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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

[M-H]~ jon deprotonowany (deprotonated ion)
1S. D. odchylenie stanadardowe (Standard Deviatio
2,4-D kwas 2,4-dichlorofenoksyoctowy (2,4-Dicldphenoxyacetic acid)

2D-NMR dwuwymiarowa spektroskopia magnetycznegomansugddrowego
(Two Dimensional Nuclear Magnetic Resonance $pscopy)

2iP 6-{y- y -dimetyloallilo -aminopuryna (6-{ - y -dimethylallylamino}-purine)

ABTS 2,2-azynobis(3etylobenzotiazolino-6-sulfonian
(2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphoaoid))

BA 6-benzyloaminopuryna (6-benzylaminopurine)

DPPH 2,2-difenylo-1-pikrylohydrazyl (2,2-diphenidpicrylhydrazyl)

EDTA kwas etylenodiaminotetraoctowy (Ethylenediaetetraacetic Acid)

ESI elektrolozpylenie (Electrospray lonization)

s. m. swieza masa tkankowa (fresh weight)

S. m. sucha masa tkankowa (dry weight)

GC chromatografia gazowa (Gas Chromatography)

GC-MS spektrometr mas sgeony z chromatografem gazowym

(Gas Chromatography-Mass Spectrometry)
HCOOH kwas mréwkowy (Formic Acid)

HPLC wysokosprawna chromatografia cieczowa
(High Performance Liquid Chromatography)

IAA kwas indolilo-3-octowy (indole-3-acetic acid)

JA kwas jasmonowy (Jasmonic Acid)

LC chromatografia cieczowa (Liquid Chromatography)

LC-MS spektrometr mas sprny z chromatografem cieczowym
(Liquid Chromatography-Mass Spectrometry)

LOD Granica Wykrywalngci (Llimit Of Detection)

LOQ Granica Oznaczal&a (Limit Of Quantification)

LS paywka Linsmaiera i Skooga (Linsmaier and Skoog mmdliu

m/v % masowo-okjosciowy (% mass/volume)

nm'z stosunek masy do tadunku (mass/charge ratio)

MeJA metylowa pochodna kwasu jasmonowego (Metaginbnate)

NAA kwas naftylo-1-octowy (1-Naphthaleneacetiddc



NMR

PDA
RZ
rpm
SIM
SPE
TEAC
TLC
TQD

Trolox
UPLC

viv
YE
SA

spektroskopia magnetycznego rezonaagdrojvego
(Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy)

detektor fotodiodowy (Photodiode Detektor)

kwadrat wspétczynnika korelacji liniowej (coeféiat of determination
liczba obrotéw na mingi{rotation per minute)

monitoring wybranych jonow (Selective lon Mtming)

ekstrakcja do fazy statej (Solid Phase Etitrac

ekwiwalent Trolox (Trolox Equivalent Antioxaaht Capacity)
chromatografia cienkowarstwowa (Thin Layer@hatography)

detektor mas typu potréjny kwadrupol
(Tandem Quadrupole Detector)

kwas 6-hydroksy-2,5,7,8-tetrametylchromakazboksylowy
(6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxwgad,)

Ultrasprawna Chromatografia Cieczowa
(Ultra Performance Liquid Chromatography

% obgtosciowo-obgtosciowy (% volume/volume)
ekstrakt dredzowy (Yeast Extract)

kwas salicylowy (Salicilic Acid)
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1. WSTEP

1.1. Wprowadzenie

Rasliny wytwarzap szereg aktywnych biologicznie zygkéw chemicznych tzw.
metabolitow wtornychNie odgrywap one istotnej roli w podstawowych procesach
zyciowych takich jak wzrost, micowanie, czy rozmrranie, ale mog spetnig inne
wazne funkcjenp. w interakcji rélina — srodowisko [Wysokiiska i Chmiel, 2006].
Do chwili obecnej poznano ponad 200 000az2kdw raslinnych o charakterze wtérnym
[Fiehn, 2002; Hartmann, 2007]. Charakteryzuje jeadapecyfika oraz wybiorczé
w oddziatywaniu na organizmy.aSone bromi rosliny przed zagréeniem jakie
stanows mikroorganizmy chorobotworcze, pasty, owady, zwiergta ralinozerne
oraz raliny konkurencyjne. Zawarté zwiazkOw bioaktywnych w rélinach
uzalezniona jest od gatunku, odmiany, warunkdwdowiskowych (rodzaju gleby,
nastonecznienia, temperatury, sitdo opadow), a take od potaenia geograficznego
[Smetanska, 2008Bubstancje teasw rézny sposob klasyfikowane. Najgziej jest to
klasyfikacja oparta na strukturze chemicznegstz $ one hczone w grupy zvdzane
biogenetycznie. Nalg do nich: zwizki fenolowe, saponiny, olejki eteryczne,
alkaloidy, sterole, terpeny, garbniki, kumarynymé [Fiehn, 2002; Hartmann, 2007].

Raoslinne metabolity wtorne znalazly idorodne zastosowanie wyciu
cztowieka. Wiele z nich jak np. zgaki fenolowe cechuj wiasciwosci prozdrowotne,
wykazup one bowiem dziatanie antyoksydacyjne, antyalerg¢zprzeciwzapalne,
antybakteryjne, antywirusowe. Stabilizuptony komorkowe, chroni komorki przed
promieniowaniem UV oraz wptywana usprawnienie funkcjonowania uktadgiania.
Wiasciwosci te sprawiaj, iz ciesz Sig one zainteresowaniem przemystu 8puczego
farmaceutycznego, a tak kosmetycznego [Tapas i in., 2008; Lobo i in.,®01

Aby sprosté rosmcemu zapotrzebowaniu na metabolity wtérnezivea jest
opracowanie metod umaliwiajacych ich pozyskiwanie. Chemiczna synteza wielu
z tych zwazkdéw jest niemgliwa lub zbyt kosztowna do przeprowadzenia. aakang
stwarzag roslinne kultury in vitro. Praca z nimi umdiwia produkcg zwiazkow
bioaktywnych w srodowisku o kontrolowanych parametrach, niezalke od
uwarunkowa klimatycznych oraz glebowych. Ponadto negatywnelzadywania
mikroorganizmow oraz insektow, ktore wpltywaja produkej metabolitdow wtérnych

zostag wyeliminowane. Kulturyin vitro okazaly st by¢ nieodzowne w przypadku
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pozyskiwania zwizkow bioaktywnych z gatunkéw zagamych wygingciem lub gdy
synteza chemiczna substancji jest nieoptacalngaklitaksel [Mulabagal i in., 2004;
Mulabagal i Tsay, 2004]. Kulturin vitro umazliwiaja ponadto zwikszenie produkciji
metabolitow wtérnych poprzez optymalizaeyarunkéw hodowli, jak réwniepoprzez

dodanie prekursorow szlakow metabolicznych luby&bidw, ktore te szlaki aktywa

1. 2. R@liny lecznicze i ziotolecznictwo

Od potowy ubiegtego wieku obserwuje: sia swiecie, jak réwnie i w Polsce
wzrost zainteresowania ziotolecznictwem. Ma to aaek, zwlaszcza w patwach
rozwinigtych gospodarczo, z szerzeniemg sthoréb cywilizacyjnych, spadkiem
naturalnej odpornii na infekcje oraz wzrostem podatnona r@nego rodzaju alergie.
Wraz z rozwojem przemystu spavczego zwtksza s¢ zapotrzebowanie na done
dodatki smakowe, zapachowe, konsene@j oraz prozdrowotne tzw. nutraceutyki,
ktorych zrédtem g ziota [Kotodziej, 2010]. Ziota zawierajsubstancje biologicznie
czynne, witaminy oraz mikroelementy niedne do zachowania wdeiwej rownowagi
fizjologicznej organizmu. Ponadto wstmach substancje te wygtuja grupowo, std
ich dziatanie na organizm jest kompleksowe [Sarkie209].

Wykorzystanie rélin w lecznictwie stga zarania wiekoéw. Rbny lecznicze
Sa Wazna czg$cia naszej historii, kultury i tradycji. Sztuka leczamraslinami wyszta
Z pierwotnego zielarstwa i w XX w. rozwia sk w naulk o stosowaniu rdin
leczniczych — fitoteragi Pogcie fitoterapii wprowadzit francuski lekarz Henretlerc,
a nazwa pochodzi od greckich st@hliyton (roslina) oraztherapeuo(lecz) i oznacza
leczenie rélinami. Fitoterapia jest nagkmedyczm zajmupca Sie zastosowaniem
w terapii i profilaktycesrodkow leczniczych pochodzeniaslionego, czyli surowcow
zielarskich lub substancji aktywnych farmakologieznotrzymanych z rdin.
Wspotczesna fitoterapia ma trzgddia:

e tradycyjm medycyr narodows i ziololecznictwo ludowe, etnobotarik
i farmakognoz;;
e doswiadczalr biologie molekulara, fitochemg, biochem¢, farmakologe
i toksykologk;
» farmakologg i farmakokinetyk kliniczna [Lamer-Zarawska i in., 2007].
Pocatki ziotolecznictwa g tak dlugie jak dzieje ludzkoi. Cziowiek

poszukujc raslin jadalnych, pozyskat rownie i te o specyficznym dziataniu
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i wkasciwosciach jak np.: émierzanie bolu, regulowanie procesu trawienia, haame
krwawienia z ran, dziatanie pobudzeg lub uspokajare, konserwowanieywnaosci
lub barwienie tkanin. Wiele g&bn, zwlaszcza o dziataniu narkotycznym, stanowito
element obrgdow i praktyk religijnych. Jai ludy pierwotne posiadaty wiegz
o0 pewnych ziotach, znaleziska archeologicZméadcz o tym, ze cziowiek neolitu
posiadat ju praktyke w leczeniu rélinami [Ruminska, 1973; Skawynski, 1994;
Sanderski, 2009]. W miarozwoju cywilizacji rozwijata si wiedza o wiaciwosciach
Ziot. Przez stulecia byta to wiedza tajemnazdda magii ni nauce. Zbieranie zi6t byto
powigzane z rytuatami, a stosowanie lekéwélirmych byto obrzdem obfitupcym
w szereg zakk [Kiljanska i Mojkowska, 1988].

Srodkowy Wschod jest kolelkcywilizacji, wiele uprawianych dzisiaj §tin
zostalo udomowionych w tym regionie. SumeryjczyBgbilonczycy i Asyryjczycy
swoja wiedz o ziotolecznictwie zapisali pismem klinowym nangginych tabliczkach,
ktorych wiek datuje gina 4000 - 2600 r. p.n.e. Kilkastm wymieniono take w Biblii,
ktOra datuje st na ok. 1500 r. p.n.e. Sumerowie w lecznictwie aiadi m.in.: cebu,
czosnek, daktyle,egzmien, sezam. Osggniccia Sumerdéw przeji i kontynuowali
Babilonczycy i Asyryjczycy. Znali oni okoto 250 surowcowckniczych pochodzenia
roslinnego, ktére zaywano z miodem, olia, winem hdz mlekiem [CQarowski
i Jaroniewski, 1987; van Wyk i Wink, 2008].

Ogrommy wiedz o ziotach posiadali stakgtni Egipcjanie. W Egipcie, podobnie
jak i w innych krajach Wschodu, cata wiedza i nadm@ad plantacjami &in
leczniczych znajdowat siw rekach kaptandéw. Wytwarzali oni olejowe wygi z zi6t,
mazidia i balsamy. Egipcjanie stosowali m.in ankolende, migte, racznik, mak,
sezam, kminek. Wiedzo dziejach egipskiego zielarstwa czerpiemy gtovenpapirusu
pochodacego z ok. 1500 r. p.n.e., zwanego papirusem Eljpeszavany tak od imienia
egiptologa, ktéry go odnalazl). Zawiera on 900 pecealecanych przez egipskich
kaptanow w przypadkach najndiejszych chordb i doleglivii [Ruminska, 1973;
Lamer-Zarawska i in., 2007; Sanderski, 2009].

Podobnie stare i dobrze udokumentowane jest zitaletwo Indii. Wiedza
medyczna znajdowatagstam na wysokim poziomie, ale jednogze byta wyptkowo
silnie zwhzana z wierzeniami i obgdami religijnymi. Ja w Il wieku p.n.e. w m¥l
zarzdzenia wtadcy Asiokii uprawiano pewne gatunkiliroleczniczych. Europejczycy
zawdzeczap Indiom wiele przypraw korzennych i lekowga do: pieprz, imbir,

kardamon, gatka muszkatotowa, zgaiki, konopie, olej sezamowy i rycynowy.
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Wzmianki o ziotach mzna znale¢ w swictej kskdze Rigwedy (ok. 2000 r. p.n.e.) oraz
pézniejszej kstdze Ayurwedy (ok. 1500 r. p.n.e.). Zawierapne bardzo dio
informacji o ziotach aywanych w tamtych czasach 4&owski i Jaroniewski, 1987;
Kiljanska i Mojkowska, 1988; Lamer-Zarawska i in., 208@nderski, 2009].

Pocatki medycyny naturalnej w Chinachegaja 5000 lat wstecz. Wod
najwczéniejszych dokumentow dotygzych chiskiego ziotolecznictwa znajdujecgsi
zielnik chinskiego cesarza Shen-Nunga, zwanego ojcemskigigo rolnictwa
i lecznictwa (2800 r. p.n.e.). Zebrat on i ugrunéwviadomdci na temat rélin
leczniczych, ktore shyly do uzdrawiania ludzi, czyli przywracaly zabunzoprzez
chorolz rownowag jin-jang. Ziota podzielono na 3 klasy: k&tca (ziota
podtrzymujce zycie, nieszkodliwe dla organizmu), ministegskziota zwalczajce
cigzkie choroby i przywracage sity) oraz asystengKziota lecace pewne choroby, ale
trujace i nie nadace st¢ do statego iytku). Wspédiczesne lecznictwo zawelzza
Chinom m.in.: korzé& rabarbaru izen-szenia, kamfay, efedryr, a take herbat
[Ozarowski i Jaroniewski, 1987; Kilfeska i Mojkowska, 1988; Lamer-Zarawska i in.,
2007; van Wyk i Wink, 2008; Sanderski, 2009].

Wysoki poziom osigneto zielarstwo, a zwlaszcza ziotolecznictwo w Grecji
Bylo to zwiazane z rozwojem nauki, a leczeniem zajmowalirse tylko kaptani, ale
uczeni i filozofowie. W tamtym okresie dzialali réwz tzw. korzeniokrajcy
(rhizotomicy) zajmujcy sk zawodowo upraw zbiorem, suszeniem oraz
przygotowywaniem ziét i mieszanek ziotowych. O hgzh gatunkach #hin
leczniczych znanych Grekom dowiadujemy i.in. z zapisow Hipokratesa, Teofrasta,
Dioscoridesa, Herodota, Hezjoda, Stracona i PesgplCorpus Hippocraticum
Hipokratesa zawiera opis 236slia leczniczych i prawie 300 surowcow, natomiast
De Materia MedicaDioscoridesa obejmuje opis okoto 600Gl i lekow raslinnych.
Uwaza st powszechnieze kshzka ta byta pierwszym w Europie zielnikiem i przez
ponad 1000 lat stanowita baaviekszaci pazniejszych zielnikow. Ziotolecznictwo
greckie wykorzystywato m.in.: krwawnik, biglu lulek, bylicz, zimowit, rumianek,
szafran, piotun, lukregj bablk, nagietek, koper, czosnek, mak polny, aloes, len,
kolende, jaskoétcze ziele, jalowiec [Rurska, 1973; @arowski i Jaroniewski, 1987;
Skarynski, 1994; Lamer-Zarawska i in., 2007; van Wyk inkji 2008; Sanderski,
2009].

Rzymianie niectinie zajmowali si lecznictwem, pozostawid t¢ dziedzir

wiedzy cudzoziemcom. Nie uprawiali zi6t nackézy skak, ale byt to ogromny rynek
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zbytu ralin importowanych z rgnych stronswiata. W pimiennictwie rzymskim
(Katon, Vazzo, Pliniusz) spotykamy wzmianki o upi@w stosowaniu ziét. Wybitn

postacy tamtego okresu, ktdéra odegratazaluole w rozwoju ziotolecznictwa oraz
znajomdci roslin leczniczych byt Gallen (lekarz Marka Aureliu3z&odat on sposoby
przyrzadzania lekOw ziotowych, ktore przetrwaly do naszycraséw pod nazw

preparatéw galenowych [Runska, 1973].

Po upadku grodkéw naukowych w Grecji i Rzymie é#u role w rozwoju
zielarstwa odegrali Arabowie. Wprowadzili oni do rayy wiele nowych réin
leczniczych, aromatycznych, przyprawowych, barvikiers i olejkowych. Zaktadali
plantacje tych rdin w krajach srodziemnomorskich, skl poprzez klasztory
chrzécijanskie (X — Xl wiek) rd@liny te rozpowszechnity sina terenie catej Europy.
Poprzez medycynarabsk dostawaty si do medycynyrodkowoeuropejskiej elementy
medycyny indyjskiej, egipskiej, perskiej, greckiezymskiej. Arabowie wprowadzili
takze nowe formy lekéw: syropy, wody aromatyczne, dpsy lecznicze, wzbogacili
rowniez asortyment lekdw wieloma slinnymi surowcami indyjskimi (imbir, pieprz,
cynamon, gédziki) i chinskimi [Ruminska, 1973; Skagnski, 1994].

Rasliny zielarskie, podobnie jak wiele warzyssddziemnomorskich w Europie,
hodowano pocgkowo w ogrodach klasztornych. Za ichspednictwem wprowadzono
w Europiesrodkowej, w tym rownig w Polsce po przygiu chrzécijanstwa, takie ziota
jak: szalwia, tymianek, melisa, lawenda, hyzop,magyn, malwa, ruta, kolendra.
Z ogrodow klasztornych ziota przedostate slo siedzib magnackich, a potem do
ogroddéw szlacheckich i wiejskich f@rowski i Jaroniewski, 1987; Sanderski, 2009].

Duzym bod:.cem dla rozwoju zielarstwa byty wyprawy odkrywczagromne
znaczenie miato odkrycie przez Kolumba Ameryki (@38raz znalezienie przez Vasco
da Gama drogi morskiej do Indii (1498). Pekgzyto to asortyment bn leczniczych,
przyprawowych oraz jadalnych o nowe gatunki. Z Aykepochoda: drzewo chinowe,
drzewo balsamowe, krzew kokainowy, kakaowiec, igakaa, wanilia, papryka,
ziemniak, kukurydza, tytoi inne. Odkrycie drogi morskiej do Indii utatwitonport
wielu przypraw korzennych i lekéw azjatyckich orapowodowalo obienie cen
powyzszych produktow [@arowski i Jaroniewski, 1987; Sanderski, 2009].

Przez wiele wiekéw zielarstwo, botanika i medycymzenikaty st wzajemnie.
W okresie Odrodzenia pojawity ¢si pierwsze drukowane zielniki i herbarze
o charakterze encyklopedii zielarskich. Stanowitpmipilack wiedzy autoréw

star@ytnych jak i wspotczesnych. Zawieraly one nie tyl&pisy ralin, ale przede
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wszystkim ich zastosowanie. Popularyzowaty oneamnajc¢ roslin leczniczych, petnity
tez funkcije poradnikéw lekarskich [Zarowski i Jaroniewski, 1987; Sanderski, 2009].

Nurtujace ludzkdé¢ pytanie o natwr substancji leczniczych zawartych
w roslinach znalazto odpowieddzieki rozwojowi chemii analitycznej. W XVIII i XIX
wieku poznano sktad chemiczny zi6t, wyizolowano @&lin szereg zwizkow,
okreslono ich struktug, a take podgto préby ich chemicznej syntezy. Otrzymane leki
syntetyczne posiadaty wiele zalet m.icisle okrelony skiad chemiczny, nitiwosé
doktadnego dozowania, wygogw uzyciu forme (krople, pigutki). Ziota i leki rélinne
traktowane byly z diym sceptycyzmem. Ich stosowanie odeszio w zaporn&ieo
wiecej uznawanie leczniczych wgk@wosci ziét bytlo powszechnie uwane za objaw
zacofania [Runfiska, 1973; Kiljaska i Mojkowska, 1988; van Wyk i Wink, 2008;
Sanderski, 2009].

Regres w ziololecznictwie trwat €6 dlugo. Miejsce preparatow ziotowych
zagly leki syntetyczne. Wiele z nich okazatog sérodkami o mate] warkwi
terapeutycznej, powodowaty liczne skutki ubocznewme preparaty okazaty ¢si
substancjami szkodliwymi, a nawet toksycznymi (eganne, rakotwoércze) dla
ludzkiego organizmu [Rumska, 1973]. Ponadto pojawily ¢siszczepy lekooporne
wielu bakterii jako skutek niekontrolowanego, masgw leczenia antybiotykowego
[Davis, 1994; Service, 1995]. Naptt ponowny zwrot w terapii, za¢to wrac& do
srodkéw ralinnych i przypomind sobie dawne sposoby leczenia. Obecnie
obserwujemy odrodzenie medycyny tradycyjnej, pomadele krajow wspiera badania
roslin leczniczych jako potencjalnegoodta nowych lekéw [van Wyk i Wink, 2008].

1.2.1. Uprawa zi6t i przetworstwo zielarskie w Potse

Wspoiczesne przetworstwo zielarskie w Polsce objgnmuizede wszystkim
produkcg lekéw ralinnych. Duwe znaczenie gospodarcze ma révwnigrodukcja
ziotowych srodkow spaywczych (suplementy diety, nutraceutyki) oraz kosméw
naturalnych zawieragych okrélone substancje pochodzenialienego [Jambor, 2007;
Mikotajczyk-Grzelak, 2008].

Polska jest krajem o dym areale (Tabela 1) oraz potencjale w zakresie
produkcji surowcow zielarskich. Ogolna produkcjétzir Polsce oceniana jest na okoto
20-22 ty. ton rocznie, a polski rynek produktow zielarskadeniany jest na okoto 250

min euro [Jambor, 2007].
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Tabela 1. Powierzchnia upraw zielarskich w Krajbleti Europejskiej

PANSTWA POWIERZCHNIA UPRAW [ha]

Austria 4 300
Finlandia 1900
Francja 25 000
Grecja 4 000
Hiszpania 19 000
Holandia 2 500
Irlandia 50
Niemcy 5700
Polska 20 000
Wielka Brytania 2 000
Wiochy 2 300

Zrédto: Mikotajczyk-Grzelak N., (2008). Produkcjashia zielarskich w Polsce. Stowarzyszenie

Ekonomistow Rolnictwa i Agrobiznesu 4: 272.

Najwazniejszym zrodtem pozyskiwania surowcow zielarskichy suprawy
polowe. Ziota zacgo uprawi& na przetomie XIX i XX wieku. Jedne z pierwszych
plantacji zataono na Lubelszczpie w okolicy Krasnegostawu, a uprawian rasling
byla mita [Kotodziej, 2010]. Obecniea¢zna masa pozyskiwanych rocznie surowcow
z plantacji wynosi okoto 17 tys. ton. Plantacjéliro leczniczych zajmw w Polsce
powierzchn¢ ponad 30 tys. hektarow, a w calej Europie plaeta® zajmuj
powierzchn¢ 70 tys. hektarow. Ziota uprawia w Polsce prawietgf gospodarstw
rolnych, a w uprawie znajduje ¢siok. 70 gatunkow rdin leczniczych. Do
najwazniejszych surowcoéw zielarskich pozyskiwanych w PBelxzalicza si kwiat
rumianku pospolitegoGhamomilla recutity lis¢ migty pieprzowej(Mentha piperitd,
korzen koztka lekarskiego \(aleriana officinals) oraz owoc ostropestu plamistego
(Sylibium marianutn Dwe znaczenie maj tez: ziele dziurawca zwyczajnego
(Hypericum perforatum kwiat lipy (Tilia spp), owoc aronii Aronia arbutifolig
[Jambor, 2007]W ostatnich dziesgtcioleciach uksztattowaty siw Polsce specyficzne
rejony upraw zielarskich (Rys. 1), co udiwia pozyskiwanie daych partii surowca
o jednolitej jakdci.

Ziota pochodzce z Lubelszczyzny znane g wysokiej jakéci i ciesz si¢
uznaniem w kraju i zagraricDobre warunki klimatyczne i glebowe oraz stoswm&o
niski poziom skaenia srodowiska w tym rejonie Polski, korzystnie wptywana
wysoka jakas¢ ziot. Na Lubelszczinie ziota uprawianeasna powierzchni ok. 3000 ha.
Potentatem w uprawie zi6t jest powiat krasnystaywakzwtaszcza znajdiga s¢ na
jego terenie gmina Fajstawice specjalima se wytacznie w uprawie ziét. Uprawiaesi

tu m. in.: szalwg, meli, mictg, tymianek, majeranek, oreganogaleer, arcydzigiel,
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lubczyk, koziek lekarski, mniszek; mniejsze powimzie zajmuy plantacje
prawalazu, bazylii, estragonu, kminku, kolendry igevki. Teren powiatu bialskiego
stynie z uprawy rumianku oraz ety. W powiecie parczewskim uprawia sumianek
oraz mniejsze il&ci migty, melisy i kozika lekarskiego. W powieci@vidnickim

dominup uprawy tymianku, melisy, szalwii i majeranku. Wwatach putawskim,
lubartowskim, zamojskim oraz bitgorajskim przexakoziek lekarski. Z uprawy
rumianku stynie take powiat wiodawski. Ponadto uprawia $u babk lancetowa,

rute, malwe, dziurawiec, nagietek, wiesiotek, czarnusikepka i Kwiatkowski, 2005].

@
S2CZECIN

L
8YDGOSICI

S Hypericum perforatum
Chamomilla recutita

Valeriana officinalis
EMentha piperita

llﬂi '

Rys. 1. Rejony upraw zielarskich w Polsgedio: Jambor J., (2010) Lekdmny — rynek technologia,
rozwdj. http://www.fct.put.poznan.pl/wdg/wykladyfdaor lek roslinny cz.1.pdf

Zbiér ze stanu naturalnego jest nadakmyan zrodiem zaopatrzenia przemystu
zielarskiego w surowce. Ze stanowisk naturalnychypkuje s¢ ok. 100 gatunkow
roslin leczniczych, adczna masa pozyskiwanego surowcasgiisic w granicach od
3 do 5 tys. ton rocznie. Obecne tendencjeamajcelu maksymalne ograniczenie zbioru

surowcow ze stanowisk naturalnych a pozyskiwarieziapraw [Jambor, 2007].
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R&znorodne formy pozyskiwania surowcow zielarskichzne pochodzenie
geograficzne oraz #he chemotypy wplywaj na znaczs niejednorodn&d
poszczegoblnych partii surowca stosowanego w prastwée. Stwarza to powae
problemy producentom preparatow ziotowych w otrzgia standaryzowanego
produktu kaicowego. Problem niejednoroditd surowca mee by rozwiagzany przez
rozwoj kontrolowanych, wysoko wydajnych uprawélio leczniczych Ponadto jeli
surowiec zielarski ddzie przez plantatorow traktowany jak surowiec facgutyczny,
a przetworstwo zielarskie przyjmie cechy nowoczgesngrzemystu farmaceutycznego,
Polska mae st& sic jednym z wiodcych naswiecie krajow w dziedzinie zielarstwa
[Jambor, 2007; Mikotajczyk-Grzelak, 2008].

Na polskim rynku lekéw rdinnych najweksze znaczenie magjsrodki
stosowane w chorobach i zaburzeniach przewodu puk@ego (wyrania to polski
rynek lekow rélinnych od innych rynkow europejskich) orazodki tonizupce
I wzmacniagce. Leki takie, jak Sylimarol i Raphacholin od kitkziesgciu juz lat
naleza do najlepiej sprzedawanych lekéw. Profilaktyczradki raslinne, ktore w wielu
europejskich krajach wykazuyosmce znaczenie w pediatrii i geriatrii, w Polsce nie
odgrywap wickszej roli. Polski rynek lekoéw gtinnych ma szereg innych osobliga.
Istotne znaczenie, znaczniegksze nk w innych krajach europejskich, mgjreparaty
aloesowe, jako leki o dziataniu immunostymabfym oraz proste preparaty stosowane
w chorobach serca i ukladuakenia. Dua role odgrywaj preparaty zéwiezych raslin
oraz ze sproszkowanych ziét [Jambor, 2007; MikageGrzelak, 2008].

Znajdupce st na polskim rynku leki pochodzeniaslionego produkowaneas
w wigkszasci przez polskich producentéw. Do nagkszych producentow lekow
roslinnych nalea: Herbapol Pozma i Herbapol Wroctaw. Przeddiiorstwa te
wytwarzap wszystkie podstawowe formy lekowshmnych, od syropow do kapsutek.
Najwigkszym producentem leczniczych herbat ziotowych jdetbapol Lublin. Do
czotowki polskich producentow lekéw dlmnych nalea réwniez: Hasco Lek,
Aflofarm, Phytopharm, Biofarm oraz Labofarm [Jamli2007].

Rynek produktéw ziotowych oferuje dy asortyment lekow pochodzenia
roslinnego o szerokim spektrum dziatania farmakologego. Surowce #tinne
wykorzystuje si do izolacji zwazkow aktywnych, ale réwnie jako skiadniki
specyfikbw ziotowych. Wiele gatunkéw rzadkich, resgpnych lub zagrzonych
wyginieciem ralin leczniczych mee st& sie tatwo dosgpnym surowcem dla

przemystu farmaceutycznego ¢ldikulturomin vitro [Thiem i Kikowska, 2008]
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1.2.2. Charakterystyka rodzajuMentha

Migta, ktérej nazwa pochodzi od taskiegomenthai greckiegominthanalezy
do najstarszych #&in leczniczych swiata. Byla znana ju w staraytnym Egipcie
I Chinach; jej opis zawarty jest w dzietach Dioskesa (I w. n.e.) i Pliniusza Starszego
(23 = 79 r. n.e.) oraz w Nowym Testamendcle] wiaciwosci lecznicze doceniali
Hipokrates, Paracelsus oraz Awicenna. W czasacbzgtaych rozpowszechniony byt
poghd, ze mkta pobudza moézg do lepszego stewia, mae dlatego uczniowie
rzymskich filozoféw nosili wianki zéwiezej micty [Skarynski, 1994; kdzia, 2007].

Rodzaj m¢ta (Mentha spp.) naleacy do rodziny jasnotowatych.édmiaceag
obejmuje wiele gatunkdéw oraz mieszaw midzygatunkowych, ich liczba byta
przedmiotem dyskusji przez wiele lat. Roziesci co do liczby gatunkow wynikaj
z faktu, i systematyka tego rodzaju dostarcza wielu tradna@witaszcza na poziomie
gatunku. Problemy teagezultatem rozprzestrzenienia gatunkow na caiuiecie, ich
diugiej historii uprawy, wysokiego polimorfizmu aawyskpowania zjawiska
krzyzowania s¢ gatunkéw zaréwno w populacjach rasych dziko jak i hodowlanych
[Voirin i in., 1999; Ali i in., 2002; Dorman i in.2003; Jullien, 2007; Tucker i Naczi
2007]. Bazuyjc na wynikach prac przeprowadzonych w ostatniclactatopartych
o morfologiczne, cytologiczne oraz chemiczne markeykazano,ze rodzajMentha
obejmuje 18 gatunkow M. aquatica L., M. arvensis L., M. australis R.Br,
M. canadensid.., M. cervinalL., M. dahuricaFisch. ex Benth.M. diemeniceSpreng
M. gattefosseMaire, M. grandiflora Benth M. Japonia(Miq.) Makino, M. laxiflora
Benth. in DG M. longifolia L., M. pulegiumL., M. repens(J.D. Hook.) Brig,
M. requienii Benth, M. satureioidesR.Br., M. spicatalL., M. suaveolenghrh) oraz
11 form mieszacowych M. x carinthiaca Host, M. x dalmatica Tausch,
M. x dumetorumSchultes,M. x gracilis Sole, M. x maximilianea F.W. Schultz,
M. x piperita L., M. x rotundifolia (L.) Huds, M. x smithiana R. Graham,
M. x verticillata L., M. x villosa Huds,M. x villoso-nervataOpiz). S one podzielone
na cztery sekcjePulegium, Tubulosae, Eriodontes, Mentflaucker i Naczi 2007;
Fialova i in., 2008].

Gatunki z rodzajuMentha sa rozpowszechnione na wszystkich kontynentach.
Wystepuja gtébwnie w strefie umiarkowanej kontynentu Eurozjaiego, w Ameryce
Potnocnej i Potudniowej, ale rowriev Australii i Afryce Potudniowej [Ali i in., 2002;

Dorman i in., 2003; Baliga i Rao, 2010]. Do napneejszych rélin uprawowych na
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swiecie nalea: M. piperita, M. arvensi®raz M. spicata Stanowi one gtéwnezrodto
pozyskiwania olejku eterycznego [Ali i in., 2002ulEice i in., 2007]. Gatunkvientha
spp to raliny wieloletnie, preferujce stanowiska stoneczne do poicienistych oraz
wilgotna, zyzna i bogat w substancje agwcze oraz waf gleke. W takich warunkach
rozwijaja liczne khcza i bujnie rosp[Sanderski, 2009; Kotodziej, 2010].

M. piperita zewzgledu na swoj charakterystyczny smak i aromat jediardgiej
popularr roslinag wsréd mit. Zostata odkryta w 1696 roku w Anglii i bardzoybko
wprowadzona do uprawy. Jest alloheksaploidem (2p=T&uralnym, spontanicznym
mieszacem medzygatunkowymM. aquatical. (2n=96) orazM. spicatal. (2n=48)
[Iscan i in., 2002; Tucker, 1992; McKay i Blumbe&f)06]. Jest rozmiana gtéwnie
wegetatywnie, choctaniektérezrodta podaj ze hybryda ta jest zdolna do wytwarzania
kietkujacych nasion [Hornok, 1992].

M. longifolia jest uprawiana gtéwnie w Europie,eéezi Azji [Ali i in., 2002]
oraz w Afryce Potudniowej [Asekun i in., 2007]. Jejcie @2 w krajach tropikalnych
powszechnie stosowane do nacierania ciala w cedtragrenia moskitéw, jak réwrie
w spichlerzach aby uchranziarno przed gryzoniami [Asekun i in., 2007].

