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1. Skroty stosowane w pracy

OV — brak witamin

2V — potowa zawartosci witamin

¥4V — jedna czwarta zawarto$ci witamin

4C-pHPL 3H i 3’H — 3/3’-hydroksylazy 4-kumarylo-4’-hydroksyfenylomlekowe
3CLpro — proteaza 3CL-podobna

4C-DHPL 3H — 3-hydroksylaza 4-kumarylo-3°,4’-dihydroksyfenylomlekowa
4CL - ligaza hydroksycynamoil-CoA

AAPH — dihydrochlorek 2,2’-azobis(amidynopropanu)

ABTS — 2,2’-azobis(3-etylobenzotiazolino-6-sulfonian)

AGS — ludzka linia komorkowa raka zotadka

ALT — aminotransferaza alaninowa

AMPK - kinaza aktywowana 5’ AMP

AST — aminotransferaza asparaginianowa

ATCC — ang. American Type Culture Collection

B5 — podtoze wg Gamborga

BAP — 6-benzyloaminopuryna

BAPR - rybozyd 6-benzyloaminopuryny

Bax — biatko proapoptotyczne z rodziny Bcl-2 (ang. Bcl-2-like protein 4)
Bad — biatko proapoptotyczne z rodziny Bcl-2 (ang. Bcl-2-like protein 4)
Bcl-2 — ang. B-cell lymphoma 2

BHA — butylohydroksyanizol

BHT — butylohydroksytoluen

BPA — N-benzylo-9-(2-tetrahydropiranylo)-adenina



C2C12 — linia komoérkowa mysich mioblastow
C3H — 3-hydroksylaza 4-kumarowa

C4H — 4-hydroksylaza kwasu cynamonowego
CA — kwas kawowy

CAD - pochodna kwasu kawowego
Caf-pHPL 3’ — 3’-hydroksylaza kawoilo-4’-hydroksyfenylomlekowa
CAT — katalaza

Cd — kadm w postaci soli chlorkowej

CRP — biatko C-reaktywne

CT — kryptotanszinon

CTA — pochodna kwasu kawoilo-treonowego
DAM - diacetylomartynozyd

DPP-IV — dipeptydylopeptydaza 1V

DPPH - 2,2-difenylo-1-pikrohydrazyl

Drpl — ang. dynamin related protein 1

EMT — przejscie epitelialno-mezenchymalne

FRAP — metoda oznaczania zdolnos$ci redukowania jonoéw zelaza (ang. ferric ion reducing

antioxidant parameter)

FV — pelna zawarto$¢ witamin

Gl — indeks wzrostu

GPx — dysmutaza glutationowa

GSH - glutation

GSH-Px — peroksydaza glutationowa

H1299 — linia komorkowa ludzkiego nie drobnokomdrkowego raka phuc

HCT116 — linia komérkowa raka jelita grubego (okreznicy)
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HelLa — ludzka linia komorek nowotworowych szyjki macicy
HIF-1a — czynnik indukowany hipoksja 1a

HIV — ludzki wirus niedoboru odpornosci

HT?29 — linia komoérkowa ludzkiego gruczolakoraka jelita
Huh7 — linia komorkowa ludzkiego raka watroby

HPLC — wysokosprawna chromatografia cieczowa

HPPR — reduktaza hydroksyfenylopirogronianowa

HUVECs - ludzkie komorki srodbtonkowe zyly pepowinowej
IAA — kwas indoilo-3-octowy

ICs0 — potowa maksymalnego stezenia hamujacego

IFN-y — interferon y

IGFBP3 — biatko wigzace insulinopodobny czynnik wzrostu
L929 — linia komoérkowa mysich fibroblastow

IL-1p, IL-6, IL-8 — interleukina 1, 6, 8

INOS — indukowalna syntaza tlenku azotu

LED - dioda elektroluminescencyjna (ang. light-emitting diode)
LoVo — ludzka linia komorek gruczolakoraka okr¢znicy
LOX-1 —ang. lectin-like oxidized low-density lipoprotein receptor 1
LPS — lipopolisacharyd

LS — izomer kwasu litospermowego

MBC — minimalne st¢zenie bakteriobojcze

MCP-1 — biatko chemotaktyczne monocytow-1

MDA - aldehyd malonowy

MDA-MB-468 — ludzka linia komoérkowa raka gruczotu sutkowego



MDA-MB-231 — linia ludzkiego gruczolakoraka piersi

MEP — plastydowy szlak niezalezny od mewalonianu

MFC — minimalne st¢zenie grzybobdjcze

MG63 — ludzka linia komoérkowa kostniakomigsaka

MHCC97-h — ludzka linia komoérkowa raka watrobowokomorkowego
MIC — minimalne stezenie hamujace

MJA — jasmonian metylu

MMP-1 — metaloproteinaza macierzy 1

MMP-9 — metaloproteinaza macierzy 9

MR — rozmarynian metylu

MS — podtoze wg Murashige-Skoog’a

m-Top — meta-topolin

MTT — bromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-yl)-2,5-difenylotetrazolinowy
MUC-1 — mucyna 1

MVA - cytoplazmatyczny szlak mewalonowy/izoprenoidowy
NADH — dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy

NBT - bi¢kit nitrotetrazolinowy

NF-«f — jadrowy czynnik transkrypcyjny NF

NSCLC — niedrobnokomorkowy rak ptuc

NOX-2 — oksydaza NADPH 2

NOX-4 — oksydaza NADPH 4

Nrf-2 — czynnik transkrypcyjny pochodzenia erytroidalnego typu 2
OSI — indeks stresu oksydacyjnego

PAL - liaza fenyloalaninoamoniowa
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PCR — reakcja tancuchowej polimerazy (ang. polymerase chain reaction)
PLS — izomer kwasu protolitospermowego

PPARY — receptor aktywowany proliferatorami peroksysomow vy
PTP —ang. pollen-tube pathway

RA — kwas rozmarynowy

RAH — heksoza kwasu rozmarynowego

RAS — syntaza kwasu rozmarynowego

RBL-2H3 — szczurza linia komorkowa biataczki bazofilowe;j
ROS - reaktywne formy tlenu (ang. reactive oxygen species)
SAA — kwas salwianolowy A

SAB - kwas salwianolowy B

SAE - kwas salwianolowy E

SAF — kwas salwianolowy F

SAK — kwas salwianolowy K

SARS-CoV-2 — drugi koronawirus ciezkiego ostrego zespotu oddechowego
Sirtl —sirtuina 1

SH — podtoze wg Schenk’a i Hildebrandt’a

SM — sucha masa

SOD - dysmutaza ponadtlenkowa

SM — éwieza masa

THA — tanszinon 1A

t-A — trans-anetol

TAC — catkowity potencjal antyoksydacyjny

TAT — aminotransferaza tyrozynowa
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TBARS - substancje reagujace z kwasem tiobarbiturowym (ang. thiobarbituric acid
reactive substances)

TGF-1pB — transformujacy czynnik wzrostu 1§

TNF-a — czynnik martwicy nowotworow o

TNBC — komorki potrdjnie negatywnego raka piersi

TOA — catkowita aktywnos¢ oksydacyjna

TPC — catkowita zawartos¢ polifenoli (ang. total polyphenol content)
TPTZ — 2,4,6-tris(2-pirydylo)-s-tiazyna

UHPLC-PDA-ESI-MS — ultra wysokosprawna chromatografia cieczowa sprzezona ze

spektrometrem mas
WP — podtoze Woody-Plant
VEGF — czynnik wzrostu §rodbtonka naczyniowego

YE — ekstrakt drozdzowy
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2. Wstep

2.1. Systematyka i charakterystyka morfologiczna Salvia bulleyana Diels.

Salvia bulleyana Diels. (EkMFREE ji ye shu wei cao; Zi Danshen) jest ro$ling
nalezaca do klasy dwulisciennych (Magnoliopsida), rzedu jasnotowcow (Lamiales), rodziny
jasnotowatych (Lamiaceae), rodzaju szatwia (Salvia). Wraz z 83 innymi gatunkami szatwii,
S. bulleyana naturalnie wystgpuje w Chinskiej Republice Ludowej. Wedtug Flory Chinskiej
gatunki szatwii wystepujace w Chinach sg podzielone na cztery podrodzaje: Salvia, Sclarea,
Jungia i Allagospadonopsis (Li i in., 2010). S. bulleyana nalezy do podrodzaju Salvia, do
sekcji Eurysphace obok takich gatunkéw jak S. castanea Diels, S. flava Forrest ex Diels,
S. roborowskii Maxim. czy S. przewalskii Maxim. (Li i in., 2013a). Gatunek ten porasta
gorskie zbocza potozone na wysokosci 2100-3400 m n.p.m. w prowincji Yunnan

zlokalizowanej w poludniowo-zachodniej czg¢éci Chin (Xu i in., 2018).

Fotografia 1. Salvia bulleyana.

Salvia bulleyana (fotografia 1) jest rosling wieloletniag, kwitngca i owocujaca
w sierpniu. Jej todyga jest rozgaleziona, w gornej czgSci gesto pokryta brazowozoltymi
wloskami gruczotowymi, a jej dolna cze$¢ jest gladka. Liscie todygowe potozone sa
naprzeciwlegle; maja ogonki lisciowe o dtugosci 0,5-12 cm. Blaszka liSciowa ma ksztatt
jajowaty lub trojkatno-jajowaty oraz wymiary 2,5-6 cm. Brzuszna strona li§cia jest delikatnie
owlosiona, a grzbietowa pokryta jest jedynie na nerwach nielicznymi fioletowo-brazowymi

wloskami gruczotowymi. Nasada blaszki lisciowej jest sercowata lub strzatkowata, brzeg
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zabkowany badz zabkowano-pitkowany, a szczyt zaostrzony lub lekko zaokraglony.
Kwiatostany typu grono lub wiecha sg gesto pokryte brazowo-zottymi wloskami. Podsadki
sg szeroko-jajowate lub jajowate, wielkosci 1 cm. Kwiaty utozone sg po 4 w nibyokotkach.
Kielich jest dzwonkowaty, dwuwargowy wielkosci ok. 1 cm, pokryty zotto-brazowymi
wloskami oraz nielicznymi fioletowo-brazowymi wtoskami gruczotowymi. Gorna warga
jest szeroko trojkatnie-jajowata, ostro zakonczona o wymiarach 4x7 mm. Dolna z kolei jest
zabkowana, rowniez ostro zakonczona, wielkosci 5x7 mm. Korona jest dwuwargowa, ok.
2 cm o fioletowo-niebieskiej barwie. Jest ona na zewnatrz owlosiona, w szczegolnosci
W czesci grzbietowej. Rurka korony o dtugosci ok. 1,5 cm jest zwezona u dotu, rozszerza sig
pod kielichem 1 jest delikatnie zaostrzona u szczytu. Wewnatrz znajduje si¢ niewyrazny
pierscien wloskéw. Warga gorna ma wielkos¢ ok. 5 mm, a dolna jest niewiele dluzsza.
Srodkowy platek ma ksztalt wachlarzykowaty, a boczne sa niewyraznie owalne. Ro$lina
posiada 2 preciki, ktorych nitki majg dlugo$¢ 5 mm, a taczniki 8 mm. Stupek jest gorny.
Owocem jest roztupnia, wielkosci ok. 1,5 cm, barwy brazowej, pokryta fioletowymi

plamkami. Korzenie sg barwy brgzowo-czarnej (,,Flora of China”, 2008; Xu i in., 2018).

S. bulleyana jest gatunkiem mato rozpowszechnionym i rozpoznawalnym na kuli
ziemskiej. W zwigzku z czym jest czesto mylona z Salvia flava, ktora rowniez naturalnie
wystepuje w Chinach, w prowincji Yunnan i Syczuan. Cechg roznicujacag te dwa gatunki jest
barwa kwiatu, ktora w przypadku S. bulleyana jest fioletowoniebieska, a u S. flava zo6tta lub
zottobrazowa z filetowg plamka na srodkowym ptatku dolnej wargi. Wedtug Flory Chinskie;j
S. flava jest $cisle spokrewniona z S. bulleyana (,,Flora of China”, 2008). W krajach

europejskich mozna zakupi¢ nasiona S. flava pod nazwa S. bulleyana.

2.2.  Zastosowanie S. bulleyana w medycynie tradycyjnej.

Wedhug danych literaturowych, przez tysiace lat wiele gatunkow szatwii bylo
wykorzystywanych w medycynie ludowej na calym $wiecie w ponad sze$cdziesigeciu
roznych schorzeniach (Li i in., 2013b). Najprawdopodobniej z tego wzgledu nazwe
rodzajowa Salvia zaczerpni¢to od tacinskiego stowa salvare, ktore oznacza ,leczyc”,
a jednym z najpowszechniejszych gatunkow wystepujacych w Europie jest szatwia lekarska
— Salvia officinalis L. W Farmakopei Polskiej XII mozemy odnalez¢é monografie surowca
jakim jest 1is¢ szatwii lekarskiej — Salviae officinalis folium, ktéry jest stosowany jako

remedium w stanach zapalnych przewodu pokarmowego i jamy ustnej, w nadmiernej
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potliwosci, w mieszankach przeciwcukrzycowych oraz jako srodek odkazajacy (Sharma
i in., 2019). Na polskim rynku obecne sg preparaty, zawierajace ten surowiec, ktorych
zastosowanie i skuteczno$¢ opiera si¢ na do$wiadczeniu i wielowiekowym stosowaniu.
Oprocz liscia szalwii lekarskiej, w Farmakopei Polskiej XII oraz Farmakopei Europejskiej
X1 znajdujg si¢ réwniez monografie takich surowcow jak: olejek eteryczny szatwii
lawendolistnej — Salviae lavandulifoliae aetheroleum, olejek eteryczny szatwii
muszkatotowej — Salviae sclareae aetheroleum, 1is¢ szatwii greckiej — Salviae trilobae
folium, nalewka szatwiowa — Salviae tinctura oraz korzen wraz z klgczem szalwii

czerwonokorzeniowej — Salviae miltiorrhizae radix et rhizoma.

W Chinach od tysiecy lat w roznych schorzeniach wykorzystuje si¢ okoto 40
gatunkéw szatwii. Jako surowce byty wykorzystywane: korzenie wraz z klagczami (27), ziele
(15), nasiona 1 owoce (3), kwiaty (2), liscie (1) oraz mieszaniny korzeni i lisci (1).
Najczesciej przygotowywano z nich wywary oraz napary (Li i in., 2013a). Jednym
Z najlepiej poznanych chinskich gatunkow jest szalwia czerwonokorzeniowa (S. miltiorrhiza
Bunge), ktorej wysuszone i sproszkowane korzenie oraz klgcza sg znane jako Danshen
i posiadajg swojg monografic w Farmakopei Chinskiej Republiki Ludowej. Pierwsze
doniesienia o tym surowcu pochodzg z wczesnego okresu panowania Dynastii Han, z dzieta
Shennong Bencaojing (f#EAEL#&/Classic of the Materia Medica/Shen-nong’s Herbal
Classics, 102 - 200 A.D.) (Liiin., 2008a). Jednakze w zwigzku z rozbieznosciami w opisach
morfologicznych surowca pochodzacych z czasOw panowania roznych Dynastii, trudno byto
odrozni¢ S. miltiorrhiza od spokrewnionych z nig innych gatunkéw. W zwigzku z czym,
W réznych regionach Chin nie tylko korzenie szalwii czerwonokorzeniowej stosowano jako
Danshen i nawet do dzi§ mamy do czynienia ze sprzedazg korzeni lokalnie wystepujacych

gatunkow jako powyzszego surowca.

Przyjmuje sie, ze okoto 20 gatunkéw (nie liczac podgatunkow) bylo 1 jest
stosowanych jako substytuty Danshen, a jednym z nich jest Salvia bulleyana (Li i in., 2013b,
2008a). Zgodnie z zaleceniami Danshen stosowany byt przede wszystkim w chorobach
uktadu krazenia, w tym w dusznicy bolesnej. Wykorzystywano go takze jako s$rodek
leczniczy w zapaleniu 1 marsko$ci watroby, przy bolesnym miesigczkowaniu oraz
w bezsennosci (Kasimu i in., 1998; Li i in., 2008b). Ponadto, w medycynie ludowej
stosowano ten surowiec w celu poprawy cyrkulacji krwi, aby zapobiec jej zastojom,

W tagodzeniu boli réznego pochodzenia, w chorobach nerek czy krwawych wymiotach.
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Przypisywano mu réwniez dziatanie wyciszajace oraz relaksujace migsnie i Sciggna (Li i in.,

2013a).

Leki roslinne, rowniez te, ktére wywodzg si¢ z chinskiej medycyny ludowej ciesza
si¢ obecnie duzym zainteresowaniem. Bioragc pod uwage skutecznos¢ potwierdzong
wielowiekowym stosowaniem i niska toksyczno$¢, tradycyjne formulacje i zwiazki
pochodzenia roslinnego daja nadziej¢ na wykorzystanie ich w leczeniu wielu jednostek
chorobowych dotykajacych wspotczesnego czlowieka. Pierwszym chinskim ziotowym
lekiem, ktory przeszedt trzecig fazg badan klinicznych 1 zostal zaaprobowany przez
amerykanska Agencje Zywnoséci i Lekéw jest bazujacy na Danshen, Dantonic Pill
(Compound Danshen Dripping Pill lub Cardiotonic Pill). Lek ten zawiera ekstrakt z korzeni
Salvia miltiorrhiza (Danshen) oraz Panax notoginseng (Burkill) F. H. Chen (Sanqi)
I syntetyczny borneol, a stosowany jest w leczeniu choroby niedokrwiennej serca i dusznicy
bolesnej (Bu i in., 2020; Wang, 2010; Xu i in., 2018). W badaniu randomizowanym,
przeprowadzonym metoda podwojnej slepej proby wykazano, ze stosowanie tego produktu
moze zredukowa¢ uzywanie nitrogliceryny o 25% w poréwnaniu do placebo oraz
zmniejszy¢ czestotliwos¢ napadow dusznicy bolesnej. Nie zaobserwowano istotnych dziatan
niepozadanych podczas stosowania preparatu. Innym lekiem, wywodzacym si¢ z Chinskiej
Medycyny Tradycyjnej, ktory zostal zatwierdzony przez chinskg Narodowa Administracje
Produktéw Leczniczych jako produkt leczniczy zalecany w tych samych jednostkach
chorobowych co Dantonic Pill, jest Qishen Yiqi dripping pill. Sktadnikami aktywnymi tego
preparatu sg: Astragalus mongholicus Bunge, Salviae miltiorrhizae radix et rhizoma, Panax
notoginseng i olejek drzewny Dalbergia. Lek jest stosowany w leczeniu skojarzonym
pacjentow cierpigcych na chorob¢ niedokrwienng serca, u ktorych zostal zdiagnozowany

deficyt energii zyciowej oraz zastoje krwi lub niedokrwienny zawat serca (Mao i in., 2020).
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2.3.  Metabolity wtorne S. bulleyana
2.3.1. Polifenole

2.3.1.1.  Kwasy fenolowe i ich pochodne

Fenolokwasy to grupa metabolitow wtornych powszechnie wystepujaca w swiecie
ro$linnym, w czasteczce ktorych mozna wyrdzni¢ hydroksylowa grupe fenolowa oraz grupe
karboksylowg. Najwazniejszymi w tej grupie sg zwigzki bedace pochodnymi kwasu
benzoesowego i cynamonowego. W chinskich gatunkach z rodzaju Salvia dominujg zwiazki
bedace potaczeniami estrowymi, glikozydowymi lub depsydami kwasu kawowego,
tj. kwasu 3,4-dihydroksycynamonowego. W zalezno$ci od liczby czasteczek kwasu
kawowego fenolokwasy mozna podzieli¢ na monomery (tj. kwas kawowy czy salwianowy
A), dimery (tj. kwas rozmarynowy), trimery (tj. kwas salwianolowy A, kwas litospermowy),
tetrametry (kwas salwianolowy B) oraz inne oligomery (Kohlmiinzer, 1998; Xu i in., 2018).
Zawarto$¢ fenolokwasOw w surowcach ro§linnych jest zmienna, jednakze mozna
przypuszczac, ze ich rozpowszechnienie wsrod gatunkow z rodzaju szatwia moze byc¢ istotne

pod wzgledem filogenetycznym.
W korzeniach i pedach S. bulleyana zidentyfikowano:

% kwas rozmarynowy

% kwas salwianolowy K oraz jego izomer
% kwas salwianolowy B oraz jego izomery
% izomery kwasu salwianolowego F

% kwas kawowy

%+ heksoze kwasu rozmarynowego

% kwas dehydrorozmarynowy

%+ rozmarynian metylu

% kwas junanowy E

% salwiaflazyd

%+ izomery kwasu litospermowego

% danszensu

% kwasy kawoilo-treonowe

% heksozg¢ i pochodng kwasu synapinowego (Grzegorczyk-Karolak i in., 2020b; Kasimu
i in., 1998; Li i in., 2008b).

17



2.3.1.1.1. Kwas kawowy
Kwas kawowy (kwas 3,4-dihydroksycynamonowy; CA; rycina 1) nalezy do
pochodnych kwasu cynamonowego, a w biosyntezie tego zwigzku substratem jest
fenyloalanina (rycina 3). W $wiecie roslinnym kwas kawowy wystepuje najczesciej
W postaci depsydow, np. kwasu chlorogenowego czy rozmarynowego. Niemniej jednak
spotyka si¢ go takze w postaci wolnej (Kohlmiinzer, 1998). Wykazano tez, ze kwas kawowy
wchlania si¢ W jelicie cienkim znacznie lepiej w postaci wolnej (ok. 95%) niz zwigzanej (ok.

33%) (Kotodziejczyk-Czepas i in., 2015).

HO \

OH

HO
Rycina 1. Struktura chemiczna kwasu kawowego.

Kwas kawowy posiada istotne aktywnosci biologiczne, wsrod ktorych mozna
wyrozni¢ aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa, antyoksydacyjng, przeciwzapalng czy

przeciwnowotworowa.

W procesach fizjologicznych, reaktywne formy tlenu sg produkowane podczas
oddychania komorkowego w reakcjach katalizowanych przez oksydazy: ksantynowa oraz
NADPH, jak i1 syntaze tlenku azotu. Ponadto, do zwigkszonej generacji ROS moga
prowadzi¢ czynniki zewnegtrzne takie jak promieniowanie UV, a takze metabolizm
ksenobiotykow i procesy zapalne przebiegajgce w organizmie (Kotodziejczyk-Czepas i in.,
2015). W wyniku zaburzenia rownowagi dochodzi do przewagi wytwarzania ROS nad ich
neutralizacja przez mechanizmy ochronne komorek, co prowadzi do powstania stresu
oksydacyjnego. Jest to stan, w ktérym dochodzi do uszkodzenia komorek oraz tkanek, ktory
skutkuje stymulacja procesow patologicznych w organizmie. W zwigzku z tym, istotna
wydaje si¢ by¢ identyfikacja substancji majacych aktywno$¢ przeciwutleniajaca, do ktorych

nalezy kwas kawowy, kwas rozmarynowy oraz inne zwiazki polifenolowe.

Aktywnos$¢ przeciwutleniajagca kwaséw fenolowych opiera si¢ na kilku réznego
rodzaju mechanizmach. Zwigzki te mogg by¢ donorami elektronéw czy atoméw wodoru,
przez co redukuja wolne rodniki, a takze moga je wigzal poprzez stabilizacje lub
delokalizacj¢ niesparowanych elektronéw. Kwasy fenolowe moga dziata¢ jako inhibitory

oksydaz, a takze stabilizowa¢ wolne rodniki poprzez ich kompleksowanie. Ponadto, moga
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chelatowac jony metali niezb¢dne w przebiegu reakcji utleniania (Parus, 2013). Dziatanie
antyoksydacyjne kwasu kawowego bazuje zar6wno na grupach hydroksylowych jak i ich
lokalizacji w czasteczce. Ugrupowania te s donorami protonow, co skutkuje tworzeniem
si¢ rodnika fenoksylowego, ktory jest stabilny oraz mato reaktywny (Kotodziejczyk-Czepas
i in., 2015; Parus, 2013). CA jako donor wodoru zobojetniat rodnik DPPH. Giilgin (2006)
zaobserwowal, ze aktywnos$¢ kwasu kawowego w stezeniu 20 pg/ml wobec rodnika DPPH
byla wigksza niz BHA, BHT a-tokoferolu i troloksu, ale nieco mniejsza niz
butylohydroksytoluenu zastosowanych w tym samym st¢zeniu (Gtilgin, 2006). CA hamowat
takze utlenianie kwasu linolowego w wigkszym stopniu niz wszystkie powyzszej
wymienione znane antyoksydanty (Kotodziejczyk-Czepas i in., 2015). Paciello i wsp. (2020)
sugeruja, ze suplementacja CA moze wptywac tagodzaco na indukowang halasem utrate
stuchu 1 uszkodzenie §limaka u szczurow. Mechanizm tej aktywnosci bazowal na
przeciwzapalnych 1 antyoksydacyjnych wtasciwosciach CA, ktéry obnizat ekspresje NF-«xf3
i IL-1B w $limaku, a takze redukowat stres oksydacyjny i nitrozacyjny oraz peroksydacje
lipidow (Paciello i in., 2020). Stwierdzono, ze CA hamowal aktywno$¢ oksydazy
ksantynowej w linii komoérkowej raka nabtonka jelitowego na poziomie porownywalnym
z allopurynolem, ktory jest silnym inhibitorem tego enzymu (Kotodziejczyk-Czepas i in.,
2015).

Kwas kawowy wykazywatl aktywno$¢ cytotoksyczng w przypadku nowotwordow:
piersi, macicy, watrobowokomoérkowemu czy neuroblastomie (Mirzaei i in., 2021). Min
I wsp. (2018) wykazali, ze kwas kawowy w wysokich dawkach lub nizszych, ale podawany
wraz z paklitakselem hamowat wzrost linii komdrkowej H1299 niedrobnokomorkowego
raka pluc i indukowatl apoptoze komorek nowotworowych (Min i in., 2018). Ponadto,
w badaniach in vitro wykazano, ze CA indukowat apoptoze, pobudzat zatrzymanie cyklu
komoérkowego, a takze zmniejszal przezywalno$¢ oraz zdolno$¢ do tworzenia kolonii

w przypadku linii komérkowej czerniaka (Pelinson i in., 2019).

Okreslano dziatanie przeciwbakteryjne CA wobec 23 szczepow Staphylococcus
aureus pozyskanych klinicznie (Kepa i in., 2018). Okazato si¢, ze poszczegdlne szczepy
roznily si¢ istotnie wrazliwoscia na kwas kawowy, a uzyskane warto§ci MIC wahaty sig
w zakresie 0,256-1,024 mg/ml. Ponadto zaobserwowano synergistyczny efekt dziatania CA
z wykorzystywanymi w leczeniu antybiotykami: erytromycyng, klindamycyna oraz
cefoksytyna; niektore szczepy gronkowca wykazaly znacznie wigksza wrazliwo$¢ na

antybiotyki w obecno$ci kwasu kawowego (Kepa i in., 2018).
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CA jak i jego pochodne zawierajace czes¢ kawoilowa wykazywaty whasciwosci
przeciwwirusowe w stosunku do wirusa opryszczki (Herpes simplex), grypy A, HIV czy
wirusa noséwki pséw. Ponadto zastosowanie kwasu kawowego w formie chelatéw,
a W szczegolnosci polaczen z Fe3*, zwiekszato aktywnos¢ przeciwwirusowa zwiazku wobec
wirusa opryszczki ludzkiej nawet stukrotnie. Dzialanie to zwigzane bylo gtéwnie

Z hamowaniem przylaczania wirusa do komorek gospodarza (Langland i in., 2018).

2.3.1.1.2. Kwas rozmarynowy
Kwas rozmarynowy (RA) jest rozpuszczalnym w wodzie depsydem kwasu
kawowego 1 kwasu o-hydroksydihydrokawowego. Zostal po raz pierwszy wyizolowany
w 1958 we Wiloszech, z rozmarynu lekarskiego — Rosmarinus officinalis L. (rycina 2)
(Scarpati i Oriente, 1958). Jest on w szczegdlnoSci powszechny w ro$linach z rodzin

Jasnotowatych (Lamiaceae) i Ogorecznikowatych (Boraginaceae).

OH

HO N . /ﬁ(OH

O
HO

Rycina 2. Struktura chemiczna kwasu rozmarynowego.

Wiadomo, ze substratami w procesie biosyntezy kwasu rozmarynowego sg L-
fenyloalanina i L-tyrozyna, z ktorych powstaja odpowiednio posrednie prekursory — 4-
kumaryloCoA oraz kwas 4-hydroksyfenylomlekowy (rycina 3). Po raz pierwszy RA zostat
zsyntetyzowany w 1991 roku i od tego czasu na drodze syntezy udalo si¢ tez uzyskac jego
pochodne — sterecizomery oraz ester metylowy (Petersen i Simmonds, 2003). Na przestrzeni
lat zglebiano przebieg biosyntezy tego zwigzku w surowcach roslinnych, ale wcigz jest to
pole do badan ze wzglgdu na mozliwe réznice zwigzane z aparatem enzymatycznym

i alternatywnymi drogami metabolicznymi u poszczego6lnych grup roslin.
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L-fenyloalanina L-tyrozyna

PAL TAT
kwas t-cynamonowy kwas 4-hydroksyfenylopirogronowy
C4H HPPR
kwas 4-kumarowy kwas 4-hydroksyfenylomlekowy
C3H 4CL

4-kumarylo-CoA
kwas kawowy RAS danszensu

kwas 4-kumarylo-4'-hydroksyfenylomlekowy
4C-pHPL 3H 4C-pHPL 3'H

kwas kwas
kawoilo-4'-hydroksyfenylomlekowy  4-kumarylo-3',4'-dihydroksyfenylomlekowy

Caf-pHPL 3'H 4C-DHPL 3H

'? -
kwas rozmarynowy ' kwasy salwianolowe

Rycina 3. Biosynteza kwasoéw fenolowych (Habtemariam, 2018; Li i in., 2020b; Petersen i in., 2009). PAL —
liaza fenyloalaninoamoniowa; C4H - 4-hydroksylaza kwasu cynamonowego; 4CL - ligaza
hydroksycynamoil-CoA, TAT -  aminotransferaza  tyrozynowa; HPPR -  reduktaza
hydroksyfenylopirogronianowa; C3H — 3-hydroksylaza 4-kumarowa; RAS — syntaza kwasu rozmarynowego;
3-H i 3’- 4C-pHPL - 3/3’-hydroksylazy 4-kumarylo-4’-hydroksyfenylomlekowe; Caf-pHPL 3’H — 3’-
hydroksylaza kawoilo-4’-hydroksyfenylomlekowa; 4C-DHPL 3H - 3-hydroksylaza 4-kumarylo-3’,4’-
dihydroksyfenylomlekowa.

Kwas rozmarynowy jest zwigzkiem dominujacym w pedach oraz drugim, co do ilosci
w korzeniach Salvia bulleyana (Grzegorczyk-Karolak i in., 2020b). Posiada on szeroki
wachlarz aktywnosci, ktore nie ograniczajg si¢ jedynie do lecznictwa, poniewaz RA moze

by¢ wykorzystywany takze w przemysle spozywczym i1 kosmetycznym.

W badaniach in vitro poréwnano aktywno$¢ RA oraz innych naturalnych
i syntetycznych  przeciwutleniaczy takich jak kwas askorbinowy, a-tokoferol
i butylohydrotoluen wobec rodnika DPPH. Okazato si¢, ze st¢zenie RA potrzebne do
zobojetnienia wolnych rodnikéw byto nizsze niz pozostatych zwigzkdw i wynosito 2,9 + 0,3
ug/mg (Tepe i in., 2007). W badaniach in vivo na szczurach, u ktorych wywotywano
niedokrwienie poprzez zastosowanie manewru Pringle’a, a nastgpnie przywracano krazenie

wykazano, Ze RA znaczaco zmniejszat stres oksydacyjny (wyrazony za pomocg catkowitej
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aktywnosci oksydacyjnej — TOA, catkowitego potencjatu antyoksydacyjnego — TAC oraz
indeksu stresu oksydacyjnego — OSI) i obnizat warto$ci parametrow watrobowych (ALT,
AST i MDA). Ponadto, zwigzek ten ograniczal wystgpowanie nieprawidtowosci
histopatologicznych w watrobach szczuréw z zespolem poreperfuzyjnym watroby, co moze
swiadczy¢ o potencjalnym dziataniu hepatoprotekcyjnym kwasu rozmarynowego (Oguz
i in., 2020). Pérez-Fons i wsp. (2010) zasugerowali, ze dziatanie antyoksydacyjne RA jest
zwigzane ze stabilizacja blon komoérkowych i ograniczeniem tworzenia si¢ wolnych
rodnikow (Pérez-Fons i in., 2010). Standaryzowane wyciagi z Thunbergia laurifolia Lindl.,
ktore charakteryzowaly si¢ wysokg zawartoscig kwasu rozmarynowego i kawowego
w komorkach ludzkich fibroblastéw skory, ktore poddawano dziataniu nadtlenku wodoru
I promieniowaniu UVA ,,zobojetnialy” aniony ponadtlenkowe, hamowaly peroksydacje¢
lipidow, produkcje ROS i MMP-1. Ponadto, oba te kwasy fenolowe chronity przed
degradacjg kolagenu oraz hamowaty tworzenie tlenku azotu i syntazy tlenku azotu w mysich
makrofagach narazonych na dziatanie lipopolisacharydu oraz IFN-y (Pattananandecha i in.,
2021). Dzigki tym wiasciwosciom, standaryzowane ekstrakty bogate w kwas rozmarynowy
1 kawowy mogg znalez¢ zastosowanie w kosmetykach chronigcych przed promieniowaniem
UV. W celu zwigkszenia penetracji RA przez skore przeprowadzono doswiadczenie,
W ktorym czasteczki RA umieszczono w liposomach i etosomach. Zarowno jedna, jak
i druga forma podania RA, oprocz zwiekszonej biodostgpnosci, wykazywata aktywno$¢
antyoksydacyjng oraz hamowata dziatanie kolagenazy i elastazy. Jednakze forma etosomow
okazata si¢ lepszym wyborem, poniewaz wykazywala lepsze parametry przechodzenia do
glebszych warstw skory. Badacze sugeruja, ze RA w formie etosoméw moze by¢
skutecznym $rodkiem ochraniajgcym skore przed ROS, a przez to, opdzniajgcym proces jej

starzenia si¢ (Yiicel 1 in., 2019).

Raportowano roéwniez o mozliwosci wykorzystania RA, jak i ekstraktow bogatych
w ten zwigzek, do konserwacji zywnosci. Przeprowadzono analizy z wykorzystaniem
réznych modeli zywnos$ciowych, takich jak: napoje, nabial, przetworzone migso czy oleje
jadalne. W badaniach oceniano stabilnos$¢ i dzialanie RA oraz ekstraktu z rozmarynu jako
antyoksydantow 1 stabilizatorow pigmentow w celu zabezpieczenia Zywnosci przed
utlenianiem podczas przechowywania (Marchev i in., 2021). W jednym z eksperymentow,
RA dzigki zdolno$ci ,,zmiatania” wolnych rodnikéw zmniejszatl tworzenie si¢ amin
heterocyklicznych biorgcych udziat w procesach karcynogenezy, ktore powstaja podczas

grillowania badz gotowania migsa w wysokich temperaturach (Brglez Mojzer i in., 2016).
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Oprocz dziatania antyoksydacyjnego, warto pamigta¢, ze w przypadku konserwacji

zywnoscl istotne moze by¢ rowniez dziatanie przeciwdrobnoustrojowe RA.

Kwas rozmarynowy charakteryzuje si¢ wilasciwosciami przeciwzapalnymi. Jego
aktywnos¢ zaobserwowano w badaniach in vitro i in vivo w przebiegu takich jednostek
chorobowych jak zapalenie stawow, okreznicy, trzustki, w atopowym zapaleniu skory,
W chorobach przyzgbia czy astmie (Luo i in., 2020a). W przypadku astmy alergicznej
Umyszy, RA okazat si¢ czynnikiem ochronnym przed stresem oksydacyjnym
I uszkodzeniami zwigzanymi z toczacymi si¢ w plucach procesami zapalnymi. Zwigzek
skutecznie zmniejszyt liczb¢ komorek zapalnych (neutrofili, limfocytow 1 eozynofili),
produkcje¢ interleukin IL-4, IL-5 i IL-3 oraz ekspresje oksydaz NADPH: NOX-2 i NOX-4
w tkankach. Ponadto, zwigckszyt on sekrecje IFN-y, aktywnos¢ SOD, GPx oraz CAT (Liang
i in., 2020). Premedykacja z wykorzystaniem RA skutkowata zahamowaniem ekspresji
cytokin prozapalnych (IL-6, TNF-a, CRP) oraz obnizeniem poziomu czynnika
transkrypcyjnego NF-kp w modelu poreperfuzyjnego uszkodzenia serca. Co wigcej, RA
zmniejszat obszar uszkodzenia migs$nia sercowego dzigki aktywacji PPARy prowadzac do
zahamowania aktywnos$ci czynnika transkrypcyjnego NF-kf. W konsekwencji, dochodzito
do supresji zardbwno procesu zapalnego jak i apoptozy komorek migsnia sercowego (Han
i in., 2017). Tymczasem Chung i wsp. (2020) zasugerowali, ze kwas rozmarynowy w formie
nanoczasteczek moze by¢ $rodkiem wykorzystanym w leczeniu ostrego nieswoistego
zapalenia jelit. Ta posta¢ skutecznie ,,wymiatata” wolne rodniki tlenowe i chronita komorki
przed ich negatywnym dzialaniem. Ponadto, taka forma podania RA poprawiala
farmakokinetyke tego zwigzku i1 umozliwiata ukierunkowanie terapii na tkanki objete
procesem zapalnym, co moze by¢ punktem wyjsciowym do rozszerzenia spektrum dziatania

RA i uzycia tego zwigzku w innych schorzeniach (Chung i in., 2020).

Choroby neurodegeneracyjne charakteryzuja si¢ powolng i post¢pujaca dysfunkcja
neuronow, ktora jest indukowana przez procesy degeneracyjne zachodzace w komorkach
centralnego uktadu nerwowego. Wsrdd przyczyn wystepowania tego typu chorob, wyrdznia
si¢ uwarunkowania genetyczne, a takze czynniki niezwigzane z genomem, takie jak
nieprawidtowosci w ukladzie odpornosciowo-zapalnym czy tez stres oksydacyjny (Fachel
i in., 2019). Dziatanie neuroprotekcyjne kwasu rozmarynowego zostalo potwierdzone
w badaniach in vitro jak i in vivo. Co wigcej, aktywno$¢ antyoksydacyjna i przeciwzapalna
RA moze przyczynia¢ si¢ do pozytywnego oddzialywania tego zwigzku w stanach

patologicznych uktadu nerwowego. Fallarini i wsp. (2009) zaobserwowali, ze RA wykazuje
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dzialanie ochronne na neurony w trzech ré6znych modelach $mierci komoérkowej jakimi byty:
stres oksydacyjny, toksyczno$¢ z pobudzenia oraz uszkodzenia zwigzane z wystgpieniem
zespolu poreperfuzyjnego. Premedykacja tym zwigzkiem zwickszala poziom GSH
wewnatrz komodrek, hamowata peroksydacje lipidow, zapobiegata przetadowaniu jonami
wapnia oraz modulowata ekspresje genu c-fos (Fallarini i in., 2009). RA hamowat procesy
zapalne poprzez zmniejszenie ekspresji czynnika transkrypcyjnego NF-kB oraz cytokin
prozapalnych: IL-6, IL-1b, TNF-a i MCP-1 u szczuréw z uszkodzeniem rdzenia kreggowego
indukowanego laminektomig. Ponadto, redukowal powstawanie ROS 1 peroksydacje
lipidéw, a takze usprawnial przebieg proceséOw antyoksydacyjnych poprzez zwiekszenie
ekspresji Nrf-2 (Shang i in., 2017). W badaniach in vivo na szczurach z chorobg Parkinsona
wywotang 6-hydroksydopaming (6-OHDA), RA obnizat poziom zZelaza w istocie czarnej
oraz regulowal ekspresje gendéw Bcl-2/Bax, dzigki czemu wykazywal dziatanie
neuroprotekcyjne na nigrostriatalny szlak dopaminergiczny (Wang i in., 2012). Okazato si¢
takze, ze RA zapobiegatl utracie neurondw w hipokampie w przebiegu padaczki skroniowej
wywotanej kwasem kainowym u szczurow. Pod wptywem RA zaobserwowano ograniczenie
czestosci atakow, ztagodzenie stresu oksydacyjnego i peroksydacji lipidow (Khamse i in.,
2015). Pojawily sie rowniez doniesienia o aktywnos$ci RA zwigzanej z zapobieganiem
chorobie Alzheimera. Potencjat RA na tym polu wigze si¢ m. in. z antagonizmem p-
amyloidu, zahamowaniem hiperfosforylacji biatka tau czy inhibicjg acetylo-
i butyrylocholinoesterazy (Habtemariam, 2018). Powyzsze wyniki sugerujg, ze mechanizmy
aktywnos$ci neuroprotekcyjnej kwasu rozmarynowego sg roznorodne i moze on by¢

potencjalnym srodkiem leczniczym w terapii roznych schorzen uktadu nerwowego.

Nowotwory, oprocz choréb sercowo-naczyniowych, s3a obecnie jednymi
Z najczestszych przyczyn zgondw na $wiecie. Jednak pomimo znaczacego rozwoju
medycyny w Kierunku terapii celowanej, chemio- i radioterapii czy samych zabiegbéw
operacyjnych, w dalszym ciggu poszukuje si¢ nowych skutecznych zwigzkéw
0 wlasciwosciach cytotoksycznych oraz o jak najstabszych efektach ubocznych. W tym celu
prowadzi si¢ rowniez badania z wykorzystaniem znanych juz substancji, zaréwno
pochodzenia syntetycznego jak i naturalnego. Rowniez kwas rozmarynowy byl oceniany

w tym zakresie. Wyniki analiz wskazuja na potencjat cytotoksyczny tego zwiagzku.

Badanie na dwoch liniach komoérkowych potrojnie negatywnego raka piersi
wykazalo wplyw RA na ekspresj¢ genéw zwigzanych z apoptoza komorek rakowych.

Co ciekawe, zwigzek ten réznie oddzialywal na poszczegélne linie komorkowe; jego
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dziatanie polegajace na zatrzymaniu procesu mitozy i indukowaniu apoptozy byto silniejsze
w przypadku komorek linii MDA-MB-468 niz MDA-MB-231. W przypadku komorek linii
MDA-MB-468, RA nasilal rowniez ekspresj¢ proapoptycznych genow BNIP3, TNF
I GADD45A oraz hamowat aktywnos$¢ antyapoptotycznej proteiny BIRCS5 (Messeha i in.,
2020). W przypadku nowotworu okreznicy i odbytu, RA hamowat proliferacj¢ komorek raka
poprzez zatrzymanie cyklu komoérkowego i pobudzanie apoptozy. Ponadto, zmniejszat on
zdolnos$¢ do przerzutow, ograniczal zjawisko przejscia epitelialno-mezenchymalnego,
migracj¢ i inwazje poprzez aktywacjg AMPK (Han i in., 2018). Ma i wsp. (2020) wykazali,
ze kwas rozmarynowy hamowat proliferacj¢, indukowat apoptoze i zatrzymanie cyklu
komorkowego w fazie G2/M oraz modyfikowal inwazje, migracje 1 EMT rowniez
w przypadku komorek kostniakomigsaka. Dziatanie to zwigzane jest najprawdopodobniej
Z hamowaniem funkcji biatka DJ-1, ktoére jest potencjalnym onkogenem zwigzanym
z wieloma procesami biologicznymi (Ma i in., 2020). Z kolei Radziejewska i wsp. (2021)
zaproponowali terapi¢ skojarzong z udzialem RA oraz przeciwcial anty-MUCI, co okazato
si¢ by¢ skuteczniejsze niz monoterapia tymi zwigzkami zastosowana w przypadku linii
komorkowej raka zotadka (Radziejewska i in., 2021). Jednoczesne zastosowanie obu
srodkéw zmniejszato ekspresj¢ MUCI, ktorej nadekspresja jest obserwowana w wielu
typach nowotwordéw 1 ktora bierze udziat w przekazywaniu sygnatow w procesach ich
rozwoju. Ponadto, mucyna 1 utrudnia przenikanie terapeutykow do komorek raka
(Gornowicz i in., 2019). Terapia skojarzona RA i przeciwciata anty-MUC1 stymulowata
takze produkcje czynnikow proapoptotycznych (Bax, Bad) oraz aktywno$¢ kaspazy-3 i 9,
a hamowata ekspresje czynnikéw antyapoptotycznych, enzymow odpowiedzialnych za
produkcje antygendw zwigzanych z nowotworem jak 1 czynnikéw biorgcych udziat

w metastazie (Radziejewska i in., 2021).

Choroba metaboliczng dotykajaca coraz wigkszy odsetek spoteczenstwa w krajach
wysoko rozwinigtych jest cukrzyca bedaca zaburzeniem wydzielania i/lub dzialania
insuliny. W badaniach in vitro i in vivo kwas rozmarynowy wykazat potencjalng aktywnosc¢
przeciwcukrzycowa. Stwierdzono, ze jest on inhibitorem DPP-IV oraz stymuluje pobor
glukozy przez komoérki mig¢$niowe poprzez aktywacje fosforylacji AMPK. Ponadto, RA
regulowal poziom glukozy w osoczu i zwigkszal wrazliwo$¢ na insuling w przebiegu

hiperglikemii (Ngo i in., 2018).

Slobodnikova i wsp. (2013) ocenili aktywnos$¢ przeciwbakteryjna RA wobec

16 szczepow Staphylococcus aureus pozyskanych w warunkach klinicznych. Warto$ci
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minimalnego st¢zenia hamujacego i minimalnego st¢zenia bakteriobdjczego wahaty sie
w granicach 0,625-1,25 mg/ml. Co wigcej, naukowcy zbadali wplyw RA na biofilm
bakteryjny, ktory jest osiadtym skupiskiem mikroorganizméw nalezacych do jednego lub
wielu gatunkow, ktérego strukture stabilizuja wydzielane pozakomodrkowo zwigzki
polimeryczne. Bardzo istotny jest fakt, ze wchodzace w jego sktad drobnoustroje sg czesto
bardziej inwazyjne i przez to zdolne do wywotywania groznych zakazen u czlowieka
(Kotwzan, 2011). Funkcja biofilmu jest takze ochrona mikroorganizmoéw przed czynnikami
zewngetrznymi, np. antybiotykami, ktorych minimalne steZenia potrzebne do eradykacji tej
formy zakazenia zazwyczaj muszg by¢ kilkukrotnie wyzsze niz wartosci MIC stosowane
w przypadku komorek wystepujacych w stanie wolnym. RA ograniczat tworzenie biofilmu
przez S. aureus jedynie podczas zastosowania we wczesnych fazach tworzenia si¢ tej
struktury (Slobodnikova i in., 2013). W innych badaniach RA zmniejszat ryzyko rozwinigcia
si¢ zapalenia pluc wywolanego przez metycylinooporny szczep S. aureus. Aktywacja
jadrowego czynnika transkrypcyjnego Nrf-2, ktora nastgpowala po zastosowaniu RA,
inicjowata $ciezki auto- i mitofagii w celu wzmocnienia aktywnos$ci bakteriobdjczej
makrofagdw oraz zlagodzenia stresu oksydacyjnego w mitochondriach, co prowadzito do
przyspieszonej eradykacji bakterii, zniesienia stanu zapalnego i powrotu do zdrowia (Zhang
i in., 2021). Ciekawe wnioski przedstawili Bittner Fialova i wsp. (2019), poniewaz zgodnie
z ich badaniami, sole fosfonowe (RAP1 i RAP2) kwasu rozmarynowego maja zdecydowanie
wyzszg aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa przeciwko bakteriom Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli,
Proteus mirabilis niz RA w czystej postaci. Wartosci MIC otrzymane dla soli RA wahaty
si¢ w granicach od 0,05 do 0,74 uM 1 byty nizsze od tych, otrzymanych dla RA (1,73-3,47
uM) o od 4 do nawet 70 razy w zaleznosci od szczepu bakterii jak i pochodnej kwasu (Bittner
Fialova i in., 2019).

Kwas rozmarynowy jak 1 jego pochodne wykazaty takze wlasciwosci
przeciwgrzybicze. W przypadku Trichoderma viridae, Mucor racemosus oraz Candida
albicans wartosci MIC soli RA, zarowno RAP1 jak i RAP2 byly ponownie 2-14 razy nizsze
niz dla samego RA. Co wigcej, zwiazki te wykazaly umiarkowana aktywnos¢
przeciwpierwotniakowg wobec Acanthamoeba spp (Bittner Fialova i in., 2019). Oceniono
takze wplyw kwasu rozmarynowego na pierwotniaki z rodzaju Leishmania: L. major,
L. donovani, L. guyanensis, L. killicki. RA wykazat umiarkowane dziatanie wobec postaci

amastigota badanych gatunkdéw pasozyta, poniewaz otrzymane wartosci MIC wynosity
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59,2-84,2 nM 1 byly 5-8-krotnie wyzsze niz warto$ci otrzymane dla zwigzku referencyjnego

jakim byt Pentostam (Radtke i in., 2003).

Sa rowniez doniesienia na temat przeciwwirusowej aktywnosci RA. W badaniach in
Vivo na myszach kwas rozmarynowy ograniczal replikacj¢ wirusa japonskiego zapalenia
mézgu w komodrkach moézgowych oraz wtdrng reakcje zapalng zwigzang z aktywacja
mikrogleju (Swarup i in., 2007). Astani i wsp. (2014) zaobserwowali, ze RA hamuje
wigzanie wirusa opryszczki ludzkiej (Herpes simplex) do komoérek gospodarza w sposob
dawkozalezny, zarowno w przypadku szczepdéw wrazliwych jak 1 opornych na leczenie
acyklowirem (Astani i in., 2014). RA wykazat réwniez szerokg aktywno$¢ przeciwwirusowa
w badaniach in vitro i in vivo wobec enterowirusa A71 mogacego wywota¢ chorobe dtoni,
stop i jamy ustnej (Hsieh i in., 2020; Lin i in., 2019). Ostatnie badania wskazuja takze na
powinowactwo RA do biatka S wirusa SARS-CoV-2, ktére odpowiada za taczenie si¢
Z blong komoérkowa komoérek gospodarza. Takie oddzialywanie moze przyczynia¢ si¢ do
ograniczenia zarazliwo$ci wirusa, poprzez ograniczenie jego wnikania do organizmu
(Elebeedy i in., 2021). Co wiecej, Kumar i wsp. (2021), wykorzystujac metode dokowania
molekularnego, wskazali na potencjat RA do wigzania biatka Nsp15 wirusa SARS-CoV-2,
ktore bierze udziat w jego replikacji skutkiem czego dochodzi do zahamowania jego

namnazania (Kumar i in., 2021).

2.3.1.1.3. Kwasy salwianolowe

Kwasy salwianolowe sg zwigzkami rozpuszczalnymi w wodzie, w wiekszos$ci
nalezagcymi do oligomerow kwasu kawowego. Najprawdopodobniej w syntezie czgsci
Z nich, substratem posrednim mogg by¢ czasteczki kwasu rozmarynowego (rycina 2). Tak
jak sam RA, posiadaja one réznorodng aktywno$¢ biologiczng, w tym antyoksydacyjna,
przeciwwirusowa, ochronng na uktad sercowo-naczyniowy a takze przeciwnowotworows.
Posrod obecnych w Salvia bulleyana kwasow salwianolowych najwieksze zainteresowanie
wzbudza kwas salwianolowy B (litospermowy B, SAB) (rycina 4) — strukturalny dimer
kwasu rozmarynowego, ktory jest polifenolem dominujacym w oryginalnym Danshen
i ktorego zawarto$¢ w surowcu jest okreslona w Farmakopei Chinskiej. Zwigzek ten posiada

przede wszystkim istotng aktywnos$¢ biologiczng w obszarze ochrony migsnia sercowego.

Choroby uktadu krazenia, okre$lane takze mianem chorob sercowo-naczyniowych

s3 jedng z gldwnych przyczyn zgonow zaréwno na $§wiecie jak i w Polsce. Wykazano, ze
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niektore kwasy salwianolowe majg dziatanie protekcyjne na uktad sercowo-naczyniowy. Li
i wsp. (2020) zaobserwowali, ze podaz SAB tagodzita dysfunkcje lewej komory, jej
przebudowe oraz zmniejszata odktadanie si¢ kolagenu w sercach myszy, u ktorych sztucznie
indukowano cukrzycg. Naukowcy sugeruja, ze dziatanie to moze by¢ zwigzane
Z pobudzeniem proceséw angiogenezy oraz zwigkszeniem ekspresji receptora i czynnika
wzrostu $rodbtonka naczyniowego (VEGF) w sposob dawkozalezny. Ponadto, SAB obnizat
ekspresje biatka wigzacego insulinopodobny czynnik wzrostu (IGFBP3) (Li i in., 2020a).
Powyzsze obserwacje wskazujg na mozliwos$¢ zastosowania SAB w terapii kardiomiopatii
cukrzycowej. Premedykacja kwasem salwianolowym B ochraniata migsien sercowy przed
cytotoksycznym dziataniem cisplatyny u myszy poprzez ograniczenie apoptozy i dysfunkcji
komorek serca. Ponadto, zastosowanie SAB powodowato ztagodzenie stresu oksydacyjnego
wywotanego przez reaktywne formy tlenu powstajagce w kardiomiocytach pod wptywem
stymulacji cytostatykiem. W warunkach in vivo zaobserwowano zmniejszenie pod wptywem
SAB poziomu aldehydu dimalonowego w tkankach oraz pobudzenie ekspresji czynnika
transkrypcyjnego Nrf-2, ktory bierze udzial regulacji ekspresji gendéw kodujacych
oksydoreduktaz¢. W warunkach in vitro, kwas salwianolowy B podnosit dodatkowo
aktywno$¢ SOD (Lin i in., 2021). SAB wykazywat takze zdolnos$¢ do inhibicji szlaku NF-
kP, co prowadzito do ztagodzenia zwtoknienia mig¢snia sercowego wywotanego dziataniem
angiotensyny Il (Wangi in., 2018). Co wigcej, stwierdzono korzystne dziatanie tego zwigzku
na serca szczurOw po uszkodzeniu poreperfuzyjnym. SAB tagodzil stres oksydacyjny,
redukowat przetadowanie jonami wapnia oraz poprawial czynnos¢ srodbtonka (Xue i in.,
2014). Podobny potencjat ochronny na migsien sercowy stwierdzono w przypadku innych
kwasow fenolowych. Lv i wsp. (2021), po przeanalizowaniu sktadu kapsulek Naoxintong
stosowanych w chorobie niedokrwiennej serca, przeprowadzili badania majace na celu
okreslenie, ktore zwigzki w najwigkszym stopniu przyczynialy sie do aktywnos$ci
farmakologicznej tego leku. Zaobserwowano, ze poza kwasem salwianolowym B mig¢dzy
innymi kwasy: salwianolowy E (SAE) i F (SAF) (rycina 3) miaty zdolno$¢ do hamowania
zarowno ekspresji NF-kf, MMP-9 jak i wytwarzania tlenku azotu w komodrkach. Ponadto,

dziataly one synergistycznie wraz z innymi sktadnikami tego leku (Lv i in., 2021).
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Rycina 4. Struktury chemiczne kwasow: salwianolowego B (A); salwianolowego K (B); salwianolowego E

(C); salwianolowego F (D).

Raportowano  réwniez o  potencjale  przeciwnowotworowym  kwasow
salwianolowych, a w szczego6lnosci kwasu salwianolowego B 1 A (SAA). Wykazano, ze
SAB hamowat proliferacj¢ oraz indukowal apoptoze linii komorkowej MG63
kostniakomigsaka. Przypuszcza si¢, ze dziatanie to jest zwigzane z aktywacja biatka p38
regulujacego generowanie ROS w komodrkach nowotworowych (Zeng i in., 2018). Z kolei,
w przypadku dwoch linii komoérkowych raka okreznicy HCT116 oraz HT29, SAB
indukowal $mier¢ komorkowa 1 pobudzat ich autofagie poprzez supresje szlaku
sygnatowego AKT/mTOR (Jing i in., 2016). Najprawdopodobniej na drodze indukowania
apoptozy, redukcji stresu oksydacyjnego, zahamowaniu stanu zapalnego oraz angiogenezy,
SAB wykazat takze aktywnos$¢ cytotoksyczng skierowang przeciwko komorkom raka piersi
(Katary i in., 2019). Pojawity si¢ doniesienia, ze SAB pobudza apoptoz¢ oraz ogranicza
proliferacj¢ komorek potrojnie negatywnego raka piersi (TNBC) poprzez regulacje

funkcjonowania enzymoéw odpowiadajacych za glikozylacje ceramidéw (Sha i in., 2018).

Aktywno$¢ kwasu salwianolowego B nie ogranicza si¢ jednak tylko do wyzej
opisanych. Ma on potencjalne dzialanie ochronne przeciwko ototoksycznemu dziataniu
cisplatyny oraz antybiotykow aminoglikozydowych gtéwnie poprzez hamowanie produkcji

ROS i ograniczenie mitochondrialnej apoptozy (Zheng i in., 2020). W do$wiadczeniach na
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szczurach z indukowang stresem depresja SAB w pofaczeniu z fluoksetyng wykazywat
dziatanie przeciwdepresyjne i zwigkszal funkcje poznawcze (Yu i in., 2016). Ponadto, Zhou
i wsp. (2019) sugeruja, ze suplementacja SAB moze dziataé ochronnie przeciwko
uszkodzeniom zwigzanym z promieniowaniem 7. Suplementacja SAB u myszy
wystawionych na dziatanie promieniowania skutkowala wzrostem liczby elementow
morfotycznych krwi: biatych i czerwonych krwinek oraz ptytek krwi we krwi obwodowe;.
Co wigcej, pod wptywem SAB zanotowano obnizenie poziomu aldehydu malonowego oraz
aktywacje Nrf2-zaleznego szlaku antyoksydacyjnego, a takze podwyzszenie wartosci
indeksow grasicy 1 $ledziony wyrazanych jako masa organu (mg) dzielona przez mase ciata

(9) (Zhou i in., 2019).

W literaturze mozna takze odnalez¢ doniesienia o potencjalnym zastosowaniu
kwasow salwianolowych jako srodkéw przeciwdrobnoustrojowych. Kwas salwianolowy B,
w postaci 70% oczyszczonego ekstraktu z korzeni S. miltiorrhiza, hamowal wigzania
dwoinek zapalenia opon moézgowych (Neisseria meningitidis) do komodrek gospodarza,
€0 moze przyczynia¢ si¢ do obnizenia infekcyjnosci tych bakterii (Huttunen i in., 2016).
Co wiecej, na podstawie analiz komputerowych stwierdzono, ze SAB moze by¢
potencjalnym lekiem w terapii COVID-19, dzieki zdolno$ci wigzania specyficznego biatka
3CLpro — biorgcego udzial w replikacji oraz biatka kolca odpowiedzialnego za wnikanie do

organizmu gospodarza (Elmaaty i in., 2021).

W korzeniach z gleby S. bulleyana dominuje kwas salwianolowy K (SAK) (rycina 3)
(Grzegorczyk-Karolak i in., 2020b), na temat ktérego nie ma dotychczas wielu doniesien.
Mozna jednak przypuszczaé, ze bedzie on wykazywat zblizone wtasciwosci do pozostatych
zwiazkow z tej grupy. Kwas salwianolowy K okazat si¢ mie¢ potencjalne dziatanie gtownie
przeciwko postaciom amastigota pierwotniakow z rodzaju Leishmania (L. major,
L. donovani, L. guyanensis, L. killicki). Wartosci ICso uzyskane dla tego zwigzku (13,3-18,3
nM), byly niewiele wyzsze niz te dla preparatu kontrolnego (10,1-11,2 nM), ktorym byt
stosowany w leczeniu leiszmanioz, niedopuszczony do obrotu w Polsce, Pentostam
zawierajacy antymonoglukonian sodu. Co wigcej, SAK miat najsilniejsze dzialanie sposrod
wykorzystanych w tym badaniu kwasow salwianolowych. Jedynie ester metylowy kwasu
salwianolowego I okazat si¢ bardziej skuteczny od SAK w przypadku L. major i L. killicki
(Radtke i in., 2003).
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2.3.1.2.  Flawonoidy
Flawonoidy sa polifenolami, ktére majg charakter barwnikow, a ich podstawowy
szkielet jest zbudowany z 15 atoméw wegla. Jest to grupa zwigzkéw bardzo
rozpowszechniona w $wiecie ros§linnym, a w szczeg6lnosci wsérdd roslin kwiatowych.
W postaci glikozydow sa one z reguly rozpuszczalne w wodzie. Z kolei ich aglikony

rozpuszczajg si¢ w rozpuszczalnikach organicznych.
W pedach S. bulleyana stwierdzono obecnos¢ nastepujacych pochodnych flawonu:

% O-ramnoheksozyd luteoliny

%+ O-heksuronid luteoliny

% O-heksozydo-O-heksuronid luteoliny

% O-heksozydo-O-heksuronid hydroksyluteoliny

% O-diheksozydo-O-heksuronid hydroksyluteoliny

%+ O-ramnoheksozyd trihydroksyflawonu

%+ O-ramnoheksozyd trihydroksymetoksyflawonu

% O-heksuronid trihydroksyflawonu (Grzegorczyk-Karolak i in., 2020b).

