro z przeznaczeniem do produkcji izolikwirytygeniny.

System roslinny o charakterze wewnatrzgatunkowych kokultur G. tinctoria pozwo-
lit na polaczenie potencjalu produkcyjnego pedéw i korzeni transformowanych ja-
nowca barwierskiego, w zakresie produkcji izoflawonéw. W koncowym efekcie,
w wyniku biotransformacji, syntetyzowanej w korzeniach, izolikwirytygeniny do
pochodnych daidzeiny w pedach badanego gatunku, otrzymano biomase¢ produku-
jaca ponad 38-krotnie wigcej daidziny (1647,5 mg/100 g suchej masy) oraz
5-krotnie wiecej genistyny (6941,5 mg/100 g suchej masy) niz roslina gruntowa.

Doswiadczenia z zakresu namnazania korzeni transformowanych oraz kokultur
G. tinctoria w bioreaktorze koszyczkowo-babelkowym dowiodly, ze opracowane ro-
slinne systemy hodowlane adaptuja si¢ doskonale do warunkéw hodowli w skali
pottechnicznej, zachowujac zdolnos¢ do akumulacji bogatych frakcji izoflawono-
idowych.

Wyniki doswiadczen, obejmujace wzrost oraz produktywnos$é poszczegolnych
biomas w prototypowym bioreaktorze koszyczkowo-babelkowym wskazuja na
mozliwos¢ wykorzystania skonstruowanego urzadzenia w hodowlach in vitro roslin
wyzszych, w szczegélnosci opierajacych si¢ na eksperymentach o charakterze ko-
kultur.