Rasliny z rodzajuMenthaspp byty powszechnie znanym i cenionynmodkiem
medycyny ludowej wielu krajow [Shah i D’'Mello, 2004ullien, 2007; Baliga i Rao,
2010]. Wykazuj one szerokie walory leczniczey gowszechnie stosowane przy wielu
dolegliwasciach zwizanych z uktadem pokarmowym. Ziolo pobudza czyono
wydzielnicze zotadka i watroby, zwkksza produke soku zotadkowego orazzétci
utatwiajpc tym samym trawienie i przyswajanie pokarmowgewski i Jaroniewski,
1987; Skarynski, 1994; Lamer - Zarawska i in., 2007; Fialovin.i 2008; van Wyk
i Wink, 2008; Sanderski, 2009; Baliga i Rao, 20&k6fodziej, 2010]. M¢te stosuje i
w zaburzeniach trawienia [Lamer - Zarawska i i002, Kedzia, 2007; van Wyk
I Wink, 2008; Baliga i Rao, 2010], mgach zotadka, dwunastnicy i jelit [Lamer-
Zarawska i in., 2007; Kiljaska i Mojkowska]. @ywana jest w leczeniu zespotu jelita
drazliwego oraz choroby Crohna [Shah i D’Mello, 2004)Vykazuje dziatanie
terapeutyczne przy dolegliétiach oraz schorzeniachatsoby, woreczkazétciowego
oraz drogzoitciowych takich jak: kamicaoiciowa, zapalenie ggherzykazotciowego
i przewodow zofciowych, czyzottaczka [Garowski i Jaroniewski, 1987; Kiljgska
i Mojkowska, 1988; Iscan i in., 2002; Shah i D’M®ll2004; Gulluce i in., 2007,
Kedzia, 2007; van Wyk i Wink, 2008; Sanderski, 20B8jiga i Rao, 2010]. To znane
remedium na bdle brzucha, niestraéh@Shah i D’Mello, 2004; Vidal i in., 2007;
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Baliga i Rao, 2010], wzgtia [Iscan i in., 2002; Shah i D’Mello, 2004; Guiaii in.,
2007; Vidal i in., 2007; Fialova i in., 2008; vany®/i Wink, 2008; Baliga i Rao, 2010;
Kotodziej, 2010], brak apetytu f@arowski i Jaroniewski, 1987; Kilfeska i Mojkowska,
1988], bywa stosowana tak w leczeniu anoreks;ji [Iscan i in., 2002; ShahMé&llo,
2004; Gulluce i in., 2007]. Mta niweluje nudngci i mdtosci, dziata przeciwwymiotnie
[Iscan i in., 2002; Shah i D’Mello, 2004; Gullucéni, 2007; Vidal i in., 2007; Fialova
i in., 2008; Baliga i Rao, 2010; Kotodziej, 2018)ykazuje dziatanie rozkurczowe,
obniza napécie migsni gtadkich [Iscan i in., 2002; Shah i D’Mello, 280Vidal i in.,
2007; Lamer-Zarawska i in., 2007; Fialova i in.080 Sanderski, 2009; Baliga i Rao,
2010; Kotodziej, 2010], przynosi wgv kolce jelitowej [Kiljaaska i Mojkowska, 1988;
Shah i D’Mello, 2004], skurczactotadka [Vidal i in., 2007] i jelit [Fialova i in., 20]
oraz w bolach menstruacyjnych [Shah i D’'Mello, 20¥dal i in., 2007]. Wykazuje
dziatanie chemoprewencyjne [Fialova i in., 2008hdBnia potwierdzity profilaktyczne
dziatanie mgty w indukowanej sztucznie karcenogenezie torby icpkbwej

u chomikéw [Samman i in., 1998] oraz guzow ptucysmy [Kumar i in., 2004]. Dziata
antyseptycznie [Fialova i in., 2008; Kotodziej, 2)1 przeciwzapalnie [Iscan
I in., 2002; Gulluce i in., 2007; Vidal i in., 200Fialova i in., 2008; Sanderski, 2009;
Kotodziej, 2010]. Jest pomocna w mgach goérnych drég oddechowych (inhalacje)
[Iscan i in., 2002; Shah i D'Mello, 2004; Gullucen., 2007; Lamer-Zarawska i in.,
2007; van Wyk i Wink, 2008; Baliga i Rao, 2010; Kdkiej, 2010], w leczeniu
przezebien [Skawynski, 1994], wykazuje dziatanie napotne [Iscan j #02; Gulluce

I in., 2007; Sanderski, 2009; Kotodziej, 2010]. &ai przeciwwirusowo [Fialova i in.,
2008], przeciwbakteryjnie [Dorman i in., 2003; Bspd in., 2007; Vidal i in., 2007;
Fialova i in., 2008; Baliga i Rao, 2010] i przecragbowo [Vidal i in., 2007]. Napary
Z micty wykazup stabe dziatanie uspokagap [Fialova i in., 2008; Sanderski, 2009;
Baliga i Rao, 2010; Kotodziej, 2010], hipotensyjfigaliga i Rao, 2010; Kotodziej,
2010], przeciwbodlowe [Skaynski, 1994; Iscan i in., 2002; Gulluce i in., 20@7alova

i in., 2008; Sanderski, 2009] oraz moczdpe [Fialova i in., 2008; Sanderski, 2009].
Niektorezrodta poda, ze dziata rownig jako afrodyzjak [Fialova i in., 2008].

Liscie mity ;3 stosowane w kuchni wielu narodéw, poprawisinak i aromat
przygotowywanych potrawDodaje s¢ je do satatek, gotowanych ziemniakdéw, soséw,
farszow, mgs. To dz¢ki nim tluste i cezkostrawne daniaastatwiej trawione. Ponadto
znanym i popularnym we wszystkich rejonadlwiata napojem chiodzym

I orzezwiajacym jest herbata rgiowa [Skagynski, 1994; Asekun i in., 2007].
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Ziele mkty, jak rownie: olejek mgtowy znalazty zastosowanie w wielu
gakziach przemystu. §£ wykorzystywane w przemle spaywczym do produkciji
wyrobow cukierniczych, napojow chtoglz/ch, mieszanek przyprawowych, gum do
zucia oraz wyrobow alkoholowych: ptowych wodek i likierow [De Vincezi i in.,
1991; Kothari i Singh, 1995; Areias i in., 2001; Moo i in., 2002; Asekun i in., 2007,
Gulluce i in., 2007; Kotodziej, 2010].aSurowcem dla przemystu farmaceutycznego,
wchodz w sklad wielu mieszanek, preparatow ziotowych ko, s to m.in.:
Normosan, Nervosan, Digestosan, Tannosan, Nerwpdkammogran, Cholagran,
Gastrogran, Gastrosan-fix, Gastronervit, Regula@holavit, Gastrovit, Hepatina,
Cholagowar, Regulatex-fix, Mentaflos, Laxaflos, Fled, Mentisana, Herbogastrin
oraz Raphacholin [Skaynski, 1994; Kdzia, 2007; Sanderski, 2009; Kotodziej, 2010].
Znalazty réwnie zastosowanie w przerilg kosmetycznym, jako sktadnik ptynow do
ptukania jamy ustnej, past do myciebdw, chtodacych i relaksujcych maseczek do
twarzy, kreméw, balsamow i szampondéw [Kilgka i Mojkowska, 1988; Skaynski,
1994; Kotodziej, 2010] oraz w przesig perfumeryjnym i tytoniowym do produkciji
niektorych gatunkow papierosow [Kotodziej, 2010]iele gatunkow funkcjonuje jako
rosliny ozdobneM. pulegium M. requienii M. suaveolenfViersema i Ledn, 1999].

Wszystkie gatunki Mentha spp. wytwarzaj szerolg gant metabolitéw
wtornych, g to m.in.: olejki eteryczne, flawonoidy, kwasy féowe, triterpeny,
karotenoidy, garbniki. To wkaie ich obecn& warunkuje wspomniane wcgeej tak
liczne wiaciwosci lecznicze mity. Struktug chemiczia czgsci z nich prezentuje Rys.2.
Metabolity wtérneMentha sppbyty przedmiotem wielu bada wyizolowano szereg
zZwiazkow aktywnych z rénych gatunkow i odmian [Areias i in., 2001; Alin.j 2002;
Kedzia, 2007; Fialova i in., 2008; Baliga i Rao, 2D18Gtéwnym skiadnikiem olejku
migtowego jest mentol, ponadto wygstija: menton, mentofuran, octan mentolu,
walerianian mentolu, pulegon, izopulegon, piperytpiperytenon, felandren, pinen,
cyneol, limonen, myrcen, karwon, linalol, dihydrokan, geraniol, eugenol, kamfen,
kadinen, tujon, jasmon oraz w mniejszychsdiach obecneasstereoizomery mentonu
I mentolu — izomenton, neomentol, izomentol, newieatol oraz ich octany. Mentol
oraz octan mentoluagswiasnie odpowiedzialne za niekiedy agtiodwiezajaca won,
natomiast menton, mentofuran i pulegon charaktéeygiabszy zapact$ladowe ilgci
jasmonu poprawiajjakos¢ olejku [Guido i in., 1997; Ali i in., 2002; Mimiec®uki¢
i in., 2003; Shah i D’'Mello, 2004; McKay i Blumberg006; Asekun i in., 2007; Baliga

i Rao, 2010].Mentha sppzawieraj réwniez liczne flawonoidy (Tabela 2): akacetyn
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apigenirg, chryzoeriol, diosmig diosmetyr, dezmetylonobiletyyy eriocytryre,
genkwanir, gardenig B i D, hesperydya hesperydozyd, isoroifoliy izoorientyr,
ksantomikrol, linaryn, luteoling, mentozyd, nariruty) nodifloretyre, rutyr,
salwigenir, tymonirg, tymuzyre [Guedon i Pasquier 1994; Zaidi i in., 1998; Voirin
I in., 1999; Areias i in., 2001; Inoue i in., 2008haraf i in., 1999; Shah i D’'Mello,
2004; McKay i Blumberg, 2006; Mimica-Dukii Bozin, 2008; Baliga i Rao, 2010;
Olennikov i Tankhaeva, 2010]. Kay gatunek mity cechuje si jednak obecriwia
zwiazkow specyficznych (Tabela 3). W przypadkli spicata wykazano obecrio
tymoniny, tymuzyny, sideritoflawonu oraz krizilineo[Sankara-Subramanian i Nair
1972; Voirin i in., 1999; Mimica-Dukii Bozin, 2008]. DlaM. aquaticasa to: gardenia
B, pebrelina i salwigenina [Tomas-Barberan i irf88; Voirin i in., 1999; Mimica-
Duki¢ i Bozin, 2008].M. citrata cechuje si obecndcia: pebreliny, salwigeniny oraz
gardeniny B [Tomas-Barberan i in., 1988; Voirinni,i1999; Mimica-Duki i Bozin,
2008]. Zdolné¢ biosyntezy metabolitbw charakterystycznych gatuwikamaze byé
wykorzystana jako dodatkowy czynnik przy oltemiu przynaleénosci systematycznej
hybryd oraz mieszecéw midzygatunkowych gatunkéw dziko ragych [Voirin i in.,
1999]. Spérdod kwasow fenolowych w rodzajmMentha wykazano obecr$o: kwasu
kawowego, chlorogenowego, rozmarynowego i protaitede/ego oraz ich pochodnych
[Guedon i Pasquier 1994; Shah i D’Mello, 2004; Balii Rao, 2010]. Ponadto
wystepuja triterpeny jak: skwaleny-amyryna, kwas ursolowy [Shah i D’Mello, 2004].
Zawart@¢ oraz kompozycja metabolitow wtornych jestisle skorelowana
z oddziatupcymi czynnikami srodowiskowymi jak temperatura, fotoperiod, stres
wodny, nawaenie, zasolenie gleby, wiekstmy, duza role odgrywa take czas zbioru.
Wszystkie te oddziatywania wptywapa skiad jakéciowy surowca jakim jest ziele
migty [Shah i D’Mello, 2004; Telci i Sahbaz, 2005; MaXi Blumberg, 2006]. Aby
stale otrzymywa porcje jednorodnego pod wezdem chemicznym materiatu
roslinnego podito szereg prac nad hodawlmigty badz otrzymywaniem jej
metabolitow wtérnych w warunkach hodowiin vitro. Droga mikrorozmnaania
otrzymano sadzonki wielu gatunkéw [Rech i PiresB6lRavishankar i Venkatarman,
1988; Holm i in., 1989; Chaput i in., 1996; Phata#eble, 2002; Dhawan i in., 2003],
podito rowniez prace nad biosynteanetabolitow wtérnych w kulturacim vitro [Aviv
i Gulan, 1978; Aviv i in., 1983]. Niektore wymieme tu badania szerzej opisane

zostam w kolejnych rozdziatach.
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Rys. 2. Metabolity wtérndentha sppZrédio: Baliga i Rao, 2010. Radioprotective potdrdfamint:
a brief review. J Can Res Ther 6(3): 257.
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Tabela 2. Flawonoidientha spp

FLAWONOID

R-podstawienie

3 5 6 7 8 3 4
1 ksantomikrol - OH | OCK| OCH; | OCH; - OH
2 gardenina D - OH| OCH OCH; | OCH;| OH | OCH
3 5-O-dezmetylnobiletyna -| OCH| OCH; | OCH; | OCH; | OCH; | OCH;
4 sideritoflawon - OH | OCKH| OCH; | OCH; | OH OH
5 gardenina B - OH| OCH OCH; | OCH; - OCH;
5,6-dihydroksy-7,8,3',4'-
6 tetrametoksyflawon i OH OH OCH | OCH; | OCH; | OCH
7 newadensyna - OH OGH OH OCH - OCH;
8 haemenoksyna - OH OGH OH OCH; | OCH; | OCH;
9 mentokubanon - OH| OGH OH OCH; | OCH; | OH
10 dimetoksysudachidyna - OH O¢gH OH OCH - OH
5-hydroksy-6,7,3',4'-
11 tetrametoksyflawon i OH | OCH | OCH, i OCH, | OCHs
12 eupatoryna - OH OCH OCH; - OH OCH
13 5-hydroksy-6,7,4'-trimetoksyflawon . OH Og¢H OCH; - - OCH;
14 hesperetyna - OH - OH - OgH OH
15 luteolina - OH - OH - OH OH
16 7-0-rutynozyd luteoliny - OH - O-Rut - OH OH
17 7-0-glukozyd diosmetyny - OH - O-Glc - OH OGH
18 7-0-rutynozyd apigeniny - OH - O-Rut - - OH
19 7-0-glukozyd apigeniny - OH - O-Glc - - OH
20 7-0-glukozyd akacetyny - OH - 0O-Glg - - OGH
21 apigenina - OH - OH - - OH
22 7-O-rutynozyd hesperetyny - OH - O-Ru - O¢H OH
3’-hydroksy-5,6,7,4'-
23 tetrametoksyflawon - | OCHs | OCH, | OCH i OH | OCH
24 akacetyna - OH - OH - - OGH
25 7-0-glukozyd luteoliny - OH - O-Glc - OH OH
26 7-0-glukuronian luteoliny - OH - O-Glk - OH OH
27 7-O-rutynozyd akacetyny - OH - O-Ru - - (0],
28 7-0-rutynozyd eriodiktiolu - OH - O-Rut - - OCH
29 kwercetyna OH OH - OH - OH OH
30 tymonina - OH OH OCH | OCH; | OCH; | OH
5,6,4'-trihydroksy-7,3'-
31 dimethoksyflawon i OH OH | OCH i OCH, | OH
32| 5,7,3-trihydroksy-4’'metoksyflawon - OH - OH - HD | OCH;
33 diosmetyna - OH - OH - OH| OGH
34 diosmina - OH - O-Rut - OH| OGH
35 hesperydyna - OH - O-Rut - OH ]9
36 8-metoksykirsilineol - OH - OH OGH OCH; | OH
37 salwigenina - OH| OCH| OCH; - - OCH;
38 5-0-dezmethylotangeretyna - OH O¢H OCH; | OCH; | OCH; -
39 5,6,7,4'-tetrametoksyflawon -1 OGH OCH; | OCH; - - OCH;
Glc - glukoza Glk - kwas glukuronowy Rut - rutyrmoz

Zrédto: Mimica-Dukt i Bozin, 2008 MenthaL. Species (Lamiaceae) as Promising Sources ofcBi@a

Secondary Metabolites. Curr Pharm Des 14(29): 3146.
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Tabela 3. Wysgpowanie zwizkow fenolowych wMentha spp

Zwiazek

Nazwa zwyczajowa

Mentha aquatica

Mentha citrata

Mentha longifolia

Mentha piperita

Mentha spicata

Mentha suaveolens

Tomas-Barberan i in., 1988;

Tomas-Barberan i in., 1988;

Tomas-Barberan i in., 1988;

5,6,4"trihydroksy-7,8,3'-trimetoksyflawon tymonina Bourwieg i Pohl, 1973 Voirin i Bayet, 1992 Sankara-Subramanian i Nair, 1972| Tomas-Barberan iin., 1988
g : Tomas-Barberan i in., 1988;
5,6,4’-trihydroksy-7,8-dimetoksyflawon tymuzyna Voirin | Bayet, 1992
5,4’-dihydroksy-6,7,3'-trimetoksyflawon kirsilineol Voirin i in., 1999
5,4'-dihydroksy-6,7,8,3'-tetrametoksyflawor] Voirin i in., 1999
: L Tomas-Barberan i in., 1988;
5,6-dihydroksy-7,8,3',4’-tetrametoksyflawor] Voirin | Bayet, 1992
: . : Tomas-Barberan i in., 1988;
5,6- dihydroksy -7,8,4'-trimetoksyflawon pebrelina Voirin | Bayet, 1992
5,7,4'-trihydroksy-6,3'-dimetoksyflawon jakeosidyna
5,7,4’- trihydroksy -6-metoksyflawon hispidulina
5,7- dihydroksy -6,4’-dimetoksyflawon pektolinarigea
5,6-dihydroksy-7,4’-dimetoksyflawon ladaneina \T,‘;mzﬁgg;t;‘frigé; 1988;
5,6,4'-trihydroksy-7-metoksyflawon sorbifolina $gm§fgg;g‘frigéé” 1988;
5,6,3",4’-tetrahydroksy-7-metoksyflawon pedalityna
g T Tomas-Barberan i in., 1988; Tomas-Barberan i in., 1988; .
5,6,4'-trihydroksy-7,3-dimetoksyflawon Bourwieg i Pohl, 1973 Sankara-Subramanian i Nair, 1972 Tomas-Barberan i in., 1988
5,6-dihydroksy-7,3’,4"-trimetoksyflawon \T,szgg;gf’ig;; 1988;
5-hydroksy-6,7,3',4-tetrametoksyflawon
5-hydroksy-6,7,4'-trimetoksyflawon salwigenina Passannanti i in., 1990 \lemfgg;‘;ffigé; 1988;
5,6,7,4'-tetrahydroksy-3'-metoksyflawon nodifloraty

5,4’- dihydroksy-6,7,8-trimetoksyflawon

ksantomikro

Tomas-Barberan i in., 1988;

Voirin i Bayet, 1992

Tomas-Barberan i in., 1988;

5-hydroksy-6,7,8,4'-tetrametoksyflawon gardenia B Passannanti i in., 1990 Voirin | Bayet, 1992

5,3, 4'-trihydroksy-6,7,8-trimetoksyflawon siderftawon \T,szgg;gf’ig;; 1988;
5,3"-dihydroksy-6,7,8,4'-tetrametoksyflawor]  gardenD \T,‘;mzﬁgg;t;‘frigé; 1988;
5-hydroksy-6,7,8,3',4"-pentametoksyflawon i;)?)}%ei;rr:;ewl' \T,‘;mzﬁgg;t;‘frigé; 1988;

5.7 riydroksyfawon apigenina | Lt o oS 3 18

5.7-dhydroksy-4 metoksylawon akaceyna | pomeest i 8, e I o

5,73 A erahydroksytaon weoing | ot e oS o T8
5,7,3"trihydroksy-4'-metoksyflawon diosmetyna e 1972
5,7,4-trihydroksy-3'-metoksyflawon chryzoeriol

5,4’-dihydroksy-7-metoksyflawon genkwanina

5,6,7,4'-tetrametoksyflawon

Passannanti i in., 1990

Zrodio: Zaidi i in., 1998. Free flavonoid aglycorfesm leaves oMentha pelugiunandMentha suaveolen@ abiatae). Phytochemistry 48(6): 992.
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1.3. Typy roélinnych kultur in vitro

Kultury in vitro 3 alternatywn metod, dla tradycyjnej uprawy polowej tin.
Poprzez termin kulturyn vitro rozumiemy hodowle &hin, cze¢$ciej s to niewielkie
fragmenty organéw gtinnych prowadzone na syntetycznychzpokach o okrélonym
sktadzie w warunkach sterylnych. Bwki zawieraj odpowiedni zestaw makro-
i mikroelementéw, witamin, aminokwasow (dodawanejopalnie) orazzrodto wegla
jakim najczsciej jest sacharoza. Wzrost i rozwoglionych kulturin vitro zalezy od
dodatku do psywki regulatorow wzrostu: auksyn i cytokinin. Pozho mog by¢
ptynne kadz zestalone agarem, agagpgerlitem czy alginianem. Opracowane zostaty
liczne podiaa hodowlane umiiwiajace prowadzenie emych rodzajow kultumn vitro
[Gamborg i in., 1976; George i in., 2008; Eibl bEi2009; Neumann i in., 2009].

Kultury in vitro odgrywaj wazna role w badaniach podstawowych, gtéwnie
z dziedziny fizjologii, biochemii oraz biologii mekularnej rélin. Posiadaj wiele zalet
w poréwnaniu do uprawy tradycyjneja $0 m.in.: kontrolowane warunki hodowli,
umazliwiajace otrzymanie jednorodnego materialuniezalenienie od warunkow
klimatycznych, wyeliminowanie niekorzystnych oddziatywa srodowiskowych
wpltywajacych na produkej metabolitéw wtérnych (mikroorganizmy, insektyWultury
in vitro s3 alternatywia drogy dla produkcji rélinnych metabolitow wtornych, ktore
znalazty zastosowanie jako farmaceutyki, substarmgpachowe i aromatyzge,
barwniki, dodatki dozywnosci oraz biopestycydy. Mdiwe jest wyselekcjonowanie
roslin lub linii komérkowych charakteryzagych s¢ wysoky produktywndcia
metabolitow oraz zwkszenie produkcji zwizkow aktywnych biologicznie poprzez
dodanie prekursorow lub elicytacOptymalizacja warunkéw hodowli pozwala obyi
koszty produkcji biofarmaceutykéw vitro. Ponadto kultury tkankowe urdowiaja
wyselekcjonowanie &in o danym fenotypie Iub genotypie, doskonalenie
i pozyskiwanie nowych odmian, otrzymanieslio wolnych od wirus6w, mneenie
roslin nie wytwarzagcych nasion oraz ochrengatunkow zagrimonych wygingciem
[Mulabagal i Tsay 2004; Vanisree i in., 2004; Ristuk i Furmanowa, 2006; Nasim
I in., 2010]. Nalezy zaznacz§, ze kulturyin vitro mog syntetyzowa nowe zwazki,
nie wykryte dotychczas wiecie ralin [Smetanska, 2008]. Dane literaturowe pagdaj
ze z kulturin vitro wyizolowano oraz okridono struktug 322 nowych zwizkow.
Wigkszai¢ nalezata do terpenoidow (100), alkaloidéw (72) i fen@i44). Najwecej

nowych zwazkdw wyizolowano z kultur zawiesinowych [Wysékka i Chmiel, 2006].

26



WSTEP

1.3.1. Kultury kalusa

Tkanka kalusowa w warunkadhn vivo powstaje w wyniku mechanicznego
uszkodzenia rdiny, jej wytwarzanie mog wywotac mikroorganizmy oraz owady
zerupce na rélinie. W kulturachin vitro mazliwe jest zainicjowanie tworzenia tej
tkanki przy wykorzystaniu dowolnego organuliy, jednak niektore organy twagz
kalus fatwiej w poréwnaniu do eksplantatow pobrdmycinnej czsci [George i in.,
2008]. Proces tworzenia tkanki kalusowej stymukigewyktadapc eksplantaty (listki,
lodyzki, korzenie ldz organy generatywne) na Zpavki inicjujace zawierajce
regulatory wzrostu: auksyny i cytokiny. Kultury kabwe § prowadzone gtdwnie jako
powierzchniowe kultury agaroweg pasaowane naswieze paywki co 3-6 tygodni.
W trakcie prowadzenia kultury, tkanka kalusowazeprzystosowasic do wzrostu bez
obecndci regulatoréw, jest to tzw. zjawisko habituacjiefkteler 1984; Bhojwani
I Razdan, 1996; George i in., 2008; Loyola-Vargas,i2008; Eibl i Eibl, 2009].

Kalus to stale dzieta sg, niezr@nicowana histologicznie oraz
niezorganizowana, mga wyghd bezpostaciowej masy tkanka. Tkanka kalusowa jest
zbudowana z komorek parenchymatycznych gnyt ksztalcie i wielkéci. Kalus
moze mig struktue luzna i fatwo st rozpadéd w trakcie pasau lub zbit i wtedy
trudno oddzielt go od eksplantatu pierwotnego. Sytuacja ta jeshikigm stopnia
adhezji m¢dzykomodrkowej i zalgy od liczby, wielkdci i rozmieszczenia przestworow
miedzykomérkowych. Barwa kalusa b by jednolita, biata, kremowazoita, od
jasno- i ciemnozielonej do zdych odcieni czerwieni i fioletu (Rys. 3.). Twaca s¢

tkanka kalusowa, nawet w @ie tego samego eksplantatuzaavykazywa obecnaéc¢

sektorow o zrénicowanej strukturze oraz zabarwieniu [Loyola-Vargan., 2008; Eibl
i Eibl, 2009; Ekiert, 2009].

Rys. 3. Barwa i struktura tkanki kalusowej, a- ltdt kalusowaFagopyrum esculenturMoench;
b- kultura kalusowaMenthaxpiperital.; c- kultura kalusowa&lycine max(L.) Merr. (badania
wtasne Zaktadu Biochemii i Jas@i Plonéw oraz Zaktadu Hodowli i Biotechnologii #tia
IUNG-PIB)
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Kalus pod wzgidem genetycznym jest tkamkniestabilm. Czsto mog
wystepowa w nim zmiany liczby jak i struktury chromosoméwoPBesy te nasilajsic
w miare uptywu czasu i starzeniaggiultury [Stefaniak, 2007; Eibl i Eibl, 2009].

Tkanka kalusowa jest zespotem komoérek totipotenggl, maliwe jest wic
regulowanie organogengezav kulturach kalusa gtownie poprzez propereuksyn do
cytokinin w paywce. W centrach merystematycznych utworzonych Wws@ mog
powst& korzenie przybyszowe, edy, liscie oraz przybyszowe zarodki (zarodki
somatyczne). Kultury kalusowea sczsto wykorzystywane w badaniach nad
réznicowaniem si komorek i morfogenez[George i in., 2008; Neumann i in., 2009].
Sa réwniez stosowane do mikrorozmaenia wielu rélin ozdobnych. Przy rozmuaaniu
roslin z wudzialem tkanki kalusowej istnieje @mliovos¢ wyshpienia zmian
somaklonalnych, czyli uzyskaniastm zmienionych genetycznie. Proces ten jegstz
wykorzystywany przez hodowcéw do otrzymania nowyatmian, zwlaszcza §bn
ozdobnych [Pietrosiuk i Furmanowa, 2006]. Kultugludsowe s wykorzystywane jako
zrodto do pozyskiwania wtornych metabolitowslionych (Tabela 4). Hodowany przez
wiele lat kalus mge wykazywa& zdolng¢ do syntezy metabolitdow wtérnych na bardzo
wysokim poziomie. Akumulacja izoflawonéw w 25-lathi kulturach kalusowych
Glycine maxoshgneta wartd¢ 46,3 mg @ s.m. [Federici i in., 2003]. Kalus stanowi

rowniez materiat wygciowy do uzyskania kultur zawiesin komorkowych.

1.3.2. Kultura zawiesiny komérkowej

Do zainicjowania kultur zawiesinowych nagéeziej wykorzystuje si tkanke
kalusowa, ktéra przenosi si do paywki ptynnej i poddaje wytrgsaniu uzyskujc w ten
sposOb rozproszenie grudek kalusa. Istotne znaezmagrywa tutaj struktura kalusa
oraz ila¢ tkanki tzw. inokulum [George i in., 2008; Eibl i, 2009]. Jako pierwsi
technilke zaktadania i prowadzenia kultur zawiesinowych alpisuir i wsp. w roku
1954 [van Gulik i in., 2001]. W zawiesinie komorkewpojedynczym komorkom
towarzysa roznej wielkasci agregaty komorkowe, zbudowane =z kilku do
kilkudzieskciu komoérek, czasami icdrednica mae osagma¢ nawet kilka mm. Dlatego
aby otrzymé jednoroda zawiesik komodrkows powszechnie stosuje esijej
frakcjonowanie [Ibaraki i Kenji, 2001; Bourgaudn.,i 2001]. Na wielk&: agregatow

komoérkowych wpltywaj regulatory wzrostu, wysokie ¢genie auksyn w stosunku do
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cytokinin wptywa na ich rozdrobnienie, jednogze mae by jednak przeszkeddla
produkcji metabolitow wtérnych [George i in., 2008]

biomasa komorkowa

v

czas hodowli kultury

Rys. 4. Modelowa krzywa wzrostu zawiesiny komoérkpwe

Poniewa pobieranie skfadnikéw agwczych w kulturach zawiesinowych jest
utatwione, podziaty komodrkowe naptija z wickszy czestotliwoscia i przyrosty
biomasy § znacznie wiksze nk w przypadku kultur kalusowych. Przebieg wzrostu
kazdej kultury zawiesinowej ma swoisty charakter, jestiej lub bardziej zbhony do
krzywej wyktadniczej i mgemy w nim wyrani¢ nastpujace fazy: (Rys. 4)

- faza spoczynkowa tzw. lag (1) przygotowanie dalzi@dw, minimalny przyrost
komorek;

- faza wyktadnicza, ekspotencjalna (2), przyroshkeek jest bardziej wytay;

- faza wzrostu logarytmicznego (3), wzrost liczlmnorek jest prawie liniowy;

- faza obntonego tempa wzrostu (4), spada liczba i tempo péalzi

- faza stacjonarna (5) liczba komérek utrzymugensi statym poziomie lub obtra sk
[Bhojwani i Razdan, 1996; Stefaniak, 2007].
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1.3.3. Kultura protoplastéw

Protoplast to komérka ¢bnna pozbawionasciany komoérkowej. Izolowanie
protoplastéw przeprowadzagsgtownie metodami enzymatycznymi stagugelulazy,
hemicelulozy czy pektynazy. Podstawowym warunkierawpdiowej izolacji oraz
efektywndci prowadzonych kultur jest zapewnienigwotngici protoplastéw.Zywy
protoplast po przeniesieniu na odpowiedpozywke odtwarzasciare komorkows
I rozpoczyna podziaty mitotyczne. Kultury protoptas s wykorzystywane do bada
biochemicznych, modyfikacji genetycznych oraz dajdnowania, czyli dczenia
z protoplastami z innych komorek. Proces ten iliwia otrzymywanie tzw.
mieszacow somatycznych, sbn powstatych w wyniku fuzji protoplastow komorek
somatycznych pochodaych od osobnikow rych gatunkéw [Rout i in., 2000; Davey
i in., 2005; George i in., 2008; Loyola-Vargas .i,iB008; Neumann i in., 2009; Aoyagi,
2010].

1.3.4. Kultura organdw raslinnych

Niska wydajné¢, a czasami brak zdoléd do biosyntezy niektdrych
metabolitow w kulturach zawiesinowychesto jest wynikiem braku ze@icowanych
struktur. Problem ten nioa wyeliminow& stosujc kultury organdéw, rownie

transformowanych [Wysokska i Chmiel, 2006].

1.3.4.1. Kultura wierzchotkéw i pakow bocznych gdu

Fragmenty merystemow (0,2-1,0 mm disgd izoluje st z mkow
wierzchotkowych lub bocznych. Po przeniesieniu oayprke eksplantaty rozwijaj si¢
w pojedyncze ukorzenionedlmy. Ten typ kultury jest powszechnie wykorzystywa
do regeneracji iin wolnych od wirusOw. Dgze stzenie cytokinin w paywce
stymuluje merystem do proliferacji, w rezultacie obrebie eksplantatu twosz sie
liczne nowe zawizki pakow [Stefaniak, 2007]. Ciekawym rozazianiem jest
prowadzenie kultur goéw, ktére tylko czasowo zraszangmzywka (tzw. Temporary
Immersion System). Ten typ kultim vitro znalazt zastosowanie w mikropropagaciji
roslin. Wazne w tym przypadkuaszarOwno czas trwania orazesias¢ zraszania glow

pozywka. Rasliny rozmnaane tym sposobem charakteryzgje wigksz zywotncicia,
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oraz aklimatyzyj si¢ lepiej niz te na paywkach potptynnych czy ptynnych [Etienne
I Berthouly, 2002]. System TIS zostat wykorzystanyn. do rozmnzania: Lavandula
officinalis, Hypericum perforatupnCymbopogon citratyd=abiana imbricata Ponadto
zawarté¢ metabolitow wtérnych w tych g&bnach byla wysza w porownaniu do

odpowiednich kultur zawiesinowychydy kultur kalusowych [Wilken i in., 2005].

1.3.4.2. Kultura odcietych korzeni

Jako eksplantaty do zadenia kultur stosowane svierzchotki korzeni gtébwnych
oraz bocznych. Kulturyn vitro izolowanych wierzchotkédw korzeni wykorzystuje si
w badaniach mechanizmow reakcji odpd@aowych rglin na zakaenia nicieniami,
wzrostu grzyboéw mikoryzowych, procesu infekcji bedginej. Shia one ponadto do
regeneracji oraz nam#ania ralin, poniewa cechuj si¢ duza stabilngcia genetycza
[Stefaniak, 2007].

1.3.5. Ko-kultury

Nowatorskim podggiem do produkcji réinnych metabolitow wtérnych
w kulturachin vitro jest prowadzenie tzw. ko-kultur. Metoda ta zaktadav jednym
naczyniu hodowlanym rogrkultury dwoch gatunkow &in lub dwoch typéw kultur
jednego gatunku. Magto by: kultury korzeni widnikowatych, kultury korzeni
i pedéw, ale réwnie kultury mikroorganizméw i organéw étinnych tydz organoéw
roslinnych, czy korzeni wiénikowatych i zawiesin komorkowych. W takim systemie
metabolity jednej z kultur magstanowé substraty dla biosyntezy metabolitow przez
druga kulture [Ekiert, 2009;Weathers i in., 2010].

Jako pierwsi technikte zaproponowali Subroto i wsp. w roku 1996. Badacze
otrzymali ko-kultug teratom gdowych i korzeni wiénikowatych Atropa belladonna
(transformacjaAgrobacterium tumefacienszczepem T37). Ko-kultura ta wykazata
zdolnas¢ biokonwersji hioscyjaminy w skopolamincechowatag najwyzsza produkcja
skopolaminy oraz najwgzy stosunek skopolaminy do hioscyjaminy wynogz1,9:1.
Teratomy gpdowe w ko-kulturze akumulowaly w biomasie @84 mg @ s.m.
skopolaminy tj. 3-11 razy wtej niz znajduje si w lisciach r@liny macierzystej.
Co wane, gdy kultura transformowanycheddw rosta bez obecka korzeni

wiosnikowatych (kontrola) w ogole nie wytwarzata skaguoiny [Subroto i in., 1996].
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Model sktadajcy sk z kultury korzeni transformowanycAmmi majusL.
i kultury pedéw Ruta graveolend.. wykorzystano w celu otrzymania furanokumaryn.
Poréwnano produkejfuranokumaryn: ksantotoksyny i bergaptenu orazgidtozydow
w niezalenych kulturachA. majusi R. graveolensraz w ko-kulturze rositych na
swietle lmdz w ciemndci. Ko-kultura korzeni transformowany@&mmi majusd peddéw
Ruta graveolengosracych naswietle nagromadzita 2,6 razy ggej ksantotoksyny
(38,1 mg @ s.m.)w poréwnaniu do kultury g@@éw (14,9 mg § s.m). Analogicznie
w ko-kulturze rosacej w ciemnéci poziom ksantotoksyny byt 1,7 razy ekszy niz
w kulturze pdéw R. graveolenswyniést 25,9mg g*s.m. [Sidwa-Gorycka i in., 2003].
tuczkiewicz i Kokotkiewicz opisaty ko-kultgr peddw i korzeni
wiosnikowatych Genista tinctorial. stanowaca zrodto izoflawonéw. W ko-kulturze
transformowane korzenie wytwarzaty znagznlos¢ uwalnianej do paywki
izolikwiritigeniny (24,73 mg @ s.m.) ledacej prekursorem daidzeiny.cBy pobieraty
ten zwhzek, a nagpnie przeprowadzaty jego biokonwersjo daidzeiny i finalnie do
daidzyny. Rezultatem biokonwersji byta produkcjaddeiny wynoszca 16,47 mg §
s.m., synteza byla 38 razy eksza ni w prowadzonych niezataie kulturach
pedowych (kontrola). Bdy rosmce w ko-kulturze wytwarzaty ponadto nieznacznie
wicksz ilogé genisteiny (69,41 mgys.m.) i jej pochodnych w poréwnaniu do kontroli
66,40 mg ¢ s.m. [Luczkiewicz i Korotkiewicz, 2005].