Flawonoidy posiadajg szerokie spektrum aktywnos$ci, ktorych specyfika 1 sita
dziatania sg zalezne od struktury chemicznej poszczegolnych zwigzkow. Wigkszos¢
wykrytych do tej pory w surowcu flawonoidéw stanowig pochodne luteoliny
i hydroksyluteoliny. Luteolina jest flawonem o czterech grupach hydroksylowych. Opisano
jej dziatanie przeciwzapalne, antyoksydacyjne, neuro- i kardioprotekcyjne,
przeciwdepresyjne oraz przeciwwirusowe (Manzoor i in., 2019). Zwigzek ten posiada takze
wlasciwosci przeciwnowotworowe 1 co wazne, wykazano, ze oddziatywanie cytotoksyczne
luteoliny jest selektywne wobec komoérek nowotworowych (Knurek i Buchaj, 2017).
Luteolina moze réwniez wspomagac leczenie nadci$nienia t¢tniczego, poniewaz wykazano,
ze skutecznie hamuje aktywnos$¢ konwertazy angiotensynowej. Ponadto, stymuluje
wazodylatacje uzalezniong od $rédbtonka poprzez usprawnienie syntezy tlenku azotu
(Guerrero i in., 2012; Rozanska i Regulska-l1low, 2019). Zaobserwowano takze, ze luteolina
wykazuje potencjalne dziatanie przeciwcukrzycowe. Wykazano, ze zwigksza ona aktywnos¢
insuliny w adipocytach poprzez bezposrednia aktywacje szlaku PPAR-y, a takze szlaku
sygnalizacyjnego insuliny (Ding i in., 2010).
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2.3.1.3.  Fenyloetanoidy
Fenyloetanoidy sa zwigzkami fenolowymi, ktore charakteryzuje struktura alkoholu
fenyletanowego. Moga wystepowaé w postaci glikozydéw. Jest to grupa metabolitow, ktora
nie jest czesto spotykana w rodzaju szatwia, cho¢ ich obecno$¢ opisano na przyktad

w pedach Salvia viridis (Grzegorczyk-Karolak i Kiss, 2018).

W organach S. bulleyana zidentyfikowano:

0,

% martynozyd

% acetylomartynozyd
% diacetylomartynozyd (Grzegorczyk-Karolak i in., 2020D).

W literaturze pojawiaja si¢ doniesienia o dzialaniu antyoksydacyjnym, a nawet
potencjale przeciwnowotworowym martynozydu. Souza 1 wsp. (2011) zaobserwowali, ze
sposrod glownych sktadnikow Stachytarpheta cayennensis (Rich.) Vahl, dwa fenyletanoidy:
werbaskozyd 1 martynozyd wykazaty najsilniejsza aktywno$¢ antyoksydacyjng. Potowa
maksymalnego stezenia hamujgcego (ICso) ,,wymiatajacego” ROS dla obu tych zwigzkéw
wynosita 0,54 uM (Souza i in., 2011). Niemniej jednak warto$ci ICso, ktore hamowaty
powstawanie rodnika DPPH oraz rodnika hydroksylowego okazaly si¢ by¢ nizsze dla
martynozydu niz dla werbaskozydu (Dominguez i in., 2011). Badania przeprowadzone
metodg analizy komputerowej ujawnity, ze zwigzki pochodzenia naturalnego, takie jak
martynozyd wchodzg w interakcje z biatkami ROCK I 1 ROCK II, ktorych nadekspresja
prowadzi do zwigkszonej inwazyjnos$ci oraz przerzutowosci niektdérych nowotworoéw. Sa
one izoformami o wysokim stopniu homologii i petnig funkcje kinaz wykonawczych.
Jednakze problemem moze by¢ farmakokinetyka tych zwigzkow, poniewaz posiadajg one
stabe wlasciwosci ADME (wchtanianie/dystrybucja/metabolizm/wydalanie) (Arya i in.,
2020). Mozna wiec przypuszczaé, ze dopiero modyfikacja ich struktur moze przynie$é

korzystny efekt w leczeniu nowotworow.
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2.3.2. Diterpeny

Tanszinony to grupa metabolitow wtornych nalezaca do diterpenoidow, a doktadniej
do diterpenow abietanowych, ktore sa zwigzkami dominujacymi w chinskich, leczniczych
gatunkach szalwii. Po raz pierwszy tanszinony zostaty wyizolowane w 1934 z korzeni Salvia
miltiorrhiza (Nakao i Fukushima, 1934; Zhang i in., 2012). Biosynteza tanszinonoéw
przebiega dwojako — na drodze cytoplazmatycznego szlaku
mewalonowego/izoprenoidowego (MVA) oraz plastydowego szlaku niezaleznego od
mewalonianu (MEP) (Xing i in.,, 2018b). Tanszinony s3 zwigzkami o charakterze
lipofilowym (Zhao i in., 2011) i wystepuja zazwyczaj w czgsciach podziemnych roslin
(Li iin., 2010; Topgu, 2006).

Tanszinony moga by¢ rowniez wykorzystywane jako markery w badaniach
chemotaksonomicznych. Niektorzy autorzy wskazuja, ze wystepuje bliska relacja migdzy
gatunkami przypisanymi do sekcji Drymosphare i Eurysphace, do ktérej nalezy
S. bulleyana. Pierwotnie, wedlug Benthama, gatunki te nalezaly do jednej grupy
Drymosphare, a dopiero Stibal wyodrebnit z niej sekcje Eurysphace (Li i in., 2010). Z kolei
Walker i Stysma (2007), na podstawie badan genetycznych z wykorzystaniem DNA
chloroplastow, zasugerowali, ze rodzaj szalwia nie jest jednorodny i wszystkie azjatyckie
gatunki szalwii stanowig niezalezng lini¢ filogenetyczng — klad III, ktory pokrywa sie¢

z sekcjg Drymosphare oryginalnie opisang wg Benthama (Walker i Sytsma, 2007).
W przypadku S. bulleyana, tanszinony oznaczono jedynie w korzeniach i sg to:

% tanszinon 1A

¢+ kryptotanszinon (Li i in., 2013a).

Rycina 5. Struktura chemiczna: tanszinonu I1A — A; kryptotanszinonu — B.

Tanszinony posiadaja szerokie spektrum aktywnos$ci biologicznych. Wsrod nich
mozna wyrdzni¢ dzialanie przeciwbakteryjne, antyoksydacyjne, oddziatywanie na uktad

Sercowo-naczyniowy oraz potencjat przeciwnowotworowy.
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Liczne badania in vitro i in vivo na liniach komérkowych i zwierzetach wskazuja na
potencjat antyoksydacyjny tanszinonu ITA (TIIA) i kryptotanszinonu (CT). TIIA zmniejszat
obszar objety zawatem u szczurdéw z uszkodzeniem niedokrwienno-reperfuzyjnym mig¢snia
sercowego. Wykazano, ze dziatanie to byto zwigzane z pobudzaniem aktywnos$ci enzymow
SOD, GSH-Px, a takze redukcja stezenia MDA. Ponadto TIIA ograniczal reakcj¢ zapalng
poprzez obnizenie poziomu TNF-a, IL-6 oraz iNOS w surowicy (Hu i in., 2015). Huang
I wsp. (2018) sugeruja, ze TIIA ma zdolno$¢ ochrony migénia sercowego myszy przed
zwloknieniem spowodowanym ekspozycja na LPS. Jest to najprawdopodobniej zwigzane z
hamowaniem aktywnosci oksydazy NADPH (NOX2) stymulowanej przez LPS
I ograniczeniem nadprodukcji wolnych rodnikow (Huang i in., 2018). Analizowano
mechanizm dziatania TIIA na stymulowane lipopolisacharydem bydlece nabtonkowe
komorki endometrium. TIIA znaczgco hamowat produkcje MDA oraz zwigkszal aktywno$¢
katalaz 1 dysmutazy ponadtlenkowej, co potwierdza jego aktywnos$¢ antyoksydacyjng.
Ponadto, zwigzek ten wykazywat wlasciwosci przeciwzapalne —hamowat produkcje cytokin
prozapalnych: IL-1B, TNF-a, IL-6, IL-8 (Fu i in., 2021). Natomiast Ran i wsp. (2016)
okreslili wptyw kryptotanszinonu na proces indukowania ekspresji LOX-1 przez TNF-a
W ludzkich komoérkach srodbtonkowych zyty pepowinowej (HUVECs). Okazato sig, ze
suplementacja CT zmniejszata tworzenie si¢ indukowanych przez TNF-o ROS w HUVECs
1 szczurzej aorcie, co hamowato ekspresje LOX-1, a wigc moze mie¢ znaczenie

w profilaktyce miazdzycy (Ran i in., 2016).

Kryptotanszinon moze mie¢ tez znaczenie w terapii cukrzycy i otylosci. Jego
dziatanie w tym zakresie bazuje najprawdopodobniej na redukcji migdzykomorkowego
poziomu ATP skutkujgcego aktywacja AMPK. W badaniu na linii komoérkowej mysich
mioblastow C2C12 wykazano, ze wptyw CT na AMPK byl szybszy niz metforminy.
CT zwigkszal tez pobor glukozy przez miotubule na poziomie podobnym do insuliny oraz
potegowat jej dziatanie. In vivo, zwigzek ten powodowat redukcj¢ masy ciata, w tym tkanki
thuszczowej oraz ilosci pobieranego przez myszy pokarmu. Ponadto, u zwierzat zanotowano
spadek poziomu triglicerydow, cholesterolu i glukozy w osoczu (Kim i in., 2007). Podobne
wyniki otrzymano w przypadku zwierzat z otyloscig indukowang dietg, u ktorych CT
hamowat dziatanie biatkowej fosfatazy tyrozynowej 1B odpowiedzialnej za
insulinooporo$¢. Tymczasem TIIA uwrazliwial komorki na dziatanie insuliny poprzez

potegowanie autofosforylacji receptora insulinowego (Jung i in., 2009).
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Tanszinony staty si¢ takze obiektem badan pod katem ich potencjalnego dziatania
przeciwnowotworowego. Szczegdlng uwage zwrocit tanszinon IIA, ktérego potencjat na
tym polu okazat si¢ by¢ wielokierunkowy. TIIA hamowat wzrost i proliferacj¢ komorek
nowotworu pluc, piersi, watroby, jelita grubego i biataczki oraz zmniejsza migracj¢ komorek
rakowych (Fu i in., 2020). Zwiazek ten indukowat apoptoze i powodowat zatrzymanie cyklu
komoérkowego w fazie S poprzez regulacje szlaku PI3K-Akt. TIIA indukowal autofagie
ludzkich komorek kostniakomigsaka, w ktorych autofagocytoza byta pobudzana przez
oddzialywanie na szlak PI3K/AKT (Yen i in., 2018). Tymczasem Sui i wsp. (2017) donosza,
ze TIIA ograniczal angiogeneze raka okre¢znicy 1 odbytu zar6wno w warunkach normoks;ji
jak 1 hipoksji poprzez hamowanie odpowiednich szlakoéw sygnatowych. TIIA dziatat
hamujaco na szlak B-katenina/TCF3/LEF1, ktory przy normalnym poziomie tlenu jest
pobudzany przez TGF-1p, a w warunkach obnizonej zawartosci tlenu jest pobudzany przez
czynnik indukowany hipoksja (HIF-la) (Sui i in., 2017). Zahamowanie procesu
angiogenezy po zastosowaniu TIIA zaobserwowano rowniez w komorkach

kostniakomigsaka, raka piersi i komoérkach §rodbtonka naczyniowego (Fu i in., 2020).

Tymczasem CT hamowat proliferacje, indukowal apoptoze, a takze blokowat
zdolno$¢ do przerzutow w przypadku komorek raka jajnika. Zwigzek zwickszal tez
podatnos¢ tych komorek na chemioterapi¢ z zastosowaniem cisplatyny poprzez
wzmocnienie jej dziatania uszkadzajagcego DNA komorek rakowych (Jiang i in., 2017a).
W przypadku dwoch linii raka watrobowokomorkowego Huh7 1 MHCC97-H, CT hamowat
proliferacj¢ i indukowal apoptoze komoérek zar6wno w warunkach in vitro i in vivo.
Dzialania te byly zwigzane z hamowaniem szlaku PI3K/AKT/mTOR, co skutkowato
zahamowaniem wzrostu guza (Luo i in., 2020b). Raportowano, ze CT wywotuje zatrzymanie
cyklu komoérkowego w fazie S, apoptoze i fragmentacje mitochondriow w komorkach
kostniakomigsaka. Zwigzek ten pobudzat interakcj¢ biatka Drpl (dynamin-related protein),
bedacego mediatorem podziatu mitochondrium z biatkiem Bax przyspieszajacym apoptoze,
co zwigkszalo translokacje Bax z cytoplazmy do mitochondrium i skutkowato apoptotyczng
fragmentacja tego organellum (Yen i in., 2019). Li i wsp. (2013) poroéwnali dziatanie CT
i TIIA na wzrost niedrobnokomoérkowego raka ptuc. Okazato si¢, ze oba badane zwigzki
ograniczatly proliferacje linii komorkowych NSCLC poprzez indukcje apoptozy

i zatrzymanie cyklu komérkowego (Li i in., 2013c).

Tanszinonowi IIA przypisuje si¢ rowniez aktywno$¢ przeciwalergiczna.

W badaniach in vitro przeprowadzonych na szczurzej linii komérkowej RBL-2H3, TIHIA
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hamowat degranulacj¢ mastocytow, zaliczanych do komodrek odpornosci wrodzone;j.
Degranulacja komorek tucznych, ktéra ma miejsce po ekspozycji na antygen, skutkuje
blokada wydzielania przez te komorki histaminy, leukotrienéw 1 prostaglandyn
indukujacych procesy alergiczne. Li i wsp. (2018) udowodnili, ze TIIA hamowal aktywacje
komorek tucznych i zwigzang z nimi reakcje anafilaktyczng poprzez aktywacje¢ sirtuiny 1,
ktora jest waznym elementem szlaku Sirtl-LKB1-AMPK (Li i in., 2018). Ponadto, THA
hamowat astme¢ wywotang biatkiem jaja kurzego u myszy juz w dawce 10 mg/kg masy ciata

redukujgc stan zapalny oraz produkcje mucyny (Heo i Im, 2019).

Wsrod tanszinonow, zawartych w korzeniach S. bulleyana, zwigzkiem o silnej
aktywnosci przeciwbakteryjnej jest kryptotanszinon, z kolei tanszinon IIA wykazuje srednie
dziatanie przeciwdrobnoustrojowe. CT hamowal wzrost bakterii Gram+, takich jak: Bacillus
subtilis, Bacillus thuringiensis, Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus
i Staphylococcus epidermidis (Lee i in., 1999). Zhou i wsp. (2011) przeprowadzili badanie
z udziatem zaro6wno bakterii Gram+ 1 Gram-, a takze grzybow, ktore wykazato, ze
aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa CT jest zblizona do aktywnosci siarczanu
streptomycyny, majacego dziatanie przeciwbakteryjne, jak i karbendazymu o dzialaniu
przeciwgrzybiczym. W przypadku Xanthomonas vesicataria, Escherichia coli i Bacillus
subtilis warto§¢ MIC dla CT byta nizsza niz dla kontroli, ktérg stanowil antybiotyk —
streptomycyna (Zhou i in., 2011). Z kolei Dang i wsp. (2018) okreslili ich aktywnos¢
przeciwdrobnoustrojowa wyizolowanych z korzeni szalwii tanszinonu IIA oraz
kryptotanszinonu wobec Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa i Acinetobacter
baumannii. Okazato sie¢, ze wartosci MIC dla TIIA i CT byly poréwnywalne i od 2 (wobec
A. baumannii) do 50 (wobec S. aureus) razy wyzsze od wartosci MIC otrzymanych dla
kontroli, ktorg stanowily wankomycyna i cefotaksym (Dang i in., 2018). Dzialanie
przeciwdrobnoustrojowe tanszinonéow moze by¢ zwigzane z wytwarzaniem rodnikow
ponadtlenkowych i/lub z samg strukturg tych zwigzkow. Zasugerowano, ze wigzanie
etylenowe miedzy weglem w pozycji C15 1 C16, jak 1 konformacja grupy metylowej
w pozycji C16 moze wplywac na aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowg tych zwigzkow (Lee

iin., 1999; Zhou i in., 2011).
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2.3.3. Kwasy organiczne
Kwasy organiczne charakteryzuja si¢ obecnosciag jednej lub wielu grup
karboksylowych w czasteczce i moga mie¢ strukture alifatyczna, cykliczng lub aromatyczng.
Sa one bardzo rozpowszechnione w §wiecie roslinnym i moga wystgpowac w postaci wolnej,
jako sole lub estry. Kwasem organicznym, niebedgcym fenolokwasem, oznaczonym

w pedach S. bulleyana jest kwas chinowy (Grzegorczyk-Karolak i in., 2020Db).

2.4. Biotechnologia roslin
Surowce roslinne od wiekow sg wykorzystywane przez ludno$¢ calego $wiata nie
tylko w celach kulinarnych, ale rowniez — leczniczych. Sg one zrédtem cennych zwigzkoéw
aktywnych, ktore w czasach wspotczesnych, w ktorych coraz czgéciej zwraca si¢ uwage na
produkty pochodzenia naturalnego i ekologie, moga by¢ dobrg alternatywa dla substancji

pochodzenia chemicznego, nie tylko w przemysle farmaceutycznym, ale 1 kosmetycznym
CZy SpOZywcCzym.

Biotechnologia ro$lin jest dziedzing nauki zajmujacg si¢ wykorzystaniem roslinnych
kultur in vitro w praktyce, tj. leSnictwie, ogrodnictwie, rolnictwie czy farmacji. Kluczowym
zjawiskiem w kulturach tkankowych jest zjawisko totipotencji, ktore oznacza, ze
z pojedynczej komorki somatycznej mozna odtworzy¢ calg rosling. Hodowle in vitro
umozliwiajg uprawe protoplastow, komorek, tkanek, organow, fragmentow, a takze catych
roslin na odpowiednio dobranych, sztucznych podtozach w $cisle okreslonych, sterylnych
warunkach. Dzigki tym zabiegom uzyskuje si¢ kultur¢ uniezalezniong od czynnikow
srodowiskowych, pdr roku i naturalnej zmiennosci. Wyselekcjonowany materiat uzyskany
z takiej hodowli charakteryzuje si¢ wysoka jakos$cig i stabilnoscig. Co wigcej, prowadzenie
kultury w warunkach in vitro skraca czas uprawy, ogranicza redukcje populacji ze stanowisk
naturalnych i umozliwia pozyskiwanie materiatu ro§linnego poza miejscem jego naturalnego
wystepowania. Wplywa to na ograniczenie kosztow zwigzanych ze zbiorem, przewozem

materialu roslinnego, a takze oszczg¢dza czas.

Prowadzenie kultury w warunkach in vitro daje takze mozliwo$¢ wykorzystania jej
jako zrédta metabolitow wtérnych. Zwigzki te s3 substancjami, ktére w warunkach
fizjologicznych stanowig ochron¢ dla wytwarzajacych je ro$lin przed rdéznorakimi
stresorami, jakimi moga by¢ drobnoustroje, insekty czy inne szkodniki. Jednakze zwiazki te

moga mie¢ rowniez nieoceniony wptyw prozdrowotny na organizm czlowieka i wykazywac
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wielokierunkowg aktywno$¢. Na produkcje zwigzkéw aktywnych mozna wpltywac na rozne
sposoby. Optymalizacja warunkéw hodowli jest niezwykle istotna, poniewaz dzigki niej
mozna uzyska¢ zwielokrotniong, w stosunku do roslin macierzystych, akumulacje
interesujacych nas zwigzkow. Podobny efekt mozna obserwowac podczas hodowli materiatu
w warunkach stresowych. Roslinne kultury in vitro moga by¢ takze wykorzystywane do
przeprowadzania proceséw biotransformacji, ktora polega na przeksztalcaniu dodawanych
do podtoza substancji w aktywne biologicznie produkty dzigki zachodzeniu reakcji
enzymatycznych. Substratami wykorzystywanymi w biokonwersji moga by¢ prekursory
procesOw metabolicznych, czy zwigzki nieprodukowane w normalnych warunkach przez
rosliny, tj. ksenobiotyki. Procesy te moga prowadzi¢ do zwigkszenia produkcji metabolitow
wtérnych czy nawet syntetyzowania zwigzkéw aktywnych nie wystepujacych w warunkach
naturalnych w roélinie macierzystej. Warto rowniez zwroci¢ uwage, ze potencjal
produkcyjny mozna zwigksza¢ poprzez modyfikacje organizméw roslinnych bazujace na

inzynierii genetycznej.

2.4.1. Mikrorozmnazanie

Mianem mikrorozmnazania okre§la si¢ wegetatywne rozmnazanie roslin
w warunkach in vitro. Posiada ono wicle zalet, poniewaz pozwala na uzyskanie wielu roslin
z niewielkiej ilo$ci materiatu wyjsciowego, ktore charakteryzuja si¢ okreslonym genotypem
i fenotypem. Jednocze$nie umozliwia odseparowanie hodowanych roslin od uwarunkowan
zewngtrznych, takich jak warunki klimatyczne, pory roku czy czynniki chorobotworcze.
Co wigcej, mikrorozmnazanie umozliwia namnazanie roslin, ktorych nasiona sg trudno
dostepne, drogie lub maja niska sit¢ kietkowania, dzigki temu, ze w teorii kulture mozna
zainicjowa¢ z kazdego organu rosliny. Mikropropagacja pozwala takze na ochrong
gatunkOw zagrozonych wyginigciem stwarzajac mozliwo$¢ zabezpieczenia ich puli
genowej. Korzystna jest takze perspektywa zwigkszenia skali hodowli z zastosowaniem
bioreaktorow prowadzaca do zintensyfikowania produkcji biomasy oraz zwigzkow

aktywnych w materiale ro$linnym.

Proces mikrorozmnazania sktada si¢ z kilku etapow. Inicjowanie aseptycznej kultury
nastgpuje przy uzyciu odpowiednio dobranego materiatu wyjsciowego, ktéry zostaje
poddany sterylizacji 1 umieszczony na podlozu zawierajacym stymulatory wzrostu.

Nastepnie namnaza si¢ otrzymane paki i pedy boczne, ktore w kolejnym etapie poddaje si¢
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ukorzenianiu i aklimatyzacji do nie sterylnych warunkéw wzrostu.
Mozna wyr6zni¢ kilka metod proliferacji w warunkach in vitro:

¢ Rozmnazanie klonalne — stymulacja rozwoju pakow bocznych z merystemow
bocznych lub wierzchotkowych, ktore sg obecne w eksplantacie.
% Organogeneza:
o Posrednia — paki przybyszowe tworza si¢ z centr6w merystematycznych,
powstajacych w wyniku redyferencjacji kalusa, stanowigcego etap posredni
w calej procedurze.
o Bezposrednia — paki powstajg bezposrednio z komoérek somatycznych
eksplantatu: lisci, todyg, korzeni itp.
% Somatyczna embriogeneza — cale rosliny mozna otrzymac¢ z zarodkow tworzacych
si¢ z komorek somatycznych, ktére wykazuja podobienstwo do zarodkow
zygotycznych. W tym przypadku réwniez moze dojs¢ do embriogenezy
bezposredniej z tkanek eksplantatu lub posredniej z udzialem kalusa (Tripathi
i Tripathi, 2003).

2.4.2. Warunki prowadzenia kultur in vitro
Roslinne kultury in vitro prowadzone sg w warunkach aseptycznych, co jest istotnie
nie tylko podczas zakladania hodowli, ale i na kazdym nastepnym etapie. Na wzrost,
namnazanie oraz produkcje roslinnych kultur in vitro wplywa wiele roznorodnych
czynnikéw zaréwno chemicznych jak i1 fizycznych. Niezwykle wazny jest sktad podtoza
wzrostowego pod katem zawartych w nim mikro- i makroelementow, witamin, zrodta wegla,

regulatorow wzrostu czy sktadnikow zelujacych.

Do makroelementow mozna zaliczy¢ azot, dodawany najczesciej w postaci
zwigzkOw nieorganicznych, fosfor, potas, siarke, chlor, wapn oraz magnez, ktore biora
udzial w procesach enzymatycznych oraz powstawaniu elementow strukturalnych komorek.
Wsrod mikroelementéw wyrdznia sie takie pierwiastki jak bor, miedz, mangan, cynk, kobalt,
jod, glin 1 nikiel, ktére sa dostarczane w postaci soli 1 petnig rolg kofaktorow enzymow
roslinnych (Ekiert, 2009). Zaré6wno zawarto$¢ w podtozu poszczegdlnych mineratow, jak
i stosunek migdzy nimi moga mie¢ znaczacy wplyw na wzrost i produkcje. Z reguly,
w hodowli in vitro wykorzystuje si¢ pozywki ze zdefiniowanym sktadem chemicznym, a do

najczesciej stosowanych naleza podtoza wedlug Murashige-Skoog’a (Murashige i Skoog,

39



1962), Gamborga — B5 (Gamborg, 1967), Schenka i Hildebrandt’a (Schenk i Hildebrandt,
1972), a takze podtoze Lloyd’a i McCown’a — Woody Plant (Lloyd i McCown, 1980)
réznigce si¢ migdzy sobg zawarto$cig mineratdéw, witamin oraz aminokwasow. Istotny jest
réwniez dodatek do podtoza weglowodanow najczesciej w postaci sacharozy lub glukozy
biorgcych udzial we wzroscie, rozwoju i produkcji zwigzkoéw aktywnych (Weremczuk-

Jezyna i in., 2016).

Do ukierunkowania kultury czesto konieczny jest dodatek substancji wzrostowych,
regulatorow wzrostu. W kulturach in vitro siega si¢ najczesciej po zwigzki nalezace do
jednej z dwoch grup: auksyn i/lub cytokinin (Phillips i Garda, 2019). Pierwsza odpowiada
za pobudzanie wzrostu wydtuzeniowego, dominacj¢ wierzchotkowa, indukcje powstawania
korzeni, kalusa oraz za somatyczng embriogeneze. Z kolei zasadniczy wplyw cytokinin
obejmuje znoszenie dominacji wierzchotkowej 1 pobudzenie rozwoju peddéw. Stosunek
ilosciowy pomigdzy zastosowanymi regulatorami ma wplyw na rdznicowanie komorek
kultury oraz jej morfologi¢ i nalezy go dostosowa¢ do rodzaju prowadzonej kultury (Phillips

i Garda, 2019).

Oprécz doboru odpowiedniej pozywki pod wzgledem jakosciowym i iloSciowym,
istotna jest réwniez jej konsystencja. Dodatek substancji zelujacych, sposrod ktorych
najszerzej wykorzystywang jest agar, wptywa na dostepnos¢ sktadnikow niezbednych do
rozwoju roslin. Warunki podtozy ptynnych moga utatwia¢ pobor mikro- i makroelementow
1 obniza¢ koszty hodowli, jednakze w przypadku kultur pedowych mogg nie$¢ ze soba
zagrozenie wystgpienia zjawiska szklistosci (Grzegorczyk-Karolak i in., 2021a). Objawia
si¢ ono charakterystycznymi zmianami morfologicznymi, takimi jak krucho$¢ 1 tamliwos¢
todyg, pomarszczenie lisci, a takze ich przerost. Ponadto obserwuje si¢ potprzezroczystosé
tych struktur, ktoéra zwigzana jest z nadmierng akumulacjg wody w komoérkach roslinnych,
zmniejszong zawartoscig chlorofilu oraz anomaliami w budowie §cian komoérkowych.
Przyczyna wystepowania tego zjawiska jest najprawdopodobniej nadmierne zanurzenie
eksplantatoéw podczas prowadzenia hodowli w warunkach podtoza ptynnego, co jest stanem
atypowym dla roslin ladowych i moze wywotywac w ich komorkach stres. Wystapienie cech
szklistosci w kulturze uniemozliwia dalsza jej propagacje, utrudnia ukorzenianie si¢ oraz
moze negatywnie wplywac na produkcje metabolitow wtornych (Grzegorczyk-Karolak i in.,
2021a).

Na akumulacje biomasy oraz wytwarzanie zwiazkow aktywnych maja wplyw takze
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inne czynniki fizyczne, takie jak $wiatlo, temperatura oraz wilgotno$¢ powietrza.
Odpowiednia intensywnos$¢ oraz jakos$¢ o$wietlenia ma znaczenie w przebiegu procesow
biochemicznych i fizjologicznych przebiegajacych w organizmach roslinnych, do ktérych
mozna zaliczy¢ kietkowanie, zielenienie, kwitnienie, owocowanie czy starzenie si¢. Ogot
modyfikacji, majacych miejsce podczas ekspozycji na $wiatlo nosi miano fotomorfogenezy.
W hodowlach in vitro stosuje si¢ rozne zrodla oswietlenia, od swietlowek po lampy LED,
dzigki czemu mozna manipulowa¢ dlugo$ciami fali 1 otrzymywaé rdznigce si¢
morfogenetycznie okazy (Wozny, 2012). Niemniej jednak istotne moze okazaé si¢
zachowanie zblizonych do warunkow naturalnych schematow o$wietlenia, co osiaga si¢
dzigki zachowaniu fotoperiodu badz hodowli korzeni w ciemnosci. Temperatura z kolei,
reguluje wiele proceséw fizjologicznych zachodzacych w organizmach roslinnych, tj.
oddychanie czy fotosynteza. W mikrorozmnazaniu najczesciej stosowanym zakresem
temperatur jest 20 - 27°C, jednakze optymalna warto$¢ temperatury zalezy od gatunku

hodowane;j rosliny (Read i Preece, 2003).

Po skutecznej optymalizacji warunkow hodowli kultur in vitro, dzigki ktorej
otrzymano zadowalajacg akumulacj¢ zaréwno biomasy jak i metabolitow wtoérnych, mozna
podja¢ probe dalszej stymulacji w celu uzyskania jeszcze wyzszej produkcji. Zabiegiem
wykorzystywanym w tym celu jest elicytacja. Elicytorami sa zwigzki przyczyniajace si¢ do
powstania warunkéw stresowych, odpowiedzig na ktore jest stymulacja pewnych szlakoéw
metabolicznych i zwigkszona produkcja metabolitow wtornych. Mozna wyrdznié¢ dwa typy
elicytorow: biotyczne — pochodzenia biologicznego (poli- czy oligosacharydowe, grzybicze,
bakteryjne) jak 1 abiotyczne, wsrod ktorych mozna wyr6zni¢ czynniki fizyczne, np.
temperature oraz chemiczne, np. sole nieorganiczne lub jony metali cigzkich. Do elicytorow
mozna zakwalifikowa¢ rowniez zaliczane do zwigzkow sygnatowych pochodne kwasu
jasmonowego 1 salicylowego, a takze hormony ros$linne, tj. cytokininy czy gibereliny
(Baenasi in., 2014). Zwigzkiem, ktory znalazt szerokie zastosowanie w biotechnologii roslin
jest ester metylowy kwasu jasmonowego — jasmonian metylu, ktorego dziatanie polega na
indukowaniu ekspresji genow szeregu szlakéw biosyntetycznych obecnych w roslinach, co
skutkuje zwigkszong produkcja réznych grup zwiazkéw bioaktywnych. Przyktadem moze
by¢ wytwarzanie solasodyny w kulturach korzeni transformowanych Solanum trilobatum L.
Zastosowanie jasmonianu metylu w stezeniu 4 pM skutkowato niemalze dwukrotnym
zwigkszeniem akumulacji solasodyny w powyzszej kulturze (Shilpha i in., 2015). Z kolei w

przypadku elicytacji korzeni wtosnikowatych Valeriana officinalis L. przy uzyciu 100 uM
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MJA zawarto$¢ kwasu walerenowego w kulturze, w poréwnaniu z ta stwierdzong
w korzeniach transformowanych nie traktowanych tym elicytorem, wzrosta 6-krotnie
(Torkamani i in., 2014).

2.4.3. Transformacja genetyczna ro§lin
Proces transformacji genetycznej opiera si¢ na wprowadzeniu obcego materiatu
genetycznego, fragmentu DNA, do genomu gospodarza, w wyniku czego otrzymuje si¢
organizm o nowych cechach. Metody transformacji powszechnie klasyfikuje si¢ jako

bezwektorowe i wektorowe.

Transformacja bezwektorowa przebiega pod wplywem zastosowania czynnikOw
fizycznych — elektroporacji badz chemicznych — z wykorzystaniem glikolu polietylenowego.
Mozna réwniez wykorzysta¢ metode mikrowstrzeliwania, ktora polega na bezposrednim
wprowadzeniu DNA umieszczonego na mikronosniku, tj. mikroczasteczce metalu
szlachetnego, do konkretnych komorek czy organelli komoérkowych (Tuleja, 2013).
Powyzsze metody utatwiajg przerwanie cigglosci bton komdrkowych i1 przedostanie si¢
materiatu genetycznego do komoérek docelowych. Metoda PTP (pollen tube pathway) takze
moze zosta¢ zastosowana do przeprowadzenia bezposredniej transformacji. W tym
przypadku, obcy material genetyczny jest umieszczany na skroconej szyjce stupka po
usuni¢ciu znamienia. Do integracji transgenu z komodrka jajowa, jadrem zygoty lub
zarodkiem dochodzi w sytuacji, gdy przedostanie si¢ on w podobnym czasie, co komodrka

plemnikowa do woreczka zalgzkowego (Luo i Wu, 1989).

Tymczasem w transformacji wektorowej do przenoszenia fragmentow DNA
wykorzystuje si¢ posrednictwo bakterii lub wirusow. Biorg one udzial we wprowadzaniu,
namnazaniu oraz niekiedy, ekspresji danych cech w komorkach gospodarza.
W biotechnologii roélin, jako wektory wykorzystuje si¢ czesto bakterie z rodzajow
Agrobacterium oraz Rhizobium, a konkretnie A. tumefaciens oraz R. rhizogenes. Kluczowym
elementem w procesie agroinfekcji tymi bakteriami jest przenoszenie plazmidu,
odpowiednio, Ti (tumor inducing) lub Ri (root inducing). Istotnymi elementami

plazmidowego DNA jest region wirulencji vir oraz transferowy DNA — T-DNA.

Niezwykle waznym etapem w przebiegu procesu transformacji genetycznej jest
adhezja bakterii do §cian komorkowych zakazanej rosliny. W procesie tym biora udziat

biatka wytwarzane w wyniku ekspresji genow chv. Z kolei region zawierajacy geny Vvir jest

42



odpowiedzialny za wirulencj¢ szczepu bakteryjnego, czyli zdolnos¢ do wnikania oraz

namnazania w organizmie zywiciela.

W wyniku ekspresji genow R. rhizogenes takich jak ops (kodujacych syntazy opin)
oraz ocs (odpowiadajacych za ich sekrecje¢), ktore zostaly wbudowane do genomu
gospodarza, produkowane sg opiny. Sg one pochodnymi aminokwaséw i stanowig zrédto
wegla i azotu dla bakterii. Nie s3 wytwarzane w warunkach fizjologicznych przez komorki
roslinne. W zwigzku z tym, mogg stanowi¢ markery procesu transformacji. Rodzaj opin jest
zwigzany z rodzajem wytwarzajacych je bakterii R. rhizogenes; w zwiazku z czym szczepy
bakterii mozna podzieli¢ na: agropinowe, mannopinowe, mikimopinowe 1 kukumipinowe

(Hnatuszko-Konka i in., 2009; Wysokinska, 2000).

Obszar T-DNA poza wspomnianymi powyzej genami odpowiadajacymi za syntezg
opin, zawiera takze onkogeny, ktorych ekspresja prowadzi do powstania korzeni
transformowanych. Oprocz nadmiernego rozwoju tkanek, moga one takze wptywac na
produkcje hormondw roslinnych, uwrazliwia¢ tkanki na dziatanie endogennych hormonow
i uczestniczy¢ w przebudowie chromatyny (Gelvin, 2009). W szczepach agropinowych,
transferowy DNA jest podzielony na dwie czg$ci: prawg - Tr oraz lewg — Tr. Tr-DNA
zawiera geny odpowiedzialne za biosynteze opin oraz auksyn (aux geny). Z kolei T_.-DNA
zawiera onkogeny, ktore okreslane sg jako geny rol (rolA, rolB, rolC oraz rolD). Obydwa
fragmenty sg jednocze$nie przenoszone do komorek roslinnych, jednakze ich integracja
z genomem gospodarza zachodzi niezaleznie. W przypadku szczepow typu mannopinowego
i kukuminopinowego, T-DNA nie jest podziclony na fragmenty. Co wigcej, jest on
homologiczny do lewej czgsci transferowego DNA szczepu agropinowego. W zwigzku
Z tym mozna przypuszczac, ze to wlasnie geny rol sg najistotniejsze w procesie ryzogenezy
oraz dla fenotypu powstatych korzeni (Chandra, 2012; Hnatuszko-Konka i in., 2009;
Wysokinska, 2000).

Badania wykazaty, ze w biotechnologii moga by¢ takze wykorzystane gatunki
Sinorhizobium meliloti oraz Mesorhizobium loti. Jednakze, w przypadku wymienionych
powyzej bakterii, konieczne do przebiegu procesu transformacji jest wprowadzenie do
komorek bakteryjnych sekwencji genow wirulencji oraz regionu T-DNA (Bandurska i in.,
2016; Hnatuszko-Konka i in., 2009).

Efektywno$¢ transformacji genetycznej ro$lin jest zalezna od wielu czynnikow.

Istotny jest gatunek rosliny poddawanej procedurom transformacji, jej wiek czy typ
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eksplantatu. Ponadto duze znaczenie ma gatunek oraz szczep uzytych bakterii, przebieg
procesu, czas oraz warunki hodowli zakazonych eksplantatow, a wczesniej uzywanych do
zakazania bakterii. Efektywno$¢ transformacji mozna takze zwigksza¢ dodajac do pozywki
zwigzki fenolowe takie jak acetosyringon, ktore pelnig funkcje atraktantow i powoduja

wzrost aktywnosci bakterii (Agrawal i Rami, 2022).

2.4.3.1.  Kultury korzeni transformowanych

Korzenie transformowane, okreslane takze mianem wtosnikowatych czy
transgenicznych, sg kulturami otrzymywanymi w wyniku transformacji genetycznej za
posrednictwem bakterii Rhizobium rhizogenes. W wyniku integracji plazmidowego T-DNA
z genomem eksplantatu roslinnego i ekspresji zlokalizowanych w nim genéw, dochodzi do
utworzenia w miejscu zakazenia jednego lub kilku korzeni wlosnikowatych. Kazdy tak
powstaly korzen daje poczatek jednemu klonowi korzeni transformowanych, ktore moga si¢
od siebie rozni¢ praktycznie pod kazdym wzgledem, tj. cechami morfologicznymi,

produkcja biomasy oraz akumulacja zwigzkow aktywnych biologicznie.

Powstate w miejscu naktucia korzenie, wraz z fragmentami eksplantatéw, odcina si¢
1 przenosi do ptynnego podioza. Nastepnym etapem jest eliminacja pozostalych po
zakazaniu bakterii. W tym celu, za pomocg sterylnego saczka, do pozywki dodaje si¢
antybiotyk. Korzenie pasazuje si¢ w krotkich odstepach czasu do momentu wyeliminowania
bakterii. Po tym czasie korzenie wykazuja lepszy wzrost, ktory jest mozliwy bez dodatku

regulatorow.

Kolejnym etapem jest potwierdzenie transformacji genetycznej. W tym celu
wykorzystuje si¢ reakcje tancuchowej polimerazy — PCR. Jest to technika wykorzystywana
w biologii molekularnej do zwielokrotniania okreslonych sekwencji DNA. W przypadku
potwierdzania transformacji kultur in vitro, wykorzystuje si¢ geny pochodzenia
bakteryjnego, tj. geny rol czy aux, ktorych sekwencje, jezeli wystepuja w genomie
ro$linnym, sg amplifikowane w trakcie reakcji tancuchowej polimerazy. Wyrdznia si¢ trzy
glowne etapy w reakcji PCR. Pierwszym jest denaturacja, ktora prowadzi do rozpadu pod
wplywem temperatury wigzan wodorowych miedzy niémi DNA, co skutkuje ich rozpadem.
Drugim etapem jest przylaczanie starterow (primeréw) do konkretnych miejsc
w sekwencjach DNA. Z kolei trzecim — jest elongacja, tj. wydtuzanie, podczas ktorego

nastepuje synteza nici komplementarnych odpowiadajacych danym fragmentom DNA,
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Z wykorzystaniem enzymu polimerazy. Cykl ten powtarza si¢ kilkukrotnie, aby w krétkim
czasie uzyska¢ duza ilo§¢ kopii DNA (Mohini i Deshpande, 2010). Nastepnie, produkty
reakcji, tj. fragmenty odpowiadajace okreslonym genom, nanosi si¢ na zel agarozowy
I poddaje rozdzialowi elektroforetycznemu. W celu wizualizacji wynikéw analizy, ktore
przyjmuja posta¢ prazkéw, dodaje si¢ wnikajacy miedzy zasady azotowe obecne w DNA

bromek etydyny, ktory jest barwnikiem §wiecacym w $wietle UV.

W kolejnym etapie, sposrod klonow, ktorych transformacja zostala potwierdzona
reakcjg tancuchowej polimerazy, do dalszych badan wybiera si¢ te charakteryzujace si¢

szczegodlnie intensywnym wzrostem oraz wysokag produkcjg metabolitow wtornych.

Korzenie wlosnikowate wyraznie rdznig si¢ morfologicznie od niezmienionych
genetycznie odpowiednikdéw, poniewaz wytwarzaja liczne odgalezienia boczne oraz
charakteryzuje je brak geotropizmu (Angulo-Bejarano i in., 2019). Do wzrostu nie
wymagaja obecnosci fitohormonow w podtozu. Charakteryzuja si¢ wysokim przyrostem
biomasy, stabilnoscig genetyczng oraz wydajng produkcja zwigzkow aktywnych. Dzieki
temu moga by¢ wykorzystywane jako zrddto cennych metabolitow, a takze jako modele

szlakow biosyntetycznych zwigzkow, ktore sg produkowane wtasnie w tym organie.

Podejmuje si¢ wiele staran majacych na celu zwigkszenie zaro6wno akumulacji
biomasy jak 1 metabolitow wtérnych w korzeniach transformowanych réznych gatunkow
roslin. Wsréd stosowanych w tym celu strategii, tak jak w przypadku wszystkich innych
kultur, mozna wyro6zni¢ selekcje klonu o najlepszych parametrach wzrostu i produkciji,
optymalizacj¢ sktadu podioza i warunkéw hodowli, a takze suplementacje prekursorami,
ktore sg wykorzystywane w szlakach biosyntetycznych. Ponadto mozna rozwazy¢ dodanie
fitohormonow lub elicytorow, ktore stymulujg odpowiedz obronng rosliny na stres, co moze
skutkowa¢ zwigkszeniem produkcji metabolitow wtornych. Po doborze optymalnych
warunkow hodowli, aby stata si¢ ona optacalna konieczne jest zwigkszenie jej skali.
Wykorzystujac réznego rodzaju bioreaktory dazy si¢ do osiggnigcia w kréotkim czasie duzej

ilosci wysoko produktywnego materiatu roslinnego (Halder i in., 2018).

Istotnym obszarem badan nad korzeniami transformowanymi jest ich zdolno$¢ do
produkcji warto§ciowych substancji leczniczych, ktore nalezag do bardzo zréznicowanych
grup chemicznych. Na przestrzeni lat otrzymano korzenie wlosnikowate, ktore dostarczaja
alkaloidow, terpenéw, olejkow eterycznych, irydoidow, sekoirydoidow, steroidow, saponin

oraz zwigzkow fenolowych. Zwigkszona synteza substancji bioaktywnych w korzeniach
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transformowanych w poréwnaniu do ich zawartosci w korzeniach roslin macierzystych jest
czgsto raportowana dla tych kultur. Przykladowo, zawarto$¢ hioscyjaminy i skopolaminy
w korzeniach transformowanych Hyoscyamus reticulatus L. byta odpowiednio ponad 2 i 7
razy wyzsza niz w korzeniach rosliny nietransformowanej (Zesynali, Hosseini i Rezaei,
2016). Réwniez Bonhomme i wsp. (2000) zanotowali od 4 do 28 razy wyzsza sumaryczng
ilos¢ powyzszych alkaloidow tropanowych w korzeniach transgenicznych pokrzyku wilczej
jagody (Atropa belladonna L.) w poréwnaniu z tag w korzeniach niezmienionych
genetycznie. Jednoczesnie poziomy alkaloidow w poszczegodlnych badanych klonach byty
rozne 1 wyzsza produkcja charakteryzowaty si¢ te, w ktorych genomie stwierdzono obecnos¢
tylko genu rolC (Bonhomme i in., 2000). W jednym z otrzymanych klonéw (14P) korzeni
transformowanych Picrorhiza kurroa Royle ex Benth. produkcja charakterystycznych dla
tego gatunku glikozydow irydoidowych — pikrozydu I 1 kutkozydu byta niemal trzykrotnie
wyzsza w pordwnaniu z zawartoscig tych zwigzkow w korzeniach nietransformowanych,
ktore zostaly uzyte jako material kontrolny (Verma i in., 2007). Réwniez produkcja
werbaskozydu, izowerbaskozydu i katalpozydu w korzeniach transformowanych Rehmania
glutinosa (Gaertn.) DC. klonu RS-2 byta od 2 do 3 razy wyzsza (zaleznie od zwigzku) od tej
stwierdzonej w korzeniach nietransformowanych hodowanych in vitro oraz 3-4-krotnie od
tej, w korzeniach roslin rosngcych w glebie (Pigtczak i in., 2012). W wyniku transformacji
Dracocephalum forrestii W. W. Smith przy pomocy R. rhizogenes otrzymano korzenie
wlosnikowate, w ktorych zawarto$¢ kwasu rozmarynowego 4-krotnie przewyzszala tg
raportowang dla korzeni roslin macierzystych rosngcej w gruncie (Weremczuk-Jezyna i in.,

2016).

2.4.3.2.  Kultury pedow transformowanych
Pomimo faktu, ze wigkszo$¢ prowadzonych kultur dotyczy transformowanych
korzeni, to jednak w literaturze mozna odnalez¢ réwniez doniesienia odnoszace si¢ do
transformowanych pedéw. Kultury pedowe, podobnie do korzeniowych, wykazuja cechy

stabilno$ci genetycznej, a takze mogg by¢ zrodtem cennych zwigzkow bioaktywnych.

Zmienione genetycznie pedy, zwane takze teratomami, sg najczesciej pozyskiwane
poprzez infekcje bakteriami nalezacymi do gatunku Agrobacterium tumefaciens (Bourgaud
i in., 2001). Rezultatem zakazania jest powstanie na eksplantatach tkanki tumorowej, z ktorej

w odpowiednich warunkach roznicuja si¢ pedy przybyszowe. Przyktadem tak otrzymanej
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kultury moga by¢ pedy transgeniczne Medicago truncatula Gaertn. zregenerowane z tkanki
kalusowej powstalej na skutek transformacji A. tumefaciens (Crane i in., 2006). Teratomy
Artemisia annua L. pozyskano rowniez w wyniku transformacji A. tumefaciens. Okazaty si¢
one wysokoproduktywne w odniesieniu do artemizyny, ktorej poziom w nich byt 3-krotnie
wyzszy niz w pedach nietransformowanych hodowanych in vitro (Ghosh i in., 1997). Z koleli
w przypadku transformowanych pedow Solanum dulcamara L. zawartos¢ glikoalkaloidow

5-krotnie przewyzszala t¢ opisang w roslinie macierzystej (Ehmke i in., 1995).

Pedy zmienione genetycznie mozna rowniez otrzymac poprzez umieszczenie korzeni
wlo$nikowatych uzyskanych na drodze infekcji R. rhizogenes na podlozu zawierajacym
hormony roslinne, ktore stymulujg tworzenie si¢ na korzeniach pedow przybyszowych.
Moze czasem takze doj$¢ do spontanicznej regeneracji pedow transformowanych
bezposrednio z korzeni wlo$nikowatych. Duzg zaleta tych proceséw jest pominigcie fazy

powstawania tkanki kalusowej i ewentualnej zmienno$ci somaklonalnej (Giri i Narasu,
2000).

Pedy transformowane czgsto charakteryzuja si¢ specyficznymi cechami
morfologicznymi. Wsrod nich wymienia si¢ skrocone miedzywezla, ograniczong dominacje
wierzchotkowa, pomarszczone liScie oraz lepsze ukorzenianie w porownaniu do pedoéw
nietransformowanych. Wystepowanie powyzszych cech moze by¢ zwigzane ze stabilng
integracja T-DNA z genomem roslinnym (Pigtczak i in., 2015). Kulturg transformowanych
pedow Centaurium erythraea Rafn otrzymano w wyniku spontanicznej regeneracji z korzeni
transgenicznych powstatych poprzez infekcje R. rhizogenes szczepu LBA 9402. Kultura ta
charakteryzowala si¢ 8-krotnie wyzsza produkcjg zwigzkéw sekoirydoidowych niz dostgpne
komercyjne ziele tego gatunku. Ponadto, zaobserwowano roznice morfologiczne
charakterystyczne dla ro$lin transformowanych miedzy zregenerowanymi z transgenicznych
pedow ro$linami i roslinami matecznymi. Bylo to najprawdopodobniej zwigzane ze
stymulacjg wytwarzania przez tkanki endogennych hormonéw, do czego przyczynita si¢
ckspresja genow rol pochodzenia bakteryjnego (Pigtczak i in., 2006). Spontaniczng
regeneracje pedow na korzeniach transformowanych zaobserwowano rowniez dla
Rhaponthicum carthamoides (Willd.) Iljin niezaleznie od tego, czy korzenie hodowano na
Swietle czy w ciemnosci. Otrzymane pedy transformowane ukorzeniono, a nastgpnie
aklimatyzowano do warunkow srodowiska zewnetrznego. Zawarto§¢ wtornych metabolitow
w transformowanych roslinach okazata si¢ by¢ wyzsza niz ta, ktérg oznaczono w roslinach

ro$lin macierzystych wyhodowanych z nasion (Skata i in., 2019).
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2.4.4. Kultury transformowane gatunkéw z rodzaju Salvia
Jak powszechnie wiadomo, rosliny nalezace do rodzaju szalwia sg bogate
W metabolity wtdrne o szerokim zastosowaniu i s3 czg¢sto wykorzystywane w lecznictwie
ludowym. Pomimo faktu, ze rodzaj szatwia jest najliczniejszym w rodzinie jasnotowatych
I obejmuje ok. 1000 gatunkow, tylko dla niewielu z nich otrzymano kultury transformowane.

W tym celu wykorzystywano rézne gatunki oraz szczepy bakterii, a takze rézne eksplantaty.

Wspomniana juz wczesniej, szalwia czerwonokorzeniowa (Salvia miltiorrhiza),
bedaca zrodtem Danshen, jest jednym z najszerzej przebadanych gatunkow szatwii. Studia
nad t3 rosling dotycza réwniez badan z zakresu biotechnologii, a udang transformacje
genetyczng  szatlwii  czerwonokorzeniowe]  przeprowadzono juz w  latach
dziewigédziesigtych. W wyniku zakazania réznymi szczepami Rhizobium rhizogenes
pozyskano kilka klonéw korzeni transformowanych tego gatunku réznigcych si¢ akumulacja
diterpenow, wsrdd ktorych dominowaty takie zwigzki jak kryptotanszinon oraz tanszinon
1A (Zhi i Alfermann, 1993). W korzeniach wlosnikowatych S. miltiorrhiza zanotowano
takze obecno$¢ zwigzkow polifenolowych. Elicytacja z udzialem jasmonianu metylu
skutkowata zwigkszeniem zawartosci polifenoli w korzeniach w znacznie wyzszym stopniu
niz w przypadku tanszinondéw. Elicytor oddzialywat szczegdlnie korzystnie na produkcije
kwasu rozmarynowego, cynamonowego oraz salwianolowego B. W przypadku tanszinonéw
pobudzenie biosyntezy odnotowano jedynie w przypadku Kryptotanszinonu

i dihydrotanszinonu I (Xing i in., 2018a).

Kuzma 1 wspotpracownicy (2011) wuzyskali korzenie wlosnikowate szatwii
austriackiej, S. austriaca Jacq. stosujgc szczep A4 Rhizobium rhizogenes. Po 4 tygodniach
zanotowali 50% odpowiedZ zarowno dla eksplantatow lisciowych, ktore zakazano
w ogonek/blaszke lisciowa, jak 1 eksplantatow pedowych, infekowanych ponizej paka

szczytowego (Kuzma i in., 2011).

W  przypadku transformacji genetycznej szatwii lekarskiej, S. officinalis
wykorzystano dwa szczepy R. rhizogenes: A4 i ATCC 15834. W do$wiadczeniu jako
eksplantaty stosowano nakluwane w wezet pedy oraz nakluwane w nerw liscie. Oceniano
takze wptyw acetosyringonu dodawanego do podtoza na efektywnos¢ procesu transformacji
(Grzegorczyk i in., 2006). Tylko eksplantaty pgdowe okazaty si¢ odpowiednie dla uzyskania
korzeni wlosnikowatych szatwii lekarskiej, a uzycie szczepu ATCC 15834 skutkowalo

istotnie wyzszym odsetkiem odpowiedzi (57%) niz szczepu A4 (37%). Dodatek
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acetosyringonu wptywat korzystnie na przebieg procesu transformacji jedynie w przypadku

szczepu A4, kiedy zwiazek ten byt dodawany do podtoza wzrostowego dla bakterii.

Korzenie wlosnikowate szalwii muszkatotowej, S. sclarea L. uzyskano w wyniku
zakazania szczepem LBA 9402 R. rhizogenes. Jednocze$nie wykazano, ze kultura
prowadzona na §wietle dostarczata trzykrotnie wigcej zwiazkoéw diterpenowych (171,5 mg/1

kultury) niz korzenie hodowane w ciemnosci (54,5 mg/1 podioza) (Kuzma i in., 2006).

Innym gatunkiem poddanym transformacji genetycznej byta S. virgata Jacq.
W powyzszym eksperymencie wykorzystano 4 szczepy R. rhizogenes (A4, ATCC 15834,
R1000, GM1534 oraz C58C1), ktore okazaly si¢ mie¢ r6zng efektywnos¢ w odniesieniu do
indukcji procesu transformacji na eksplantatach lisciowych. Najlepsza odpowiedz
wynoszacg 56% uzyskano dla szczepu ATCC 15834. Co wigcej, jeden z otrzymanych w ten
sposob klonow charakteryzowat si¢ najwyzszym przyrostem biomasy (2,29 g suchej masy)
oraz najwyzszg zawartoscig kwasu rozmarynowego (0,45 mg/g suchej masy) (Abrishamchi
iin., 2022).

Kulture korzeni transgenicznych uzyskano takze dla szatwii zielonej, Salvia viridis
L. Zostata ona zainicjowana w wyniku zakazenia R. rhizogenes szczepem A4. Najwyzszy
procent transformacji (45%) uzyskano podczas infekcji pedéw bakteriami hodowanymi na
podlozu wzbogaconym o acetosyringon. Analiza jako$ciowa metanolowo-wodnych
ekstraktow wykazata, ze zwigzkiem dominujgcym we wszystkich otrzymanych klonach byt
kwas rozmarynowy. Najbardziej produktywny klon (K3) wytwarzat 35,8 mg RA na g suchej
masy, co bylo warto$cig 8-krotnie wyzsza od tej raportowanej dla korzeni rosliny

macierzystej (Grzegorczyk-Karolak i in., 2018).

Z kolei Li 1 wspotpracownicy (2016), na skutek transformacji genetycznej szczepem
ATCC 15834 R. rhizogenes otrzymali korzenie wlo$nikowate S. castanea Diels f. tomentosa
Stib. Otrzymang kultur¢ poddano elicytacji ekstraktem drozdzowym, jonami srebra oraz
jasmonianem metylu istotnie zwigkszajac w niej poziom tanszinonéw (Li i in., 2016).
Rowniez korzenie transformowane S. przewalskii otrzymane w wyniku transformacji
R. rhizogenes ATCC 15834 poddano elicytacji. Kwas salicylowy w stgzeniu 50 uM
i jasmonian metylu w stezeniu 400 uM okazaly si¢ optymalne dla zwigkszenia akumulacji

zwigzkow polifenolowych i tanszinonéw w kulturze (J. Li i in., 2020).

Odnotowano réwniez udang transformacje genetyczna S. tomentosa Mill. W badaniu,

wykorzystujac szczep ATCC 15834 R. rhizogenes, zastosowano dwie procedury zakazania
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— kokultywacje z bakteriami oraz bezposrednie naktucie eksplantatu. Ostatecznie otrzymano
111 klonéw korzeni transformowanych sposrdd ktorych 35% wykazalo stabilny wzrost

I zostato wyselekcjonowane do dalszych etapow badan (Marchev i in., 2011).

Poprzez infekcj¢ tym samym szczepem bakterii, ATCC 15834, uzyskano takze
korzenie wlosnikowate S. broussonetti Benth. (Fraga i in., 2005) oraz S. corrugata Vahl.
(Kentsop i in., 2021). W tym ostatnim przypadku otrzymang kultur¢ hodowano na wigksza
skale w systemie okresowego zalewania, w bioreaktorze typu Rita i oceniono w niej
produkcje zwigzkow terpenowych. Okazalo si¢, ze korzenie transformowane S. corrugata
majg inny profil fitochemiczny niz korzenie roslin macierzystych tego gatunku. Zwigzkiem
wystepujacym w obu kulturach byl wprawdzie feruginol, lecz jedynie w korzeniach

wlo$nikowatych zanotowano obecno$¢ agastolu (Kentsop i in., 2021).

W innych badaniach, Ruffoni i1 wsp. (2016) przeprowadzili transformacje
S. wagneriana Polak., w ktorej jako eksplantaty wykorzystano ogonki i blaszki liSciowe
zakazane jednym z dwoch szczepow R. rhizogenes (ATCC-15834 i NCPPB-1855).
Naukowcy zaobserwowali, ze otrzymana przez nich kultura korzeni wytwarza wigksza ilos¢
kwasu rozmarynowego niz roslina macierzysta. Co wiecej, dodatek hydrolizatu kazeiny
wplynat korzystnie na akumulacje tego metabolitu zwigkszajac jego i1los¢ ponad dwukrotnie

(Ruffoni i in., 2016).

Norouzi wraz z zespotem (2017) przeprowadzili transformacje 7 gatunkéw szatwii,
wykorzystujac 4 szczepy R. rhizogenes (1724, 2659, ATCC-15834 oraz A4). Efektywnos¢
transformacji 1 liczba powstatych na eksplantat korzeni zalezata zarowno od gatunku rosliny
jak 1 zastosowanego szczepu bakterii. Szczep A4 okazal si¢ korzystny w przypadku
S. eremophila Boiss. i S. reuteriana Boiss., dajac, odpowiednio, 3,3 i 3,9 korzeni na jednym
eksplantacie; szczep 2659 dla S. nemorosa L. (2,6), S. multicaulis VVahl. (4,4) i S. verticillata
L. (5,0), a szczep ATCC-15834 dla S. macrosiphon Boiss. (5,1) oraz S. virgata (3,0)
(Norouzi i in., 2017).