Ko-kultura korzeni wiagnikowatych Lepidium flaum oraz zawiesiny
komorkowej Podophyllum hexandrumbylty wykorzystane do otrzymywania
podofilotoksyny. Korzenie wkmikowate L. flaum stanowity zrodto koniferyny, ktéra
z kolei byta metabolizowana przez komorki zawiesily. hexandrum do
podofilotoksyny. Poréwnag produkcg tego zwizku w kulturach zawiesinowych
P. hexandrunoraz jego produkejw ko-kulturze obu gatunkow zaobserwowano bardzo
wysoki wzrost poziomu syntezy o 240% w przypadku-kltiur rosmcych
w wytrzasanych kolbach oraz o 72% gdy hodewo-kultury prowadzono w 2 L
bioreaktorze. Naukowcy wykazali ponad#e, stata dogpnas¢ koniferyny w paywce
jest czynnikiem ograniczggym syntez podofilotoksyny w ko-kulturze [Lin i in.,
2003]. Do pozyskiwania podofilotoksyny zastosowa@aniez zawiesir komorkows
Linum albumhodowan w ko-kulturze zzywymi komoérkami grzybowPiriformospora
indica lub Sebacina vermiferaNajwicksz produkcg podofilotoksyny zaobserwowano
w przypadku ko-kultury zP. india — grzybnia dodana w teniu 1g L*, 11 dnia
hodowli zawiesinyL. album Koncentracja podofilotoksyny wynosita 102 mg Lbyta
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3,6 razy wgksza w stosunku do kontroli, tak o 7,4 razy zwkszona zostata synteza
metoksypodofilotoksyny, wynosita ona 13,7 mg'.LW przypadku ko-kultury
z S. vermiferanajwigksza syntez lignanéw odnotowano gdy grzylninokulowano
11 dnia hodowli zawiesiny. albumw skzeniu 2,5 g [*. Synteza podofilotoksyny
wynosita 112 mg [ i byla prawie 4-krotnie wksza w odniesieniu do kontroli,
podobnie zwgkszona byta te produkcja metoksypodofilotoksyny o 7,6 razy i wgila
14 mg LY. W przypadku obu ko-kultur produkcja lignanéw zejstata si gdy
wydtuzano czas ich hodowli (48 i 72 godziny). ®dvadczenie to potwierdzito
mozliwos¢ wykorzystania zywych komoérek grzybéw do stymulacji produkciji
metabolitow wtérnych w kulturach zawiesinowych. Wbtythczasowych pracach
wykorzystywano homogenaty lub filtraty kultur groyeych [Baldi i in., 2008].

Li i wsp. otrzymali ko-kultug zawiesiny komdrkowejTaxus chinensis var.
mairei oraz jego endofitycznego grzybausarium mairei Poprzez optymalizagi
warunkéw hodowli ko-kultury otrzymano znacy wzrost produkcji paklitakselu, ktory
znalazt szerokie zastosowanie w leczeniu wielu rewdw. Synteza tego taksoidu
wynosita 25,63 mg T i byla ona a o 38 razy wiksza w poréwnaniu do zawiesiny
komorkowej rosacej niezalenie — 0,68 mg L* [Li i in., 2009].

Jakozrédto pozyskiwania metabolitow wtornych otrzymarmKulture korzeni
Panax ginsengpraz Echiancea purpuranicjowane w ré@nych proporcjach4:1, 3:2
i 2:1. Wyniki dawiadczenia nie przyniosty jednak jaolanych rezultatow,
w ko-kulturze obserwowano negatywny wptyw korz&nipurpurana wzrost korzeni
P. ginseng ponadto otrzymana ko-kultura nie wytwarzata meligiw wtornych na
zadowalagcym poziomie. Dopiero elicytacja ko-kultury =zkszyta produkej
ginsenozydow, jak rownigpochodnych kwasu kawowego [Wu i in., 2008].

Metoda ko-kultury jest now droga pozyskiwania metabolitow wtornych
w kulturachin vitro, a przytoczone powgj eksperymenty potwierdzagasadnéc jej
stosowania. Metoda ta wymaga jednak przezgrgriia wielu trudnéci m.in.: naley
opracowa odpowiednie proporcje kultury jednego gatunku lypu do drugiego,
pozywki hodowlane powinny umidiwi¢ optymalny wzrost komorek, a warunki
hodowli ko-kultury powinny sprzyfa gromadzeniu gi metabolitdw, die znaczenie
moze mie réwniez rodzaj naczynia lub typ bioreaktora w ktérym hodow jest ko-
kultura Weathers i in., 2010].
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1.3.6. Kultury genetycznie transformowanych organow

Pod koniec lat 80-tych XX wieku otrzymano kultury engtycznie
transformowanych organéw. Kultury te cechuje szgb®mpo wzrostu i ogjaja one
znacznie wysze przyrosty biomasy w poréwnaniu z kulturami oma
nietransformowanych. Kultury organoéw transformowamnyobejmuy kultury pedéw
tzw. teratomy pdowe i kultury korzeni transformowanych nazywanyatrzeniami

wiosnikowatymi lub transgenicznymi [Wysalgska i Chmiel, 2006].

1.3.6.1. Kultury pedéw (teratomy pedowe)

Kultury transformowanych q@éw otrzymuje si poprzez transformagijtkanek
roslinnych niektorymi szczepamAgrobecterium tumefacien8V tym celu najcgciej
wykorzystywane $ oktopinowe i nopalinowe szczepy z genem izopetigtsferazy
(gen ipt). Produkt tego genu zmienia w komorkach stosungésyn do cytokinin,
w wyniku czego na eksplantatach powstaje tkankatawma. Z tkanki tej regenerugic
pedy, jednake ich morfologia jest zmieniona w poréwnaniu @@mi normalnymi
[Bourgaud i in., 2001; Wysokska i Chmiel, 2006]

Dotychczas teratomyedowe otrzymano dla niewielkiej liczby 4. Uzyskano
je m.in. dlaAtropa belladonnaoraz hybrydyDuboisia leichnardhix D. myoporoides.
Kultury te wykazywaly zdoln& biotransformacji alkaloidow tropanowych,
przeprowadzaty biokonwersjhioscyjaminy w skopolamin [Subroto i in., 199p
Biosynteza metabolitow wtérnych w kulturach tramsfowanych pdow mae
przewy:sza ich syntez w stosunku do ’&in nietransformowanych. Teratomygowe
Solanum dulcamarayntetyzowaty glikoalkaloidy w ilici 1% suchej masy i wadé ta
byta pk¢ razy wikksza w stosunku do §liny macierzystej. W kulturach teratomow
obserwowano rownie zmiarg profilu wytwarzanych zwizkéw, jako gtéwne
metabolity powstawatly glikozydy solasodyny: solagiiaa oraz solasonina, natomiast
w roslinach  nietransformowanych domimgym  zwihzkiem byt tetraozyd
soladulcydyny [Ehmke i in., 1995]. Produkcja zekéw bioaktywnych mge rownie
osihgad dwzo nizsza wydajna¢. TeratomyArtemisia annuasyntetyzowaty artemizyn
na poziomie 0,06% suchej masy, hodowite vitro peddw nietransformowanych
wytwarzaty ten zwizek w ilcsci 0,02% [Ghosh i in., 1997]. Obie te wattosa jednak

duzo nizsze w poréwnaniu do zawasth artemizyny w lciach rgliny macierzystej,
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gdzie stanowi ona 1% suchej masy [Wysska i Chmiel, 2006]Podobnie teratomy
pedowe Pimpinella anisunwytwarzaty nieznacznie mniej olejku eterycznegno midy
nietransformowane. Ich zawaftobyta jednak 9 razy mwsza ni w lisciach ragliny

macierzystej [Salem i Barry, 1995].

1.3.6.2. Kultury korzeni transformowanych (witagnikowatych)

Kultury korzeni wignikowatychotrzymuje s¢ w wyniku transformacji tkanek
roslinnych szczepamigrobacterium rhizogendVynikiem tego procesu jest integracja
fragmentu plazmidu Ri (T-DNA) z komorki bakteryjregenomem komorki &innej.
W wyniku ekspresji zawartych w tym fragmencie DNA&ngw (m.in. rol gendw
a, b, ¢, d) na eksplantacie, w miejscu zakéa dochodzi do powstania korzeni
przybyszowych. Korzenie te po oddzieleniu od eksjaf oraz eliminacji bakterii
mog rosm¢ bez dodatku regulatorow wzrostBdurgaud i in., 2001; Wysokska
i Chmiel, 2006; Georgiev i in., 2007a; Guillon i,i2006; Guillon i in., 2008

Na powodzenie procesu transformacji sktadansele czynnikow. Efektywna
transformacji zaley przede wszystkim od genotypd. rhizogenes (poziomu
wirulencji), interakcji zachodcej pomgdzy komérkami bakteryjnymi a ébnnymi,
gestasci inokulum, genotypu transformowanej sliay, uzytego eksplantatu oraz
zdolnaci eksplantatu do regeneracji po transformacji.ziéa s rowniez: sposob
wykonania inokulacji, warunki prowadzenia ko-kultwraz metoda eliminacji bakterii
Agrobacteriune kultur transformowanych [Giri i Narasu, 2000; Wasska i Krolicka,
2005;Georgiev i in., 2007a; Guillon i in., 2006; Guilloem., 2008.

Korzenie transformowane wykazupwiele cech réniacych je od naturalnie
wystepujacych korzeni. Charakteryzuje je rozrost korzenizmych, ich plagiotropizm,
brak przyrostu wtérnego i geotropizmu. W przecisigvie do kultur kalusowych czy
zawiesinowych, kultury korzeni wdaikowych charakteryzgj sic stabilngcia
genetycza i moga utrzymywa& wydajm biosyntez metabolitow wtornych podczas
diugotrwatego pasawania (Tabela 4). Produkcja metabolitow w tychtluadch jest
zblizona lub wysza ni w korzeniach rdiny macierzystej [Giri i Narasu, 2000;
Bourgaud i in., 2001Wasilewska i Krdlicka, 2005; Hu i Du, 2006; Kuzomki
I Schneider, 2006Wysokinska i Chmiel, 2006; Georgiev i in., 2007a; Guillom.,
2006; Guillon i in., 2008].
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1.4. Ralinne kultury in vitro jako zrodto metabolitéw wtoérnych

Tradycyjnym zrodiem pozyskiwania metabolitbw wtornych dla przeiy
farmaceutycznego, sppwczego i innych s rosliny pochodace z uprawy polowej, jak
rowniez te ze stanowisk naturalnycHawartg¢ zwiazkow bioaktywnych w réinach
jest raczej niska (gsto stanowd one poniej 1% suchej masy) i zmienna, gdigh
synteza uzalmiona jest od warunkowrodowiska oraz od fazy rozwojowejstimy.
Niedogodnécia maze by rowniez ograniczona dogbnas¢é surowca rélinnego,
w wielu przypadkach wae dla cziowieka zweki pochodz z rcilin rzadko
wystepujacych, chronionych lub roaoych tylko w okrélonych strefach
klimatycznych. Powysze fakty przemawiaj za wykorzystaniem metod
biotechnologicznych do wytwarzania cennych metabwliroslinnych [Wysokiska
i Chmiel, 2006].Pomimo pewnych wad, jak np. akumulacjazquanych zwizkow
aktywnych w krotkim okresie hodowli kultury zawiesiwej, czy zmienng
somaklonalna rdinne kulturyin vitro umazliwiaja pozyskiwanie wielu metabolitow
wtornych charakteryzagych sé czesto antywirusowymi, antybakteryjnymi,
przeciwrakowymi, przeciwzapalnymi, uspoka@jmi oraz immunomodulacyjnymi
wiasciwosciami [Vanisree i in., 2004]. SzczegOlnie cenng ma.in.: winkrystyna,
winblastyna, kamptotecyna, podophyllotoksyna, taksdnne [Ramachandra Rao
I Ravishankar, 2002; Mulabagal i Tsay, 2004; Sar#§05; Namedo, 2007;
Karuppusamy, 2009; Vijaya i in., 2010]. Otrzymanaedtoga metabolity wtdrne mag
nastpnie zostad wykorzystane jako dodatki deywnosci: substancje wzbogaeap
I poprawiajce smak, zapach oraz batwa take jako nutraceutyki i farmaceutyki
[Ramachandra Rao i Ravishankar, 2002; Smetansk&; Reumann i in., 2009].

Z ekonomicznego punktu widzenia wykorzystanie kylim vitro do produkcji
metabolitow wtdérnych warunkowane jest zapotrzebagranrynku na okrdony
zwiazek oraz wydajngcia samej technikiin vitro tzn. iloscia uzyskanej substanciji
w przeliczeniu na sualmag [Oleszek, 2009].

Zenk i wsp. w 1997 roku zaproponowali meiqubstpowania majca na celu
zwigkszenie produkcji metabolitow wtérnych w kulturdohvitro, jest ona powszechnie
stosowana do dzisiaj. Jej skladowe elementy to:ahad fitochemiczne &in na
zawartd¢ zwiazkOw bioaktywnych, wykorzystanie najlepszego chemot do
zatazenia kultury kalusa, badania biochemiczne uzysKkanyaltur kalusowych

oceniajce ich zmienn& i produktywndé, wyprowadzenie kultury zawiesinowej
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Z najlepszej kultury kalusa, analiza poziomu mdithe wtérnych w zawiesinie
komorkowej, wyselekcjonowanie linii komorkowych wparciu o pojedfcze komorki,
analiza stabilngci kultury oraz zwtkszenie jej produktywrigi przy zastosowaniu
roznych metod: elicytacja, dodanie prekursorow szlakometabolicznych,
immobilizacja [Kirakosyan i in., 2009]. Rys. 5 pd=stawia etapy pogbowania przy

pozyskiwaniu metabolitdw wtdrnych z kultinr vitro.

Badania fitochemiczne gatunkéw na
zawarto$¢ metabolitéw wtérnych

i/%} Wybér najlepszych genotypow

l Inicjacja kalusa
Pasaze (najczgsciej Sladowa
] [ ) ] [ ] L4 ’r P
zawarto$¢ metabolitow)

[J L [J [J L
Ustabilizowany genetycznie kalus

(stabilna biosynteza metabolitow)
@ Badania produktywnosci (wzrost, zawartos¢ metabolitow)
Wybor najlepszych linii

Kultury zawiesinowe komorek
(szlaki metaboliczne, elicytacja, immobilizacja,
modyfikacje genetyczne)

Badania w bioreaktorach
(wzrost, produktywno$¢, permeabilizacja, inzynieria procesu

Rys. 5. Metody biotechnologiczne uzyskiwanidglirmych kultur in vitro do produkcji metabolitow wtérnych;
zrodlo:  Oleszek W. (2009) Rbnne substancje biologicznie aktywne i ich bioggs
w kulturachin vitro. w: Malepszy S. (red.) Biotechnologiaslia str. 136 Wydawnictwo Naukowe PWN.

1.4.1. Produkcja metabolitéw wtérnych w kulturachin vitro

Pierwsze kulturyin vitro otrzymano w latach 30-tych XX wieku, a pierwszy
patent dotycacy wykorzystania kulturin vitro do produkcji matabolitow wtornych
przyznano w 1956 roku. Obecnie kultuiry vitro s3 wykorzystywane zaréwno do
poznawania metabolizmu komoérek, biochemii czy ggdebraz stanowd zrodio
pozyskiwania cennych dla cztowieka zwkow bioaktywnych [Smetanska, 2008].

Wiele metabolitow rélinnych akumulowanych jest w kulturach w ¢kszej
koncentracji ni ma to miejsce w iinach macierzystych, m.in. ajmalicyna w kulturach

Catharanthus roseud.ee i Shuler, 2000], antrachinony w kulturadiorinda citrifolia

37



WSTEP

[Zenk i in., 1975], berberyna w kultura€optis japonicgFujita i Tabata, 1987], kwas
kawowy w kulturachVanilla planifolia [Knorr i in., 1993], ginsenozydy w kulturach
Panax ginsengMatsubara i in., 1989], kwas rozmarynowy w kudcin Coleus blumei
[Petersen i Simmonds, 2003], szikonina w kulturbithospermum erythrorhizofiKim
I Chang, 1990], koenzym Q w kulturablicotiana tabacunfFujita i Tabata, 1987].

Metabolity wtérne pozyskiwane metpdin vitro s3 szczegdblnie cennym
surowcem dla przemystu farmaceutycznego. Ng§gaym zainteresowaniem ci@szie
substancje wykazage aktywne¢ przeciwnowotworow. Naleza do nich alkaloidy:
winblastyna i winkrystyna syntetyzowane w kulturaClatharanthus roseustaksol
pozyskiwany z kultuiraxus brevifoliaTaxus cuspidatarazTaxus baccataartemizyna
akumulowana w kulturaclrtemisia annuagkamptotecyna otrzymywana w kulturach
Camptotheca acuminatagalantamina syntetyzowana w kulturaGalanthus nivalis
oraz podofilotoksyna pozyskiwana z kultBodophyllum hexandrurfVanisree i in.,
2004]. Dua uwaga pfwigcona jest réwnie zwiazkom o widciwosciach
przeciwutleniajcych. Stres oksydacyjny jest wigrym czynnikiem w rozwoju choréb
uktadu kazenia, nadginienia, choréb neurodegeneracyjnych, choréb nowawych,
artretyzmu oraz procesu starzeni@ [Shahidi i Chandrasekara, 2010]. Antyoksydanty
neutralizupc uszkodzenia powodowane w organizmie cztowiekatdaiem wolnych
rodnikéw, zapobiegajrozwojowi wymienionych choréb.

Pozyskiwane w kulturach zwaki bioaktywne znalazty zastosowanie rownie
w przemyle spaywczym. $ wykorzystywane jako dodatki poprawgeg zapach oraz
barwe wielu produktéw spoywczych. Konsumenci w wkszym stopniu akceptalj
zwiazki pochodzenia naturalnegoznte, otrzymywane dragchemicznej syntezy.
W kultur in vitro pozyskiwane $ barwniki (antocyjany, betalainy, karotenoidy,
antrachinony, naftochinony), substancje aromatyaij(wanilina, szafran, substancje
zapachowe z kawy, z kakao, z cebuli oraz z czosmskipstancje stodze (stewiozydy,
glicyryzyna, taumatyna), substancje pikantne (kizgsa), olejki eteryczne (raiowy,
anyzkowy) [Ramachandra Rao i Ravishankar, 2002; Smktar2908].

Metabolity wtorne s wykorzystywane rownie w przemygle kosmetycznym
i perfumeryjnym, najogciej s to zwiazki z grupy olejkdw eterycznych, saponin oraz
barwnikéw rdlinnych. S stosowane jako skitadniki kremow chrgmich przed
promieniowaniem UV, szamponow, barwnikéw w cieniaichpowiek czy farbach do
wilosow [Oleszek, 2009]. Tabele 4 - 6 przedstayiagtabolity wtdérne syntetyzowane

w raslinnych kulturachn vitro.
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Tabela 4. Metabolity wtérne otrzymywane w kulturdetusowych (Mulabagal i Tsay, 2004; Vanisree
i in., 2004; Karuppusamy, 2009; zmodyfikowane)

Gatunek réliny Metabolit

Agave amaniensis saponiny

Allium sativum allina

Ambrosia tenuifolia altamizyna

Artemisia annua artemizyna

Bupleurum falcatum saikosaponiny
Camellia chinensis flawony

Canavalia ensiformis kanawanina

Capsicum annum kapsaicyna
Chrysanthemum cinerariaefolium pyretryny

Citrus spp. naringina, limonina
Coffea arabica kofeina

Corydalis ophiocarpa alkaloidy izochinolinowe
Coscinium fenustratum berberyna

Crataegus sinaica flawonoidy

Cryptolepis buchanariRoem kryptozyna

Duboisia leichhardtii alkaloidy tropanowe
Eriobotrya japonica triterpeny

Eucalyptus tereticornis sterole, zwizki fenolowe
Fabiana imbricata rutyna

Frangula alnus
Gentiana spp.
Glycyrrhiza echinata
Glycyrrhiza glabra
Hyocyamus niger
Ipomoea cairica
Momordica charantia
Mucuna pruriens
Nandina domestica
Nicotiana rustica
Nothapodytes foetida
Ophiorrhiza pumila
Panax ginseng
Papaver bracteatum
Papaver somniferum
Phiorrhiza pumila
Plantago media
Pluchea lanceolata
Polygala amarella
Portulaca grandiflora
Ptelea trifoliata
Rauvolfia sellowii
Rauvolfia serpentina
Rhamnus catharticus
Rheum ribes

Ruta spp.

Salvia fruticosa
Salvia miltiorrhiza
Salvia officinalis
Salvia sebiferum
Saprosma fragrans
Scopolia parviflora
Scutellaria columnae
Silybum marianum
Tecoma sambucifolium
Vaccinium myrtillus
Victis vinifera

antrachinony

glikozydy sekoirydoidéw
flawonoidy

triterpeny

alkaloidy tropanowe
lignany

flawonoidy

L-DOPA

alkaloidy

alkaloidy

kamptotecyna
kamptotecyna
saponiny, sapogeniny
tebaina

alkaloidy, morfina, kodeina
alkaloidy

werbaskozyd
kwercetyna

saponiny

betacyjanina

alkaloidy

alkaloidy

rezerpina, serpentyna
antrachinony

katechiny

alkaloidy, kumaryny
kwas rozmarynowy
kwas rozmarynowy, kwas litospermowy
terpenoidy

taniny

antrachinony

alkaloidy

zwiazki fenolowe
sylimaryna

glikozydy fenylopropanoidow
flawonoidy

resweratrol

Zataria multiflora

kwas rozmarynowy
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Tabela 5. Metabolity wtérne otrzymywane w kulturaetwiesin komérkowych (Mulabagal i Tsay, 2004;

Vanisree i in., 2004; Karuppusamy, 2009; zmodyfikoe)

Gatunek réliny Metabolit

Aloe saponaria glukozydy tetrahydroantracenu
Ammi visnaga furanokumaryny

Anchusa officinalis kwas rozmarynowy

Brucea javanica alkaloidy

Camellia sinensis tiamina, pochodne-glutamylu
Capsicum annuum kapsaicyna

Cassia acutifolia
Catharanthus roseus
Cayratia trifoliata
Choisya ternata
Chrysanthemum cinerariaefolium
Cinchona ledgeriana
Cinchona robusta
Cinchona succirubra
Coscinium fenustratum
Cornus kousa

Cruciata glabra
Digitalis purpurea
Dioscorea deltoidea
Ephedra spp.
Eucommia ulmoides
Fabiana imbricata
Fumaria capreolata
Ginko biloba

Glehnia littoralis
Hypericum perforatum
Hyssopus officinalis
Isoplexis isabelliana
Lithospermum erythrorhizon
Lycium chinense
Morinda citrifolia
Mucuna pruriens
Nicotiana tabacum
Panax notoginseng
Papaver somniferum
Peganum harmala
Phytolacca americana
Picrasma quassioides
Piper solmsianum
Podophyllum hexandrum
Polygonum hydropiper
Rauwolfia sellowii
Rauvolfia serpentina
Rubia akane

Salvia fruticosa

Salvia miltiorrhiza
Sapium sebiferum
Saponaria officinalis
Solanum chrysotrichum
Solanum laciniatum
Solanum paludosum
Tabernaemontana divariacata
Taxus baccata

Taxus cuspidata
Tinospora cordifolia
Trigonella foenugraecum
Vitis vinifera

antrachinony

alkaloidy indolowe, katarantyna, winkrystyna
stilbeny

alkaloidy furochinolinowe,
kwas chryzantemowy
chinina

robustachinony
antrachinony

berberyna

polifenole

antrachinony
kardenolidy

diosgenina

L-efedryna, D-pseudoefedryna
kwas chlorogenowy
rutyna

alkaloidy izochinolinowe
ginkgolid A
furanokumaryny
hiperycyna

triterpeny, sterole
antrachinony

szikonina

cerebrozyd
antrachinony

L-DOPA

nikotyna

ginsenozydy

alkaloidy, morfina, kodeina
alkaloidy p-karbolinowe
betacyjaniny

kwazyna

piperyna
podofilotoksyna
flawonoidy

alkaloidy

rezerpina

antrachinony

kwas rozmarynowy
kryptotanszinon

taniny

saponiny

saponiny spirostanolowe
solasodyna
solamargina

alkaloidy

taksol, bakkatyna Il
taksoidy

berberyna

saponiny

antocyjany
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i Chmiel, 2006; Karuppusamy, 2009; zmodyfikowane)

Tabela 6. Metabolity wtorne otrzymywane w kulturag&brzeni transformowanych (Wysdiska

Gatunek réliny

Metabolit

Agastache rugosa
Ambrosia maritima
Amsonia elliptica
Angelica gigas
Anisodus luridus
Arachys hypogaea
Armoracia laphthifolia
Arnica montana
Artemisia absynthium
Artemisia annua

Beeta vulgaris
Brugmansia candida
Campanula medium
Camptotheca acuminata
Cassia obtusifolia
Catalpa ovata
Catharanthus trichophyllus
Centaurium erythraea
Datura stramonium
Duboisia leichhardtii
Duboisia myoporoides
Echinacea purpurea
Fagopyrum esculentum
Geranium thunbergii
Glycyrrhizai glabra
Gynostemma pentaphyllum
Hyocyamus niger
Hyoscyamus muticus
Hyssopus officinalis
Lactuca virosa
Leontopodium alpinum
Linum flavum
Lithospermum erythrorhizon
Lupinus mutabilis
Nicotiana hesperis
Ocimum basilicum
Papaver somniferum
Physalis minima
Pimpinella anisum
Platycodon grandiflorum
Plumbago zeylanica
Puerearia phasoloides
Rubia spp.

Salvia spp.

Scutellaria baicalensis
Sesamum indicum
Silybium marianum
Solanum aculeatissi
Solanum mauritanum
Swertia japonica
Tagetes patula
Tanacetum parthenium
Tylophora indica
Valerianella lacustra

kwas rozmarynowy
poliacetyleny

alkaloidy indolowe
deoursin

alkaloidy tropanowe
resweratrol

fisicoccin

olejek eteryczny, kwas chlorogenowy
olejek eteryczny
artemizyna

betalainy

alkaloidy tropanowe
poliacetyleny
kamtotecyna, hydroksykamptotecyna
antrachinony
werbaskozyd, izowerbaskozyd
alkaloidy indolowe
glikozydy sekoirydoidowe
hioscyjanina
skopolamina
skopolamina

alkamidy

rutyna

taniny

glicyryzyna, flawonoidy
saponiny

alkaloidy tropanowe
hioscyjamina

kwas rozmarynowy
laktony seskwiterpenowe
olejki eteryczne
koniferyna, lignany
szikonina

izoflawony

anatabina

kwas rozmarynowy
kodeina

glukozyd solasodyny
olejki eteryczne
poliacetyleny
plumbagina

pueraryna

antrachinony

kwas rozmarynowy, diterpeny, triterpeny, stercszinony

flawonoidy
naftachinony
sylimaryna

saponiny steroidowe
solasodyna
amarogenetyna
tiofen

seskwiterpeny
tyloforyna
walepotriaty
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1.4.2. Wplyw ranych czynnikbw na biosynteg zwiazkow bioaktywnych

w kulturach in vitro

Metoda pozyskiwania metabolitdw wtornych w kultdrae vitro jest procesem
wieloetapowym, a na syntezpozadanych zwizkow wpltywa wiele ranorodnych
czynnikéw. Ogélnie meemy je podzieli na czynniki zwazane z materiatem gtnnym
wprowadzanym do kultury (genotyp stimy macierzystej,zrodto eksplantatu, faza
fizjologiczna komorek w kulturze) i czynniki za#ane z samkultura jak zmienné¢
somaklonalna w kulturze oraz czynniki fizyko-chemme kultury (sktad poywki:
skfadniki mineralne,zrodto wegla, regulatory wzrostu, prekursory, elicytory, pH
pozywki, ale take warunki zewstrzne w jakich prowadzona jest kulturswiatto,
temperatura czy napowietrzanie). Czynniki te razéworza zespot zalenosci
warunkupcych biosynteg metabolitow wtornych, a emorodndé zaleznosci sprawia,
ze dla kadego rodzaju kultury warunki optymalne dla biosygtezwiazkow
bioaktywnych ustala sieksperymentalnie [Smetanska, 2008; Shilpa i BiL02

Badania na zawarté metabolitbw wtérnych w populacji danego gatunkazor
selekcja najbogatszego w te zmki materiatu jest pierwszym etapem. Genetyczny
potencjat réliny jest najwaniejszym czynnikiem warunkagym  profil
syntetyzowanych przez aii zwiazkdéw, czynniki srodowiskowe mog jedynie
modyfikowa ekspresj tych genow. W wielu przypadkach obserwowano pozgty
korelacg pomkdzy wysolk zawartdcia zwiazkéw bioaktywnych w rélinie
macierzystej oraz otrzymanymi z niej kulturamivitro. Kultury Catharanthus roseus
zatazone z ralin wytwarzapcych due ilosci serpentyny [Zenk i in., 1977], podobnie
jak kultury Nicotiana tabacuniKinnersley i Dougall, 1980], ktére uzyskano Zlno
bogatych w nikotya cechowata rownie wysoka produkcja metabolitow wtérnych.
Odwrotra zaleznos¢ stwierdzono jednak w przypadku produkcji berberyprzez
kultury Thalicrum minugSuzuki i in., 1987].

W kulturach in vitro czstym zjawiskiem jest zmiendé genetyczna
I epigenetyczna komorek. Jednym zedel zmiennéci jest zré@nicowanie tkanek
eksplantatu wprowadzanego do kultury (wiek, typnkap Merystemy apikalne
zawieraj wytacznie komoérki diploidalne, natomiast dojrzate i zritowane tkanki
cechujp zmiany chromosoméw w komorkach, jako rpstwo endoreduplikacji.
Kultura kalusa, jak réwnie zawiesiny komorkowej jest zbiorem heterogennych

komérek o zrénicowanej aktywnéci biochemicznej i zdoln@i do biosyntezy
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metabolitow wtérnych [Bhojwani i Razdan, 1996]. Véaltego zjawiska konieczna jest
selekcja linii cechuicej st wysoky zawartdcia pazadanych metabolitow wtérnych
[Shilpa 1 in., 2010]. Selekcja linii komdrkowej jesszczegolnie tatwa do
przeprowadzenia w przypadku gdy produkt jest bakiem. W ten sposob otrzymano
wysokoproduktywne linieLithospermum erythrorhizomwytwarzaace 13 - 20 razy
wiccej szikoniny [Fujita i in., 1984] oraz lini€uphorbia milli, ktére produkowaty
siedem razy wicej antocyjandéw [Yamamoto i in., 1982] w stosunku feeterogennej
tkanki wyjsciowej. W innych przypadkach selekaimazliwiaja réznorodne techniki
chromatograficzne.

Monitorowanie zawart@i zwiazkdw bioaktywnych w kulturachin vitro
umazliwia najprostsza technika jakjest TLC (Cienkowarstwowa Chromatografia
Cieczowa), jak rownie HPLC (Wysokosprawna Chromatografia Cieczowa), UPLC
(Ultrasprawna Chromatografia Cieczowa) oraz GC ¢@Gtatografia Gazowa). Stogqj
metody analityczne jak LC-MS (sprznie chromatografii cieczowej ze spektromeetri
mas), GC-MS (spkzenie chromatografii gazowej ze spektrometrnas), NMR
(Spektroskopia Magnetycznego Rezonansdralvego) i 2D-NMR (Dwuwymiarowa
Spektroskopia Magnetycznego Rezonanglralvego) maliwe jest okrglenie struktur
nowych zwazkdéw syntetyzowanych w kulturach vitro, a nieobecnych w #tinie
macierzystej [Cisowski i in., 1998; Stobiecki, 20@uyckens i Clayes, 2004; de Rijke
i in., 2006; Oleszek, 2009; Allwood i Goodarce, @0%chripsema, 20105teinmann
I Ganzera, 2010].

Sktad oraz proporcje mikro- i makroelementéw wzywece hodowlanej maj
duze znaczenie dla metabolizmu komorki. Podziaty kdcade umaliwiajace przyrost
biomasy oraz wytwarzanie metabolitdw wtornych zazzey % sobie przeciwstawne.
Pazywki, ktére umaliwiaja szybki przyrost biomasy (zawiegapuze ilosci jonéw
azotanowych, amonowych, fosforanowych) nie sprayjajosyntezie metabolitow
wtornych, a ich produkejstymuluje wyczerpywanie gitych sktadnikow w paywce
[Dougall, 1980].

Pazywki hodowlane jak MS (pgwka Murashigego i Skooga 1962),
LS (pazywka Linsmaiera i Skooga 1965), B5 @ywka Gamborga 1968) zawiesaj
jako zrédto azotu zaréwno jony NO oraz NH,". Wykazano, i proporcje tych jonéw
wzgledem siebie, jak réwnie catkowite s¢zenie azotu w poywce wplywa na
produkcg metabolitdw wtérnych w kulturachn vitro [Smetanska, 2008]. Obnie

poziomu jonéw amonowych i jednoczesne gkszenie sgzenia jondw azotanowych
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stymulowaty produke szikoniny w kulturach zawiesinowychLithospermum
erythrorhizon [Fujita i in., 1981] oraz betalain [Bohm i Rink988]. Zwigkszenie
stezenia jondw amonowych w stosunku do azotanowych @pélo natomiast
wytwarzanie berberyny w zawiesinach komaérkowythalictrum minus[Nakagawa
i in., 1984], jak rownie koenzymu Q w kulturach tytoniu [Ikeda i in., 197Wykazano
rowniez, ze obnienie zawartéci azotu we wszystkich jego formach pozytywnie
wpltyneto na biosyntez antrachinonow w kulturze zawiesinowljorinda citrifolia
[Zenk i in., 1975] oraz antocyjandw w kulturze zasinowejVitis spp [Yamakawa
i in., 1983]. Zwkkszenie sizenia fosforanbw w powce podnosito zawaro
digitoksyny w kulturactDigitalis purpurea[Hagimori i in., 1982], a tate betacyjanin
zarowno w kulturactChenopodium rubruneczy Phytolacca americangBohm i Rink,
1988]. Obnienie zawartéci tych jonow wplyrto natomiast pozytywnie na syntez
ajmalicyny oraz zwizkéw fenolowych w kulturachCatharanthus roseufKnobloch

I Berlin, 1983], a take nikotyny w kulturach zawiesinowycNicotiana tabacum
[Mantell i in., 1983]. Wykazano rownie ze na produktywn@& wielu kulturin vitro
wpltywa zmiana stzen mikroelementéw w poywce. Pierwiastkiladowe g faktycznie
wykorzystywane jako elicytory abiotyczne - czynnikndukupce biosynteg
metabolitow wtérnych [Verpoorte i in., 1999; Narula., 2004]. Przyktadem me by
chociaby wzrost akumulacji betalain w kultura&eta vulgarispoprzez zwikszenie
stezenia jonéw C8" z 1 do 5uM [Trejo-Tapia i in., 2001]. Wzrost &tenia jonéw
miedzi oraz siarczanowych stymulowat prodgkcjszikoniny w kulturach
zawiesinowych Lithospermum erythrorhizonFujita i in., 1981]. Obserwowano
pozytywne oddziatywanie jonéw €una produkaj ksantotoksyny w kulturacAmni
majus [Purohit i in., 1995a; Purohit i in., 1995b], ldgny w kulturachLepidium
sativum[Saba i in., 2000] oraz siewkacdhmaranthus caudatufObrenovic, 1990].
Wykazano ponadto stymulige oddziatywanie jonéw Gii na proces embriogenezy
somatycznej i rozwoj powstatych zarodkéw w kultdr&itrus spp [Jumin, 1995] oraz
regeneragj roslin Nicotiana tabacumjak réwniez Bacopa monniergNarula i in.,
2004]. Przebadano ta#& wptyw r&norodnych pierwiastkow m.in.: Ca, Mg, Mo na
produkcg sapogenin steroidowych w kulturaggave amaniensigindrayanto i in.,
1993; Indrayanto i in., 1996]. Badania vitro umazliwity réwniez otrzymanie rélin
cechujpcych st podniesionym poziomem tolerancji w stosunku dorvastkow
sladowych. Jest to szczegOlnie ama w odniesieniu do wzrasiepgo poziomu

skazeniasrodowiska tymi pierwiastkami [Chakarvarty i Srivasa, 1997].
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Istotny wptyw na produkej zwiazkdw bioaktywnych ma rodzajrodta wegla
oraz jego zawartgé w pazywce. Sacharoza oraz glukoza wzehiu 2 - 4% stanowi
najpopularniejsze z nich. Jako dodatkowe bywsipsowane fruktoza, galaktoza oraz
maltoza [Smetanska, 2008]. Wzroskzehia sacharozy w pgwce wplywat na
zwickszenie akumulacji alkaloidow w zawiesinie komoérlkepw Holarrhena
antidysenterica [Panda i in., 1992], szikoniny w kulturach zawresvych
Lithospermum erythrorhizofujita i in., 1981; Srinivasan i Ryu, 1993] onamdukcg
kwasu rozmarynowego w kulturachnchusa officinalisfSu i Humprey, 1990], czy
Coleus blumei [Martinez i Park, 1993]. Podobnie w zawiesinie Kokowej
Eschscholtzia californicawzrost s¢zenia sacharozy do 8% zkiszyt wydajndé
produkcji alkaloidéw a o 10 razy (do 150 mg¥) [Berlin i in., 1983]. Przebadano
réwniez wplyw pocatkowego sizenia sacharozy (20, 30, 40 lub 60 ¢)Lna
produktywna¢ zawiesiny komérkowejPanax notoginsengNajwieksza akumulacg
saponin, jak réwniepolisacharydéw odnotowano gdy:tnie cukru wynosito 40 gt
[Zhang i in., 1996]. Stres osmotyczny powstaty wniky oddziatywania sacharozy
oraz innych czynnikbw osmotycznych korzystnie wpatyna produkai antocyjanéw
w zawiesinach komorkowyctictis vinifera[Do i Cormier, 1990] oraz gromadzenie Si
nikotyny w zawiesinach komorkowycNicotiana tabacum[Mantell i in., 1983].
Obserwowano réwnie odwrotry korelacg, zwickszenie stzenia sacharozy do 5%
w kulturach zawiesinowyclralia cordata w niekorzystny sposob oddziatywato na
produkcg antocyjanin, podczas gdy egenie 3% stymulowato ich akumulacj
[Sakamoto i in., 1994]. Przebadano réwnieptyw réznych kombinacji i stzen
glukozy, fruktozy i sacharozy na przyrost biomasgzoproduka} taksolu w kulturach
zawiesinowych Taxus media Warianty paywek gdzie zastosowano fruktopz
w stzeniu 40 g [* obecn jako jedynezrédio wegla, ldz fruktoze w kombinacii
z glukoz w skezeniach po 20 g t, jak réwnie sacharoz w stzeniu 80 g [* sprzyjaty
przyrostowi biomasy. Produkctaksolu stymulowata pgwka, w ktorejzrodio wegla
stanowita sacharoza (20 gLz niewielkim dodatkiem fruktozy i glukozy (po 2g5.Y).
W tym wypadku obserwowano jednakredni poziom przyrostu biomasy
[Wincermesinhe i Arteca, 1994].

Zasadniczy wptyw na produkcjmetabolitdw wtérnych w kulturacin vitro
wywieraja hormony, gtownie auksyny i cytokininy oraz ich Jjeane proporcje.
Czynniki te regulyj podziaty oraz rénicowanie si komorek, jak rowniz oddziatup

na enzymy z rinych szlakéw metabolicznych [Ramachandra Rao i $kevikar, 2002;
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Smetanska, 2008; Shilpa i in., 2010]. Generalniesokie stzenie auksyny 2,4-D
w pozywce obnka poziom akumulacji zwikkdéw bioaktywnych w komérkach,
jednoczénie zwhzek ten bardzo efektywnie stymuluje induktfanki kalusowej, jak
rowniez przyrost biomasy [Stafford i in., 1986; Rao i Renankar, 2002; Smetanska,
2008]. W obecngxi tego hormonu w kulturacihalicrum minusobserwowano szybki
przyrost biomasy, jednak zawa¥to berberyny w komérkach byta bardzo niska
[Nakagawa i in., 1986]. Aplikacja 2,4-D powodowaidwniez obnizenie produkcji
antrachinonéw w kulturach zawiesinowytkorinda citrifolia [Zenk i in., 1975], czy
nikotyny w zawiesinach komorkowyciNicotiana tabacum[Furuya i in., 1971].
Obserwowano réwniesytuacje, w ktorych obecko 2,4-D w paywce stymulowata
wytwarzanie zwizkéw bioaktywnych jak w przypadku akumulacji karoaelow
w kulturach kalusowychDaucus carota[Rajendran i in., 1992] oraz w kulturach
zawiesinowych tego gatunku [Mok i in., 1976], anjendw w kulturach kalusowych
Oxalis linearis[Meyer i Staden, 1995], jak rowri@rodukcji L-DOPA przez zawiesiny
komoérkoweMucuna[Narula i in., 2004]. W przypadkach kiedy obe&h@,4-D byta
czynnikiem ograniczagym produktywné¢ kultury jej eliminacja bdz zasgpienie
poprzez ing auksyr IAA (kwas indolilo-3-octowy) lub NAA (kwas naftyld-octowy)
przynosito pozytywne rezultaty. W ten sposéb ¢aszono akumulagj nikotyny
w zawiesinach komorkowycNicotiana tabacuniSahai i Shuler, 1984], betacyjanin
w kulturach zawiesinowychPortulaca [Bohm i Rink, 1988], antrachinonow
w kulturach Morinda citrifolia [Zenk i in., 1975] oraz kamptotecyny w kulturach
zawiesinowychNothapodytes foetidgFulzele i in., 2001]. Podobnie jak auksyny
cytokininy rowniez oddziatup na syntez metabolitow wtérnych. | tak na przykiad
kinetyna w kulturach kalus&tizolobium hassjo@wickszata akumulagj L-DOPA
[Narula i in., 2004], podobnie w kulturacMaplopappus gracilusstymulowata
wytwarzanie antocyjanéw [Seitz i Hinderer, 1988]atomiast w kulturach
zawiesinowychPopuluswykazywata dziatanie inhibage ich synteg [Matsumoto i in.,
1973]. BA (6-benzyloaminopuryna) natomiast &weizat akumulag szikoniny
w kulturach Lithospermum erythrorhizgnalkaloidéw w kulturach zawiesinowych
Catharanthus roseugak rowniez witanolidéw w kulturachNithania somnifergNarula

I in., 2004]. Kwas giberelinowy podobnie jak kwdssaysynowy wykazuaj dziatanie
hamujce na produkej antocyjanin w wielu kulturachn vitro [Ramachandra Rao
i Ravishankar, 2002; Shilpa i in., 2010]. Opisaednak stymulujcy wptyw kwasu
giberelinowego na synteberberyny w kulturaciCoptis japonicgdHara i in., 1988].
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Z czynnikbw zewantrznych najwekszy wpltyw na biosyntez metabolitow
wtornych w kulturachin vitro odgrywaswiatto, istotna jest jak&@ oraz intensywng
Swiatta, ale i dlugét stosowanego fotoperiodu [Smetanska, 2008]. Odgrpwa
szczegOlnie wang role w syntezie metabolitbw wtornych gdzie zaaraysane s
enzymy foto-zalene jak np. PAL (amoniakoliaza fenyloalaninowa) hoar udziat
w biosyntezie kwasow cynamonowych, flawonoidoéw, emyocyjanéw [Stafford i in.,
1986]. Wykazano stymulgge oddziatywanieswiatta na produke antocyjanéw
w kulturachDaucus cordatdSeitz i Hinderer, 1988]Aralia cordata[Sakamoto i in.,
1994] iPrunus cerasufBlando i in., 2005] oraz zawaié seskwiterpenow w kulturach
kalusowych Marticaria chamomilla[Mulder-Krieger i in., 1988] a tale produkcg
kofeiny w zawiesinach komodrkowychCoffea arabica [Kurata i in., 1998].
Wyeliminowanie swiatla spowodowato natomiast wzrost akumulacji ntermenow
w kulturach kalusowyckEitrus limon[Mulder-Krieger i in., 1988].

Poza swiattem istotny wplyw na produkgj metabolitdw wtérnych odgrywa
temperatura. W przewajacej liczbie przypadkow optymadn temperatuy dla
biosyntezy metabolitéw wtérnych gkiszcci gatunkéw rélin jest 17 — 25°C, wartd
ta pokrywa sj z optimum temperaturowym dla wzrostu komorek [Smska, 2008;
Shilpa i in., 2010]. Obuenie temperatury hodowli z 27 do 16°C kul@atharanthus
roseusspowodowato 12 krotne zekszenie akumulacji alkaloidow [Courtois i Guren,
1980], obnienie temperatury spowodowato rowhievzrost produkcji kwaséw
ttuszczowych w kulturach zawiesinowych tego gaturKwivonen i in., 1992].
Zredukowanie temperatury z 27 do 10°C na okres dzigozwkkszyto akumulag
olejku eterycznego w kulturaddentha piperita[Dornenburg i Knorr, 1996]. Wzrost
temperatury z 24 do 32°C spowodowatl natomiastklzsvienie syntezy koenzymu Q
w zawiesinach komorkowyciNicotiana tabacum[lkeda i in., 1977]. W kulturach
zawiesinowych Digitalis lanata temperatura 19°C powodowata biotransforraacj
digitoksyny do digoksyny, podniesienie temperatudg 32°C okazata si by¢
optymalnym dla produkcji purpureaglikozydu A [Snretka, 2008].

Wartas¢ pH pazywki wptywa rowniez na biosynteg metabolitbw wtornych,
optymalne wartéci dla wzrostu komoérek mieszcsie w zakresie 5,5 — 6,0; wam
skrajne nie g stosowane. Warf6 pH oddziatuje na pobieranie skltadnikowzgadiczych
i prekursorow z poywki, jak rowniez uwalnianie syntetyzowanych zygkow przez
komorki do paywki. Stezenie jondw wodorowych w pgwce zmienia & wraz

Zz czasem trwania hodowli danej kultury. Waé@H obnia st na skutek poboru
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jonébw amonowych, kmie natomiast w wyniku poboru jonéw azotanowych Pdoald
I Jackman 1989; Ramachandra Rao i Ravishankar,; Zl@2tanska, 2008; Shilpa i in.,
2010].

Jednym z waniejszych czynnikbw wplywagym na wzrost zawiesin
komorkowych jest wielk@ inokulum. Dla wekszasci przypadkow wielké¢ inokulum
wynoszca 10 - 15% (v/v) okazatagsby¢ optymalna.

W procesie produkcji metabolitow wtérnych nazgliskak wazny jest ponadto
sposOb wytrzsania oraz napowietrzania kultury [Ramachandra R&avishankar,
2002]. Wozrost akumulacji saponin w zawiesinach kdwod@ych Panax ginseng
hodowanych w bioreaktorze uzyskano poprzezgkswenie ildci tlenu [Thanh i in.,
2006]. Syntez linalolu oraz innych monoterpenéw w zawiesinachmkokowych
stymulowat dwutlenek wgla [Ambid i Fallot, 1981]. Powodowat on jednak atemie
produkcji ginsenozyddw w kulturach korzéPanax ginsengAli i in., 2008].

1.4.3. Metody zwgkszenia produktywnaosci w roslinnych kulturach in vitro

Skutecznym sposobem awkszania produkcji metabolitow  wtornych
w kulturachin vitro okazata si suplementacja egzogennymi prekursorami biosyntezy
pozadanych zwizkéw, a take elicytacja. Kulturyin vitro umazliwiaja rowniez
przeprowadzenie biotransformacjiznmrodnych metabolitow. Wkszd¢ metabolitow
wtornych jest akumulowana weatrzkomaorkowo, nieliczneaswydzielane do medium
hodowlanego. W takim przypadku zastosowatywicy XAD-7 umazliwia absorbag
uwalnianego do pgwki zwiazku. Uwalnianie syntetyzowanych metabolitow do
pozywki umozliwia réwniez proces permeabilizacji bton  komodrkowych.
Rozszczelnienie bton uzyskujeg gpoprzez stosowanie impulsow elektrycznych oraz
ultradzwickéw, zmiar pH, a take poprzez dodanie zu@kdéw jak: izopropanol, DMSO
czy Triton X-100. Mage to znaczco utatwi procedu¢ ekstrakcji zwazkow
aktywnych, obniajac réwnoczénie koszty ich produkcji [Ramachandra Rao
i Ravishankar, 2002; Smetanska 2008; Shilpa R®10].
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1.4.3.1. Stosowanie prekursoréw biosyntezy

Egzogenne podanie prekursora ze szlaku metabofozngst czsto
praktykowane w celu zwkszenia produkcji oké&onego zwizku bioaktywnego.
Kazdy zwiazek lkpdacy pocatkowym elementem danego szlaku stwarzazliwomsé
podniesienia wydajriai biosyntezy produktu finalnego, ale pod warunkigay jest on
czynnikiem limitupcym wydajnd¢ procesu. Stosowanymi prekursoramipszewanie
aminokwasy, stymulgjone biosynteg alkaloidow, kwasu rozmarynowego ale i innych
zwigzkéw [Ramachandra Rao i Ravishankar, 2002; Muldbiagjaay, 2004; Namdeo
i in., 2007; Smetanska 2008].

Wzbogacenie o fenyloalarin zawiesiny komodrkowej Salvia officinalis
stymulowato biosyntez kwasu rozmarynowego [Ellis i Towers, 1970] oraz
antocyjanéw w przypadku zawieskragaria ananassgEdahiro i in., 2005]. Wzrost
akumulacji taksolu w kulturaciaxus cuspidatdyt réwniez wynikiem aplikacji tego
aminokwasu [Fett-Neto i in., 1993; Fett-Neto i i6994]. Fenyloalanina podana do
kultur korzeniowych Cicer arietinum wplynegta na zwekszenie akumulacji
izoflawonow: biochaniny A, formononetyny, homoferyay oraz ciceryny [Armero
I in., 2001]. Podawanie kulturorwanilla planifolia kwasu ferulowego wptyto na
zwickszenie produkcji waniliny [Romagnoli i Knorr, 1988Dodatek leucyny
spowodowat natomiast zgkszora akumulacg monoterpenow w kulturzeéPerilla
frutiscens [Mulder-Krieger i in., 1988]. Egzogenne podanigptofanu do zawiesin
komérkowychCatharantus roseuswickszyto akumulag ajmalicyny [Fulzele i Heble,
1994]. Wzrost akumulacji flawonoidéw w zawiesinakbmorkowych Scutellaria
baicalensisspowodowany byt dodaniem kwasu cynamonowego [Maifiusek, 2007].
Tabela 7 prezentuje wykorzystanie prekursorow wu celWickszenia akumulacji
metabolitow wtérnych w kulturadi vitro.

Podawanie prekursorow biosyntezy zmkiow bioaktywnych w kulturach
in vitro maze okazé sig obiecupca metod, ich pozyskiwania pod warunkiem
korzystnych rezultatow. Kluczem do sukcesu jesttazsasvanie odpowiedniego
prekursora oraz poznanie szlaku metabolicznego, tévyik przeprowadzana jest
synteza pgadanego metabolitu [Namdeo i in., 2007].
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Tabela. 7. Metabolity wtérne otrzymane w Kkulturach vitro poprzez dodanie
egzogennych prekursorow (Namdeo i in., 2007), zrfikolyane

Gatunek réliny

Substrat

Produkt

Atropa belladonna
Camptotheca acuminata
Capsicum annuum
Capsicum frutescens

Capsicum frutescens
Catharanthus roseus
Catharanthus roseus
Ceanothus americanus
Celosia plumosa
Cephaelis ipecacuanha
Cicer arietinum

Coleus blumei
Convallaria majalis
Coreopsis tinctoria

Daucus carota

Delonix regia

Digitalis lanata

Digitalis purpurea
Dioscorea deltoidea
Duboisia leichhardtii
Eschscholtziacalifornica
Ginkgo biloba

Glycine max

Heimia salicifolia
Holarrhena
antidysenterica
Hypericum perforatum

Lithospermum
erythrorhizon

Lunaria annua

Mentha piperita
Nicotiana tabacum
Nicotiana tabacum
Phaseolus vulgaris
Podophyllum hexandrurn
Portulaca grandiflora
Rhodiola sachalinensis
Scopilia japonica
Securinega suffruticosa
Taxus chinesis

Taxus wallichiana
Taxus cuspidata

Taxus cuspidata
Trifolium pratense

kwas tropowy

L [17-1“C]-tryptofan; [Ar®H,]-tryptofan
L-tyrozyna; DL-DOPA
fenyloalanina; kwas kumarowy,
kwas cynamonowy, kwas ferulowy
kwas ferulowy
sekologanina, loganina
tryptofan
aminokwasy
betanidyna, betanina
tyrozyna, fenyloalanina
7,4’-dihydroksyflavanone-[T]
fenyloalanina
(R,S)-[1-14_C, 15N]metionina
fenyloalanina

kwas synapowy
kwasy-diaminomastowy
cholesterol, fitosterol, stigmosterol
glukoza

choresterol

fenyloalanina

tyrozyna

terpenoidy

daidzeina,

7,2’ 4 -trinydroksyizoflawon
fenyloalanina

cholesterol

1-[U-(13)C(5)]walina
1-[U-(13)C6)]izoleucyna
fenyloalanina

fenyloalanina

2-"C mewalonian

ornityna

nornikotyna

2,4 A-trinydroksyhalkon, daidzeina
nfenyloalanina; kwas cynamonowy,

kwas ferulowy

fenyloalanina

kwas tropowy

tyrozyna

fenyloalanina

fenyloalanina, leucyna

fenyloalanina, kwas benzoesowy,

seryna, glicyna

kwasy karboksylowe, aminokwasy

7,2’-dihydroksy-4’-metoksyizoflawon

Vanilla planifolia

kwas cynamonowy; kwas ferulowy

alkaloidy tropanowe
kamptotecyna
kapsaicyna
kapsaicyna

wanilina, kapsaicyna
ajmalicyna

ajmalicyna

alkaloidy makrocykliczne
amarantyna

cefalina

flawonoidy

kwas rozmarynowy

kwas azetydyno-2-karboksylowy
1'-izobutyryloksyeugenol-4-
izoma&lan

antocyjany

kwas azetydyno-2-karboksylowy
pochodne preghanu
digitoksoza

diosogenina

alkaloidy tropanowe

alkaloidy

ginkgolidyi bilobalidy
fitoaleksyny

kryogenina
alkaloidy steroidowe

hiperoforyna
kwas rozmarynowy

lunaryna

monoterpeny, seskwiterpeny
nikotyna

nikotyna

faseolina

podofilotoksyna

4’-demetylo podofilotoksyna
salidrozyd

skopolamina

alkaloidy

taksol

taksol, bakatyna

taksol

taksol
demetylohomopterokarpina
kwas wanilinowy
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1.4.3.2. Elicytacja

Elicytacja jest koleja metod, zwigkszenia produkcji metabolitow wtérnych
w kulturachin vitro, poniewa elicytory aktywus szlaki ich biosyntezy. Ze wzglu na
miejsce powstawania wytdiamy elicytory endo- i egzogenne, natomiast w zaiéci
od ich pochodzenia rozidiamy elicytory biotyczne i abiotyczne (promieniovwaUV,
sole pierwiastkdwsladowych). W procesie elicytacji zasadnionle odgrywa rodzaj
elicytora, jego sizenie, czas oddziatywanglicytora, a take rodzaj oraz faza wzrostu
kultury poddawanej elicytacji [Yeoman i Yeoman, ©9%zpitter i Krdlicka, 2005;
Zhao i in., 2005; Namdeo, 2007; Smetanska, 2008u4tzhong, 2010; Sharma i in.,
2011].

Kultury korzeni wignikowych Psoralea corylifolia elicytowano ekstraktem
drozdzowym (YE), chitosanem, kwasem salicylowym (SA) org@oliaminami:
putrescyna i spermidyna. Poszczegolne elicytory wykazatly znicowany wptyw na
produkcj; izoflawonéw. W kulturach elicytowanych chitosanéznmg L%) akumulacja
daidzeiny wynosita 2,78% s.m., natomiast genistestanowita 0,279% s.m.
W przypadku SA (1 mM) produkcja daidzeiny gggieta wartgé 2,2% s.m. natomiast
genisteina byta akumulowana na poziomie 0,228% Baodanie petrescyny (50 mM)
spowodowato wzrost akumulacji daidzeiny do 3,01f%. sprodukcja genisteiny w tych
warunkach wynosita 0,227% [Shinde i in., 2009]. Abyickszy¢ produkcg kwasu
oleanowego w zawiesinach komorkowyChalendula officinalispoddano je procesowi
elicytacji z wykorzystaniem chitosanu, YE, JA (kwgasmonowego), pektynazy oraz
homogenatu pochodeego z grzybniTrichoderma viride.Najbardziej efektywnym
elicytorem okazat si JA. Maksymala akumulac} kwasu oleanowego (0,84 mg'g
s.m.) odnotowano po dodaniu 1@®1 tego zwiazku po 72 godzinach od momentu
elicytacji. Dodanie chitosanu (50 mg') spowodowato wzrost akumulacji kwasu
oleanowego do poziomu 0,37 mg g.m. po 48 godzinach. YE (200 m¢" Ipo 96
godzinach od momentu dodania) oraz pektynaza (2Lmgpo 48 godzinach od
momentu elicytacji) okazaly si mniej efektywne, akumulacja kwasu oleanowego
wynosita 0,22 mg § s.m. Najmniej skutecznym elicytorem okaza$ siomogenat
T. viride po 48 godzinach od elicytacji synteza kwasu alesygo stanowita
0,12 mg g s.m. [Wiktorowska i in., 2010]. Optymalny czas tiacji zaley od rodzaju
stosowanego elicytora. Rdice w szybkéci wywotywanych reakcji mog by¢
spowodowane g dyfuzja elicytorow przezciare komoérkows, a take zr&nicowary
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szybkdcia aktywacji szlakow przekazywania sygnatu, ktérewadz do syntezy
metabolitow wtérnych$zpitter i Krolicka, 200b

Stymulacja szlakow metabolicznych prowack do syntezy metabolitow
wtornych w komérkach poddanych procesowi elicytaeichodzi w wyniku aktywacji
szeregu czynnikow. Pierwszym etapem kaskady jestepeja sygnatu przez
odpowiednie receptory. W przekazywaniu sygnatu gaawane § nastpnie: biatka
wiazace GTP, blonowy kanat wapniowy urucham@j naptyw jonéw C& do
cytoplazmy, cyklaza adenylanowa (przksztatca ATP cMP-wtOrm czasteczk
sygnatow), kinazy biatkowe typu A (PKA), fosfolipaza C (P)LJosfatydyloinozytol
(P1), inozytolo(1,4,5)trifosforan (Hp, diacyloglicerol (DAG), kinaza biatkowa C
(PKC), kinazy aktywowane mitogenami (MAPK). Ngsttwem tej kaskady jest
aktywacja ekspresji gendéw warunkeych syntez zwiazkéw bioaktywnycHzhao i in.,
2005; Namdeo, 200¥asconsuelo i Boland, 20D7

Promieniowanie UV wptywa na aktywfo enzymdéw wywodacych se
Z raznych szlakow metabolicznych.aSo m.in.: liaza fenyloalaninowa (PAL) oraz
syntaza chalkonowej (CHS) pochade ze szlaku biosyntetycznego flawonoidow,
a take dekarboksylaza tryptofanu przeprowadeajpierwszy etap syntezy alkaloidow
indolowych [Zhang i Bjorn, 2009]. Promieniowanie BMvptyneto na zwgkszenie
akumulacji izoflawonéw w kulturach kalusowygbenista tinctoria[Tumova i Tuma,
2011], zwazkéw fenolowych (orientyny, izoorientyny, witeksynyzowiteksyny)
w kulturach kalusowyctPassiflora quadrangularigAntognoni i in., 2007], a tale
resweratrolu i piceatanolu w kulturach kalusowyatachis hypogaegKu i in., 2005].
Napromieniowanie swiattem UV-B zawiesin komorkowychCatharanthus roseus
wplyneto na zwekszenie akumulacji katarantyny oraz windoliny [Rama
i Jayabaskaran, 2008].

W kulturachin vitro jako elicytory § stosowane homogenaty oraz filtraty wielu
kultur grzybowych oraz bakteryjnych. Zhao i wspzgiyadali wptyw homogenatow
oraz filtratéw kultur z 12 gatunkow grzybow na puidjec alkaloidéw indolowych
(katarantyny, ajmalicyny i serpentyny) w zawiesikaanorkowejCatharanthus roseus
W zalenosci od gatunku grzyba oraz rodzaju elicytora (bgemat hdz filtrat)
obserwowano rinice w catkowitej produkcji alkaloidow, ich uwalmia do paywki
oraz proporcjach mdzy poszczegolnymi alkaloidami. Najbardziej efektym
elicytorem okazat sihomogenat 2Jstilaginodia verengZhao i in., 2001]. Inkubacja

zawiesin komdérkowychMedicago sativaz wycihgiem patogennego grzyb@homa
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medicagensisvptyneta na wzrost akumulacji satiwanu, medykarpiny dkamestrolu
[Paiva i in., 1994]. Filtrat z mycelium grzylfythium aphanidermaturstymulowat
syntez eskuliny oraz eskuletyny w kulturach korzeni $wixowatych Cichorium
intybus [Bais i in., 2000]. Filtraty z micelli grzyboéwAspergillus niger Fusarium
moniliforme oraz Trichoderma viridedodano do zawiesiny komorkow€jatharanthus
roseusw celu zwekszenia akumulacji ajmalicyny [Namdeo i in., 2002].

Wykazano pozytywny wpltyw YE na akumulackwasu ursolowego oraz
oleanolowego w zawiesinie komérkowSutellaria baicalensigYoon i in., 2000].
W kulturze korzeni wiénikowatychBurgmansia candidalicytowanej YE odnotowano
wzrost zawartéci skopolaminy i hioscyjaming ok. 200% w poréwnaniu do kontroli
[Pitta-Alvares i in., 2000]. Pozytywne oddzialywan¥E na akumulagj kwasow
fenolowych i naftochinonéw obserwowano réwiiew przypadku kultur korzeni
wiosnikowatychSalvia miltiorrhiza|Chen i in., 2001].

Chitozan skutecznie stymulowat akumutagyielu metabolitbw wtérnych jak:
alkaloidy, naftochinony, fenylopropanoidy oraz &mpidy w kulturach zawiesinowych,
kalusowych lub kulturach korzeni wdiaikowatych. Chitozan stymulowat akumulacj
paklitakselu w kulturach kalusowychaxusxmediaoraz T. cuspidata[Furmanowa
i in., 2000] oraz zawiesinach komérkowy€hchinesidZhang i in., 2000; Zhang i Xu,
2001]. Produkcja plumbaginy w kulturze zawiesinowdyimbago rosego dodaniu
chitozanu wzrosta ponad 6-krotnie do waciol50 mg ! [Komaraiah i in., 2002].
Chitozan spowodowat rowniewzrost syntezy mentolu w kulturze zawiesinowej
Mentha piperita.Elicytor w stzeniu 200 mg [* podniést 40-krotnie jego zawafto
w stosunku do kontroli [Chang i in., 1998]. Chitosa stzeniu 200 mg [* zwiekszy}
syntez indirubiny w kulturze zawiesinowdpolygonum tinctorunjfKim i in., 1997],
a w stzeniu 250 mg [* spowodowat wzrost akumulacji hioscyjaminy w kuter
korzeni wignikowatychHyoscyamusnuticus[Sevon i in., 1992].

Jako elicytory powszechnie wykorzystywang lsvas salicylowy oraz kwas
jasmonowy i jego metylowa pochodna (MeJA) &ki naturalnie syntetyzowane przez
komorki i uczestnicz w transmisji sygnatow w organizmiestmnym [Gundlach i in.,
1992; Zhao i in., 2005]. Jasmoniany stymulowaly syrnteawenanthramidow
w kulturach zawiesinowychAvena sativa[Wise i in., 2009], izoflawonoidow
w kulturach zawiesinowycPRueraria candollei[Korsangruang i in., 2010], hiperycyny
i hyperforyny w kulturach g@ow Hypericum hirsutum H. maculatum[Coste i in.,

2011], bakuchiolu w rinego typu kulturachPsoralea drupacedlLystvan i in., 2010],
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resweratrolu w zawiesinach komorkowysthitis vinifera [Tassoni i in., 2005] oraz
kumaryn w kulturach korzemingelica gigagRhee i in., 2010]Korzenie wignikowate

Datura stramoniumakumulowaty najwicej alkaloidéw w obecrici MeJA [Zabetakis
i in., 1999]. MeJA oraz SA stymulowaly akumulkacj antrachinonéw
w transformowanych i nietransformowanych kulturdadusowychRubia cordifolia

[Bulgakov i in., 2002]. SA [Wang i in., 2007] oraggo pochodna salicylan
trifluoroetylu [Qian i in., 2006] skutecznie stynowatly akumulagj taksanow
w zawiesinach komaérkowychaxus chinensisElicytacja SA korzeni wknikowatych

Burgmansia candidawplyngta na uwalnianie do pgywki symtetyzowanych
alkaloidow: skopolaminy i hioscyjamirfPitta-Alvares i in., 2000].

Zwigkszenie produkcji zvgzkow bioaktywnych w kulturacln vitro mozliwe
jest take poprzez patzenie elicytorow biotycznych z prekursorami, a zéak
z elicytorami abiotycznymi. Dziatgjone synergistycznie pozwadaj na uzyskanie
wielokrotnie wyszego poziomu syntetyzowanych metabolitéw wtornySzpitter
I Krolicka, 2005].

1.4.3.3. Biotransformacja

Waznym procesem z farmaceutycznego punktu widzeniat jpsoces
biotransformacji. Komorki rdinne s zdolne do przeksztatcania podanych egzogennie
substratbw w oczekiwane zyki bioaktywne. Biotransformagj cechuje
stereospecyficzrid przeprowadzanej reakcji @&ki czemu otrzymujemy jednorodne
chiralnie metabolity, a tale regiospecyficzrig, umazliwiajaca z kolei pozyskanie
zZwigzkoéw trudnych do otrzymania przez chemigzsyntez lub produkcg przez
mikroorganizmy. Proces ten udliovia otrzymanie nowych zwizkdéw, zwiksza
produktywn@¢ pazadanych zwazkéw bioaktywnych jak rownie dostarcza istotnych
informacji o szlakach biosyntezy agorodnych metabolitow wtérnych. Reakcje
biotransformacji obejmugj redukcg, utlenianie, hydroksyla¢j acetylaat, estryfikacg,
glukozylacg, izomeryzagj, metylacg, epoksydag. Warunkiem sukcesu procesu
biotransformacji & nastpujace czynniki: obecri@ enzymdw przeprowadzggych
odpowiedna reakcg; dodawany prekursor lub substrat musi ceckowsie
nietoksycznécia dla komérek rélinnych; wazna jest kompartmentacja procesu; proces

syntezy produktu reakcji musi przergd nad jego metabolizowaniem [Ramachandra
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Rao i Ravishankar, 2002; Smetanska 2008; Shilpa.,i 2010]. Biotransformacje

przeprowadzone z udziatemélianych kulturin vitro przedstawia Tabela 8.

Tabela 8. Biotransformacja zazkdw w kulturachn vitro (Giri i in., 2001).

Gatunek réliny

Substrat

Produkt

Acer nikoense

Artemisia annua
Astasia longa
Capsicum frutescen
Capsicum frutescens
Catharantus roseus
Catharantus roseus
Centella asiatica
Coffea arabica
Coffea arabica
Crocus sativus
Curcuma zedoaria
Daucus carota
Daucus lanata
Eucalyptus perriniana

Eucalyptus perriniana
Glycyrrhiza glabra
Glycyrrhiza glabra

Lobelias essilifolia

Linum flavum

Lonicera japonica
Mentha spp.
Mucuna pruriens
Nicotiana
plumbaginifolia
Peganum harmala
Penax ginseng

Papaver somniferum
Papaver somniferum
Pinus radiata
Rauwolfia serpentina
Rhodiola rosea
Solanum amosum

Spirodela punctata

(R9-rododendrol

kwas artemizynowy
karwon

kwas ferulowy
winblastyna
hydrochinon

geraniol, nerol, karwon
3-demetylotiokolchicyna
teobromina

wanilina

krocetyna

germakren

kodeinon
S-metylodigitoksyna
izoeugenol, eugenol

kwasp-aminobenzoesowy
papaweryna
kwas glicyretynowy

(-)-epikatechina,
kwas protokatechowy

deoksypodophylotoksyna

loganina
(-)-menton
tyrozyna

kwas mastowy

octan geraniolu, octan linalolu
digitoksygenina

sylibina

kodeinon
6-n-pentyl-2H-piran-2-one
hydrochinon
alkoholtrans-cynamonowy
kwaso- i p-aminobenzoesowy
kwasN-acetyloaminobenzoesow
pochodne cytroneolu i kwas

cytronelowego

2-O--D-glukopiranozyd rododendrolu,
2-0O--D-ksylopiranozylo-
(156)-8-D-glukopiranozyd

estry kwasu artemizynowego
dihydrokarwon, izodihydrokarwenol
kapsaicyna, wanilina

winkrystyna

arbutyna
54-hydroksyneodihydroksykarwenol
tiokolchicynozyd

kofeina

S-D-glukozyd waniliny

dineapolitanosy! krocetyny
seskwiterpeny typu guaianu

kodeina

S-metylodigioksyna

S-rutynozyd eugenolu,

S-gentiobiozyd izoeugenolu
S-D-glukopiranozyd p-aminobenzylowy
papawerinol
3-0O-$-D-glukopiranozylo-24-hydroksylo
glicyretynian
7-0O-5-D-glukopiranozyd-epiafzelachiny,
3-0-$-D-glukopiranozyd

kwasu protokatechowego
S-D-glukozyd 5-metoksypodophylotoksyn
sekologanina

(+)-neomentol

L-DOPA

6-O-butyrylo-D-glukoza

geraniol, linalola-terpineol

ester malonylowy  B-D-glukozydu
digitoksygeniny

7-O- p-D-glukopiranozyd sybilijny
kodeina

5-(2-piran-6-yl)pentan-5-ol

arbutyna

rozawina

ester N-acetylo - p-D-glukopiranozyl
kwasu aminobenzoesowego

ypochodne z grup hydroksylows przy C-6

u C-7 oraz wizaniem podwaéjnym przy C-7

<

C-8iC-5
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1.4.3.4. Immobilizacja

Immobilizacja jest procesem polegaym na unieruchomieniu komaérek poprzez
Zwigzanie ich z powierzchai ncgsnika. Jako néniki wykorzystywane & alginian
wapnia, agar, agarozagelatyna orazzele poliakrylamidowe [Nilsson i in., 1983].
Sparéd wymienionych matryc najpopularniejszy jesi alginianowy ze wzgbu na
Swoja prostot oraz relatywny brak toksyczém [Ramachandra Rao i Ravishankar,
2002]. Na@nik ten okazat si by¢ najefektywniejszym dla produkcji ajamalicyny
w przypadku komorelCatharanthus roseu@rodelius i Pedersen, 1993]. Istrigpzne
metody whzania nénika z komorlg: ,,uwiezienie” we wrtrzu naégnika, adsorpcja lub
tez wiazanie kowalencyjne [Smetanska, 2008]. Immobilizosvaomorki mog zosta
wykorzystane jako biokatalizatory przeprowadeaj biotransformagj prekursoréw do
pozadanych zwazkéw oraz do ich syntezge novo[Ramachandra Rao i Ravishankar,
2002]. Czsto proces immobilizacji wpltywa na =zszenie produktywriei.
Immobilizowane na piance poliuretanowej komddapsicum frutescengrodukowaty
50-krotnie wecej kapsaicyny w porownaniu z zawiesinami komorkmivyJohnson
I Ravishankar, 1996].