Tymczasem dane literaturowe donosza o kulturach transformowanych pedow tylko
w przypadku dwoch gatunkow szatwii. Pedy transgeniczne S. miltiorrhiza zostaty uzyskane
w dwoch niezaleznych eksperymentach. Yan 1 Wang (2007) otrzymali je w wyniku ko-
kultywacji fragmentow liSci z zawiesing bakteryjng A. tumefaciens (Yan i Wang, 2007).
Zkolei Wang i wsp. (2013) zregenerowane ro$liny uzyskali na bazie korzeni

wlosnikowatych wytozonych na podloze MS wzbogacone w regulatory wzrostu. Otrzymane
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w 2013 roku roslin Salvia miltiorrhiza charakteryzowaty si¢ cechami typowymi dla organow
transformowanych: miaty pomarszczone liscie oraz dlugie i grube korzenie (Wang i in.,
2013; Yan i Wang, 2007). Zmienione genetycznie rosliny rosty szybko i w korzeniach
akumulowaty 1,8- oraz 4,7-krotnie wigcej tanszinonow w poréwnaniu z, odpowiednio,
korzeniami transformowanymi i korzeniami ro$lin niezmienionymi genetycznie (Wang i in.,
2013). Poprzez infekcje A. tumefaciens uzyskano rowniez zmienione genetycznie pedy
Salvia chinensis Benth. (Xu i Yang, 1993).
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3.

Cel pracy

Salvia bulleyana jest rosling wykorzystywang w chinskiej medycynie ludowej, ktorej

potencjat leczniczy zwigzany jest z obecno$cia w surowcu tanszinondw oraz zwigzkow

polifenolowych. Biotechnologia roslin umozliwia pozyskiwanie znacznych ilo$ci wysokiej

jakos$ci surowcow roslinnych, ktore sg bogate w metabolity wtérne. Szczegdlnie korzystnym

zabiegiem jest prowadzenie kultur organow transgenicznych. Celem mojej pracy byto

zastosowanie wybranych technik biotechnologicznych dla uzyskania wysoko produktywnych

kultur korzeni i pedow transformowanych S. bulleyana. Badania sktadaty si¢ z kilku etapow:

R

Potwierdzenie transformacji czterech klonéw korzeni transformowanych (C1-C4) oraz
spontanicznie zregenerowanych pedéw transgenicznych Salvia bulleyana otrzymanych
w wyniku zakazania Rhizobium rhizogenes szczepu A4.

Analiza fitochemiczna metanolowo-wodnych ekstraktow z korzeni i pedow
transformowanych.

Selekcja klonu korzeni wlosnikowatych charakteryzujacego si¢ najwyzsza
produktywnoscig, a nast¢gpnie optymalizacja warunkow  wzrostu  korzeni
transformowanych linii C4 obejmujgca dobor odpowiedniego podioza wzrostowego,
stezenia witamin oraz sacharozy w podlozu, a takze warunkow oswietlenia w celu
otrzymania jak najwyzszej akumulacji biomasy oraz produkcji polifenoli.

Wykonanie krzywej wzrostu i1 produkcji korzeni wilosnikowatych (C4) w celu
okreslenia optymalnego dnia zbioru materialu ro§linnego.

Ocena wpltywu elicytoréw biotycznych 1 abiotycznych na produkcje zwigzkoéw
polifenolowych w korzeniach transformowanych hodowanych w optymalnych
warunkach.

Optymalizacja warunkow wzrostu pedow transgenicznych S. bulleyana obejmujaca
dobor odpowiedniego os$wietlenia, wybor cytokininy i jej stezenia, a takze oceng
wptywu hodowli w warunkach podtozy ptynnych na akumulacje biomasy i produkc;ji
zwigzkow polifenolowych.

Proba zwiekszenia skali hodowli korzeni i pedéw transformowanych w systemach
czasowego zalewania, tj. bioreaktorach typu PlantForm i Rita.

Wstgpna ocena aktywnosci  biologicznej metanolowo-wodnych — ekstraktow

przygotowanych z wybranego materiatu z transformowanych kultur S. bulleyana.
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4. Materialy i metodyka

4.1. Material roslinny

Materialem wyjsciowym do podjetych w ramach pracy doktorskiej badan byty cztery
klony korzeni transformowanych Salvia bulleyana (C1-C4) otrzymane w ramach pracy
magisterskiej w wyniku transformacji genetycznej przy uzyciu bakterii Rhizobium rhizogenes
szczepu A4 (Wojciechowska, 2017). Klony C1-C3 zostaly zapoczatkowane na eksplantatach
lisciowych, a C4 powstal w wezle pedu. Ponadto, klony C2 oraz C3 otrzymano podczas tury
zakazania, w ktorej do podtoza dla bakterii dodano 200 uM acetosyringonu. Po
wyeliminowaniu bakterii, kultury uzyskanych korzeni hodowano w kolbach Erlenmayera
0 pojemnosci 300 ml zawierajagcych 80 ml podtoza ptynnego WP bez dodatku regulatorow
wzrostu 1 pasazowano co 5 tygodni. Kolby z materiatem roslinnym inkubowano na wytrzasarce
rotacyjnej (70 rpm) w fitotronie, w temperaturze 26+2°C przy wilgotnosci 80-90%,

W ciemnosci.

Jako material do badan uzyto rowniez kultury pedéw uzyskanych w wyniku
spontanicznej regeneracji na korzeniach transformowanych (klony korzeni C7 i C9) (P7 oraz
P9). Kultury te wstepnie hodowano na podtozu MS zestalonym agarem (0,7%) i uzupetnionym
0,1 mg/l IAA (kwas indoilo-3-octowy) oraz 1 mg/l m-Top (meta-topolin). Kultywacja pedow
odbywatla si¢ w fitotronie, w temperaturze 26+2°C, przy wilgotnosci 80-90% i o$wietleniu
lampami  fluorescencyjnymi (PPFD 40 pM/m?s) 1z zastosowaniem fotoperiodu

swiatlo/ciemnos¢ (16/8 h).

4.2.  Potwierdzenie transformacji
W celu potwierdzenia procesu transformacji genetycznej czterech wyselekcjonowanych
klonéow korzeni S. bulleyana zastosowano tancuchowa reakcje polimerazy, PCR (ang.
Polymerase Chain Reaction). Negatywng probe kontrolng stanowity korzenie roslin
macierzystych rosngcych w glebie. Podobne badania wykonano dla potencjalnie
transformowanych kultur pedow (P7 i P9), a kontrole w tym eksperymencie stanowita kultura

niezmienionych pedow uzyskanych z wysterylizowanych nasion.

Plazmidowy DNA bakterii R. rhizogenes hodowanych przez 24 h w ptynnym podtozu
YMB (Hooykaas i in., 1977) na wytrzasarce rotacyjnej (70 rpm) stanowit kontrolg pozytywna.

Do izolacji DNA pochodzacego z materiatu roslinnego wykorzystano zestaw Syngen
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Plant DNA Mini Kit (Syngen Biotech Sp. z 0. 0, Polska), a DNA bakteryjnego — Plasmid Mini
Kit (A&A Biotechnology, Polska).

Pierwszym etapem izolacji roslinnego DNA bylo zmacerowanie 100 mg $wiezej tkanki
zamrozonej w cieklym azocie (-80°C). Zmikronizowany materiat przenoszono do proboéwki,
dodawano do niego 400 pl buforu lizujacego oraz 8 pl roztworu RNAzy A i mieszano, az do
zajscia catkowitej lizy tkanki. Nastepnie inkubowano w 65°C przez 10 min. Do probowki
dodawano 130 pl buforu lizujacego, mieszano i inkubowano przez 5 min w warunkach
obnizonej temperatury, na lodzie. Na kolumienke¢ klarujaca, umieszczong w 2 ml probowece,
przenoszono przygotowany wczesniej lizat. Zawartos¢ wirowano przez 3 min z maksymalng
predkoscig. Sklarowany lizat umieszczano w nowej probowce z 1,5 objetosci buforu wigzacego
1 mieszano. 700 pl mieszaniny przenoszono na nowg kolumienke 1 wirowano przez 2 min
z maksymalng predkoscig. Otrzymany przesagcz wylewano 1 powtarzano procedur¢ do momentu
wykorzystania catego lizatu. Nastepnie, aby oczys$ci¢ kolumienki dodano 500 pl buforu
ptuczacego 1 wirowano. Przesacz wylewano i procedure powtarzano z 750 pl buforu.
Membrang suszono wirujac ja z maksymalng predkoscig przez 3 min. Osuszong kolumienke
przenoszono do probowki elucyjnej i dodawano 200 ul podgrzanego buforu do elucji. Probke
inkubowano przez 3 min do wchionigcia buforu przez membrang. Po odwirowaniu,
wyizolowany DNA przechowywano w temperaturze -20°C do momentu przeprowadzenia

dalszych analiz.

W przypadku izolacji plazmidowego DNA, 3 ml nocnej hodowli R. rhizogenes
wirowano. Uzyskany supernatant wylewano, a do osadu dodawano roztwor do zawieszania
komorek. Po catkowitym rozpuszczeniu osadu dolewano 200 pl roztworu lizujgcego
i delikatnie mieszano do momentu, az zaszta catkowita liza. Nastepnie mieszaning inkubowano
3 min w temperaturze pokojowej do uzyskania klarownej, malinowej barwy. Dodatek 400 pl
roztworu zobojetniajacego i ostrozne wymieszanie skutkowalo zanikiem malinowego koloru
lizatu, ktéry nast¢gpnie wirowano przez 10 min przy 15000 rpm. Supernatant przenoszono na
minikolumne i ponownie wirowano przez 1 min. Uzyskany przesacz wylewano, a kolumienke
przeplukiwano 500 pl roztworu ptuczacego, usuwajac odwirowany ptyn. Procedure powtarzano
z wykorzystaniem 600 pl drugiego roztworu ptuczacego. Minikolumneg przenoszono do nowej
probowki 1 nanoszono na nig 60 pl buforu. Probke inkubowano przez 3 min w temperaturze
pokojowej, a nastgpnie wirowano przez 1 min. Uzyskany plazmidowy DNA przechowywano

w temp. 4-8°C do momentu przeprowadzenia dalszych analiz.

Do reakcji PCR wykorzystano geny: auxl, aux2, rolB, rolC, rolD oraz virG. Reakcje
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prowadzono w termocyklerze MJ Mini™ Thermal Cykler z gradientem termicznym firmy Bio-
Rad (Stany Zjednoczone). Sekwencje uzytych starterow przedstawiono w tabeli 1. W sktad
mieszaniny reakcyjnej wchodzity: 2,5 pl 10-razy stgzonego buforu reakcyjnego TaqNova, 2 ul
0,2 mM mieszaniny deoksynukleotydow (dNTPs), 1 ul 2,5 mM MgClz, 1 pl 2 U/ul polimerazy
DNA TagNova, 9,5 ul H20, 4 ul primeréw (2 ul forward i 2 pl reverse) i 5 ul wyizolowanego
DNA. Najpierw przeprowadzono wstepnag denaturacj¢ w temp. 95°C przez 3 min. Kolejny etap
sktadat si¢ z 36 cykli, w ktore wchodzity: denaturacja (95°C; 0,3 min), przytaczanie primeréw
(55°C; 0,3 min) oraz elongacja (72°C; 1,1 min). Koncowa elongacja trwata 3 min i przebiegata
w temp. 72°C. Nastepnie produkty reakcji, tj. fragmenty odpowiadajace analizowanym genom
oraz standardowy marker DNA (M100-1000) nanoszono na 1,2% zel agarozowy. Elektroforezg
prowadzono w buforze TBE, przez 1 h, pod napigciem 90 V. Nastepnie, zel umieszczano w
roztworze bromku etydyny i wizualizowano w transiluminatorze w swietle UV o dlugosci fali

320 nm. Przy uzyciu DNR Biolmaging System MiniBIS Pro (Israel) wykonano fotografie zelu.

Tabela 1. Sekwencje starterow 1 wielko$¢ genow uzytych do reakcji PCR.

Wielkosé
Gen Sekwencja primera amplifikowanych

genow (pz)

1 5S’ATC TTA GTC ACT TCATAG CAGTT 3 500
aux
S CTTTTT GAG ATAGAAGAACAAG 3

) 5" ATATCT GCT TCA ACAAAAGTAAC ¥ -
aux
5 TGA GTT AAT CGA AAC GAT AATA 3

B 5 GCTCTTGCAGTGCTAGATTT 3 386
ro
5" GAA GGT GCAAGCTACCTCTC 3

Ic 5 CTCCTGACATCAAACTCGTCZ -
ro
5 TGCTTCGAG TTATGG GTACA 3

D 5'-CGTCAATTGGACAACATTCG-3' 204
ro
5'-ACTCCAAAACCAATTGCCAG-3'

G 5 AGT TCAATCGTGTACTTT CCT 3 319
VIr
5 CTGATATTCAGT GTC CAG TCT 3’
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4.3. Analiza fitochemiczna

4.3.1. Przygotowanie ekstraktéw

100 mg liofilizowanego i zmikronizowanego materiatu roslinnego poddano ekstrakcji
30 ml mieszaniny metanolu z woda (8:2 v/v) przy uzyciu tazni ultradzwickowej UD-20,
w temp. 40°C przez 15 min. Procedura ta byla powtérzona dwukrotnie z uzyciem 15 ml
rozpuszczalnika. Otrzymane eckstrakty taczono i odparowywano do sucha na wyparce
rotacyjnej w warunkach zmniejszonego ci$nienia. Suche ekstrakty przechowywano w lodowce
(4°C) do momentu wykonywania dalszych analiz. W przypadku przygotowywania ekstraktow
z pedoéw, po roztarciu materiatu roslinnego, wstgpnie zalewano go 15 ml chloroformu w celu
usuni¢cia substancji balastowych takich jak chlorofil. Otrzymang zawiesing sonifikowano
W temperaturze pokojowej przez 15 min, a nastepnie sgczono. Nastepnie odsgczony materiat

roslinny ekstrahowano roztworem metanolu z wodg zgodnie z opisang powyzej procedurg.

4.3.2. Analiza jakoSciowa

Analiza jako$ciowa zwigzkow polifenolowych obecnych w metanolowo-wodnych
ekstraktach byla przeprowadzona przy uzyciu ultra wysokosprawnej chromatografii cieczowej
sprz¢zonej ze spektrometrem mas (UHPLC-PDA-ESI-MS). Wykorzystano aparat UHPLC-300
RS (Dionex, Niemcy) wyposazony w detektor PAD (Waters 2998), spektrometr mas AmaZon
SL z interfejsem ESI (Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Niemcy) oraz kolumng¢ Zorbax SB C18
(150 x 2,1 mm, 1,9 um; Agilent, USA). Faze¢ ruchomg stanowit 0,5% kwas ortofosforowy,
a faz¢ ruchomg B — acetonitryl. Fazy byly dostarczane zgodnie z gradientem: 0-1 min 5% B
(v/v), 1-16 min 5-30% B, 16-17 min 30-50% B, 17-19 min 50% B, 19-20 min 50-5% B, 20-25
min 5% B (wyréwnanie). Predkos¢ przeptywu wynosita 1,4 ml/min, a temperatura kolumny
byta utrzymana na poziomie 30°C dzigki zastosowaniu termostatu Jetstream Plus 5480

(Thermotechnic Products, Langenzersdorf, Austria).

Otrzymane anality zostaly zidentyfikowane na podstawie czaséw retencji, widm
MS/MS oraz UV-vis, ktore poréwnywano do wzorcoéw i danych literaturowych (Grzegorczyk-
Karolak i in., 2020b; Liu i in., 2007; S. J. Zhao i in., 2011).
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4.3.3. Analiza iloSciowa

Do okreslenia zawartosci zidentyfikowanych zwiazkéw zastosowano metode
wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC). Suche ekstrakty rozpuszczano w 10 ml
mieszaniny metanolu z woda (8:2 v/v), a nastgpnie sagczono przy pomocy niesterylnych
saczkow (o $rednicy porow 0,22 um) do wialek chromatograficznych o pojemnosci 1,5 ml.
Do przeprowadzenia analizy uzyto systemu LaChrom Hitachi wyposazonego w pompe [.-2130,
autosampler L-2200 i termostat L-2350 oraz zastosowano kolumne Ascentis Express C-18 (7,5
cm X 4,6 mm, 2,7 um; Supelco, USA). Faze ruchomg A stanowit 0,5% kwas ortofosforowy,
a ruchomg faze B — acetonitryl. Predkos¢ przeptywu faz byla rowna 1,6 ml/min i1 byly one
dostarczane zgodnie z gradientem: 0-1 min 5% ruchomej fazy B (elucja izokratyczna), 1-16 min
5-30% B (gradient liniowy, v/v), 16-25 min 30-50% B, 25-26 min 50% B, 26-27 min 50-5% B,
27-32 min 5% B (wyréwnanie). Analiza zostata przeprowadzona w 35°C, a wielko$¢ nastrzyku
wynosita 5 pl. Widmo zebrano w zakresie 220-700 nm, a oznaczenie ilosciowe

przeprowadzono przy dtugosci fali rownej 325 nm.

Do procesow kalibracyjnych zastosowano wzorce: kwas kawowy (CA; Sigma Aldrich,
St. Louis, USA), kwas rozmarynowy (RA; Extrasynthese, Genay, France) oraz kwasy
salwianolowe A (SAA; ChemFaces, Hubei, China), B (SAB; Sigma Aldrich, St. Louis, USA)
i F (SAF; ChemFaces, Hubei, China). Krzywe kalibracyjne wykonano w zakresie stezen 1-100
pug/ml, na podstawie pol pod pikami, ktére odpowiadaty danym zwigzkom. Wyznaczono
réwnania regresji dla kazdej z krzywych wzorcowych: y = 63565x (R? = 0,9998) dla CA;
y = 35532x (R?=0,9998) dla RA, y = 15383x (R?= 0,9999), y = 11256x (R?= 0,9997) dla
SAB, y = 27876x (R? = 0,9999) dla SAF. Dla zwiazkow, dla ktérych nie mozna zakupié
gotowych wzorcow wykorzystano krzywe wykonane dla substancji o podobnej strukturze.
Krzywa wzorcowa wyznaczong dla SAB uzyto do oznaczenia zawartosci kwasu
salwianolowego E, SAA — dla kwasu salwianolowego K oraz litospermowego, SAF — dla
izomerow tego zwigzku, RA — dla heksozy kwasu rozmarynowego, rozmarynianu metylu,
kwasu dehydrorozmarynowego i kwasu protolitospermowego oraz CA — dla pochodnych

kwasu kawowego oraz kwasu kawoilotreoninowego.
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4.4. Korzenie transformowane

4.4.1. Wstepna selekcja klonow korzeni transformowanych

W celu okreslenia wzrostu czterech wykazujacych obiecujacy wzrost klonéw korzeni
transfomowanych, C1-C4, 0,4 - 0,5 g swiezej masy inokulatu (0,04 - 0,06 g suchej masy) byto
przenoszone do 80 ml $wiezego podtoza WP i hodowane na wytrzasarce rotacyjnej (70 rpm)
przez 5 tygodni. Kultury byly inkubowane w fitotronie w temp 26+2°C, w ciemnosci.
Po uptywie 5 tygodni hodowli oznaczono przyrost biomasy korzeni wtosnikowatych, ktéry
wyrazono jako $wieza (SM) i sucha masa (SM). Swieza mase wazono po wyjeciu korzeni z Kolb
Erlenmayera oraz odsaczeniu podtoza. Materiat ro§linny zamrazano i nastegpnie liofilizowano.
Po ponownym zwazeniu okreslano wartosci suchej masy. Indeks wzrostu (GI) zostat obliczony
jako [SM(SM)~SM(SM)il/SM(SM)i, gdzie: SM(SM)¢ — ostateczna $wieza (sucha) masa;
SM(SM)i — $wieza (sucha) masa inokulatu. Eksperyment zostat powtérzony trzykrotnie (pasaze

29-31),

4.4.2. Optymalizacja warunkéw hodowli korzeni transformowanych S. bulleyana
Biorgc pod uwage akumulacj¢ biomasy jak i produkcje zwigzkéw polifenolowych,
korzenie transformowane klonu C4 zostaly wybrane do dalszych badan. Pierwszy etap tych

eksperymentdéw stanowita optymalizacja warunkéw hodowli.

442.1.  Wplyw podloia hodowlanego na wzrost i produkcje zwigzkow polifenolowych

Do hodowli korzeni transformowanych najlepiej rosngcego i wysoko produktywnego

klonu C4 S. bulleyana wykorzystano cztery standaryzowane podtoza wzrostowe: WP, SH, MS
oraz B35, ktére zawieraly petng lub obnizong o potowe zawarto§¢ mikro- oraz makroelementow
(2WP, »SH, 2MS, .BS5). Inokulat byt przenoszony do kolb Erlenmayera zawierajacych 80
ml podioza i inkubowany na wytrzasarce rotacyjnej (70 rpm), w 26°C, w ciemnosci. Po
5 tygodniach hodowli zbierano material w celu okreslenia wptywu réznych wariantéw podioza
na akumulacje biomasy (SM, SM, GI) (pomiar wzrostu jak opisano powyzej W podrozdziale
44.1.) i zwigzkow polifenolowych (zgodnie z analizg opisang w podrozdziale 4.3.3).

Eksperyment powtorzono trzykrotnie (pasaze 32-34).
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4.4.22.  Wplyw zawartosci witamin na wzrost i produkcje zwigzkow polifenolowych

Wplyw witamin na wzrost i produkcje korzeni transformowanych S. bulleyana (C4)
badano wykorzystujac wybrane wczesniej podtoza SH oraz /2SH. W standardowym podtozu
SH stezenia witamin wynosza: 5 mg/l kwasu nikotynowego, 5 mg/l chlorowodorku tiaminy,
0,5 mg/l chlorowodorku pirydoksyny oraz 1000 mg/l myo-inozytolu. W do$wiadczeniu uzyto
peinej (FV), polowy (12V) oraz jednej czwartej (¥4V) zawartosci witamin, a takze okre§lono
wplyw ich braku (0V) na kultur¢ korzeni wtosnikowatych S. bulleyana. Po 5 tygodniach
hodowli w opisanych powyzej warunkach, okreslono wartosci $Swiezej oraz suchej masy
i indeks wzrostu kultury (pomiar wzrostu jak opisano powyzej w podrozdziale 4.4.1.) oraz
przeprowadzono analize ilosciowg zwigzkow polifenolowych (wg metodyki opisanej

w podrozdziale 4.3.3.). Eksperyment powtorzono trzykrotnie (pasaze 34-36).

4.42.3. Wplyw stezenia cukru w podloiu na wzrost i produkcje zwigzkow
polifenolowych
W celu oceny wplywu zawartosci cukru w podtozu na akumulacje biomasy 1 produkcje
zwiazkow bioaktywnych, kultura korzeni transformowanych (C4) byta hodowana w pozywce
72SH uzupelnionej potowg zawarto$ci witamin oraz ré6znymi stezeniami sacharozy: 2%, 3%,
4% 1 5%. Po 5 tygodniach hodowli w opisanych powyzej warunkach, oznaczono wartosci
$wiezej 1 suchej masy, indeks wzrostu (pomiar wzrostu jak opisano powyzej w podrozdziale
4.4.1.) oraz zawarto$¢ metabolitow wtornych (wg metody opisanej w podrozdziale 4.3.3.).

Eksperyment powtorzono trzykrotnie (pasaze 37-39).

4424,  Wplyw warunkow oswietlenia na wzrost i produkcje zwigzkow
polifenolowych
Kolejnym etapem optymalizacji warunkéw wzrostu klonu C4 bylo okreslenie wpltywu
warunkow o$wietlenia na akumulacje biomasy 1 zwigzkéw aktywnych w korzeniach
transformowanych S. bulleyana hodowanych w podtozu ptynnym '2SH z dodatkiem potowy
zawartosci witamin oraz 3% stezeniem sacharozy. Kultura byta inkubowana na wytrzasarkach
rotacyjnych (70 rpm) w fitotronie, z zachowaniem fotoperiodu §wiatto ciemnos¢ (16/8 h),
W réznych warunkach o$wietlenia wykorzystujacego lampy LED, ktore charakteryzowaty si¢
roznymi dlugosciami fali. Wykorzystano $wiatto biate (390-760 nm), niebieskie (430 nm),

czerwone (670 nm) oraz mieszane (70% $wiatta czerwonego i1 30% $wiatta niebieskiego) (PMX
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Sp. z o. 0., Niepotomice, Polska). Zakres dtugosci fal emitowanych przez lampy LED byt
mierzony przy pomocy testera BTS256-LED. Kontrole stanowily korzenie hodowane
w ciemnosci. Po 5 tygodniach oceniono parametry wzrostu kultury, tj. $wiezg 1 suchg mase,
indeks wzrostu (pomiar wzrostu jak opisano powyzej w podrozdziale 4.4.1.) oraz zawartos¢
polifenoli (wg metody opisanej w podrozdziale 4.3.3.). Eksperyment powtdérzono trzykrotnie
(pasaze 40-42).

4.4.3. Krzywa wzrostu kultury korzeni transformowanych

Po optymalizacji warunkow wzrostu wykonano krzywa wzrostu korzeni
wlo$nikowatych. Analizg wzrostu prowadzono w cyklu 50 dniowym. W 5-dniowych odstepach
czasu zbierano material w celu okreslenia wartosci $wiezej 1 suchej masy korzeni (g/kolbg)
(pomiar wzrostu jak opisano powyzej w rozdziale 4.4.1.), a takze przeprowadzono analizg
ilosciowg zawartych w nich zwigzkoéw polifenolowych (wg metody opisanej w podrozdziale
4.3.3.). Na podstawie pozyskanych danych obliczono szybko§¢ wzrostu korzeni () oraz czas
wymagany do podwojenia biomasy (dt). W kazdym punkcie czasowym pobierano 3 kolby
zawierajace material roslinny.

2,303 (Igx — Igx0) 2,3031g2
t—t0 u

1 — szybko$¢ wzrostu kultury (dzien™)

dt — czas potrzebny do podwojenia biomasy (dni)

X — §rednia swieza (sucha) masa (g/kolb¢) w czasie t

Xo— $rednia $wieza (sucha) masa (g/kolbg) w czasie to

t — dzien zakonczenia wyktadniczej fazy wzrostu badanej kultury

to — dzien rozpoczecia wyktadniczej fazy wzrostu badanej kultury

Eksperyment powtorzono trzykrotnie (pasaze 46-48).
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4.4.4. Elicytacja

Klon C4 korzeni transformowanych hodowany na wytrzasarce rotacyjnej (70 rpm),
w optymalnych warunkach sktadu podioza (*2SH, 42V, 3% sacharozy) i o$wietlenia
(w ciemnos$ci) poddano dziataniu czterech elicytorow w celu okre$lenia ich wptywu na
produkcje metabolitow wtornych w kulturze. W eksperymencie wykorzystano cztery elicytory,
kazdy w dwoch réznych, wybranych na podstawie danych literaturowych, st¢zeniach. Aby
okresli¢ oddziatywanie ekstraktu drozdzowego (YE) i kadmu w postaci soli chlorkowej (Cd)
(Sigma Aldrich, Darmstadt, Niemcy), ich skoncentrowane i wysterylizowane wodne roztwory
dodawano pipetg o sterylnej koncéwce do kolb Erlenmayera zawierajagcych 80 ml ptynnego
podioza uzyskujac ostateczne stezenia: 100 1 200 mg/l dla YE oraz 50 1 100 uM dla Cd. W
przypadku jasmonianu metylu (MJA) i trans-anetolu (t-A) (Sigma Aldrich, Darmstadt,
Niemcy) ich stgzone etanolowe roztwory sterylizowano przy pomocy saczka o srednicy porow
0,22 um 1 dodawano do kultury aby otrzyma¢ koncowe stezenia: 50 1 100 uM dla MJA oraz
5i 10 uM dla t-A. Elicytory byly dodawane w 33 dniu hodowli, ktory zostal wybrany na
podstawie wykonanej wczesniej krzywej wzrostu 1 produkceji kultury. Aby przeanalizowad
wplyw czasu na przebieg elicytacji materiat zbierano w czterech punktach czasowych: 1, 3, 5
oraz 7 dni po aplikacji elicytora. Nast¢pnie dla zebranego materiatu roslinnego okreslono
warto$ci $wiezej oraz suchej masy, indeks wzrostu (pomiar wzrostu wykonano jak opisano
powyzej w podrozdziale 4.4.1.) i zawartos¢ polifenoli w materiale roslinnym (wg metody
opisanej w podrozdziale 4.3.3.). Kontrolg dla traktowan YE i Cd stanowily korzenie
wlo$nikowate hodowane w tych samych warunkach (kontrola I, Cl), a dla MJA i t-A korzenie,
do ktérych dodano takg samg objetos¢ 96% etanolu (10 pl), co roztworu elicytora, dla ktorego
stanowit on rozpuszczalnik (kontrola II, CII). Kazdy wariant do$§wiadczenia wykonano

trzykrotnie (pasaze 48-51).

4.4.5. Zwiekszenie skali hodowli korzeni transformowanych S. bulleyana
Probe zwigkszenia skali hodowli korzeni wlosnikowatych klonu C4 przeprowadzono
stosujgc systemy okresowego zalewania w postaci bioreaktoréw typu PlantForm (PlantForm
AB, Szwecja) oraz Rita (Récipient 4 Immersion Temporiaire Automatiqe, VITROPIC,

Francja).

Bioreaktor PlantForm (fotografia 2) ma wymiary 180x150x150 mm, a do jego
wykonania wykorzystano przezroczysty poliweglan, ktory jest odporny na temperatury do
120°C, wigc mozna go poddawac¢ procesowi sterylizacji. Wymiana gazowa jest kontrolowana
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przez 3 otwory wlotowe/wylotowe, ktére sa zakotwiczone w zewngtrznych $ciankach
bioreaktora za pomoca nakretek i1 zaciskow potaczonych ze sobg silikonowymi uszczelkami.
Gazy przechodza przez sterylne saczki zamocowane do otwordéw silikonowymi wezykami.
Srodkowy filtr jest polaczony osobnym wezykiem z wewnetrzng podstawa i to przez niego jest
podawane ci$nienie, ktore sprawia, ze podtoze jest czasowo wypychane go gory, aby zalaé
material ro§linny. Wewnetrzna podstawa, znajdujaca si¢ na dnie bioreaktora, posiada
3 wyztobienia po dluzszej oraz 2 po krotszej stronie, co usprawnia dostarczanie podtoza pod
wpltywem cisnienia. Na podstawie zlokalizowana jest platforma, na ktorej umieszcza sig
material roslinny. Jej dno jest perforowane, co umozliwia swobodny przeptyw pozywki pod
ci$nieniem i zalewanie materialu. 4-nozna ramka dociska platforme zapobiegajac jej unoszeniu
si¢ pod wptywem cieczy pod ci$nieniem. Zamykana na zatrzaski pokrywa wyposazona jest

w silikonowg uszczelke zapewniajaca szczelnos$¢ systemu.

Fotografia 2 Budowa bioreaktora PlantForm: A — wewnetrzna podstawa; B — platforma; C — 4-nozna ramka; D —
pokrywa; E — sterylne saczki; F — silikonowy wezyk potaczony ze srodkowym sgczkiem.

Bioreaktor PlantForm uzupetiany 500 ml podloza plynnego napowietrzany jest przy
pomocy pompy Optima (Hagen, Kanada) o objetosciowej predkosci przeptywu rownej
0,6 mh.

Bioreaktor Rita (fotografia 3) sktada si¢ polipropylenowego naczynia o pojemnosci
500 ml, ktére mozna poddawac procesowi sterylizacji. Wewnatrz znajduje si¢ podstawa
tworzaca dolng komore, a nad nig nadstawka z otworami bedaca komora gorng (hodowlang),

nad ktorej dnem znajduje si¢ okragle sito, na ktoére wyktada si¢ material ro§linny. Wszystkie te
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czesci skrecone sg ze soba przy pomocy rurki, a miedzy sitem a dnem komory gornej znajduje
si¢ uszczelka. Naczynie zamknigte jest uszczelniong, zakrecang pokrywa, w ktorej znajduja si¢
dwa porty. Od kazdego z nich odchodzi silikonowy wezyk, w ktorym umieszczane sg sterylne
saczki. Port centralny potaczony jest z rurka przechodzaca przez wewnetrzne elementy
bioreaktora i odpowiada za dostarczenie do dolnej komory, wypetionej podtozem,
nadcisnienia pochodzacego z podtaczonej do niego pompy. Dzigki temu dochodzi do uniesienia

podtoza i zalania materiatu roslinnego.

Fotografia 3. Budowa bioreaktora Rita: A — wewnetrzna podstawa; B — komora hodowlana; C — okragle sito; D —
port gtéwny; E — sterylne sgczki; F — zakrecana pokrywa.

W przypadku bioreaktora typu Rita stosuje si¢ 250 ml podtoza, ktérego dostarczanie
jest kontrolowane przy uzyciu pompy cisnieniowej DT4.4 (Becker, Niemcy) o obj¢tosciowe]

predkosci przeptywu na poziomie 4,2 m%/h i ci$nieniu 1000 mbar.

W dos$wiadczeniu wykorzystano podtoze ptynne 2SH zawierajace potowe zawarto$ci
witamin oraz 3% sacharozy. Bioreaktor typu PlantForm inokulowano 4 fragmentami korzeni,
ktorych $rednia $wieza masa wynosita 0,569 g, a sucha 0,079 g. Z kolei w przypadku Rit uzyto
2 fragmentow korzeni, z czego kazdy wazyt srednio 0,739 g, co odpowiadato 0,101 g suchej

masy.

W badaniach wstepnych zastosowano 2 tryby czasowego zalewania inokulatu pozywka:

3 min co 1,5 h oraz 10 min co 3 h. Kultura byta prowadzona w fitotronie, w ciemnosci.

63



Po 40 dniach inkubacji, zebrano materiat ro§linny i okreslono wartosci §wiezej oraz
suchej masy (pomiar wzrostu jak opisano powyzej w podrozdziale 4.3.1.), a takze
przeprowadzono analize fitochemiczng (wg metody opisanej w podrozdziale 4.3.3). Kazdy

z wariantow do$wiadczenia powtorzono trzykrotnie (pasaze 53-56).

4.5. Pedy transformowane

4.5.1. Wybor odpowiednich warunkow oswietlenia

Paki szczytowe pedow transformowanych S. bulleyana klonu P7 o dtugosci 0,5-1,0 cm
byty hodowane na zestalonym agarem (0,7 %) podlozu MS zawierajacym 0,1 mg/l IAA oraz
1 mg/l m-Top w réznych warunkach o$wietlenia. W doswiadczeniu wykorzystano cztery
warlanty o$wietlenia lampami LED: $wiatlo czerwone (670 nm), niebieskie (430 nm), biate
(390-760 nm) oraz mieszane (70% $wiatta czerwonego i 30% $wiatta niebieskiego) (PMX Sp.
z 0. 0., Niepotomice, Polska). Zakres dtugosci fali emitowanych przez lampy LED byl mierzony
przy pomocy testera BTS256-LED. Kontrolg stanowily pedy hodowane pod o$wietleniem
lampami fluorescencyjnymi (PPFD 40 uM/m?:s). Pedy hodowano w fitotronie, w temperaturze
26+2°C, przy wilgotnosci 80-90% z zastosowaniem fotoperiodu: 16 h §wiatta 1 8 h ciemnosci.
Po pieciu tygodniach wzrostu okreslano morfologi¢ kultury, okre$lano dtugos¢ pedu gtdéwnego
(cm), liczbe pedéw bocznych/przybyszowych (struktury >0,5 cm) i pgkdéw (struktury < 0,5 cm)
oraz ich dlugo$¢ (cm), $wiezg 1 suchg mase kultury (pomiar wzrostu jak opisano powyzej
w podrozdziale 4.4.1.), zawarto$¢ barwnikow fotosyntetycznych oraz aktywno$¢ enzymow
antyoksydacyjnych. Obliczono takze wspotczynnik mnozenia, ktory jest wyrazany jako Srednia
wartos¢ sumy wyksztatconych pedow 1 pagkéw na jeden eksplantat. Otrzymany materiat
roslinny analizowano pod katem zawartosci zwigzkow polifenolowych (wg metody opisanej

w podrozdziale 4.3.3.). Doswiadczenie zostato powtorzone trzykrotnie (pasaze 27-29).

45.1.1.  Analiza zawartosci barwnikow fotosyntetycznych
W pedach klonu P7 hodowanych w roznych warunkach o$wietlenia oznaczano
zawarto$¢ barwnikoéw asymilacyjnych. Analize¢ wykonano wedlug metody opisanej przez

Lichtenthalera i Buschmanna (Lichtenthaler i Buschmann, 2001).

200 mg S$wiezej masy, pochodzacej z kazdego traktowania $wiattem LED,
zmikronizowano z 2 ml 80% acetonu o temperaturze 4°C. Po wirowaniu, supernatant
przeniesiono do kolby miarowej 1 uzupeliono acetonem do 10 ml. Nastgpnie zmierzono
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absorbancj¢ otrzymanego roztworu uzywajac Spektrofotometru UV-1800 UV/VIS (Rayleigh,
Pekin, Chiny) przy dtugosciach fali: 664 nm dla chlorofilu a, 647 nm dla chlorofilu b, 470 nm

dla karotenoidéw. Zawartos$ci chlorofilu obliczono przy pomocy wzorow:

Cchia=12,25xAe64)-2, 79XA@47)
Ccnig=21,50XA647)-5,10XAes4)

Wyniki wyrazano na mg/g SM. Doswiadczenie powtdrzono trzykrotnie.

4.5.1.2.  Oznaczenie aktywnosci enzymow antyoksydacyjnych
Pedy P7 hodowane w warunkach oswietlenia LED o roznej dlugosci fali badano
rowniez pod katem wplywu warunkéw oS$wietlenia na aktywno$¢ enzymow

antyoksydacyjnych.

4.5.1.2.1. Oznaczanie aktywnosci SOD

Do oceny aktywnosci SOD zastosowano metode opisang przez Giannopolitis i Ries
(1977) polegajaca na pomiarze stopnia redukcji biekitu nitrotetrazolinowego (NBT) przez
anionorodnik ponadtlenkowy (0,"), ktory powstaje w wyniku redukcji ryboflawiny
(Giannopolitis i Ries, 1977). 50 ul ekstraktu (zawierajagcego ok. 80 pg biatka) zostato dodane
do mieszaniny reakcyjnej, w ktorej sktad wchodzito: 2,2 ml 0,1 M buforu fosforanowego
0 pH=7,8, 0,25 ml 0,015 mM ryboflawiny, 75 ul NBT, 0,25 ml 0,156 M L-metioniny oraz
100 pl EDTA. Po uzupetnieniu wodg do 3 ml dokonano pomiaru absorbancji mieszaniny przy

dhugosci fali 560 nm. Do proby kontrolnej zamiast ekstraktu, dodano takg sama objetos¢ wody.

Wyniki przedstawiono w jednostkach aktywno$ci enzymu na miligram biatka (U/mg
biatka), ktorego ilo§¢ w pedach z poszczegdlnych traktowan oznaczono wedlug metody
opisanej ponizej w podrozdziale 4.5.1.3. Wszystkie odczynniki uzyte w oznaczeniu zostaly

zakupione w firmie Merck KGaA (Niemcy).

4.5.1.2.2. Oznaczanie aktywnosci POD
Do oznaczenia aktywnosci POD wykorzystano metod¢ wg. Hemedy 1 Kleina (1990),
ktéra ocenia szybko$¢ utleniania gwajakolu w obecno$ci nadtlenku wodoru pod wplywem

enzymu zawartego w okre$lonej objetosci probki (Hemeda i Klein, 1990). Mieszaning
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reakcyjng stanowito: 0,15 ml 0,2 M buforu fosforanowego (pH = 6), 0,15 ml 0,2 M gwajakolu,
0,5 ml 0,01 M H20, w buforze fosforanowym, 0,5 ml 10% kwasu siarkowego, 0,5 ml 10%
siarczynu sodowego, 0,5 ml wyciagu roslinnego oraz 0,7 ml wody. Zastosowano 3 rodzaje
préb: kontrolng (bez ekstraktu roslinnego), slepa (bez dodatku H20-) oraz petng (zawierajaca
wszystkie odczynniki i badany ekstrakt), ktore inkubowano przez 10 min w temperaturze
pokojowej. Pomiar aktywnosci enzymu byt oznaczany jako wzrost absorbancji (przy dlugosci

fali 470 nm), ktory byt uzalezniony od stopnia utleniania gwajakolu.

Wyniki przedstawiono w jednostkach aktywnosci enzymu na miligram biatka (U/mg
biatka), ktérego ilos¢ w pedach z poszczegdlnych traktowan oznaczono wedlug metody
opisane] ponizej w podrozdziale 4.5.1.3. Wszystkie uzyte w powyzszym oznaczeniu

odczynniki zostaty zakupione w firmie Merck KGaA (Niemcy).

4.5.1.2.3. Oznaczanie aktywnosci CAT
Aktywnos$¢ CAT oznaczono zgodnie z metodg zaproponowang przez Aebi (Aebi, 1983).
Zostala ona wyrazona jako spadek ilosci nadtlenku wodoru w ciggu 1 minuty, ktory nastagpit
w wyniku dodania 0,15 ml 2 mM roztworu H202 w buforze fosforanowym do wytrzgsanej
przez 30 min mieszaniny reakcyjnej (1,825 ml 0,067 M buforu fosforanowego o pH = 7,0 oraz
50 ul ekstraktu). Probe referencyjng stanowit bufor fosforanowy z dodatkiem H>O2. Pomiaru

absorbancji dokonano przy dtugosci fali 240nm.

Wyniki przedstawiono w jednostkach aktywno$ci enzymu na miligram biatka (U/mg
biatka), ktérego ilos¢ w pedach z poszczegélnych traktowan oznaczono wedlug metody
opisanej ponizej w podrozdziale 4.5.1.3. Wszystkie odczynniki uzyte w oznaczeniach zostaty

zakupione w firmie Merck KGaA (Niemcy).

4.5.1.3.  Oznaczanie zawartosci biatka w materiale roslinnym
Do oznaczenia ilo$ci biatka w materiale ro§linnym wykorzystano metod¢ wg Bradforda
(1976), ktora polega na aczeniu si¢ czasteczek biatka z barwnikiem, blekitem brylantowym
(Bradford, 1976). Krzywa wzorcowa zostala wykonana z wykorzystaniem albuminy
pochodzacej z surowicy bydlecej (BSA) rozpuszczonej w 0,9% roztworze chlorku sodu

w zakresie stezen 1 — 10 pg. Absorbancje¢ mierzono przy dlugosci fali rownej 595 nm.

100 mg $wiezej masy pochodzacej z kazdego wariantu o$wietlenia rozcierano, dodajac
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trzykrotnie 0,5 ml buforu do oznaczania biatek (50mM Tris (2-amino-2-(hydroksymetylo)-1,3-
propandiol) w 0,2 M HCI; ph=7,5). Po uzupetnieniu buforem do 2 ml, mieszaning wirowano
przez 10 min (18000 rpm). Otrzymany supernatant, po odpowiednim rozcienczeniu, zostat
wykorzystany do spektrofotometrycznego oznaczenia ilosci bialek w materiale roslinnym
(595 nm). Probe badang stanowit roztwor zawierajacy: 2 ml odczynnika Bradforda (kwas
ortofosforowy, etanol, biekit brylantowy), 2 ml Tris oraz 50 ul rozcienczonego ekstraktu.
Natomiast probe kontrolng stanowity 2 ml odczynnika Bradforda oraz 2 ml Tris. Wyniki
wyrazone w pg/ml na podstawie odczytu z krzywej wzorcowej (R=0,9796) przeliczano na mg/g
SM:

oo A—0,1180

0,051

¢ — zawarto$¢ biatka [pg/ml]

A — absorbancja

4.5.2. Wybor odpowiedniej cytokininy i jej stezenia

Fragmenty szczytowe pedoéw transformowanych P7 o dtugosci 0,5-1,0 cm hodowano
W fitotronie w warunkach $wiatta biatego LED na statym podtozu MS zawierajacym 0,1 mg/1
IAA oraz jedng z cytokinin: rybozydem 6-benzyloaminopuryny (BAPR), meta-topolinem (m-
Top) lub N-benzylo-9-(2-tetrahydropiranylo)-adening (BPA) w stezeniach 0,5, 1,0 lub 2,0 mg/I.
Po pieciu tygodniach inkubacji oceniono wspotczynnik mnozenia kultury, dlugos¢ pedow
gléwnych oraz powstatych pedow bocznych/przybyszowych, ich liczbe oraz liczbg
wytworzonych pakow, a takze §wiezg oraz suchg mase kultury (pomiar wzrostu jak opisano
powyzej w podrozdziale 4.4.1.). Przeprowadzono rdwniez analiz¢ iloSciowa zwigzkoéw
polifenolowych zawartych w otrzymanym materiale ro$linnym (wg metody opisanej

w podrozdziale 4.3.3.). Doswiadczenie zostato przeprowadzone trzykrotnie (pasaze 34-36).

4.5.3. Hodowla pedéw transformowanych w podtozu pltynnym
Podjeto si¢ prowadzenia kultury pedow transformowanych w podtozu pltynnym
wykorzystujac cztery warianty hodowli. Kulture hodowano przy os$wietleniu lampami
fluorescencyjnymi (PPFD 40 uM/m?s) z zastosowaniem fotoperiodu w podtozu MS

Z dodatkiem 0,1 mg/l IAA oraz 1 mg/l BAPR. Pierwszy wariant stanowila ptynna hodowla
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stacjonarna bez wykorzystania materiatdow podporowych, drugi — hodowla stacjonarna
z wykorzystaniem nanocelulozy bakteryjnej (5 x 5 x 0,5 cm; Instytut Biochemii Technicznej
Politechniki L.6dzkiej, £.6dz, Polska) jako podpory, trzeci za$ kultura stacjonarna z uzyciem
jako podpory pianki poliuretanowej (5 x 5 x 0,7 cm; Eurofoam Polska sp. z 0. 0., Zgierz,
Polska). Pedy transformowane S. bulleyana hodowano réwniez w podtozu plynnym
wytrzgsanym z wykorzystaniem wytrzasarki rotacyjnej (70 rpm). Kultury prowadzone
w warunkach stacjonarnych byty inkubowane w stoikach hodowlanych o pojemnosci 200 ml,
a w wytrzasanych — w kolbach Erlenmayera o pojemnosci 300 ml. W kazdym naczyniu
umieszczono dwa wierzchotki pedow. Probe kontrolng stanowity pedy hodowane na

analogicznym podtozu statym (0,7%).

Po pieciu tygodniach hodowli okreslono srednig dtugos¢ pedu gtoéwnego oraz liczbe
i dlugos¢ pedow bocznych/przybyszowych, $rednig liczbe pakdéw, wspodlczynnik mnozenia,
morfologi¢ kultury oraz jej Srednig $wiezg i suchg mase (pomiar wzrostu wykonano jak opisano
powyzej w podrozdziale 4.4.1.). Przeprowadzono rowniez analize fitochemiczng materiatu
ro$linnego z poszczegdlnych traktowan (wg metody opisanej w podrozdziale 4.3.3.).

Do$wiadczenie zostato powtorzone trzykrotnie (pasaze 37-40).

4.5.4. Hodowla pedow transformowanych w bioreaktorach typu Rita i PlantForm

Ostatecznie w celu zwiekszenia skali hodowli kultura pedow P7 byta prowadzona
w dwoch systemach czasowego zalewania, w bioreaktorach typu PlantForm (PlantForm AB,
Szwecja) oraz Rita (Récipient & Immersion Temporiaire Automatiqe, VITROPIC, Francja)
opisanych szczegdétowo w podrozdziale 4.4.5. PlantForm zawierat 500 ml, a Rita 250 ml
podioza MS zawierajacego 0,1 mg/l IAA oraz 1 mg/l BAPR. Inokulat stanowito w przypadku
bioreaktora PlantForm 20 wierzchotkéw pedow o $wiezej masie rownej 0,618 g oraz suchej
0,079g, a Rita 10 wierzchotkow pedow o swiezej masie 0,309 g, a suchej 0,039 g. W obu
przypadkach kultura byla zalewana podlozem przez 3 min w przeciaggu 1,5 h. Po pigciu
tygodniach oceniono morfologi¢ kultury, dtugo$¢ pedéw gtownych, dtugos¢ i liczbe peddéw
bocznych/przybyszowych, liczbe powstatych pedéw i pakéw oraz obliczono wspotczynnik
mnozenia. Ponadto wyznaczono warto$ci §wiezej 1 suchej masy (jak opisano powyzej
w podrozdziale 4.4.1.), a takze wykonano analiz¢ fitochemiczng pozyskanego materiatu
ros$linnego (wg metody opisanej] w podrozdziale 4.3.3.). Doswiadczenie przeprowadzono

trzykrotnie (pasaze 48-50).
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4.6. Podloza stosowane w pracy

4.6.1. Podloza stosowane w hodowli korzeni i pedéw transformowanych S.

bulleyana

Wszystkie podtoza byly sterylizowane w autoklawie, w temperaturze 121°C, przy

ci$nieniu 1 atm, przez 20 min. Przed sterylizacja podtoza doprowadzono do pH = 5,7-5,8

stosujac 0,1 M roztwor NaOH lub 5% roztwor HCI. Zawarto$¢ agaru w podtozu stalym,

w ktérym hodowano pedy transformowane wynosita 7,2 g/1.

Zawarto$¢ w mg/l podloza

Zwiazek
WP SH MS B5
Mikroelementy
CoClx6H,0 - 0,10 0,025 0,025
CuSO4x5H,0 0,25 0,20 0,025 0,025
FeNaEDTA 36,70 19,80 36,70 36,70
H3BOs 6,20 5,00 6,20 3,00
Kl - 1,00 0,83 0,75
MnSQO4xH,0 22,30 10,00 16,90 10,00
NazMo0Osx2H,0 0,25 0,10 0,25 0,25
ZnSO4X7TH,0 8,60 1,00 8,60 2,00
Makroelementy
CaCl, 72,50 151,00 332,02 113,23
KH2PO4 170,00 - 170,00 -
KNOs - 2500,00 1900,00 2500,00
MgSO. 180,54 195,05 180,54 121,56
NH4NOs 400,00 - 1650,00 -
NaH:PO4 - - - 130,44
(NH4)2S04 - - - 134,00
Ca(NOs)2x4H,0 471,26 - - -
K32S04 990,00 - - -
(NH.)H2PO, - 300,00 - -
Witaminy
Glicyna 2,00 - 2,00 -
Myo-inozytol 100,00 1000,00 100,00 100,00
Kwas nikotynowy 0,50 5,00 0,50 1,00
Chlorowodorek
irydoksyny 0,50 0,50 0,50 1,00
Chlorowodorek
tiaminy 1,00 5,00 0,10 10,00
Sacharoza 30000,0 30000,0 30000,0 30000,0

69



4.6.2. Podloze stosowane w hodowli Rhizobium rhizogenes (YMB) (Hooykaas
iin., 1977)

Podtoze byto sterylizowane w autoklawie, w temperaturze 121°C, przy ci$nieniu
1 atm, przez 20 min. Przed sterylizacja zostato doprowadzone do pH = 7,0-7,2 stosujac

0,1 M roztwér NaOH lub 5 % roztwér HCL. Zawartos¢ agaru w podiozu wynosita 15 g/l.

Zwiazek Zawartos¢ w g/l
mannitol 10,00
KH2PO4 0,50
NaCl 0,10
Ekstrakt drozdzowy 0,40
MgSO4x7H20 0,20

4.7. Badania biologiczne

Do analizy wtasciwos$ci biologicznych zostaly wykorzystane suche ekstrakty
z korzeni oraz pedow transformowanych S. bulleyana. 1,0 g zliofilizowanego materiatu
roslinnego poddano 3-krotnej ekstrakcji mieszaning 30 ml metanolu z wodg (4:1 v/v) przy
uzyciu tazni ultradzwigkowej UD-20, w temperaturze 40°C przez 15 min. Otrzymane
ekstrakty taczono i1 odparowano do sucha na wyparce rotacyjnej w warunkach
zmniejszonego cisnienia. Do czasu przeprowadzenia analiz, suche ekstrakty
przechowywano w lodowce (4°C). W przypadku pedow transformowanych,
przeprowadzono wstepne ,,0czyszczanie” materialu przy pomocy 30 ml chloroformu
sonifikujagc przez 15 min W temperaturze pokojowej w celu usunigcia substancji
balastowych (chlorofilu, zwigzkow tluszczowych). Po przesaczeniu, materiat roslinny

ekstrahowano mieszaning metanolu z woda, jak opisano powyzej.

Dla ekstraktow z wybranego materiatu roslinnego wykonywano analizy z zakresu

aktywnosci antyoksydacyjnej, cytotoksycznej oraz przeciwdrobnoustrojowej.

4.7.1. Aktywnos¢ antyoksydacyjna
W celu okreslenia aktywnos$ci antyoksydacyjnej surowcow wykorzystywano testy
aktywnosci przeciwrodnikowej: DPPH, ABTS oraz NBT, test redukcji jonow Zelaza:
FRAP oraz test zahamowania peroksydacji lipidéw: TBARS. Kontrol¢ w tych badaniach
stanowit syntetyczny antyoksydant BHT (Sigma Aldrich, Darmstadt, Niemcy).
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Odczynniki stosowane w testach aktywnosci przeciwutleniajgcej zostaty zakupione
w firmie Sigma Aldrich (St. Louis, USA). Do rozpuszczenia przygotowanych wczesniej

suchych ekstraktow wykorzystano mieszaning metanolu z woda (4:1, v/v).
Materiat do badan stanowity:

% cztery klony korzeni transformowanych S. bulleyana (C1-C4) hodowanych przez
5 tygodni w plynnym podtozu WP zawierajacym 3% sacharozy w ciemnosci

% korzenie transformowane S. bulleyana klonu C4 o zoptymalizowanym wzrosScie
I produkcji hodowane w podtozu 2SH 4V z 3% sacharoza pochodzace z 3 dnia
elicytacji 100 uM jasmonianu metylu

% pedy transformowane S. bulleyana hodowane w podtozu statym MS zawierajgcym

0,1 mg/l IAA oraz 1 mg/l m-Top.

47.1.1. Metoda ,,zmiatania” wolnych rodnikow DPPH

Zdolnos¢ do ,,zmiatania” wolnych rodnikdw zostata oceniona przy pomocy testu
DPPH zgodnie z protokotem opisanym przez Grzegorczyk-Karolak i Kiss (Grzegorczyk-
Karolak i Kiss, 2018). 2 ml ekstraktu przygotowanego w réznych stezeniach (2, 20, 50,
100, 200 1 500 pg/ml) zostato dodane do 2 ml 0,2 mM $wiezo przygotowanego
metanolowego roztworu rodnika 1,1-difenylo-2-pikrylohydrazylowego (absorbancja
tego roztworu po zmieszaniu w proporcjach 1:1 z metanolem powinna wynosi¢ 0,9 +0,1).
Reakcja zostala przeprowadzona w temperaturze pokojowej w ciemnosci. Absorbancje
otrzymanych roztworéw mierzono po 30 minutach przy dhugosci fali 517 nm
wykorzystujac jako odno$nik roztwor metanolu z woda (4:1 v/v). Zdolno$¢ neutralizacji

rodnika DPPH obliczono ze wzoru:
% |nh|b|Cj| =100 - (Aprébki — Aélcpa/Akontrolna) X 100%

gdzie, A — absorbancja. Tymczasem probe Slepg stanowita proba zawierajgca metanol

zamiast DPPH. Z kolei do proby kontrolnej dodawano metanol zamiast ekstraktu.

Aktywnos$¢ przeciwrodnikowa wyrazono jako I1Cso (ug/ml), czyli stezenie

potrzebne do zredukowania 50% poczatkowej ilosci rodnikow.
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4.7.1.2. Metoda ,,zmiatania” rodnika ABTS

W przypadku testu ,,zmiatania” rodnika ABTS wykorzystano metod¢ opisang
przez Grzegorczyk-Karolak i wsp. (Grzegorczyk-Karolak i in., 2015). Dzien przed
wykonaniem oznaczen, 1 ml 7 mM ABTS zmieszano z 1 ml 2,45 mM nadsiarczanu
potasu. Tak przygotowany roztwor byt przechowywany przed uzyciem przez 12-16 h
W temperaturze pokojowej w ciemnos$ci. Nastepnie byt on uzupetniony metanolem do
objetosci 100 ml, tak , aby jego absorbancja przy dlugosci fali 734 nm po zmieszaniu
Z rébwna objetoscig metanolu wynosita 0,7 + 0,05. Przygotowano nastepujace stgzenia
badanego ekstraktu: 2, 5, 10, 20, 50, 100 oraz 200 pg/ml, do ktérych dodano réwne
objetosci roztworu ABTS (2 ml do 2 ml). Absorbancj¢ mierzono po 10 min przy dlugosci
fali 734 nm wzgledem roztworu metanolu z wodg (4:1 v/v) uzywajac spektrofotometru
UV-1800 UV/VIS (Rayleigh, Pekin, Chiny). Stopien odbarwienia roztworu
kationorodnika ABTS $wiadczy o aktywnos$ci przeciwrodnikowej zastosowanych

ekstraktow. Procent inhibicji rodnika ABTS wyliczono ze wzoru:
% II’lthICjI =100 — (Aprébki - As']epa/Akontrolna) X 100%

gdzie A to absorbancja. Probg $lepa stanowita proba, do ktorej dodawano metanol zamiast

ABTS. Z kolei préba kontrolna nie zawierata ekstraktu.

Aktywno$¢ przeciwrodnikowa wyrazono jako 1Cso (ug/ml), czyli st¢zenie

potrzebne do zredukowania 50% poczatkowej ilosci rodnikow.

4.7.1.3.  Ocena aktywnosci wobec anionorodnika ponadtlenkowego

Aktywnos¢ wobec anionorodnika ponadtlenkowego (O2") zostata oceniona przy
uzyciu testu polegajacego na redukcji biekitu nitrotetrazolinowego (NBT) zgodnie
z metodyka opisang wczesniej (Grzegorczyk-Karolak i Kiss, 2018). 1 ml roztworu NBT
(156 uM NBT w buforze fosforanowym o pH = 7,4) potaczono z 1 ml roztworu NADH
(468 pM dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego w 0,1 M buforze fosforanowym
opH=7,4) i 1 ml wodno-metanolowego ekstraktu z korzeni w roznych wczesniej
przygotowanych stezeniach (2, 10, 50, 100, 200 oraz 500 pg/ml). Reakcje rozpoczeto
poprzez dodanie 0,1 ml roztworu PMS (metasiarczanu fenazyny; 60 uM w 0,1 M buforze
fosforanowym o pH = 7,4). Po 5 minutowej inkubacji w temperaturze pokojowej,
zmierzono absorbancje mieszaniny wzgledem roztworu metanolu z woda (4:1 v/Vv) przy

dhugosci fali 560 nm. % wigzania przez ekstrakty obecnego w roztworze rodnika

72



obliczono ze wzoru:
% |nh|b|c1| =100 - (Apr()bki - Aélepa/Akontrolna) x 100%

gdzie, A — absorbancja. Probe $lepg stanowita proba, w ktorej roztwor ABTS zastgpiono

metanolem, a proba kontrolna zawierata metanol zamiast ekstraktu.

Aktywnos$¢ przeciwrodnikowa wyrazono jako I1Cso (ug/ml), czyli stezenie

potrzebne do zredukowania 50% poczatkowej ilosci rodnikow.

4.7.1.4. Test oznaczania zdolnosci redukowania jonow Zelaza — FRAP

Odczynnik FRAP uzyty w analizie sktadat si¢ z 2,5 ml 10 mM roztworu TPTZ
(2,4,6-tris(2-pirydylo)-s-triazyna) w 40 mM HCI, 2,5 ml 20 mM wodnego roztworu
FeCl3-6H20 oraz 45 ml 0,3 M buforu octowego o pH 3,6. 3 ml §wiezo przygotowanego
odczynnika FRAP potaczono z 300 ul wody destylowanej i 100 pl rozpuszczonego
w 80% metanolu ekstraktu. Mieszanina reakcyjna byta inkubowana w 37°C przez 15 min.
Po tym czasie zmierzono absorbancj¢ mieszaniny przy dtugosci fali 595 nm wzgledem
proby $lepej, w ktorej ekstrakt zastgpowano metanolem. Wyniki wyrazano w uM Fe(Il)/g
suchego ekstraktu. Krzywa kalibracyjna dla siarczanu zelaza (II) zostala wykonana

W zakresie stezen 0-2000 pM.
Wyniki obliczono ze wzoru:
C=c-V/m
C — aktywno$¢ redukcyjna [uM Fe(I1)/g SM]
¢ — zawarto$¢ jonow zelaza [uM] wedtug krzywej kalibracji
V — objetos¢ ekstraktu [l]

m — masa suchego ekstraktu w gramach [g]

4.7.1.5. Inhibicja peroksydacji kwasu linolowego — metoda TBARS
Jest to metoda oceniajaca zdolnos¢ badanego ekstraktu do zahamowania
peroksydacji kwasu linolowego. Zostata ona wykonana zgodnie z protokotem opisanym
przez Grzegorczyk-Karolak i wsp. (Grzegorczyk-Karolak i Kiss, 2018). 0,3 ml ekstraktu

ros$linnego (o stezeniu 50 1 100 pg/ml) potaczono z mieszaning reakcyjng sktadajaca sig
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z: 0,7 ml wody, 1,4 ml buforu fosforowego (200 uM, pH = 7,4) oraz 1,4 ml kwasu
linolowego (44M). Reakcja peroksydacji zostata zainicjowana poprzez dodanie 0,2 ml
AAPH (dihydrochlorek 2,2’-azobis(amidynopropanu); 53,3 M). Nastepnie, mieszaning
inkubowano przez 3 godziny w 50°C. Po tym czasie, do 1 ml roztworu dodano 1 ml
0,05 M zamrozonego HCL, aby przerwac reakcje, a nastepnie, 2 ml Tween 40 oraz 2 ml
0,67% (w/w) kwasu tiobarbiturowego w celu iloSciowego oznaczenie powstalego
dialdehydu malonowego. Catos¢ ogrzewano w temp. 95°C przez 30 min. Po schlodzeniu,
zmierzono absorbancje probek przy dhlugosci fali 535 nm. Procent zahamowania

peroksydacji kwasu linolowego obliczono ze wzoru:
% inhibicji = (Axontroli — Aprobki — Aekstraktu) X 100/(Axontroli — Aekstraktu)

Kontrole stanowila probka, w ktorej ekstrakt zastgpiono metanolem, a absorbancje

ekstraktu mierzono dla probki do ktorej dodano metanol zamiast kwasu linolowego.