1.5. Przemystowa produkcja metabolitow wtérnych prez raslinne kultury in vitro

Pozyskiwanie metabolitow wtérnych w kulturacim vitro jest procesem
mozliwym do zrealizowania. Waym aspektem jest jednak optacdko
biotechnologicznej produkcji zwzkow bioaktywnych. Podjo proby oszacowania
optacalndci syntezy dla kilku zwizkéw, jednak optacaldd ekonomiczna procesu
okazala si nie by wystarczajca dla podjcia produkcji [Verpoorte i in., 2002].
Udoskonalenie i rozwdj nowych technologii produkejietabolitow wtérnych w
kulturachin vitro umazliwi w przyszicsci wigkszy ich udziat na rynku.

Obecnie na skal przemystows pozyskiwane & szikonina w Kkulturach
Lithospermum erythrorhizomerberyna w kulturacoptis japoniaoraz sangwinaryna
w kulturachPapaver somniferufRamachandra Rao i Ravishankar, 2002].

Koncern Mitsui Petrochemical Industries Ltd. otraye szikonir w kulturach
zawiesinowychLithospermum erythrorhizorProces ten obejmuje dwa etapy, kultura
zawiesinowa rénie pocatkowo w 200 litrowym bioreaktorze, uzyskana biom st

nastpnie przenoszona do drugiego bioreaktora, gdziswka oraz warunki hodowli
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zoptymalizowano pod dtem produkcji szikoniny. Produktywd® kultury wynosi
60 mg g w ciagu tygodnia hodowli, wars ta jest 1000 razy wksza w poréwnaniu
do zawartéci szikoniny w korzeniach #tin, ktorych tradycyjna uprawa wymaga
ponadto 5 - 7 lat [Smetanska, 2008].

Indyjski koncern Bio-Organic Division of the BhabWdomic Research Centre
prowadzi badania nad movoscia pozyskiwania metabolitbw wtérnych w kulturach
in vitro z kilku radlin. Prace te dotyez otrzymywania ajmaliny oraz rezerpiny
w kulturachRauwolfia serpentinatebainy, kodeiny oraz morfiny w kulturaétapaver

somniferumartemizyny w kulturaclArtemisia annugSmetanska, 2008].

1.6. Kwas rozmarynowy — wany sktadnik terapeutyczny surowcow rglinnych

Kwas rozmarynowy — ester kwasu kawowego oraz kv@agulihydroksyfenylo-
mlekowego po raz pierwszy jako czysty zrak zostat wyizolowany zdci rozmarynu
lekarskiego Rosmarinus officinal)s przez wioskich chemikéw Scarpati i Oriente
w 1958 roku [Petersen i Simmonds, 2003; Petergen 2009]. Badania nad biosyniez
tego zwazku w ralinach zapocatkowali w 1970 roku Ellis i Towers. Podawali oni
szereg wyznakowanych radioaktywnie zmkiow (fenyloalanina, tyrozyna, kwas
cynamonowy, kwas malonowy, L-DOPA oraz Baf@slinom Mentha arvensi®raz
Mentha piperita Wykazali, ze to wi&nie dwa aromatyczne aminokwasy
Ssa wyjsciowymi elementami budulcowymi ggteczki kwasu rozmarynowego.
Co wane skiadowy element kwasu rozmarynowego jakimkests kawowy powstaje
z fenyloalaniny, natomiast kwas 3,4- dihydroksylemjekowy jest tworzony
w wyniku przemian tyrozyny [Ellis i Towers, 1970MWyniki te potwierdzity
doswiadczenia prowadzone na zawiesinach komérkowgiieus blumeiBenth.
Komoérki zawiesiny wykorzystywaty podawane egzogenmadioaktywne izotopy
tyrozyny i fenyloalaniny do syntezy gsteczki kwasu rozmarynowego [Razzaque
i Ellis, 1977]. Kolejne badania na zawiesinach kdkoavych Coleus blumeioraz
Anehusa officinalisdostarczyty informacji o enzymach zaangaanych w procesie
biosyntezy kwasu rozmarynowego tj.: amoniakolia&eyloalaninowej (EC 4.3.1.5),
4-hydroksylazie kwasu cynamonowego (EC 1.14.13.1dazie 4-kumaroiloCoA (EC
6.2.1.12), aminotransferazie tyrozynowej (EC 29,1.jak réwnie reduktazie
hydroksyfenylopirogronianowej (EC 1.1.1.237) [Ellisn., 1979; De-Eknamkul i Ellis
1987a; De-Eknamkul i Ellis 1987b; Karwatzki i irl989; Mizukami i Ellis 1991,
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Petersen 1991; Petersen i in., 1993; Petersen zgdet 1993; Petersen i in., 1994;
Petersen 1997]. Schemat szlaku biosyntezy kwasnagmowego przedstawia Rys. 6.

Kwas rozmarynowy wyspuje powszechnie u gatunkow z rodzibgmiaceae
oraz Boraginaceae[Petersen i Simmonds, 2003]. Ostatnie badania sikgpwe
potwierdzity jego obecng w 26 innych rodzinach, jest on powszechnie syatatyany
przez rg@liny, poczawszy od gromady glewikdéwzado ralin okrytonasiennych. Z tego
powodu nie mge by on wyznacznikiem chemotaksonomicznym w odniesieiou
rodzin botanicznych [Petersen i in., 2009]. Wlirmch kwas rozmarynowy wygiuje
w formie wolnej, zestryfikowanej, glikozydowej orazformie pokczen o charakterze
oligomerow. Jako pochodne kwasu rozmarynowego wtrakach rélinnych
wystepuja: kwas litospermowy, kwas litospermowy B (nazywatakze kwasem
salwianolowym B), kwasy melitrykowe A i B, kwas sagnowy, kwasy salwianolowe
K i L, robdosiina oraz erytrychina. Rzadkimi formansa glikozydy kwasu
rozmarynowego, nat@ do nich m.in.: 4'O-4-D-glukopiranozyd oraz 4,4’0O-di-f-D-
glukopiranozyd kwasu rozmarynowego [Fecka i inQ20Petersen i Simmonds, 2003;
Bulgakov i in., 2011].

Badania wykazatly obeci&® kwasu rozmarynowego w ponad stu gatunkach
roslin w ilosciach od 0,01 mg do 78 mg na 1 g surowca. Jegotymgardédiem g
rosliny prezentowane w Tabeli 9. [Fecka i in., 2002)].roslinach kwas rozmarynowy
jest stale akumulowanym metabolitem obronnym wustks do r@anych patogendéw a

takze raslinozercow dzéki swoim taninopodobnym wdaiwosciom [Szabo i in., 1999].

Tabela 9. Zawartei kwasu rozmarynowego w wybranych surowcach |lezzmh.

GATUNEK SUROWIEC ZAWARTOSC 9%
KWASU ROZMARYNOWEGO
Lycopus europaeus L. Ziele 3,742
Melissa officinalis L. liscie 0,12-6,5
Mentha piperita L. liscie 0,31
Perilla frutescens L. liscie 0,1-7,8
Prunella vulgaris L. Ziele 6,1-7,4
Origanum vulgare L. Ziele 0,12-6,8
Rosmarinus officinalis L. liscie 0,2-4,3
Salvia officinalis L. liscie 0,2-4,2
Thymus vulgaris L. Ziele 0,43
Thymus serpyllum L. Ziele 0,11-0,45

Zrodio: Fecka i in., (2002). Kwas rozmarynowy,ang sktadnik terapeutyczny niektérych surowcow
roslinnych. Postpy Fitoterapii 8: 21.
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Rys. 6. Szlak biosyntezy kwasu rozmarynowego.
zrédio: Petersen M., Simmonds M.S.J. (2003). Rostiwacid. Phytochemistry 62: 123; oraz

Petersen i in., (2009). Ewolution of rosmarinicdalsiosynthesis. Phytochemistry 70: 1664.
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Wiasciwosci biologiczne kwasu rozmarynowega dobrze udokumentowane.
Byly one przedmiotem wielu baflanaukowych i g prezentowane w ponad 250
pracach. Obecnie obserwujemy ponowny wzrost zastevania tym zwazkiem
zarowno w odniesieniu do z0ych zrodet oraz metod jego pozyskiwania, alezeak
poszukiwania jego nowych wideawosci [Bulgakov i in., 2011].

Jako najwaniejsze nalgy wymienk jego dziatanie przeciwutlenigje [Fecka
i in., 2002; Petersen i Simmonds, 2003; Park i2008; Nowakowska i Pikul, 2011],
molekuta ta chroni przed szkodliwym wpltywem pronigevania UV, reaktywnymi
formami tlenu oraz wolnymi rodnikami. Wdeiwosci te wynikap z budowy chemicznej
czasteczki kwasu rozmarynowego. Posiada on 4 grupyrdkgglowe potaone
wzgledem siebie w pozycjiorto oraz podwodjne wazanie obecne w tauchu
weglowym. Aktywna¢ przeciwutleniajca oraz przeciwwolnorodnikowa orto-
dihydroksyli wynika z ich wiéciwosci oksydacyjno-redukcyjnych (donor protonéw)
oraz zdolnéci do kompleksowania jonéw metali (gtdwnieelaza i miedzi)
uczestniczcych w reakcji Fentona, tj. konwersji anionorodnikanadtlenkowego
w reaktywny rodnik wodorotlenkowy odpowiedzialny etekty cytotoksyczne. Kwas
rozmarynowy, wobec przemian anionorodnika ponalltde®go wykazuje aktywrso
znacznie wysza w poréwnaniu z witamin C [Fecka i in., 2002]. Kwas rozmarynowy
dzieki swoim wiaciwosciom antyoksydacyjnym blokuje powstawanie wolnych
rodnikbw przez co stabilizuje i chroni btony biologne przed uszkodzeniami
oksydacyjnymi [Peréz-Fons i in., 2010]. Z&ek ten wplywat rOwniez na wzrost
stabilngci liposoméw poddawanych procesowi utleniania [Ranyn., 2010]. Kwas
rozmarynowy znacgo obniat tworzenie reaktywnych form tlenu (RFT ang. ROS
Reactive Oxygen Species) zmniejszaktakwalnianie interleukiny-6 w przypadku linii
ludzkich keranocytéw poddanych dziataniu promierdaowm UVB [Vostalova i in.,
2010]. Ekstrakt M. longifolia zawierajgcy kwas rozmarynowy chronit ludzkie
keranocyty przed dziataniem stresu oksydacyjnegbbse@vowano zmniejszenie
uszkodzé DNA i biatek, zmniejszenie peroksydacji lipidowachowana zostata pula
glutationu i dysmutazy ponadtlenkowej [Bersellin.,i 2010]. Wykazano réwnie
ze kwas rozmarynowy wplywat na zmniejszeniegstatliwosci uszkodzé DNA,
peknig¢ oraz utraty cgci chromosoméw powstatych w wyniku dziatania
doksorubicyny [Furtado i in., 2010]. Zdok®oinaktywowania wolnych rodnikow oraz
znoszenia skutkow ich toksycznego wptywu nasteczki kwaséw nukleinowych,

biatek, lipidow i kwaséw ttuszczowych, réwaiav obrebie bton biologicznych, stanowi
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naturalny czynnik prewencji procesow kancerogerieegka i in., 2002]. Ostatnie dane
literaturowe potwierdzajantymutagenne wdaiwosci kwasu rozmarynowego [Furtado
i in., 2008]. Wykazano ponadtage dtugoterminowe podawanie zwietam kwasu
rozmarynowego w diecie me by wystarczalne w chemoprewencji nowotworéw
[Paluszczak i in., 2010]. Zazek ten wykazuje tale dziatanie przeciwzapalne [Kelm
I in., 2000; Osakabe i in., 2004; Nowakowska i RiR011], dziata hamago na ukiad
dopetniacza, petacego istota role w odczynie zapalnym. Obta réwnie poziom
syntezy mediatorow stanu zapalnego: prostaglandgwstacyklin oraz tromboksanu
[Fecka i in., 2002]. Kwas rozmarynowy hamowat peagiogenezy [Huang i Zheng,
2006], wykazywat dziatanie antyproliferacyjnie, ebsowany pod jego wptywem efekt
antytrombinowy powstaje przypuszczalnie na drodapobiegania agregacji ptytek
krwi lub tez promocji procesu fibrynolizy [Fecka i in., 200Zwiazek ten posiada
nieznaczne wixiwosci przeciwalergiczne [Fecka i in., 2002; Park i, ir2008].
Wykazuje take dziatanie przeciwhormonalne. Wspoékgzie we wspomagage] terapii
zespolu Gravesa zalecane byyagiota zawieragice w swoim skladzie kwas
rozmarynowy. Przyczyn choroby jest wytwarzanie immunoglobulin IgG, ktore
pobudzajc receptory tyreotropinowe prowadzdo powekszenia tarczycy oraz
nadmiernej i niekontrolowanej biosyntezy trijodatgmy (T3) i tyroksyny (T4).
Prekursorem hormonow tarczycy, T T3 jest biatko tyreoglobulina, zawiesage
W swojej casteczce ok. 70% jodu w postaci nieaktywnych prekins
monojodotyrozyny (MIT) i dijodotyrozyny (DIT). Jodwalniany jest z nieaktywnych
aminokwaséw dzki aktywnasci enzymu dejodynazy. Kwas rozmarynowy hamuje
aktywna¢ dejodynazy jodotyroniny i w konsekwencji enzymatye odszczepienie
jodu od MIT i DIT [Fecka i in., 2002]. Zwrek ten wywiera dziatanie ochronne na
lipoproteiny osocza, w tym na frakci.DL, gtdwnego inicjatora procesu arterogenezy
[Fecka i in., 2002]. Ostatnie badania dowiodtg ekstrakt z oregano zawieyay

w swoim skladzie kwas rozmarynowy wykazywat aktywihgorzeciwbakteryja
w stosunku ddHelicobacter pyloriBakteria ta powoduje przewlekie zapaleniadka,
jest onadczona z powstawaniem wrzodGwtadka i dwunastnicy a tak z rozwojem
nowotworu zotadka [Chun i in., 2005]. Ekstrakt z oregano wykazlywéwniez
aktywna¢ przeciwbakteryja skierowane przeciwkdisteria monocytogeneslest to
zjadliwy patogenen przenoszony przeywnos¢, powodcy listerioz, chorok

o stosunkowo wysokigjmiertelngci [Seaberg i in., 2003]. Dane literaturowe ujavi#ia

rowniez przeciwwirusowe dziatanie tego zwku skierowane przeciwko wirusom
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HSV-1 (wirus opryszczki pospoliteHerpes simplexirus) [Borkowski i in., 1996;
Sanchez-Medina i in., 2007] oraz HIV-1 (ludzki warmiedoboru odporsoi Human
immunodeficiency virgs Kwas rozmarynowy jako niespecyficzny inhibitor
enzymatyczny obna aktywndé enzymow kluczowych dla procesu replikacji wirusa
HIV tj. odwrotnej transkryptazy oraz integrazy. Enwy te uczestnicgw syntezie nici
komplementarnego wirusowego DNA na matrycy RNA [M@&azler i in., 1997; Hooker
i in., 2001, Tewtrakul i in., 2003; Dubois i in.p@8]. Kwas rozmarynowy zwksza
zdolnaci poznawcze [Park i in., 2010], wykazuje rowniziatanie neuroprotekcyjne
[Lee i in., 2008a]. Zwizek ten w niskich steniach 0,9-3,7uM L, hamowal
peroksydagj lipidéw i tworzenie reaktywnych form tlenu w tkaoerwowej [Fallarini

i in., 2009]. Kwas rozmarynowy ma zdokichamowania agregagjramyloidu, dlatego
tez moze by wykorzystany w leczeniu choroby Alzheimera [luvonen., 2006,
Hamaguchi i in., 2009]. Kwas rozmarynowy wykazuj@wniez dziatanie
kardioprotekcyjne [Psotova i in., 2005], hepatogkoljne [Osakabe i in., 2002; Lima
i in., 2006] oraz fotoprotekcyjne [Yamada i in.,08) Sanchez-Campillo i in., 2009].
Przeprowadzono dwiadczenie, w ktorym kwas kawowy oraz rozmarynowgavano
doustnie hdz tez aplikowano na sk@rbrzucha myszy pozbawionych sigr Zwierzta
poddano nagpnie dziataniu promieniowania UV. Zaobserwowano baamnie
wytwarzania RFT pod wptywem tych fenoli [Yamadani,i2006]. Ostatnie badania
potwierdzag ze kwas rozmarynowy jako endogenny czynnik fotofkoggy aktywuje
mechanizmy obronne organizmu poprzez regulowanigweldosci tyrozynazy oraz
stymulacg syntezy melaniny [Sanchez-Campillo i in., 2009].ssunku do enzymoéw
kwas rozmarynowy wykazuje cechy niespecyficznedubitora, w r@nym stopniu
obnza on aktywné& wielu enzymow m.in.: a-amylazy, cyklooksygenazy,
dekarboksylazy ornitynowej, heksozaminidazy, hiahidazy, lipooksygenazy,
S-reduktazy aldozowej, cyklazy adenylowej, karbolepydazy A oraz dejodynazy
jodotyroniny [Fecka i in., 2002]. Ze wzglu na inhibicg a-amylazy przez kwas
rozmarynowy rélinne ekstrakty zawierage ten zwizek niog potencjalne korzgi
w leczeniu cukrzycy za pomadliety [Shetty, 2007]. Dane literaturowe padajwniez
ze kwas rozmarynowy jest przypuszczalnie odpowiddyiza uspokajace dziatanie
niektérych surowcéw. W pojedynczej dawce wyngsi 30 mg kg masy ciata
zZwiazek ten ostabiat aktywrn6é spontanicza zwierzt daswiadczalnych oraz aktywsoé
stymulowan amfetamil [Fecka i in., 2002]. Wykazuje on réwuaiedziatanie

antydepresyjne [Takeda i in., 2002; Ito i in., 2D08
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Podsumowujc opisane wiciwosci biologiczne kwasu rozmarynowego oraz
wielowiekowe déwiadczenia medycyny naturalnej dotyce leczniczych wikiwosci
roslin z rodzinyLamiaceagm.in. Mentha sppMelisa officinalisi wiele innych) mana
wysura¢ wniosek,ze wprowadzenie ich do codziennej dietyam@rzynigc¢ pozytywne
efekty w profilaktyce oraz terapii niektorych schar o podicu zapalnym: wrzodach
trawiennych, astmie oskrzelowej, chorobie niedokmmiej serca, miazycy,
artretyzmie, zémie jak réwnie w prewencji chorob nowotworowych [Fecka i in.,
2002; Park i in., 2008; Nowakowska i Pikul, 2011].

Przemyst farmaceutyczny oferuje szereg preparatdaci oraz mieszanek
ziotowych zawierajcych w swoim sktadzie kwas rozmarynowy (zaléu powszechnie
stosowane herbaty ziotowe na baziilimicty pieprzowej wymienione w rozdziale
1.2.2.).Zaden z krajowych preparatéw o kompozycji opartég surowce nie podlega
jednak standaryzacji na obeétickwasu rozmarynowego lub ogdlnej sumy polifenoli
[Fecka i in., 2002]. Brak norm oldl@jacych minimalny, dopuszczaly do obrotu
w lecznictwie poziom kwasu rozmarynowego aedy¢ przyczym roznic w efekcie
terapeutycznym lekow produkowanych na bazie tegoega surowca przez adych
producentow, a nawet niejednorodciopreparatow tej samej wytwérni pochadych
z kolejnych zbiorow lub od innych dostawcow. Nalewiec zadba aby surowce
I preparaty posiadalty odpowiedni jaktowo oraz powtarzalny ikziowo skiad
metabolitow wtornych [Fecka i in., 2002].

Kwas rozmarynowy wykorzystywany jest rOwaiev przemyle spaywczym.
Gatunki zawierajce ten zwizek np.: oregano, tymianek, bazylia, rozmaryn s
stosowane jakazrodio antyoksydantéw konserwagych zywnos¢ oraz dla poprawy
i utrzymania trwatéci antocyjanow oraz innych barwnikbw w sokach z oow
jagodowych [Shetty, 2007]. W Japonii ekstraktRerilla frutescengzawierajce due
ilosci kwasu rozmarynowego} stosowane do wydhenia trwatdci swiezych owocow
morza [Park i in., 2008].

Kosmetyki zawierajce w swoim sktadzie metabolity domne staj sie obecnie
coraz bardziej popularne. Wraz ze wzrostémiadomaci spoteczastwa rgnie
zapotrzebowanie na produkty nieprzetworzone oradykty pochodzenia naturalnego.
Zarowno metabolity jak i ekstrakty dimne charakteryzupe sé antyoksydacyjnymi,
przeciwzapalnymi wiciwosciami mog skutecznie chrotiskor przed uszkodzeniami
powodowanymi przez promieniowanie UV. Ekstraktydziny Lamiaceagak bazylia,

lawenda, mijta, rozmaryn, szalwia czy tymianek zawieca kwas rozmarynowy oraz
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inne zwhzki fenolowe g powszechnie wykorzystywane wzrrodnych produktach
kosmetycznych. & to m.in.: filtry przeciwstoneczne chraige skoe przed
promieniowaniem UV, kosmetyki pomageg¢ ukr¢ rdzne niedoskonakmi skory
(zmarszczki), a tale produky antybakteryjne [Lee i in., 2011]. Grupardaiskich
naukowcow zakapsutkowata kwas rozmarynowy do ppligaktonowych (PCL)
mikrosfer. Emulsje i kremy zawierge kwas rozmarynowy w mikrosferach cechowaty
si¢ wyzsz stabilngcia tego zwiazku w porownaniu do emulsji zawiegaych sam
antyoksydant [Kim i in., 2010].

Nieliczne badania dotyczyly natomiast biodpsioici oraz metabolizmu kwasu
rozmarynowego w organizmach zwiecgch i cziowieka jak réwnie sposobu jego
wydalania. W moczu szczurdw, ktérym doustnie podawkwas rozmarynowy jako
20% etanolowy roztwér w dawce 200 mg kgzidentyfikowano obecri6 siedmiu
metabolitow: 40-siarczanu kwasuranskawowego (1), 33-siarczanu kwasurans
mkumarowego (2), £3-siarczanu kwastrans-ferulowego (3), kwastrans-kawowego
(4), kwasu m-hydroksyfenylopropionowego (5), kwasttans m-kumarowego (6)

I niezmienionego kwasu rozmarynowego (7). Kwas ragmowy ulegat zatem
czgsciowej hydrolizie, selektywnepara-dehydroksylacji, metylacji oraz sgganiu

z kwasem siarkowym. Ponadto obeghmetabolitéw 2, 3, 5 i 6 wykazano w osoczu,
nie wykryto ich natomiast wotci, co wskazujeze kwas rozmarynowy wydalany jest
Z moczem nie zzOfcia. Poziom wydalonej z moczem sumy metabolitbw kwasu
rozmarynowego (zvaki 1-7) po 48 godzinach od doustnego podania @svaco na
31,8% podanej dawki [Nakazawa i Ohsawa, 1998knkjsze badania w ktoérych
szczurom podawano doustnie ekstrRlrilla frutescengjego gtéwnym skiadnikiem
byt kwas rozmarynowy) potwierdzity obed®o w moczu oraz 0soczu zwietz
zwiazkow takich jak: 4©-siarczan kwastrans-kawowego, 49-siarczan kwastrans
ferulowego, 3©-siarczan kwasurans mkumarowego, kwadranskawowy, kwas
m- hydroksyfenylopropionowy oraz kwastans mkumarowego. Gdy ten sam ekstrakt
podano ludziom w ich moczu, a fakw osoczu wykryto jedynie obedidokwasu 10-
(2,4,5-trimetoksycynamonowg@glukuronowego. Powstaje on w przewodzie
pokarmowym z kwasu rozmarynowego w wyniku hydraiiyego otwarcia piécienia,
hydroksylacji, metylacji oraz spggania z kwasem glukuronowym [Nakazawa
i Ohsawa, 2000]. Natomiast w innych badaniach jakwetabolity kwasu
rozmarynowego W moczu szczuréw, ktorym z pokarmermodagano kwas

rozmarynowy w dawce 50 mg Kgmasy ciata wykazano obeditozwiazkéw takich
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jak: niezmieniony kwas rozmarynowy, jego metylowzipodna, kwas kawowy, kwas
ferulowy oraz kwas mkumarowy. W osoczu zwiegz stwierdzono obecrsé
niezmienionego kwasu rozmarynowego, jego metyloywechodnej oraz kwasu
mkumarowego. Naukowcy potwierdzili rownidakt, ze wykryte metabolity kwasu
rozmarynowego w organizmie szczurow vepstwaty w wikszaci jako pochodne
z kwasem siarkowym i/lub kwasem glukuronowym [Baba., 2004]. W moczu
mezczyzn, ktérym podawano ekstraRerilla frutescenszawieragcy 200 mg kwasu
rozmarynowego wykazano obeétaastpujacych jego metabolitdw: niezmienionego
kwasu rozmarynowego, jego metylowej pochodnej, kwdsawowego, kwasu
ferulowego orazladowych ilgci kwasum-kumarowego. Poziom wydalonej z moczem
sumy metabolitow kwasu rozmarynowego wynosit 6,3- /% spaytej dawki.
Co wiccej 75% metabolitow kwasu rozmarynowego byto wydalarz po 6 godzinach
od spaycia ekstraktu rdinnego. W osoczu wykazano nhatomiast obé&éno
niezmienionego kwasu rozmarynowego, jego metylowechodnej oraz kwasu
ferulowego. Maksymalne gtenie tych zwizkdéw obserwowano jupo 0,5 godziny od
spazycia ekstraktu. Wikszas¢ metabolitow kwasu rozmarynowego wykrytych
W moczu, czy teé w o0soczu wysipowata jako zwgzki sprzzone z kwasem

glukuronowym i/lub jako siarczany [Baba i in., 2005

1.6.1. Produkcja kwasu rozmarynowego w rginnych kulturach in vitro

Biosynteza kwasu rozmarynowego w hodowlatlvitro zostata potwierdzona
dla wielu gatunkéw réin z rodziny Lamiaceae: Coleus blumelLavandula vera
Rosmarinus officinalisOcimum americanumOcimum basilicumOcimum sanctum
Origanum vulgare Salvia officinalis Salvia miltiorrhiza Zataria multiflora.
Pozyskiwano go rownie w kulturach rélin z rodziny Boraginaceae Anchusa
officinalis, Eritrichium sericeumLithospermum erythrorhizofghetty, 2007; Kintzios,
2008; Matkowski, 2008; Bulgakov i in., 2011)ykorzystane zostaty she typy kultur
in vitro: kultury kalusa, kultury zawiesin komorkowych, kuljuorganéw a take
kultury korzeni wignikowatych. Podjte prace kaczyly sk réznym powodzeniem,
zawart@d¢ kwasu rozmarynowego syntetyzowanego w tych kuttura&nita sk
znacaco, a w otrzymanych ekstraktach wykazano ponadtecrd¢ kilku jego
pochodnych (kwasy litospermowe oraz salwianoloveglybez intermediatow ze szlaku

jego biosyntezy (kwas kawowy).
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Akumulacja kwasu rozmarynowego w kulturaam vitro uzaleniona jest
w dwej] mierze od sktadu pgwki. Duza role odgrywa stzenie cukru. Gertlowski
I Petersen wykazatye jedynie sacharoza stymulowata syatk@asu rozmarynowego
w kulturach zawiesinowychColeus blumei Spagrod przebadanych @ten 1-6%
najbardziej efektywne okazatogssiezenie 5%, w tym przypadku akumulacja kwasu
rozmarynowego osgreta 12% s.m. Glukoza i fruktoza stosowane samodeeln
w skzeniach 2 lub 4% obmaly tempo wzrostu zawiesiny w poréwnaniu doywek
zawierajcych sacharagz jako zrodio wegla. Paywka z 4% fruktog powodowata
ponadto op#nienie oraz obmenie syntezy kwasu rozmarynowego 0 ok. 50%
[Gertlowski i Petersen, 1993]. W kulturacdoleus blumeizwigkszenie zawartwi
sacharozy z 2,5 do 7,5% spowodowato gkszenie produkcji kwasu rozmarynowego
z poziomu 0,8 do 3,3 gL [Misawa, 1985]. Podobnie produkcja tego metabolitu
w kulturach zawiesinowycBalvia officinalisoshgneta wartdgé 3,5 g L gdy stzenie
sacharozy wynosito 5%. W przypadku zgaki zawierajcej 3% sacharozy kwas
rozmarynowy byt akumulowany w #oi 0,7 g L* [Whitaker i in., 1984]. Zawiesiny
komoérkowelLavandula verahodowane na pywce o zmodyfikowanej zawa®da soli
azotowych (KNQ oraz NHNOs) syntetyzowaly ten antyoksydant na poziomie
170 mg L* [llieva i Pavlov, 1999]. Zoptymalizowanie sktadazgwki w odniesieniu do
jonébw NH;", NOs oraz HPOQO, dla tej samej zawiesiny komorkowej spowodowato
27 krotne zwgkszenie akumulacji kwasu rozmarynowego. Synteza tegtabolitu
oskgreta wartégé 1786,74 mg [* [Pavlov i in., 2000]. Podwiszenie temperatury
hodowli z 28 do 30°C spowodowato natomiast ¢iszenie akumulacji kwasu
rozmarynowego do 3 g i[Georgiev i in.,, 2004]. W zawiesinach komérkowych
Lavandula verahodowanych na pgwkach wzbogaconych o fenyloalanirkwas
rozmarynowy byt syntetyzowany na poziomie 87 mg[Ravlov i llieva, 1999].

W wielu pracach wykazano zgkszenie akumulacji kwasu rozmarynowego pod
wplywem dziatania elicytorow. Jasmoniany zostaly kargystane w celu
zintensyfikowania syntezy kwasu rozmarynowego wudmkch zawiesinowyclkColeus
blumei[Szabo i in., 1999]Lithospermum erythrorhizofMizukami i in., 1993; Ogata
I in., 2004; Tsuruga i in., 2006lavandula officinalis[Nitzsche i in., 2004] oraz
Lavandula vera[Georgiev i in., 2007b]. Pozytywne efekty odnotowarownie:

w przypadku zastosowania YE w kulturach zawiesindw{rthosiphon aristatus
[Sumaryono i in., 1991] ordzthospermum erythrorhizofMizukami i in., 1992; Ogata
i in., 2004].
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Wysoka zawart@¢ kwasu rozmarynowego akumulowaty tak kultury
transformowane wielu gatunkéw. W kulturach korzemtosnikowatych Salvia
officinalis kwas rozmarynowy stanowit 4,5% s.m. [Grzegorczykn., 2006] jego
akumulacja wyniosta 116 mggs.m. w kulturach korzeni wéaikowatychAgastache
rugosa[Lee i in., 2008b] i a 11% s.m. w transformowanych kulturach kalusowych
Coleus blumeBenth hodowanych na pgwce z dodatkiem fenyloalaniny [Bauer i in.,
2004]. Dodanie ekstraktu dgdzowegodo kultury korzeni transformowanycBalvia
miltiorrhiza stymulowato wzrost biomasy, a tak indukowato produkej kwasu
rozmarynowego i naftochinonéw. Natomiast po dodaeligytora do kultur naifi
tumorowych tego gatunku przyrost suchej masy, jakniez akumulacja kwasu
rozmarynowego ulegly obigniu. Jedynie poziom naftochinonéw w kulturze byt
wyzszy ni w kontroli [Chen i in., 2001]. Zwkszenie akumulacji kwasu
rozmarynowego w kulturach korzeni transformowan@aieus forskohlipowodowaty
réwniez YE, SA oraz MeJA [Lii in., 2005].

Zrodia literaturowe podaj iz kwas rozmarynowy m@ by akumulowany
w bardzo daych ilosciach. Zwhzek ten stanowit 21% s.m. w zawiesinie komorkowe;j
Coleus blumei[Ulbrich i in., 1985]. Najwgkszz jak dohd zawarté¢ kwasu
rozmarynowego - 36% s.m. odnotowano w przypadkuiesimy komorkowejSalvia
officinalis [Hippolyte i in., 1992].
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Zwiazki fenolowe gatunkéviMentha sppuprawianych w warunkach polowych byhzju
przedmiotem bada fitochemicznych dziki ktérym zidentyfikowano wyspujace
w nich metabolity wtérne. Istnigjréwniez doniesienia na temat ich zrécowania
chemotaksonomicznego oraz s$gowej zawartéci. Nieliczne badania dotygz
natomiast biosyntezy metabolitow wtornych weaie¢ uprawianej w kulturach vitro.
Poniewa warunki in vitro s3 znacaco r&@ne od warunkow polowych, nale sie
spodziewd, ze profile fenolowe magsie tez zasadniczo rni¢. Zréznicowana mee
by¢ takze zawarté¢ poszczegoélnych zwikéw w zalenosci od typu kultury,
warunkéw hodowli jak rowniepod wptywem stosowania elicytorow.
Z powyzszej hipotezy wynikajszczegotowe cele przeprowadzonych bada
» lzolacja i identyfikacja zwizkow fenolowych z o&ci nadziemnychMentha
longifolia L. oraz opracowanie metod analitycznych ich ozniaieza
» Okreslenie optymalnych warunkéw indukcji kultur kalusosty i doboru
odpowiednich  eksplantatow  pierwotnych, oraz élemgie  wptywu
zastosowanych w gfych proporcjach regulatorow wzrostulio na zawartéé
metabolitow wtérnych;
» Wyprowadzenie z uzyskanych tkanek kalusowych kuawiesinowych;
» Poréwnanie profili  zwjzkébw  fenolowych Mentha longifolia L.
i Menthax piperital. oraz oznaczenie zawasthd poszczegolnych zwikdw
w ekstraktach z &hin z uprawy polowej, z rdin pochodacych z kulturin vitro,
Z kultur kalusowych oraz z kultur zawiesin komorkaiv;
» Sprawdzenie wptywu wybranych elicytorow na prodgkcanetabolitow

wtornych w zawiesinie komorkow®j. piperita

Prezentowane w niniejszej pracy wyniki bAdstanows czgs¢ prac fitochemicznych
oraz biotechnologicznych, jakie prowadzono w trakcirealizacji projektu
NUTRA-SNACK (Ready to eat food for breakfast anadrsmctivity with high content
of nutraceutics, reducing a deasease risk and ghognpublic health) w 6 Programie
Ramowym Unii Europejskiej. Miaty one na celu wytwamnie zwizkow naturalnych,
wykazupcych prozdrowotne dziatanie przy zastosowaniu métoditro, a nastpnie

wykorzystaniu ich jako dodatkéw dywnaosci i produkcji nutraceutykow.
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3.1. Materiat roslinny

Obiektem bada byly dwa gatunki mity: Mentha longifolia(migta dtugolistna)
subsp.longifolia (L.) Huds orazMenthaxpiperita(L.) (migta pieprzowa)ar. piperita.
Nasiona otrzymano z Instytutu Hodowli i AklimatyaaRoslin - Krajowego Centrum
Roslinnych Zasobéw Genowych, Radzikéw, Polska.

Cze$¢ nasion zostata wysiana na poletkuswiadczalnym Instytutu Uprawy
Nawazenia i Gleboznawstwa w Putawach w czerwcu 2006.{lroulistnione szczyty
peddéw zbierano sukcesywnie przed zakwitiem pmkow kwiatowych (czerwiec -
sierpieh 2007). Rdy suszono w suszarni w statej temperaturze 35a8€tpnie zostaty
one drobno zmielone w miynku elektrycznym. Tak gapwany materiat posiyt do
wyodrebniania frakcji flawonoidowej z g&ci nadziemnychMentha longifolia.

Pozostale nasiona po sterylizacji wyktadano nazypie LS (pazywka
Linsmaiera i Skooga, 1965) do siewu. Otrzymariimp polowe oraz te pochodee

z hodowli in vitro byty materiatem wyjciowym do indukcji kalusa, ktory posty

nastpnie do wyprowadzenia zawiesin komorkowych.

A B
Fot. 1. R@liny M. longifolia (A) i M. piperita (B) rosrace na poletku daviadczalnym IUNG
w Putawach
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3.2. Wyodrebnianie frakcji fenolowej z cze$ci nadziemnychMentha longifolia

3.2.1. Dobor rozpuszczalnika do ekstrakcji

Zmielone czsci nadziemneM. longifolia (500 mg) poddano ekstrakcji. Jako
ekstrahenty wykorzystano szereg rozpuszczalnikdichajak: metanol, chloroform,
octan etylu, heksan oraz woda. Ekstrakcje przepiaam@o na gaico lub na zimno.
Przeprowadzono nagtujace ekstrakcje:

» ekstrakcja 80% roztworem MeOH (v/v) na zimno (&) — 24 godz.
ekstrakcja 30% roztworem MeOH (v/v) na zimno (8) — 24 godz.
ekstrakcja 70% roztworem MeOH (v/v) na gy (50 ml) — 1 godz.
ekstrakcja 30% roztworem MeOH (v/v) na g (50 ml) — 1 godz.
ekstrakcja chloroformem na ggo (50 ml CHCY) — 1 godz.
ekstrakcja octanem etylu na goo (50 ml CHCOOGHSs) — 1 godz.

ekstrakcja heksanem na goo (50 ml GHy4) — 1 godz.

YV V. V V V V V

ekstrakcja wog na zimno (50 ml ) — 24 godz.

» ekstrakcja wosgl na goaco (50 ml) — 1 godz.
Otrzymane ekstrakty przgszono, odparowano na wyparce pridwej, rozpuszczono
w 2 ml odpowiedniego rozpuszczalnika i poddanoiaiathromatograficznej. Prace te

miaty na celu wybér najefektywniejszego ekstrahenta

3.2.2. Ekstrakcja

Drobno zmielone ¢%ci nadziemne Mentha longifolia odtluszczono
chloroformem w aparacie Soxhleta w czasie 40 godgkstrakt chloroformowy, po
stwierdzeniu braku obecém zwiazkow fenolowych, przy pomocy chromatografii
cienkowarstwowej, wyiczono z bada Po wysuszeniu, odtluszczony materiat (150 Q)
poddano ekstrakcji 70% roztworem metanolu nagmrMateriat rélinny gotowano w
3 litrach 70% MeOH pod chtodrizwrotr przez 1 godzig przegczono, a naspnie
ekstrahowano jeszcze dwukrotnie w tych samych warcim Uzyskane w ten sposéb
ekstrakty padczono i zagszczono pod zmniejszonymsgieniem do konsystenci
syropu. Proces otrzymywania ekstraktu zscznadziemnychM. longifolia prezentuje
Rys. 7.
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Odttuszczanie
chloroformowe
w Aparacie
Soxhleta

Ekstrakcja
70%r roztworem metanolu
na goraca

Filtracja oraz
odparowanie
metanolu

Rys. 7. Etapy procesu otrzymywania ekstraktuggaznadziemnychM. longifolia.
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3.2.3. Oczyszczanie ekstraktu - ekstrakcja do fazmtatej (SPE)

Otrzymany we wczaiejszym etapie prac (3.2.2.) zagczony ekstrakt zostat
rozpuszczony w wodzie (50 ml), a ngstie naniesiony na kradkszklarm kolumre
(6 x 10 cm) wypetniom nosnikiem RP-18 (LiChroprep RP-18; 40463 firmy Merck),

kondycjonowan uprzednio metanolem, a ngstie wod, (Fot. 2).

Fot. 2. Kolumna na ktérej przeprowadzono ekstraldyp fazy statej

Po naniesieniu ekstraktu na 240 chromatograficzne, koluraneluowano
stosujc r&zne rozpuszczalniki. Pogtkowo kolumre przemywano wog w celu
usunkcia cukrowcow. Kolejnym zastosowanym rozpuszczadnik byt 40% MeOH,
ktory poshiyt do wymycia zawieszonych na 2io zwiazkow fenolowych. Ostatecznie
kolumrg eluowano czystym metanolem. Schemat oczyszczeakajif flawonoidowej
przedstawiono na Rys. 8. Eluaty z kolumny analizmwdechnily chromatografii
cienkowarstwowej. Otrzymanw ten sposob frakej fenolowa zag:szczono pod

zmniejszonym aénieniem.
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ZAGESZCZONY
EKSTRAKT

|

KOLUMNA RP-18
6 x10cm
(40-63pm)
' ! '
FRAKCJA WODNA FRAKCJA 40% MeOH FRAKCJA 100% MeOH
(CUKRY) (ZW1 AZKI FENOLOWE)

Rys. 8. Schemat procesu ekstrakcji do fazy statej

3.3. Rozdziat frakcji fenolowej

Frakcg fenolowa zagiszczono prawie do sucha, rozpuszczono w metanolu

a nasgpnie naniesiono na kolurampreparatywa (3,5 x 40 cm) wypetnian ztozem
Sephadex LH-20 (25-100m; Pharmacia; Szwecja). Kolumreluowano metanolem
z przeptywem grawitacyjnym. &dkos¢ przeptywu fazy ruchomej przez kolumn
wynosita 0,6 mL miff. Wycieki z kolumny - 10 ml frakcje zbierano do péovek
umieszczonych w kolektorze frakcji (RetriVr 500). Monitorowano je metad
chromatografii cienkowarstwowej na ptytkach celaagch (DC-Alufolien Cellulose,
Merck). Frakcje chromatograficznie jednorodnaczbno 1 zagszczano pod
zmniejszonym @hieniem. Uzyskanoatznie 9 frakcji, z ktérych kala zawierata po
dwa - cztery zwizki fenolowe. Poddano je analizie z zastosowaniénagprawnego
chromatografu cieczowego Waters ACQUITY (3.13.3).
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3.4. Wyodrebnianie poszczegolnych zvwgizkow fenolowych

Uzyskane uprzednio frakcje fenolowe (3.3.) poddaoozyszczaniu stosig
kolumre szklam (2 x 35cm, LiChroprep RP-18, 25-4fh). Schemat rozdziatdw
preparatywnych przedstawiono na Fot. 3. aaki fenolowe wymywano stosag
izokratyczny uktad rozpuszczalnikow: acetonitrylc — 1% kwas fosforowy,
zoptymalizowany dla kalej z frakcji na podstawie analizy UPLC. Zastosoavan
metodyka umsgliwita wyizolowanie dziewgciu czystych zwizkoéw, ktérych struktura
zostata nagpnie ustalona za pomgspektrometrii mas.

Fot. 3. Zestaw, na ktérym przeprowadzono doczyszczaniecgegblnych frakcji fenolowych:
a) pompa perystaltyczna
b) kolumna szklana 2 x 35 cm
c) kolektor frakcji.
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3.5. Chromatografia cienkowarstwowa

Frakcje otrzymane na etapie oczyszczania eksti@ki3.) jak rownie eluaty
z kolumny w trakcie rozdzialu preparatywnego (3.3&palizowano meted
chromatografii cienkowarstwowej. Analizy te przepealzano na ptytkach
aluminiowych pokrytych warstyv celulozy (DC-Alufolien Cellulose, Merck).
Chromatogramy rozwijano w pionowych szklanych kaachr gdzie jako ukfad
rozwijajacy wykorzystano 15% kwas octowy. Chromatogramy lif@@wp na wysoket
okoto 0,5 cm od brzegu ptytki. Plytki po rozwgniu suszono, nagbnie, poddano je

dziataniu par amoniaku i obserwowangwietle UV.

3.6. Ustalenie struktury wyizolowanych zwiazkow fenolowych

W celu ustalenia mas gateczkowych jak rownie budowy chemicznej
wyizolowanych zwizkéw wykonano analizy spektrometryczne. PrzeprowadZe na
spektrometrze mas LCQ Advantage Max (Thermo Finmiga detektorem mas
w postaci putapki jonowej (Fot. 4.). Jako tecknikonizacji wykorzystano
elektrorozpylanie (ESI). Wyizolowane wzorce rozmzmo w metanolu (1 mg )
a nastpnie analizowano metadnastrzyku bezpwedniego dozrodia spektrometru.
Warunki analizy byly naspujace: temperatura kapilary 240°C, nape na kapilarze
wynosito 4,2 kV, natomiast soczewek tubusowych 10AWalizy wykonano w trybie
ESI jonow ujemnych (-).
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Fot. 4. Chromatograf cieczowy sp#ony z detektorem mas (LC-ESI/MS) Thermo Finnigan
LCQ Advantage Max

3.7. Badanie aktywndci antyoksydacyjnej wyizolowanych zwazkow

Celem poditych bada bylo oznaczenie i poréwnanie \§tawoscCi
antyoksydacyjnych wyizolowanych zzkéw fenolowych oraz ekstraktu @zi
nadziemnychM. longifolia. W celu okrélenia zdolnéci antyoksydacyjnych jako
wartcé¢ referencyjm zastosowano ekwiwalent Trolox (Trolox Equivalentiaxidant
Capacity - TEAC). Analizy wykonano na spektrofotdarme UV-160 Shimadzu (Tokyo,
Japonia). Wszystkie oznaczenia wykonano w trzeettqpaeniach

3.7.1. Okr&lenie zdolndci zmiatania wolnych rodnikéw metocy DPPH
Oznaczenie aktywrigi przeciwutleniajcej z rodnikiem DPPH(2,2-difenylo-1-

pikrylohydrazyl) polegato na pomiarze spadku abaodi DPPH w obecnéci
antyoksydantu. Pomiary spadku absorbancji wykomamgi = 515 nm.
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Stosowane odczynniki:
DPPH - Sigma-Aldrich
Trolox (kwas 6-hydroksy-2,5,7,8-tetrametylchromaka2boksylowy) Sigma-Aldrich

Stosowane roztwory:
Roztwér 1: DPPH 2,5 x 10M L?
Roztwér 2: Trolox 2,5 x 1d M L?

Zdolndsci antyoksydacyjne poszczegolnych zmkioéw oraz ekstraktu przedstawione

zostaly jako ekwiwalent Trolox

Apréba - Ablank Xi

TEAC réba = nTro ofoX
Preb | Al'rolox - Ablank m

gdzie:

- Aplank maksymalna absorbancja mierzona 3 min po doda®@® iL roztworu DPPH do kuwety
pomiarowej zawieragej 2000uL metanolu

- ATrolox maksymalna absorbancja mierzona 3 min po dodarGuulOTroloxu do kuwety pomiarowej
zawierajicej 1000uL DPPH oraz 190@L metanolu

- Aproba maksymalna absorbancja mierzona 3 min po dodaniu 10 badanej préby do kuwety
pomiarowej zawieragej 1000uL DPPH oraz 190QlL metanolu

- f rozcieaczenie badanej proby

- Nrrolox l0$¢ moli Trolox w kuwecie pomiarowej

- Milos¢ ekstraktu/zwizku w kuwecie pomiarowej
3.7.2. Okralenie zdoIndci zmiatania wolnych rodnikow metodh ABTS™

Zdolnds¢  neutralizacji  wolnego  rodnika ~ ABTS  2,2-azynobis-
(3etylobenzotiazolino-6-sulfonianu), polegata nanprze spadku absorbancji ABTS

w obecndci antyoksydantu. Pomiary spadku absorbancji wykorazy, = 735 nm.

Stosowane odczynniki:
ABTS - Sigma-Aldrich
Trolox - Sigma-Aldrich

Stosowane roztwory:
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Roztwor 1: KS,05 2,5 x 10° M L™

Roztwor 2: ABTS 7 x 10 M w roztworze 1

Roztwér 3: Trolox 10°M L™

Roztwér 4: Trolox 10° M L™

Roztwor 5: 2,5 mL roztworu 2 dodane do 100 rodtworu 1

Zdolncsci antyoksydacyjne poszczegoélnych zakdéw oraz ekstraktu przedstawione

zostaly jako ekwiwalent Trolox

Apréba - Ablank Xi

TEAC réba = nTroonXf X
P A‘rrolox - A)Iank m

gdzie:

- Aplank maksymalna absorbancja mierzona 3 min po dode600 @L roztworu ABTS (roztwor 5) do
kuwety pomiarowej zawieragej 500pL wody destylowanej

- ATrolox maksymalna absorbancja mierzona 3 min po dodar@uulOTroloxu (roztwér 4) do kuwety
pomiarowej zawieragej 2500uL roztworu ABTS (roztwér 2) oraz 4Q6L wody destylowanej

- Aproba maksymalna absorbancja mierzona 3 min po dodaniu 10 badanej préby do kuwety
pomiarowej zawieragej 2500uL roztworu ABTS (roztwor 2) oraz 404 wody destylowane;j

- f rozcieaczenie badanej proby

- Nrrolox l0$¢ moli Trolox w kuwecie pomiarowej

- Miloé¢ ekstraktu/zwizku w kuwecie pomiarowe;
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3.8. Paywki stosowane w kulturachin vitro

3.8.1. Sktad chemiczny poywek

W kulturach in vitro uzywano paywki

0 nastpujacym sktadzie chemicznym:

Skiadniki mineralne:

1) Makroelementy:

> NH4NO; 1650 mg [*
» CaCh x 2H,0 440 mg [*
» MgSQ, x 7TH,0 370 mg [*
> KNOj 1900 mg [
> KH,PO, 170 mg !
2) Mikroelementy:
> H3BOs 6,2 mg [*
> CoCh x 6H,0 0,025 mg [}
» CuSQ x 5H,0) 0,025 mg [*
> FeSQ x 7H,0) 27,8 mg [}
> MnSQy x 4H,0) 22,3mg [}
> KI 0,83 mg *
» NaMoO, x 2H,0 0,25 mg [*
> ZnSQ, x 7TH0) 8,6 mg L
» NaEDTA x 2H,0 37,3mg !
Sktadniki organiczne:
> glicyna 2,0 mg *
» tiamina — chlorowodorek 0,1 mg'L
» pirydoksyna — chlorowodorek 0,5 m@'L
> kwas nikotynowy 0,5mgtL
> M - inozytol 100 mg [

LS [Linsmayer i Skoog, 1965]
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Pazywki poddano pewnym modyfikacjom:

» pozywka LS do siewu (zmniejszono o potewosé sktadnikéw mineralnych,
sacharoza w ikzi 15 g L'oraz agar 6 g 1)

» pozywka LS ukorzeniaica (paywka zostata wzbogacona o hormony:
0,2 mg L* NAA 0,2 mg L* IAA, 30 g L™ sacharozy oraz 8glagaru)

» pozywki LS indukcyjne. W celu uzyskania kultur kalusgsha wykorzystano
réznorodne zestawienia hormonow (2,4-D i 2iRdb 2,4-D i BA) oraz
kombinacje ich stzen. Tabela 10. prezentuje zastosowane warianyveek.

Do pazywek dodano 30 gt sacharozy oraz 8g'Lagaru

Tabela 10. Diagram testowanychzeti hormonow

stezenie cytokinina (2iP lub BA)
hormonu
[ma/l] 05 1 )

o 0,5 X X X
<
o
g 1 X X X
>
0
3
© 2 X X X

kontrola - paywka LS bez dodatku hormonéw

Kultury zawiesinowe prowadzono nazywce LS z takim samym zestawem
regulatorow wzrostu jaki byt wykorzystany do hodbowloszczegdélnych rodzajow
kalusa. W przypadku zawiesimy. longifolia pazywka zostata wzbogacona o 1 mg L
BA oraz 0,5 mg [* 2,4-D, natomiast w przypadku zawiesiny komérkoMejpiperita
do pazywki dodano 2 mg X 2iP i 0,5 mg [* 2,4 D.

3.8.2. Przygotowanie pgywek
Sktadniki paywek jak roztwory soli mineralnych a tak roztwory hormonow

zostaly przygotowane w tzw.egbnych roztworach wygiowych, z ktérych pobierano

odpowiedna ilo$¢ w trakcie przygotowywania pgwek.
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Zrodio wegla stanowita sacharoza, natomiast czynnikiem lstgm dla
kultur rdlin in vitro jak rowniez kultur kalusa byt agar. Odczyn pavek
doprowadzono przed steryliza@jo wartéci pH = 5,8.

Wysterylizowane pioywki z dodatkiem agaru umieszczono w komorze
laminarnej, gdzie po ich przestygoiu w warunkach sterylnych dodawano
przefiltrowane witaminy (filtr 0,22um,). Nasg¢pnie paywki rozlewano na szalki
Petriego §rednica 10 cm) w iléci ok. 20 ml na szalklub do sterylnych 300 ml kolb

Erlenmeyer’a w iléci 50 ml na kolk i pozostawiano do stenia.

3.9. Sterylizacja paywek, wody, szkta oraz nargdzi

Pazywki oraz wo@ sterylizowano w 500 lub 1000 ml kolbach w autokiw
w temperaturze 121°C, podkgieniem 0,1 MPa przez 20 min (Prestige Medical 2100
Szkto oraz nargzia (skalpele, ¢sety, sitka i in.) gywane do pracy w warunkach
sterylnych, sterylizowano w autoklawie w tych samywarunkach lub wypt@ano

w suszarce (Pol-Eko-Aparatura) w temperaturze 1§92€z 90 minut.
3.10. Zaktadanie i prowadzenie kulturin vitro

Wszystkie czynngci zwiazane z zaktadaniem kultur, paaeni kalusa i zawiesin
komorkowych, oraz procesem elicytacji wykonywano warunkach sterylnych,
w komorze z laminarnym przeptywem powietrza..
3.10.1. Sterylizacja nasion mety, uzyskiwanie sterylnych siewek i rélin
3.10.1.1. Sterylizacja nasion ngty

Nasiona obu gatunkéw gty ptukano pod bizaca woda przez 15 min, nagbnie
poddano je sterylizacji w 70% roztworze alkoholy@vego przez 2 min. W kolejnym
etapie etanol odlewano, a nasiona zalewano 10%wvoogm HO, na 20 min. stale

wytrzasapc. Po tym czasie roztwor steryliagy zlewano, a nasiona trzykrotnie

ptukano w sterylnej wodzie destylowanej przez 5.min
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3.10.1.2Uzyskiwanie sterylnych siewek i rélin

Wysterylizowane nasiona (3.10.1.1.) sacmno na sterylnej bibule
a nastpnie wyktadano je na pgwke LS przeznaczando siewu. Szalki z nasionami
umieszczono w fitotronie (Heraeus Votsch) w temi°Q przy fotoperiodzie
wynoszicym 16 godz. Po tygodniu uzyskano mtode siewki broe wyksztatconymi
liscieniami oraz z pojawiagymi sk pojedynczymi k¢mi wiasciwymi. Przeniesione do
300 ml kolb Erlenmeyer'a z pgwka ukorzeniagca. Kolby umieszczno w fitotronie
w tych samych warunkach w jakich utrzymywano szalknasionami. Po kolejnych
10 - 14 dniach hodowli uzyskano z nich mtoddiny.

3.10.2. Zaktadanie i prowadzenie kultur kalusowych

3.10.2.1. Zaktadanie kultur kalusowych z rélin pochodzacych z hodowliin vitro

W celu doboru najbardziej odpowiedniego eksplanpaaeprowadzono badania
z wykorzystaniem réinych organow rdin. Byly to hipokotyle oraz £cienie
pochodace z miodych 7-dniowych sterylnych siewek. Wykotay® take liscie
(Rys. 9) oraz fragmenty todyg pochade z 3 tygodniowych #&in in vitro. Organy te
pockto skalpelem na mate fragmenty 3 - 5 finwyktadano na poywki LS
indukujace, zawierajce r@zne warianty oraz kombinacjeggen roslinnych regulatorow
wzrostu (Tabela 10). Zawakbdcukru w wymienionych powaej pazywkach wynosita
30 g L Do ich zestaleniazyto agaru (8 g L), a pH paywek doprowadzano do
wartasci 5,8. Wariant kontrolny stanowita pgwka LS bez dodatku hormonéw. Dla
kazdego wariantu poywki przygotowano 10 szalek zawiegaych 15 eksplantatéw.
Szalki z eksplantatami przetrzymywano w fitotromigemp. 25°C, przy dtugei dnia
16 godz.

Pasay tkanek kalusowych dokonywano co 4 tygodnie przeso fragmenty
tkanki na analogicznevieze paywki.
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*
L - -
- A P > —>
"o
fragmenty lécia
roslinain vitro (eksplantaty pierwotne)

(liscie, todyga

Rys. 9. Indukcja kalusa zdln in vitro

3.10.2.2. Zaktadanie kultur kalusowych z Kci roslin polowych

3.10.2.2.1 Sterylizacja Kci migty rosnacej w warunkach polowych

Ulistnione szczyty @dow z rélin  gruntowych pozyskiwano przed
zakwitnigcciem mkow kwiatowych. Rdy podzielono na mniejsze fragmenty, a gasie
ptukano je pod bieca woda przez 20 min i poddano je procesowi sterylizagjitym
celu wykorzystano 70% etanol (1 min.) oraz 10% kayjay srodek dezynfekucy
zawierajcy podchloryn wapnia (10 min.). W kolejnym etapigie ptukano trzykrotnie

w jatowej wodzie destylowanej.
3.10.2.2.2. Indukcja kultur kalusowych

Po wysuszeniu, fragmentysdi (3.10.2.2.1.) przenoszono na odpowiednie
pozywki indukcyjne. Szalki z eksplantatami przetrzynaywo w fitotronie w temp.

25°C, przy diugéci dnia 16 godz. Rys. 10. prezentuje schemat indukanek
kalusowych z Kci roslin polowych.
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roslina z uprawy polowej
(liscie) R
sterylizacja lisci:
- 70% etanol (1 min.)
- 10% komercyjnyrodek dezynfekugcy
zawierajcy podchloryn wapnia (10 min.)
- ptukanie w jatowej wodzie destylowanej (3x)

ey

fragmenty lécia (eksplantaty pierwotne)
wytwarzapce tkank kalusovs

|

kalus
Rys. 10. Indukcja kalusa &di roslin gruntowych
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3.10.3. Zaktadanie i prowadzenie kultur zawiesinowgh

Materiatem wyjciowym do zainicjowania kultur zawiesinowych bylganki
kalusowe M. longifolia oraz M. piperita charakteryzujce sé szybkim tempem
przyrostu biomasy oraz 4na struktup. Do wyprowadzenia kultur zawiesinowych
postwyt kalus pochodgcy z dziewatego pasau. Hodowle zawiesinowe prowadzono
na podtau LS z takim samym zestawem regulatorow wzrostulggkwykorzystany do
hodowli poszczegodlnych rodzajow kalusa. W przypablkuongifolia byta to paywka
LS wzbogacona 0 1 mgiBA i 0,5 mg L'* 2,4-D , natomiast w przypadRd. piperita
do pazywki LS dodano 2 mg t 2iP oraz 0,5 mg t 2,4-D.

Grudki kalusa byly przenoszone nazpaki ptynne. Tkanki (0,3 g - 0,4 Q)
kalusa fwieza masa) byly zawieszane w 20 mlzpaki w 100 ml kolbach
Erlenmeyera. (Rys. 11) Nagnie kolby szczelnie zamykano kapturkiem z folii
aluminiowej. Zawiesiny utrzymywano w temp. 25°Ctojeeriodzie 16 godzin, oraz
przy caglym wytrzasaniu wynoszcym 110 rpm (wytrzsarka Innova 44, New

Brunswick Scientific).

3.10.4. Filtracja zawiesin komérkowych

Po okresie wspnej hodowli (3 tygodnie) zawiesin przefiltrowano by
ujednolicc materiat i otrzymé tylko mate agregaty komoérkowe jak réwaie
pojedyncze komorki. Do oddzielenia odpowiedniejkéja uzyto aluminiowych sit
o srednicy oczek 50Qm (Rys. 12).

Kolejne pasze przeprowadzano w tygodniowych agistch (przenoszono 5 mi
zawiesiny do 20 mdwiezej pazywki), zachowugc wielkos¢ agregatow wprowadzanych

do kolejnej subkultury.
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kalus

namnaanie tkanki kalusowej

zawiesiny komorkowe

Rys. 11. Schemat indukcji zawiesin komorkowych
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Rys. 12. Filtracja zawiesin komoérkowych.
3.11. Okre&ilenie przyrostu §wiezej i suchej masy zawiesiny komaérkowej

Okreslenia przyrostuswiezej masy §.m.) i suchej masy (s.m.) zawiesiny
komorkowej dokonywano co drugi daidnodowli. Zawiesin z kolby przenoszono do
cylindra w celu pomiaru PCV (Packed Cell Volumehastpnie tkank odsiczano od
pozywki i wazono. W kolejnym etapie tkagkzamraano i liofilizowano w celu
uzyskania suchej masy. Uzyskane wyniki pozwolity kvegli¢ krzywe wzrostu

zawiesiny, jak réwnigz zawart@¢ kwasu rozmarynowego w0ych fazach hodowli.
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3.12. Porownanie profili zwhzkéw fenolowych M. longifolia i M. piperita
w ekstraktach z ra8lin polowych oraz w réznych typach kultur in vitro

W celu okrélenia zmian jakéciowych jak réwnie ilosciowych zwihzkoéw

fenolowych przebadano dlmmy polowe, r@liny otrzymane w warunkaclhn vitro,

kultury kalusowe oraz kultury zawiesinowdentha longifoliai Mentha piperita
(Rys.13)

zawiesina komérkowa
rosliny in vitro kultura kalusa M. piperita

roéliqy pglowe M. piperita M. piperita(9 pasa)

M. piperita

Rys. 13. Materiat rdinny wykorzystany do badania profili fenolowyéh piperita

3.12.1. Przygotowanie prébek

Zawiesiny komoérkowe filtrowano przez bikufiltracyjna (Whatman No — 1)
w celu oddzielenia biomasy komoérkowej oraz ptyn@h@dowlanych. Rdiny polowe
zostaly wysuszone w suszarni w temperaturze 35Wlirfg pochodace z hodowli
in vitro, tkanki kalusowe oraz biomasa zawiesin zostatgfiiiowane. Nasipnie
wszystkie probki rozdrobniono i tak przygotowanytemat zostat wykorzystany do
dalszych analiz.

3.12.2. Ekstrakcja

Prébki (3.12.1.) poddano procesowi ekstrakcji z @arglstaniem
automatycznego ekstraktora ASE 200 (Fot. 5.). Jekapuszczalnik ekstrakcyjny
wykorzystano 70% metanol podeieniem 1500 psi, a temperatura cel ekstrakcyjnych
wynosita 100°C, flush 150%. Przeprowadzono 2 nezra cykle, kady po 2 min.
Ekstrakty 25 ml zbierano w kolbkach.

88



MATERIALY | METODY

Fot. 5. Ekstraktor ASE 200
3.12.3. Oczyszczanie frakcji fenolowej z ekstraktu

W celu usunjcia metanolu ekstrakty odparowywano pod zmniejsaony
cisnieniem w temp 40°C, a otrzymane w ten sposob sedistrakty rozpuszczano
w wodzie MiliQ. Nastpnie ekstrakty oczyszczano poprzez ekstrakcje dg &iatej
przy wzyciu kolumn SPE (C-18 Sep-Pak cartriges, £,c8360 mg, Waters). Kolumny te
bylty kondycjonowane metanolem, a rgstie wody. Po naniesieniu ekstraktu na
kolumre przemywano 4 pocatkowo wody w celu usunjcia cukrowcow, kolejnym
zastosowanym rozpuszczalnikiem byt 40% MeOH, kigogtuwzyt do wymycia frakcji
fenolowej. Schemat oczyszczenia frakcji fenolowezegdstawiono na rysunku 14.
Frakcje te odparowywano i rozpuszczano w 1 mL 40%0M. Wszystkie analizy
zostaty przeprowadzone w trzech niezaleh powtorzeniach. Probki przechowywano

w lodéwce w temp -20°C.
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surowe ekstrakty

odparowywanie na
wyparce praniowej

kolumna SPE
RP-18, 1 crm
0 - 40% MeOH

Rys. 14 Oczyszczanie frakcji fenolowej z ekstraktu
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3.12.4. Analizy chromatograficzne i spektrometrycze

Analizy fitochemiczne (zaréwno jakciowe oraz iléciowe) rglin gruntowych
oraz biomas z whych kultur in vitro byly przeprowadzane na wszystketapach
doswiadczé biotechnologicznych. Przeprowadzono je wykorzygtupltrasprawny
chromatograf cieczowy Waters ACQUITY (Waters CorpMjlford, MA, USA)
sprzzony z detektorem mas TQD (Waters Corp., Manchesite€y,(Fot. 6.). Wszystkie
dane uzyskano w oparciu o program MassLynx 4.1.t€¢v§aCorp., Milford, MA,
USA). Analizy wykonano stosag kolumrg ACQUITY UPLC® BEH C-18 (50 mm x
2,1 mm; 1,7um, Waters Crop, Milford, MA, USA). Jako fazozwijajaa zastosowano
gradient rozpuszczalnikdw: wody zawierajacej 0, HZGOOH (v/v) (roztwor A) oraz
wodk i acetonitryl (60:40) zawierajace 0,1 % HCOOH {vaxr B). Program gradientu
byt nastpujacy: 0 min (80% A); 5,1min (50% A); 6,0 min (0% A§;5min (0% A);
7,0 min (80% A - stabilizacja kolumny), czas anglia 7.5 min. Szybk& przeptywu
roztworow wynosita 0,4 mL/min., a temperatura kohynb0°C. Parametry analizatora
MS byly nastpujace: temperaturazrodia: 120°C, naptie na kapilarze: 3,0 kV,
przeptyw gazu desolwacyjnego: 800 L/h, temperatlesolwacji: 350°C, nagtie na
stazku 50 V. Analizy byty w trybie ESI (-).

Fot. 6. Ultrasprawny chromatograf cieczowy spony z detektorem mas TQD Waters
ACQUITY
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3.13. Zabiegi biotechnologiczne zastosowane w cetwigkszenia syntezy kwasu

rozmarynowego w zawiesinach komarkowyctM. piperita
3.13.1. Materiat bada

Zawiesiny komérkoweM. piperita hodowano na pgywkach LS z dodatkiem
2 mg/l 2iP oraz 0,5 mg/l 2,4 Pazywki zawieraty 30 g/l sacharozy a ich pH ustalono
na 5,8 przed procesem autoklawowanizoswiadczenia prowadzono w 100 ml
kolbkach Erlenmeyera (afips¢ robocza — 25 ml). Zawiesiny utrzymywano w temp.
25°C, fotoperiodzie wynoszacym 16 godzin, oraz mizgtym wytrzasaniu 110 rpm na

wytrzasarce rotacyjnej (Innova 44, New Brunswick Sciegitif

3.13.2. Przygotowanie elicytorow

Kwas jasmonowy (JA) oraz jego metylgwpochoda (MeJA) (Duchefa)
rozpuszczono w alkoholu etylowym. W ngstym etapie elicytory byly sterylizowane
przy pomocy jatowych flitrow 0,22m (Milipore Badford USA) a nagbnie dodawane
do kolb z zawiesinani. piperitaw stzeniach: 50, 100, 200M L.

3.13.3. Procedura elicytacji

W celu okrélenia wplywu jasmonianéw na akumulaca take na profil
syntetyzowanych zwrkow fenolowych w zawiesinie komdrkoweM. piperita
elicytory (JA oraz MeJA) dodano do pavek w 7 dniu trwania hodowli. Elicytowane
kultury hodowano nagpnie przez 96 godzin w warunkach opisanych dla eswwy
M. piperita Biomasy komoérkowe oraz media hodowlane zbieranccaasie ,0”
(dodanie elicytora) oraz po 6, 12, 24, 48, 72 idgagizinach od momentu elicytaciji.
Kontrole stanowity podstawowe zawiesiny komoérkowke piperita hodowane w tych

samych warunkach ale bez dodatku elicytora.

3.13.4. Analizy fitochemiczne

Otrzymany w wyniku procesu elicytacji materiat padd analizie

fitochemicznej wg procedury opisanej w rozdziat8ct?.1. — 3.12.4.
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3.14. Dokumentacja fotograficzna

Zdjecia ralin in vitro jak rowniez zdjecia tkanek kalusowych na szalkach oraz
zawiesin komorkowych w kolbach wykonano aparatenkoNi D60. Zawiesiny
komérkowe poddawano rowriebserwacji mikroskopowej. Na szkietko podstawowe
nanoszono kilka kropli zawiesiny i aglano w mikroskopie Nikon Optiphot-2. Zdja
preparatow mikroskopowych wykonano aparatem CanoawePShot A620

zainstalowanym na mikroskopie.

3.15. Analiza statystyczna wynikow

Wszystkie déwiadczenia przeprowadzone w trakcie realizacji pnéawanych bada
zostaty wykonane w trzech powtérzeniach, uzyskayeikivpoddano nagpnie analizie
statystycznej. Dla kalej serii danych obliczono odchylenie standardoale jmiat
rozrzutu zbioru. Do oceny istotém réznic miedzy srednimi zastosowano wielokrotny
test Duncan’a, przyjma¢ 5% przedziat ufriei. Na podstawie tego testu wydzielono
grupy srednich ré@niacych st istotnie meédzy sol, oznaczajc wartgci najmniejszej
istotnej r@nicy (NIR). Obliczenia wykonano wykorzységj program Statistica.
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4. WYNIKI | DYSKUSJA

4. 1. Ekstrakcja i oczyszczanie zvgzkow fenolowych

4. 1. 1. Optymalizacja warunkow ekstrakcji surowca

Ekstrakcja ciato state — ciecz (ang. Solid-Liquidktiaction SLE) jest
podstawowym procesem wyathniania zwizkOw organicznych z materiatu
roslinnego. Polega ona na rozpuszczaniu substancjdajaaych seé w probce za
pomoa& rozpuszczalnika. Zwykle konieczny jest kompromsmgdzy warunkami
ekstrakcji (temperatura, rodzaj rozpuszczalnikasdzwania ekstrakcji czy #6 cykli),
pozwalajcy na uzyskanie odpowiednio dobrej wyddjgioprocesu oraz zachowanie
wystarczajcego poziomu aktywrsgi izolowanych zwizkéw. Podczas bada
rozdrobniony materiat €inny (czgsci nadziemneM. longifolia) poddano ekstrakcji
przy wykorzystaniu rénych ekstrahentéw (metanol, chloroform, octan etyleksan
oraz woda); zrznicowana byta rownietemperatura w jakiej ten proces przebiegat.

Analizy HPLC surowych ekstraktéw wykazabhe profile zwiazkdéw fenolowych
ekstrahowane ©mymi rozpuszczalnikami ity sie jakosciowo i ilosciowo.
W ekstraktach chloroformowych oraz heksanowychwykazano obecrigi zwiagzkow
fenolowych. Ekstrakty wodne charakteryzowahe siizsza wydajnGcia procesu
w porownaniu do ekstrakcji metanolowej . Najbargeiektywnym procesem okazata
si¢ by¢ ekstrakcja 70% roztworem MeOH przeprowadzona macgo

4. 1. 2. Oczyszczanie ekstraktu — ekstrakcja do fastatej (SPE)

Surowy ekstrakt egci nadziemnychM. longifolia zostat oczyszczony poprzez
ekstrakcg do fazy statej (SPE). Metoda ta uihwia stosunkowo fatwy, wspny
rozdziat metabolitdow wtornych wygiujacych w materiale dinnym. Do zi@a typu
RP-C18 (40-68m) wiaza sig zarowno zwizki fenolowe jak i inne srednio-

i niepolarne metabolity wtorne. Stostjrézna procentowéé metanolu w wodzie
podzielono ekstrakt na zde frakcje. Otrzymane frakcje (frakcja wodna, fjakd0%
MeOH oraz frakcja 100% MeOH) poddano analizie mgtochromatografii
cienkowarstwowej (TLC). Po rozwigiu chromatogramu obecfio zwiazkow

fenolowych zostata potwierdzona we frakcji 40% Me(Hot. 7). Preparatywny
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rozdziat tej frakcji przeprowadzono na kolumnie wiponej ztiazem Sephadex LH-20
(25-100um). Rozdziat ten pozwolit uzyskadziesgc¢ frakcji zawieragcych mieszaniny
2 - 4 zwihzkOw o zblzonej retencji. Dalszej izolacji poszczegoélnych gakibw
fenolowych dokonano na kolumnach wypetnionycknikiem typu RP-18 (25-4Qm).
Proces ten umaiwit wyizolowanie dziewgciu zwiazkow, ktére stanowei dominujce
zwiazki fenolowe cgzsci nadziemnychM. longifolia. Zwiazki te stanowity wzorce
w trakcie pdéniejszych analiz zarowno jakmiowych, jak i ilgciowych. Illcsci
standardéw jakie uzyskano w wyniku rozdziatow prapavnych prezentuje Tabela 11,

ich struktura zostata ustalona za pomspektrometrii mas.