4.7.2. Aktywnos¢ cytotoksyczna

Dos$wiadczenie dotyczace cytotoksycznosci in vitro metanolowo-wodnego
ekstraktu z korzeni wtosnikowatych (C4) hodowanych w podtozu 2SH 2V z 3%
sacharoza pochodzacych z 3 dnia elicytacji 100 puM jasmonianu metylu zostato
przeprowadzone przy uzyciu: linii ludzkich komorek nowotworowych szyjki macicy —
HeLa (CCL-2, ATCC (ang. American Type Culture Collection), Rockville, MD, USA),
linii ludzkich komérek nowotworowych zotagdka — AGS (CRL-1739; ATCC, Rockuville,
MD, USA), linii ludzkich komérek gruczolakoraka okreznicy — LoVo (CCL-229™,
ATCC, Rockville, MD, USA) oraz linii mysich fibroblastow — L929 (LGC Standards,
Middlesex, UK), ktora jest wymagana wg norm ISO 109935.

Przezywalno$§¢ komodrek oceniono przy pomocy testu opierajacego si¢ na
wybarwianiu komorek martwych biekitem tryptanu. Wszystkie linie komdrkowe byty
hodowane w butelkach hodowlanych o pojemnosci 25 cm? w podtozu RPMI-1640
uzupetlnionym o 10% inaktywowang cieptem ptodowa surowice bydleca (FBS),
penicyling (100 U/ml) oraz streptomycyne (100 pg/ml) (Biowest, Minneapolis, MN,
USA) w standardowych warunkach (37°C; 5% CO3). Podloze wzrostowe wymieniano
2 lub 3 krotnie w ciggu tygodnia w celu utrzymania komorek w logarytmicznej fazie
wzrostu. Przy pasazowaniu, monowarstwa z kofluentnymi komoérkami byta traktowana

0,25% roztworem trypsyny.
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W celu oceny aktywnosci metabolicznej zastosowano metodyke opisang przez
Weremczuk-Jezyne i wsp. (Weremczuk-Jezyna i in., 2020). Komorki linii L929, HeLa,
AGS oraz LoVo wraz z podtozem zostaly przeniesione na 96-dotkowa ptytke (2 x 10°
komorek na dotek) i inkubowane przez 24 h w 36°C i 5% CO.. Badany ekstrakt zostat
rozpuszczony w podtozu RPMI-1640 w nastepujacych stezeniach: 0,25; 0,5; 1,25; 2,5
15,0 mg/l. Nastepnie, otrzymane rozcienczenia dodano do komorek (100 pl/dotek)
I inkubowano w standardowych warunkach. Po tym czasic monowarstwy zostaly
przestudiowane przy uzyciu mikroskopu $wietlnego w celu oceny morfologii komorek,
zgodnie z normg ISO o numerze 10993-5. Metabolizm komorek zostat oceniony przy
uzyciu testu redukcji MTT (bromku 3-(4,5-dimetylotiazol-2-yl)-2,5-
difenylotetrazoliowego) do formazanu, zgodnie z opisang wczesniej procedurg (Kamizela
i in., 2019). Roztwor MTT (5 mg/ml) dodano do kazdego dotka, a ptytki inkubowano
przez 4 h w 37°C. Krysztaly formazanu rozpuszczono w kwasnym izopropanolu (0,1 M
kwasu chlorowodorowego w stezonym izopropanolu) i ptytki zanalizowano przy uzyciu
czytnika Victor 2 (Wallac Oy, Turku, Finlandia) przy dtugosci fali 570 nm. Procent
redukcji MTT zostat obliczony poprzez porownanie absorbancji testowanych komoérek
do absorbancji komoérek kontrolnych. Wyniki przedstawiono jako $rednig warto$¢
procentowg komorek, ktore przezyly + blad standardowy, obliczone na podstawie

4 niezaleznych powtorzen.

4.7.3. Aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa

Aktywno$¢ przeciwbakteryjna 1 przeciwgrzybicza ekstraktu z korzeni
wlosnikowatych S. bulleyana hodowanych w podtozu ASH AV z 3% sacharoza po
3 dniach ekspozycji na 100 uM jasmonianu metylu zostata oceniona przy uzyciu metody
mikrorozcienczen, rekomendowanej przez EUCAST (Europejski Komitet ds. Testow
Wrazliwo$ci Przeciwdrobnoustrojowej). Suchy ekstrakt rozpuszczono w 0,5% DMSO
(Sigma Aldrich, Darmstadt, Niemcy) rozcienczonym podiozem hodowlanym dla
drobnoustrojéw. Dziatanie przeciwdrobnoustrojowe wyrazono jako minimalne st¢zenie
hamujace — MIC, minimalne st¢zenie bakteriobojcze — MBC lub minimalne st¢zenie
grzybobdjcze — MFC. W badaniu uzyto referencyjnych szczepéw bakterii Gram-
dodatnich: Staphylococcus aureus ATCC 29,213 i S. epidermidis ATCC 12,228 oraz
Gram-ujemnych: Escherichia coli ATCC 29,212 i Pseudomonas aeruginosa ATCC
27,853, a takze grzybow Candida albicans ATCC 10,231 i Candida glabrata ATCC
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2001. Bakterie hodowano na podtozu plynnym MH (Mueller-Hinton o pH ~ 7,2),
a podtoze ptynne niezawierajace czerwieni fenolowej — RPMI-1640 (pH ~ 7,2) byto uzyte
dla szczepow grzybow. Inokulat przygotowany zgodnie ze skalag McFarland, zawierajacy
1 x 108 jednostek tworzacych kolonie (CFU/ml) zostat dodany w objetosci 10 pl do
roztworu ekstraktu z korzeni, a nastgpnie inkubowany przez 24 h w 37°C w przypadku
bakterii, a w przypadku grzybow przez 48 h w 37°C. Jako referencyjny $rodek
przeciwbakteryjny zastosowano gentamycyne, a amfoterycyne B wykorzystano jako

srodek przeciwgrzybiczy.

4.8. Analiza statystyczna

Wszystkie doswiadczenia, jesli nie podano inaczej, powtarzano trzykrotnie,
a wyniki przedstawiono jako wartosci $rednie + blad standardowy (SE). Wplyw réznych
traktowan na akumulacje biomasy, zawarto$¢ zwigzkoéw polifenolowych, aktywnos$¢
antyoksydacyjna byly analizowane przy pomocy testu analizy wariancji (ANOVA),
ktorej nastepstwem byt test post-hoc opracowany przez Johna Tukey’a. Aktywnos¢
cytotoksyczna ekstraktu z korzeni, zawarto$ci barwnikow asymilacyjnych, a takze
aktywno$¢ enzymoéw antyoksydacyjnych: SOD, POD i CAT w pedach
transformowanych zostata pord6wnane za pomocg testu Kruskala-Wallisa. Wyniki zostaly
uznane za statystycznie istotne na poziomie istotnosci p < 0,05. Obliczenia zostaly

przeprowadzone przy uzyciu programu STATISTICA 10 PL (Statsoft, Krakow, Polska).

W przypadku optymalizacji wzrostu i produkcji korzeni i pedow
transformowanych wykonano takze analize TOPSIS zgodnie z metodyka opisang przez
Ataei (Ataei, 2013). Pierwotna macierz decyzyjna (X) zostala skonstruowana
z wykorzystaniem wybranych parametrow wzrostu 1 produktywnosci kultury, tj. indeksu
wzrostu suchej masy (Gl SM) lub wartosci suchej masy (SM), catkowitej zawarto$ci
polifenoli (TPC) oraz zawartosci kwasu rozmarynowego (RA) i salwianolowego K
(SAK), a w przypadku pedow rowniez wspotczynnika mnozenia (WM) Nastgpnie X

zostat znormalizowany (x) z wykorzystaniem nastgpujacej formuty:
VZij Xij

gdzie i oznacza rzad macierzy (wariant podtoza), a j kolumng macierzy (konkretny

X =

parametr wzrostu 1 produktywnosci kultury). Znormalizowana waZona macierz
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decyzyjna (v) zostata otrzymana z x z uzyciem nastepujacej formuty:
Vij = Xij X Wj

gdzie w; oznacza wzgledng wage pojedynczego parametru wskazujac jego istotnos¢

w skali od 0 do 1 tak, ze
J
Wartoéci rozwigzan idealnego (V*) i antyidealnego (V") dla kazdego z uzytych

parametrow | zostaly otrzymane w nastepujacy sposob:

V:

7+ = max(v;)

V-

= min(v]-)

Odlegtos¢ Euklidesowa od idealnego i antyidealnego rozwigzania dla kazdego

z wariantow podtozy i zostaly obliczone nastepujaco

S¢ = \/Z(vij - V)2

l

Si = \/Z(vij —V)?

Na koniec, obliczono wydajno$¢ dla kazdego z analizowanych wariantéw podtoza

I Z wykorzystaniem nastepujgcego rOwnania

p, = L
PTSE S

Traktowania, dla ktorych otrzymano najwyzsza wydajno$¢ uznawano za optymalne.
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5. Wyniki

5.1. Potwierdzenie transformacji
Wyselekcjonowane wstepnie na podstawie tempa wzrostu, cztery klony korzeni
S. bulleyana (C1-C4) (fotografia 4), otrzymane w wyniku transformacji genetycznej
R. rhizogenes szczepu A4, hodowano w podtozu ptynnym WP i pasazowano co 5 tygodni.
Po uzyskaniu stabilnego wzrostu (okoto 10 pasazy po wyeliminowaniu antybiotyku)
z korzeni wszystkich klonow wyizolowano DNA w celu potwierdzenie transformacji

genetycznej.

Fotografia 4. Korzenie transformowane S. bulleyana otrzymane w wyniku transformacji R. rhizogenes
szczepu A4 po 5 tygodniach wzrostu w podtozu ptynnym WP (pasaz 21). A — klon C1; B —klon C2; C -
klon C3; D — klon C4. Skala 1 cm.

DNA korzeni analizowano pod katem obecno$ci w nim fragmentéw pochodzenia
bakteryjnego (auxl, aux2, rolB, rolC, rolD, virG). We wszystkich liniach korzeni
wlosnikowatych wykryto fragmenty odpowiadajace genom aux2 (774 bp), rolB (386 bp)
oraz rolD (204 bp). W przypadku klonow C2 oraz C3 zanotowano takze obecno$¢ auxl
(500 bp), a w genomie klonéw C1, C2 oraz C3 — rolC (582 bp). Ponadto, w zadnej
z badanych linii korzeni nie zidentyfikowano charakterystycznego dla bakterii genu virG
(319 bp), co potwierdza, ze otrzymane korzenie transformowane sg wolne od bakterii,

a stwierdzone powyzej geny zostaty wiaczone do DNA rosliny.
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Zadnego z wyzej wymienionych fragmentéw nie wykryto w korzeniach
niezmienionych genetycznie roslin macierzystych S. bulleyana hodowanych w glebie.
Wyniki reakcji PCR wykonanej dla korzeni wlosnikowatych zostaty przedstawione na

fotografii 5.

5

Fotografia 5. Produkty reakcji PCR wyizolowane z plazmidowego DNA R. rhizogenes (A) oraz
genomowego DNA pochodzacego z korzeni transformowanych klonéw C1-C4 (B-E). Pasma: M —
matrycowy DNA 100-1000 bp; 1 — aux1 (500 bp); 2 — aux2 (774 bp); 3 —rolB (386 bp); 4 — rolC (582 bp);
5 —rolD (204 bp); 6 — virG (319 bp).

Metod¢ PCR wykorzystano takze do analizy spontanicznie zregenerowanych na
korzeniach wlosnikowatych pedow S. bulleyana (klony P7, P9). Okazato si¢, ze jedynie
w pedach klonu P7 zidentyfikowano fragmenty odpowiadajace genom rolB (386 bp) oraz
rolC (582 bp) oraz nie zanotowano obecnosci genu virG (fotografia 6). Ponadto, nie
wykryto Zadnego z amplifikowanych genéw w materiale pochodzacym z kultury
kontrolnej, ktorg stanowilty wyhodowane z nasion w warunkach in vitro pedy
S. bulleyana. Wyniki przedstawiono na fotografii 6. Nalezy rowniez zwrdci¢ uwage na

fakt, ze otrzymane pedy transformowane wykazywaty ceche charakterystyczng dla
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syndromu korzeni wlosnikowatych, tj. skrocone miedzywezla w porownaniu do roslin
nietransformowanych. Ponadto, zaobserwowano, ze mialy one krotsze pedy oraz

charakteryzowaty si¢ duzym zageszczeniem wytwarzanych lisci.

Fotografia 6. Produkty reakcji PCR wyizolowane z genomowego DNA pochodzacego z pedow
transformowanych S. bulleyana klonu P7 (A). Pasma: M — matrycowy DNA 100-1000 bp; 1 — virG
(319 bp); 2 — rolB (386 bp); 3 — rolC (582 bp); 4 — rolD (204 bp); 5 — aux1 (500 bp); 6 — aux2 (774 bp).
Pedy transformowane S. bulleyana klon P7 hodowane przez 5 tygodni na podtozu statym MS z dodatkiem
0,1 mg/l IAA oraz 1 mg/l m-Top (pasaz 4). Skala 1 cm (B).

5.2. Korzenie transformowane

5.2.1. Analiza jakoSciowa metanolowo-wodnych ekstraktow z korzeni
transformowanych S. bulleyana
Analize jako$ciowg metanolowo-wodnego ekstraktu z korzeni transformowanych
S. bulleyana wykonano z wykorzystaniem metody UPLC-PDA-ESI-MS/MS. Profil
polifenolowy okreslono przy dlugosci fali 325 nm. W badanych ekstraktach z korzeni

wlosnikowatych zidentyfikowano 10 zwigzkow (tabela 2).

Pik 1, dla ktorego zarejestrowano jon macierzysty [M-H] przy m/z 179 zostat
zidentyfikowany jako kwas kawowy (CA), co zostato potwierdzone poprzez porownanie

ze zwigzkiem wzorcowym.

Pik 4 zidentyfikowano jako kwas rozmarynowy (RA). Podczas analizy
zaobserwowano jon pseudomolekularny [M-H] przy m/z 359 oraz charakterystyczne
jony fragmentacyjne przy m/z 197, 179 oraz 161. Tozsamos$¢ zwigzku potwierdzono

poréwnujac otrzymane dane z tymi, ktore uzyskano dla zwigzku wzorcowego.

Pik 2 dawal jon macierzysty [M-H] przy m/z 521, rozpadajacy si¢ na jon
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fragmentacyjny przy m/z 359 [M-162] (ugrupowanie heksozydowe), a takze jony
charakterystyczne dla piku 4. Dzigki tym danym zidentyfikowano ten zwigzek jako
heksoze kwasu rozmarynowego (RAH).

Dla piku 7, jon macierzysty [M-H]" wystgpowal przy m/z 373, jony
fragmentacyjne zaobserwowano przy m/z 179 i m/z 135. Zwiazek ten zidentyfikowano

jako rozmarynian metylu (MR).

Pik 3 charakteryzowat jon pseudomolekularny [M-H] przy m/z 717, jak rowniez
rozpad ukazujacy sukcesywng utrat¢ czasteczek danszensu (-198 u) oraz czasteczek
kwasu kawowego (-180 u). Podobne widma masowe otrzymano dla czgsteczek kwasow
salwianolowych: B (SAB), E oraz L, a takze kwasu izosalwianolowego B. Jednakze,
poréwnujac otrzymane dane z tymi, ktére uzyskano dla ogdlnie dostgpnego wzorca —
SAB i biorgc pod uwage czas retencji zwigzku, wykluczono, ze w badanym ekstrakcie
znajduje si¢ SAB. Na podstawie dostepnej literatury i czasu retencji (36,4 min.)

stwierdzono, ze jest to kwas salwianolowy E (SAE).

Dla piku 5 zarejestrowano jon pseudomolekularny [M-H]" przy m/z 555 oraz jony
fragmentacyjne przy m/z 537 [M-H-H20], 493 [M-H-H.O-CO]" oraz 359 [M-H-

danszensu] . Zwigzek ten zidentyfikowano jako kwas salwianolowy K (SAK).

W widmie MS pikow 8 i 9 zaobserwowano jon [M-H]™ przy m/z 313, ktoérego
glowne jony fragmentacyjne zarejestrowano przy m/z 269 i 161. Rozpad ten jest spojny
z danymi opisanymi dla kwasu salwianolowego F, jednakze otrzymano wyzsze czasy

retencji niz dla zwigzku wzorcowego. W zwigzku z tym, zidentyfikowano te struktury

jako izomery SAF — SAF | oraz SAF 1.

Pik 6, ktorego jon pseudomolekularny [M-H] zarejestrowano przy m/z 343,
prezentowal rozpad i widmo UV-Vis sugerujace, ze jest to zwigzek polifenolowy,
najprawdopodobniej zawierajacy w swojej czasteczce CA. Uzyskane dane nie pozwolity
jednak na blizsza jego identyfikacje, dlatego ograniczono si¢ do oznaczenia tego zwigzku

jako pochodnej kwasu kawowego — CAD.

Pik 10 zostal sklasyfikowany jako pochodna fenyloetanoidu. W analizie
zanotowano jon pseudomolekularny [M-H]" przy m/z 735 oraz jony fragmentacyjne przy
m/z 693 i m/z 505. Co wiecej, za podstawie strat neutralnych (-42 u) potwierdzono

obecno$¢ dwoch grup acetylowych. Dlatego tez zwigzek ten oznaczono jako
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diacetylomartynozyd — DAM.

Tabela 2. Dane uzyskane w wyniku analizy UPLC-PDA-ESI-MS metanolowo-wodnego ekstraktu

z korzeni transformowanych S. bulleyana.

Czas
Pik  Prawdopodobny zwigzek retencji UV (nm) Tryb jonéw ujemnych
(min)
Piki odpowiadajace jonom
[M-H] p J?}- ]
fragmentacyjnym
1 Kwas kawowy 18,9 291(sh), 322 179 135
Heksoza kwasu
2 32,1 285(sh), 325 521 359, 161
rozmarynowego
3 Kwas salwianolowy E 36,4 284, 335 717 537, 519, 339
4 Kwas rozmarynowy 37,2 287(sh), 324 359 197, 179, 161
5 Kwas salwianolowy K 37,8 287,324 555 537, 493, 359
Pochodna kwasu
6 42,6 291(sh), 327 343 299, 181, 161
kawowego
7 Rozmarynian metylu 43,5 287 (sh), 327 373 179, 135

Izomer kwasu
8 ] 50,8 336 313 269, 161
salwianolowego F |

Izomer kwasu
9 ] 53,6 302(sh), 335 313 269, 203, 161
salwianolowego F 11

10 Diacetylomartynozyd 55,8 287(sh), 327 735 693, 505

Analizy ilo$ciowe otrzymanych w toku badan ekstraktéw analizowano metoda
HPLC i zostaty one opisane wraz z odpowiadajgcymi im eksperymentami. Przyktadowy

chromatogram otrzymany w wyniku analizy przedstawiono na rycinie 6.

5.2.2. Selekcja klonu
Cztery klony korzeni (C1-C4), ktorych transformacja zostala potwierdzona
metoda PCR, hodowano przez 5 tygodni w ptynnym podtozu WP w ciemnos$ci. Wykazaty
one cechy charakterystyczne dla korzeni wlosnikowatych, tj. brak geotropizmu,
wzmozone tworzenie si¢ korzeni bocznych oraz szybki wzrost bez dodatku regulatorow
wzrostu. Otrzymane kultury korzeni nie réznity si¢ od siebie w duzym stopniu pod
wzgledem morfologicznym (fotografia 7). Oprocz widocznej pod koniec pasazu pewnej

réznicy we wzroscie, korzenie klonow C2 oraz C3 mialy jasniejsza barwg od pozostatych
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dwoch linii. Co wigcej, korzenie klonu C3 charakteryzowaty si¢ najwigkszg liczba

wytwarzanych korzeni bocznych.

Na etapie pasazy 29-31, po 5 tygodniach wzrostu dokonano pomiaru $wiezej
i suchej masy kultur, ktére wahaty sie w granicach 54,1-84.4 g/l (SM) oraz 7,78-8,76 g/l
(SM), co odpowiadato 4,33-6,52 g oraz 0,622-0,700 g na kolbe. Najwyzsze wartos$ci
przyrostu $wiezej biomasy (6,76 g), jak rowniez indeksy wzrostu, 13,95 dla SM oraz
15,61 dla SM (tabela 3), otrzymano dla klonu C1. Wysokim przyrostem biomasy
charakteryzowat si¢ takze klon C4, dla ktérego uzyskano najwyzsza suchg masg¢ — 0,700
g/kolbe, chociaz nieco nizsza swieza - 5,19 g. Najstabszym wzrostem charakteryzowaty

si¢ korzenie klonu C3, ktorego indeksy wzrostu wynosity zaledwie 7,73 (SM) oraz 8,87

(SM) i byly ok. 2-krotnie nizsze niz te, otrzymane dla C1.

Fotografia 7. Korzenie transformowane S. bulleyana klon: C1 (A), C2 (B), C3 (C), C4 (D) hodowane przez
5 tygodni, w ciemnosci w podtozu ptynnym WP. Skala 1 cm.

Tabela 3. Indeksy wzrostu oraz wartosci $wiezej oraz suchej masy klonéw C1-C4 korzeni
transformowanych S. bulleyana po 5 tygodniach wzrostu w ciemnosci w podtozu ptynnym WP. Wartosci

oznaczone tg sama litera nie wykazuja roznic statystycznych na poziomie istotnosci p < 0,05.

Swieza masa Sucha masa 3
Klon Indeks wzrostu SM  Indeks wzrostu SM
(g/kolbe) (g/kolbe)
C1l 6,76+0,292a 0,681+0,021a 13,9+0,645a 15,6£0,510a
C2 4,97+0,320b 0,649+0,044a 9,84+0,698bc 11,2+0,828b
C3 4,33+0,225b 0,622+0,031a 7,73+£0,454¢ 8,87+0,496¢
C4 5,19+0,291b 0,700+0,090a 10,8+0,682b 10,9+0,529b
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W selekcji odpowiedniego do dalszych badan klonu korzeni transformowanych
S. bulleyana wzigto réwniez pod uwage produktywno$é czterech badanych linii korzeni
(rycina 6). Analizowane ekstrakty pozyskane z poszczegolnych linii korzeni
transformowanych nie r6znity si¢ jakosciowo, ale wykazywaly wyrazne zréznicowanie

pod wzgledem zawartosci poszczegolnych metabolitow wtornych.

Rycina 6. Wybrany chromatogram uzyskany w wyniku analizy HPLC-UV metanolowo-wodnego ekstraktu
z korzeni S. bulleyana. 1 — kwas kawowy (CA); 2 — heksoza kwasu rozmarynowego (RAH); 3 — kwas
salwianolowy E (SAE); 4 — kwas rozmarynowy (RA); 5 — kwas salwianolowy K (SAK); 6 — pochodna
kwasu kawowego (CAD); 7 — rozmarynian metylu (MR); 8 — | izomer kwasu salwianolowego F (SAF I);

9 — Il izomer kwasu slawianolowego F (SAF I1); 10 — diacetylomartynozyd (DAM).

Najwyzszg zawartoscig zwigzkow polifenolowych charakteryzowat si¢ klon C4
(wykres 1). TPC wynosita w tym przypadku 47,8 mg/g SM 1 byta o 23% wyzsza od
otrzymanej dla klonu C2, w ktorym oznaczono najnizsza zawartos¢ polifenoli.
Zwigzkiem dominujagcym we wszystkich kulturach okazat si¢ by¢ kwas rozmarynowy,
ktory stanowit 80-83% catkowitej zawartosci oznaczonych zwigzkoéw polifenolowych.
Jego najwyzszy poziom stwierdzono w klonie C4 i wynosit on 39,6 mg/g SM (wykres 1).
Wartos$¢ ta byta 1,3-krotnie wyzsza od tej uzyskanej dla klonu C2, ktory charakteryzowat
si¢ najnizsza produkcja RA (31,3 mg/g SM).
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Wykres 1. Zawarto$¢ (mg/g SM) kwasu rozmarynowego — RA oraz catkowita zawartos$¢ polifenoli — TPC
(mg/g SM) oznaczona w korzeniach transformowanych S. bulleyana (C1-C4) po 5 tygodniach wzrostu
W plynnym podlozu WP w ciemnosci. Wartosci oznaczone ta sama litera nie wykazuja rdznic

statystycznych na poziomie istotnosci p < 0,05.

Kwas salwianolowy K byt drugim, bioragc pod uwage zawartos¢, zwigzkiem
W opisywanych kulturach korzeni wio$nikowatych. Jego ilos¢ w badanych klonach byta
na podobnym poziomie (2,23-2,60 mg/g SM) (brak réznic statystycznych), przy czym
najwyzsza zawarto$¢ zanotowano w korzeniach linii C4 (wykres 2). Podobnie, we
wszystkich czterech klonach korzeni wlosnikowatych stwierdzono zblizong akumulacje
kwasu salwianolowego E, 1,03-1,31 mg/g SM, z najwyzszg zawarto$cig odnotowang dla
linii C4. Klon ten charakteryzowal si¢ tez najwyzszym poziomem jednego z izomeréw
kwasu salwianolowego F, SAFII — 2,15 mg/g SM (wykres 2). Byta to zawarto$¢ o 27%
wyzsza od najnizszej, oznaczonej w korzeniach klonu C3. Drugi izomer, SAF I byt
wytwarzany w korzeniach transformowanych S. bulleyana w znacznie nizszych ilosciach,
oscylujacych w granicach 0,143-0,493 mg/g SM, a jego maksymalne poziomy

stwierdzono w klonach C2 i C4.
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Wykres 2. Zawarto§é (mg/g SM) kwaséw salwianolowych E — SAE, K — SAK oraz izomeréw kwasu
salwianolowego F — SAF | i SAF Il oznaczona w korzeniach transformowanych S. bulleyana (C1-C4) po
5 tygodniach wzrostu w ciemnosci, w podtozu ptynnym WP. Wartoéci oznaczone ta sama litera nie
wykazuja réznic statystycznych na poziomie istotnosci p < 0,05.

Kwas kawowy bedacy prekursorem dla wigkszosci pozostatych zwigzkéw
wystepujacych w ekstraktach z korzeni stanowil, zaleznie od klonu, 2-3% catkowitej
zawartosci zwigzkow polifenolowych, co odpowiadato 0,768-1,21 mg/g SM (wykres 3).
Najwyzszy poziom CA odnotowano dla klonu C3. Zawarto$¢ pozostatych metabolitoéw
wtornych opisanych w badanych ekstraktach nie przekraczata poziomu 1 mg/g SM.
Najwyzsza zawartoscia CAD (0,903 mg/g SM) oraz rozmarynianu metylu
charakteryzowata si¢ linia C2 (0,956 mg/g SM). Tymczasem, najwyzsza zawarto$¢
heksozy RA stwierdzono w liniach C1 oraz C4 (odpowiednio, 0,546 i 0,473 mg/g SM).
Zawarto$¢  zidentyfikowanego w korzeniach wlosnikowatych fenyloetanoidu,
diacetylomartynozydu, wahata si¢ w poszczego6lnych klonach miedzy 0,130-0,305 mg/g
SM osiagajac najwyzszy poziom w korzeniach klonu C2 (wykres 3).
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Wykres 3. Zawarto$¢ (mg/g SM) pozostatych zwigzkow fenolowych: kwasu kawowego — CA i jego
pochodnej — CAD, diacetylomartynozydu — DAM, heksozy kwasu rozmarynowego — RAH oraz
rozmarynianu metylu — MR oznaczona w korzeniach transformowanych S. bulleyana (C1-C4) po
5 tygodniach hodowli w ciemnosci, w podiozu ptynnym WP. Wartosci oznaczone tg samg literg nie

wykazuja réznic statystycznych na poziomie istotnosci p < 0,05.
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Wykres 4. Produktywnos$¢ (mg/1 podtoza) kwasu rozmarynowego — RA oraz catkowita zawartosc¢ polifenoli
—TPC (mg/g SM) obliczona dla korzeni transformowanych S. bulleyana (C1-C4) po 5 tygodniach wzrostu
w plynnym podtozu WP w ciemnos$ci. Wartosci oznaczone ta sama literag nie wykazuja rdznic
statystycznych na poziomie istotnosci p < 0,05.

Ostatecznie, w wyborze klonu do dalszych badan wzigto pod uwage zar6wno
wzrost jak i produkcje badanych linii korzeni wiosnikowatych. Na podstawie tych
danych, przeliczajac wartosci suchej masy otrzymane dla kazdego z traktowan podczas

cyklu wzrostu na g/l podtoza i mnozac je przez wartosci uzyskane podczas analizy
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ilosciowej obliczono produktywnos¢ klonow (wykres 4, tabela 4). Ustalono, ze
najbardziej produktywny okazat si¢ by¢ klon C4. Calkowita zawarto$¢ polifenoli w tej
kulturze wynosita 418 mg/l, z czego 346 mg/l stanowit RA, a 23 mg/l SAK. Z kolei
najmniej produktywna kulturg okazata si¢ by¢ kultura klonu C2, dla ktérej TPC wynosita
316 mg/l, RA 254 mg/l, a SAK 18 mg/l. Na podstawie powyzszych wynikow klon C4
zostat wybrany do dalszych badan.

Tabela 4. Produktywno$¢ (mg/1 podtoza) kwasu kawowego — CA, heksozy kwasu rozmarynowego — RAH,
kwasu salwianolowego E — SAE, kwasu salwianolowego K — SAK, pochodnej kwasu kawowego — CAD,
rozmaryniwanu metylu — MR, izomeréw kwasu salwianolowego F — SAF | i 1, diacetylomartynozydu —
DAM obliczona dla klonéw C1-C4 korzeni transformowanych S. bulleyana po 5 tygodniach wzrostu
W ciemnos$ci w podtozu ptynnym WP. Wartosci oznaczone ta sama litera nie wykazuja rdznic

statystycznych na poziomie istotnosci p < 0,05.

C1 C2 C3 C4

CA 10,3+0,228a 6,23+0,204b 10,6+0,111a 10,3+0,370a
RAH 4,65+0,273a 2,17+0,139b 1,87+0,137b 4,14+0,099a
SAE 8,72+0,847a 10,7¢1,11a 8,60+0,406a 8,71+0,047a

SAK 19,0+0,860b 18,4+1,15b 18,7+0,120b 22,7+1,07a
CAD 6,15+0,402bc 7,33+0,258ab 5,34+0,387c 7,4940,152a
MR 3,79+0,096¢ 7,76+1,16a 6,16+0,247ab 4,57+0,067bc
SAF | 1,13+0,045d 3,29+0,112b 2,30+0,159¢ 4,32+0,066a
SAF 11 15,1+0,809b 14,0+0,316b 13,2+0,728b 18,8+1,270a
DAM 1,20+0,067b 3,35+0,529a 1,61+0,175b 1,28+0,012b

5.2.3. Optymalizacja warunkéw hodowli korzeni transformowanych klonu C4
S. bulleyana

5.2.3.1.  Wplyw podtoza hodowlanego na wzrost i produkcje zwigzkow
polifenolowych

Pierwszym etapem w procesie optymalizacji przyrostu biomasy jak i produkcji
metabolitow wtornych w korzeniach S. bulleyana klonu C4 byta analiza tych parametrow
w odniesieniu do réznych podlozy wzrostowych. W badaniu wykorzystano cztery rdézne
podtoza (MS, WP, B5, SH), z czego kazde zostalo uzyte w dwoch wariantach, ktore
zawieraly peinag lub obnizong do potowy zawarto§¢ mikro- i makroelementéw (/2MS,

,WP, 14BS5, 14SH).
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Fotografia 8. Korzenie transformowane S. bulleyana (C4) hodowane przez 5 tygodni w r6znych podtozach
ptynnych. Skala 1 cm.

W zaleznos$ci od uzytego podtoza ptynnego, widoczne byty réznice w morfologii
korzeni wlosnikowatych (fotografia 8). Korzenie rosngce na podtozu SH oraz 2SH
charakteryzowaly si¢ jasnobragzowym kolorem oraz byty silnie rozgalezione (fotografia
9). Duza liczba rozgatezien cechowata rowniez korzenie hodowane w podtozach WP,
jednakze w tym przypadku, byly one krotsze, a same korzenie — ciensze. Najgrubsze,
a zarazem najjasniejsze byly korzenie kultywowane w pelnym podiozu MS. Jednakze
w tym wypadku rzadko obserwowano tworzenie si¢ korzeni bocznych, a te, ktore
powstaly byty bardzo krotkie (fotografia 9). Obnizenie do potowy zawartosci mikro- oraz
makroelementow w tym wariancie podtoza skutkowato powstaniem cienszych korzeni,
w ciemniejszym kolorze, tworzacych wigce] rozgatezien. W przypadku korzeni
rosngcych w podlozu BS5, zaobserwowano ich bragzowoszare zabarwienie oraz
umiarkowane tworzenie si¢ korzeni bocznych, ktore byty sredniej dtugosci (fotografia 8,
9). Obnizenie do potowy ilosci soli w tym podtozu skutkowalo jasniejszym zabarwieniem

1 nielicznymi rozgalezieniami.
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Fotografia 9. Pojedyncze korzenie transformowane S. bulleyana (C4) hodowane przez 5 tygodni w r6znych

podtozach ptynnych. Skala 1 cm.

Roéznice w sktadach jakosciowych oraz ilosciowych zastosowanych podtozy
wplywaly istotnie na akumulacje biomasy korzeni wlosnikowatych. Okazato sie¢, ze
najwyzszy przyrost odnotowano dla korzeni hodowanych w podtozach SH (5,60 g — SM,
0,927 g— SM) oraz '4SH (5,55 g — SM, 0,890 g — SM), dla ktérych stwierdzono 13-krotny
przyrost §wiezej masy w stosunku do uzytego inokulum w ciggu 5 tygodni oraz 16-krotny
w odniesieniu do suchej masy (tabela 5). Indeksy wzrostu dla tych wariantow wynosity
12,0-12,2 dla SM oraz 14,7-15,3 dla SM i byly 3-4 razy wyzsze od tych, otrzymanych dla
traktowania, ktore skutkowalo najnizszym wzrostem kultury, czyli podtoza 2WP.
Ponadto, wylaczajac podtoze WP oraz 2WP, nie zaobserwowano istotnych réznic
W przyro$cie biomasy, miedzy kultura hodowang na wariantach tego samego podtoza
Z pelng oraz zredukowang iloscig soli mineralnych (tabela 5).

Tabela 5. Indeksy wzrostu oraz warto$ci $wiezej oraz suchej masy korzeni transformowanych S. bulleyana

(C4) po 5 tygodniach wzrostu w ciemnosci, w réznych podtozach. Wartosci oznaczone ta sama litera nie

wykazuja réznic statystycznych na poziomie istotnosci p < 0,05.

Podloze Swieza masa (g) Suchamasa(g) Indeks wzrostu SM  Indeks wzrostu SM

WP 5,07+0355a  0,728+0,033b 10,9+0,834a 11,8+0,590b
WP 1,730,150b  0,375+0,015d 3,06+0,353b 5,62+0,261¢
SH 5,60£0,095a  0,927+0,014a 12,2+0,224a 15,3+0,239
14SH 5,550,145 0,890+0,017a 12,0£0,340a 14,7+0,304a
MS 4,80£0,359a  0,729+0,040b 10,3+0,844a 11,8+0,704b
BMS  426+£0,159a  0,637+0,015b 9,00+0,375a 10,9+0,266b
B5 2,59+0,178b  0,490+0,021c¢ 5,0940,418b 7,65+0,363¢
14B5 2,5140,086b  0,451+0,013cd 4,90+0,203b 6,95+0,234c
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Rodzaj uzytego w doswiadczeniu podtoza nie miat wptywu na sktad jakosciowy
ekstraktow z badanych traktowan. W kazdym przypadku stwierdzono obecnosé

10 zidentyfikowanych wcze$niej zwigzkow.

Catkowita zawarto$¢ zwiazkoéw polifenolowych wahata si¢ od 34,76 mg/g SM dla
korzeni hodowanych w podtozu MS do 79,18 mg/g SM dla podtoza SH (wykres 5).
Zwigzkiem dominujacym we wszystkich probkach byl kwas rozmarynowy. Jego
zawarto$¢, w zaleznosci od warunkow hodowli, stanowita 80-90% caltkowitej zawartosci
zwigzkow polifenolowych. Najwyzszag zawartos¢ RA stwierdzono w materiale
hodowanym w podtozu SH: 62,2 mg/g SM. Warto$¢ ta byla dwukrotnie wyzsza niz
otrzymana przy wzro$cie w najmniej korzystnym dla produkcji wtornych metabolitow
podiozu MS. Jednoczes$nie okazato si¢, ze oba warianty podtoza BS5 istotnie stymulowaty
wytwarzanie kwasu rozmarynowego w korzeniach wlo$nikowatych (55,0-59,2 mg/g
SM). Zaleznie od rodzaju podloza obnizenie zawartosci makro- i mikroelementow miato
rozny wptyw na zawartos¢ RA w korzeniach. W przypadku podtozy WP oraz B5 nie
zaobserwowano istotnych zmian w produkcji tego zwigzku, ale dla podtoza SH redukcja
ilosci soli istotnie obnizyta poziom RA. W przeciwienstwie do tego, obnizenie st¢zenia
makro- i mikropierwiastkow bardzo istotnie pobudzito syntez¢ RA w odniesieniu do

podtoza MS (wykres 5).
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Wykres 5. Zawarto$¢ (mg/g SM) kwasu rozmarynowego — RA oraz catkowita zawarto$¢ polifenoli — TPC
(mg/g SM) oznaczona w korzeniach transformowanych S. bulleyana po 5 tygodniach wzrostu w ciemnoéci,
w roznych podlozach ptynnych. Warto$ci oznaczone ta samga literg nie wykazuja réznic statystycznych na

poziomie istotnosci p < 0,05.
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Jeszcze wrazliwszy na zmiang rodzaju podtoza okazal si¢ SAK (wykres 6).
W optymalnych warunkach (gdy korzenie kultywowano w podtozu SH) jego zawarto$¢
wynosita ponad 8 mg/g SM. Byla to zawarto$¢ prawie dwukrotnie wyzsza niz
W korzeniach na wstgpnie hodowanych w podtozu WP. Najmniej korzystne dla produkcji
tego zwiazku okazalo si¢ podloze MS pozwalajace uzyskaé zawartos¢ SAK
kilkunastokrotnie nizsza niz w warunkach optymalnych — 0,60 mg/g SM (wykres 6).
W tym przypadku obnizenie zawartosci makro- i mikroelementéw w poditozu nie

stymulowato produkcji tego zwigzku, ale takze jej nie obnizato.

W przypadku produkcji SAE, wyjatkowo korzystna okazata si¢ hodowla korzeni
w podtozu WP o obnizonej zawarto$ci mikro- i makroelementéw (wykres 6). Osiagnicta
w tych warunkach zawarto$¢ tego zwiazku (3,02 mg/g SM) byta niemal 2-krotnie wyzsza
od tej, otrzymanej dla korzeni hodowanych w zawierajacej standardowe stgzenia soli
pozywce WP 1 az 5-krotnie wyzsza od tej stwierdzonej dla materiatu pochodzacego z
podioza BS5. Drugim metabolitem, ktory preferowat najubozsza z zastosowanych
pozywek (Y2WP) byt SAF II. Jego zawartos¢ w korzeniach rosnacych w podtozu 2 WP
dochodzita do 2 mg/g SM (wykres 6).
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Wykres 6. Zawarto$¢ (mg/g SM) kwaséw salwianolowych E — SAE, K — SAK oraz izomeréw kwasu
salwianolowego F — SAF | i SAF Il oznaczona w korzeniach transformowanych S. bulleyana po
5 tygodniach wzrostu w ciemnosci, w réznych podtozach pltynnych. Wartosci oznaczone ta sama litera nie

wykazujg roznic statystycznych na poziomie istotnosci p < 0,05.

Podtoze SH stanowilo dobre warunki produkcji nie tylko samego kwasu
rozmarynowego, ale réwniez jego pochodnych (wykres 7). Akumulacja RAH

w korzeniach kultywowanych w podtozu SH (2,34 mg/g SM) byta 25-krotnie wyzsza niz
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oznaczona w materiale pochodzacym z podloza MS, ktore okazalo si¢ najmniej korzystne
dla produkcji tego zwigzku. Réwniez MR (1,14 mg/g SM) osiggnal swoje maksimum
zawartosci w korzeniach rosnagcych w podlozu SH (wykres 7). Podloza z grupy SH
(szczegolnie to o obnizonej zawarto$ci pierwiastkoOw) byty rowniez korzystne dla
biosyntezy CAD. Tymczasem kwas kawowy wykazywal najmniejszg zmienno$¢
W zawarto$ci zwigzang z rodzajem pozywki i tylko podtoza typu MS drastycznie obnizaty

jego poziom w kulturze (wykres 7).
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Wykres 7. Zawarto$¢ (mg/g SM) pozostatych polifenoli: kwasu kawowego — CA i jego pochodnej — CAD,
diacetylomartynozydu — DAM, heksozy kwasu rozmarynowego — RAH oraz rozmarynianu metylu — MR
oznaczona w korzeniach transformowanych S. bulleyana po 5 tygodniach hodowli w ciemno$ci, w r6znych
podtozach ptynnych. Wartosci oznaczone ta samg literg nie wykazuja réznic statystycznych na poziomie
istotnosci p < 0,05.

Ostatecznie po analizie parametréw wzrostu i produkcji, do dalszych badan
optymalizacji podtoza wzrostowego, postanowiono ograniczy¢ si¢ do dwoch rodzajow
podtozy SH — tego z catkowita 1 zredukowana do potowy zawartoscig makro-

i mikroelementow.
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5.2.3.2.  Wplyw st¢ienia witamin na wzrost i produkcje zwigzkow
polifenolowych
Do oceny wplywu stezenia witamin zawartych w podlozu wybrano kultury
korzeni wtosnikowatych, ktére hodowano w podtozach SH oraz 2SH charakteryzujace

si¢ najlepszym wzrostem oraz produkcja polifenoli.

Obnizenie poziomu witamin oraz inozytolu do potowy i jednej czwartej nie
wplyneto istotnie na parametry $§wiezej (7,14-7,37 g) i suchej masy (0,846-0,933 g)
korzeni kultywowanych w podtozu SH (tabela 6). Z kolei w przypadku 2SH okazalo sig,
ze obnizenie zawartosci witamin 1 inozytolu do potowy zwiekszalo przyrost zarowno
swiezej jak i suchej masy (6,37 g SM; 0,927 g SM) o odpowiednio 19% i 12%
W poréwnaniu z tymi otrzymanymi dla ich petnych stezen (5,35 g SM; 0,828 g SM).
Dalszy spadek zawartosci witamin w podtozu 2SH w widoczny sposob zaczynat
hamowa¢ wzrost kultury. Jednoczesnie, catkowity brak tych sktadnikow w podtozu
skutkowat istotng redukcjg zarowno §wiezej jaki 1 suchej masy w odniesieniu do obu

zastosowanych podtozy SH.

Tabela 6. Indeksy wzrostu oraz wartosci $wiezej oraz suchej masy korzeni transformowanych S. bulleyana
(C4) po 5 tygodniach wzrostu w ciemnosci, w podtozu SH oraz ' SH zawierajacym rozne st¢zenie witamin.

Wartosci oznaczone ta sama litera nie wykazuja roznic statystycznych na poziomie istotnosci p < 0,05.

Swieza masa (g) Suchamasa(g) Indeks wzrostu SM  Indeks wzrostu SM

SHFV 7,14+0,413a 0,933+0,015a 15,8+0,971a 15,4+0,271a
SH 1/2v 7,37+0,353a 0,869+0,041ab 16,3+0,828a 14,+0,724ab
SH 1/4v 7,15+0,106a 0,846+0,013ab 15,8+0,250a 13,8+0,235ab

SH oV 1,25+0,191d 0,28+0,033c 1,94+0,449¢ 3,92+0,577c
%SH FV 5,34+0,129bc 0,828+0,027ab 11,5+0,302b 13,5+0,482ab
%SH 1/2V  6,37+0,389ab 0,927+0,040a 13,9+0,914ab 15,3+0,702a
%SH 1/4Vv 4,95+0,153c 0,761+0,012b 10,6+0,359b 12,4+0,213b
%SH 0V 1,26+0,091d 0,303+0,011c¢ 1,96+0,215¢ 4,3140,202¢

Obnizanie stezenia witamin w podtozu SH nie byto korzystne dla biosyntezy
wiekszo$ci oznaczanych zwiazkéw polifenolowych 1 zazwyczaj skutkowato stopniowym
zmniejszeniem ich zawarto$ci (wykres 8, 9, 10). Tendencje tg zaobserwowano zaro6wno
w przypadku catkowitej zawartosci polifenoli, jak 1 dominujacych w kulturze
metabolitow: RA, SAK oraz SAE (wykres 8 i 9). Wyjatkiem okazat si¢ SAK, ktorego

poziom w podiozu SH pozbawionym witamin i inozytolu byl okoto 2-krotnie wyzszy
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(5,94 mg/g SM) niz w przypadku podloza o pelnej ich zawartosci (3,01 mg/g SM)

(wykres 9).
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Wykres 8. Zawarto$¢ (mg/g SM) kwasu rozmarynowego — RA oraz catkowita zawarto$¢ polifenoli - TPC
oznaczona w korzeniach transformowanych S. bulleyana po 5 tygodniach hodowli w ciemnos$ci, w podtozu
SH oraz /2SH zawierajacym rozne stezenie witamin. Warto$ci oznaczone ta samg litera nie wykazuja roznic

statystycznych na poziomie istotnosci p < 0,05.
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Wykres 9. Zawarto$¢ (mg/g SM) kwasow salwianolowych E — SAE, K — SAK oraz izomerow kwasu
salwianolowego F — SAF | i SAF Il oznaczona w korzeniach transformowanych S. bulleyana po
5 tygodniach wzrostu w ciemno$ci, w podtozu SH oraz %.SH zawierajacym rozne stezenie witamin.

Wartosci oznaczone tg sama litera nie wykazuja roznic statystycznych na poziomie istotnosci p < 0,05.

Nieco inng tendencje zaobserwowano w przypadku korzeni hodowanych
W réznych wariantach podtoza 2SH (wykres 8, 9, 10). W przypadku tego podtoza z 12V
zanotowano istotny wzrost zawartosci RA, jego pochodnych: RAH i MR oraz SAK i SAE
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w poréwnaniu do wariantu z pelng zawarto$cig witamin, co skutkowato osiggnigciem
w tych warunkach maksymalnej TPC (wykres 8, 9, 10). Ostatecznie w tym wypadku
W korzeniach odnotowano zwigkszenie TPC o 30%, z czego zawarto§¢ MR wzrosta
0 55%, RAH 0 44%, RA 0 30%, SAK 0 20%, a SAE nawet 0 170% w poréwnaniu do
podtoza 2SH o pelnej zawartosci witamin. Dalsze obnizenie ilo$ci witamin do Y4 wigzato
si¢ ze wzrostem produkcji polifenoli o ok. 17% w poréwnaniu do podtoza /2SH FV, ale
TPC spadata juz istotnie wzgledem traktowania 2SH 4V (wykres 8). Calkowity brak
witamin oraz inozytolu w podtozu “2SH skutkowatl znacznym obnizeniem zawartosci
wigkszos$ci oznaczanych ilosciowo polifenoli. Jednakze w tym wypadku, tak jak i dla
podtoza SH, wyjatek stanowit SAK osiggajacy poziom 7,84 mg/g SM, czyli najwyzszy
sposrod wszystkich rozwazanych traktowan (SH oraz “2SH) (wykres 9).
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Wykres 10. Zawarto$¢ (mg/g SM) pozostatych polifenoli: kwasu kawowego — CA i jego pochodnej — CAD,
heksozy kwasu rozmarynowego — RAH oraz rozmarynianu metylu — MR oznaczona w korzeniach
transformowanych S. bulleyana po 5 tygodniach hodowli w ciemno$ci, w podtozu SH oraz “%SH
zawierajacym rozne stgzenie witamin. Wartosci oznaczone ta samg litera nie wykazuja roznic
statystycznych na poziomie istotnosci p < 0,05.

Na tym etapie do$wiadczen, zawartos¢ diacetylomartynozydu spadta do ilosci
$ladowych, ktore nie mialy istotnego znaczenia dla wartosci catkowitej produkcji
zwigzkow polifenolowych w korzeniach transformowanych S. bulleyana. Dlatego tez,
zaprzestano odczytow zawarto$ci tego zwigzku podczas analizy iloSciowe] materiatu

roslinnego.

Analiza poszczegdlnych parametréw doswiadczenia nie data jednoznacznej

odpowiedzi, ktory wariant podtoza jest optymalny. Miata na to wptyw duza liczba danych
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oraz niejednoznacznos$¢ oddzialywania poszczeg6lnych traktowan na badane parametry:
wzrost warto§ci pewnych parametrow dla okre§lonego wariantu podtoza wigzat si¢
Z obnizeniem wartosci innych. W celu zobiektywizowania decyzji o wyborze
najkorzystniejszego wariantu podloza, siggnigto po narzedzie statystyczno-
matematyczne jakim jest analiza TOPSIS. Do jej przeprowadzenia wybrano 4 istotne
czynniki decyzyjne: indeks wzrostu SM, TPC oraz zawartosci dominujacych
metabolitow: RA i SAK. W celu uniknigcia zbgdnych komplikacji, wszystkie cztery
parametry zostaly uznane za jednakowo istotne 1 waga kazdego z nich zostata okreslona
jako 0,25. Obliczen dokonano na podstawie metody opisanej W podrozdziale 4.8.,
a obliczone wydajnosci (P) zaprezentowano w tabeli 7. Za optymalne traktowanie uznaje
si¢ to 0 najwyzszej wartosci wydajnosci.

Tabela 7. Kofcowa waga znormalizowanych macierzy decyzyjnych i obliczona wydajno$¢ dla podtoza SH

zawierajacego petna oraz obnizong do potowy zawarto$¢ mikro- i makroelementow oraz rdzne stezenie

witamin.

Znormalizowane wazone parametry kultury Parametry TOPSIS
GI SM TPC RA SAK s* S P
SHFV 0,1093 0,1067 0,1105 0,0532 0,0854 0,1264 0,5967
SH AV 0,1014 0,0972 0,1030 0,0314 0,1085 0,1096 0,5026
SH .V 0,0986 0,0836 0,0867 0,0269 0,1178 0,0927 0,4404
SH oV 0,0280 0,0495 0,0430 0,1049 0,1267 0,0783 0,3819
%SH FV 0,0962 0,0850 0,0814 0,0988 0,0571 0,1143 0,6670
%SH 2V 0,1087 0,1108 0,1069 0,1168 0,0220 0,1525 0,8737
% SH 4V 0,0880 0,1020 0,1041 0,0661 0,0763 0,1113 0,5933
%SH 0V 0,0307 0,0481 0,0381 0,1385 0,1239 0,1117 0,4741

Podloze

S* - odlegloé¢ Euklidesowa wariantu decyzyjnego od idealnego rozwigzania; S™ - odlegto$¢ Euklidesowa

wariantu idealnego od rozwiazania antyidealnego; P — wydajnos¢.

Najwyzsza wydajno$¢ osiagnieto w przypadku korzeni kultywowanych
w podtozu ¥4SH z 14V (tabela 7). Kultura hodowana w tych warunkach charakteryzowata
si¢ najwyzszym TPC oraz indeksem wzrostu SM i iloscia RA, ktore nie roznily si¢
statystycznie od najlepszych wynikéw otrzymanych w badaniach. Co wigcej, zawierata
wystarczajaco wysoki poziom SAK (6,61 mg/g), w porownaniu do najwyzszego (7,08
mg/g) oraz najnizszego (1,52 mg/g). Dodatkowa zaleta tego wariantu podioza jest nizszy
koszt prowadzenia hodowli w poréwnaniu do opcji zawierajacej petng zawarto§¢ makro-

oraz mikroelementow jak roéwniez witamin i inozytolu.
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Podsumowujac, w wybranym do dalszych eksperymentéw wariancie podtoza
wciggu 5 tygodni hodowli z litra pozywki uzyskiwano 9244 mg zwiazkoéw
polifenolowych, przy czym 741,8 mg stanowit RA, 76,6 mg — SAK, a 43,4 mg/l — SAE.

5.2.3.3.  Wplyw ste¢ienia sacharozy na wzrost i produkcje zwigzkow
polifenolowych
Kolejnym etapem procesu optymalizacji warunkéw hodowli korzeni
wlo$nikowatych klonu C4 S. bulleyana, byt dobor odpowiedniego stezania sacharozy.
W badaniu do podtoza %2SH YAV dodawano sacharozg w czterech stezeniach: 2%, 3%,
4% oraz 5%.

Jak przedstawiono w tabeli 8, wartosci swiezej masy kultury obnizaty si¢ wraz ze
wzrostem stezenia cukru w podtozu osiggajaCc maksimum przy stezeniu 2%: 7,34 g (Gl
SM = 16,2) (tabela 8). Odwrotna tendencje zaobserwowano w przypadku suchej masy,
ktérej optimum osiaggnieto dla kultury z podtoza zawierajacego 5% sacharozy — 1,06 g
SM. Jednakze wartosci tego parametru nie roznity si¢ istotnie dla traktowan z 3- i 4%-
owym stezeniem cukru. Indeks wzrostu SM korzeni rosngcych w pozywce z najwyzszym
stezeniem sacharozy byl o 62% wyzszy w poréwnaniu z tym uzyskanym dla kultury
rosngcej w obecnosci cukru w stezeniu 2%.

Tabela 8. Indeksy wzrostu oraz warto$ci $wiezej oraz suchej masy korzeni transformowanych S. bulleyana

C4) po 5 tygodniach wzrostu w ciemno$ci, w podtozu 2SH 4V zawierajacym rézne stgzenie cukru.
p yg p jacym

Wartosci oznaczone tg sama literg nie wykazuja roznic statystycznych na poziomie istotnosci p < 0,05.

Stezenie Swieza masa Sucha masa Indeks wzrostu Indeks wzrostu
sacharozy (9) (9) SM SM
2% 7,34+0,274a 0,676+0,026b 16,2+0,643a 10,9+0,448b
3% 7,01£0,274ab  0,996+0,028a 15,4+0,644ab 16,5+0,484a
4% 6,1620,228bc 1,05+0,035a 13,5+0,534bc 17,4+0,615a
5% 5,49+0,155¢ 1,06+0,029a 11,9+0,365¢ 17,7+0,505a

Najwyzsza zawarto$¢ zwigzkow polifenolowych wykryto w korzeniach
wlosnikowatych kultywowanych w podtozu suplementowanym 2% cukru (100,4 mg/g
SM) (wykres 11). Zwigkszenie st¢zenia sacharozy do 3% skutkowato niewielkim
spadkiem TPC (92,5 mg/g SM), ale dalszy wzrost poziomu zrodla wegla w pozywce

powodowat dalsze obnizenie TPC.
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Wykres 11. Zawarto$¢ (mg/g SM) kwasu rozmarynowego — RA oraz catkowita zawarto$¢ polifenoli - TPC
oznaczona w korzeniach transformowanych S. bulleyana po 5 tygodniach hodowli w ciemnosci, w podtozu
%SH 4V zawierajacym rdzne stezenie cukru. Wartosci oznaczone ta samg literg nie wykazuja roznic

statystycznych na poziomie istotnosci p < 0,05.

Taki sam profil produkcji raportowano w odniesieniu do produkcji RA. Wzrost
stezenia cukru do 3% obnizyt zawartos¢ RA w korzeniach wtosnikowatych S bulleyana
z 83,5 do 72,7 mg/g SM. Dalszy wzrost zawartosci sacharozy w pozywce (do 4%)
skutkowat dalszym obnizeniem zawartosci RA do warto$ci okoto 30% nizszej od

maksymalnej (wykres 11).

Podobng tendencj¢ obserwowano w przypadku wiekszosci oznaczanych
w eksperymencie zwigzkoéw bioaktywnych (wykres 12 i 13). Aczkolwiek w przypadku
dwoch metabolitow: SAK 1 RAH wzrost sacharozy w podtozu stymulowat ich produkcje.
Najwyzszy poziom SAK zanotowano w obecnosci 5% cukru (12,53 mg/g) 1 byt on
niemalze 2-krotnie wyzZszy niz ten oznaczony w korzeniach rosnacych przy 2% oraz
0 30% wyzszy niz przy 3% sacharozy (wykres 12). Akumulacja RAH w korzeniach
wlosnikowatych zachodzita najefektywniej przy 4% stezeniu cukru (wykres 13).
Uzyskana w tych warunkach zawarto$¢ RAH byta 7-krotnie wyzsza od tej otrzymane;j

przy traktowaniu 2%-owym i ok. 50% wyzsza od tej dla 3% cukru w pozywece.
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Wykres 12. Zawarto$¢ (mg/g SM) kwasow salwianolowych E — SAE, K — SAK oraz izomerow kwasu
salwianolowego F — SAF | i SAF Il oznaczona w korzeniach transformowanych S. bulleyana po
5 tygodniach wzrostu w ciemnos$ci, w podtozu %SH %4V zawierajacym rdzne stezenie cukru. Wartosci

oznaczone tg samg litera nie wykazuja roznic statystycznych na poziomie istotnosci p < 0,05.
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Wykres 13. Zawarto$¢ (mg/g SM) pozostatych polifenoli: kwasu kawowego — CA i jego pochodnej — CAD,
heksozy kwasu rozmarynowego — RAH oraz rozmarynianu metylu — MR oznaczona w korzeniach
transformowanych S. bulleyana po 5 tygodniach hodowli w ciemnosci, w podtozu Y2 SH %4V zawierajacym
rozne stezenie cukru. Warto$ci oznaczone tg sama literg nie wykazujg roznic statystycznych na poziomie

istotnosci p < 0,05.

Tymczasem dla akumulacji metylowej pochodnej RA, najkorzystniejsze okazato
sie posrednie stgzenie sacharozy (3%), kiedy to zawarto$¢ tego zwigzku osiggneta poziom

ok. 1,5 mg/g SM (wykres 13).
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Tak jak w przypadku eksperymentu dotyczacego zawartosci witamin w podtozu,
zadne z wykorzystanych w badaniu stezen cukru nie pozwalato osiggna¢ jednoznacznie
optymalnych wynikow dla kryteriow produkcji i wzrostu, a niejednokrotnie uzyskane dla
poszczegblnych parametrow rezultaty byly wzgledem siebie w opozycji. Dlatego dla

finalnej optymalizacji ponownie wykorzystano analiz¢ TOPSIS (tabela 9).

Tabela 9. Koficowa waga znormalizowanych macierzy decyzyjnych i obliczona wydajno$¢ dla podtoza

.SH 14V zawierajacym rozne st¢zenia sacharozy.

Zawartosé Znormalizowane wazone parametry kultury Parametry TOPSIS

sacharozy Gl SM TPC RA SAK St S P
2% 0,0858 0,1420 0,1519 0,0833 0,0850 0,0587 0,4085
3% 0,1300 0,1307 0,1322 0,1175 0,0402 0,0665 0,6232
4% 0,1372 0,1141 0,1072 0,1394 0,0537 0,0763 0,5869
5% 0,1393 0,1106 0,1023 0,1493 0,0587 0,0850 0,5915

S* - odlegloé¢ Euklidesowa wariantu decyzyjnego od idealnego rozwigzania; S™ - odlegto$¢ Euklidesowa

wariantu idealnego od rozwiazania antyidealnego; P — wydajnos¢.