Swiatto widzialne Swiatto UV

Fot. 7. Plytki TLC frakcji otrzymanych w wyniku oggzczania SPE

95



WYNIKDYSKUSJA

4. 2. ldentyfikacja zwiazkow fenolowych w cesciach nadziemnychM. longifolia

4. 2. 1. Analiza zwazkdéw fenolowych metoe LC-MS

Przeprowadzone badania uthwity ustalenie sktadu jakiziowego czsci
nadziemnych rdin M. longifolia w obrbie frakcji fenolowej. Struktur chemiczi
wyizolowanych zwizkéw fenolowych ustalono przy wykorzystaniu spektedrii mas
oraz w oparciu o dogbne dane literaturowe. Zwaki ponumerowano od 1 do 9
zaznaczajc ich miejsce na chromatogramach. Wyniki 4gpsezentowane w Tabeli 11
oraz na Rys. 15.

Identyfikacja zwazkow fenolowychM. longifolia oparta byta na nagiujacych
parametrach: czas retencji, widmo UV, waciom/z jonow [M-H] oraz widmach
masowych, powstatych na skutek rozpadwzai glikozydowych lub estrowych
w czasteczkach analizowanych zwkow. W badaniach LC/MS zastosowano metod
jonizacji poprzez elektrorozpylanie (Elektrospraynikation, ESI) w trybie jonow
ujemnych. Jonizacja tego typu polecana jest do dsezgniej identyfikacii
flawonoiddéw, rownie tych wystpujacych w zespotach, z uwagi na cziftanetody
| prost interpretagt uzyskanych widm [Fabre i in., 2001; de Rijke | 2003].

Zidentyfikowane zwgzki fenolowe to 5 flawondéw, 1 flawanon oraz 3 kwasy
fenolowe. § to odpowiednio: diglukuronid luteolinyl), dwa glukuronidy luteoliny
(3, 7), ester metylowy glukuronidu luteolin®); rutynozyd luteoliny 4), rutynozyd
eriodiktiolu (2), kwas rozmarynowy @), kwas salwianolowy L §) oraz kwas
didehydrosalwianolowy L§).

Zwiazek nr 1 wyizolowano w iléci 6,34 mg (Tabela 11). Cechowat siajkrotszym
czasem retencji spadd wszystkich wyizolowanych zwikow, wynoszcym 2,02 min.
Jego widmo UV zarejstrowane na detektorze PDA zaldedwa maksima absorpcji:
przy 251,4 oraz przy 338,8 nm. W jego widmie masowgeprotonowany jon
637 [M-H] wskazywat na mas638. W wyniku fragmentacji tego zawku powstaty
jony m/z 461 o intensywrkei wzglednej (wz.) 12, jon an/z 351 i intensywngci wz.100
oraz jon om/z 285 i intensywngéci wz. 32. Z analizy widma masowego wynika, i
aglikon tego zwizku stanowi luteolinanfyz 285). Sygnain'z 351 wskazuje natomiast
na obecn& dwoch podczonych liniowo casteczek kwasu glukuronowego (2x176-H).

Na podstawie analizy widm absorpcyjnych, masowycaz odanych literaturowych

96



WYNIKDYSKUSJA

[Fecka 1 Turek, 2007; MassBank Record PR2100643p:/hMtww.massbank.jp]
zidentyfikowano go jakaliglukuronid luteoliny.

Zwigzek nr 2 wyizolowano w ilgci 7,25 mg. Jego czas retencji wynosit 3,08 min.
Wykazywat on maksimum absorpgjviatta UV przy 283,3 nm. W widmie masowym
jon 595 [M-HJ sugerowat mas596. Analiza MS/MS wykazata obecdoonu om/z
449 i intensywnéci wz. 100 oraznv/z 287 i intensywnéci wz. 20 wskazuicy na
obecnd¢ heksozy i deoksyheksozy. Na podstawie analizy witkisowych oraz danych
literaturowych  [Marais i in. 2000; MassBank RecordPR100639,
http://mww.massbank.jp] zidentyfikowano go jakdynozyd eriodiktiolu.

Zwigzek nr 3 uzyskano w najwkszej ilasci sparod wszystkich wyizolowanych
standardéw; jego masa wynosita 15,39 mg. Czas gjetago zwihzku wynosit 3,20
min. Zwiagzek ten na detektorze PDA wykazywat dwa maksimargag przy 252,6
oraz przy 345,7 nm. Jego deprotonowany jon obseamgwv widmie masowym miat
m/z 461 [M-HJ. Jon [M-HJ o takiej wartéci posiadat rownig zwiazek nr7. Zwiazki
nr 3 i nr 7 wykazywaly ponadto identyczny sposéb fragmentagjaliza widm
ESI/IMS/IMS tych zwizkow wykazata obecsdé jonu o myz 285 i intensywngci
wz. 100, charakterystycznego dla luteoliny.zRiéa mas pomizy jonami wynosita
176 j. m. (461 — 285) co odpowiada jednepsteczce kwasu glukuronowego. Na
podstawie analizy widm masowych oraz danych litemawych [Fecka i Turek, 2007;
MassBank Record PR100643, http://www.massbankyphzki te zidentyfikowano
jako glukuronidy luteoliny. Uzyskane wyniki nie pozwolity oké#¢ potozenia

podstawnika kwasowego.

W rozdziale preparatywnym uzyskarld@®,26 mgzwiazku nr 4. Jego czas retencji
wynosit 3,28 min, natomiast zarejstrowane na detekt PDA maksima absorpcji
wystepowaty przy 253,8 oraz przy 345,7 nm. W widmie nvggm obserwowano jon
o m/z 593 [M-HJ. Analiza ESI-MS/MS wykazata obecito jonu o m/z 447
I intensywndci wz. 30 oraz jonu om/z 285 i intensywnfci wz. 100,
charakterystycznego dla aglikonu luteoliny. Na padse analizy widm masowych oraz
danych literaturowych [Kgr i in.,, 2004] zidentyfikowano go jakeoutynozyd

luteoliny.
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Zwigzek nr 5 wyizolowano w ilégci 8,53 mg. Jego czas retengjynosit 4,35 min,
a widmo UV zarejstrowane na detektorze PDA cechgpwala maksima absorpcji: przy
284,5 oraz przy 337,5 nm. W widmie masowym jom/a 717 [M-H] sugerowat mas
718. W wyniku fragmentacji tego zswku stwierdzono obecké jonu o m/z 519
I intensywndci wz. 25, jonu om/z 339 i intensywngci wz. 100 oraz jonu oz 321
I intensywndci wz. 25. Na podstawie analizy widm masowych omdanych

literaturowych [Fecka i in., 2004] zidentyfikowago jakokwas salwianolowy L.

Zwigzek nr 6 zostat wyizolowany w iléci 6,16 mg. Jego czas retencji wynosit 4,45
min. Posiadat on maksimum absorpéyiatta UV przy 327,6 nm. Maszwiazku
wynoszca 360 w widmie masowym sugerowat deprotonowany joWo359 [M-HJ.
Analiza LC-ESI-MS/MS wykazata obecftojonu om/z 223 i intensywnéci wz. 20,
jonu oMz 197 i intensywnéci wz. 25, jonu onv/z 179 i intensywngci wz. 30, jonu

0 m/z 161 i intensywngci wz. 100, jonu anz 133 i intensywnéci wz. 5, oraz jonu

0 m/z 123 i intensywngci wz. 5. Na podstawie analizy widm masowych oramyth
literaturowych  [Fecka i in., 2004; MassBank RecordPR100686,
http://www.massbank.jp] zidentyfikowano go jakeas rozmarynowy.

Zwiazek nr 7 uzyskano w iléci 8,54 mg. Czas retencji tego agku wynosit 4,66 min.
Zwiazek ten na detektorze PDA wykazywatl dwa maksimargo§ przy 267,3 oraz
przy 332,6 nm. Widmo masowe tego zmku zawierato jon pseudomolekularny
0 m/z 461 oraz silny jon oan/z 285 odpowiadagy czsteczce aglikonu. Na podstawie
widm absorpcyjnych i masowych zygek ten zostal zidentyfikowany jako glukuronid
luteoliny, podobnie jak zwiek 3. Od zwazku 3 réznit si¢ prawdopodobnie miejscem

podstawienia cukru.

Zwiazek nr 8 wyizolowano w najmniejszej ikei (3,89 mg) sp&dd wszystkich
substancji. Jego czas retencji wynosit 5,36 minwidmo UV zarejstrowane na
detektorze PDA zawieralo dwa maksima absorpcjiy 283,3 oraz przy 344,4 nm.
W widmie masowym jon pseudomolekularnyméz 715 [M-H] sugerowat mas716.
W wyniku fragmentacji tego zwzku stwierdzono obec®é jonu o m/z 517
I intensywndci wz. 20, jonu onvVz 337 i intensywngci wz. 100 oraz jonu oz 321

I intensywndci wz. 10. Na podstawie analizy widm masowych iaapsyjnych oraz
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danych literaturowych [Liu i in., 2007] zidentyfis@no go jako kwas
didehydrosalwianolowy L.

Zwiazek nr 9 byt obecny w niewielkiej iléci w rozdzielanej frakcji, po wysuszeniu
otrzymano 4,23 mg tego wzorca. Charakteryzowatnsijdiuzszym czasem retencji
wynoszicym 6,20 min. Posiadat on dwa maksima absofwaptta UV przy 258,7 oraz
przy 316,5 nm. W widmie masowym jonra/z 475 [M-H] sugerowat mas 476.
Analiza ESI-MS/MS wykazata obecftojonu om/z 460 i intensywnéci wz. 15 oraz
jonu o m/z 285 i intensywngci wz. 100. Na podstawie analizy widm masowych
I absorpcyjnych oraz danych literaturowych [FecKeurek, 2007; MassBank Record
PR100643, http://www.massbank.jp] zidentyfikowan@ gako ester metylowy

glukuronidu luteoliny.

Wyizolowane i scharakteryzowane zwgki zostaly wykorzystane jako wzorce
w dalszych analizach jakciowych i ilosciowych r&nych ekstraktow. longifolia oraz
M. piperita. Umazliwity one m.in. analiz poréwnawcz syntezy tych metabolitow
w obu gatunkach, jak rowniesprawdzenie ich akumulacji wadych typach kultur
in vitro. Badania fitochemicznegsntegralnym procesem batldiotechnologicznych,
ukierunkowanych na produkcjmetabolitdw wtornych. Analizy te majna celu
rozpoznanie profilu zwizkow syntetyzowanych przezstim¢ wprowadzaa do hodowli
in vitro oraz pdniejsze analizy monitorage zawartéci oraz profil metabolitow
akumulowanych w rinych typach kultuin vitro. Przebadanie wielu prébek wymagato

rowniez opracowania sprawnej i krotkotrwatej metody iclalay.
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Tabela11. Zwiazki fenolowe czesci nadziemnych M. longifolia zidentyfikowane za pomoca analiz LC-ESI-MS/IMS

jony fragmentacyjne m/z

Nr piku | RT (min) | Amax (nm) | [M-H] m/z (wzgledna intensywnosé %) masa (mg)* identyfikacja literatura
diglukuronid Feckai Turek, 2007
1 2,02 251,4; 338,8 637,4 461(12), 351(100), 285(32) 6,34 luteoliny MassBank Record PR100643,
http://www.massbank.jp
rutynozyd Maraisi in., 2000
2 3,08 283,3 595,4 449(100), 287(20) 7,25 S MassBank Record PR100639,
eriodiktiolu htto:// ssshank i
p://www.massbank.jp
glukuronid Feckai Turek, 2007
3 3,20 252,6; 345,7 461,3 285(100) 15,39 luteoliny** MassBank Record PR100643,
http://www.massbank.jp
4 328 |2538:3457| 5935 447(30), 285(100) 12,26 rllfj?’egﬁf]{/ d | Kogariin., 2004
5 4,35 284,5; 337,5 717,3 519(25), 339(100), 321(25) 8,53 .kwas Feckai in., 2004
salwianolowy L
Feckai in., 2004
6 4,45 327,6 358,9 212%%?())6)1917%(3%,) 1173%’))' 6,16 roznfg’r";fmwy MassBank Record PR100686,
’ ’ http://www.massbank.jp
glukuronid Feckai Turek, 2007
7 4,66 267,3; 332,6 461,2 285(100) 8,54 luteoliny** MassBank Record PR100643,
y http://www.massbank.jp
kwas
8 5,36 283,3; 3444 715,3 517(20),337(100), 321(10) 3,89 didehydrosalwia | Liui in., 2007
-nolowy L
ester metylowy | Feckai Turek, 2007
9 6,20 258,7; 316,5 475,5 460(15), 285(100) 4,23 glukuronidu MassBank Record PR100643,
luteoliny http://www.massbank.jp

* - masa zwigzku wyizolowana za pomoca prepar atywnej chromatogr afii kolumnowey

** - jzomery podstawnikowe

101




WYNIKDYSKUSJA

GatunekM. longifolia bedacy przedmiotem niniejszej pracy bytzjwbiektem
bada fitochemicznych, magych na celu ustalenie sktadu metabolitbw wtdrnych
warunkupcych jego aktywn& biologiczry. Sktad chemiczny olejku eterycznego jest
poznany i wyczerpygo opisany. Mniej prac dotyczy natomiast syntetyaoyech przez
rosling zwiazkéw fenolowych. W ekstraktacM. longifolia zidentyfikowano m.in.
glikozydy luteoliny. Dane literaturowe podajobecné¢ takich zwazkow jak
glukuronid oraz rutynozyd tego flawonu [Bourwiegahl, 1973]. Rutynozyd luteoliny
zidentyfikowano réwnig w miccie pieprzowejM. piperita [Guédon i Pasquier, 1994;
Areias i in., 2001]. W badanym ekstrakdike longifolia zidentyfikowano ponadto jeden
flawanon - rutynozyd eriodiktiolu. Obec§totego zwazku w ekstrakcieM. longifolia
potwierdzay takie wczdéniejsze badania [Bourwieg i Pohl, 1973]. Wymiwanie
rutynozydu eriodiktiolu wykazano ponadto M. piperita [Guédon i Pasquier, 1994;
Areias i in., 2001]. Przeprowadzone analizy jakowe wykazaly, ze profil
syntetyzowanych zwekdw fenolowych w badanym materialezndt si¢ pod wzgédem
obecndci niektérych metabolitow od profili opisywanych adltego gatunku
w literaturze. W badanym materiale nie zidentyfilkow nasfpujacych metabolitow:
7-glukuronidu apigeniny, 7-rutynozydu akacetyny, runozydu diosmetyny,
7-rutynozydu hespertyny [Bourwieg i Pohl, 1973]gldkozydu luteoliny [Bourwieg
i Pohl, 1973; Sharaf i in., 1999], izoorientynyw&eniny, hypolaetyny, 1-luceniny,
7-O-neohesperydozydu,  @-metylo-3'-O-glukozydo-5O-ramnozydu  trycetyny,
3’-O-glukozydo-5O-ramnozydu trycetyny oraz ¥-ramnozylo-(1»4)-ramnozydu
trycetyny [Sharaf i in., 1999], 5,7,4'-trihydrok$y2’,3-trimetoksyflawonu [Ghoulami
i in., 2001] oraz longityny [Ali i in., 2002]. Ranice w profilu syntetyzowanych
zwigzkow fenolowych mog by¢ wyttumaczone odmiennymi  warunkami
geograficznymi: Polska, Arabia Saudyjska [Shaiaf,i1999], Maroko [Ghoulami i in.,
2001], Pakistan [Ali i in., 2002] w jakich prowadmw upraw M. longifolia. Skiad
jakosciowy i ilosciowy zalery od warunkow klimatycznych oraz lokalnego ekosysie
w ktérym wystpuja rosliny. Dyskutowane dane literaturowe nie padgjonadto
doktadnej przynalenosci systematycznej analizowanego materialu w randze
podgatunku. Ze wzgtlu na zranicowanie geograficzne istnieje rowaieduze
prawdopodobigstwo, ze do bada wykorzystano réne podgatunkiM. longifolia.
Najnowsza systematyka rodzaflentha wyréznia a 22 podgatunkM. longifolia, przy
czym ich rozmieszczenie geograficzne jest raczggkie i specyficzne dla kdego

podgatunku [Tucker i Naczi, 2007]. Dane literatueowykazuj poza tym na
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zroznicowanie profilu syntetyzowanych zygkoéw fenolowych pomidzy r&nymi
gatunkami migty
(Tabela 3). Zdoln& biosyntezy metabolitow charakterystycznych gatuwikanaze

by¢ wykorzystana jako dodatkowy czynnik przy ofemiu przynalenosci
systematycznej hybryd oraz miesgdw midzygatunkowych, gatunkéw dziko
rosmcych [Voirin i in. 1999]. Analiza genetycznego pewienstwa gatunkowMentha
wzbogacona o dane fitochemiczne pozwadicidli¢ i uporadkowa skomplikowai
systematyk tego rodzaju. Pomimoz iprofil syntetyzowanych zwrkow fenolowych
jest charakterystyczny dla #@ego gatunku, czy nawet odmiany, wszystkie surowce
z rodzaju Mentha stanowd dobre zrodio zwiazkéw przeciwutleniajicych w diecie

cztowieka.

4.2.2 Analiza zwigzkéw fenolowychmetoda chromatografii cieczowejz detekcja UV

Podstawow technily wykorzystam podczas analiz jakoiowych oraz
ilosciowych byta ultrasprawna chromatografia cieczow®PI(C). Rozdziaty
prowadzono na kolumnie ze zkm typu RP-C18, natomiast jako ¢azuchony
zastosowano gradient acetonitrylu w wodzie. Warueks powszechnie stosowane
w analizach zwizkéw fenolowych.

Podczas rozdziatbw faz ruchomy stanowit gradient roztworu A (woda
zawierajca 0,1% kwasu mrowkowego) oraz roztworu B (wodaeattryl (60:40)
zawierajce 0,1% kwasu mréwkowego). Modyfikigj zarbwno czas analizy jak
I zmiarg skzenia acetonitrylu opracowano trway 7,5 min. rozdziat (Rys. 16) day
zadawalajca separag zwiazkow fenolowych obecnych w prébce. W tych warunkach
niektore piki (zwazki nr 2 - 4 oraz 5 i 6) nie byly do koa rozdzielone. Wydhkanie

czasu analizy powodowato jednak rozszerzari@igow i nie poprawito ich separacji.
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Rys. 16. Chromatogram UPLC ekstraktu z czesci nadziemnych M. longifolia (A = 350 nm).
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4. 3. Oznaczanie aktywngci przeciwutleniajacej wyizolowanych zwizkow oraz
ekstraktu M. longifolia

Kazde oznaczenie zdolda antyoksydacyjnych jestisle skorelowane z natwyr
wolnego rodnika, gdy tylko pewne ugrupowania obecne wasteczce zwizku
o0 wtasciwosciach antyoksydacyjnych magdolng¢ do ich zmiatania. Rodnik DPPH
okazat s¢ idealnym zwazkiem w badaniu wkgiwosci przeciwutleniaggcych, zwlaszcza
polifenoli. Zarowno DPPHjak i ABTS® oddzialup z antyoksydantami poprzez
pofaczony mechanizm przekazania atomu wodoru (Hydrogem Transfer) oraz
transferu elektronu (Elektron Transfer). \Adavosci antyoksydacyjne zwikdéw
fenolowych polegajna eliminowaniu reaktywnych form tlenu, blokowaiimmiataniu)
wolnych rodnikéw (najozciej nadtlenkowych, hydroksylowych
i hydroksynadtlenkowych), inhibicji enzyméw z grupksydaz a tale chelatowaniu
jonow metali, gtdbwniezelaza i miedzi [Rice-Evans i in., 1996; Huang i, iB005].
Przeciwutleniacze mag chront organizm cziowieka przed skutkami stresu
oksydacyjnego i zapobiegav ten sposob przed rozwojem chordb, m.in. zhigcy
naczy oraz zmianami nowotworowym.

Wyodrebnione i oczyszczone miligramowe §6 zwiazkoéw fenolowych
(p.p. 4.2.1.) postiyty do okrelenia ich widciwosci antyoksydacyjnych. Oznaczano je
metod, polegajca na badaniu spadku wasétd absorbancji zachodeej podczas reakciji
redukcji wolnego rodnika DPPHjak réwniez wolnego rodnika ABTS przez ekstrakt
M. longifolia, a take roztwory poszczegoélnych zyzkow fenolowych. Wyniki analiz

zostaly przedstawione w Tabeli 12.

Tabela 12. Aktywn& antyoksydacyjna poszczegolnych gakiow fenolowych oraz
ekstraktuM. longifolia

zwiazek TEAC pppr (UM g-l) TEAC pgrs (UM g-l)
kwas rozmarynowy 6729,29 452277
glukuronid luteoliny*(3) 2608,96 3955,37
glukuronid luteoliny*(7) 1662,77 3839,07
rutynozyd eriodiktiolu 1566,08 2995,78
rutynozyd luteoliny 766,80 2128,07
ekstraktM. longifolia 1540,85 1994,59

*jzomery, zwhzkinr 31 7.
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Z prezentowanych danych wynika,ze najwysza  aktywndccia
przeciwutleniajca sparéd wszystkich zwizkédw poddanych analizie charakteryzowat
si¢ kwas rozmarynowy. Wargoi TEAC dla kwasu rozmarynowego wynosity 6729,29
uM g*dla oznacze z DPPH oraz 4522,77M g dla oznaczé z ABTS". Liczne dane
literaturowe potwierdzaj réwniez wysoka zdolnag¢ przeciwutleniajca kwasu
rozmarynowego [Chen i Ho, 1997; Lu i Foo, 2001, ISattee i in., 2005]. Aktywnig
antyoksydacyjna tego metabolitu determinowanaJegtownej mierze jego struktur
chemiczm. Aktywnos¢ antyoksydacyjna polifenoli zazana jest m.in. z ikeia oraz
pozycp grup hydroksylowych w strukturze zygku. Kwas rozmarynowy posiada
cztery takie grupy. Ponadto, dwie grupy hydroksydosy przylaczone do pigcienia
benzenowego w pozycjiorto-, tworzc struktug katecholu. Obecrs¢é grup
hydroksylowych w tym polzeniu wplywa na zwikszenie wtaciwosci
antyoksydacyjnych polifenoli. Kwas rozmarynowy wykevat najwiksz efektywnaé
zmiatania rodnikéw DPPHw réznych ddéwiadczeniachin vitro, w poréwnaniu do
pozostatych kwasow hydroksycynamonowych [Chen i 1887].

W przypadku oznaciez DPPH wtasciwosci antyoksydacyjne glukuronidéw
luteoliny wyrazone jako TEAC wynosity odpowiednio 2608,88 g* (zwiazek nr 3)
oraz 166271M g™ (zwiazek nr 7). Aktywniejszym z izomeréw byt zaziek nr7. Tak
wiec przyhczenie kwasu glukuronowego w okianej pozycji aglikonu w znacznym
stopniu wpltywa na zmian wiasciwosci przeciwutleniajcych zwhzku. Rutynozyd
luteoliny (766,80uM g*) oraz rutynozyd eriodiktiolu (1566,08M g?) réwniez
wykazywaty zragnicowane wiéciwosci antyoksydacyjne wyemne jako TEAC. Mae
by¢ to powodowane budaw aglikonow tych zwizkéw. Luteolina podobnie jak
i eriodiktiol posiada cztery grupy hydroksylowe toraiast aglikon luteoliny posiada
ponadto grup funkcyjm 2,3-dihydro w piefcieniu C casteczki, co mge korzystnie
wplyna¢ na zwekszanie wiéciwosci antyoksydacyjnych Waréé6 TEAC dla ekstraktu
M. longifolia wynosita 1540,85M g,

W przypadku oznachez ABTS® najwicksz aktywndé antyoksydacyja
4522 77uM g* wyrazom jako TEAC wykazywat kwas rozmarynowy. \Wewosci
antyoksydacyjne glukuronidow luteoliny byty zhne i wynosity odpowiednio
3955,37 uM g* oraz 3839,07uM g'. W oznaczeniu z tym rodnikiem waftd
antyoksydacyjne (wytane jako TEAC) uzyskane dla rutynozydow niemiéy si¢ tak
znaczco jak w przypadku oznacze DPPH. Wynosity one 2995,78 i 2128,QiM g*
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odpowiednio dla rutynozydu eriodiktiolu oraz rutgydu luteoliny. Najnisza wartasé
TEAC réwrg1994,59uM g™ wykazywat ekstrakm. longifolia.

Przeprowadzono tak badania aktywrioi antyoksydacyjnej ekstraktow
M. longifolia w zaleznosci od warunkow ich przechowywania. Celem piyifh bada
bytlo okr&lenie zmian w aktywnii antyoksydacyjnej ekstraktéw zachadych
w trakcie przechowywania. Dla surowych oraz qusie oczyszczonych ekstraktow
okreslono pocatkowe wartédci TEACpppy Oraz TEAGsTs. Nastpnie przechowywano
je w zr&nicowanych warunkach temperaturowych. ¢z ekstraktow zostata
umieszczona w lodowce (temp. 2-4°C), inne byly phosvywane w temperaturze
pokojowej ok. 25°C (czerwiec 2008, temp. max 32%Uyniki doswiadcze prezentuje

Tabela 13.

Tabela 13. Wplyw warunkow przechowywania ekstraltuongifolia na jego
wiasciwosci antyoksydacyjne

. TEACpppu(uM g™ s. m.) TEACpgts (UM g™ s. m.)

rodzaij ekstrakt ekstrakt

ekstrafd wartasé przechowywany r7 eI;strakt n wartosé przechowywan r7 eI;strakt n
pocatkowa wtemperaturzep e<|: ((j)yvywa pocatkowa wtemperaturzep ef gyvywa

pokojowej Wiodowce pokojowej wiodowce

Zig?gq 670,55 | 1188,80 | 674,51 | 1191,01 | 1726,13 | 1715,68

frakcja

fenolowa | 1470,12| 1182,80 1384,94 | 1705,33 | 2403,17 1935,76

ekstraktu

Analizujagc powyssze dane mma jednoznacznie stwierdzi ze wstpne
oczyszczenie ekstraktu metodSPE wplyrto na zwekszenie jego whkxiwosci
antyoksydacyjnych. W przypadku oznatzez DPPH bylo to odpowiednio
670,55uM g*'s. m. dla ekstraktu surowego oraz 147QRg™" s. m. dla oczyszczonej
frakcji fenolowej ekstraktu (warfoi te zostaly przedstawione jako TEAC).
W przypadku oznachez ABTS™ wiasciwosci antyoksydacyjne wynosity 1191,QM
g s. m.versus 1705,33uM g* s. m. odpowiednio dla ekstraktu surowego oraz
oczyszczonego (waroi te zostaty przedstawione jako TEAC). Z analinwpzszej
tabeli mana wywnioskowa rowniez, ze stabilné¢ antyoksydacyjna uzateiona jest
od warunkow przechowywania ekstraktu. Przechowyevakstraktu w temperaturze
25°C wplyreto na zwikszenie wiéciwosci antyoksydacyjnych ekstraktow. Przycayn

tego procesu moégt Byrozkiad whzan glikozydowych w zwiazkach fenolowych.
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Obecné¢ wolnych aglikonéw charakteryzigych sé wickszymi wiaciwosciami
antyoksydacyjnymi w poroéwnaniu do swoich glikozydémoze tlumaczy ten
ewenement.

4. 4. Kultury kalusowe M. longifolia oraz M. piperita

4.4.1. Sterylizacja nasiorM. longifolia oraz M. piperita

W biotechnologicznej e%ci bada podgto préby okrélenia warunkéw indukciji
kultur kalusowych, a nagtnie kultur zawiesinowyclkM. longifolia oraz M. piperita.
Najodpowiedniejszym materialem do wyprowadzeniawuty fragmenty sterylnych
roslin. W celu otrzymania sterylnych diin, nasiona obu gatunkéw mty odkazano
roztworami 70% EtOH, 10% 4@, lub 10 % komercyjnynirodkiem dezynfekuacym
zawierajcym podchloryn wapnia. W procesie tym konieczny kgsnpromis ponidzy
stezeniem i czasem dziatani@odka odkaajacego, ktory dociera do corazehkzych
warstw tkanek, magg jednoczénie uszkodzi zarodki znajdujce sé wewmtrz okrywy
nasiennej. Okrdono skuteczng@ sterylizacji oraz ilé¢ prawidtowo skietkowanych
siewek. Wyniki te przedstawia Tabela 14.

Tabela 14. Wptyw czasu sterylizacji na kietkowangsionM. longifolia

CZAS STERYLIZACI
NASIONA 15 20 30
LICZBA NASION 70 70 70
WYSIANYCH
STERYLNE
SKIELKOWANE 58 62 o4
PRAWIDEOWO
STERYLNE 5 5 5
ZDEFORMOWANE
STERYLNE 3 5 7
NIESKIELKOWANE
ZAKA ZONE 7 4 4

Analiza otrzymanych danych wykazata,aptymalny jest czas sterylizacji wynasy
20 min.
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4.4.2. Sterylizacja léci roslin M. longifolia oraz M. piperita rosnagcych w warunkach

polowych

Ulistnione szczyty gdow z ralin gruntowych sterylizowano 70% roztworem
etanolu, a nagpnie 10% komercyjnymsrodekiem dezynfekagym zawierajcym
podchloryn wapnia. Najbardziej skutegzmetod, sterylizacji bylo odkaanie 70%
roztworem etanolu przez 1 min. Wydanie tego okresu powodowato liczne nekrozy
fragmentow lici, co wptyreto na zmniejszenie siiczby eksplantatow wytwarzgjych

tkankg przyranm (kalus).

4. 4. 3. Wzrost i r@&nicowanie kalusa

Zoptymalizowano skiad pgwek w odniesieniu do regulatorow wzrostu. W celu
doboru najbardziej odpowiedniego eksplantatu p@epdzono  badania

z wykorzystaniem rinych organdow rédinnych.

4. 4. 3. 1. Wplyw rodzaju eksplantatu wykorzystaneg do zainicjowania kultury

Kultury kalusoweM. longifolia i M piperita zatlazono z fragmentow organdow
sterylnych rélin, jak rowniez z fragmentow miodych dci pochodzacych z rglin
polowych. Pocatkowo tkank kalusows zainicjowano z Kcieni czsci hipokotyli
miodych 7 dniowych siewek. Organ ten jestste wykorzystywany do zaktadania
kultur kalusowych. Jako eksplantaty wykorzystarkeéamtode lécie oraz fragmenty
lodyg. Z przebadanych organéwidiie okazaty si by¢ najlepszym eksplantantem dla
zainicjowania tkanki kalusowej. Eksplantaty te tmdy tkank: kalusows na
wszystkich typach pgywek, ponadto tworzeniu kalusa nie towarzyszytaanoggeneza
lub nekrozy, ktére obserwowano przy zastosowamydh fragmentow rdinnych.
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4. 4. 3. 2. Wplyw zastosowanych regulatorow wzrostoa rozwagj tkanki kalusowej

Kultury kalusowe z Kci zatazono na paywce LS wykorzystyjc kombinacije
I stezenia regulatorow wzrostu prezentowane w Tabeli N®.wszystkich podizach
hodowlanych (z wytkiem kontrolnego) stwierdzono rozwdj tkanki kalue.
Jednake w zalenosci od zastosowanej kombinacjesen hormonéw zaobserwowano
pewne ranice cech morfologicznych (barwa, sp&ad&omorek, struktura powierzchni
oraz zdolné¢ do organogenezy) narasieggo kalusaMorfologie tkanek kalusowych
utrzymywanych w kulturach przez 5 migsy prezenty tabele 15 - 18Kalus
wykazywat rownie zréznicowanie pod wzghem przyrostu §wiezej masy.
Przeprowadzone badania pozwalstwierdze, ze fragmenty kici sa organem najtatwiej
formujacym tkank kalusowa w przypadku obu gatunkow aty.

W przypadku kultur kalusowychl. longifolia orazM. piperita zarowno stzenie
regulatorow wzrostu, jak i proporcja fitohormonowkayna : cytokinina wptywaty na
zdolna¢ komorek do agregacji, a tym samym na zwérttkanek kalusowych.
Stosunek 2 : 0,5 stymulowat tworzenie gwartego, twardego kalusa. ina, tatwo
rozpadajca si¢ tkanke obserwowano natomiast przy proporcji 1 : 0,5

Kalus z lkci roslin polowych indukowano na dwéch wariantach hormopeh,

o proporcji auksyny do cytokininy, ktore okazaty &iy¢ najlepsze dla dci. Byty to
wiec pazywki suplementowane 1 mgLBA i 0,5 mg > 2,4 D lub 2 mg [* 2iP
i0,5mg ! 2,4-D.
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Tabela 15. Wplyw r@nych stezen 2,4-D i 2iP na tworzenie tkanki kalusowej na ficiach M. longifolia

Cechy tkanki kalusowej: obfigo, struktura, barwa itp.

BA
stezenie
[mg/l] 0,5 1 2
srednio obfity srednio obfity staby,
zOtokremowy zOktokremowy, z6ttokremowy,
0,5 | kruchy kruchy kruchy
a srednio obfity, staby, staby,
< zOttokremowy z0tty, 70tty,
N 1 kruchy kruchy, kruchy,
nekrozy
bardzo staby staby staby
zOtokremowy jasnokremowy 70ky
2 kruchy zwarty kruchy nekrozy

kontrola — BRAK KALUSA
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Tabela 16. Wpltyw ranych stzen 2,4-D i BA na tworzenie tkanki kalusowej na Kciach M. longifolia

Cechy tkanki kalusowej: obfi§d, struktura, barwa itp.

BA

stezenie
[mg L
1

0,5

srednio obfity,
z0ktokremowy,
0,5 | kruchy

srednio obfity,
z0ttokremowy,
kruchy

(@] srednio obfity, srednio obfity, staby,
& zOftokremowy, 70tty, 7061ty,

1 kruchy kruchy kruchy
staby, staby, staby,
zoOttokremowy, jasnokremowy, 70tty,

2 kruchy kruchy kruchy,

nekrozy

kontrola — BRAK KALUSA
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Tabela 17. Wptyw r&nych stezen 2,4-D i 2iP na tworzenie tkanki kalusowej na ficiach M. piperita

Cechy tkanki kalusowej: obfi§d, struktura, barwa itp.

2iP

stezenie 0,5 1
[mg L]
srednio obfity, srednio obfity,
jasnozielony, zielony,
0,5 | b.twardy, kruchy
nekrozy
) staby srednio obfity, srednio obfity,
< niejednorodny zOkozielony, zOkozielony,
Y 1 jasnozielony kruchy kruchy,
lub brunatny nekrozy
twardy
srednio obfity staby bardzo staby,
jasnokremowy, jasnokremowy zOttokremowy,
2 kruchy, twardy, twardy,
mate nekrozy nekrozy nekrozy

kontrola — BRAK KALUSA
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Tabela 18. Wplyw r&nych stezen 2,4-D i BA na tworzenie tkanki kalusowej na Kciach M. piperita

Cechy tkanki kalusowej: obfigo, struktura, barwa itp.