Otrzymane wartosci wydajnosci wykazaty, ze podloze wzbogacone 3%-owa
sacharozg jest optymalne dla produkcji polifenoli w kulturze korzeni S. bulleyana. W tym
przypadku, wyzszy poziom akumulacji suchej masy zroOwnowazyt niewiele nizsza
produkcje kwasow fenolowych w poroéwnaniu z tymi parametrami uzyskanymi
W odniesieniu do podtoza z najnizszym stezeniem cukru. Podczas gdy optymalna
produkcja RA 1 czesci innych metabolitow przektadajace si¢ na TPC przewyzszyty nad
dodatkowym przyrostem suchej masy i wyzsza zawartoscig takich zwigzkow jak SAK
czy RAH, ktoére obserwowano w przypadku zastosowania wyzszych niz 3%-owe stezen

cukru (tabela 9).

Przeliczajac otrzymane wyniki na produktywnos¢, dla wybranego wariantu
stezenia sacharozy w ciagu cyklu wzrostu uzyskano 1151,1 mg TPC, a w tym 904,9 mg
RA w przeliczeniu na litr podtoza. Wartos$ci te byly odpowiednio o 9-36% oraz 17-28%
wyzsze od tych otrzymanych dla pozostatych traktowan. Z kolei produktywnosci SAK
i SAE w tym wariancie wyniosty 122,8 mg/l i 40,2 mg/1.
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5.2.3.4.  Wplyw warunkow oswietlenia na wzrost i produkcje zwigzkow
polifenolowych

W kolejnym eksperymencie, w pasazach 40-42 oceniano wplyw warunkow
o$wietlenia na akumulacje¢ biomasy oraz produkcj¢ zwigzkow polifenolowych podczas

5 tygodniowej hodowli korzeni w podtozu 2SH 2V wzbogaconym 3% sacharoza.

Kultura korzeni S. bulleyana wystawiona na dziatanie §wiatla LED, bez wzgledu
na dlugos$ci zastosowanej fali, wykazata nizsza akumulacje §wiezej i suchej biomasy, a co
za tym idzie nizsze indeksy wzrostu w poréwnaniu do korzeni rosngcych w ciemnosci
(tabela 10). Korzenie hodowane w ciemnosci charakteryzowaty si¢ indeksami wzrostu na

poziomie 12,89 dla SM i 14,60 dla SM, co odpowiadato 4,92 g SM i 0.889 g SM na kolbe.

Wsrod wynikéw otrzymanych dla materiatu rosngcego w warunkach roéznego
o$wietlenia najwyzsze przyrosty osiggni¢to dla czerwonego $wiatta LED (tabela 10).
W tych warunkach SM wynosita 4,41 g i byla niemal 1,5 razy wyzsza od tej dla
najgorszego traktowania: §wiatta mieszanego. W przypadku SM warto$ci dla tych dwoch

traktowan wynosity odpowiednio, 0,778 g i 0,612 g.

Tabela 10. Indeksy wzrostu oraz warto$ci §wiezej oraz suchej masy korzeni transformowanych S. bulleyana
(C4) po 5 tygodniach ekspozycji na rozne warunki o$wietlenia. Kontrole stanowity korzenie hodowane
W ciemnos$ci. Wartosci oznaczone ta sama literg nie wykazuja réznic statystycznych na poziomie istotnosci

p <0,05.

Warunki o§wietlenia Swieza masa  Sucha masa Indeks wzrostu Indeks wzrostu
LED (9) (9) SM SM
Biale 3,25£0,291cd  0,658+0,036¢ 6,64+0,683cd 10,5+0,633c
Mieszane 2,86+0,167d 0,612+0,019¢ 5,71+£0,392d 9,73+0,336¢
Niebieskie 3,82+0,163bc  0,668+0,028¢ 7,97+0,382bc 10,7+£0,487¢c
Czerwone 4,41+0,103b 0,778+0,012b 9,34+0,241b 12,7+0,210b
Kontrola 4,92+0,175a 0,889+0,020a 12,9+0,410a 14,6+0,350a

Hodowla korzeni transformowanych S. bulleyana na $wietle, niezaleznie od
dhugosci fali $wietlnej, miata niekorzystny wptyw nie tylko na akumulacj¢ biomasy, ale
réwniez na produkcje metabolitow wtornych. Korzenie wilos$nikowate kultywowane
w warunkach ciemno$ci charakteryzowaly si¢ dwukrotnie wyzsza akumulacja zwigzkow
polifenolowych, wyrazonych jako TPC, w poréwnaniu do kultur hodowanych przy

r6znych rodzajach LED (wykres 14).
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Wykres 14. Zawarto$¢ (mg/g SM) kwasu rozmarynowego — RA oraz catkowita zawarto$¢ polifenoli - TPC
oznaczona w korzeniach transformowanych S. bulleyana po 5 tygodniach hodowli w “%SH AV
zawierajagcym 3% sacharozy w roznych warunkach oéwietlenia LED: B — $wiatto biate; M — mieszane; N —
niebieskie; C — czerwone; K - ciemno$é. Wartoéci oznaczone tg sama litera nie wykazuja roznic
statystycznych na poziomie istotnosci p < 0,05.

Korzenie transformowane inkubowane na $wietle niezaleznie od dlugosci jego fali
charakteryzowaly si¢ TPC na podobnym poziomie (ok. 40 mg/g SM). Jednakze niektore
analizowane polifenole wykazywaty r6zng akumulacje w zaleznosci od ekspozycji
kultury na rézne barwy $wiatta. Zawarto§¢ RA w korzeniach hodowanych w ciemnosci
byta ponad 2-razy wyzsza od tej, uzyskanej w kulturze rosngcej na $wietle. Aczkolwiek
akumulacja RA w kulturze pod niebieskimi LED byta istotnie wyzsza niz pod biatymi
(wykres 14). Szczeg6lnie widoczny wptyw dtugosci fali odnotowano w przypadku SAK,
ktorego poziom raportowany podczas ekspozycji na swiatlo mieszane byt dwukrotnie
WwyZszy niz ten na niebieskim i o 50% wyzszy od tego, ktory zanotowano w warunkach

czerwonego LED (wykres 15).
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Wykres 15. Zawarto$¢ (mg/g SM) kwasow salwianolowych E — SAE, K — SAK oraz izomeréw kwasu
salwianolowego F — SAF | i SAF Il oznaczona w korzeniach transformowanych S. bulleyana po
5 tygodniach hodowli w podtozu "2SH "2V zawierajacym 3% sacharozy w ré6znych warunkach o$wietlenia
LED: B — $wiatto biate; M — mieszane; N — niebieskie; C — czerwone; K - ciemno$¢. Warto$ci oznaczone
ta samg litera nie wykazujg réznic statystycznych na poziomie istotnosci p < 0,05.

Z kolei, czerwone LED byto efektywniejsze dla produkcji SAE 1 RAH niz

pozostale traktowania $wiatlem (wykres 15 i 16), chociaz osiggniete w tych warunkach

poziomy byty kilkukrotnie nizsze niz w kulturze prowadzonej w ciemnosci.

Jedynymi metabolitami, ktérych zawarto$¢ byta stymulowana przez swiatto bytly
CA oraz oba izomery SAF. Pierwszy z tych zwigzkéw osiggnal najwyzszy poziom
w kulturze pod mieszanymi LED (wykres 16), SAF | — pod niebieskimi, a SAF Il
oznaczono w podobnej ilosci w korzeniach na $wietle niebieskim, mieszanym oraz
bialym (wykres 15). Metabolity te stanowity jednak tak niski odsetek catkowitej
zawarto$ci polifenoli w kulturze, Ze nie miato to wptywu na ostateczng decyzje, ze
zarbwno ze wzgledu na wzrost kultury, jak i akumulacje wigkszosci zwigzkow
bioaktywnych, kultywacja korzeni wlosnikowatych S. bulleyana powinna by¢

prowadzona w ciemnosci.
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Wykres 16. Zawarto$¢ (mg/g SM) pozostatych polifenoli: kwasu kawowego — CA i jego pochodnej — CAD,
heksozy kwasu rozmarynowego — RAH oraz rozmarynianu metylu — MR oznaczona w korzeniach
transformowanych S. bulleyana po 5 tygodniach hodowli w podtozu “4SH ¥4V zawierajacym 3% sacharozy
w r6znych warunkach o$wietlenia LED: B — $wiatto biate; M — mieszane; N — niebieskie; C — czerwone;
K — ciemno$¢. Warto$ci oznaczone ta samga litera nie wykazuja réznic statystycznych na poziomie

istotnosci p < 0,05.

5.2.3.5.  Krzywa wzrostu korzeni transformowanych oraz produkcja zwigzkow
polifenolowych
Aby oszacowa¢ optymalny czas zbioru materialu roslinnego, korzenie
wlosnikowate rosngce w ciemnosci w podtozu 2SH 2V zawierajacym 3% sacharozy
analizowano co 5 dni w odniesieniu do ich przyrostu biomasy oraz akumulacji
metabolitow wtornych. Na tej podstawie w trakcie 50-dniowego cyklu wykonano krzywa

wzrostu i produkcji kultury.

Po uptywie fazy poczatkowej, ktora trwata pig¢ dni, rozpoczynat si¢ okres wzrostu
wyktadniczego trwajacy do 20 dnia hodowli (wykres 17, 18). Czas potrzebny do
podwojenia biomasy (dt) wynosit 6,4 dni dla SM oraz 7,1 dni dla SM, a tempo wzrostu
kultury () — 0,109 (SM) i 0,097 (SM) (wykres 17 i 18).
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Wykres 17. Krzywa przyrostu $wiezej masy (g) korzeni transformowanych S. bulleyana hodowanych przez

50 dni w podtozu ¥2SH %2V z 3% sacharozg w ciemnosci.
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Wykres 18. Krzywa przyrostu suchej masy (g) korzeni transformowanych S. bulleyana hodowanych przez

50 dni w podtozu "2SH 4V z 3% sacharoza w ciemnosci.

Po 20 dniach inkubacji rozpoczgta si¢ w kulturze faza wzrostu liniowego, a po
kolejnych 10 (SM) i 15 (SM) — faza stacjonarna, co odpowiadato 30 oraz 35 dniu hodowli
(wykres 17 i 18). Nastepnie wzrost kultury spowolnit osiggajac maksymalne wartosci
biomasy, odpowiednio, 45 oraz 50 dnia. Najwyzsza SM wynosila 6,14 g na kolbe, a SM
— 0,924 g. W tym czasie, zaobserwowano odpowiednio 14- oraz 16-krotny wzrost
biomasy w poroéwnaniu do uzytego inokulatu, co odpowiadalo nastgpujacym indeksom

wzrostu: 13,4 i 15,2.
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Wykres 19. Krzywa zawarto$ci (mg/g SM) kwasu rozmarynowego — RA oraz catkowita zawarto$¢
polifenoli — TPC w korzeniach transformowanych S. bulleyana hodowanych przez 50 dni w podtozu %SH

14V z 3% sacharozg, w ciemnosci.

Zawartosc¢ polifenoli zmieniata si¢ w trakcie trwania hodowli, jednakze wigkszos¢
analizowanych zwigzkéw osiagneta maksimum akumulacji w fazie wzrostu
stacjonarnego. W przypadku RA, jego poziom malal miedzy 5 a 10 dniem wzrostu,
a nastgpnie zaczynat intensywnie wzrasta¢ od dnia 15 osiggajac maksimum, 69,4-70,0
mg/g SM, w 35 i 40 dniu hodowli (wykres 19). Poczawszy od 40 dnia, zawarto$¢ RA

sukcesywnie spadata.

35 dzien wzrostu okazat si¢ by¢ optymalny dla akumulacji CAD, a 40 dla MR.
Podczas gdy najwyzszy poziom SAK zanotowano w 45 dniu (10,7 mg/g) (wykres 20).
Rowniez SAF 11 RAH osiaggnely maksimum w fazie stacjonarnej, jednakze dopiero w 50
dniu hodowli. Tylko dla trzech zwigzkéw szczyt produkcji odnotowano znacznie
weczesniej: dla SAE byt to dzien 25, czyli przed rozpoczgciem fazy stacjonarnej, a dla CA
oraz SAF Il dzien 15, ktory przypadat na faz¢ wzrostu wyktadniczego (wykres 20).
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Wykres 20. Krzywa zawartosci (mg/lg SM) kwasu kawowego — CA, heksozy kwasu

rozmarynowego — RAH, kwasu salwianolowego E — SAE, kwasu salwianolowego K — SAK, pochodnej
kwasu rozmarynowego — CAD oraz izomeréw kwasu salwianolowego F — SAF I i Il w korzeniach
transformowanych S. bulleyana hodowanych przez 50 dni w podtozu “ASH %V z 3% sacharoza

W ciemnosci.

Biorac pod uwage produktywnos¢ kultury, dzien 40 hodowli zostal uznany za
optymalny dla zbioru materiatu. Pomimo wyzszej akumulacji biomasy w kolejnych
dniach eksperymentu, spadek akumulacji cze$ci zwigzkow bioaktywnych przektadat sie
na nizszg produktywnos$¢ kultury. W dniu 40 uzyskiwano 1072,7 mg TPC z litra podtoza,
z czego RA stanowit 801,7 mg. Byly to maksymalne wartos$ci tych parametréw w ciggu
50 dniowego cyklu wzrostu i produkcji korzeni wtosnikowatych. Produktywnos¢ SAK
W 40 dniu hodowli wynosita 114,4 mg/l, a SAE — 53,8 mg/I.

5.2.4. Elicytacja

Po przeprowadzeniu optymalizacji warunkéw wzrostu 1 produkcji podjeto dalsza
probe stymulacji biosyntezy metabolitow wtornych w korzeniach transformowanych
S. bulleyana bazujac na elicytacji. W badaniu wykorzystano zarowno elicytory biotyczne
(ekstrakt drozdzowy — YE, trans-anetol — t-A, jasmonian metylu — MJA), jak i abiotyczne
(chlorek kadmu — Cd). Kazdy z elicytorow zostat zastosowany w dwoch stezeniach (100
1200 mg YE, 501 100 uM MJA, 51 10 uM t-A, 50 1 100 uM Cd), ktoére wybrano na
podstawie danych literaturowych (Al-Khayri i Naik, 2020; Grzegorczyk i Wysokinska,
2009; Kochan i in., 2018; Yan i in., 2006). Elicytory dodawano do podtoza w 33 dniu

hodowli, czyli na poczatku fazy stacjonarnej. Akumulacj¢ biomasy oraz poziom
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metabolitow wtornych oceniano po 1, 3, 5 oraz 7 dniach od dodaniu elicytora. Materiat
kontrolny stanowily kultury, hodowane w takich samych warunkach do ktérych
dodawano 10 pl wody (CI) lub z dodatkiem 10 pl etanolu, ktéry byt rozpuszczalnikiem
dla MJA i t-A (CII).

W dos$wiadczeniu oceniano wptyw dodawanych zwigzkéw na wartosci suchej
masy kultury korzeni wlosnikowatych wyrazone w g na litr podtoza. W przypadku trzech
z czterech uzytych elicytorow (YE, t-A, MJA), efekt oddziatywan na ten parametr byt
niewielki (wykres 21). Wyjatek stanowity jony Cd. Po ich dodaniu do podioza
zaobserwowano istotny statystycznie spadek biomasy notowany od 3 dnia elicytacji w
przypadku stezenia 100 uM oraz 7 dnia dla 50 uM. Po siedmiu dniach ekspozycji na 50
uM Cd sucha masa kultury wynosita 9,18 g, co stanowito 79% wartosci osiggni¢tej tego
samego dnia przez korzenie w traktowaniu kontrolnym. Z kolei po trzech dniach
narazenia na 100 uM Cd zanotowano spadek SM o 24%, a po 7 — 0 33%, w odniesieniu
do kontroli (wykres 21).
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Wykres 21. Akumulacja suchej biomasy (g/l) korzeni transformowanych S. bulleyana, wyrazona w g suchej
masy na litr podtoza, po elicytacji MJA, YE, t-A oraz Cd. Cl — traktowanie kontrolne; Cll —traktowanie
kontrolne z dodatkiem 10 pl 96% etanolu. Warto$ci oznaczone ta sama litera nie wykazuja roznic

statystycznych na poziomie istotnosci p < 0,05
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Wykres 22. Zawarto$¢ (mg/g SM) polifenoli: kwasu kawowego — CA i jego pochodnej — CAD, heksozy

kwasu rozmarynowego — RAH, rozmarynianu metylu — MR, kwasu salwianolowego E — SAE, kwasu

salwianolowego K — SAK, izomerow kwasu salwianolowego F — SAF | i SAF I, kwasu rozmarynowego

— RA oraz catkowita zawarto$¢ polifenoli — TPC oznaczona 1, 3, 5, 7 dni po elicytacji 50 i 100 uM MJA.

CII - traktowanie kontrolne, do ktorego dodano 10 pl 96% etanolu. Wartosci oznaczone ta sama literg nie

wykazuja réznic statystycznych na poziomie istotnosci p < 0,05.
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Zmiany w akumulacji zwigzkoéw bioaktywnych w korzeniach wlo$nikowatych

S. bulleyana byty uzaleznione od rodzaju elicytora, jego stezenia oraz czasu ekspozycji.

Stwierdzono, ze najwigksze dziatanie stymulujace na produkcje polifenoli
w korzeniach transformowanych S. bulleyana miat MJA (wykres 22). Dodatek 100 uM
tego zwigzku skutkowal niemal dwukrotnym zwigkszeniem TPC w pordwnaniu
z kontrolg CII juz od trzeciego dnia ekspozycji na elicytor. To witasnie w tym dniu

zanotowano najwyzszg akumulacj¢ polifenoli w kulturze (124,4 mg/g SM).

W odniesieniu do poszczegdlnych metabolitow 3-dniowy czas ekspozycji na MJA
oraz st¢zenie 100 uM okazato si¢ optymalne dla syntezy RA, SAE oraz SAF Il (wykres
22). Osiagnigty w tych warunkach poziom RA wynosit 110,2 mg/g SM i byt 1,7-razy
wyzszy 0d tego stwierdzonego w traktowaniu kontrolnym CII. Tymczasem w przypadku

SAE byto to 0 30% wiegcej niz w kontroli, a dla SAF II prawie dwa razy tyle.

Nizsze stezenie MJA (50 uM) réwniez stymulowato biosynteze RA 1 kilku innych
oznaczanych zwigzkow polifenolowych przez co zwigkszato catkowity poziom polifenoli
wzgledem kontroli dla wszystkich dni ekspozycji. Byl to jednak efekt nieco stabszy
W poréwnaniu z wyzszym stezeniem tego elicytora. Z drugiej strony, w obecnosci
nizszego stezenia MJA odnotowano najwyzszy poziom CAD oraz RAH, chociaz po
innym czasie ekspozycji: dla CAD w dniu pierwszym (5,59 mg/g SM), a dla RAH
W pigtym (2,52 mg/g SM) (wykres 22).

W przypadku ekstraktu drozdzowego nie zaobserwowano istotnego pozytywnego
wplywu na biosynteze zwigzkoéw bioaktywnych (wykres 23). Tylko nieliczne
Z analizowanych polifenoli w niewielkim stopniu odpowiedzialy na ekspozycje na ten
elicytor. 100 mg YE zwigkszato poziom SAF I juz od pierwszego dnia elicytacji (wykres
23). Tymczasem w przypadku 200 mg YE wyzsze zawartosci SAF I w poréwnaniu do
kontroli odnotowano dopiero w materiale zebranym 5 dni po dodaniu elicytora.
Jednoczes$nie oba st¢zenia YE pozwolity uzyskac istotnie wyzsze zawartosci SAF II po
pieciu dniach ekspozycji w porownaniu z kontrolg, a 100 mg YE rowniez w siodmym

dniu elicytaciji.
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Wykres 23. Zawarto$¢ (mg/g SM) polifenoli: kwasu kawowego — CA i jego pochodnej — CAD, heksozy
kwasu rozmarynowego — RAH, rozmarynianu metylu — MR, kwasu salwianolowego E — SAE, kwasu
salwianolowego K — SAK, izomeréw kwasu salwianolowego F — SAF | i SAF 1, kwasu rozmarynowego
— RA oraz catkowita zawarto$¢ polifenoli — TPC oznaczona 1, 3, 5, 7 dni po elicytacji 100 i 200 mg YE.
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t-A okazal si¢ mie¢ nieco silniejszy wplyw na produkcje zwigzkow
polifenolowych niz YE (wykres 24). Zawartos¢ RAH (2,55 mg/g SM) w 7 dniu po
elicytacji 5 uM t-A byta ponad dwukrotnie wyzsza w poréwnaniu do tej raportowanej dla
Cll. Suplementacja t-A miata rowniez korzystny wplyw na produkcje SAK, ktorego
poziom w kontroli obnizat si¢ okoto 38 dnia kultury spadajac ponizej 5 mg/g SM.
Tymczasem elicytacja t-A nie tylko hamowata ten spadek, ale jeszcze skutkowatla
niewielkim wzrostem zawartosci SAK w kulturze w 7 dniu elicytacji (40 dzien kultury)
(ok. 6 mg/g SM). Podobny efekt odnotowano w odniesieniu do RA. Dodatek t-A nie
stymulowal produkcji tego kwasu polifenolowego, ale przeciwdziatal spadkowi jego
zawarto$ci wystepujacemu naturalnie podczas wzrostu od dnia 40 (w tym do§wiadczeniu
jest to 7 dzien po ekspozycji). W tym czasie nie obserwowano wiec spadku poziomu RA
w kulturze poddanej dziataniu obu stezen t-A, co odnotowano dla kontroli (wykres 24).
Pewien korzystny efekt oddzialywania obu stezen t-A zanotowano takze dla izomerow
SAF. W odniesieniu do SAF I, efekt byt natychmiastowy 1 krotkotrwaty, bo istotny wzrost
produkcji (0 50%) zaobserwowano dla 5 uM t-A tylko w pierwszym dniu ekspozyciji,
adla 10 uM t-A w dniu trzecim. W przypadku SAF II efekt byl podobny, chociaz t-A
w stezeniu 5 uM stymulowal biosynteze nieco dtuzej, zarowno w pierwszym jaki trzecim

dniu ekspozycji (wykres 24).

Wykorzystanie chlorku kadmu jako elicytora miato negatywny wptyw nie tylko
na wzrost kultury, ale takze na produkcje zwigzkéw bioaktywnych w korzeniach
transformowanych S. bulleyana (wykres 25). Efekt ten byt widoczny juz w pierwszym
dniu od suplementacji 100 uM Cd i od 3 dnia w przypadku stezenia 50 uM. Zastosowanie
100 uM Cd wraz z uptywem kolejnych dni obnizalo stopniowo catkowitg zawarto$¢
polifenoli o od 14 do 55%, skutkujac ostatecznym TPC na poziomie 29,6 mg/g SM.
Z kolei 50 uM Cd finalnie zredukowato TPC o ok. 20%, co odpowiadato zawartosci 53,6
mg/g SM. Jedynym zwigzkiem, ktérego zawarto$¢ utrzymywata si¢ na podobnym
poziomie niezaleznie od uzytego st¢zenia Cd byt SAF I (0,318-0,486 mg/g SM). Biorac
pod uwage jednoczesny istotny spadek biomasy, Cd mial zdecydowanie negatywny

wptyw na produktywno$¢ korzeni wiosnikowatych S. bulleyana.
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Wykres 25. Zawarto$¢ (mg/g SM) polifenoli: kwasu kawowego — CA i jego pochodnej — CAD, heksozy

kwasu rozmarynowego — RAH, rozmarynianu metylu — MR, kwasu salwianolowego E — SAE, kwasu

salwianolowego K — SAK, izomerow kwasu slawianolowego F — SAF | i SAF 1, kwasu rozmarynowego

— RA oraz catkowita zawarto$¢ polifenoli — TPC oznaczona 1, 3, 5, 7 dni po elicytacji 50 i 100 uM Cd.

Cl — traktowanie kontrolne. Wartosci oznaczone ta samg litera nie wykazuja roznic statystycznych na

poziomie istotnosci p < 0,05.
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Podsumowujac, zastosowanie elicytorow miato wplyw na produkcje zwigzkow
polifenolowych w korzeniach transformowanych S. bulleyana. Najkorzystniejsza okazata
si¢ 3-dniowa ekspozycja na 100 uM MIJA. Produktywno$¢ polifenoli wynosita w tym
przypadku 1279,6 mg/l podtoza, przy czym 1134,1 mg/l stanowit RA, 39,3 mg/l SAK,
a 39,5 mg/l SAE. Z kolei najnizsza produktywnos$¢ stwierdzono po elicytacji 100 uM Cd;
w przypadku TPC oraz RA byta ona 6-krotnie nizsza (odpowiednio 231,4 1 205,4 mg/l)

niz w optymalnych warunkach.

Co wigcej, podczas ostatnich serii do§wiadczen, zaobserwowano pewien spadek
produkcji niektorych metabolitow wtornych w  korzeniach transformowanych
S. bulleyana wraz z uptywem czasu. Wartosci otrzymane dla kontroli, ktore zostaty
oznaczone podczas elicytacji byly nizsze niz te, ktére uzyskano dla korzeni po
optymalizacji warunkéw hodowli korzeni wtosnikowatych (wczesniejsze pasaze).
Zjawisko to byto widoczne zwlaszcza w przypadku zawartosci SAE, SAK czy RAH
I moze mie¢ zwigzek z wiekiem kultury, ktora w toku ostatniego doswiadczenia miata juz

ponad 5 lat.

5.2.5. Zwie¢kszenie skali hodowli
Kolejny eksperyment obejmowat probg zwigkszenia skali hodowli korzeni
transformowanych S. bulleyana. W tym celu wykorzystano dwa typy bioreaktorow:
PlantForm oraz Rita. W obu przypadkach zastosowano podtoze ptynne 2SH uzupetione
polowa zawartosci witamin 1 3% sacharozy. Hodowla byta prowadzona w ciemnosci

i trwata 40 dni.

Fotografia 10. Fragmenty korzeni transformowane S. bulleyana wykorzystane do inokulacji systemow
A — PlantForm, B — Rita.
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W zaleznos$ci od uzytego bioreaktora jako inokulat wykorzystano 4 (PlantForm)
lub 2 fragmenty korzeni (Rita) o tacznej Swiezej masie wynoszacej odpowiednio 2,28 g
i 1,48 g (fotografia 10). Do tych wstepnych doswiadczen, zastosowano 2 warianty czasu
zalewania materiatu roslinnego podtozem: 10 minut co 3 godziny oraz 3 minuty co 1,5

godziny.

Fotografia 11. Korzenie transformowane S. bulleyana hodowane w bioreaktorze typu PlantForm w podtozu
V.SH %V z 3% sacharozy przez okres 40 dni, w ciemnosci. A-B — czas zalewania 10 min co 3 h; C-D —
czas zalewania 3 min co 1,5 h. Skala 1 cm.

Fotografia 12. Korzenie transformowane S. bulleyana hodowane w bioreaktorze typu Rita w podtozu “2SH

14V z 3% sacharozy przez okres 40 dni, w ciemnosci. A-B — czas zalewania 10 min co 3 h; C-D — czas
zalewania 3 min co 1,5 h. Skala 1 cm.
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Tabela 11. Indeksy wzrostu oraz wartosci $wiezej oraz suchej masy korzeni transformowanych S. bulleyana
(C4) po 40 dniach hodowli w podtozu %2SH AV z 3% sacharozy w ciemnos$ci w bioreaktorach typu
PlantForm i Rita w odniesieniu do r6znych czasow i czgstosci zalewania. Warto$ci oznaczone tg samg litera

nie wykazuja roznic statystycznych na poziomie istotnosci p < 0,05.

Typ ] . Indeks Indeks
) Swieza Swieza Sucha Sucha
naczynia © @ @ @ wzrostu wzrostu
masa masa masa masa B

hodowlanego J J J J SM SM
PlantForm

) 28,3+1,35a 56,7+2,69a 4,60+0,174a 9,19+0,349a 11,4+0,591a 13,5+0,552a
10min/3h
PlantForm

) 25,2+1,17a  50,4+2,35a 4,55+0,255a 9,10+0,510a 10,1+0,516a 13,4+0,807a
3min/1,5h

Rita

) 16,4+1,66b 65,7+6,64a 2,61+0,140b 10,4+0,560a 10,1+1,12a  11,94+0,690a
10min/3h

Rita

] 16,8+1,48b 67,0+5,90a 2,62+0,151b 10,5+0,605a 10,3+0,999a 11,9+0,746a
3min/1,5h

Czas zalewania materialu 1 dlugo$¢ przerwy miedzy zalewaniami nie miaty
istotnego wplywu na akumulacj¢ biomasy w obrebie tego samego rodzaju bioreaktora
(tabela 11). Stwierdzono jednak, ze warto$ci $wiezych i suchych mas wyrazone
w gramach na naczynie hodowlane wykazywaly istotne statystycznie roznice
W zaleznosci od jego typu. Bylto to przede wszystkim spowodowane réznicami w masach
inokulatow w zwigzku z czym roznic statystycznych juz nie odnotowano, kiedy wyniki
wyrazono jako indeksy wzrostu. Najwyzsze warto$ci indeksow wzrostu stwierdzono dla
korzeni hodowanych w bioreaktorze typu PlantForm przy dtuzszym, ale rzadszym czasie
zalewania; 11,4 dla SM i 13.5 dla SM (tabela 11).

Po 40 dniach hodowli wykonano analiz¢ ilo$ciowa zwigzkow polifenolowych
zawartych w  korzeniach wlosnikowatych pochodzacych z kazdego wariantu
doswiadczenia. W tym wypadku zarowno czas zalewania materialu roslinnego, jak
i rodzaj naczynia hodowlanego miaty wptyw na produkcj¢ polifenoli w korzeniach

transformowanych S. bulleyana.

W przypadku bioreaktorow typu Rita, krotsze 1 czestsze zalewanie materialu
ro$linnego podiozem wptywato korzystnie na akumulacj¢ zwiazkoéw polifenolowych.
TPC wynosita w tym przypadku 62,3 mg/g SM, a zawarto$¢ RA - 49,8 mg/g SM. Byly

to wartosci o ponad 20% wyzsze niz w przypadku dluzej, a rzadszej ekspozycji korzeni
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na sktadniki podtoza (wykres 26).
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Wykres 26. Zawarto$¢ (mg/g SM) kwasu rozmarynowego — RA i catkowita zawarto$¢ polifenoli — TPC,
oznaczona w korzeniach transformowanych S. bulleyana po 40 dniach hodowli w podtozu %2 SH 14V z 3%
sacharozy w bioreaktorach typu PlantForm i Rita w odniesieniu do réznych czasow i czgstosci zalewania:
10min/3h lub 3min/1,5h. Wartos$ci oznaczone tg sama literg nie wykazuja roznic statystycznych na

poziomie istotnosci p < 0,05.
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Wykres 27. Zawarto$¢ (mg/g SM) kwasow salwianolowych: E — SAE, K — SAK oraz izomeréw kwasu
salwianolowego F — SAF I i SAF Il oznaczona w korzeniach transformowanych S. bulleyana po 40 dniach
hodowli w podtozu %4SH 'V z 3% sacharozy w bioreaktorach typu PlantForm i Rita W odniesieniu do
réznych czasow i czestosci zalewania: 10min/3h lub 3min/1,5h. Warto$ci oznaczone ta sama litera nie

wykazuja réznic statystycznych na poziomie istotnosci p < 0,05.

Kroétszy czas zalewania sprzyjat akumulacji wigkszosci pozostatych oznaczanych

zwigzkoéw polifenolowych, a w szczegdlnosci RAH 1 SAE, ktérych zawartosci byty
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ponad 2-krotnie wyzsze w porownaniu z tymi stwierdzonymi w kulturze przy drugim
stosowanym wariancie zalewania. Istotne statystycznie, chociaz nie tak spektakularne,
réznice w zawarto$ciach miedzy traktowaniami zanotowano takze w przypadku CA, MR,
SAK, SAF I i SAF 1. W przypadku bioreaktora Rita, skrocenie czasu zalewania nie miato
wplywu jedynie na zawarto$¢ CAD (ok. 0,425 mg/g SM) (wykresy 27 i 28).
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Wykres 28. Zawarto$¢ (mg/g SM) kwasu kawowego — CA oraz jego pochodnej — CAD; heksozy kwasu
rozmarynowego — RAH oraz rozmarynianu metylu - MR oznaczona w korzeniach transformowanych
S. bulleyana po 40 dniach hodowli w podtozu 2SH %4V z 3% sacharozy w bioreaktorach typu PlantForm
i Rita w odniesieniu do réznych czaséw i czestosci zalewania: 10min/3h lub 3min/1,5h. Wartosci

oznaczone ta samg litera nie wykazujg réznic statystycznych na poziomie istotnosci p < 0,05.

W  przypadku bioreaktorow typu PlantForm korzystniejszy okazal si¢
10 minutowy kontakt z podtozem co 3 h. Catkowita zawarto$¢ polifenoli w tym wariancie
wynosita 56,0 mg/g SM 1 byta o 18% wyzsza w pordwnaniu z traktowaniem z czgstszym,
ale krotszym czasem zalewnia (3 min co 1,5 h) (wykres 26). Zawartosci RA w kulturze
hodowanej w systemie PlantForm wynosity odpowiednio, 46,6 i 37,4 mg/g SM.
Wydhuzony kontakt korzeni z podtozem byl réwniez korzystny dla akumulacji CAD,
SAE oraz SAF |, a zawartosci tych zwigzkow byly wyzsze o, odpowiednio, 40%, 30%
i 10% w poréwnaniu z tymi, ktore otrzymano dla korzeni zalewanych podtozem czgscie;.
W przeciwienstwie do tego krotszy, a czgstszy kontakt z pozywka podczas hodowli
w bioreaktorze PlantForm skutkowat wzrostem zawarto$ci CA o 56%, RAH o0 23%, SAK
o 14% 1 SAF II o 26%. Jedynym zwiazkiem, na ktory nie wplynely roznice
w czestotliwosei i dtugosci zalewania podczas hodowli w tym systemie byt rozmarynian

metylu (ok. 0,78 mg/g SM dla obu wariantow) (wykresy 27 i 28).
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Tabela 12. Produktywno$¢ korzeni transformowanych S. bulleyana hodowanych w bioreaktorach typu
PlantForm i Rita w odniesieniu do réznych czasow i czgstoSci zalewania, wyrazona w mg/naczynie oraz
mg/l podtoza hodowlanego. Wartosci oznaczone ta samg litera nie wykazuja roznic statystycznych na

poziomie istotnosci p < 0,05.

PlantForm PlantForm Rita Rita
10min/3h 3min/1,5h 10min/3h 3min/1,5h
mg/naczynie
1,48+0,017b 2,28+0,064a 0,894+0,030c  1,05+0,017¢
CA hodowlane
mg/l podloza 2,95+0,034¢ 4,56+0,127a 3,56+0,118b 4,194+0,067a
mg/naczynie
2,38+0,038b 2,89+0,059a 1,29+0,058¢ 2,78+0,055a
RAH hodowlane
mg/l podloza 4,75+0,077¢ 5,78+0,118b 5,15+0,230bc  11,14+0,220a
mg/naczynie
7,89+0,391a 6,01+0,053b 2,15+0,060c 4,83+0,148d
SAE hodowlane
mg/l podloza 15,8+0,781b 12,0140,105¢ 8,56+0,238d 19,3£0,594a
mg/naczynie
216,242.24a 171,7+1,63b 107,443,92d  131,7+1,62¢
RA hodowlane
mg/l podloza 432,0+4,49b 343,443,27¢ 428,0+15,6b 527,7+6,51a
mg/naczynie
19,0+0,058b 21,5+0,290a 13,2+0,499d 14,9+0,194¢
SAK hodowlane
mg/l podloza 38,0+0,116¢ 43,0+0,579¢ 52,8+1,99b 59,9+0,778a
mg/naczynie
2,22+0,014a 1,57+0,035b 1,12+0,033c¢ 1,10+0,009¢
CAD hodowlane
mg/l podloza 4,43+0,029a 3,15+0,070b 4,47+0,133a 4,42+0,034a
mg/naczynie
3,59+0,022a 3,58+0,037a 3,21+0,132b  3,53+0,036ab
MR hodowlane
mg/l podloza 7,17+0,044c¢ 7,16£00073¢ 12,8+0,527b 14,16+0,145a
mg/naczynie
2,16+0,043a 1,94+0,001b 1,01+0,036¢ 1,08+0,042¢
SAF | hodowlane
mg/l podloza 4,32+0,085a 3,89+0,003a 4,03+0,143a 4,35+0,170a
mg/naczynie
SAF 4,37+0,051b 5,43+£0,274a 2,59+0,038d 3,60+0,024¢
hodowlane
I
mg/l podloza 8,73+0,102¢ 10,94+0,548b 10,3+0,153b 14,4+0,098a
mg/naczynie
259,4+2,69a 216,9+1,80b 132,9+4,66d 164,6+1,92¢
TPC hodowlane
mg/l podloza 518,2+5,37b 433,8+3,61c 529,7+18,6b 659,7+7,70a
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Poréwnujac produkcje w obu typach naczyn hodowlanych i uwzgledniajac
zastosowane warianty zalewania podlozem materiatu roslinnego, najkorzystniejsza
okazata si¢ by¢ hodowla w bioreaktorze typu Rita przy czasie zalewania 3 min co 1,5 h.
Kultura ta wytwarzata od 34% do 67% wigcej TPC niz pozostate warianty hodowli.
Na wysoka TPC przektadata si¢ nie tylko zawarto$¢ RA, ktéra przewyzszata pozostate
warianty o 7-33%, ale takze SAK — wyzsza o 12-38%, SAE — 0 7-124%, RAH — 0 67-
114%, MR — 0 10-73% oraz SAF Il — 0 15-45%. W zwiagzku z powyzszymi wynikami,
hodowla prowadzona w bioreaktorze typu Rita o czasie zalewania 3 min co 1,5 h
charakteryzowala si¢ najwyzsza produktywnoscig. Calkowita zawarto$¢ zwigzkow
polifenolowych wynosita w tym wypadku 659,7 mg/l podtoza, przy czym 527,7 mg/l RA,
59,9 mg/l SAK, i 19,3 mg/l SAE (tabela 12).
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5.3. Pedy transformowane

5.3.1. Analiza jako$ciowa metanolowo-wodnych ekstraktéw z pedow
transformowanych S. bulleyana
Analize¢ jakosciowa metanolowo-wodnego ekstraktu z pedow transformowanych
S. bulleyana przeprowadzono z wykorzystaniem metody UHPLC-PDA-ESI-MS. Profil
polifenolowy okreslono przy dlugosci fali 325 nm. W badanym ekstrakcie
zidentyfikowano 11 zwigzkéw (tabela 13).

Dla piku 1 zarejestrowano jon macierzysty [M-H]™ przy m/z 297, a takze jony
fragmentacyjne przy m/z 179 (reszta kwasu kawowego) oraz przy m/z 135 (reszta kwasu
kawowego-CO>). Na podstawie danych literaturowych zidentyfikowano ten zwigzek jako

izomer kwasu kawoilo-treonowego (CTA).

Pik 2 charakteryzowal jon macierzysty [M-H]™ przy m/z 179. Zostal on
zidentyfikowany jako kwas kawowy (CA), co potwierdzono poprzez poréwnanie ze

zwigzkiem wzorcowym.

Dla piku 3 zaobserwowano jon molekularny [M-H] przy m/z 357 oraz jony
fragmentacyjne przy m/z 313, wskazujacy na utrate CO2 oraz przy m/z 203, ktory
powigzano z utratg fragmentu odpowiadajacego 3,4-dihydroksyfenylowi (-110 amu). Na
podstawie danych literaturowych zostat on oznaczony jako izomer kwasu

protolitospermowego (PLS).

Pik 5 zidentyfikowano jako kwas rozmarynowy (RA) na postawie jego rozpadu
do jonu pseudomolekularnego [M-H]" przy m/z 359 i obecnosci charakterystycznych
jonow fragmentacyjnych przy m/z 197, 179 oraz 161. Ponadto, tozsamo$¢ tego zwigzku
potwierdzono poréwnujac otrzymane dane do tych, uzyskanych dla zwigzku

Wz0rcowego.

Pik 4 dawal jon fragmentacyjny przy m/z 359 [M-162] (ugrupowanie
heksozydowe). Ponadto, zanotowano jony charakterystyczne dla kwasu rozmarynowego.
Na podstawie tych danych oraz literatury zidentyfikowano ten zwigzek jako heksoze

kwasu rozmarynowego (RAH).

Dla piku 6 zarejestrowano jon pseudomolekularny [M-H]" przy m/z 555 oraz jony
fragmentacyjne przy m/z 537 [M-H-H20], 493 [M-H-H.O-CO]" oraz 359 [M-H-

danszensu]". Zwiazek ten oznaczono jako kwas salwianolowy K (SAK).

123



W przypadku piku 7 otrzymano jon molekularny przy m/z 537, a takze jon
fragmentacyjny przy m/z 493 [M-H-COz], ktore sa typowe dla kwasu litospermowego.
Jednakze widmo MS? zarejestrowalo takze stosunkowo duzy jon przy m/z 359, ktory nie
jest spojny z danymi literaturowymi dotyczacymi rozpadu tego zwiagzku. Dlatego tez pik

7 zostat oznaczony jako izomer kwasu litospermowego (LS).

Piki 8 i 9 zostaly oznaczone na podstawie danych literaturowych oraz
charakterystycznego  rozpadu  fragmentacyjnego  jako  odpowiednio  kwas
dehydrorozmarynowy (DRA) oraz rozmarynian metylu (MR).

W przypadku pikow 10 1 11 zanotowano obecnos¢ jonu pseudomolekularnego
[M-H] przy m/z 313 i rozpad podobny do kwasu salwianolowego F. Rozbiezno$¢
pojawiata si¢ jedynie w czasach retencji . Dlatego tez zidentyfikowano te zwiazki jako

izomery kwasu salwianolowego F (SAF I i SAF II).

Tabela 13. Dane uzyskane w wyniku analizy UPLC-PDA-ESI-MS metanolowo-wodnego ekstraktu

z pedow transformowanych S. bulleyana.

Czas retencji

Pik Prawdopodobny zwiazek (min) UV (nm) Tryb jonéw ujemnych
min
Piki odpowiadajgce jonom
[M-H] pommIAE]
frag mentacyjnym

I1zomer kwasu kawoilo- 297sh,

1 14,5 297 179, 161, 135

treonowego 321
292sh,
2 Kwas kawowy 18,6 21 179 135

Izomer kwasu
3 . 24,8 326 357 313, 269, 203
protolitospermowego

Heksoza kwasu 287sh,
4 31,5 521 359, 161
rozmarynowego 319
289sh,
5 Kwas rozmarynowy 36,5 305 359 223,197, 179, 161
6 Kwas salwianolowy K 375 286, 321 555 537, 493, 449, 359, 313, 269
. 289sh,
7 I1zomer kwasu litospermowego 40,2 304 537 493, 359
8 Kwas dehydrorozmarynowy 41,4 282, 318 343 325, 223, 197, 179, 135
. 286sh,
9 Rozmarynian metylu 435 307 373 179, 135
I1zomer kwasu salwianolowego
10 - 50,8 336 313 269, 161
I1zomer kwasu salwianolowego 302sh,
11 - 53,6 335 313 269, 203, 161
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5.3.2. Wybor odpowiednich warunkéw oswietlenia
Kultura pedow S. bulleyana otrzymana spontanicznie na jednym z klonow korzeni
wloénikowatych, ktorej transformacja zostata potwierdzona obecnoscia genow rolC oraz
rolD, byta poczatkowo prowadzona na podtozu MS z 0,1 mg/l IAA oraz 1 mg/l m-Top.
W pierwszym etapie cyklu eksperymentdw majacych na celu optymalizacje wzrostu
I produkcji zwigzkow polifenolowych pedy rosty przez 5 tygodni w réznych warunkach
o$wietlenia LED: biatego, mieszanego (niebieskie/czerwone), niebieskiego oraz

czerwonego. Kontrole stanowity pedy transgeniczne hodowane na $wietle emitowanym

przez lampy fluorescencyjne.

Fotografia 13. Pedy transformowane S. bulleyana po 5 tygodniach wzrostu na statym podlozu MS
z dodatkiem 0,1 mg/l IAA oraz 1 mg/l m-Top w roznych warunkach o$wietlenia LED: A — §wiatto biate,
B — $wiatlo mieszane, C — $wiatlo niebieskie, D — $wiatlo czerwone, E — §wiatlo fluorescencyjne.

Skala 1 cm.

Otrzymane wyniki wskazuja, ze dlugos¢ fali swietlnej i rodzaj zastosowanego
o$wietlenia maja wptyw na wzrost, morfologi¢ oraz proliferacje pedow, ktora okreslano
jako wspotczynnik mnozenia, tj. liczb¢ nowopowstatych pedow i pakoéw na jednym

eksplantacie (fotografia 13, tabela 14).

Najwyzsza warto$¢ wspoOtczynnika mnozenia (3,04) osiagnieto podczas
ekspozycji pedow transformowanych na $wiatto biate (tabela 14). Podobny poziom
proliferacji odnotowano dla pedow kontrolnych oraz dla kultury hodowanej pod
o$wietleniem mieszanym. Jednakze w przypadku hodowli pod LED-ami istotnie wigcej
nowopowstatych struktur stanowily pedy (20-26%), kiedy to dla kultury o$wietlanej

lampami fluorescencyjnymi stanowity one tylko 5% (wykres 29).
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Tabela 14. Wartosci §wiezej oraz suchej masy, indeksy wzrostu oraz wspotczynnik mnozenia otrzymany
dla pedow transformowanych S. bulleyana po 5 tygodniach hodowli na podtozu MS z dodatkiem 0,1 mg/1
IAA i 1 mg/l m-Top w réznych warunkach oswietlenia. Warto$ci oznaczone tg samg literg nie wykazuja

réznic statystycznych na poziomie istotnosci p < 0,05.

Warunki Swieza masa Indeks Indeks Wsp6lezynnik
Sucha masa (g) ,
o$wietlenia (9) wzrostu SM wzrostu SM mnozenia
Biale 1,22+0,104a 0,145+0,010a 38,5+3,36a 36,0+2,50a 3,04+0,272a
Mieszane 1,09+0,107ab 0,134+0,011ab 34,3+3,47ab 33,1+2,80ab 2,72+0,257ab
Niebieskie 0,545+0,093¢ 0,070+0,010c 16,6+3,00c 16,7+£2,57¢ 1,88+0,254b
Czerwone 0,796+0,105bc 0,100+0,012bc 24,7+3,41bc 24,442 96bc 2,00+0,267ab
Kontrola 0,895+0,048b 0,109+0,006b 28,0+£1,52b 26,8+1,51b 2,91+0,228a
100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10% 20 26 19 -
0% 3
Biale Mieszane Niebieskie Czerwone Kontrola

% pedow  m % pakow

Wykres 29. Stosunek procentowy nowopowstatych pedow bocznych/przybyszowych do pakow po
5 tygodniach hodowli na statym podtozu MS uzupetnionym 0,1 mg/l IAA oraz 1 mg/l m-Top w réznych
warunkach oswietlenia.

Oswietlenie wptyneto takze na wyglad kultury. Pedy hodowane w warunkach
Swiatta bialego miaty intensywnga, ciemnozielong barwe oraz liczne krétkoogonkowe
liscie. U podstawy pedu gtownego tworzyt si¢ dos¢ duzy, roznicujacy sie kalus. Srednia
dhugo$¢ pedu gtdownego wynosita 1,44 cm 1 byla najwyzsza sposrod wszystkich traktowan

(fotografia 13, wykres 30).

Wysoki wspotczynnik namnazania i intensywny wzrost osiagnig¢ty dla pedoéw
eksponowanych na biale §wiatto LED przektadaty si¢ na najwyzsze osiagnigte w tych
warunkach wartosci §wiezej oraz suchej masy, odpowiednio, 1,22g SM i 0,145 g SM, co

odpowiadato prawie 40-krotnemu przyrostowi masy inokulatu. Byly to wartosci tylko
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okoto 25% wyzsze niz te odnotowane dla kontroli, ale ponad dwukrotnie wyzsze niz
opisane w przypadku kultury prowadzonej na $wietle niebieskim, ktéra wykazywata

najstabsze parametry wzrostu (tabela 14, wykres 30).

1.60
a
1.40 ab
ab
1.20 b
1.00 a
a a a
0.80 c
! | a 1
0.60 l
0.40
0.20
0.00
Biale Mieszane Niebieskie Czerwone Kontrola
® Dlugo$¢ pedu gldwnego Dlugosé¢ pedow bocznych/przybyszowych

Wykres 30. Srednie dtugosci (cm) pedow gtéwnych oraz pedéw bocznych/przybyszowych po 5 tygodniach
hodowli na statym podtozu MS uzupelionym 0,1 mg/l IAA oraz 1 mg/l m-Top w réznych warunkach
o$wietlenia. Wartosci oznaczone tg sama litera nie wykazujg roznic statystycznych na poziomie istotnosci

p <0,05.

Korzystne dla wzrostu pedow transformowanych S. bulleyana byty takze warunki
Swiatla mieszanego. Warto$ci parametréw wzrostu kultury w tych warunkach byty tylko
nieznacznie nizsze w poréwnaniu do tych odnotowanych przy biatych LED-ach i nie
roznily si¢ od nich statystycznie (tabela 14, wykres 30). Barwa hodowanych w $wietle
mieszanym pedow byta jasnozielona. Ich liscie byty dlugie i waskie. U podstawy pedu

glownego tworzyt sie kalus, ale mniej intensywnie niz w warunkach $wiatta biatego.

Selektywne warunki o$wietlenia (tylko czerwone lub niebiskie LED) okazaty si¢
ogranicza¢ wzrost kultury pedow. Powyzsze warunki wplywaty réwniez na morfologie
uzyskanych kultur. Ekspozycja na $wiatlo czerwone skutkowata powstawaniem
dhlugoogonkowych, waskich lisci, ktorych blaszka miata podwinigte brzegi. Jednakze ped
gtowny jak i te nowo powstale nie roznilty si¢ istotnie dtugoscig od tych opisanych
w warunkach $wiatta bialego (wykres 30). Z drugiej strony, cho¢ ekspozycja na §wiatlo

czerwone skutkowata obnizeniem wspotczynnika proliferacji, w tym przypadku
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zanotowano najwigkszy udziat zregenerowanych pedow w stosunku do pakow (32:68)
(wykres 29).

Pedy eksponowane na S$wiatlo niebieskie charakteryzowaly si¢ najstabszym
przyrostem biomasy (tabela 14). Byly one tez najkrotsze sposrdéd badanych traktowan
(1,04 cm) (wykres 30). Posiadatly takze najmniejsza liczbe lisci, ktorych blaszka lisciowa
byla szersza niz przy pozostatych traktowaniach. Ponadto, w tych warunkach nie
obserwowano tworzenia si¢ kalusa, za to na eksplantatach czasem spontanicznie tworzyty

si¢ korzenie.

Po 5 tygodniach hodowli w roznych warunkach os$wietlenia, w kulturze
0znaczano zawarto$¢ barwnikow fotosyntetycznych, tj. chlorofilu a, b oraz karotenoidow.
Kontrole stanowity pedy transgeniczne hodowane w warunkach $wiatta emitowanego
przez lampy fluorescencyjne.

Tabela 15. Wptyw warunkow oswietlenia na zawarto$¢ barwnikow fotosyntetycznych (mg/g SM) w pedach

transformowanych S. bulleyana. Warto$ci oznaczone ta samg litera nie wykazuja roznic statystycznych na

poziomie istotnosci p < 0,05.

Warunki ] ) Chlorofil .

Chlorofil a Chlorofil b Karotenoidy
oswietlenia calkowity

Biale 0,47340,002b 0,253+0,003b 0,723+0,006C 0,132+0,002b
Mieszane 0,413+0,004c 0,211+0,004c 0,624-+0,005d 0,093+0,002¢
Niebieskie 0,551+0,005a 0,250+0,007b 0,807+0,010b 0,232+0,005a
Czerwone 0,526+0,004a 0,604+0,001a 1,13+0,010a 0,231+0,040a
Kontrola 0,422+0,010c 0,109+0,002d 0,531+0,002¢ 0,108+0,001c¢

Zanotowano, ze dlugos¢ fali Swietlnej miata istotny wplyw na wytwarzanie
barwnikow fotosyntetycznych w pedach transgenicznych S. bulleyana. Najwyzszym
poziomem pigmentéw fotosyntetycznych (1,36 mg/g SM) charakteryzowaty si¢ pedy
kultywowane w warunkach §wiatla czerwonego (tabela 15). Catkowita ilo$¢ chlorofilu
wynosita w tym przypadku 1,13 mg/g SM, a karotenoidéw — 0,231 mg/g SM. Byty to
warto$ci dwukrotnie wyzsze niz te, ktore otrzymano dla kontroli. Zanotowano
szczegoblnie silny wptyw czerwonych LED-6w na wytwarzanie chlorofilu b (0,604 mg/g
SM), ktérego poziom dla tego traktowania wzrdst od 2,5 do 5,5-krotnie w poréwnaniu
Z pozostatymi traktowaniami. Produkcje barwnikow fotosyntetycznych stymulowato tez

w widoczny sposob $wiatto o barwie niebieskiej, podczas gdy najnizszg ich zawarto$é
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odnotowano dla pedéw kultywowanych w warunkach $wiatta mieszanego i w kontroli.
Zawarto$¢ chlorofilu a i b wynosita w tym przypadku, odpowiednio, 0,624 i 0,531 mg/g
SM, a karotenoidow 0,093 1 0,108 mg/g SM (tabela 15).

Po 5 tygodniach hodowli w réznych warunkach os$wietlenia w pedach
transformowanych S. bulleyana oceniono takze aktywnos$¢ enzymow antyoksydacyjnych
— peroksydazy, dysmutazy ponadtlenkowej oraz katalazy. Kontrolg stanowily pedy

kultywowane w §wietle lamp fluorescencyjnych.

Okazato sig, ze wykorzystanie w hodowli zrodet swiatta LED o r6znej dlugosci
fali pobudza aktywnos¢ wszystkich badanych enzymow w poréwnaniu do kontroli.
Prowadzenie kultury pedow transformowanych S. bulleyana w warunkach $wiatta
niebieskiego skutkowalo najwyzszymi aktywnos$ciami enzymow antyoksydacyjnych.
Aktywnos¢ POD zanotowana dla pedow rosngcych w tych warunkach (28,56 U/mg
biatka) stanowita ponad dwukrotno$¢ wartosci otrzymanej w przypadku materialu
pochodzacego z kultur prowadzonych w warunkach $wiatta mieszanego oraz czerwonego
(odpowiednio 12,7 oraz 14,7 U/mg bialka) (tabela 16). Hodowla eksponowana na swiatto
niebieskie charakteryzowata si¢ takze najwyzszymi aktywnosciami enzymow SOD oraz
CAT, ktére wynosity, odpowiednio, 7,15 oraz 8,60 U/mg biatka. Tymczasem najnizsza
aktywno$¢ SOD wykazywaly pedy rosngce przy dlugosci fal odpowiadajacych swiattu
mieszanemu (3,02 U/mg biatka). Z drugiej strony, te ostatnie warunki o$wietlenia okazaty
si¢ pobudzac¢ aktywnos¢ CAT (7,80 U/mg biatka), ktora byta niewiele nizsza niz ta dla
traktowania $wiattem niebieskim. Ponadto, przewyzszata ona 3-krotnie traktowania

wykorzystujace $wiatto biate i czerwone.

Tabela 16. Wplyw r6znych warunkow o$wietlenia na aktywnos$¢ enzymow antyoksydacyjnych POD, SOD
oraz CAT w pedach transformowanych S. bulleyana. Warto$ci oznaczone ta sama literg nie wykazuja

roznic statystycznych na poziomie istotnosei p < 0,05.

Aktywnosé enzymoéw (U mg™ bialka)
Warunki o§wietlenia

POD SOD CAT
Biale 22,26+0,410b 3,13+0,440c 2,44+0,030C
Mieszane 12,72+0,270d 3,02+0,400c 7,80+0,040b
Niebieskie 28,56+0,680a 7,1540,400a 8,60+0,020a
Czerwone 14,68+0,340c 4,94+0,350b 2,344+0,010d
Kontrola 1,494+0,010e 0,688+0,230d 0,224+0,010e
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Tymczasem najnizsze aktywno$ci wszystkich enzymow antyoksydacyjnych
odnotowano dla kultury prowadzonej w warunkach o$wietlenia fluorescencyjnego
(tabela 16), przy czym uzyskane w tych warunkach wartosci byly 10-krotnie nizsze
w przypadku SOD, 20-krotnie nizsze dla POD i prawie 40-krotnie nizsze dla CAT

W poréwnaniu do tych odnotowanych dla pedow eksponowanych na $wiatto niebieskie.

W pordéwnaniu do istotnych réznic w morfologii, wzro$cie 1 fizjologii, roznice
pomiedzy pedami traktowanymi roznymi dlugos$ciami fal swietlnych w odniesieniu do
zawartosci wtornych metabolitow byly znacznie mniejsze. We wszystkich badanych

ekstraktach zidentyfikowano 1 oznaczano ilosciowo 11 zwigzkow.

Raportowane sumy zwigzkéw polifenolowych w ekstraktach w zaleznosci od
traktowania wahaly si¢ w granicach 20,4-24,3 mg/g SM (wykres 31). Byly one 22-45%
wyzsze niz te otrzymane dla pedéw hodowanych w warunkach kontrolnych. Jednakze
w odniesieniu do poszczegdlnych zwigzkéw rdznice te niejednokrotnie okazaly sie

istotne statystycznie.
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15.00 d
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10.00
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Biale Mieszane Niebieskie Czerwone Kontrola
RA  TPC

Wykres 31. Zawartos¢ (mg/g SM) RA — kwasu rozmarynowego i TPC — catkowita zawartos¢ zwigzkow
polifenolowych w pedach transformowanych S. bulleyana hodowanych przez 5 tygodni na podtozu statym
MS zawierajacym 0,1 mg/l IAA oraz 1 mg/l m-Top, w réznych warunkach o§wietlenia. Wartosci oznaczone
ta samg litera nie wykazuja réznic statystycznych na poziomie istotnosci p < 0,05.

Najwyzszy poziom RA odnotowano dla pedéw eksponowanych na $wiatto
mieszane oraz czerwone (ok. 20 mg/g SM), ktore byty ok. 15% wyzsze niz otrzymane

dla pozostatych warunkéw oswietlenia oraz ok. 50% wyzsze niz dla kontroli (wykres 31).
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Wykres 32. Zawarto$¢ (mg/g SM) kwasu salwianolowego K — SAK oraz izomerow kwasu salwianolowego
F — SAF 11 SAF II w pedach transformowanych S. bulleyana hodowanych przez 5 tygodni na podtozu
statym MS zawierajacym 0,1 mg/l IAA oraz 1 mg/l m-Top, w réznych warunkach o$wietlenia. Wartosci

oznaczone ta samg litera nie wykazujg réznic statystycznych na poziomie istotnosci p < 0,05.
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Wykres 33. Zawarto$¢ (mg/g SM) pochodnej kwasu kawoilo-treonowego — CTA, kwasu kawowego — CA,
izomeru kwasu protolitospermowego — PLS oraz izomeru kwasu litospermowego - LS w pedach
transformowanych S. bulleyana hodowanych przez 5 tygodni na podtozu statym MS zawierajagcym 0,1 mg/1
IAA oraz 1 mg/l m-Top, w réznych warunkach oswietlenia. Warto$ci oznaczone tg samg literg nie wykazujg

roznic statystycznych na poziomie istotnosei p < 0,05.

W warunkach $wiatta mieszanego zanotowano rowniez istotny wzrost akumulacji
SAK (1,73 mg/g SM) w porownaniu do pozostalych traktowan. Zawarto$¢ tego zwiazku

niemal 3-krotnie przewyzszala t¢, oznaczong w materiale kontrolnym (wykres 32).
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Mieszanina $wiatta czerwonego i niebieskiego stymulowala takze produkcje kwasu
dehydrorozmarynowego (0,164 mg/g SM), rozmarynianu metylu (0,488 mg/g SM) oraz
izomeru kwasu litospermowego (0,255 mg/g SM) (wykres 33 i 34).

—

Biale Mieszane Niebieskie Czerwone Kontrola
RAH DRA MR

Wykres 34. Zawarto$¢ (mg/g SM) heksozy kwasu rozmarynowego — RAH, kwasu dehydrorozmarynowego
— DRA oraz rozmarynianu metylu — MR w pedach transformowanych S. bulleyana hodowanych przez
5 tygodni na podiozu statym MS zawierajagcym 0,1 mg/l IAA oraz 1 mg/l m-Top, w réznych warunkach
o$wietlenia. Wartosci oznaczone ta sama litera nie wykazujg roznic statystycznych na poziomie istotnosci

p <0,05.

Ekspozycja na $wiatlo fluorescencyjne byla najkorzystniejsza dla akumulacji
kwasu kawowego (0,274 mg/g SM), ktorego zawarto$¢ w traktowaniu kontrolnym
stanowita 2-krotno$¢ warto$ci otrzymanej dla najlepszego traktowania LED, czyli $wiatla
biatlego. W warunkach kontrolnych zanotowano takze najwyzsza ilos¢ sposrod
wszystkich traktowan izomeru kwasu protolitospermowego (0,158 mg/g SM) (wykres
33), heksozy kwasy rozmarynowego (0,113 mg/g SM) oraz izomeréw kwasu

salwianolowego F (odpowiednio, 0,615 i 0,545 mg/g SM) (wykres 32).

Najnizszg produkcjg zwigzkow bioaktywnych charakteryzowato si¢ w wigkszos$ci
przypadkow $wiatto niebieskie. Jednakze, ekspozycja kultury na te warunki o$wietlenia
okazata si¢ korzystna dla akumulacji pochodnej kwasu kawoilo-treonowego, ktorej
zawarto$¢ W tym traktowaniu byta nawet 2-krotnie wyzsza niz w pozostatych wariantach
hodowli (wykres 33). Kultura pedéw transformowanych eksponowana na niebieskie
swiatto LED wykazywata sie¢ tez stosunkowo wysoka zawartos$cig rozmarynianu metylu

(wykres 34).
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W wyborze optymalnych warunkéow o$wietlenia dla hodowli pedow
transformowanych S. bulleyana wzigto pod uwagg akumulacj¢ biomasy, wspotczynnik
mnozenia, a takze produkcje zwigzkow polifenolowych, aczkolwiek ta ostatnia rdznita
si¢ do$¢ istotnie dla poszczegolnych zwigzkow, wykazujac niewielkie zmiany
W odniesieniu do catkowitej zawartosci polifenoli w kulturze. Warunki biatego $wiatta
LED okazaty si¢ najkorzystniejsze dla wzrostu kultury, w tym dla przyrostu biomasy oraz
wspotczynnika mnozenia. Z Kkolei nieco gorsze parametry wzrostu transformowanych
pedow S. bulleyana eksponowanych na $§wiatto mieszane byty rownowazone optymalng
produkcja zwigzkow bioaktywnych, podczas gdy akumulacja polifenoli byla w
warunkach oswietlenia bialymi LED nieco nizsza. W zwigzku z tym dla wysoko
produktywnej hodowli pedéw transformowanych S. bulleyana réwnie korzystne wydaje
si¢ zastosowanie oswietlenia biatego LED jak 1 $wiatta mieszanego (70% $wiatla

czerwonego i 30% $wiatta niebieskiego).

5.3.3. Wybor odpowiedniej cytokininy i jej stezenia
Nastepnym etapem badan byto okres$lenie wptywu kilku wybranych cytokinin na
wzrost, akumulacj¢ biomasy oraz produkcj¢ zwigzkéw bioaktywnych w pedach
transformowanych S. bulleyana. W doswiadczeniu wykorzystano podioze state MS
wzbogacone 0,1 mg/l IAA oraz N-benzylo-9-(tetrahydropiranylo)-adening (BPA), meta-
topolinem (m-Top) lub rybozydem 6-benzyloaminopuryny (BAPR) w trzech stezeniach
0,5, 1 oraz 2 mg/l. Kultury prowadzono przez 5 tygodni pod oswiectleniem biatym LED.

Wigkszos¢ eksplantatow niezaleznie od rodzaju i stezenia cytokininy w podtozu
charakteryzowata si¢ zblizonym procentem odpowiedzi w postaci regeneracji
pedow/pakow (63-83%). Jedynie w przypadku kultury hodowanej na podiozu
zawierajacym 0,5 mg/l BAPR zanotowano znaczny spadek zdolnosci do regeneracji
(38%) (tabela 17).

Rodzaj i stgzenie cytokininy w podiozu wzrostowym okazalo si¢ mie¢ istotny
wplyw na wigkszo$¢ parametréw zwigzanych ze wzrostem 1 namnazaniem

transformowanych pedow S. bulleyana (fotografia 14).
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Tabela 17. Wartosci §wiezej oraz suchej masy, indeksy wzrostu oraz wspotczynnik mnozenia otrzymany

dla pedow transformowanych S. bulleyana po 5 tygodniach hodowli na podtozu MS z dodatkiem 0,1 mg/1

IAA i cytokinin w roznych st¢zeniach. Wartosci oznaczone ta samg litera nie wykazuja rdznic

statystycznych na poziomie istotnosci p < 0,05.

Cytokinina i i
Swieza masa Sucha masa Indeks Indeks Wspétcezynnik %
jej stezenie . o
(9) (9) wzrostu SM wzrostu SM mnozenia odpowiedzi
(mgl/l)
0,5BPA 1,15+0,101ab ~ 0,139+0,013ab  36,3+3,28ab 34,4+3,33ab 2,2240,286ab 64
1 BPA 1,10£0,131ab  0,12640,018ab  34,7+4,24ab 31,1+4,66ab 3,9540,525ab 74
2 BPA 0,894+0,077b  0,096+0,007b 27,942,50b 23,5+1,69b 3,60+0,505ab 83
0,5m-Top 0,959+0,080b  0,12940,015ab 30,0+2,58b 31,9+3,85ab 1,60+0,235b 63
1 m-Top 0,887+0,041b  0,096+0,004b 27,7+1,34b 23,3+1,02b 2,80+0,445ab 71
2m-Top 1,3140,188a  0,124+0,007ab  41,3£6,10ab 30,4+1,80ab 4,65+0,844ab 65
0,5BAPR 0,892+0,181b  0,108+0,018ab 27,9+5,87b 26,5+4,62ab 2,5040,493ab 38
1 BAPR 1,66+0,141a 0,162+0,004a 52,9+4,57a 40,1+1,08a 4,61+£1,25a 67
2 BAPR 1,4340,152ab  0,13740,011ab  45,4+4,93ab 33,7+2,76ab 3,9540,461ab 74

Wysoki

wspotczynnik namnazania uzyskano dla kultury prowadzonej

W obecnosci 1 mg/l BAPR (4,61) (tabela 17). Jednocze$snie w tym wariancie

do$wiadczenia zanotowano najwyzsza akumulacje biomasy. SM wynosita 1,66 g, a SM

—0,162 g, co odpowiadato 54 1 41-krotnemu przyrostowi wzgledem srednich mas uzytych

inokulatow. To traktowanie sprzyjalo takze wzrostowi zregenerowanych pakow,

poniewaz wsrod opisanych nowopowstalych struktur pedy stanowity az 35%, co byto

najwyzszym z uzyskanych w tym zakresie wynikéw (wykres 35). Ponadto ich $rednia

dtugos¢ (1,10 cm) byta najwyzsza wsrod zanotowanych (wykres 36). Przy wyzszych oraz

nizszych stezeniach BAPR, parametry proliferacji oraz wigkszo$¢ parametrow wzrostu

kultury, obnizaty si¢ (tabela 17, wykres 35 i 36).
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Fotografia 14. Pedy transformowane S. bulleyana hodowane w warunkach $wiatta biatego LED, na podtozu
statym MS z dodatkiem 0,1 mg/l IAA oraz: A — 0,5 mg/l BPA; B — 1 mg/l BPA; C — 2 mg/l BPA; D —
0,5 mg/l m-Top; E — 1 mg/l m-Top; F—2 mg/l m-Top; G — 0,5 mg/l BAPR; H — 1 mg/l BAPR; | —2 mg/I
BAPR. Skala 1 cm.

Rownie wysoki wspolczynnik mnozenia, jak ten opisany w obecno$ci 1 mg/l
BAPR zanotowano dla pedow kultywowanych na podlozu zawierajacym 2 mg/l m-Top,
4,65 (tabela 17). Wysoki WM przektadat si¢ tez na wysokie warto$ci $wiezej oraz suchej
masy kultury, ktére w tym wypadku wynosity 1,31 g SM i 0,124g SM, co odpowiadato
43- i 32-krotnemu przyrostowi w stosunku do masy inokulatu. Obnizenie st¢zenia m-Top
do 0,5 1 I mg/l skutkowato znaczacym spadkiem proliferacji, a wspolczynniki mnozenia
wynosity odpowiednio 1,60 i 2,80. W obu przypadkach, zanotowano tez spadek biomasy,
0 ok. 30% (tabela 17).
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Wykres 35. Stosunek procentowy nowopowstatych pedow bocznych/przybyszowych i1 pakéw po
5 tygodniach hodowli na stalym podtozu MS uzupehionym 0,1 mg/l IAA oraz wybrang cytokining

W réznych stezeniach.
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Wykres 36. Srednie diugosci (cm) pedow glownych oraz  zregenerowanych pedow
bocznych/przybyszowych po 5 tygodniach hodowli w statym podtozu MS zawierajacym 0,1 mg/l |AA oraz
wybrang cytokining w roznych stezeniach. Warto$ci oznaczone ta sama litera nie wykazujg réznic
statystycznych na poziomie istotnosci p < 0,05.

Tymczasem dla trzeciej z zastosowanych w doswiadczeniu cytokinin, BPA,
najkorzystniejsze okazato si¢ jej posrednie stezenie, 1 mg/l (tabela 17, wykres 36). Pedy
rosnace w obecnos$ci 2 mg/l BPA charakteryzowaly si¢ jednym z najnizszych przyrostow

biomasy, a te przy 0,5 mg/l niskim wspoétczynnikiem proliferacji (2,22).
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Przeprowadzona analiza ilosciowa wykazata, ze pedy hodowane na podtozu MS
zawierajagcym 2 mg/l BAPR charakteryzowaty si¢ najwyzsza zawarto$cig zwigzkow
polifenolowych rowna 20,9 mg/g SM, co byto zwigzane z wysoka akumulacjag RA dla
tego traktowania — 18,3 mg/g SM (wykres 37). Z kolei najmniej korzystna okazala si¢
suplementacja m-Top w stezeniu 2 mg/l, przy ktorej TPC i poziom RA spadat,
odpowiednio, 0 30% i 50%.
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Wykres 37. Zawarto$¢ (mg/g SM) RA — kwasu rozmarynowego i TPC — catkowita zawarto$¢ zwigzkow
polifenolowych w pegdach transformowanych S. bulleyana hodowanych przez 5 tygodni w podtozu statym
MS zawierajacym 0,1 mg/l IAA oraz wybrang cytokining w r6znych stezeniach. Warto$ci oznaczone ta
sama literg nie wykazuja réznic statystycznych na poziomie istotnosci p < 0,05.

Podtoze zawierajace wysokie stezenie BAPR okazato si¢ rowniez korzystne dla
produkcji kwasu dehydrorozmarynowego (0,290 mg/g SM), ktora byta w tych warunkach
od 1,4- do 3-krotnie wyzsza niz oznaczona w pozostatych wariantach hodowli. Ponadto,
w materiale pochodzacym z tego traktowania zanotowano jedng z wyzszych zawarto$ci

rozmarynianu metylu (0,326 mg/g SM) (wykres 40).

W przypadku SAK, ktéry po RA mial najwigkszy udzial w calkowitej zawarto$ci
zwigzkow polifenolowych, najwyzsza produkcja zostala zanotowana dla pedow
hodowanych w podtozu z 0,5 mg/l BPA oraz 0,5 mg/l BAPR (brak ro6znic
statystycznych); byt to poziom niemal 3-krotnie wyzszy od tego stwierdzonego dla
najmniej korzystnego traktowania — podtoza suplementowanego 2 mg/l m-Top (wykres
38). Podtoze z 0,5 mg/l BPA okazato si¢ mie¢ rowniez stymulujacy wpltyw na produkcje
obu izomerow kwasow salwianolowych F (0,390 mg/g SM dla SAF | oraz 0,510 mg/g

SM dla SAF I1). Co wigcej, w tym przypadku oznaczono réwniez wysoka zawarto§¢ MR
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(0,333 mg/g SM) oraz izomeru kwasu litospermowego (0,107 mg/g SM). Przy czym
zawarto$¢ tego ostatniego zwigzku obnizala si¢ drastycznie wraz ze wzrostem stezenia
BPA w podltozu osiagajac poziom ponizej oznaczalno$ci przy stezeniu 2 mg/l (wykres
38, 391 40).

1,60

bC Cd bC = bc 1 -

0,5BPA 1BPA 2BPA 0,5m-Top 1 m-Top 2m-Top 0,5BAPR 1BAPR 2BAPR
SAK  SAFI SAFII

Wykres 38. Zawarto$¢ (mg/g SM) kwasu salwianolowego K — SAK oraz izomeréw kwasu salwianolowego
F — SAF 11 SAF II w pedach transformowanych S. bulleyana hodowanych przez 5 tygodni na podtozu
statym MS zawierajacym 0,1 mg/l IAA oraz wybrang cytokining w réznych stezeniach. Wartosci

oznaczone ta samg litera nie wykazujg roznic statystycznych na poziomie istotnosci p < 0,05.
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Wykres 39. Zawarto$¢ (mg/g SM) pochodnej kwasu kawoilo-treonowego — CTA, kwasu kawowego — CA,
izomeru kwasu protolitospermowego — PLS oraz kwasu litospermowego - LS w pgdach transformowanych
S. bulleyana hodowanych przez 5 tygodni na podtozu statym MS zawierajagcym 0,1 mg/l IAA oraz wybrang
cytokining w réznych st¢zeniach. Warto$ci oznaczone tg samg literg nie wykazuja roznic statystycznych na

poziomie istotnosci p < 0,05.
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Wykres 40. Zawarto$¢ (mg/g SM) heksozy kwasu rozmarynowego — RAH, kwasu dehydrorozmarynowego
— DRA oraz rozmarynianu metylu — MR w pedach transformowanych S. bulleyana hodowanych przez
5 tygodni na podtozu statym MS zawierajacym 0,1 mg/l IAA oraz wybrana cytokining w rdznych
stezeniach. Wartosci oznaczone tg sama litera nie wykazuja rdznic statystycznych na poziomie istotnosci

p < 0,05.

Sposréd zastosowanych cytokinin m-Top okazal si¢ najmniej korzystny dla
biosyntezy zwigzkéw polifenolowych w transformowanych pedach S. bulleyana.
Jednakze w obecnosci tej cytokininy w stezeniu 0,5 mg/l odnotowano najwyzsza
akumulacje CTA (0,201 mg/g SM), a przy stezeniu 2 mg/l najwyzszy poziom CA (0,130
mg/g SM) i PLS (0,141 mg/g SM) (wykres 39 i 40).

Ostateczny wybor odpowiedniej cytokininy i jej stezenia, w ktorym brano pod
uwage namnazanie oraz produkcje zaréwno biomasy jak i metabolitow wtornych
w badanej kulturze, okazat si¢ nicjednoznaczny. Miata na to wptyw duza liczba traktowan
oraz rozbiezne wyniki przy danym traktowaniu dla poszczegolnych parametrow. Dlatego
tez do podjecia ostatecznej decyzji wyboru cytokininy i jej stezenia ponownie
wykorzystano analiz¢ TOPSIS, dodajac do niej dodatkowy parametr, ktorego nie

uwzgledniano w przypadku korzeni — wspotczynnik namnazania (tabela 18).
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Tabela 18. Konicowa waga znormalizowanych macierzy decyzyjnych i obliczona wydajnos¢ dla podtoza

MS zawierajacego rézne cytokininy w roznych stezeniach.

Znormalizowane wazone parametry kultury Parametry TOPSIS
SM TPC RA SAK WM St S P

0,5 BPA 0,074 0,070 0,067 0,093 0,043 0,052 0,074 0,588
1 BPA 0,067 0,058 0,057 0,057 0,076 0,055 0,057 0,513
2 BPA 0,051 0,071 0,075 0,057 0,069 0,055 0,062 0,532
0,5m-Top 0,068 0,074 0,075 0,072 0,031 0,065 0,062 0,487
1m-Top 0,051 0,056 0,055 0,048 0,054 0,077 0,033 0,300
2m-Top 0,066 0,043 0,042 0,033 0,089 0,084 0,060 0,419
0,5 BAPR 0,057 0,074 0,074 0,086 0,048 0,052 0,071 0,579
1 BAPR 0,086 0,066 0,065 0,075 0,088 0,029 0,086 0,747
2 BAPR 0,073 0,080 0,083 0,058 0,076 0,039 0,079 0,667

Cytokinina

S* - odlegloé¢ Euklidesowa wariantu decyzyjnego od idealnego rozwigzania; S™ - odlegto$¢ Euklidesowa

wariantu idealnego od rozwigzania antyidealnego; P — wydajnos¢.

Otrzymane warto$ci wydajno$ci wykazaly, ze dla produkcji polifenoli w kulturze
transformowanych pedow S. bulleyana najkorzystniejsza okazata si¢ suplementacja
BAPR w st¢zeniu 1 mg/l (P=0.747). Hodowla prowadzona w tych warunkach
charakteryzowala si¢ najwyzsza akumulacjg $§wiezej 1 suchej masy. Co wigcej, to
traktowanie cechowato si¢ dobrymi parametrami namnazania. ROwnowazylo to nieco
nizszg akumulacje polifenoli, ktora prawie nigdy nie byla przy tym traktowaniu
najwyzsza, ale za to czesto nie odbiegata drastycznie od traktowan optymalnych,
niezaleznie od tego jakie one byly i1 niezaleznie od metabolitu, ktorego dotyczyly.
Ostatecznie w tych warunkach otrzymano 111,4 mg/l TPC, w tym 92,4 mg/l RA oraz
7,61 mg/l SAK, co stanowito odpowiednio 3%, 8% i 6% mniej niz dla warunkoéw
optymalnych. Dlatego tez wariant podtoza z 1 mg/l BAPR zostal wybrany do dalszej

kultywacji transformowanych pedéw S. bulleyana.

5.3.4. Hodowla pedow transformowanych w warunkach podlozy pltynnych
W kolejnym etapie badan podjeto si¢ oceny wzrostu pedow transformowanych
S. bulleyana oraz akumulacji w nich zwigzkow bioaktywnych podczas hodowli
w podtozu o konsystencji ptynnej. Do doswiadczenia poza typowa hodowla plynng

stacjonarng 1 wytrzasang, wiaczono opcje dwoch rodzajow materiatow podporowych,
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ktére mialy zapobiegaé catkowitemu zanurzeniu eksplantatéw w pozywce plynnej
stacjonarnej. W doswiadczeniu wykorzystano podtoze MS o zoptymalizowanym
wczesniej sktadzie z 0,1 mg/l IAA oraz 1 mg/l BAPR. Jako kontrole zastosowano podtoze

zestalone agarem.

Fotografia 15. Pedy transformowane S. bulleyana hodowane w podtozu ptynnym MS z dodatkiem 0,1 mg/I
IAA oraz 1 mg/l BAPR z wykorzystaniem r6znych systeméw podtozy ptynnych: A — podtoze wytrzasane,
B — podtoze stacjonarne, C — podtoze wykorzystujace nanoceluloze jako materiat podporowy, D — podtoze
wykorzystujace pianke poliuretanowg jako podpore. Kontrolg stanowity pedy transformowane S. bulleyana
hodowane w podtozu agarowym - E. Skala 1 cm.

Po 5 tygodniach hodowli zauwazono, ze wariant zastosowanego podioza
plynnego miat wptyw na namnazanie p¢dow oraz akumulacj¢ biomasy transformowanej
kultury S. bulleyana (tabela 19). Ponadto, pedy pochodzace z roznych traktowan roznity

si¢ od siebie pod wzgledem morfologicznym (fotografia 15).
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Tabela 19. Wartosci $wiezej oraz suchej masy, indeksy wzrostu oraz wspotczynniki mnozenia otrzymane
dla pedow transformowanych S. bulleyana po 5 tygodniach hodowli w ptynnym podtozu MS uzupetnionym
0,1 mg/l TAA oraz 1 mg/l BAPR. Kontrole¢ stanowity pedy kultywowane w analogicznym podtozu
zestalonym agarem. WartoSci oznaczone tg samg literg nie wykazuja roznic statystycznych na poziomie

istotnosci p < 0,05.

Swieza masa  Sucha masa Indeks Indeks Wsp6lezynnik o
Podloze . % odpowiedzi
(9) (9) wzrostu SM wzrostu SM mnozenia
Plynne
2,87+0,344a 0,2944+0,037a 91,9+11,12a 73,749,51a 4,05+0,449a 86
wytrzasane
Plynne
. 0,478+0,157d  0,061+0,019¢ 14,48+5,07c 14,6+4,78c 2,40+0,927b 18
stacjonarne
Plynne z
1,50+0,198b 0,141+0,016b 47,6+6,40b 34,8+4,14b 4,48+0,487a 94
nanoceluloza
Plynne z
) 0,911+0,140¢ 0,097+0,011c 28,5+4,52¢ 23,5+2,82¢ 4,3310,511a 55
poliureatanem
Podloze stale 2,15+0,464ab  0,216+0,047ab 68,7+15,0ab 53,9+11,9ab 4,89+0,428a 100

Sposréd dwoch tradycyjnych systemow pltynnych, hodowla wytrzasana
charakteryzowala si¢ znacznie lepszymi parametrami WZzrostu niz stacjonarna. W tych
warunkach wspotczynnik mnozenia (4,05) byt prawie dwukrotnie wyzszy niz ten dla
kultury stacjonarnej. Ponadto pe¢dy hodowane w warunkach wytrzgsanych
charakteryzowaly si¢ najwyzszymi wartosciami §wiezej (2,87 g) 1 suchej masy (0,294 g)
sposrod wszystkich zastosowanych traktowan; byly o 35% wyzsze niz te, ktore
otrzymano dla kontroli (tabela 19). Jednakze warunki podtoza ptynnego miaty znaczacy
wplyw na morfologi¢ prowadzonych kultur (fotografia 15). Pedy z hodowli wytrzgsanej
wykazywaly cechy charakterystyczne dla zjawiska szklistosci. Ich liscie byty
przerosnicte, pomarszczone oraz niezwykle kruche. Blaszka liSciowa byla czesto
pozwijana i potprzezroczysta. Wyglad ten dotyczyt wigkszosci lisci, a w szczegolnosci
tych, ktére byty zanurzone w podtozu. Ponadto, w ostatnim tygodniu pasazu dolna czgsé
kultury, a zwlaszcza dolne liscie, ciemniala i obumierata. Dlugo$¢ pedow gtownych w
tym traktowaniu byla rowna 2,0 cm, a powstajacych pedow okoto 1,0 cm, z tym, Ze pedy
stanowily tylko 10% nowopowstatych struktur, bo w wigkszosci przypadkdw na

eksplantatach odnotowano tylko tworzenie si¢ niewielkich pakow (wykres 41, 42).
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Wykres 41. Stosunek procentowy nowopowstatych pedow bocznych/przybyszowych i pakéow po
5 tygodniach hodowli w podtozu MS uzupetnionym 0,1 mg/l IAA oraz 1 mg/l BAPR w roznych systemach
podtozy ptynnych. Wartoéci oznaczone ta sama litera nie wykazuja roznic statystycznych na poziomie

istotnosci p < 0,05.
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Wykres 42. Srednie dhugosci (cm) pedow gléwnych oraz pedéw bocznych/przybyszowych po 5 tygodniach
hodowli w podtozu MS uzupelionym 0,1 mg/l IAA oraz 1 mg/l BAPR w réznych systemach podtozy
ptynnych. Wartosci oznaczone ta sama litera nie wykazuja roznic statystycznych na poziomie istotnosci
p <0,05.

Hodowla transformowanych pedow w warunkach podtoza plynnego
stacjonarnego okazata si¢ by¢ nicefektywna (tabela 19). Tylko niespetna 20% pedoéw
podejmowato w tych warunkach wzrost i regenerowato nowe paki. Wszystkie oceniane

parametry wzrostu: wspotczynnik proliferacji, biomasa kultury, dlugos¢ pedow, byty dla
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tego traktowania mniej korzystne niz dla systemu wytrzgsanego. Ponadto uzyskane
wyniki charakteryzowata duza zmienno$¢ (wysokie wartosci bledéw standardowych), co
wskazuje na niestabilno$¢ 1 nieprzewidywalno$¢ hodowanej w powyzszych warunkach
kultury. Pedy kultywowane w podtozu stacjonarnym miaty niewiele lisci, ktorych blaszka
lisSciowa byta wydtuzona i potprzezroczysta (fotografia 15).

Sytuacja jednakze istotnie si¢ zmieniata, kiedy w hodowli w podtozu ptynnym
stacjonarnym zastosowano materiaty podporowe. Odsetek pedéw dajacych odpowiedz
W systemie wspomaganym materiatem podporowym W przypadku zastosowania
poliuretanu wzrdst 3-krotnie, a dla celulozy — 5— krotnie. Oba traktowania znacznie
poprawity wspétczynnik namnazania osiggajac wartosci podobne do tej, ktorg osiggnieto
dla traktowania kontrolnego. Jednakze zastosowanie celulozy okazato si¢ bardziej
efektywne od poliuretanu w odniesieniu do pozostaltych analizowanych parametréw
(wykres 41 i 42, tabela 19). Kultura prowadzona na celulozie dostarczata ok. 50% wigcej
$wiezej 1 suchej masy w poréwnaniu z tg na podporze poliuretanowej (tabela 19).
Wykorzystanie materiatow podporowych miato roéwniez wptyw na wyglad i kondycje
kultur (fotografia 15); w obu przypadkach jakos¢ otrzymanego materiatu roslinnego byta
lepsza niz w przypadku kultur prowadzonych w warunkach wytrzagsanych i stacjonarnych
bez podpory. Tylko pojedyncze catkowicie zanurzone liscie pedow hodowanych
w podtozu ptynnym z wykorzystaniem nanocelulozy jako podpory byly powigkszone,
kruche i wykazywaty cechy szklistoSci. Pozostata cz¢$¢ kultury, w tym nowopowstate
pedy, wygladaty prawidtowo, cho¢ byly nawodnione w nieco wigkszym stopniu niz te
Z hodowli na podtozu statym. W przypadku kultur prowadzonych z wykorzystaniem
pianki poliuretanowej ich gérna cz¢$¢ nie wykazywata zmian morfologicznych, ale juz
wszystkie liscie, ktore miaty kontakt z podtozem lub z materialem podporowym byty
wigkszych rozmiarow oraz wykazywaty cechy szklistosci. Ponadto, przy tym traktowaniu

u podstawy pedow gtéwnych powstawat kalus (wykres 42).
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Wykres 43. Zawarto$¢ (mg/g SM) RA — kwasu rozmarynowego i TPC — catkowita zawarto$¢ zwigzkow
polifenolowych w pedach transformowanych S. bulleyana hodowanych przez 5 tygodni w podiozu MS
zawierajacym 0,1 mg/l IAA oraz 1 mg/l BAPR w roznych systemach podlozy ptynnych. Wartosci

oznaczone ta samg litera nie wykazujg réznic statystycznych na poziomie istotnosci p < 0,05.

Analiza ilosciowa metanolowo-wodnych ekstraktow wykazata, ze sposob
prowadzenia hodowli ptynnych oraz wykorzystanie materiatow podporowych wptywaty
na zawarto$¢ zwigzkow polifenolowych w pedach transformowanych S. bulleyana.
Najwyzszg catkowita zawarto$cig polifenoli  charakteryzowata si¢ kultura
wykorzystujaca nanoceluloz¢ jako podpore. TPC wynosita 39,6 mg/g SM 1 byta o 30%
wyzsza od tej, otrzymanej w ekstrakcie z pedéw pochodzacych z podtoza pltynnego
wytrzasanego i o ok. 60% od tej z pedow z systemu wykorzystujgcego poliuretan jako
podpore (wykres 43). Co wigcej, byly to zawartosci prawie dwukrotnie wyzsze od tych
oznaczonych w materiale kontrolnym, czyli pgdach hodowanych na podtozu statym (22,6
mg/g SM). Niezaleznie od rodzaju zastosowanego systemu ptynnego, podobnie jak w
przypadku kultury rosngcej na podtozu stalym, zwigzkiem dominujacym byl kwas
rozmarynowy. Jego zawarto$¢ w pedach hodowanych w wariancie, ktory wykorzystywat
celuloze jako materiat podporowy wynosita 34,4 mg/g SM. Najmniej RA akumulowaty
pedy hodowane w podtozu ptynnym stacjonarnym (18,1 mg/g SM), a tylko niewiele
wyzszg zawarto$¢ RA zanotowano w pedach z pozywki kontrolnej zestalonej agarem
(20,5 mg/g SM) (wykres 43).
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Wykres 44. Zawarto$¢ (mg/g SM) kwasu salwianolowego K — SAK oraz izomerow kwasu salwianolowego
F — SAF | i SAF II w pedach transformowanych S. bulleyana hodowanych przez 5 tygodni w podtozu MS
zawierajacym 0,1 mg/l IAA oraz 1 mg/l BAPR w roznych systemach podlozy ptynnych. Wartosci

oznaczone ta samg litera nie wykazujg roznic statystycznych na poziomie istotnosei p < 0,05.
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Wykres 45. Zawarto$¢ (mg/g SM) pochodnych kwasu kawoilo-treonowego — CTA; kwasu kawowego —
CA oraz izomeru kwasu protolitospermowego — PLS w pedach transformowanych S. bulleyana
hodowanych przez 5 tygodni w podtozu MS zawierajacym 0,1 mg/l IAA oraz 1 mg/l BAPR w r6éznych
systemach podlozy plynnych. Warto$ci oznaczone ta sama litera nie wykazujg réznic statystycznych na

poziomie istotnosci p < 0,05.
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Traktowanie wykorzystujace celuloze jako materiat podporowy okazato si¢ by¢
réwniez najkorzystniejsze dla produkcji kwasu salwianolowego K. Zawartos¢ SAK
uzyskana w tych warunkach (2,16 mg/g SM) stanowila ponad 2-krotnos¢ zawarto$ci
stwierdzonych dla wszystkich innych traktowan (wykres 44). Co wigcej, to traktowanie
charakteryzowato si¢ najwyzsza akumulacja DRA (0,508 mg/g SM), ktoéra byta od 1,2-
do 2,7-razy wyzsza niz w pozostatych wariantach hodowli. Ponadto, byly to warunki,
w ktorych oznaczono wysoki poziom MR (0,391 mg/g SM), CA (0,447 mg/g SM) oraz
CTA (0,067 mg/g SM) i SAF | (0,633 mg/g SM) (wykres 44, 45, 46).
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Wykres 46. Zawarto$¢ (mg/g SM) heksozy kwasu rozmarynowego — RAH, kwasu dehydrorozmarynowego
— DRA oraz rozmarynianu metylu — MR w pedach transformowanych S. bulleyana hodowanych przez
5 tygodni w podtozu MS zawierajacym 0,1 mg/l [AA oraz 1 mg/l BAPR w réznych systemach podtozy
ptynnych. Wartosci oznaczone tg samg litera nie wykazuja réznic statystycznych na poziomie istotnosci
p <0.05.

Korzystnym dla produkcji SAF 1, ale takze SAF Il okazato si¢ traktowanie
wytrzasane (0,543 mg/g SM) pozwalajace podnies¢ poziom tego ostatniego zwiazku
w pedach transformowanych 7-krotnie w stosunku do zawartosci odnotowanej
w materiale kontrolnym, z podtoza agarowego (wykres 44). Warunki wytrzasane
sprzyjaty rowniez akumulacji RAH (0,091 mg/g SM), ktora byta dla tego traktowania 2-
3 razy wyzsza niz dla pozostatych; podczas gdy w materiale pochodzacym z podtoza
plynnego stacjonarnego nie zidentyfikowano tego zwiazku w ogole (wykres 46). Kultura
wytrzasana stymulowata takze biosynteze PLS (0,510 mg/g SM) (wykres 45). Za to

w pedach hodowanych w podlozu pltynnym, niezaleznie od systemu hodowlanego

147



stwierdzono, co najwyzej $ladowe ilosci kwasu litospermowego.

Bioragc pod uwage produktywno$¢ metabolitéw wtornych w kulturze pedow,
najwyzsze wartosci uzyskano w przypadku kultury wytrzasanej — 357,4 mg TPC na litr
podtoza, z czego 314,2 mg stanowit kwas rozmarynowy. Wynik ten jest zwigzany przede
wszystkim z istotnie najwyzszg wartoscig suchej masy kultury dla tego traktowania.
Jednakze, nalezy mie¢ na uwadze, ze ze wzgledu na szklistos¢, duze zmiany
morfologiczne, przedwczesne obumieranie oraz powstajace na eksplantatach
w wigkszosci tylko drobne paki (ok. 90%), struktury pochodzace z tego systemu nie
nadawaly si¢ do przenoszenia na $wieze podloze i1 utrzymania cigglosci hodowli.
Korzystniejszym wyborem wydaje si¢ system stacjonarny z celuloza jako materiatem
podporowym. Pedy z tego traktowania charakteryzuja si¢ wprawdzie nizsza biomasag,
ktora skutkuje nizsza produktywnos$cia, ale wykazuja one mniej anomalii
morfologicznych i istotnie wyzszg produkcje wigkszos$ci metabolitow wtéornych w tym
dominujacych, kwasu rozmarynowego i salwianolowego K. Hodowla pedow
wykorzystujgca nanoceluloze bakteryjng jako podpore okazata si¢ znacznie bardziej

efektywna w porownaniu z kulturg kontrolng prowadzong na statym podtozu agarowym.

5.3.5. Hodowla pedow transformowanych w bioreaktorach typu PlantForm
I Rita

Ostatni etap doswiadczen bedacych czescig optymalizacji warunkéw wzrostu
pedéw obejmowat probe zwickszenia skali hodowli. Kultur¢ pedéw prowadzono
w dwoch systemach czasowego zalewania: w bioreaktorach typu PlantForm oraz Rita.
W obu przypadkach material ro$linny byt zalewany podlozem plynnym MS
suplementowanym 0,1 mg/l 1AA oraz 1 mg/l BAPR przez 3 minuty co 1,5 godziny.
Inokulat stanowilo 20 (PlantForm) lub 10 (Rita) wierzchotkéw pedow o lacznych
$wiezych masach, odpowiednio, 0,618 g i 0,309 g, co odpowiadato 0,079 g i 0,039 g
suchej masy. Po 5 tygodniach hodowli oceniono przyrost biomasy, morfologi¢ oraz

produkcje zwigzkow polifenolowych w badanych kulturach.
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Fotografia 16. A — inokulat oraz B — pedy transformowane S. bulleyana hodowane w bioreaktorze typu
Rita przez 5 tygodni, zalewane ptynnym podtozem MS wzbogaconym o 0,1 mg/l IAA oraz 1 mg/l BAPR
przez 3 minco 1,5 h.

Pedy otrzymane po 5 tygodniach hodowli w bioreaktorach typu Rita (fotografia
16) wykazywaty pewne cech szklistosci, tj. przerosnigcie oraz krucho$¢ wytworzonych
struktur, a takze potprzezroczystos¢. Dotyczylo to zwlaszcza dolnych czesci kultury,
ktore byly zalewane podlozem (fotografia 16). Niemniej jednak kultura ta
charakteryzowata si¢ wysokim wspotczynnikiem mnozenia, ktéry wynosil 7,32 (tabela
20). Wsréd nowopowstatych struktur przewazaty paki (93%) (wykres 47), ktore tworzyty
si¢ nie tylko w obrgbie wytworzonego u podstawy pedow organogennego kalusa, ale
czesciej bezposrednio na lisciach zwlaszcza tych ,rozrosnietych” i szklistych (54%).
Pedy stanowity jedynie 7% powstajacych struktur i osiggaty srednig dlugosé 1,25 cm.
Ponadto, sporadycznie na eksplantatach zaobserwowano tworzenie si¢ korzeni, ktorych
srednia dlugo$¢ wynosita 0,885 cm (tabela 21). Ten wariant doswiadczenia

charakteryzowal si¢ wyjatkowo dtugimi pedami gtownymi (4,08 cm) (wykres 48).

Tabela 20. Warto$ci $wiezej oraz suchej masy, indeksy wzrostu oraz wspétczynnik mnozenia otrzymany
dla pedow transformowanych S. bulleyana po 5 tygodniach hodowli w podtozu MS z dodatkiem 0,1 mg/1
IAA i 1 mg/l BAPR w bioreaktorach typu PlantForm i Rita z wykorzystaniem schematu zalewania:
3 min/1,5 h. Wartos$ci oznaczone tg samg literg nie wykazuja roznic statystycznych na poziomie istotnosci
p <0,05.

Typ . Indeks Indeks
] Swieza Sucha Wspétczynnik
naczynia wzrostu wzrostu
masa masa B mnozenia
hodowlanego SM SM

PlantForm g 69,2+3,71a  6,67+0,125a
3min/1,5h g/l 138,3+7,41b 13,3+0,250b

Rita g 47,6£0,609b 3,95+0,055b
3min/1,5h g/l 190,5+2,43a 15,8+0,221a

110,946,000 83,4+1,58b  5,26+0,523b

153,141,97a  100,2+1,41a  7,32+0,911a
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Tabela 21. Dane otrzymane po 5 tygodniach wzrostu w podtozu MS z dodatkiem 0,1 mg/l TAA i 1 mg/l
BAPR w bioreaktorach typu PlantForm i Rita z wykorzystaniem schematu zalewania: 3 min/1,5 h dla
jednego cyklu hodowlanego pedow transformowanych S. bulleyana. Warto$ci oznaczone tg sama literg nie

wykazuja réznic statystycznych na poziomie istotnosci p < 0,05.

Typ naczynia hodowlanego Liczba korzeni  Srednia dlugo$é korzeni

PlantForm 3min/1,5h 12,0+12,0a 0,947+0,120a

Rita 3min/1,5h 6,50+4,50a 0,885+0,140a

Swieza masa otrzymana podczas hodowli w bioreaktorze typu Rita wynosita
srednio 47,6 g, co odpowiadato 153-krotnemu przyrostowi biomasy wzgledem inokulatu.
W przypadku suchej masy zanotowano 100-krotny przyrost wzgledem masy inokulatu
(tabela 20).
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Wykres 47. Stosunek procentowy nowopowstalych pedow bocznych/przybyszowych i pakéw po
5 tygodniach hodowli w podtozu MS uzupelionym 0,1 mg/l1 IAA oraz 1 mg/l BAPR w bioreaktorach typu

PlantForm i Rita z wykorzystaniem schematu zalewania: 3 min/1,5 h.
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PlantForm Rita
® Dlugo$¢ pedu gléwnego Dlugosé¢ pedow bocznych/przybyszowych

Wykres 48. Srednie dtugosci (cm) pedow gléwnych oraz pedow bocznych/przybyszowych po 5 tygodniach
hodowli w podtozu MS uzupelionym 0,1 mg/l IAA oraz 1 mg/l BAPR w bioreaktorach typu PlantForm
i Rita z wykorzystaniem schematu zalewania: 3 min/1,5 h. Warto$ci oznaczone ta samg literg nie wykazuja

réznic statystycznych na poziomie istotnosci p < 0,05.

Kultura pedow transformowanych prowadzona w bioreaktorze typu PlantForm
chociaz nie charakteryzowata si¢ tak spektakularnym wzrostem w poréwnaniu z ta
Z systemu Rita, byta rowniez znacznie efektywniejsza od wczesniej opisanych traktowan.
W bioreaktorze PlantForm wigksza czes¢ pedow wykazywata prawidlowa morfologie.
Tylko dolne czesci pedow, ktore ulegaty bezposredniemu zanurzeniu w podtozu podczas
zalewania, wraz z uptywem czasu trwania kultury stawaty si¢ coraz bardziej nawodnione
i przero$nigte, a W ostatnim tygodniu ciemniaty (fotografia 17). Wspotczynnik mnozenia
(5,26) byt 0 28% nizszy niz ten, otrzymany dla pedow transformowanych hodowanych
w bioreaktorach Rita (tabela 20). Niemniej jednak przewyzszat ten, uzyskany dla pedow
hodowanych w warunkach podtoza stalego we wczesniej opisanym doswiadczeniu
(podrozdziat 5.3.4.). Srednia dlugo$é¢ pedow uzyskanych podczas wzrostu w systemach
PlantForm wynosita 1,15 cm, jednakze rowniez w tym przypadku wigkszosé
zregenerowanych struktur stanowity paki (wykres 47 148). Z kolei $rednia dtugos¢ pedow
gléwnych wynosita 2,55 cm 1 byla niemal o potowe nizsza niz ta otrzymana
w bioreaktorach typu Rita (wykres 48). W tym przypadku rowniez zanotowano tworzenie
si¢ korzeni na niektorych eksplantatach. Ich $rednia dlugos¢ wynosita 0,947 cm (tabela
21). To traktowanie skutkowato 111- oraz 83-krotnym przyrostem odpowiednio $wiezej
(69,2 g) i suchej (6,67 g) masy (tabela 20).
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Fotografia 17. A — inokulat oraz B — pedy transformowane S. bulleyana hodowane w bioreaktorze typu
PlantForm przez 5 tygodni, zalewane ptynnym podtozem MS wzbogaconym o 0,1 mg/l IAA oraz 1 mg/l
BAPR przez 3minco 1,5 h.

Hodowla transformowanych pedéw w obu systemach zalewowych wyraznie
stymulowala biosynteze metabolitow wtornych. Przy czym kultura prowadzona
w bioreaktorze PlantForm charakteryzowala si¢ nieco wyzsza catkowita zawartoscig
polifenoli (53,0 mg/g SM) oraz kwasu rozmarynowego (48,3 mg/g SM) niz ta w systemie
Rita; byly to wartosci ok. 10% wyzsze (odpowiednio 47,9 i 43,9 mg/g SM) (wykres 49).
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Wykres 49. Zawarto$¢ (mg/g SM) RA — kwasu rozmarynowego i TPC — catkowita zawartos¢ zwigzkow
polifenolowych w pedach transformowanych S. bulleyana hodowanych przez 5 tygodni w podtozu MS
z dodatkiem 0,1 mg/l IAA oraz 1 mg/l BAPR w bioreaktorach typu PlantForm oraz Rita przy schemacie
zalewania 3 min/1,5 h. Wartosci oznaczone tg samg literg nie wykazuja roznic statystycznych na poziomie

istotnosci p < 0,05.

Kultywacja w systemie PlantForm okazata si¢ szczegoélnie korzystna dla
akumulacji CTA, LS praz PLS, ktérych zawartosci byly, odpowiednio, 11-, 6- oraz 2-

razy wyzsze niz te odnotowane w kulturze z systemu Rita (wykresy 51-53). Rowniez
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zawartosci pochodnych kwasu rozmarynowego, tj. RAH, DRA i MR oraz CA i oba

izomery SAF charakteryzowaly si¢ wyzszg akumulacja w systemie PlantForm.

(i

PlantForm Rita
SAK  SAFI SAFII

Wykres 50. Zawarto$¢ (mg/g SM) kwasu salwianolowego K — SAK oraz izomerow kwasu salwianolowego
F — SAF Ii SAF II w pedach transformowanych S. bulleyana hodowanych przez 5 tygodni w podtozu MS
z dodatkiem 0,1 mg/l IAA oraz 1 mg/l BAPR w bioreaktorach typu PlantForm oraz Rita przy schemacie
zalewania 3 min/1,5 h. Wartos$ci oznaczone tg sama literg nie wykazuja roznic statystycznych na poziomie

istotnosci p < 0,05.
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Wykres 51. Zawarto$¢ (mg/g SM) pochodnych kwasu kawoilo-treonowego — CTA, kwasu kawowego —
CA, izomeru kwasu protolitospermowego — PLS oraz izomeru kwasu litospermowego - LS w pedach
transformowanych S. bulleyana hodowanych przez 5 tygodni w podtozu MS z dodatkiem 0,1 mg/l IAA
oraz 1 mg/l BAPR w bioreaktorach typu PlantForm oraz Rita przy schemacie zalewania 3 min/1,5 h.

Wartos$ci oznaczone ta sama litera nie wykazuja réznic statystycznych na poziomie istotnosci p < 0,05.
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PlantForm Rita
RAH DRA MR

Wykres 52. Zawarto$¢ (mg/g SM) heksozy kwasu rozmarynowego — RAH, kwasu dehydrorozmarynowego
— DRA oraz rozmarynianu metylu — MR w pedach transformowanych S. bulleyana hodowanych przez
5 tygodni w podtozu MS z dodatkiem 0,1 mg/l IAA oraz 1 mg/l BAPR w bioreaktorach typu PlantForm
oraz Rita przy schemacie zalewania 3 min/1,5 h. Wartoéci oznaczone ta samg literg nie wykazujg r6znic

statystycznych na poziomie istotnosci p < 0,05.

Jedynym metabolitem wtornym, ktoérego wyzsza akumulacje odnotowano dla
pedéw kultywowanych w bioreaktorze Rita byl kwas salwianolowy K (1,81 mg/g SM).
Byta to zawarto$¢ ok 1,5-razy wyzsza niz ta osiggni¢ta dla drugiego typu bioreaktora

(1,27 mg/g SM) (wykres 50).

Ostatecznie jednak, porownujgc produktywno$é obu kultur stwierdzono, ze jest
ona w odniesieniu do TPC, a takze dwoch dominujgcych metabolitéw RA 1 SAK nieco
wyzsza w przypadku hodowli prowadzonej w systemie Rita (tabela 22). Catkowita
zawarto$¢ zwigzkow polifenolowych uzyskanych w ciggu 5 tygodni w tym wariancie
hodowli wynosita 751,4 mg/l podloza, z czego 693,5 mg/l stanowit RA, a 28,6 mg/l —
SAK. Byly to wartosci odpowiednio 8%, 7% i 70% wyzsze niz te otrzymane w przypadku

pedow kultywowanych w bioreaktorze typu PlantForm.

154



Tabela 22. Produktywno$¢ pedow transformowanych S. bulleyana hodowanych w bioreaktorach typu
PlantForm i Rita wyrazona w mg/naczynie oraz mg/l podtoza hodowlanego. Warto$ci oznaczone ta sama

litera nie wykazuja roznic statystycznych na poziomie istotnosci p < 0,05.

PlantForm 3min/1,5h Rita 3min/1,5h

mg/naczynie hodowlane 0,727+0,021a 0,041+0,001b

1A mg/1 podloza 1,45+0,041a 0,162+0,005b
mg/naczynie hodowlane 1,14+0,148a 0,546+0,007b

A mg/1 podloza 2,28+0,296a 2,18+0,026a
mg/naczynie hodowlane 2,32+0,151a 0,635+0,020b

PLS mg/l podloza 4,65+0,303a 2,54+0,079b
mg/naczynie hodowlane 1,42+0,150a 0,561+0,004b

RAH mg/l podloza 2,84+0,301a 2,25+0,018a
mg/naczynie hodowlane 321,8+16,4a 173,4+0,809b

RA mg/l podloza 643,6+32,8a 693,5+3,24a
mg/naczynie hodowlane 8,46+0,193a 7,16+0,042b

SAK mg/l podloza 16,9+0,387b 28,6+0,167a
mg/naczynie hodowlane 1,94+0,038a 0,203+0,007b

LS mg/l podloza 3,88+0,076a 0,813+0,030b
mg/naczynie hodowlane 4,04+0,121a 1,39+0,011b

PRA mg/l podloza 8,08+0,241a 5,54+0,044b
mg/naczynie hodowlane 4,05+0,193a 1,83+0,009b

MR mg/l podloza 8,11+0,386a 7,33+0,036a
mg/naczynie hodowlane 2,54+0,269a 1,09+0,014b

SAFI mg/l podloza 5,07+0,539% 4,37+0,056a
mg/naczynie hodowlane 2,72+0,256a 1,03+0,009b

SAFI mg/l podloza 5,45+0,512a 4,12+0,037a
mg/naczynie hodowlane 351,2+17,2a 187,9+0,858b

TRC mg/l podloza 702,4434,4a 751,4+3,43a
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5.4. Aktywnos¢ biologiczna

5.4.1. Aktywnos¢ antyoksydacyjna

5.4.1.1.  Korzeni wlosnikowatych S. bulleyana

Pierwszym do$wiadczeniem byla wstgpna ocena aktywnosci antyoksydacyjnej

korzeni transformowanych S. bulleyana dokonana jeszcze na etapie wyboru kKlonu do
dalszych badan. Oceniono wlasciwosci przeciwutleniajgce metanolowo-wodnych
ekstraktow z czterech klonow korzeni wtosnikowatych C1-C4. W tym celu analizowano
zdolno$¢ badanych ekstraktow do ,,zmiatania” wolnych rodnikéw — DPPH, ABTS oraz

0., do redukcji jonow zelaza (FRAP), a takze do zahamowania peroksydacji lipidow
(metoda TBARS).

Test DPPH wykonano zgodnie z metodg opisang przez Grzegorczyk-Karolak
i Kiss (Grzegorczyk-Karolak i Kiss, 2018). Podczas reakcji wigzania wolnych rodnikow
DPPH dochodzi do zmiany barwy roztworu, ktérg mozna monitorowac
spektrofotometrycznie. Pomiaru dokonano po 30 min od zapoczatkowania reakcji.

Nastegpnie obliczono warto$¢ ICsg potrzebng do zobojetnienia 50% wolnych rodnikéw
DPPH.
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Wykres 53. Warto$ci ICsp uzyskane dla metanolowo-wodnych ekstraktow z korzeni transformowanych
S. bulleyana klonéw C1-C4 oraz BHT w te$cie zobojetniania rodnika DPPH. Warto$ci oznaczone tg samag
litera nie wykazuja roznic statystycznych na poziomie istotnosci p < 0,05.

Ekstrakty z wszystkich klondw korzeni silnie zobojetniaty rodnik DPPH,
najsilniejsze dziatanie stwierdzono dla tego pozyskanego z korzeni klonu C4 (wykres 53).

Warto$¢ ICso wynosita w tym przypadku 28,9 pg/ml i byla poréwnywalna z ta
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stwierdzona w przypadku kontroli jaka stanowit syntetyczny przeciwutleniacz — BHT

(29,4 ng/ml) (brak réznicy istotnej statystycznie).

Test redukcji rodnika ABTS zostat przeprowadzony zgodnie z metodyka opisang
przez Grzegorczyk-Karolak i wsp. (Grzegorczyk-Karolak i in., 2015). Jest to metoda
polegajaca na redukcji kationorodnika, co skutkuje zmiang barwy mieszaniny, a co za
tym idzie — absorbancji. Pomiar spektrofotometryczny byt wykonany po 10 min (734

nm). Aktywno$¢ przeciwrodnikowa wyrazono jako ICsp.
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Wykres 54. Warto$ci ICsp uzyskane dla metanolowo-wodnych ekstraktow z korzeni transformowanych
S. bulleyana klonéw C1-C4 oraz BHT w tescie zobojetniania rodnika ABTS. Warto$ci oznaczone tg samag
litera nie wykazujg roznic statystycznych na poziomie istotnosci p < 0,05.

Ekstrakt pochodzacy z korzeni klonu C4 wykazywat tez najsilniejsza aktywnos¢
,zmiatania” rodnika ABTS. Wyznaczone dla niego ICso wynosito 14,4 pg/ml i byto
istotnie nizsze od tych uzyskanych w przypadku pozostatych klondw (wykres 54).
Niemniej jednak ekstrakt ten miat mniejsze powinowactwo do wigzania rodnika ABTS
niz BHT, uzytego jako kontrola. Stezenie potrzebne do zoboj¢tnienia 50% rodnika ABTS
wynosito w tym przypadku 12,2 ng/ml 1 byto o ok. 20% nizsze od tego uzyskanego dla

ekstraktu z korzeni wlosnikowatych klonu C4.

Ocena zdolno$ci badanych ekstraktow do unieczynniania anionorodnika
ponadtlenkowego (O2") metoda redukcji NBT zostata wykonana zgodnie z metodyka
opisang przez Grzegorczyk-Karolak i Kiss (Grzegorczyk-Karolak i Kiss, 2018). Polega
ona na okresleniu stopnia redukcji biekitu nitrotetrazolinowego do barwnych

formazanow przez O>". Pomiaru spektrofotometrycznego (560 nm) dokonano po 5 min
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od zmieszania odczynnikow. Zdolnos$¢ do neutralizacji anionorodnika ponadtlenkowego

wyrazono jako ICso.
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Wykres 55. Warto$ci ICsp uzyskane dla metanolowo-wodnych ekstraktow z korzeni transformowanych
S. bulleyana klonéw C1-C4 oraz BHT w teScie oceniajacym zdolno$¢ do neutralizacji rodnika O," (NBT).

Wartosci oznaczone ta sama litera nie wykazuja roznic statystycznych na poziomie istotnosci p < 0,05.

Wszystkie badane ekstrakty wykazywaty zdolno$¢ do zobojetniania rodnika
ponadtlenkowego, chociaz korzenie klonu C3 wykazywaly w tym wypadku stabsza
aktywno$¢ niz pozostate (wykres 55). Sposrod badanych ekstraktow, najnizsza warto$é
ICso wyznaczono dla ekstraktu z korzeni klonu C4, 83,3 pg/ml, ale byta ona 2-krotnie
wyzsza od tej uzyskanej przez syntetyczny przeciwutleniacz — BHT (42,7 pg/ml).

Metoda FRAP pozwala na oceng zdolnoéci redukowania jonéw zelaza Fe** do
Fe?* pod wplywem dzialania antyoksydantu. W wyniku reakcji nastepuje zmiana barwy
substratu z bezbarwnej na niebieskg. Po 15 min inkubacji odczynnika FRAP oraz
badanego ekstraktu, mierzono absorbancje otrzymanej mieszaniny (595 nm). Wyniki

wyrazono w UM Fe (II) na gram suchego ekstraktu.
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Wykres 56. Warto$ci ICso uzyskane dla metanolowo-wodnych ekstraktow z korzeni transformowanych
S. bulleyana klonow C1-C4 oraz BHT w teScie oceniajagcym zdolnoé¢ do redukeji jondow zelaza (FRAP).

Wartosci oznaczone ta sama litera nie wykazuja roznic statystycznych na poziomie istotnosci p < 0,05.

Sposrdéd zastosowanych metanolowo-wodnych ekstraktow z korzeni najsilniejsze
wlasciwosci redukcyjne wykazywat ekstrakt z klonu C4. Jego potencjal redukcyjny
wynosit 1489,8 uM Fe(Il)/g suchego ekstraktu i byt o 33% wyzszy niz otrzymany dla
najmniej korzystnego traktowania — ekstraktu z klonu C1 (wykres 56). Syntetyczny
antyoksydant, BHT, redukowal jony zZelaza znacznie silniej niz material pozyskany

z korzeni transformowanych S. bulleyana.

Zdolnos¢ do inhibicji utleniania kwasu linolowego zostata oceniona przy pomocy
metody TBARS zgodnie z protokolem opisanym przez Grzegorczyk-Karolak i Kiss
(Grzegorczyk-Karolak i Kiss, 2018). Polega ona na oznaczeniu spektrofotometrycznym
(532 nm) barwnych potgczen produktéw reakcji utleniania lipidow z kwasem
tiobarbiturowym. Pozwala to na ocene¢ aktywnos$ci przeciwutleniajacej badanych probek.

W badaniu wykorzystano ekstrakty w dwoch stezeniach: 50 oraz 100 pg/ml.
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Wykres 57. Warto$ci ICso uzyskane dla metanolowo-wodnych ekstraktow z korzeni transformowanych
S. bulleyana klonéw C1-C4 w tescie oceniajacym zdolno$¢ do inhibicji peroksydacji lipidow (TBARS).
Wartosci oznaczone ta sama litera nie wykazuja roznic statystycznych na poziomie istotnosci p < 0,05.
Ekstrakty z korzeni transformowanych klonow C1-C4 w stezeniu 50 pg/ml
hamowaty utlenianie lipidow w niewielkim stopniu (ponizej 20%) 1 bez istotnych r6éznic
pomigdzy zastosowanym materiatem roslinnym. Uzycie ekstraktow w stezeniu 100 pg/ml
skutkowato istotnym wzrostem inhibicji utleniania kwasu linolowego oraz wystgpieniem
roznic w sile dzialania pomiedzy poszczegdlnymi ekstraktami. W przypadku klonu C4
uzytego w stezeniu 100 pg/ml proces utleniania kwasu linolowego zostal zahamowany

w prawie 50%.

Reasumujac, ekstrakty ze wszystkich klonéw korzeni transformowanych
S. bulleyana wykazywatly istotny potencjat antyoksydacyjny. Najsilniejszym dziataniem
przeciwutleniajgcym charakteryzowata si¢ linia C4, chociaz nie zawsze rdznice W Sile
dziatania pomigdzy poszczegdlnymi klonami byly istotne statystycznie. Jest to zgodne
z niewielkimi  réznicami w zawartosci zwigzkow  bioaktywnych — opisanymi
w podrozdziale 5.2.2. Ostatecznie klon C4, charakteryzujacy si¢ najwyzszym
potencjatem antyoksydacyjnym oraz zawarto$cig metabolitow wtornych, byt tym, ktory

zostal wybrany do dalszych badan.

Ponowng ocen¢ dzialania przeciwutleniajagcego ekstraktu z korzeni C4
przeprowadzono po optymalizacji warunkow wzrostu, ktéra skutkowala istotnym
podniesieniem produkcji polifenoli w kulturze. W tym dos$wiadczeniu analizie poddano

korzenie rosnagce w podtozu 2SH "4V z 3% sacharozy po 3-dniowej ekspozycji na
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100 uM jasmonian metylu. Zawarto$¢ zwigzkéw polifenolowych w badanym materiale
roslinnym bylta 3-krotnie wyzsza od tej, ktora odnotowano dla tej samej linii podczas
selekcji klonow. W opisanym eksperymencie zastosowano trzy testy neutralizacji

wolnych rodnikow: ABTS, DPPH 1 O,".
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Wykres 58. Wartosci ICsp uzyskane dla metanolowo-wodnych ekstraktow z korzeni transformowanych
S. bulleyana klonu C4 hodowanego w zoptymalizowanych warunkach i poddanego 3-dniowej elicytacji
100 uM jasmonianu metylu oraz BHT w testach DPPH, ABTS oraz NBT. Wartosci oznaczone ta sama
litera nie wykazujg roznic statystycznych na poziomie istotnosci p < 0,05.

Kultura korzeni transformowanych S. bulleyana po optymalizacji wzrostu
i produkcji  wykazywala istotnie wyzsza zdolno$¢  wigzania  wszystkich
wykorzystywanych w badaniach wolnych rodnikow w poroéwnaniu z wynikami
uzyskanymi przed jej optymalizacjg (wyniki istotne statystycznie). W tescie DPPH
i ABTS badany ekstrakt okazat si¢ mie¢ silniejsze dziatanie wymiatajgce wolne rodniki
(I1Cs0 byto rowne odpowiednio, 11,1 ug/mli 6,5 ug/ml) niz kontrola (wykres 58). Poddane
elicytacji korzenie wto$nikowate S. bulleyana silnie eliminowaty rowniez anionorodnik
ponadtlenkowy (I1Cso = 69,5 pg/ml), chociaz w tym wypadku efekt byt nieco stabszy niz
ten opisany dla BHT (wykres 58).

Podsumowujac, wraz ze wzrostem produkcji zwigzkéw bioaktywnych
W korzeniach wlosnikowatych kultywowanych w zoptymalizowanych warunkach

i poddanych elicytacji, zaobserwowano istotny wzrost ich aktywnosci antyoksydacyjne;.
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5.4.1.2.  Pedow transformowanych S. bulleyana
Podjeto si¢ takze wstepnej oceny aktywnosci przeciwutleniajacej metanolowo-
wodnego ekstraktu z pedow transformowanych S. bulleyana, ktére hodowano w statym
podtozu MS z dodatkiem 0,1 mg/l IAA oraz 1 mg/l m-Top w warunkach $wiatta
fluorescencyjnego. W tym celu, wykorzystano testy ,,zmiatania” wolnych rodnikow, tj.
DPPH oraz ABTS, test zdolnosci redukcji jonow zelaza (FRAP) oraz metode oceniajaca
zdolno$¢ do hamowania peroksydacji lipidow (test TBARS).
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Wykres 59. Wartosci ICso uzyskane dla metanolowo-wodnego ekstraktu z pedow transformowanych
S. bulleyana oraz BHT w testach DPPH oraz ABTS. Wartosci oznaczone ta sama literg nie wykazuja roznic

statystycznych na poziomie istotnosci p < 0,05.

Badany ekstrakt z pedow transformowanych wykazywal aktywno$¢
przeciwutleniajaca, chociaz byla ona znacznie stabsza niz ta opisana wczesniej dla
kultury korzeni (podrozdziat 5.4.1.1.) czy zastosowanego jako kontrola syntetycznego
przeciwutleniacza — BHT. W tescie ,,zmiatania” rodnika DPPH stezenie ekstraktu
powodujace spadek poczatkowego stezenia rodnika o 50% wynosito 127,9 pg/ml,
a W tescie z rodnikiem ABS — 37,67 ug/ml (wykres 59). Tymczasem zdolno$¢ ekstraktu
do redukowania Fe** do Fe?* byta na poziomie 1039,7 pM Fe(Il)/g suchego ekstraktu,
czyli 3,5-razy nizsza niz dla kontroli (wykres 60).
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Wykres 60. Wartosci ICso uzyskane dla metanolowo-wodnego ekstraktu z pedow transformowanych
S. bulleyana oraz BHT w teScie oceniajagcym zdolno$¢ do redukcji jondéw zelaza (FRAP). Wartosci

oznaczone tg samg litera nie wykazuja roznic statystycznych na poziomie istotnosci p < 0,05.

Oceniono takze zdolnos$¢ ekstraktu z pedéw do zahamowania utleniania kwasu
linolowego. W tym przypadku procent inhibicji po zastosowaniu ekstraktu w stezeniu

50 pg/ml wynosit jedynie 12,2%, a po zwigkszeniu st¢zenia do 100 pg/ml przekroczyt
nieco 20% (wykres 61).
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Wykres 61. Wartosci ICso uzyskane dla metanolowo-wodnego ekstraktu z pgdow transformowanych
S. bulleyana w tescie oceniajagcym zdolno$¢ do inhibicji peroksydacji lipidow (TBARS). Wartosci

oznaczone tg samg litera nie wykazuja roznic statystycznych na poziomie istotnosci p < 0,05.
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5.4.2. Aktywno$¢ cytotoksyczna
Ekstrakt z korzeni wiosnikowatych S. bulleyana rosnacych w optymalnych
warunkach po elicytacji zostal rowniez przebadany pod katem potencjalnej
cytotoksycznosci wobec trzech linii komorkowych ludzkich nowotworéw: HeLa, AGS i

LoVo, a takze referencyjnej linii mysich fibroblastow — L929.
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Wykres 62. Aktywno$¢ cytotoksyczna ekstraktu z korzeni transformowanych S. bulleyana wobec linii
komorkowych HelLa, LoVo, AGS oraz L929. Przezywalno$¢ komorek zostata obliczona na podstawie
wynikow z czterech prob, dla ktérych wykonano po 3 powtdrzenia. Kontrolg pozytywna stanowito
kompletne podtoze RMPI-1640 (cRMPI), dla ktérego osiagnigto 100% przezywalnos¢ komorek. Kontrole
negatywna stanowit 0,03% H>0>, dla ktorej zanotowano przezywalno$¢ komorkowa na poziomie 3,2% dla
HeLa, 5% dla LoVo, 2,2% dla AGS oraz 3,3% dla L929. Symbolem ,,*” oznaczono réznice statystyczne

komorek hodowanych w warunkach kontrolnych oraz traktowanych okre§lonymi st¢zeniami badanego
ekstraktu (p < 0,05).

Zaobserwowano dziatanie cytotoksyczne badanego ekstraktu wzgledem
wszystkich wykorzystanych w doswiadczeniu linii komoérkowych, ale sita tego dziatania
byta zalezna od ste¢Zenia ekstraktu i uzytej linii. Najwrazliwsza na dziatanie badanego
ekstraktu okazata si¢ linia AGS. W zakresie stezen 0,5-5 mg/ml zanotowano odpowiednio
od 29 do 66% martwych komorek tej linii, przy czym warto$¢ otrzymana dla ekstraktu
w stezeniu 0,5 mg/ml byta juz istotna statystycznie (wykres 62). W przypadku linii LoVo,

istotne roéznice zaobserwowano dopiero po zastosowaniu ekstraktu w stezeniu 1 mg/mi
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I wyzszych. Przezywalno$¢ komoérek nowotworowych w tym wariancie doswiadczenia
wynosila 53,5-78%. Najmniej podatng na dziatanie ekstraktu byla linia HeLa, dla ktorej
istotna statystycznie aktywnos$¢ cytotoksyczna pojawiata si¢ przy stezeniu ekstraktu 1,25

mg/ml. Procent martwych komoérek wynosit w tym przypadku 21-39%.

Istotnym elementem badan nad cytotoksycznoscia wodno-metanolowego
ekstraktu z korzeni S. bulleyana byta ocena jego wpltywu na lini¢ normalnych mysich
fibroblastow linii L929. Okazato sie¢, ze zastosowanie badanego ekstraktu w stezeniach
do 5 mg/ml nie powoduje istotnego spadku zywotnosci komorek linii L929 w porownaniu

z kontrolg. Wskazuje to na bezpieczenstwo ekstraktu w tym zakresie stezen.

5.4.3. Aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa
Metanolowo-wodny ekstrakt z korzeni wlo$nikowatych poddanych 3-dniowej
elicytacji 100 uM MIJA zostal rowniez przebadany pod katem potencjalnego dziatania na
drobnoustroje. W do$wiadczeniu wykorzystano bakterie Gram+: Staphylococcus aureus
oraz S. epidermidis, Gram-: Escherichia coli oraz Pseudomonas aeruginosa, a takze

grzyby: Candida albicans i C. glabrata.

Ekstrakt z korzeni S. bulleyana wykazywal umiarkowane dzialanie
przeciwdrobnoustrojowe. Najsilniejszg aktywnos¢ przeciwbakteryjng zanotowano wobec
S. epidermidis. Wartos¢ MIC wynosita w tym przypadku 1,25 mg/ml i byta dwukrotnie
nizsza niz dla S. aureus. Dla obu gatunkéw gronkowca minimalne st¢zenie
bakteriobojcze byto rowne 10 mg/ml (tabela 23). Badany ekstrakt wykazatl nieco stabsze
dziatanie bakteriostatyczne wobec bakterii Gram-, przy jednocze$nie nizszych
wartosciach MBC, ktore dla P. aeruginosa i E. coli wynosity, odpowiednio,
51 2,5 mg/ml.

Jeszcze stabsze dzialanie odnotowano w przypadku grzybow: C. albicans

i C. glabrata, dla ktorych wartosci MIC i MBC byty rowne 10 mg/ml (tabela 23).
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Tabela 23. Aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa ekstraktu z korzeni transformowanych S. bulleyana
wyrazona jako minimalne st¢zenie hamujace (MIC) oraz minimalne st¢zenie bakteriobdjcze (MBC) lub

grzybobojcze (MFC).

Ekstrakt S. bulleyana Gentamycyna Amfoterycyna B

Drobnoustrdéj MBC/MFC
MIC (mg/ml) MIC=MBC/MFC (ug/ml)
(mg/ml)
Bakterie Gram-ujemne
Pseudomonas
aeruginosa 2,5 5 <8 -
ATCC 27853
Escherichia coli

2,5 2,5 <4 -

ATCC25922

Bakterie Gram-dodatnie

Staphylococcus

aureus ATCC 2,5 10 <2 -
29213
Staphylococcus
epidermidis 1,25 10 <2 -
ATCC 12228
Grzyby
Candida albicans
10 10 - <1
ATCC 10231
Candida albicans
10 10 - <1

ATCC 2001

Podsumowujgc, metanolowo-wodny ekstrakt z korzeni wlosnikowatych
S. bulleyana wykazywal umiarkowane dziatanie przeciwbakteryjne oraz stosunkowo

niewielka aktywno$¢ przeciwgrzybiczg.
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6. Dyskusja

Salvia bulleyana jest rosling stosowang w chinskiej medycynie ludowej jako
zamiennik farmakopealnego Danshen. Surowcem wykorzystywanym w lecznictwie sg
korzenie tego gatunku, w ktorych jako gldwne metabolity zidentyfikowano analizowane
W niniejszej pracy zwiazki polifenolowe. Transformacja genetyczna roslin daje
mozliwos¢ zwigkszenia produkcji cennych metabolitow wtérnych, ktére wykazuja
udokumentowany korzystny wptyw na organizm czlowieka. Dlatego tez celem mojej
pracy byla optymalizacja warunkow hodowli kultury Kkorzeni oraz pgdow
transformowanych S. bulleyana stuzaca stymulacji ich wzrostu oraz produkcji
metabolitow wtornych. Ponadto, podj¢to wstepng probe zwiekszenia skali hodowli obu
kultur stosujgc bioreaktory wykorzystujace systemy czasowego zalewania. Ostatnim
etapem badan byla wstepna ocena aktywnosci biologicznych wybranego materiatu

roslinnego.

6.1. Korzenie transformowane

Skuteczna transformacja genetyczna skutkuje wbudowaniem fragmentow
bakteryjnego T-DNA do genomu ro$liny i powstaniem organow transformowanych.
Kultury korzeni wtosnikowatych niosg ze sobg wiele zalet, poniewaz charakteryzuja si¢
stabilnoscig genetyczna, dobrg akumulacja biomasy oraz wydajng produkcja zwigzkow
bioaktywnych, ktora utrzymuje sie przez dtugi czas na tym samym poziomie (Gutierrez-
Valdes i in., 2020). Okazalo si¢, ze wszystkie otrzymane w wyniku transformacji
genetycznej przy uzyciu Rhizobium rhizogenes klony korzeni transformowanych
S. bulleyana (C1-C4) zawieraly fragmenty bakteryjnego DNA. Fragmenty
odpowiadajagce genom aux2, rolB oraz rolD zostaly zidentyfikowane w kazdej
Z otrzymanych linii korzeni wlo$nikowatych, rolC w korzeniach klonéw C1-C3, a auxl
w C2i C3.

Cztery klony korzeni transformowanych S. bulleyana, ktorych transformacje
potwierdzono metoda PCR, hodowano w ptynnym podtozu WP bez dodatku regulatoréw
wzrostu przez 5 tygodni. Po tym czasie, dokonano pomiaru warto$ci $wiezej oraz suchej
masy. Okazatlo si¢, ze najwyzszym przyrostem biomasy charakteryzowat si¢ klon C1,
z kolei najgorszym — klon C3. Réznice we wzroscie klonéw korzeni wiosnikowatych

S. bulleyana moga by¢ zwiazane z ekspresja gendw rol w genomie roslinnym. Geny rol
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petnia wazng funkcje w indukcji korzeni transformowanych uwrazliwiajagc komorki
ro§linne na dzialanie endogennych auksyn, co skutkuje tworzeniem si¢ korzeni
transgenicznych. Liczne badania wskazuja, ze ws$rdd nich to gen rolB moze mie¢
szczegolnie istotne znaczenie zwlaszcza w procesie roznicowania komorek (Pal i in.,
2013). We wszystkich wstgpnie wyselekcjonowanych klonach korzeni S. bulleyana
zidentyfikowano fragment odpowiadajacy genowi rolB, co moze tlumaczy¢ ich
zadowalajgcy wzrost. Najlepiej przyrastajacy klon C1 S. bulleyana zawieral rowniez geny
aux2, rolD i rolC, ale wykazujacy analogiczng suchg i nieco tylko nizszg §wiezg mase -
klon C4 nie posiadal ostatniego z nich. Z drugiej strony charakteryzujace si¢ nizsza
sSwiezg masg korzenie linii C2 1 C3 mialy wlaczone w genom wszystkie sposrod pigciu
analizowanych fragmentéw bakteryjnego DNA, w tym takze stwierdzony tylko w ich
przypadku gen auxl. Informacja ta nie jest jednak wystarczajaca, aby wyciggnac
wniosek, zZe to ten fragment moze wywiera¢ hamujacy wplyw na wzrost poszczegdlnych
klonoéw. Roznice, ktore dla nich opisano moga si¢ bowiem wigzac nie tylko z obecnoscig
poszczegolnych fragmentéw genomu bakteryjnego, a takze z innymi czynnikami, takimi
jak miejsce ich implementacji oraz liczba wilaczonych fragmentow danego rodzaju
(Dilshad i in., 2021). Potwierdzaja to dane literaturowe dotyczace innych gatunkow.
Najlepszy wzrost korzeni transformowanych Salvia viridis zanotowano w przypadku
klonu z wbudowanymi genami rolB, rolC oraz auxl, podczas gdy najnizszg biomasg
charakteryzowaly si¢ te korzenie, w ktérych zidentyfikowano jedynie gen aux2
(Grzegorczyk-Karolak i in., 2018). W przypadku korzeni wlo$nikowatych Catharanthus
roseus (L.) G. Don, autorzy zaobserwowali, ze wlgczenie do genomu rosliny
jednoczesnie genéw rolC i rolB wplywalo korzystnie na indukcje korzeni
wlo$nikowatych, jednakze to obecnos¢ samego genu rolC istotnie stymulowata przyrost
biomasy (Verma i in., 2012). Z kolei klon korzeni wlosnikowatych Atropa belladonna
zawierajacy jednoczes$nie geny rolA, rolB i rolC przyrastat znacznie intensywniej niz ten,

w ktorym stwierdzono tylko obecnos¢ genu rolC (Bonhomme i in., 2000).

Podczas selekcji optymalnego do dalszych badan klonu korzeni S. bulleyana oprocz
wzrostu brano rowniez pod uwage akumulacj¢ metabolitow wtoérnych. W badanych
ekstraktach z korzeni wtosnikowatych zidentyfikowano 10 zwigzkéw, ktore zostaty
wczesniej opisane w innych gatunkach z rodzaju Salvia (Chen i in., 2011; Cvetkovikj
i in., 2013; Grzegorczyk-Karolak i in., 2018; Kasimu i in., 1998; Modarres i in., 2014,
Ogata i in., 2004; Ozarowski i in., 2017; Toplan i in., 2017; Zengin i in., 2019, 2018).
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Cze$¢ z tych metabolitow zostata stwierdzona w S. bulleyana po raz pierwszy.

Dominujacym zwigzkiem aktywnym we wszystkich liniach byl kwas rozmarynowy,
ktorego zawarto$¢ wahata si¢ miedzy 30-40 mg/g SM, przy czym najwyzszg zawartos$cig
RA charakteryzowat si¢ klon C4. Stwierdzone w uzyskanych korzeniach wto$nikowatych
ilosci RA okazaly si¢ 4-5-krotnie wyzsze od tych, ktére zanotowano w korzeniach
Kilkuletnich ro$lin rosnagcych w glebie w dwoch niezaleznych do$wiadczeniach

(Grzegorczyk-Karolak i in., 2020b; Li i in., 2008b).

Znane sg roéwniez Kultury korzeni wiosnikowatych innych gatunkéw z rodzaju
szatwia, ktore charakteryzowaly si¢ zwiekszong akumulacja kwasu rozmarynowego
W porownaniu do korzeni roslin macierzystych. W kulturach korzeni wtosnikowatych
S. officinalis zanotowano nawet do 30 mg/g SM kwasu rozmarynowego (Grzegorczyk
i in., 2006). Podobng zawartos¢ RA (ok. 33-35 mg/g SM) opisano dla kultur korzeni
transformowanych S. viridis; byta to zawartos¢ okoto 7 razy wyzsza od tej stwierdzonej
w korzeniach roslin macierzystych (Grzegorczyk-Karolak i in., 2018). Z kolei korzenie
transgeniczne S. miltiorrhiza wytwarzaly prawie 6-razy wigecej kwasu rozmarynowego
W poréwnaniu z korzeniami roslin hodowanych w warunkach naturalnych (Yuan i in.,
1998). Niemniej jednak warto nadmienic¢, ze stwierdzony w tym ostatnim badaniu poziom
RA (9,9 mg/g SM) byt 4-krotnie nizszy niz w najproduktywniejszej linii korzeni

S. bulleyana.

Ponadto, zwraca uwage fakt, ze w otrzymanych kulturach korzeni S. bulleyana nie
zaobserwowano duzych réznic w zawarto$ci RA miedzy klonami, a takowe zanotowano
w przypadku S. viridis (15-35 mg/g DW) czy S. officinalis (17-30 mg/g DW)
(Grzegorczyk-Karolak i in., 2018; Grzegorczyk i in., 2006). Zawartos¢ RA w 15 klonach
korzeni transformowanych S. virgata roéwniez istotnie si¢ wahata; miedzy 0,21-0,45 mg/g
SM (Abrishamchi i in., 2022), chociaz poziom RA w kulturach tego ostatniego gatunku

byt istotnie nizszy od tego w kulturach S. bulleyana.

Z drugiej strony rowniez kultury transformowane innych gatunkow zwlaszcza
nalezagcych do rodziny Lamiaceae okazywalty si¢ by¢ dobrym zrédlem kwasu
rozmarynowego. Bardzo wysoka produkcje tego zwigzku zanotowano w korzeniach
wlosnikowatych Dracocephalum moldavica L. i Ocimum basilicum L.; ponad 70 mg/g
SM (Srivastava i in., 2016; Weremczuk-Jezyna i in., 2013). Nieco nizszg zawarto$¢ RA

wykryto w najbardziej produktywnym klonie korzeni wto$nikowatych Coleus blumei (L.)
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R. Br., ktéry akumulowat go na poziomie 50 mg/g SM, czyli 13-razy wyzszym niz w
korzeniach rosliny nietransformowanej (Bauer i in., 2009). Z kolei kultura
Dracocephalum forrestii zawierata ok. 20 mg tego zwigzku na g SM (Weremczuk-Jezyna
i in., 2016), a Nepeta cataria L. — 14 mg/g SM (Lee i in., 2010).

Innym zwigzkiem, ktory zidentyfikowano w stosunkowo duzej ilosci w korzeniach
wlosnikowatych S. bulleyana byt kwas salwianolowy K, polifenol stosunkowo rzadko
opisywany w literaturze. Zhao i wsp. (2011) sugeruja, ze SAK powstaje w wyniku
przemian RA i moze by¢ metabolitem posrednim w biosyntezie kwasu salwianolowego
B oraz jego metylowych pochodnych czy litospermianu etylu B (Zhao i in., 2011b),
jednakze w kulturze korzeni S. bulleyana dalsze przemiany SAK do SAB nie zachodzity

1 nie stwierdzono obecnosci tego zwigzku.

W przypadku wszystkich klonow korzeni transformowanych S. bulleyana akumulacja
SAK byta zblizona i wynosita ok. 2,5 mg/g SM. Byly to wartosci ok. 7-krotnie wyzsze
od opisanej w korzeniach roslin gruntowych S. bulleyana przez Kasimu i wsp. (Kasimu
i in., 1998). Z kolei w korzeniach nietransformowanych Salvia cadmica Boiss. 0znaczono

1,8 mg tego zwigzku na g SM (Pigtczak i in., 2021).

W korzeniach wlo$nikowatych S. bulleyana zanotowano takze znaczne iloSci
izomeréw kwasu salwianolowego F, ktorych najwyzsze iloSci zanotowano w klonie C4
(odpowiednio 0,493 mg/g SM dla SAF | oraz 2,15 mg/g SM dla SAF I1). W przypadku
SAF II réznice w zawartosci miedzy klonami byty niewielkie, za to niemalze 14-krotnie
wyzsze niz w korzeniach rosliny macierzystej rosngcej w glebie (Grzegorczyk-Karolak
i in., 2020b). Z drugiej strony 2 krotnie wyzszg zawarto$¢ SAF 11 o ok. 50% wyzszg SAF
Il raportowano w korzeniach transgenicznych S. viridis (Grzegorczyk-Karolak i in.,
2018).

Wsroéd kwasow  salwianolowych w  ekstraktach z korzeni wlosnikowatych
S. bulleyana odnotowano rowniez obecnos¢ SAE, ktorego poziom w zaleznosci od
analizowanego Kklonu wahat si¢ w granicach 0,996-1,31 mg/g SM, przy czym byt
najwyzszy dla klonu C2. Zwiazek ten oznaczono réwniez w korzeniach wlosnikowatych
S. viridis, w ktorych jego poziom, zaleznie od klonu oraz warunkow oswietlenia, wynosit

miedzy 0,4 12,5 mg/g SM (Grzegorczyk-Karolak i in., 2018).

Pewne ro6znice zanotowano w ilosciach kwasu kawowego akumulowanego

W poszczegdlnych liniach kulturach korzeni S. bulleyana (0,768-1,36 mg/g SM) i byly to
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warto$ci nizsze niz te raportowane dla korzeni ro$liny macierzystej (Grzegorczyk-
Karolak i in., 2020b). Odwrotng tendencj¢ wykazaty kultury transgeniczne S. viridis,
w ktorych Grzegorczyk-Karolak i wsp. (2018) zanotowali wyzsze zawartosci CA (OK.
0,3-0,5 mg/g SM) niz w korzeniach rosliny matecznej (Grzegorczyk-Karolak i in., 2018).
Z kolei w korzeniach wlosnikowatych S. miliorrhiza poziom CA wynosit niespelna 0,4
mg/g SM (Xing i in., 2018a).

Pomimo réznic w produkcji poszczegdlnych zwigzkow polifenolowych migdzy
badanymi klonami korzeni transformowanych, klon C4 okazal si¢ mie¢ najwigkszy
potencjat produkcyjny. Catkowita zawarto$¢ polifenoli oznaczonych w tym materiale
wynosita prawie 50 mg/g SM 1 byla okoto "4 wyzsza niz dla klonu C2, ktory
charakteryzowal si¢ najnizsza ich zawartoscig. Nalezy jednak mie¢ na uwadze, ze poziom
polifenoli we wszystkich badanych klonach byl znacznie wyzszy niz oznaczony
w korzeniach 2 letnich roslin matecznych (23,1 mg/g SM) (Grzegorczyk-Karolak i in.,
2020Db).

Aspektem majacym istotny wplyw na produktywnos¢ kultur transformowanych jest
wlaczenie do genomu rosliny fragmentow DNA pochodzenia bakteryjnego. Liczne
raporty opisuja pobudzanie szlakow metabolizmu wtérnego w zmienionych genetycznie
kulturach przez geny bakteryjne, a w szczegdlnosci geny rol (Shkryl i in., 2008).
Najszerzej zbadanym genem w odniesieniu do metabolizmu wtérnego jest gen rolC, ktory
zwigkszat produkcje saponin w kulturach Bacopa monniari (L.) Wettst. (Majumdar i in.,
2011) oraz kwasu chlorogenowego i kwasow dikawoilochinowych w transformowanych
korzeniach Cynara cardunculus L. (Vereshchagina i in., 2014). Z drugiej strony,
Bulgakov i wsp. (2005) stwierdzili, ze kultury transformowanych komorek oraz korzeni
Eritrichium sericeum Benth. oraz Lithospermum erythrorhizon Siebold & Zucc., ktore
zawieraly gen rolC, wytwarzaly mniej kwasu rozmarynowego i rabidozyny
w porownaniu do kultur nie zawierajacych tego fragmentu (Bulgakov i in., 2005).
Podczas gdy biosynteze poliamin w korzeniach wlosnikowatych Nicotiana tabacum L.
pobudzat gen rolA, a obecno$¢ fragmentow rolB i rolC wptywata hamujaco lub wcale na
metabolizm tej grupy zwiazkéw (Altabella i in., 1995). W innym badaniu
zaobserwowano, ze zarowno obecno$¢ pojedynczych genow rol (A, B i C) jak i ich
kombinacja zwigkszata poziom antrachinonéw w kalusie Rubia cordifolia L. Jednakze
najwyzsza zawarto$¢ tych metabolitow stwierdzono w klonach zawierajacych tylko gen

rolB (Shkryl i in., 2008). RolB aktywowal rowniez biosynteze izoflawonoidow
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w kulturze transgenicznych komorek Maackia amurensis Rupr. (Grishchenko i in., 2016)

I resweratrolu w kulturze Vitis amurensis Rupr. (Dubrovina i in., 2009).

Podobng obserwacj¢ poczyniono w przypadku korzeni wlosnikowatych S. bulleyana.
W korzeniach linii C4, ktére charakteryzowaly si¢ najwyzsza produkcja zwigzkow
polifenolowych nie stwierdzono obecnosci genu rolC. Z kolei klony, ktore mialy
wbudowany ten fragment bakteryjnego DNA wytwarzaly nizszy catkowity poziom
polifenoli, w tym kwasu rozmarynowego chociaz nie byly to bardzo znaczne réznice.
Dodatkowo nalezy mie¢ na uwadze, ze pewne raporty wskazujg na udzial takze innych
dotychczas stabo scharakteryzowanych gendéw np. orf, ktore rGwniez mogg mie¢ wplyw
na fenotyp, w tym produktywnos¢ transformowanych kultur (Veena i Taylor, 2007).
Wynika z tego, ze konieczna by byta bardziej szczegdétowa analiza, aby modc ocenic
zalezno$¢ pomigdzy produkcjg zwigzkoéw bioaktywnych i wzrostem, a obecnoscia

poszczego6lnych genow bakteryjnych w genomie roslinnym.

Biorgc pod uwage zaréwno produkcje biomasy jak i metabolitow wtornych, za
najbardziej obiecujgcy uznano klon C4 1 te¢ lini¢ korzeni wykorzystano w dalszych
badaniach majacych na celu optymalizacje warunkow wzrostu i akumulacji zwigzkoéw
polifenolowych. Czynniki, ktore brano pod uwagg to rodzaj podtoza, zawarto§ci w nim

witamin oraz cukru, warunki o$wietlenia oraz czas zbioru materiatu.

Pierwszym etapem procesu optymalizacji byl dobor podtoza wzrostowego 1 w tym
celu wykorzystano pozywki ze zdefiniowanym sktadem w dwoch wariantach: petnym
WP, SH, MS, B5 oraz z obnizong do potowy zawartoscig mikro- i makroelementow
(*2WP, 12SH, 2MS, 2B5). Okazato si¢, ze najlepsze wyniki otrzymano hodujac korzenie
transformowane S. bulleyana w podtozu SH oraz 2SH. Byty to warunki, w ktorych
uzyskano najwyzsza akumulacj¢ zaréwno biomasy jak 1 zwigzkow polifenolowych.
Podloze to bylo rowniez korzystne dla kultury korzeni transgenicznych Levisticum
officinale W. D. J. Koch oraz Pimpinella anisum L. (Santos i in., 2005, 1998). Sposrod
zastosowanych podtozy, SH zard6wno w wersji pelnej jak 1 z obnizona do potowy
zawarto$cig makro- i mikroelementéw charakteryzuje si¢ niskim poziomem jonow
wapnia, ktory jest pierwiastkiem niezbednym w procesach metabolicznych ro$lin.
Jednakze wedtug doniesien, wysoki poziom jonéw Ca®* moze zakltocaé aktywnos¢ jonow
Mg?* czy powodowaé wytracanie si¢ fosforanow skutkujace zaburzeniem szlakoéw

metabolicznych (George i De Klerk, 2008). Podloza SH w poréwnaniu z innymi
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pozywkami zawierajag wyzsze stezenie takich mikroelemetéw jak kobalt i jod, a nizsze
molibdenu i cynku. Prawdopodobnie, to wlasnie powyzsze parametry mogty mie¢ wptyw
na produktywnos$¢ korzeni wlosnikowatych S. bulleyana hodowanych w podtozach SH
i %2SH.

Dane literaturowe sugeruja, ze na wzrost korzeni transformowanych wptyw moze
mie¢ takze zawarto$¢ zwigzkow azotowych w podtozu. Tak bylo w przypadku kultur
Salvia viridis oraz Anisodus acutangulus C. Y. Wu & C. Chen (Grzegorczyk-Karolak,
2020; Li i in., 2008c). Jednakze catkowita zawarto$¢ azotu wydaje si¢ nie mie¢ istotnego
znaczenia w przypadku korzeni wlosnikowatych S. bulleyana, bo podtoza SH zawieraja
posrednig jego ilos¢ w poréwnaniu z innymi stosowanymi pozywkami. Natomiast
znaczacy wptyw wydaje si¢ mie¢ stosunek azotanow do jonéw amonowych w podtozach
SH; te pozywki dostarczajg kulturze azot, przede wszystkim w postaci jonow
azotanowych, a jony amonowe stanowig zrodto jedynie 10% tego pierwiastka, podczas
gdy w innych uzytych podtozach jest to 30-40%. George i in. (George i De Klerk, 2008)
sugeruje, ze kultura korzeniowa moze preferowa¢ pozywki nie zawierajgce NH4™ lub
zawierajace ich niskie zawartos$ci, bo czesto hamujg one jej wzrost w przeciwienstwie do
promujagcych wzrost korzeni jondw azotanowych. Rownowaga NOs /NH4* znaczaco
wpltywa rowniez na pH pozywki: znaczna ilo§¢ jonow amonowych i ich uzycie przed
azotanami zakwasza pozywke, co bedzie skutkowatlo hamowaniem wzrost kultury.
Ponadto wysoki poziom jonow amonowych w podtozu moze utrudnia¢ pobdr z niego
niektorych jonéw metali, takich jak wapn, magnez i potas, co z kolei moze ograniczac
przeptyw sktadnikow odzywczych do tkanki ros§linnej i zmniejsza¢ akumulacj¢ biomasy
(Prasad i in., 2012). Inne badania wykazaty jednak, ze jony amonowe sg niezb¢dne do
wzrostu kultury, jednakze do optymalnego wzrostu korzeni transformowanych sg

potrzebne jedynie w niewielkiej ilosci (Nussbaumer i in., 1998).

Dodatkowo, podtoza SH oraz ASH charakteryzujg si¢ wysokim poziomem witamin;
zawieraja 5-10 razy wigcej kwasu nikotynowego oraz 10 razy wiegcej inozytolu
w poréwnaniu do pozostatych. Inozytol w kulturach petni funkcj¢ witamino podobnego
czynnika wzrostu. Sprzyja on podziatom komérkowym, uczestniczy w odpowiedzi na
warunki stresowe, a takze uwaza si¢, ze ma udzial w poborze, magazynowaniu oraz
usuwaniu jonow (Kiviharju i in., 2005). Wprawdzie inozytol nie jest zaliczany do
hormonéw roslinnych, ale najprawdopodobniej bierze udzial w przechowywaniu

i transporcie auksyn przez co moze kontrolowa¢ funkcjonalnos¢ fitohormonéw
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(Kowalczyk i Bandurski, 1991).

W zwigzku z faktem, ze zawarto$¢ witamin w podtozu hodowlanym okazata si¢
istotnie oddziatywa¢ na akumulacje biomasy oraz zwigzkow polifenolowych
S. bulleyana, w dalszych badaniach dokonano oceny wplywu stgzenia tej grupy
zwigzkOw na parametry wzrostu oraz produkcji. W doswiadczeniu wykorzystano oba
najbardziej obiecujace podltoza SH 1 %SH, ktére poza standardowym skladem
witaminowym, uzupetniono potowa oraz jedng czwarta wyjsciowej zawarto$ci witamin.
Zastosowano takze warianty pozywek, ktore nie zawieraty witamin. Nawet po obnizeniu
zawartosci witamin do potowy lub jednej czwartej, stgzenia kwasu nikotynowego
i inozytolu w podlozach SH byly wyzsze niz w innych pozywkach uzytych
W doswiadczeniu, a zmiana ta nie wptyneta niekorzystnie na wzrost kultury. Jednocze$nie
zaobserwowano, ze zmniejszenie zawartosci witamin w podtozu SH z pelng zawartoscia
pierwiastkow powodowato stopniowy spadek zawartosci zwigzkow bioaktywnych
w korzeniach S. bulleyana. Podczas gdy obnizanie stezenia witamin w pozywce “2SH
stymulowato produkcje wigkszosci kwasow fenolowych i dopiero ich catkowity brak
drastycznie obnizal poziom metabolitow wtdrnych. Tym samym podloze 2SH z potowa
zawarto$ci witamin charakteryzowato si¢ najwyzsza produktywnoscia; 924,4 mg TPC,

aw tym 741,8 mg RA, 76,6 mg SAK i1 43,3 mg SAE na litr podioza.

Kolejnym istotnym sktadnikiem roslinnych podtozy wzrostowych jest zrodto wegla
I jego stezenie (Shinde i in., 2010). Odpowiednio dobrane stezenie cukru moze pobudzac
biosynteze zwigzkow aktywnych w kulturze poprzez wywotanie stresu osmotycznego
przy jednoczes$nie wysokiej akumulacji biomasy (Cui i in., 2010). W przypadku kultury
korzeni wlosnikowatych Dracocephalum forrestii najkorzystniejsze parametry wzrostu
i produkcji kwasu rozmarynowego uzyskano przy 3% zawartosci cukru w podlozu
(Weremczuk-Jezyna i in., 2016). Nie jest to jednak regulg i inne badania wskazujg
zarbwno na nizsze jak 1 na wyzsze stezenia cukru jako te optymalne. Korzenie
transformowane Trigonella foenum-graecum L. wykazaly najwyzsza produkcje
diosgeniny podczas traktowania wykorzystujacego 1% sacharozy w pozywce WP
(Merkli i in., 1997). Z kolei 4% zawarto$¢ cukru okazata si¢ najodpowiedniejsza dla
przyrostu biomasy i biosyntezy piranokumaryn w korzeniach transgenicznych Angelica
gigas Nakai (Xu i in., 2009). W niniejszej pracy podjeto si¢ rowniez oceny wplywu
stezenia cukru (2%, 3%, 4%, 5%) na wzrost i produkcj¢ metabolitow wtornych

w korzeniach transformowanych S. bulleyana wykorzystujac najpowszechniej stosowane
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w kulturach in vitro zrodto wegla jakim jest sacharoza.

Zanotowano, ze wraz ze wzrostem zawartosci sacharozy w podiozu wzrastata
akumulacja suchej masy korzeni wlosnikowatych S. bulleyana. Tymczasem dla
wigkszo$ci zwigzkéw polifenolowych akumulowanych w materiale roslinnym, wraz ze
wzrostem sacharozy odnotowano stopniowy spadek ich zawarto$ci. Wyjatek stanowily
SAK oraz RAH, ktorych zawarto§¢ rosta wraz ze wzrostem zawarto$ci sacharozy
w podtozu. W przypadku heksozy kwasu rozmarynowego moze to by¢ zwigzane
z wigksza wydajnoscia procesu glikozylacji przy wiekszych stezeniach cukru w pozywce.
Podobng sytuacje raportowano dla biosyntezy antocyjanéw w kulturach Panax
sikkimensis Ban (Mathur i in., 2010). Ostatecznie bioragc pod uwage zaréwno akumulacje
biomasy jak 1 catkowity poziom polifenoli, najwyzsza produktywnos¢ korzeni

transformowanych S. bulleyana osiggnigto przy 3% stezeniu cukru.

Innym czynnikiem majacym wplyw na wzrost i biosynteze zwigzkoéw aktywnych
W kulturach roslinnych jest zrodto i rodzaj §wiatta. Coraz bardziej popularnym systemem
oswietlenia wykorzystywanym w hodowli roslin sg diody LED umozliwiajace dobor
dhugosci fali odpowiedniej dla danego gatunku oraz organu rosliny (Cio¢ i in., 2018).
Stwierdzono, ze traktowanie kultur pewnymi dlugosciami swiatta LED moze regulowac
ekspresj¢ genow odpowiedzialnych za biosynteze enzymow biorgcych udziat w syntezie
polifenoli (Gam i in., 2020; Xu i in., 2014). Wedhug Xu i in. (2014) $wiatto niebieskie
istotnie  zwigkszalo aktywno$§¢ PAL, enzymu poczatkowego etapu szlaku
polifenolowego, w owocach truskawek, a takze innych enzymoéow, w tym dehydrogenazy
szikimianowej, amoniakoliazy tyrozynowej, 4-hydroksylazy cynamonowej, ligazy 4-
kumaranu-CoA, syntazy chalkonu, 4-reduktazy dihydroflawonolu i 3-g-hydroksylazy
flawanonu majacych znaczenie w syntezie antocjanow (Xu i in., 2014). Niebieskie LED
stymulowaly réwniez produkcje kwasdéw polifenolowych u niektérych gatunkéw
z rodziny Lamiaceae, takich jak Ocimmum basilicum czy Agastache rugosa (Fisch. & C.
A. Mey.) Kuntze (Lobiuc i in., 2017; Park i in., 2020).

Jednakze w przypadku korzeni transformowanych S. bulleyana kazdy rodzaj
o$wietlenia hamowal zar6wno przyrost biomasy jak 1 akumulacj¢ polifenoli w kulturze.
Prawdopodobnie jest to zwigzane z faktem, ze w warunkach fizjologicznych korzenie
rosng bez udzialu §wiatta. Jednakze w wielu przypadkach ekspozycja kultur korzeni na

Swiatlo nie powodowala istotnych zmian w akumulacji biomasy 1 metabolitow wtornych.
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Tak bylo w przypadku korzeni Dracocephalum moldavica czy Salvia officinalis
(Grzegorczyk i in., 2006; Weremczuk-Jezyna i in., 2013). Oswietlenie LED nie
modyfikowalo takze biomasy korzeni transformowanych S. miltiorrhiza, aczkolwiek
miato pewien wpltyw na produkcje niektorych zwigzkéw bioaktywnych powodujac
spadek zawartosci tanszinonu IIA i niewielki wzrost poziomu kwasu rozmarynowego
(Chen i in., 2018). Raportowano takze o kulturach, dla ktorych tak jak w przypadku
korzeni wlosnikowych S. bulleyana, swiatlo bylo czynnikiem hamujgcym ich wzrost
(Santos i in., 1998).

Kolejnym etapem optymalizacji warunkow wzrostu 1 biosyntezy zwigzkow
polifenolowych kultury korzeni S. bulleyana byto wykonanie krzywej wzrostu i produkcji
w celu wyboru odpowiedniego dnia zbioru materiatu roslinnego. W ciggu 50-dniowej
hodowli osiggni¢to 14- i 16-krotny przyrost, odpowiednio, §wiezej i suchej masy, ktorych
optimum przypadato na 40-50 dzien. Najwyzsza catkowita zawartos¢ polifenoli oraz
samego kwasu rozmarynowego odnotowano podczas stacjonarnej fazy wzrostu w 40 dniu
hodowli. Maksimum produkcji metabolitow wtornych w fazie stacjonarnej raportowano
w odniesieniu do wielu kultur i produkowanych w nich zwigzkéw bioaktywnych.
Przyktadem mogg by¢ korzenie transformowane Conodopsis pilosula (Franch.) Nannf.,
Dracocephalum forrestii czy Salvia viridis (Grzegorczyk-Karolak, 2020; Weremczuk-
Jezynaiin., 2016; Yang i in., 2020).

Korzenie transformowane S. bulleyana hodowane w zoptymalizowanych warunkach
akumulowaty 93,6 mg/g SM zwiazkow polifenolowych, co stanowilo wartos¢ ponad
dwukrotnie wyzszg niz ta raportowana przed optymalizacjg. Co wigcej, byta to ilos¢ 4-
razy wyzsza od tej, ktorg odnotowano dla korzeni 2 letnich roslin macierzystych
rosngcych w glebie. W odniesieniu do zawartosci RA (70,0 mg/g SM), w 40 dniu hodowli
w zoptymalizowanych warunkach uzyskano 2 razy wigcej tego zwigzku niz w kulturze
przed optymalizacja i az 8-Krotnie wigcej w poréwnaniu z korzeniami dwuletniej rosliny
matecznej (Grzegorczyk-Karolak i in., 2020b). Ponadto, kultura S. bulleyana
charakteryzowata si¢ istotnie wyzsza akumulacja RA niz korzenie innych gatunkow

szatwii wystepujacych na terenie Chin (0,59-34,44 mg/g) (Li i in., 2008a).

Doboér odpowiednich warunkéw wzrostu mial takze korzystny wptyw na biosynteze
innych metabolitow obecnych w korzeniach S. bulleyana. Optymalizacja zaowocowata

siedmiokrotnym wzrostem produkcji SAE, osiemnastokrotnym wzrostem - RAH
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I dwukrotnym wzrostem - MR w porownaniu z pierwotnymi niezmodyfikowanymi
korzeniami klonu C4, chociaz maksima dla poszczegdlnych metabolitow czgsto nie byty
osiggane w tym samym dniu hodowli. Z kolei SAK byt jedynym zwigzkiem, ktérego
poziom nawet po optymalizacji byt nieco nizszy niz w korzeniach rosliny mateczne;j
(Grzegorczyk-Karolak i in., 2020b). Jednak réwniez w przypadku tego zwigzku dobor
odpowiednich warunkoéw uprawy i terminu zbioru kilkukrotnie zwigkszyt jego pierwotng

zawarto$¢ w badanej kulturze.

Uzyskane wyniki 1 podatno$¢ szlakow metabolicznych na warunki hodowli byty tak
obiecujace, ze sklonily do wykorzystania jeszcze jednej strategii majacej znaczenie dla
modyfikacji produkcji — elicytacji. Elicytory sa zwigzkami lub mieszaninami zwigzkow,
ktore poprzez wywolanie stresu komorkowego moga pobudzaé procesy produkeji
w kulturach roslinnych (Angelova i in., 2006). Wyrézniamy elicytory biotyczne
I abiotyczne. Zalicza si¢ do nich takze zwigzki sygnatowe szlakow metabolicznych. Do
oceny wptywu na produkcje polifenoli w korzeniach wtosnikowatych S. bulleyana
wybrano: jasmonian metylu zaliczajacy sie do zwigzkoéw sygnatowych, ekstrakt
drozdzowy — elicytor biotyczny pochodzenia grzybowego o ztozonym sktadzie, trans-
anetol bedacy gtéwnym sktadnikiem olejku z kopru oraz anyzu, a takze chlorek kadmu —

sol metalu cigzkiego bedaca elicytorem abiotycznym.

Poczatkowo oceniano wplyw elicytorow na przyrost biomasy traktowanej nimi
kultury. Wiele przeprowadzonych badan sugeruje, ze elicytacja moze mie¢ negatywny
wplyw na wzrost, czego przyktadem mogg by¢ kultury Abutilon indicum L. oraz
Burmangsia candida Pers. (Pitta-Alvarez i in., 2000; Rao i in., 2021). Akumulacja
biomasy jest niezwykle istotnym aspektem w biosyntezie metabolitow, poniewaz
produktywnos$¢ kultury jest zwigzana nie tylko z zawarto$cia zwigzkow w materiale
roslinnym, ale i jego ilo$cig. Okazalo si¢, ze jedynie jony kadmu znaczaco obnizaly
akumulacje suchej masy korzeni wlosnikowatych S. bulleyana poczawszy od 3 dnia
elicytacji dla stezenia 100 uM i 7 dnia dla 50 uM Cd. Pozostate elicytory miaty znikomy
wplyw na ten parametr. Niemniej jednak nalezy zwrdci¢ uwage na fakt, Zze znajac
szczegOtowo przebieg wzrostu 1 produkcji kultury, elicytacje wdrozono 33 dnia hodowli,
kiedy to wzrost korzeni osiggat juz fazg stacjonarna. Jesli wigc dany elicytor nie dziatat
toksycznie na kulture, to miat co najwyzej potencjat ograniczajacy jej wzrost, a efekt ten

w fazie stacjonarnej nie miat okazji si¢ juz ujawnic.
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Dalsza analiza wykazata stymulujacy efekt MJA w odniesieniu do produkcji
zwigzkow polifenolowych w kulturze korzeni S. bulleyana. Szczegdlnie korzystna
okazata si¢ 3-dniowa ekspozycja na ten zwigzek zastosowany w stezeniu 100 puM.
Otrzymana w tych warunkach TPC oraz zawarto$¢ RA byly odpowiednio 5- i 13-krotnie
wyzsze od tych stwierdzonych w korzeniach roslin matecznych po 2 latach ich wzrostu
w glebie (Grzegorczyk-Karolak i in., 2020b). Co wigcej, poziom RA w tym wariancie
hodowli dwukrotnie przewyzszat ilo$¢ otrzymang dla materiatu kontrolnego. Podwojenie
zawartosci RA (67 mg/g SM) w poréwnaniu do kontroli zanotowano takze dla korzeni
transformowanych S. przewalskii po 3 dniach elicytacji MJA (Li i in., 2020b). Jednakze
tylko kilka prac donosito o podobnie wysokiej zawartosci RA w transformowanych
kulturach korzeni jak ta uzyskana w analizowanym klonie S. bulleyana. Jako przyktad
mozna tu wymienié kultury Hyssopus officinalis L. oraz Ocimum basilicum (Murakami
iin., 1998; Tadai in., 1996).

Nieliczne do tej pory badania poszukujg zwigzku MJA 1 innych elicytoréw z indukcja
gené6w 1 czynnikow transkrypcyjnych w szlaku metabolicznym zwigzkow
polifenolowych. Podczas elicytacji S. miltiorrhiza odnotowano stymulacj¢ aktywnoSci
enzymoOw biorgcych udziat zarowno w szlaku przemian fenyloalaniny (PAL, C4H, 4CL1,
4CL2) jak i tyrozyny (TAT, HPPR) prowadzacag do zwigckszonej biosyntezy kwasu
rozmarynowego (Zhang i in., 2014). Réwniez w przypadku korzeni wlosnikowatych
S. przewalskii, Li i wsp. (2020) opisali wpltyw MJA na ekspresje niektorych gendow tego
szlaku, w tym PAL, 4CL, RAS, HPPR, TAT oraz CYP98A14 (Li i in., 2020b).

Anetol 1 ekstrakt drozdzowy okazat si¢ nie mie¢ istotnego wplywu na akumulacje
wicgkszosci zwigzkow polifenolowych w korzeniach transformowanych S. bulleyana.
Jednak wiele badan wskazuje, ze YE moze wptywac¢ na metabolizm wtorny u szatwii
(Attaran Dowom i in., 2017; Chen i in., 2001). Przyktadowo, w kulturze korzeni
wlosnikowatych S. miltiorrhiza zawarto$¢ RA po ekspozycji na drozdze wzrastata
dwukrotnie w poréwnaniu do kontroli (Chen i in., 2001). Z kolei w badaniach Bauera
i wsp. (2009) wykorzystujacych 11 linii korzeni transgenicznych Coleus blumei
stwierdzono, ze odpowiedz na zastosowany elicytor zalezata od badanego klonu 1 byta
bardzo rézna; w przypadku 5 klonéw zanotowano spadek akumulacji RA w poréwnaniu
z kontrola, w dwoéch — drozdze stymulowaty produkcje tego zwiazku, a dla 4 nie
odnotowano zadnych zmian (Bauer i in., 2009). Ponadto w innych badaniach wskazano,

ze ten sam elicytor moze mie¢ rézny wplyw na produkcje tego samego metabolitu
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u réznych gatunkoéw; co zostalo potwierdzone przez roznice w ekspresji kluczowych
genow w szlaku biosyntezy kwaséw fenolowych u S. officinalis i S. verticillata
(Pesaraklu i in., 2021). Przy tym nalezy pamigta¢, ze ekstrakt drozdzowy bedac
mieszaning aminokwasow, witamin, mineralow oraz roznych nieznanych zwigzkéw ma
zmienny sktad, co utrudnia okreslenie ogolnych zaleznosci i sposobu jego dziatania

(Ertola i Hours, 1998).

Z kolei chlorek kadmu miat negatywny wptyw nie tylko na akumulacj¢ biomasy, ale
tez na zawartos¢ polifenoli w kulturze S. bulleyana poczawszy juz od 1 dnia dla stezenia
100 uM 1 od 3 dnia dla 50 uM. I tak przyktadowo, 7-dniowa ekspozycja na wyzsze
stezenie Cd skutkowala 55% spadkiem TPC. Metale cigzkie moga by¢ uzywane jako
czynniki stresowe w celu zwigkszania produkcji wtornych metabolitow. Efekt taki
opisano w przypadku elicytacji kadmem w stezeniu 25 pM kultury komorkowe;j
S. miltiorrhiza osiagajac wzrost zawartosci tanszinonéw, chociaz przy jednoczesnym
zahamowaniu przyrostu biomasy kultury (Zhao i in., 2010). Jednakze w krytycznych dla
danej kultury dawkach metale cigzkie mogg by¢ toksyczne i powodowac smier¢ komoérek
ro$linnych (Chodisetti i in., 2012). Mechanizm tego procesu jest najprawdopodobniej
zwigzany z Wwypieraniem przez metale cigzkie jondw zelaza oraz innych
dwuwarto$ciowych kationow z bialek. Nastgpnie jony te mogg inicjowacé uszkodzenia
komorek w wyniku zachodzenia reakcji Fentona (Stohs i in., 2001). Kultura korzeni
transformowanych S. bulleyana okazata si¢ by¢ szczegdlnie wrazliwa na kadm,
proporcjonalnie do zastosowanej dawki, co jest szczegdlnie widoczne przy
wydtuzajacym si¢ czasie ekspozycji. Podobny efekt zanotowano w przypadku kultury
Gymnema sylvestre R. Br. W do$wiadczeniu dodatek 2 uM CdCl, powodowat wprawdzie
krotkotrwaty wzrost akumulacji metabolitow wtornych, ale juz po 24 h dochodzito do

nagtego 1 gwattownego spadku biomasy kultury oraz poziomu kwasu gymnemowego

(Chodisetti i in., 2012).

Podsumowujac tg cze$¢ badan, mozna podkresli¢ wysoki potencjal wzrostowy oraz
produkcyjny wyselekcjonowanej i zoptymalizowanej pod wzgledem warunkéw
hodowlanych kultury korzeni transgenicznych S. bulleyana. Ponadto, warto zauwazy¢,
ze korzenie uprawiane in vitro wymagaly znacznie krotszego czasu do zbioru (40 dni vs.
2 lata), byly wolne od zanieczyszczen mikrobiologicznych i §rodowiskowych, ktore sa
czgsto spotykane w uprawach polowych, a ich zbior nie wymagat degradacji uprawy. Jest

to zdecydowana zaleta kultury korzeni wtosnikowatych w poréwnaniu do hodowli rosliny
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macierzystej. Ponadto, kultywacja w warunkach in vitro umozliwia szerszy dostgp do
surowca, ktérego dostepnos¢ jest ograniczona i ktory do tej pory byl wykorzystywany

jedynie lokalnie, w miejscu wystgpowania.

6.2. Pedy transformowane

W tradycyjnej medycynie chinskiej jako zamiennik Danshen wykorzystywane sa
jedynie korzenie Salvia bulleyana. W literaturze nie ma doniesien na temat stosowania
W lecznictwie czes$ci nadziemnych tego gatunku, a takze informacji o uzyskaniu dla niego
pedéw zmienionych genetycznie. Jednakze w lecznictwie stosuje si¢ nadziemne czgsci
wielu innych gatunkéw szatwii (Li 1 in., 2013b; Nikolova i Aneva, 2018). Wykorzystana
w badaniach kultura pedoéw transformowanych S. bulleyana powstata w procesie
spontanicznej regeneracji z korzeni wlosnikowatych otrzymanych przy udziale
Rhizobium rhizogenes szczepu A4. W dziedzinie biotechnologii roslin nie jest to
odosobniony przypadek, poniewaz ten sposob inicjacji kultur pedow transgenicznych
zanotowano takze dla innych roélin takich jak Rehmania glutinosa Libosch.,
Rhaponticum carthamoides, Tylophora indica (Burm. F.) Merr., Hypericum
perforatum L., Solidago nemoralis Aiton czy Dracocephalum forrestii (Chaudhuri i in.,
2006; Gunjan 1 in., 2013; Pigtczak i in., 2015; Skata i in., 2019; Tusevski 1 in., 2017;

Weremczuk-Jezyna i in., 2019).

Pedy transformowane charakteryzuja si¢ specyficznymi cechami morfologicznymi.
Wsrod obserwowanych zmian mozna wyr6zni¢ marszczenie lisci, skrocone miedzywezla
czy silng tendencje do rozgaleziania. Takie zmiany zanotowano w przypadku pedow
transformowanych S. bulleyana. Charakteryzowaty si¢ one niskim wzrostem zwigzanym
ze znacznym skréceniem miedzywezli. Co wigcej, wykazywaty one wigksza zdolno$¢ do
ukorzeniania si¢ w porownaniu do pedow niezmienionych genetycznie. Mehrotra i wsp.
(2013) tacza zmiany morfologiczne z niezalezng segregacja genow obecnych
w plazmidowym T-DNA R. rhizogenes (Mehrotra i in., 2013). Casanova i wsp. (2003)
sugerujg, ze za spontaniczne tworzenie si¢ pedéw przybyszowych odpowiedzialna jest
nadekspresja genu rolC wiaczonego do genomu ro$liny. Ekspresja tego genu skutkuje
zmianami podobnymi do tych, ktére mozna obserwowaé pod wptywem zaréwno auksyn
jak i cytokinin (Casanova i in., 2003). Potwierdzenie transformacji pedow

transgenicznych S. bulleyana metoda PCR wykazato, ze w ich genomie sg obecne

180



fragmenty odpowiadajace genom rolB i C. Te same geny wykryto w przypadku pedoéw
transformowanych Dracocephalum forrestii oraz Rehmania glutinosa Libosch. (Pigtczak
I in., 2015; Weremczuk-Jezyna i in., 2019).

W niniejszej pracy podjeto probe zoptymalizowania warunkéw wzrostu pedoéw
transformowanych S. bulleyana w celu otrzymania wysokiej akumulacji biomasy
i produkcji zwigzkow bioaktywnych. Pierwszym etapem tego procesu byt dobor

odpowiednich warunkow oswietlenia.

Swiatlo jest jednym z najistotniejszych czynnikéw abiotycznych wptywajacych na
wzrost 1 morfogenezg roslin. U roslin hodowanych in vitro wplywa ono na
funkcjonowanie genow kontrolujacych metabolizm zwigzany z pobudzeniem wzrostu
I rozwoju niezaleznego od fotosyntezy (Weremczuk-Jezyna i in., 2021). Dotychczasowe
ustalenia wskazuja, ze mozna modyfikowa¢ wzrost roslin wykorzystujac podczas ich
uprawy $wiatto o okreslonej barwie. Stosowanie w biotechnologii roslin diod
elektroluminescencyjnych umozliwia precyzyjny dobor odpowiedniej diugosci fal
$wietlnych w celu otrzymania roslin o pozadanych cechach (Cio¢ i in., 2018).
Technologia LED ma wiele zalet; zapewnia nizszg emisje ciepta, umozliwia regulacj¢
intensywnos$ci $wiatta i dtugosci jego fali, a wykorzystywane lampy majg dluzsza
zywotno$¢ 1 zajmujg mniejszg powierzchni¢ niz konwencjonalne $wiatto fluorescencyjne
o biatej barwie (Morrow, 2008). Badania sugeruja, ze diody LED majg ogromny potencjat
dla namnazania ro$lin in vitro i mozna stosowa¢ wybrane dlugosci fali, aby uzyskaé

optymalne efekty regeneracji roslin i akumulacji biomasy.

Istotnym elementem odpowiedzi na warunki $wietlne jest zawartos¢ barwnikow
fotosyntetycznych, w tym chlorofilu. Okazuje si¢, ze jako$¢ dostarczanego Swiatta moze
znaczaco wplywaé na proces fotosyntezy poprzez regulacje zawartosci chlorofilu
w komorkach roslinnych (Ye i in., 2017). Jednakze nalezy przy tym mie¢ na uwadze fakt,
ze w warunkach in vitro odpowiedz moze rézni¢ si¢ od tej uzyskanej w uprawie
szklarniowej ze wzgledu na mate znaczenie procesu fotosyntezy dla kultur, ktére cukier
pozyskuja z podtoza. Zasadniczo chlorofil posiada dwa piki absorbcji, przy dlugosciach
fali 430-450 nm oraz 640-660 nm. Dlatego tez badacze podejrzewaja, ze zardwno
niebieskie (420-500 nm) jak i czerwone (640-700 nm) swiatlo moze mie¢ wptyw na
powstawanie i metabolizm chlorofilu w roélinie (Long i in., 2018). Liczne raporty

donosza tez o znaczacym wplywie LED na akumulacj¢ metabolitow w roslinach (Bian
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i in., 2015). Analizujac doniesienia dotyczace wpltywu $wiatta na wzrost i produkcje
ro§lin, zauwazamy rdéznice, co do reakcji konkretnych gatunkéw na dany rodzaj

warunkow os$wietlenia.

Stosunkowo liczne badania donosza o duzym potencjale $wiatla niebieskiego
W odniesieniu do parametréw wzrostu i produkcji gatunkéw hodowlanych. Przyktadowo,
diody niebieskie okazaty si¢ najskuteczniejszymi zrodtami §wiatla dla hodowli pedoéw
Dracocephalum forrestii (Weremczuk-Jezyna i in., 2021), Anoectochilus roxburghii
(Wall.) Lindl. (Ye i in., 2017) czy Rehmania glutinosa (Manivannan i in., 2015).
Stosowanie monochromatycznych zrodet §wiatta moze by¢ ekonomicznie uzasadnione,
biorgc po uwage fakt, ze podczas emisji $wiatla biatego obejmujacego szeroki zakres
dtugosci fali cze$¢ promieniowania obejmuje fale o dtugosciach nieistotnych dla rozwoju
rosliny i jej produkcji (Kim i in., 2004). Jednakze opisywano gatunki, dla ktérych
maksymalng akumulacje biomasy odnotowywano w przypadku hodowli na $wietle
biatym, co moze wynika¢ z wyzszego zapotrzebowania na energi¢ tych roslin niz mozna
uzyska¢ w przypadku innej barwy $wiatel. Taki wzmacniajacy wzrost wplyw $wiatta
biatlego w poréwnaniu z innymi rodzajami $wiatta obserwowano w hodowli Artemisa
absinthium L. i Lepidium sativum L. (Tariq i in., 2014; Ullah i in., 2019). W tym drugim
przypadku przy biatym o$wietleniu raportowano réwniez maksymalny poziom
akumulacji zwigzkéw polifenolowych. Traktowanie wykorzystujagce S$wiatlo biale
okazato si¢ rowniez najkorzystniejsze dla regeneracji dwoch gatunkéw z rodzaju

Lachenalia (Bach i in., 2018).

Podobnie byto w przypadku transformowanych pedow S. bulleyana, dla ktorych
namnazania najkorzystniejsze okazaty si¢ diody emitujace §wiatto o barwie bialej. W tym
przypadku uzyskano najwyzszy wspotczynnik mnozenia oraz najwyzsza akumulacje
biomasy, podczas gdy uzycie waskich zakresow $wiatla, zarbwno o barwie niebieskiej
jaki czerwonej, istotnie ograniczato wzrost kultury. Z drugiej strony podobne efekty
uzyskano podczas hodowli na $wietle bedagcym mieszaning $wiatla czerwonego
i niebieskiego, co wskazuje, ze badana kultura potrzebuje fali o dtugosci obejmujace;j, co
najmniej dwa zakresy, zarOwno S$wiatlta czerwonego jak 1 niebieskiego. Podobnie
w przypadku Carpesium triste Maxim. przyrost biomasy pod mieszanymi LED byt
wyzszy niz dla samego niebieskiego i czerwonego $wiatta (Zhao i in., 2020). Ekspozycja
na mieszane $wiatlo czerwone i niebieskie byla réwniez szczegdlnie korzystna dla

akumulacji biomasy Dendranthema grandiflorum (Ramat.) Kitam. (Kim i in., 2004),
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cho¢ w tym wypadku doswiadczenie bazowalo na nieco innym stosunku $wiatla

czerwonego do niebieskiego (50:50) niz w hodowli S. bulleyana (70:30).

Jednoczesénie badania wykazaty, ze biate swiatto LED byto bardziej odpowiednie dla
wzrostu ro$lin niz biate $wiatto fluorescencyjne. Podobnie jak w przypadku naszych
wynikow, korzystny wplyw zrodet $§wiatta LED odnotowano w przypadku kultury
Peucedanum japonicum Thunb. czy Dracocephalum forrestii (Chen i in., 2016;
Weremczuk-Jezyna i in., 2021). Przyczyna tego zjawiska moze by¢ mniejsza energia
Swiatla emitowanego przez §wietlowki w zwigzku z jego rozpraszaniem w postaci energii

cieplnej.

Jesli jednak chodzi o produkcje barwnikow fotosyntetycznych, to najwyzsza ich
zawarto$¢ odnotowano w pedach transformowanych S. bulleyana hodowanych na swietle
czerwonym; zaréwno poziom chlorofilu jak i karotenoidow w pedach byt dwukrotnie
wyzszy podczas hodowli w warunkach czerwonych LED niz w warunkach kontrolnych.
Ekspozycja na §wiatlo czerwone stymulowata rowniez produkcje chlorofilu w pedach
Rehmania glutinosa (Manivannan i in., 2015). Z kolei w przypadku pedow
Dracocephalum  forrestii  najkorzystniejszymi traktowaniami okazaly sie te
wykorzystujace Swiatto niebieskie 1 mieszane, cho¢ otrzymana w nich zawarto$¢
catkowitego chlorofilu byta nizsza niz oznaczona dla S. bulleyana (Weremczuk-Jezyna
iin., 2021).

Warunki o$wietlenia miaty ro6wniez wptyw na akumulacj¢ zwigzkéw polifenolowych
w pedach transformowanych S. bulleyana. Kazde z traktowan LED charakteryzowato si¢
wyzszg calkowitg zawarto$cig polifenoli (20,4-24,3 mg/g SM) oraz zawarto$cig kwasu
rozmarynowego (17,3-20,3 mg/g SM) w poroéwnaniu do pedéw hodowanych
w warunkach kontrolnych (odpowiednio 16,8 i 13,6 mg/g SM). Maksimum produkcji dla
TPC, kwasu rozmarynowego, SAK 1 kilku innych polifenoli osiagni¢to podczas hodowli
na $wietle mieszanym. Kombinacja $wiatla niebieskiego i czerwonego poprawita tez
znaczaco ogolng zawarto$¢ flawonoidow w kulturze A. roxburghii (Gam i in., 2020).
Wsrod traktowan LED, najmniej korzystne dla produkcji metabolitow w pedach
S. bulleyana okazato si¢ $wiatto o barwie niebieskiej. Tymczasem mozna znalez¢ liczne
doniesienia, kiedy to wlasnie traktowanie $wiattem niebieskim skutkowalo najwyzsza
produkcjg zwigzkow polifenolowych. Przyktadem moze by¢ kultura Rehmania glutinosa,

Aronia melanocarpa (Michx.) Robertson & Phipps, A. arbutifolia (L.) Pers, A. prunifolia

183



(Marshall) Rehder czy Prunella vulgaris L. (Fazal i in., 2016; Manivannan i in., 2015;
Szopai in., 2018). Nalezy jednak pamietac, ze $wiatto niebieskie jest promieniowaniem
wysokoenergetycznym i jako silny czynnik stresogenny moze pobudza¢ metabolizm
wtorny, ale tez w przypadku gatunkéw wrazliwych moze mie¢ negatywny wplyw na ich

wzrost (Ouzounis i in., 2015).

Analiza stresogennego dziatania poszczegdlnych rodzajow oswietlenia moze
ujawnia¢ si¢ w postaci zmian aktywnos$ci podstawowych enzyméw antyoksydacyjnych
komorek roslinnych (POD, SOD, CAT), co wiaze si¢ z ich funkcjami obronnymi. SOD
zobojetnia rodniki ponadtlenkowe chronigc komorki przed uszkodzeniami zwigzanymi
ze stresem oksydacyjnym (Dewir i in., 2006). POD redukuje wolne rodniki powstate
W chloroplastach 1 mitochondriach, a CAT redukuje nadtlenek wodoru powstaly
w peroksysomach (Foyer i Noctor, 2016; Ye i in., 2017). W przypadku kultury pedoéw
transformowanych S. bulleyana warunki $wiatla niebieskiego najsilniej stymulowaty
wszystkie analizowane w doswiadczeniu enzymy antyoksydacyjne, co potwierdza
wcezesniej sformutowany wniosek o silnym stresie oksydacyjnym powodowanym przez
monochromatyczne $wiatto o tej diugosci fali na transformowane pe¢dy badanego
gatunku. Z drugiej strony, okazalo sie, ze zrodia swiatta LED o wszystkich
wykorzystanych w eksperymencie dlugosciach fali pobudzaly aktywnos$¢ badanych
enzymoOw antyoksydacyjnych w porownaniu z kontrola. Podobng reakcje
zaobserwowano w przypadku innych gatunkéow (Manivannan i in., 2015; Weremczuk-

Jezyna iin., 2021).

Ostatecznie, uwzgledniajacC przyrost biomasy i produkcj¢ zwigzkow bioaktywnych,
do dalszych badan, ktére obejmowaty optymalizacj¢ w zakresie doboru odpowiednich

regulatorow wzrostu wybrano biate swiatto LED.

Cytokininy naleza do regulatorow wzrostu, ktore sa niezwykle istotnym
czynnikiem hamujacym starzenie si¢ komorek, a takze znoszacym dominacjg
wierzchotkowa, co stymuluje rozwdj pedow bocznych. Dotychczas opisano przypadki
skutecznej propagacji kilku gatunkow z rodzaju Salvia bazujacej na roznych cytokininach
(Cuenca i Amo-Marco, 2000; Grzegorczyk-Karolak i in., 2020a; MiSi¢ i in., 2006;
Petrova i in., 2015; Wysokifiska i1 in., 2004). W przeprowadzonym doswiadczeniu
zastosowano zwiazki bedace pochodnymi puryny, poniewaz zgodnie z danymi

literaturowymi, cytokininy z tej grupy bywaly zwykle efektywniejsze w namnazaniu
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gatunkow z rodzaju szatwia w porownaniu z wykorzystywanymi rowniez jako cytokininy
pochodnymi mocznika (Grzegorczyk-Karolak i in., 2021b; Petrova i in., 2015). Ze
wzgledu na do$¢ staby potencjal do namnazania transformowanych pedow S. bulleyana i
ograniczong ilo$¢ materiatu roslinnego, ktéra mozna bytlo wykorzystaé w tym
eksperymencie, w do$wiadczeniu siegnicto tylko po 3 wybrane cytokininy bedace
pochodnymi 6-benzyloaminopuryny (BAP): BAPR, BPA i m-Top, ktore wedlug
najnowszych raportdéw charakteryzuja si¢ wyzsza skuteczno$cia niz tradycyjne

cytokininy (Aremu i in., 2012; Grzegorczyk-Karolak i in., 2023; Kucharska i in., 2020).

Podczas optymalizacji warunkow wzrostu pedoéw transformowanych S. bulleyana
postanowiono oceni¢ wpltyw tych trzech cytokinin oraz ich stg¢zenia na wzrost,
namnazanie oraz produkcje zwigzkow polifenolowych, w celu wybrania tej
najefektywniej dziatajgcej. Wczesniejsze wstepne obserwacje wykazaly, ze brak
cytokininy w podtozu praktycznie uniemozliwial namnazanie pedéw transformowanych
tego gatunku. Eksplantaty hodowane na podtozu MS z samg auksyng (0,1 mg/l 1AA)
tylko sporadycznie regenerowaly pojedyncze paki boczne lub przybyszowe. Za to 50%
Z nich ukorzeniato si¢, przy czym S$rednia liczba korzeni wynosita 2,8 na eksplantat, a ich
srednia  dhugos¢ 1,46 cm. Zjawisko to jest najprawdopodobniej zwigzane
z transgenicznym charakterem kultury, bo jedng z cech transformowanych pedow jest ich
sktonno$¢ do ukorzeniania si¢ zwtaszcza, ze podtoze wzbogacono auksyng mogaca t¢

tendencje nasila¢ (Pigtczak i in., 2015).

Dodatek wybranych cytokinin do podtoza wzrostowego w kazdej zastosowanej
kombinacji skutkowal proliferacjg pedéw. Jednak jej rodzaj i stezenie mialy istotny
wpltyw na wzrost i morfologi¢ kultury oraz na biosynteze zwigzkow polifenolowych
w pedach transformowanych S. bulleyana. W optymalnych warunkach mozliwe byto
uzyskanie z jednego eksplantatu nawet ponad 4,5 nowych pedow/pakow. Przy tym warto
zaznaczy¢, ze wiekszo$¢ nowopowstalych struktur stanowity paki/pedy przybyszowe,
ktore tworzyly si¢ w wyniku zachodzenia organogenezy bezposredniej — z tkanek lub
posredniej — z kalusa. Jest to do$¢ szczegdélne zjawisko w rodzaju szatwia, gdzie
w wigkszosci przypadkéw podczas procedury proliferacji z wykorzystaniem
wierzchotkow lub weztéw dominowato namnazanie klonalne z merysteméw bocznych
(Cuenca i Amo-Marco, 2000; Echeverrigaray i in., 2010; Mederos Molina i in., 1997;
Wysokinska i in., 2004).
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Sposréd zastosowanych cytokinin najkorzystniejszy dla wzrostu i proliferacji
pedow S. bulleyana okazat si¢ rybozyd BAP-u w stezeniu 1 mg/l. Korzystne dziatanie
BAPR w stezeniach 1 1 2 mg/l zanotowano takze dla pedow nietransformowanych tego
gatunku ze wspotczynnikiem proliferacji na poziomie 5,1-5,3 (Grzegorczyk-Karolak i in.,
2023). Jednakze w przypadku kultury niemodyfikowanej genetycznie suplementacja
BAPR w wyzszych stezeniach skutkowata zahamowaniem wzrostu pedoéw i znacznym
obnizeniem akumulacji biomasy, czego nie obserwowano w tak istotnym zakresie
W kulturze transformowanej. Ograniczone wydluzanie pedow pod wplywem BAPR
stwierdzono takze dla pedow S. viridis (Grzegorczyk-Karolak i in., 2020a). Silny wptyw
BAPR na proliferacj¢ moze wynika¢ z jego znacznie wolniejszego metabolizmu
W roslinie w poréwnaniu z BAP. Jak stwierdzono we wczesniejszych badaniach dziatanie
tej cytokininy bylo diugotrwate 1 widoczne jeszcze w kolejnym pasazu w postaci
opoznionego 1 stabego ukorzeniania pedow uzyskanych w wyniku namnazania na

podtozu uzupetnionym w BAPR (Grzegorczyk-Karolak i in., 2020a).

Drugim najkorzystniejszym pod wzgledem proliferacji 1 wzrostu traktowaniem
byto poditoze z 2 mg/l m-Top. W ostatnim czasie jest wiele doniesien o korzystnym
wptywie tej hydroksylowej pochodnej BAP nie tylko na namnazanie 1 wzrost, ale takze
na jako$¢ otrzymywanych pedow. Przyktadem moze by¢ kultura pedoéw D. forrestii,
kultury Musa sp. czy Pelargonium x hortorum L. (Aremu i in., 2012; Weremczuk-Jezyna
i in., 2019; Wojtania, 2010). W wigkszosci badan m-Top zwickszal przezywalnosé
pedéw, a w niektorych rowniez sprzyjal ich pozniejszemu ukorzenianiu. Jednakze
w przypadku pedow S. bulleyana, chociaz suplementacja m-Top w wyzszych stezeniach
byta korzystna dla wzrostu kultury, nie sprzyjala akumulacji w kulturze zwigzkow

polifenolowych.

Najwyzszy poziom sumy wszystkich analizowanych w materiale ros$linnym
polifenoli oraz dominujacego wsrod nich kwasu rozmarynowego stwierdzono w pedach
hodowanych na pozywce z dodatkiem 2 mg/l BAPR. Uzyskana w tych warunkach
zawarto$¢ RA byla 3 razy wyzsza od tej odnotowanej w nadziemnych czesciach 2-letnich
roslin macierzystych, a catkowity poziom polifenoli — dwukrotnie wyzszy (Grzegorczyk-
Karolak i in., 2020b). Podtoze z dodatkiem BAPR w stezeniu 2 mg/l bylo tez
najefektywniejsze dla produkcji kwaséw fenolowych w nietransformowanych pedach
tego gatunku. Ponadto zawartos¢ RA uzyskana w kulturze niezmienionej genetycznie

byta dwukrotnie wyzsza (33,7 mg/g SM) niz w opisywanych w niniejszej pracy pedach
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transformowanych (Grzegorczyk-Karolak i in., 2023).

Z drugiej strony, w odniesieniu do poszczegolnych metabolitow, niejednokrotnie
suplementacja innymi cytokininami okazala si¢ bardziej efektywna. I tak najwyzsza
akumulacje kwasow salwianolowych w kulturze pedéw transgenicznych S. bulleyana
stwierdzono w obecnosci 0,5 mg/l BPA. Uzyskana w tych warunkach zawartos¢ SAK
(1,46 mg/g SM) byta dwukrotnie wyzsza od tej odnotowanej w pedach rosliny gruntowe;j
(Grzegorczyk-Karolak i in., 2020b). BPA byt tez cytokining optymalng dla akumulacji
RA w transformowanych pedach D. forrestii (24,8 mg/g SM) (Weremczuk-Jezyna i in.,
2019).

W zwiazku z faktem, ze wszystkie wybrane do badania cytokininy byty efektywne
w przypadku namnazania i akumulacji polifenoli w pedach S. bulleyana, a wyniki, ktore
obejmowaty szereg danych, nie wskazywatly jednoznacznie na konkretny wariant
do$wiadczenia jako ten optymalny, w jego wyborze postuzono si¢ analiza TOPSIS.
Wedlug ustalonych kryteriow rozwigzaniem najblizszym idealnemu okazalo si¢
zastosowanie podioza zawierajagcego 1 mg/l BAPR, dla ktérego wysoki przyrost biomasy
oraz wspotczynnik mnozenia réwnowazyly nieco nizsza akumulacje zwigzkow

polifenolowych.

W ramach optymalizacji warunkéw wzrostu 1 produkcji, podjeto rowniez probe
modyfikacji konsystencji podtoza hodowlanego dla pedow transformowanych
S. bulleyana. W doswiadczeniu tym zastosowano kilka wariantow podlozy ptynnych:
wytrzasane, stacjonarne oraz stacjonarne wykorzystujace materialy podporowe takie jak
nanoceluloza bakteryjna oraz pianka poliuretanowa. Prowadzenie kultury w systemach
ptynnych niesie ze sobg wicle zalet. Jedng z nich jest mozliwos¢ zredukowania kosztow
hodowli generowanych przez stosowanie srodka zelujacego oraz przez brak mozliwosci
mechanizacji hodowli w warunkach podloza statego (Dandin i Murthy, 2012;
Grzegorczyk-Karolak i in., 2017; Pati i in., 2011).

Dla hodowli transformowanych pedow S. bulleyana optymalne okazato si¢
podtoze ptynne wykorzystujace jako podpor¢ nanoceluloze. Materialy podporowe
zapobiegaja pelnemu zanurzeniu eksplantatu w podlozu 1 zapewniaja odpowiednia
wymiang gazowa. W przypadku badanego gatunku bylo to konieczne, aby hodowla
W systemie ptynnym stacjonarnym byta efektywna. Kultura prowadzona w podtozu

ptynnym z podpora celulozowg uzyskata wspotczynnik mnozenia analogiczny do tego
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odnotowanego na podtozu statym. I chociaz sucha masa w tym systemie byta o ok. 35%
nizsza niz pedéw na podtozu agarowym, to poziom zwigzkéw polifenolowych wzrastat
dwukrotnie (39,6 mg/g SM), co istotnie zwigkszato produktywno$¢ i obnizato koszt
prowadzenia kultury. Ponadto, material podporowy ograniczal wystepowanie zjawiska
szklistosci pedéw. Zastosowanie filtra wykonanego z celulozy mialo réwniez korzystny
wplyw na jako$¢ otrzymywanych pedow Scutellaria laterifolia L. i generowato
optymalne przyrosty ich biomasy (Tascan i in., 2010), a w innym doswiadczeniu podpora
celulozowa stymulowata proliferacj¢ pedow Scutellaria alpina L. pozwalajac uzyskaé
najwyzszy wspolczynnik namnazania ws$réd wszystkich analizowanych w tym

doswiadczeniu traktowan (Grzegorczyk-Karolak i in., 2017).

Ponadto, tak jak w przypadku S. bulleyana, wielokrotnie zaobserwowano
pozytywny wplyw zoptymalizowanych systemow plynnych na produkcje zwigzkow
bioaktywnych. Podloze plynne z materialem podporowym w postaci mostka
celulozowego okazato si¢ korzystne dla akumulacji polifenoli w kulturze pedoéw
Hypericum perforatum, ktorych catkowita zawarto$¢ po 40 dniach kultywacji byta
dwukrotnie wyzsza niz ta uzyskana dla pozostalych wariantow do$wiadczenia (Savio i
in., 2012). Wykorzystanie materiatow podporowych stymulowato takze syntezg
flawonoidow w pedach S. alpina (Grzegorczyk-Karolak i in., 2017) oraz walepotriatow
w kulturze Valeriana glechomifolia Meyer (Russowski i in., 2006). Wyniki te nic sg
zaskakujace; poprawa parametrow wzrostu i stymulacja produkcji metabolitow wtornych
w systemach pltynnych zwigzana jest z optymalnym dostgpem do skladnikow

odzywczych 1 ich utatwionym poborem przez tkanki roslinne.

Proby hodowli transformowanych pedow S. bulleyana w podtozu wytrzgsanym,
mimo uzyskania dwukrotnie wyzszych przyrostow biomasy, nie byly korzystne,
poniewaz pedy rosngce w tych warunkach charakteryzowaty si¢ licznymi anomaliami
w morfologii. Mimo odpowiedniego napowietrzenia kultywowanych pedow, wytrzasanie
kultury generowalo silny stres zwigzany z wystepujacymi podczas rotacji sitami
Scinajacymi lub/i catkowitym zanurzeniem w podtozu. Skutkowato to szklistoscia i silng
deformacja pedow, ktore nie nadawaty si¢ do kontynuacji hodowli w kolejnych pasazach.
Mogty wiec tylko stuzy¢ jako zrédlo zwiazkéw bioaktywnych podczas pojedynczego
cyklu hodowlanego. Jednakze akumulacja wigkszo$ci zwigzkow polifenolowych
w pedach S. bulleyana z systemu wytrzasanego byta istotnie nizsza niz w podtozu

stacjonarnym wykorzystujacym podpore celulozowa.
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Jeszcze bardziej wrazliwe na wytrzasanie okazaly si¢ pedy Salvia officinalis, ktore
wykazywaty anomalie morfologiczne prowadzace w ciagu 3 tygodni do ich nekrozy
I obumierania (Grzegorczyk i Wysokinska, 2008) oraz Scutellaria alpina, ktore w tych
warunkach w ogole nie podejmowaly wzrostu (Grzegorczyk-Karolak i in., 2017).
Z drugiej strony kultura Centaurium erythraea, pomimo widocznego silnego
nawodnienia podczas hodowli wytrzgsanej, charakteryzowala si¢ intensywng
proliferacja, a namnozone pedy nie byty zmienione morfologicznie (Pigtczak i in., 2005).
Podobnie byto w przypadku kultury pedow Schisandra chinensis (Turcz.) Baill., ktora w
ciggu 60-dniowego cyklu wzrostu wykazywata prawie dwukrotnie wyzszy przyrost
biomasy w poréwnaniu z hodowlg agarowg przy zblizonej produkcji lignanow (Szopa,
Kokotkiewicz, Marzec-Wrdblewska, i in., 2016). System ptynny wytrzasany okazat si¢
tez wyjatkowo korzystny dla produkcji bakozydu A w pedach Bacopa monnieri (Praveen
i in., 2009).

Ostatecznie, opracowanie efektywnego ptynnego systemu dla proliferacji pedoéw
S. bulleyana charakteryzujgcego si¢ wysokg produktywnos$cig wykazato, ze kultura ta ma
w odpowiednich warunkach potencjat do hodowli na wigksza skale, w ktorej
wykorzystuje si¢ podtoze ptynne i jej automatyzacje. Doswiadczenie z wykorzystaniem

podiozy ptynnych stanowito pierwszy krok do hodowli z uzyciem bioreaktoréw.

6.3. Zwiekszanie skali hodowli

Technologia bioreaktoréw jest kluczowa dla masowego namnazania wybranych
gatunkéw roslin w $cisle okreslonych, optymalnych warunkach. Pozwala na obnizenie
kosztow hodowli przy jednoczesnej maksymalizacji wzrostu i produkcji kultywowanych
ro$lin. Jednak ze wzgledu na specyfike, kultury organéw wymagaja odejscia od
tradycyjnych systemow bioreaktorow, ktore stosuje si¢ w hodowlach komoérkowych.
W ostatnich latach pojawito si¢ wiele doniesien na temat nowych systemow hodowli
(Valdiani i in., 2019). Jednym z najbardziej obiecujacych jest system czasowego
zalewania, w ktérym materiat rolinny zostaje zanurzony w podtozu tylko przez pewien
czas w ustalonych odstepach czasu. Jest to niezwykle korzystne dla kultywacji, poniewaz
zapobiega calkowitemu zanurzeniu eksplantatow w pozywce, umozliwia uprawe
aeroponiczng, naturalng dla roslin ladowych oraz eliminuje wystgpowanie sit §cinajacych

powstajacych podczas mieszania podtoza (Khan i in., 2018; Weremczuk-Jezyna i in.,
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2020). W zwiazku z wieloma korzys$ciami systemu czasowego zalewania, bioreaktory na
nim bazujace wykorzystano w niniejszej pracy w celu zwigkszenia skali hodowli kultury

transformowanych korzeni i pedow S. bulleyana.

Bioreaktory typu PlantForm i Rita niosg ze soba wiele zalet, w tym prostote
budowy i obstugi, kompaktowos¢ oraz stworzenie odpowiednich warunkéw wilgotnosci
I wymiany gazowej (Georgiev i in., 2014). Kluczowymi aspektami hodowli w obu tych
systemach jest czestotliwo$¢ oraz dlugos¢ czasu zalewania materiatu roslinnego. Sg to
systemy, ktore w wielu przypadkach sprzyjaja takze syntezie zwigzkow bioaktywnych.
Taka sytuacje¢ raportowano dla korzeni wlosnikowatych Beta vulgaris L. rosngcych
W bioreaktorach Rita, ktore charakteryzowaly si¢ szybkim wzrostem oraz stabilng
produkcja betalain (Pavlov i Bley, 2006). Rowniez korzenie transgeniczne Centaurium
maritimum (L.) Fritch akumulowaly znaczng ilo§¢ biomasy oraz wigcej zwigzkoéw
sekoirydoidowych podczas hodowli w systemie Rita w porownaniu z hodowla w kolbach

Erlenmayera (Misi¢ i in., 2013).

Hodowle korzeni wlo$nikowatych S. bulleyana mozna byto z powodzeniem
prowadzi¢ zarowno w bioreaktorach typu Rita jak 1 Plantform, ale uzyskane wyniki
zaroOwno w odniesieniu do produkcji biomasy jak 1 zawartosci zwigzkéw bioaktywnych
uzaleznione byly od typu naczynia hodowlanego, czestotliwosci oraz czasu zalewania.
O ile w przypadku bioreaktoréw typu PlantForm korzystniejszy okazat si¢ 10 minutowy
kontakt z podtozem w odstepach 3 h, to dla systemu Rita efektywniejszy byt 3 minutowy
czas zalewania co 1,5 h. Trzeba jednak zauwazy¢, ze produkcja uzyskana w przypadku
obu systemoéw zalewowych chociaz wysoka, byta nizsza od tej uzyskanej w korzeniach
transformowanych hodowanych w kolbach Erlenmayera. Warto jednak wspomnie¢, ze
mamy tu do czynienia ze wstepnym doswiadczeniem zwickszenia skali hodowli
i przyszta optymalizacja takich parametrow jak czas zalewania, czgsto$é zalewania czy
wielko$¢ inokulatu moga istotnie poprawi¢ uzyskane wyniki. Zwlaszcza, ze trudno
positkowac si¢ w tym zakresie wczesniejszymi badaniami, poniewaz raporty odnoszace
sic do wzrostu Kultur korzeniowych w bioreaktorach wykorzystujacych systemy
czasowego zalewania sa jeszcze stosunkowo nieliczne. Z drugiej strony zmiana
warunkow hodowli z wytrzasanej w kolbach na bioreaktorowa skutkuje zasadnicza
modyfikacja jej warunkow i wielokrotnie wigzata si¢ ze zmianami we wzroscie
i produkcji kultury. Taka obserwacje odnotowano w przypadku produkcji kwasu

rozmarynowego w transformowanych korzeniach Salvia officinalis (Grzegorczyk
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I Wysokinska, 2010), glikozydéw sekoirydoidowych w Centaurium maritimum (Misic¢
iin., 2013), diterpenoidow w Salvia sclarea (Kuzma i in., 2009) czy serpentyny
w kulturze zawiesinowej Catharanthus roseus (Scragg i in., 1987).

Znacznie  wigcej raportow  dotyczacych  hodowli w  bioreaktorach
z wykorzystaniem systemow czasowego zalewania odnosi si¢ do kultur pedow.
Jednoczes$nie, nierzadko skutkujg one istotnie wyzszym wspotczynnikiem proliferacji
oraz przyrostem biomasy (De Carlo i in., 2021; Mirzabe i in., 2022). Tak jak w przypadku
kultur w podtozach ptynnych ma to zwigzek z tatwa dostgpnoscia pedow do sktadnikow
odzywczych zawartych w pozywce. Jednoczes$nie regulacja czasu zalewania i hodowla
zasadniczo aeroponiczna chroni przed stresem wynikajagcym z ciaglego zanurzenia

I anomaliami zwigzanymi z syndromem szklistoSci.

Hodowla transformowanych pedow S. bulleyana zaréwno w bioreaktorach typu
PlantForm jak i Rita charakteryzowata si¢ wysoka efektywnoscig. W obu przypadkach
uzyskano istotnie wyzsze wspdlczynniki proliferacji 1 indeksy wzrostu niz
w jakimkolwiek innym traktowaniu z udziatlem podloza statego czy ptynnego. Pedy z obu
systemOw charakteryzowaly si¢ tez ponad dwukrotnie wyzsza catkowita zawartoScig
polifenoli (PlantForm - 53,0 mg/g SM Rita - 47,9 mg/g SM) od tej raportowanej w pedach
rosngcych na podtozu statym, ale réwniez nieco wyzszg niz ta uzyskana w kulturze ze
zoptymalizowanego podtoza ptynnego (podtoze plynne stacjonarne z podporg
celulozowg). Analogiczne obserwacje poczyniono wzgledem poziomu dominujacego
W kulturze kwasu rozmarynowego. Co wiecej, zawartoS¢ RA oznaczona w materiale
roslinnym po 5 tygodniowej hodowli w systemach zalewowych stanowita 7-8-krotnos¢
tej ktorg stwierdzono w pedach rosliny macierzystej z uprawy glebowej (Grzegorczyk-
Karolak i in., 2020b). Jednoczesénie, tak jak w przypadku kultury korzeni opisane
W ponizszej pracy doswiadczenia zwigkszenia skali hodowli sa dopiero wstepnymi
i wskazana jest optymalizacja przebiegu oraz warunkow hodowli, ktoéra moze stuzy¢

poprawie uzyskanych parametrow wzrostu i1 produkcji.

Zoptymalizowana kultywacja w bioreaktorze PlantForm sprzyjata rowniez
akumulacji biomasy i zwigzkow bioaktywnych w pedach S. viridis pozwalajac uzyskaé
4-krotnie wyzszy wspotczynnik proliferacji | 2-krotnie wyzszy poziom polifenoli
w poréwnaniu do hodowli statej (Grzegorczyk-Karolak i in., 2022). Ten system hodowli

okazat si¢ takze niezwykle korzystny dla akumulacji biomasy, namnazania, ukorzeniania
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oraz wydtuzania pedéw Myrtus communis L. (Aka Kagar i in., 2020). Podczas gdy oba
stosowane dla kultywacji kultur S. bulleyana systemy okazaty si¢ rowniez efektywne
podczas zwickszania skali hodowli pedow Schisandra chinensis, przy czym bioreaktor
Rita umozliwil uzyskanie najwyzszego przyrostu biomasy kultury, a PlantForm

najwyzszego poziomu lignanéw (Szopa i in., 2017).

6.4. Aktywnos$¢ biologiczna
Koncowym etapem badan byla wstepna ocena aktywnos$ci biologicznej
uzyskanego materiatu roslinnego. Przeprowadzone doswiadczenia dotyczyly obszarow
dziatania antyoksydacyjnego, cytotoksycznego oraz przeciwdrobnoustrojowego, ktore
zostaly potwierdzone w badaniach nad aktywnoscig kwasu rozmarynowego bedacego
zwigzkiem dominujagcym we wszystkich ekstraktach z transformowanych korzeni oraz

pedow S. bulleyana (Nadeem i in., 2019).

Wiekszo$¢ dotychczasowych testow oceniajgcych aktywnos$¢ antyoksydacyjng
gatunkéw z rodzaju szalwia bazowato na ich potencjale do zobojetniania wolnych
rodnikéw. Wsrdd nich najpopularniejszy jest ten wykorzystujacy stabilny syntetyczny
rodnik DPPH. Wartosci ICso uzyskane w tym tescie dla kilkudziesieciu gatunkéw szatwii
wahaty si¢ w granicach od 2,0 do ponad 500 pg/ml (Firuzi i in., 2013; Kamatou i in.,
2010; Pereira i in., 2018). Analiza materialu z nadziemnych i podziemnych czgsci 2-
letnich roslin S. bulleyana z uprawy glebowej wykazata, ze uzyskane wartosci 1Csg,
wynoszace odpowiednio 25,9 pg/l i 32,9 pg/ml (Grzegorczyk-Karolak i in., 2020b),
wskazuja na silny potencjat antyoksydacyjny gatunku, porownywalny do tego jaki
wykazywaty S. verticillata (33,4 ug/ml dla pedow) (Katani¢ Stankovi¢ i in., 2020),
S. officinalis (23,2 pg/ml dla pedow i 32,5 pug/ml dla korzeni ) (Grzegorczyk i in., 2007),
S. miltiorrhiza (12.14 ug/ml dla korzeni), S. przewalskii (20,01 pg/ml dla korzeni i 6,61
pg/ml dla pedoéw) (Matkowski i in., 2008) czy S. greggii A. Gray (21.1 ug/ml dla pedow)
(Pereira i in., 2018).

Wyniki odnotowane w tescie neutralizacji rodnika DPPH dla materiatu
uzyskanego w warunkach in vitro mieszcza si¢ we wskazanym dla innych szatwii
zakresie, przy czym kultura transformowanych korzeni charakteryzowata si¢ znacznie
silniejszg aktywnoscia (28,9 — 40,5 pg/l) niz kultura pedow (ICso= 127,9 pg/l). Sposrod

czterech poddawanych selekcji klonow korzeni najwieksza aktywnos$¢ stwierdzono dla
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klonu C4 wykazujacego najwyzszy poziom polifenoli w tym takze kwasu
rozmarynowego. Byta to warto$¢ zblizona do tej stwierdzonej dla ekstraktow z dwuletniej
rosliny matecznej oraz dla uzytego jako kontrola syntetycznego antyoksydantu jakim jest
BHT (Grzegorczyk-Karolak i in., 2020b). Aktywno$¢ przeciwrodnikowa
wyselekcjonowanego klonu C4 wzrosta istotnie (ICso = 11,1 pg/ml) po optymalizacji jego
warunkéw hodowli i poddaniu go elicytacji MJA, co znacznie zwigkszylo poziom

metabolitow wtornych.

Podobnie wygladat przebieg reakcji neutralizacji rodnika ABTS. Jest to metoda
polegajaca na redukcji barwnego kationorodnika, co skutkuje spadkiem absorbancji
mieszaniny. Pomiar spektrofotometryczny zostat wykonany po 10 min przy dtugosci fali
734 nm (Grzegorczyk-Karolak i in., 2015). Stezenie potrzebne do zoboj¢tnienia 50%
rodnika ABTS wynosito dla poszczegdlnych klondw korzeni migdzy 14,4-21,6 pg/ml,
a dla ekstraktu z klonu C4 po optymalizacji jego warunkéw hodowli 6,52 pg/ml. Byty to
wartosci zblizone do tych odnotowanych dla BHT (12,2 pg/ml) i w dolnych granicach
stwierdzonych dla 16 innych gatunkéw szatwii (12-70 pg/ml) badanych przez Kamatou
i in. (Kamatou i in., 2010). Tymczasem, wartosci uzyskane w tescie ,,wigzania” rodnika
ABTS dla rosliny S. bulleyana z uprawy gruntowej wynosity 19,9 ug/ml dla pedow
i 34,3 ug/ml dla korzeni (Grzegorczyk-Karolak i in., 2020b). Ponownie, nieco nizsza

aktywnos$¢ odnotowano dla ekstraktu z transformowanych pedéw (ICso = 37,67 ug/ml).

Testy antyrodnikowe na bazie syntetycznych rodnikow DPPH 1 ABTS sg czgsto
uzywane do oceny potencjatu przeciwutleniajgcego materialu roslinnego nie tylko
w przypadku gatunkéw z rodzaju Salvia, poniewaz opierajg si¢ na prostej i szybkiej
metodologii oraz s3 malo kosztowne. W opisywanym screeningu aktywnosci
przeciwutleniajacej dodatkowo oceniono wilasciwosci przeciwrodnikowe ekstraktow
w stosunku do rodnika ponadtlenkowego. Aktywno$¢ wobec anionorodnika
ponadtlenkowego ekstraktoéw z korzeni transformowanych miescita si¢ w zakresie 83,3-
110,7 pg/ml, a po optymalizacji warunkéw wzrostu, dla klonu C4 ICsg osiagneto warto$é
70 ug/ml. Byly to wartosci wyzsze niz te uzyskane dla kontroli (42,7 pg/ml), ale nadal
wskazujace na wysoki potencjat antyoksydacyjny kultury korzeni. Tymczasem reakcja
z rodnikiem Oy jest o tyle istotna, ze mamy w niej do czynienia z czasteczka, ktora
naturalnie powstaje w organizmie cztowieka i ma istotny udzial w patogenezie wielu
choréb cywilizacyjnych. 1 chociaz sam anion ponadtlenkowy nie jest czastka bardzo

reaktywng to stymuluje powstawanie silnych rodnikéw hydroksylowych 1 tlenu
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singletowego. Podobny zakres zdolnosci do wychwytywania anionorodnika
ponadtlenkowego do tego uzyskanego dla badanych kultur odnotowano dla pgdow
S.viridis (83 pg/ml) i S. cadmica (155 pg/ml) czy korzeni rosliny macierzystej
S. bulleyana (145 pg/ml). Podczas gdy nadziemne czgsci rosngcych w gruncie roslin
S. bulleyana charakteryzowaly si¢ nieco wyzsza aktywnoscia, 55 ug/ml (Grzegorczyk-
Karolak i in., 2020b; Grzegorczyk-Karolak i Kiss, 2018; Piatczak i in., 2021).

Zwiazki polifenolowe moga takze chroni¢ tkanki przed tworzeniem si¢ wolnych
rodnikéw poprzez ich zdolnos¢ do chelatowania jonéw metali, w tym jondow zelaza, ktore
w organizmie sg czynnikami prooksydacyjnymi. Dlatego w badaniach oceniano rowniez
zdolnos¢ ekstraktow z korzeni klonow C1-C4 oraz pedow transformowanych
S. bulleyana do redukcji jondw zelaza wykorzystujac test FRAP. Jest to test czgsto
uzywany do oceny potencjatu przeciwutleniajgcego ekstraktow roslinnych, ktory okresla
ich catkowitg zdolno$¢ redukcyjng. Jest to metoda tania i powtarzalna, a reakcja przebiega
szybko. Jej wada jest jednak niska specyficznos$¢. Z drugiej strony wykazano, ze wyniki
testu  FRAP zwykle sg silnie skorelowane z calkowita zawartoScia zwigzkow

polifenolowych w ekstrakcie (Prior i in., 2005).

Badane ekstrakty z korzeni 1 pedéw transformowanych wykazywaty zdolnosci
redukujagce w zakresie 1050-1500 uM Fe(Il)/g suchego ekstraktu. Podobne wyniki
uzyskano dla nadziemnych i podziemnych cze¢sci rosngcych w gruncie roslin matecznych
S. bulleyana oraz innych gatunkow szatwii (Grzegorczyk-Karolak i in., 2020b;
Grzegorczyk-Karolak i Kiss, 2018; Pigtczak i in., 2021).

Ostatnim testem antyoksydacyjnym wykorzystanym w ponizszej pracy byt test
TBARS oceniajacy zdolnos¢ ekstraktow do inhibicji utleniania kwasu linolowego.
Polega on na oznaczeniu spektrofotometrycznym barwnego potaczenia produktu reakcji
utleniania lipidow z kwasem tiobarbiturowym (Grzegorczyk-Karolak i Kiss, 2018). Tym
produktem jest dialdehyd malonowy, ktory powstaje w wyniku peroksydacji lipidow

zachodzacego spontanicznie w organizmie cztowieka lub w produktach spozywczych.

Ekstrakty z korzeni transformowanych w stezeniu 100 pg/ml wykazywaty,
zaleznie od klonu, az 40-50% zahamowania utleniania kwasu linolowego. Za to ekstrakt
z transformowanych pedow wykazywat znacznie stabsza aktywnos¢ (ok. 20%). Byty to
wyniki zblizone do inhibicji oksydacji wykazanej odpowiednio dla korzeni i pgdow roslin

uprawianych w glebie — 40 i 20% (Grzegorczyk-Karolak i in., 2020b). Tymczasem okoto

194



50% inhibicj¢ stwierdzono zaré6wno dla ekstraktow z korzeni jak i peddéw roslin
gruntowych S. officinalis oraz pedéw roslin gruntowych S. viridis (Grzegorczyk i in.,
2007), (Grzegorczyk-Karolak i Kiss, 2018).

Prowadzone badania udowodnily istotne wtasciwos$ci przeciwutleniajace
transformowanych kultur S. bulleyana, a zwtaszcza hodowanych w zoptymalizowanych
warunkach korzeni wto$nikowatych klonu C4. Jednocze$nie potwierdzono, ze aktywnos¢
antyoksydacyjna ekstraktow jest skorelowana z poziomem zwigzkow polifenolowych

W badanym materiale roslinnym.

Liczne raporty wskazuja, ze ekstrakty roslinne posiadajace silng aktywnos$¢
antyoksydacyjng maja tez potencjat jako srodki w terapii nowotwordéw. Dotychczas,
opisano dzialanie cytotoksyczne wobec réznych linii komoérek nowotwordéw kilku
gatunkow szatwii: S. eremophila, S. miltiorrhiza, S. officinalis, S. cadmica czy
S. ceratophylla L. (Firuziiin., 2013; Y. Jiang i in., 2017; Pigtczak i in., 2021; Uysal i in.,
2021). W niniejszej pracy uzyskano istotny efekt cytotoksyczny po zastosowaniu
ekstraktu z korzeni wlo$nikowatych S. bulleyana wobec linii LoVo oraz AGS, ktore
wywodza si¢ z komorek nowotwordéw dotykajacych przewod pokarmowy, odpowiednio
komorek nabtonka gruczolakoraka zotadka i ludzkich komoérek nabtonka okreznicy. Sg to
wyniki tym bardziej obiecujace, ze terapia per oS nowotworow przewodu pokarmowego
pozwala na osiggni¢cie W miejscu zmiany znacznie wyzszych st¢zen zwigzku czynnego
niz gdziekolwiek indziej w organizmie. Jest to zwigzane z faktem, ze substancja
bioaktywna moze dotrze¢ po podaniu doustnym w postaci niezmienionej do komorek
nowotworowych znajdujgcych sie w obrebie przewodu pokarmowego, Z pominigeciem
efektu pierwszego przejScia w watrobie. Tymczasem efekt ten jest gtowng przyczyng
obserwowanych roéznic w aktywnosci stwierdzonej in vitro na liniach komérkowych i in
Vivo na organizmach zywych; w takich przypadkach preparaty podawane per 0s moga
ulega¢ wielu przemianom metabolicznym 1 czesto moga by¢ inaktywowane lub

przeksztatcane w mniej aktywne formy.

Aktywnos¢ cytotoksyczna ekstraktu S. bulleyana jest najprawdopodobniej
zwigzana z wysoka zawarto$cia w nim kwasu rozmarynowego, ktorego dziatanie
udokumentowano w wielu doniesieniach naukowych. Okazuje si¢, ze RA indukowat
apoptoze i hamowat proliferacj¢ komorek licznych linii nowotworowych takich jak: rak

watroby, prostaty, piersi, jajnika, ptuc, biataczki i czerniak. Moze on tez uwrazliwia¢
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komorki raka na dziatanie chemioterapeutykow (Moore i in., 2016). Ostatnie badania
wykazaty, ze kwas rozmarynowy i zawierajagce go eckstrakty Salvia fruticosa Mill.
i S. officinalis, indukowaty apoptozg komoérek dwoch linii nowotwordw jelita grubego
(Xavier i in., 2009). Podczas gdy bogaty w RA ekstrakt z rozmarynu lekarskiego dziatat
cytotoksycznie wobec linii komdrkowej raka przewodu pokarmowego zatrzymujac cykl
komorkowy w fazie G2/M (Karimi i in., 2017). Wartosci ICso uzyskane w tym ostatnim
badaniu wynoszace 4,1, 1,8 oraz 1,3 mg/ml po, odpowiednio, 24, 48 1 72 h ekspozycji na
ekstrakt byly zblizone do tych opisanych dla S. bulleyana. W literaturze nie ma jeszcze
doniesien na temat cytotoksycznej aktywnos$ci kwasow  salwianolowych
zidentyfikowanych w korzeniach wtosnikowatych S. bulleyana. Jednakze liczne badania
dokumentuja silne dziatanie przeciwnowotworowe kwaséw fenolowych o podobnej
budowie, tj. kwas salwianolowego A i B, ktore sg bardziej powszechne w roslinach.
Wykazano, ze w przypadku nowotworu jamy ustnej SAB ograniczal wzrost 1 procesy
angiogenezy komorek raka, a SAA hamowat jego zdolno$¢ do przerzutow. Ponadto SAB
hamowat wzrost komorek raka ptaskonablonkowego gltowy i szyi poprzez indukcje
apoptozy i inhibicje ekspresji COX-2, ktora ograniczata powstawanie guzow litych (Ma
i in, 2019). SAB wykazal réwniez efekt synergistyczny ze $rodkami
chemioterapeutycznymi, takimi jak 5-fluorouracyl, w hamowaniu wzrostu komorek
LoVo in vivo w sposob zalezny od dawki (Guo i in., 2018). Podobnych wlasciwosci
mozna si¢ spodziewa¢ w przypadku innych kwaséw salwianolowych takich jak SAE,
SAK czy SAF zidentyfikowanych w korzeniach transformowanych S. bulleyana.
Jednakze, najpierw nalezy wyizolowa¢ te zwigzki z surowca be¢dacego ich bogatym

zrodiem, aby przeprowadzi¢ odpowiednie testy.

W dzisiejszych czasach, kiedy antybiotyki sg naduzywane, a opornos¢
drobnoustrojéw  wzrasta, istnieje potrzeba pozyskiwania nowych zwigzkow
0 wilasciwos$ciach przeciwdrobnoustrojowych. Potencjat na tym polu majg takze surowce
pochodzenia roslinnego (Ahmad i Beg, 2001; Holetz i in., 2002). Dlatego w niniejszej
pracy dokonano réwniez screeningu potencjatu przeciwdrobnoustrojowego ekstraktu
z korzeni transformowanych S. bulleyana bogatego w zwiazki polifenolowe.
W doswiadczeniu ~ wykorzystano  bakterie ~ Gram+:  Staphylococcus — aureus
i S. epidermidis, bakterie Gram-: Escherichia coli i Pseudomonas aeruginosa, a takze

grzyby: Candida albicans oraz C. glabrata.
Badany ekstrakt okazal si¢ mie¢ umiarkowane dziatanie przeciwbakteryjne,
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poniewaz zakresy warto$ci MIC i MBC wynosity odpowiednio 1,25-2,5 mg/ml oraz 2,5-
10 mg/ml. Wyniki te sg zblizone do warto$ci otrzymanych dla innych gatunkéw szatwii.
Podobng sile dziatania przeciwbakteryjnego do ekstraktu S. bulleyana przeciwko
S. epidermidis, a nieco wigkszg w stosunku do S. aureus (MIC/MBC: 0,6—1,2 mg/ml/1,25
mg) /mL) i stabsza w stosunku do bakterii Gram-ujemnych stwierdzono dla S. africana L.
i S. mexicana L. (Afonso i in., 2019). Firuzi i wsp. (2013) zanotowali, ze metanolowe
ekstrakty z czgéci nadziemnych S. eremophila, S. limbata CA Mey., S. santolinifolia
Boiss. i S. sclarea testowane przeciwko 6 szczepom bakterii Gram+ i Gram- osiagngty
wartosci MIC na poziomie 0,3-5 mg/ml. Z czego najsilniejszg aktywnosé
bakteriostatyczng opisano dla S. eremophila (Firuzi i in., 2013). Réwniez metanolowo-
wodne ekstrakty z czg$ci nadziemnych S. cadmica wykazaty podobng aktywno$¢ wobec
wybranych bakterii Gram+ (1,25-5 mg/ml), podczas gdy ekstrakt z korzeni tej rosliny
charakteryzowat si¢ nieco wyzsza aktywnoscig (0,156-2,5 mg/ml) (Piatczak i in., 2021).

Aktywnos$¢ przeciwgrzybicza badanego ekstraktu S. bulleyana okazata sig¢
stosunkowo niewielka z MIC i MBC wynoszacymi 10 mg/ml. Podobny poziom
aktywnos$ci przeciw grzybom z rodzaju Candida zanotowano dla S. tigrina Hedge &
Hub.-Mor. (MIC=6,25-25 mg/ml) i S. verticillata (MIC=10 mg/ml) (Dulger i Hacioglu,
2008; Katani¢ Stankovic¢ i in., 2020). Jednakze dla niektorych gatunkéw szatwii takich
jak S. cadmica (0,312-5 mg/ml) czy S. viridis (0,312-1,25 mg/ml) stwierdzono istotnie
silniejsze dziatanie przeciwgrzybicze (Grzegorczyk-Karolak i in., 2019; Pigtczak i in.,
2021).
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Potwierdzono, ze wszystkie badane klony korzeni transformowanych
S. bulleyana (C1-C4) otrzymane w wyniku zakazania Rhizobium rhizogenes
zawierajg w genomie fragmenty pochodzenia bakteryjnego. Transgeniczny
charakter ma réwniez otrzymana W wyniku spontanicznej regeneracji na
korzeniach kultura pedow klonu P7.

Po selekcji bazujacej na ocenie przyrostu biomasy oraz produkcji zwigzkow
bioaktywnych do dalszych badan wybrano najbardziej obiecujaca lini¢ korzeni
oznaczong jako C4.

Najefektywniejsza pod wzgledem akumulacji biomasy i produkcji zwigzkoéw
polifenolowych okazata si¢ 40-dniowa hodowla korzeni transformowanych
w podtozu ¥2SH z obnizong do potowy zawartos$cig witamin oraz 3% zawartoscig
cukru prowadzona w ciemnosci. Uzyskane w tych warunkach TPC oraz poziom
RA (93,6 oraz 70,0 mg/g SM) byt niemal 2-krotnie wyzszy od tego stwierdzonego
w korzeniach przed optymalizacja.

Elicytacja moze by¢ korzystng strategia zwickszenia produkcji polifenoli
w korzeniach transformowanych S. bulleyana. 3 dniowa ekspozycja kultury na
jasmonian metylu w st¢zeniu 100 uM skutkowala podwojeniem zawartosci
polifenoli w poréwnaniu do kontroli. Uzyskane w tych warunkach TPC
(124,4 mg/g SM) i zawarto$¢ RA (110,2 mg/g SM) byty, odpowiednio, 5 i 13-
razy wyzsze od tych raportowanych dla korzeni dwuletnich roslin matecznych
rosngcych w glebie.

Wysoki  wspotczynnik namnazania 1 intensywng produkcje zwigzkow
polifenolowych w transformowanych pedach odnotowano podczas ich hodowli
na podtozu MS z 0,1 mg/l IAA oraz 1 mg/l BAPR podczas ekspozycji kultury na
Swiattlo biate LED. Dodatkowy wzrost produktywnosci uzyskano po
zoptymalizowaniu hodowli w systemie ptynnym z wykorzystaniem jako podpory
celulozy bakteryjnej. Odnotowana w tych warunkach zawartos¢ polifenoli
w pedach wynosita 39,6 mg/g SM, a RA — 34,4 mg/g SM. Byly to poziomy ponad
3-krotnie wyzsze od tych stwierdzonych w kulturze przed optymalizacja
warunkow hodowli oraz ok. 6-krotnie wyzsze od tych raportowanych dla pedow

dwuletnich roslin macierzystych.
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Systemy czasowego zalewania Rita i PlantForm umozliwiaja efektywne
zwigkszenie skali hodowli kultur transformowanych organdéw S. bulleyana.
We wstepnych badaniach z tego zakresu, szczegdlnie korzystne okazaty sie¢
hodowle transgenicznych pedéw W obu stosowanych typach bioreaktorow.
Jednoczes$nie zauwazono, ze pewne parametry takie jak rodzaj naczynia
hodowlanego, dtugos¢ czasu zalewania oraz odstgpy migdzy zalewaniami moga
mie¢ istotny wplywa na produktywnos¢ hodowli, co stwarza mozliwos¢ dalszej
optymalizacji jej warunkow.

Stwierdzono, ze bedace bogatym zrodlem polifenoli ekstrakty S. bulleyana
otrzymane z transformowanych organéw, zwlaszcza korzeni, charakteryzuja si¢
silng aktywnoS$cig antyoksydacyjng, ktora jest skorelowana z zawartoScig
zwigzkow bioaktywnych w ekstrakcie.

Stwierdzono obiecujgcy potencjal cytotoksyczny ekstraktu z  wysoko
produktywnej hodowli korzeni transformowanych wzgledem wszystkich
stosowanych w doswiadczeniu linii komorek nowotworowych. Jednakze
najwrazliwsza na dzialanie badanego ekstraktu okazala si¢ linia komorkowa
nowotworu zoladka — AGS. Jednoczes$nie, badany ekstrakt w stezeniach do
5 mg/ml nie powodowat istotnego spadku zywotnosci komorek referencyjnej linii
mysich fibroblastow, co wskazuje na jego bezpieczenstwo w tym zakresie stgzen.
Screening  dziatania  przeciwdrobnoustrojowego ekstraktu z  korzeni
transformowanych rosngcych w zoptymalizowanych warunkach wykazal jego

umiarkowany potencjal w tym zakresie.
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8. Streszczenie w jezyku polskim i angielskim

Salvia bulleyana Diels jest rosling wywodzaca si¢ z chinskiej prowincji Yunnan
I stosowang lokalnie w chinskiej medycynie ludowej jako zamiennik Danshen, tj.
sproszkowanych korzeni i klaczy Salvia miltiorrhiza. Potencjal terapeutyczny tego
surowca zwigzany jest z obecnoscig w nim dwoch gldéwnych grup metabolitow wtdrnych
polifenoli oraz tanszinondéw. Jednakze ograniczona dostepnos$¢ surowca ze stanowisk
naturalnych uniemozliwia jego szczegotowa analize, potwierdzenie potencjatu
leczniczego czy tez powszechne stosowanie. Alternatywng drogg pozyskiwania materiatu
pochodzenia roslinnego, ktéra mozna wykorzysta¢ w takich przypadkach sg roslinne
kultury in vitro. Szczegolnie obiecujgce w tym zakresie sg kultury transgenicznych
organdéw otrzymywane na drodze genetycznej transformacji z zastosowaniem bakterii np.

z rodzaju Rhizobium.

W zwigzku z wieloma zaletami transformacji genetycznej oraz mozliwosciami,
ktore daje prowadzenie hodowli w warunkach in vitro, celem pracy bylo zastosowanie
wybranych technik biotechnologicznych dla uzyskania wysoko produktywnych kultur
korzeni i pedow transformowanych S. bulleyana. Fakt transformacji badanych kultur
potwierdzono metodg PCR wykorzystujagc wybrane geny bakteryjne: auxl1, aux2, rolB,
rolC i rolD. Nastepnie do dalszych badan wybrano najbardziej produktywny klon korzeni
transformowanych (C4). Optymalizacja warunkéw wzrostu miata istotny wptyw na
produktywnos$¢ kultury. Wykazano, ze 40-dniowa kultura korzeni wiosnikowatych
w podtozu 2SH zawierajagcym poloweg zawartosci witamin i 3% sacharozy prowadzona
w ciemnosci byta najkorzystniejsza dla akumulacji biomasy i zawierata dwa razy wyzszy
poziom polifenoli niz przed optymalizacjg. Dalsza stymulacja biosyntezy metabolitow
wtornych byla mozliwa dzigki 3-dniowej ekspozycji korzeni wiosnikowatych na
jasmonian metylu w st¢zeniu 100 uM. Osiagnigty w tych warunkach poziom polifenoli
(124,4 mg/g SM) i dominujacego w kulturze kwasu rozmarynowego (110,2 mg/g SM)
byl, odpowiednio, 5 i 13-razy wyzszy niz ten raportowany dla korzeni 2-letnich roslin
matecznych. Z kolei w przypadku pedow transformowanych, najwyzsza zawarto$¢
zwigzkow polifenolowych (39,6 mg/g SM) i kwasu rozmarynowego (34,4 mg/g)
osiggnigto podczas ich 5-tygodniowej kultywacji na $§wietle biatym w ptynnym podiozu
MS zawierajacym 0,1 mg/l IAA oraz 1 mg/l BAPR z podporg celulozowa; byty to
wartosci, odpowiednio, 3- i ok. 6-krotnie wyzsze od tych stwierdzonych w czgéciach

nadziemnych 2-letnich roslin rosnagcych w glebie.
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Technologia bioreaktoréw jest kluczowa dla masowego namnazania wybranych
gatunkéow roslin w S$cisle okreslonych, optymalnych warunkach i pozwala na
zautomatyzowanie procesu hodowli, co wiaze si¢ z obnizeniem kosztow produkcji. Proba
zwigkszenia skali hodowli transformowanych pedow i korzeni S. bulleyana w dwoch
systemach czasowego zalewania: PlantForm i Rita wykazata, ze badane kultury mozna
byto z powodzeniem hodowac¢ w obu typach bioreaktoréw. Uzyskane wyniki uzaleznione
byly od typu naczynia hodowlanego, a takze czestotliwosci oraz czasu zalewania
materiatu roslinnego. Szczegolnie korzystna okazata si¢ 5-tygodniowa hodowla pedow
transgenicznych w systemie Rita, dla ktorej uzyskano 751,4 mg zwigzkow
polifenolowych na litr podtoza, z czego 693,5 mg stanowit RA, a 28,6 mg — SAK.
W przypadku kultury korzeni produktywnos$¢ uzyskana w przypadku obu systemow
zalewowych byla wysoka, ale nizsza od tej raportowanej w korzeniach
transformowanych hodowanych w zoptymalizowanych warunkach w kolbach

Erlenmayera.

Na podstawie wynikéw przeprowadzonych testoéw antyoksydacyjnych (testy
neutralizacji wolnych rodnikow, test okreslajacy zdolno$¢ redukcyjng, test inhibicji
utleniania lipidow) stwierdzono, ze ekstrakty z transformowanych kultur S. bulleyana
charakteryzuja si¢ silng aktywnos$cig przeciwutleniajacg, ktora byta poréwnywalna lub
wyzsza niz ekstraktow z roslin otrzymanych metoda konwencjonalng. Jednocze$nie
stwierdzono obiecujacy potencjat cytotoksyczny ekstraktu z korzeni transformowanych,
bedacych bogatym zZrodlem polifenoli, wzgledem wszystkich stosowanych
W doswiadczeniu linii komoérek nowotworowych, a zwlaszcza nowotworéw przewodu
pokarmowego. Ponadto, ekstrakt z korzeni S. bulleyana wykazywal umiarkowane

dziatanie przeciwdrobnoustrojowe.

Podsumowujac, selekcja i optymalizacja warunkéw hodowli pozwolity uzyskac
wydajne hodowle transgenicznych korzeni i pedow S. bulleyana. Okazaty si¢ one pod
wzgledem produktywnosci jednymi z najlepszych biotechnologicznych zrédet kwasu
rozmarynowego i moga stanowi¢ skuteczne narz¢dzie do przemystowej produkcji tego
zwigzku oraz innych kwaséw fenolowych zidentyfikowanych w tych kulturach. Ponadto,
ekstrakt z korzeni S. bulleyana wykazywat bardzo silne dziatanie przeciwutleniajace
i znaczace dzialanie cytotoksyczne, bedac jednoczesnie wzglednie bezpiecznym dla
zdrowych komorek ssakow. Mozna wiec przypuszczaé, ze w przysztosci surowiec ten

znajdzie zastosowanie w terapii i profilaktyce chordb cywilizacyjnych.
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Salvia bulleyana Diels derives from Yunnan Province and has been locally used
in Traditional Chinese Medicine as a substitute of Danshen (micronized roots and
rhizome of Salvia miltiorrhiza). Therapeutic potential of that species is due to the
presence of two main groups of secondary metabolites — tanshinones and polyphenols.
However, the restricted availability of the raw material from its natural sites restrains
analysis, confirmation of therapeutic potential and its common usage. An alternative way
of obtaining the plant material that can be used in such cases are plant in vitro cultures.
Especially promising are transformed organ cultures which are acquired by genetic

transformation with soil bacteria from genus Rhizobium.

Due to many advantages of genetic transformation and opportunities offered by
in vitro cultivation, the aim of this study was to use selected biotechnological techniques
to obtain highly productive cultures of transformed roots and shoots of S. bulleyana. The
incorporation of bacterial DNA fragments was confirmed by PCR method using selected
genes: auxl, aux2, rolB, rolC and rolD. Then, the most productive root clone (C4) was
selected for further research. The process of optimization of growth conditions had
significant impact on culture productivity. It turned out that a 40-day cultivation in the
dark, in %2SH liquid medium containing half of vitamin concentration and 3% sucrose
was the most favorable for biomass accumulation and resulted in two-fold increase in the
polyphenol content in the plant material compared to the value obtained before
optimization. Further stimulation of the biosynthesis of secondary metabolites was
possible due to a 3-day exposure of hairy roots to 100 uM of methyl jasmonate. The levels
of polyphenols (124,4 mg/g DW) and predominant rosmarinic acid (110,2 mg/g DW)
obtained in these conditions were, respectively, 5 and 13-times higher than those reported
for the roots of 2-year-old intact plant. On the other hand, in the case of transformed
shoots, the highest polyphenol (39,6 mg/g DW) and rosmarinic acid (34,4 mg/g DW)
contents were achieved during 5-week cultivation in liquid MS medium supplemented
with 0,1 mg/l IAA and 1 mg/l BAPR with bacterial nanocellulose as a supporting
material. These values were respectively, 3- and approx. 6-times higher than those found

in the aerial parts of 2-year-old intact plants.

The technology of bioreactors is crucial for the mass multiplication of selected
species in defined, optimal conditions and allows the automatization of the cultivation
processes, what associates with the reduction of production costs. An attempt to scale up

the culture which included cultivation in temporary immersion systems — PlantForm and
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Rita showed that examined cultures of transgenic roots and shoots can be successfully
cultivated in both types of bioreactors. It occurred that the results depended on the type
of vessel, as well as on the frequency and length of immersion of the plant material.
Especially beneficial was the 5-week cultivation of transgenic shoots in the Rita system
were obtained in which 751,4 mg of polyphenolic compounds, 693,5 mg of rosmarinic
acid and 28,6 mg of salvianolic acid K per liter of medium. In the case of hairy root
culture, the productivity obtained in both immersion systems was high, but lower than
that reported for roots grown in optimized conditions in Erlenmayer flasks.

Based on the results of antioxidant tests (free radical scavenging assays, reducing
capacity assay, inhibition of lipid oxidation assay) it was found that extracts prepared
from transformed cultures of S. bulleyana were characterized by a strong antioxidant
activity, which was comparable or higher than for extracts from plants obtained by
conventional methods. Moreover, a promising cytotoxic potential of the rich in
polyphenols hairy root extract against all cancer cell lines (especially gastrointestinal
cancers) used in the experiment was demonstrated. In addition, hairy root extract

exhibited moderate antimicrobial activity.

In conclusion, the selection and optimization of the culture conditions enabled to
obtain efficient transformed root and shoot cultures of S. bulleyana. They occurred to be
one of the best biotechnological sources of rosmarinic acid, in terms of productivity, and
can be an effective tool for the industrial production of this compound and also other
phenolic acids identified in the plant material. What is more, the hairy root extract of
S. bulleyana exhibited strong antioxidant and significant cytotoxic activity, while being
relatively safe for normal mammalian cells. It can therefore be assumed that in the future,
transformed cultures of Salvia bulleyana may be used in the therapy and prevention of

civilization diseases.
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OSWIADCZENIE AUTORA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

Swiadomy/a odpowiedzialnosci prawnej oswiadczam, ze niniejsza rozprawa doktorska zostata
przygotowana przeze mnie samodzielnie i nie zawiera tresci uzyskanych w sposob niezgodny
z obowigzujacymi przepisami.

O$wiadczam réwniez, ze prezentowana przeze mnie rozprawa doktorska nie byla weczesniej

podmiotem procedur zwigzanych z uzyskaniem stopnia naukowego w zadnej wyzszej uczelni,
instytucie badawczym i/lub jednostce badawczo-rozwojowej.

AOBRAS | Mt e
(data i podpis Kandyvdata)
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