BA

stezenie
[mg L 0,5
]

srednio obfity,
jasnokremowy,

05 kruchy

niejednorodny, |
zielony lub '
brunatny,
kruchy

srednio obfity, '
niejednorodny: |
jasnokremowy
lub
z0ttokremowy
kruchy

srednio obfity

2,4-D

srednio obfity

srednio obfity

mate nekrozy

jasnozielony jasnokremowy jasnokremowy
1 lub brunatny kruchy kruchy

twardy

srednio obfity staby bardzo staby

jasnokremowy jasnokremowy zOttokremowy
2 kruchy kruchy kruchy

kontrola — BRAK KALUSA
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4. 4. 3. 3. Wplyw zastosowanych regulatorow wzrostoa syntez metabolitow
wtornych w kulturach kalusowych M. longifolia i M. piperita

Zastosowane proporcjec¢sen fitohormonow wplywaty na poziom akumulacji
kwasu rozmarynowego w tkankach kalusowych. Analpoeldano biomasy kalusowe
pochodzace z 5-ego pasa (Tabela 19). Akumulacja kwasu rozmarynowego ganer
nie byla wysoka. W przypadkuM. piperita jego zawart&¢ wahala s
w granicach 6 - 8 mg.m. Maksymala zawarté¢ 14,67 mg gs.m. oznaczono
w biomasie kalusa hodowanej nazparce LS z dodatkiem 2 mg'LBA oraz 1 mg [*
2,4-D. Kalus ten charakteryzowal¢sbardzo zwad struktun, przez co nie zostat
wykorzystany do indukcji zawiesiny komorkowej. Zatweaé kwasu rozmarynowego
byla jeszcze mniejsza w kalusadfl. longifolia gdzie oscylowata w przedziale
0,1 - 1,28 mg Js.m. Istnieje przekonanige wyzszy poziom auksyn, a zwlaszcza
2,4-D w kulturze stymuluje podziaty komorkowe, acavi przyrost tkanki. Obra on
jednoczénie poziom metabolitow wtérnych w kulturze [Staffor in., 1986; Rao
i Ravishankar, 2002; Smetanska, 2008].

Najlepszy wariant poywki dla kazdego gatunku zostat wybrany w oparciu
o efektywnd¢ przyrostu biomasy tkanek kalusowych oraz sktadgekwy i ilosciowy
metabolitow wtérnych uzyskany w wyniku analiz bieaficznych. W przypadku
M. longifolia najbardziej odpowiedaipazywka okazata si pozywka LS wzbogacona
w 1 mg L' BA oraz 0,5 mg [* 2,4-D, natomiast dla kultur kalusowydh. piperita
wybrano paywke LS z dodatkiem 2 mgt.2iP oraz 0,5 mg t 2,4-D.

Wzrost akumulacji kwasu rozmarynowego obserwowaedngk w trakcie
prowadzenia kultur kalusowych wyselekcjonowanyectii IM. longifolia i M. piperita.
Biomasy pochodge z 9-ego pasa gromadzity wielokrotnie wksze ilgci tego

zwiazku (Tabela 20).

Tabela 20. Zawartg kwasu rozmarynowego (mg'g.m.) w czasie trwania kultur
kalusowychM. longifolia i M. piperita

M. longifolia M. piperita
kalus pochodzcy z 5-ego pasal 0,13 8,01
kalus pochodgzy z 9-ego pasa 21,57 37,49
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Tabela 19. Zawarts kwasu rozmarynowego (mg's.m.) w kulturach kalusowychl.
longifolia i M. piperita uzyskanych na tiych wariantach pgwki LS

(5-ty pasa)
Mentha longifolia Mentha piperita
2iP 2iP
stezenie stezenie
[mg/l] 0,5 1 2 [mg/1] 2 1 2
05 0,17+ | 0,58+ | 0,93 0.5 7,35+ | 7,85+ | 8,01+
' 0,02 | 0,007 | 0,12 ' 1,39 0,43 0,79
a a
< <
N 1 0,30+ | 1,28+ | 0,43+ o 1 499+ | 121+ | 6,86+
0,02 0,06 0,02 0,12 0,08 0,43
2 dad 0,12+ | 0,20+ 2 6,46+ | 4,84+ | 8,06+
Y| o001 | 003 050 | 021 | 1,63
BA BA
stezenie stezenie
[mg/l] 0,5 1 2 g/l 0,5 1 2
05 0,43+ | 0,13+ | 0,12+ 05 6,15+ | 3,68+ | 8,32+
A ' 0,02 | 0,001 0,02 o ' 032 | 012 0,30
1 1
< <
N 1 0,07+ | 0,05+ | 0,18+ o 1 541+ | 1,24+ | 14,67+
0,003 | 0,008 0,03 0,32 | 0,08 0,12
2 0,09+ | 0,03+ | 0,04+ 2 2,42+ | 1,20+ | 1,56+
0,01 | 0,003 | 0,002 0,25 | 0,05 0,13
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4. 5. Kultury zawiesinoweM. longifolia i M. piperita

Stabilne 9-miesiczne tkanki kalusowe (Fot. 8) charakteryzej s¢ luzna
struktun, odpowiedni do indukcji zawiesin komoérkowych oraz intensywnymi
przyrostami biomasy (p.p.4.4.) posty do zat@enia kultur zawiesinowych.
Syntetyzowaly one kwas rozmarynowy wé021,57 mg g s.m. - kalusM. longifolia
oraz 37,49 mg§s.m. - kalusV. piperita.

Kultury zawiesinowe w poréwnaniu z kulturami agayomw umazliwiaja
petniejsa kontrok procesu déwiadczalnego np.: dokarmianie prekursorami szlakéw
metabolicznych lub elicytagj przez co mdiwe jest zwgkszenie akumulacji
pozadanych metabolitbw wtérnych [Bourgaud i in., 200Ramachandra Rao
i Ravishankar, 2002; Oksman-Caldentey i Inzé, 2004kpne badania nad hodowlami
in vitro wykazaly wzrost zawarfci kwasu rozmarynowego zarowno wslinach
in vitro, jak i w kalusach w poréwnaniu doesei nadziemnych odpowiednich s
gruntowych.

kalusM. longifolia — pazywka LS kalusM. piperita — pazywka LS
+1mgL'BA+05mgl'24D +2mgL*2iP+05mg24D

Fot. 8. Tkanki kalusow®. longifolia i M. piperita pochodzce z 9-ego pasa
4. 5. 1. Indukcja zawiesin komérkowych

Istotnym czynnikiem warunkagym wzrost zawiesiny komorkowej jest masa
komorek w okrélonej ilosci pozywki. Wzrost zawiesiny komoérkowej jest mniegj
intensywny w przypadku, gdy ichegfcs¢ jest nisza. Jako inokulum ayto kalusa
Z 9-ego pasal. Grudki kalusa o odpowiedniej strukturze (0,2 byly zawieszane

w 20 ml paywki, w 100 ml kolbach Erlenmeyera. Hodowle zawnesve prowadzono
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na podtau LS, z takim samym zestawem regulatoréw wzrostu hst wykorzystany
do hodowli poszczegdlnych rodzajéw kalusa:

M. longifolia- 1 mg L* BA + 0,5 mg * 2,4 D

M. piperita- 2 mg L* 2iP + 0,5 mg [* 2,4 D

W trakcie pocatkowych pasay nastpita adaptacja komérek do odmiennego
srodowiska oraz ich samoistna selekcja. Komorki ahodze do wzrostu w warunkach
ptynnych zamieraty i byly eliminowane z zawiesinja kolbach obserwowano
pierscien utworzony z martwych komérek, ktére osadzatyrs szkle. Na skutek tego

procesu w kulturach pozostaty komorki zdolne doziaidw w pazywce ptynnej.

4. 5. 2. Liczba agregatow w zawiesinie i ich morfogiczne zr@nicowanie

W czasie prowadzenia kultury obserwowano zmiany ygladzie komorek.
Pocatkowo dominowaly die i wydtuwzone komorki z dagymi wakuolami. W trakcie
kolejnych pasay komorki te bylty stopniowo eliminowane z zawiesifgdnoczanie
zostaty one zagpione przez komorki mate, algte, o matych wakuolach (Fot. 11 i 12).
Sukcesywne paga oraz filtracja zawiesin unlbwity otrzymanie ustabilizowanych,
jednorodnych zawiesin komorkowych, charakteryeygh sé pojedynczymi

komorkami oraz drobnymi agregatami komérkowymi.
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Fot. 9. Wytrasana kultura zawiesiniowd. longifolia
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Fot. 10. Wytrasana kultura zawiesiniowd. piperita
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Fot. 11. Obrazy mikroskopowe zawiesin komaérkowitHongifolia
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Fot. 12. Obrazy mikroskopowe zawiesin komaorkowithpiperita
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4. 5. 3. Charakterystyka wzrostu zawiesiny komorkowj M. piperita

Na podstawie iléci swiezej ($.m.) oraz suchej (s.m.) masy tkankowej
otrzymanej w poszczegoélnych dniach cyklu hodowlanegwajpcego 20 dni
wykreslono krzywe wzrostu zawiesiny (Rys. 17) komorkowejpiperita. Inokulowane
naswieza pazywke komaorki, niemal natychmiast padly podziaty komorkowe, dlatego
tez faza spoczynkowa byla bardzo krotka (niezatak@a). Nasipnie komorki
osiagrety faze wzrostu liniowego, gdzie nagtito namnaanie komorek niemal
w postpie geometrycznym (2 - 8 dzihodowli). Maksymalna akumulacja biomasy
zostata odnotowana 8-ego dnia cyklu i wynosita @807 g ' s.m. W nasipnych
dniach hodowli zawiesina komérkowa agpicta faz stacjonara. Przyrost suchej masy
(s.m.) wzgédemswiezej masy przebiegat rownolegle.

Podczas wzrostu kultury zawiesinowid. piperita obserwowano zmignjej
barwy. Z jasnozielonej przeksztatcitg sina na zielono-azowa, a nawet yzowa pod
koniec trwania kultury. Bizowienie tkanek w kulturachin vitro jest silnym
wskaznikiem wzrostu akumulacji zwikkdéw fenolowych. Nasilenie intensyw§ed
brazowego koloru mgna tlumaczy utlenianiem  zwjzkéw  fenolowych
syntetyzowanych przez komorki zawiesinowe, spowa®vaktywnécia oksydazy
polifenolowej [Zhou i in., 2010]. W przypadku zawie komorkowychLavandula
intermedia utlenianie czsteczki kwasu rozmarynowego, powodowane przez emzym
typu peroksydaz, byto czynnikiem powoatym bmzowienie kultury. Proces ten byt
nasilony wraz z wiekiem oraz trwaniem hodowli. Pawwat ponadto obwnenie
zawartdci kwasu rozmarynowego [Lopez-Arnaldos i in., 1993pdobne spostrzenie
opisano rowniz w przypadku zawiesiny komorkoweéjgastache rugosa [Kim i in.,
2001].
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Rys. 17. Krzywa wzrostu zawiesiny komdrkowj piperita
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4.5. 4. Zmiany w akumulacji kwasu rozmarynowego w zawesinie komorkowej

M. piperita w czasie cyklu hodowlanego

Analizujac przyrost biomasy w trakcie cyklu hodowlanego zmiviy
komorkowejM. piperita. wykonano take pomiary zawarkei kwasu rozmarynowego.
Tkanke odsiczono od peywki, a nastpnie mraono, liofilizowano, ekstrahowano
I oczyszczano frakej fenolowa (p.p. 3.12). Otrzymane ekstrakty poddano analizie
ilosciowej stosujc UPLC.

W zawiesinie komorkowe. piperita kwas rozmarynowy byt magazynowany
wewnatrzkomorkowo. W ptynie pohodowlanym wykryttadowe ilgci tego zwazku,

a niewielki wzrost akumulacji tego metabolitu wzpace zaobserwowano pod koniec
cyklu hodowlanego. Zawadé kwasu rozmarynowego w zawiesinie komorkowej
M. piperita uzaleniona byta od fazy jej wzrostu (Rys. 18). Akumuéatggo metabolitu
zwigkszata s stopniowo podczas liniowej fazy cyklu (2-8 dzidodowli), kedac
szczegolnie zintensyfikowarpomidzy 6-ym a 8-ym dniem. Osmego dnia odnotowano
maksymalg zawartéé kwasu rozmarynowego, ktéra wynosita 80,28 rifg.m. Byt to
jednoczénie ostatni dzié wzrostu liniowego zawiesiny, po tym agigta ona faz
stacjonara. W fazie tej zawart@ kwasu rozmarynowego olmyta sk znacaco
oskgajac wartdgé¢ 28,85 mg g s.m, W kdicowym etapie hodowli (dzie18 i 20)

w biomasie komédrkowej stwierdzono jedyriladowe ilgci kwasu rozmarynowego.
Wzrost akumulacji kwasu rozmarynowego #@o by zwigzany ze stresem
fizjologicznym, na skutek wyczerpywania sktadnikow pokarmowych w pgwce,
badZ tez procesem starzeniagdilomorek.

Poréwnujc produkcg kwasu rozmarynowego oraz przyrost biomasyzenoy
stwierdzt, ze maksimum akumulacji wygiowato 8-ego dnia hodowli (ostatni daie
wzrostu liniowego zawiesiny). Zawiesina komorkowasiagneta wkrotce faz
spoczynkow. Synteza tego metabolitu miata ewi miejsce ju po intensywnym
namnaeniu s¢ komérek, gdy procesy podziatowe niepeahie zachodzity.

Podobny schemat akumulacji kwasu rozmarynowegowieziie komorkowej,
gdzie jego zawartg rosta wraz z przyrostem biomasy komorkowejagsita wartcé
maksymall, a nasfpnie obniata s¢ gwattownie, obserwowano rowiev przypadku
zawiesin komorkowych innych gatunkowslia. Zawiesiny komaérkoweColeus blumel
akumulowaty kwas rozmarynowy kilka dni pod konieerastu zawiesiny [Petersen,

1992]. Akumulacja kwasu rozmarynowego w przypadiawiesin komorkowych
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Agastache rugosa zmieniata st w zaleznosci od fazy wzrostu zawiesiny [Kim i in.,
2001]. Akumulacja kwasu rozmarynowego w przypadlawiesin Lavandula vera
rowniez byta skorelowana z faz wzrostu zawiesiny. W tym przypadku kwas
rozmarynowy byt syntetyzowany podczas liniowej fazgrostu, medzy 4-ym a 8-ym

dniem hodowli. Maksymalna zawastowynosita 68 mg L [llieva i Pavlov, 1997].
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4. 6. Poréwnanie profiliM. longifolia i M. piperita w ekstraktach z raslin polowych

oraz w roznych typach kultur in vitro

Analizie poddano metanolowe ekstrakty gzmkéw fenolowych otrzymanych
z raslin gruntowych, rélin hodowanych w warunkadm vitro, kultur kalusowych oraz
kultur zawiesinowychMentha longifolia i Mentha piperita (p.p. 3.12.) Czsci
nadziemne rdin polowych obu gatunkéw suszono w temperaturz&C3%V kolejnym
etapie rozdrobniony materiat poddano ekstrakcji ykavzystaniem automatycznego
ekstraktora ASE 200. Ekstrakty oczyszczano met®BE przy wéyciu kolumn SPE
(1 cn®, 360 mg; Waters). Istotnym czynnikiem tego procgsi dobér odpowiedniej
ilosci ekstraktu nanoszonego na zAp tak aby ilé¢ zwiazkow w ekstrakcie nie
przekraczata jego zdolda sorpcyjnej. Pozostaty materiatshmny (rosliny hodowane
w warunkachin vitro, kultury kalusowe oraz kultury zawiesinowe) zanmoo
I zliofiizowano. Kolejne etapy przygotowania elkdttu fenolowego byly ji
identyczne jak w przypadku materiatu polowego.

Identyfikacg  zwiazkbw w ekstraktach przeprowadzono w oparciu
o wyizolowane standardy. Poréwnano czasy retengjigma UV oraz masy
czasteczkowe poszczegollnych zwkow, obecnych w ekstraktach, z wyizolowanymi
i scharakteryzowanymi za pompd.C-ESI-MS wzorcami (p.p. 4.2.). Wykonano
krzywe kalibracyjne dla wyizolowanych substancji on@wych w zakresie &ten
01 - 200 pg mL?*, a nasipnie obliczono dla nich waroi LOD (Granica
Wykrywalnasci ang. Limit Of Detection), LOQ (Granica Oznacz#lti ang. Limit Of
Quantitation), liniowé¢ oraz R (kwadrat wspétczynnika korelaciji liniowej)Dane te
zostaly zebrane w Tabeli 21. W zwku z niekompletn separag niektorych pikow
przy rozdziatach chromatograficznych (Rys. 16) gtasowaniem detektora PDA, aby
unikma¢ probleméw zwizanych z nieprawidtow integracy ich pol powierzchni
w analizach zastosowano detektor masowy i teghmiknitoringu wybranych jonéw
(Selected lon Monitoring - SIM). Chromatogramy SiMszczegolnych standardéw
przedstawia Rys. 19.

Zwiazki fenolowe w otrzymanych ekstraktach zostaly Sjmwane jakaciowo.
Na podstawie otrzymanych chromatograméw UPLCzmao stwierdzt, ze profile
zwiazkow fenolowych M. longifolia oraz M. piperita cechowaly s wysokim
podobigéstwem. Ponadto skiad jadmowy poszczegollnych zazkéw zmieniat sj

w podobny sposéb dla obu gatunkéw, zale od warunkéw hodowli (Rys. 20 i 21).
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Chromatogramy wskazauj jednoznacznie na mniejsze zmicowanie metabolitow
wtornych w kulturachn vitro w poréwnaniu z rdinami z uprawy gruntowej. Ekstrakty
z raslin polowych charakteryzowaty si réznorodndcia zwiazkow fenolowych;
potwierdzono w nich obeci® wszystkich dziewiciu analizowanych metabolitow.
W kulturachin vitro obu gatunkéw obserwowano uproszczenie syntezy arganych
metabolitow wtornych. Zaréwno w przypadku sterylmycslin, tkanek kalusowych jak
i zawiesin komorkowych dominagym zwiazkiem byt kwas rozmarynowy.

W kolejnym etapie poszczegolne zawki fenolowe analizowanych ekstraktow
zostaty okrélone ilosciowo (Tabela 22)W przypadku ekstraktow z $iin polowych
dla obu gatunkéw zwrkiem dominujcym okazat si by¢ jedyny flawanon - rutynozyd
eriodiktiolu (). Jego zawarté wynosita 7,60 mg g s.m. w przypadkM. longifolia
oraz 18,08 mg § s.m. dlaM. piperita. Sparéd flawonéw najwiksz zawartdé
odnotowano w przypadku rutynozydu luteolid).(Zawartd¢ tego zwazku to 3,57
oraz 8,88 mg ¢ s.m. odpowiednio dI&l. longifolia i M. piperita. Pozostate flawony
tj. diglukuronid luteoliny 1) oraz glukuronid luteoliny 3) byly obecne w nieco
mniejszym s{zeniu. Ponadto suma wszystkich flawonéw (pochodieoliny) okazata
sie by¢ nizsza od zawartéci flawanonu zaréwno w przypadku ekstraktiu longifolia
(7,53 mg g s.m.), jak i ekstraktiM. piperita (15,17 mg g s.m.) Wsréd kwaséw
fenolowych zwiazkiem dominugcym byt kwas rozmarynowyej. Jego zawarid byta
stosunkowo niska w przypadi. longifolia - 1,93 mg ¢ s.m. i zdecydowanie vigza
w przypadku ekstraktM. piperita, gdzie wynosita 7,10 mggs.m. Sumaryczna
zawartd¢ zwiazkow fenolowych w poszczegoélnych ekstraktdtHongifolia wynosita:
rosliny polowe - 17,44 mg g s.m.; rdliny in vitro - 5,74 mg ¢ s.m.; kalus -
21,73 mg g s.m.; zawiesina komoérkowa - 12,78 mg g.m. Natomiast sumaryczna
zawartd¢ zwiazkow fenolowych w poszczegolnych ekstraktddhpiperita wynosita:
rosliny polowe - 41,74 mg § s.m.; réliny in vitro - 10,76 mg g s.m.; kalus -
37,60 mg § s.m.; zawiesina komoérkowa — 61,41 mg g.m. (Tabela 22).
W ekstraktach pochodeych z r@lin polowych kwas rozmarynowy stanowit 0,19%
oraz 0,71% s.m., odpowiednio dM. longifolia i M. piperita. Byt on natomiast
zwiazkiem dominucym we wszystkich ekstraktach pochechzch z kulturin vitro.
W kulturachin vitro zaréwno w przypadki¥l. longifolia jak i M. piperita obserwujemy
wigC uproszczenie syntezy zwkéw fenolowych, pochodeych czsto ze szlakow
metabolicznych, charakteryagych s¢ skomplikowan syntea, na korzgé¢ produkcji

kwasu rozmarynowego. Jest on syntetyzowany z phsiyninokwasow: fenyloalaniny
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oraz tyrozyny. Jego synteza wélinie nie jest skomplikowana, a ponadto nie anga
duzej liczby enzyméw (Wsp, Rozdziat 6).

W prezentowanych badaniach zaw&tt&wasu rozmarynowego w dimach
rosmacych w warunkachin vitro wynosita 0,44% s.m. w przypadkM. longifolia
I 1,04% s.m. dla ekstrakthl. piperita. Wartaci te s tylko nieznacznie wksze od
poziomu kwasu rozmarynowego w shkoaach rosacych w warunkach polowych.
W przypadku kultur kalusowych oraz kultur zawiesditomorkowych, czyli kultur
.komorek niezranicowanych” jego akumulacja agineta znacznie wysze wartéci.
W kulturach kalusowychM. longifolia zawartéé¢ kwasu rozmarynowego wynosita
2,15% s.m. Synteza tego metabolitu bytazsaa w przypadku kultur kalusowych
M. piperita gdzie stanowit on 3,74% s.m. Kwas rozmarynowy wwigainach
komoérkowychM. longifolia osagnat poziom 1,27% s.m. (6 dziehodowli). Wstpne
analizy fitochemiczne zawiesiny komorkowdj longifolia pochodzace z 3, 6, 9 oraz
12 dnia hodowli wykazaty na bardzo niskawart@é¢ kwasu rozmarynowego oscydoj
na poziomie 1 - 1,5% s.m. Produkcja tego azku ulegta zatem obigniu
w porownaniu do tkanki kalusowej, z ktérej zawiesiostata wyprowadzona. Spadek
syntezy tego metabolitu w poréwnaniu do $eypwej tkanki kalusowej mogt lty
spowodowany zmianwarunkow hodowli (pgywka ptynna). Niski poziom akumulacji
kwasu rozmarynowego w zawiesinie komorkowgj longifolia byt przyczyn, ktora
spowodowata,ze badania mage na celu okidenie szczegotowe] charakterystyki
wzrostu oraz produkcji kwasu rozmarynowego nie bigdntynuowane. Najwksza
zawartd¢ kwasu rozmarynowego wynega 6,02% s.m (6 dzie hodowli — faza
wzrostu liniowego) odnotowano w ekstrakcie z zamgskomorkowej M. piperita.
Poréwnanie uzyskanych wynikéw na zawé&tt&wasu rozmarynowego w biomasach
kultur in vitro gatunkuM. piperita otrzymanych w kolejnych etapach ssoadczeé
(roslina in vitro, kalus, zawiesina komérkowa) potwierdza efektysénopracowanego
systemu hodowlanego do produkcji tego metabolitgs(R2).

Dane literaturowe rowniewskazuy na fakt, ¥ kwas rozmarynowy jest tatwo
akumulowany w niezrnicowanych kulturach komorkowych. &to jego zawart@
jest wiksza ni w roslinach macierzystych, z ktorych te kultury zostalyprowadzone
[Shety, 2007; Matkowski, 2008]. Najekisz ilos¢ tego zwazku skgajaca 33,7% s.m.
zidentyfikowano w przypadku kultur kalusowy€oleus blumel [Qian i in., 2009] oraz
w przypadku zawiesin komorkowy@alvia officinalis, gdzie zawart& tego metabolitu

osiagreta poziom 36% s.m. [Hippolite i in., 1992]. Doniesia te mog by¢ jednak
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zawyzone, poniewa przedstawiona w artykutach metodyka jest przedstaavbardzo
lakonicznie. Okrélenie zawartéci kwasu rozmarynowego na tak wysokim poziomie
maoze by wynikiem wycia nieodpowiednich metod analitycznych [Bulgakioin.,
2011]. Wiarygodnym oraz doktadnym sposobem g¢krea zawartéci kwasu
rozmarynowego w probach pochadych z kulturin vitro mogy okaza si¢ biosensory
[Franzoi i in., 2009; Litescu i in., 2010; Brondam., 2011].

W warunkach in vitro produkcja zwizkow fenolowych w przypadku
M. longifolia oraz M. piperita ulegta znacznemu uproszczeniu. W przypadku kultur
in vitro zwiazkiem dominugcym byt kwas rozmarynowy. W niektorych ekstraktach
(Tabela 23) jego zawaré stanowita 99,8 — 99,9% sumy zwkéw. W zwizku z tym
kultury kalusowe oraz zawiesinowe obu gatunkéw,wdagzczaM. piperita gdzie
odnotowano wysakakumulacg kwasu rozmarynowego, mg@gostad wykorzystane do
jego produkcji. Powssze wyniki wskazuj jednoznacznieze gatunekM. piperita jest
bogatszym zrodiem zwiazkéw fenolowych (Tabela 22), jak rowaie kwasu

rozmarynowego (Rys. 22) w porownanityizlongifolia.

Tabela 23. Udziat procentowy kwasu rozmarynowegdraleji fenolowej raénych
ekstraktowM. longifolia i M. piperita

Mentha longifolia Mentha piperita
roslina | roslina zawiesina | roslina | roslina zawiesina
L kalus . o kalus .
polowa | invitro komorkowa | polowa | in vitro komorkowa

11,08 | 77,43 | 99,29 99,90 17,02 | 97,29 | 99,71 98,05
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Tabela21. Dane LOD, LQD, liniowos¢ i R? dla stosowane] metody analitycznej

Z:‘A‘,‘I;“Zih nazwa zwizku LOD (ng) LOQ (ng) liniowosé (ng) R?
1 diglukuronid luteoliny 54 16,1 20 — 350 0,95543
2 rutynozyd eriodiktiolu 0,8 2,3 2,75-750 0,97081
3 glukuronid luteoliny* 2,1 6,2 10 - 300 0,92006
4 rutynozyd luteoliny 0,8 2,5 5-400 0,96968
5 kwas salwianolowy L 7,2 21,8 25 -500 0,97302
6 kwas rozmarynowy 6,9 20,8 50 — 750 0,97748
7 glukuronid luteoliny* 2,5 7,6 11 -300 0,92106
: didehydrois(\élvl\?v?anolowy L 8,3 24,8 30500 0,96948
9 glulfj:(?;irgfﬁﬁlt%vc\ﬁi/ny 4,6 14 15 - 300 0,90471

*- jzomery podstawnikowe
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Tabela 22. Zawarts zwiazkéw fenolowych (mg g 's.m.) w rénych ekstraktacM. longifolia i M. piperita

Swiazek roslina roslina kalus zawiesina roslina roslina kalus zawiesina
2 polowa in vitro komérkowa polowa in vitro komérkowa
diglukuronid luteoliny 1,432 NW NW NW 2,039 NW NW NW
rutynozyd eriodiktiolu 7,604 0,135 0,062 0,006 18,083 0,009 NW 0,006
glukuronid luteoliny * 2,237 0,007 NW slady 3,088 slady NW slady
rutynozyd luteoliny 3,576 1,134 0,018 0,013 8,883 0,124 0,012 0,020
kwas salwianolowy L 0,084 NW NW NW 0,389 NW NW NW

glukuronid luteoliny * 0,285 0,005 0,074 NW 1,153 0,026 0,011 0,081
kwas . 0,282 slady NW NW 0,994 0,118 0,087 1,089
didehydrosalwianolowy L ' ' ' ' '

ester metylowy

. " 0,007 0,013 NW NW 0,009 0,019 NW NW
glukuronidu luteoliny

NW — nie wykryto
* — izomery podstawnikowe
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Rys. 22. Zawart& kwasu rozmarynowego (mg'g.m.) w rénych ekstraktacM. longifolia i M. piperita
(zawiesiny komorkowe znajdugic w fazie wzrostu liniowego — 6 dzidnodowli)
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4. 7. Elicytacja zawiesin komorkowychM. piperita

Skuteczi metody zwickszenia produkcji metabolitow wtérnych wslkoanych
kulturach in vitro okazata i elicytacja. Poniewa szlaki metabolizmu wtérnego
aktywowane s przez czynniki stresowe, elicytorya powszechnie stosowane do
zwigkszenia syntezy tych substancji w warunkach vitro. W prezentowanych
doswiadczeniach jako elicytory zostaly wybrane kwasmanowy (JA) oraz jego
metylowa pochodna (MeJA). W warunkaichvivo biora one czynny udziat w szlaku
metabolicznym kwasu oktadekanowego, wphawajna przekazywanie impulséw
aktywujacych procesy obronne w komdrkachélanych naraonych na niekorzystne
warunki srodowiskowe lub te atak patogenéwzhao i in., 200k Sa one powszechnie
stosowane w dwiadczeniach dotyezych wplywu warunkow stresowych na
metabolizm komorek w warunkach vitro [Gundlach i in., 1992]. Jasmoniany zostaty
wykorzystane w celu zintensyfikowania syntezy kwasmmarynowego w kulturach
zawiesinowych Coleus blumel [Szabo i in., 1999],Lithospermum erythrorhizon
[Mizukami i in., 1993; Ogata i in., 2004; Tsurugani, 2006]Lavandula officinalis
[Nitzsche i in., 2004] orakavandula vera [Georgiev i in., 2007b].

Zawiesiny komorkoweM. piperita byly juz przedmiotem wielu eksperymentow
in vitro, czs$¢ z nich dotyczyta tate elicytacji. Badania te skierowane byly jednak na
sprawdzenie, a naginie zintensyfikowanie produkcji mentolu [Park i,ih997; Chang
iin., 1998; Kim i in., 2002; Chakraborty i Chattathyay, 2008]. Wptyw jasmonianow
na akumulag kwasu rozmarynowego w kulturach zawiesinowy¢hpiperita nie byt
dotad zbadany.

Elicytory mogi by¢ dodawane do hodowli zawiesinowych w czasie inatjula
zawiesiny, czyli w momencie zaenia kultury (dzié 0 hodowli). Wybor tej opcji
umazliwia przesledzenie wptywu okrdonego elicytora na przyrost biomasy zawiesiny
oraz na produkej metabolitow wtornych w trakcie catego cyklu hodamégo.
Jednake wariant ten w wielu przypadkach nie przynidstzgquanych rezultatow.
Synteza metabolitow wtérnych w zawiesinach komonkdwskorelowana jest z faz
wzrostu kultury. Akumulacja zwikkdéw bioaktywnych, m.in. kwasu rozmarynowego
ma zazwyczaj miejsce po ustaniu intensywnych pdé@lzidkomorkowych. W fazie
spoczynkowej komorki nastawione Ba syntez metabolitdbw, a nie na wzrost jak we
wczesniejszych fazach cyklu. Imanopci jest dodanie elicytora do zawiesiny w fazie

cyklu, gdy przygotowuje siona do akumulowania maksymalnychzsfi metabolitéw
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wtornych (koniec fazy wzrostu liniowego). Skutecghtego wariantu elicytacji poparta
jest licznymi doniesieniami literaturowymi wspommyeni powyze,.

Biorac pod wuwag istotne informacje dotyaze akumulacji kwasu
rozmarynowego w trakcie cyklu hodowlanego zawieskomorkowej M. piperita
(Rys. 18), elicytory zostaly dodane 7-ego dnia dddByta to jednoczénie kaicowa

faza wzrostu liniowego kultury.

4. 7. 1. Wplyw elicytoréw na wzrost zawiesiny komdowej M. piperita

Wplyw jasmoniandéw na przyrost biomasy zawiesiny kdwowej M. piperita
wykazany zostat w oparciu o pomiary suchej masy.pv&ypadku elicytowanych
zawiesin, zarowno w odniesieniu do JA czy MeJA,skaya biomasa okazata siy¢
nizsza w poréwnaniu do wariantu kontrolnego. Jasmgniastabity tempo wzrostu
zawiesiny. Zahamowanie wzrostu obserwowanoga uptywie 6 godzin od dodania
JA, czy t& MeJA (Rys. 23). Wraz z uptywem kolejnych dni hodiosucha masa
zawiesin komoérkowych poddanych procesowi elicytamjinzata s¢ sukcesywnie.
Dodanie do zawiesiny komorkowej JA w dawce |@@ nie wptyrelo znacaco na
zahamowanie wzrostu, obserwowano nieznaczne zmiampprownaniu do kontroli.
Wyzsze stzenia tego elicytora — 100 oraz 2P okazaty s¢ by¢ bardziej supresyjne.
Wyniki te pozostaj w zgodzie z generalnym padem, ze JA jest obecny w
komérkach rélinnych w niskich sizeniach, ale wisze stzenia tego zwizku
powoduj zahamowanie wzrostu komorek [Creelman i Mulet, 5199 przypadku
dodania MeJA obuenie przyrostu biomasy zawiesimy. piperita odnotowano we
wszystkich zastosowanychegeniach. Najwksze zahamowanie wzrostu odnotowano
w przypadku dodania do zawiesin 2QM MeJA. W tym przypadku biomasa
komorkowa obniyta sk w stosunku do kontroli 0 10-12%. Dane literaturaéeniez
opisup supresyjne dziatanie jasmonianéw na przyrost bgyma ré&znych kulturach
in vitro. Przyrost biomasy komérkowej w zawiesinach komankch Coleus blumei
poddanych dziataniu MeJA rowrieulegt nieznacznemu obmniu w stosunku do
kontroli [Szabo i in., 1999]. Wzrost zawiesiyavandula vera MM réwniez zostat
zahamowany po dodaniu MeJA. Pgikowo, 4 godziny po dodaniu elicytora
obserwowano zwkszenie przyrostu biomasy we wszystkiclytych stzeniach MeJA.
Natomiast ju po 8 godzinach od momentu elicytacjt, @ kaica hodowli biomasa

elicytowanej zawiesiny byla obimna w poréwnaniu do kontroli. Obmnie przyrostu
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biomasy bylo ponadto proporcjonalne do zastosowansggenia MeJA. Sp&dd
testowanych dawek najgkisz inhibicje wykazywaty dawki 100 oraz 150M MeJA
[Georgiev i in., 2007D].

W przypadku kultur elicytowanych podobnie jak w ypadku kultury
podstawowejM. piperita (4.5.3.) obserwowano &owienie biomasy. Zmiany te
zaczly by¢ widoczne ju po 24 godzinach od momentu dodania elicytora zaoodla
JA oraz MeJA. Zmiany w intensywé@ brazowe] barwy tkanki zalaty od dawki
elicytora jak réwnie od czasu jego dziatania. Dla nagaych dawek elicytorow 50M
zmiany te byly ledwie widoczne. W przypadku asgych stzen: 100 i 200uM byty
one bardziej zauwalne, zwlaszcza po 72 godzinach od dodania eliay@jawisko to
byto bardziej nasilone w przypadku elicytacji MeJA.

Dodanie elicytorow nie wphgto natomiast na agregadiomoérek w zawiesinie.
Obrazy mikroskopowe zawiesin poddanych dziataniicygréw oraz wariantu
kontrolnego byly podobne. We wszystkich przypadkaatserwowano zaréwno

pojedyncze okigte komorki, jak i agregaty komorkowe @gajace do 1 mnsrednicy.
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4. 7. 2. Wplyw elicytoréw na produkcg kwasu rozmarynowego

Badania przeprowadzone na zawiesinach komorkowyzmych gatunkow
roslin dowiodly, ze elicytacja zwiksza akumulagjmetabolitow wtérnych. Jednadk na
efektywnag¢ tego procesu maj wptyw takie czynniki jak rodzaj zastosowanego
elicytora, jego sizenie, czas kultywacji zawiesiny z elicytorem orazd wzrostu
zawiesiny w momencie elicytacji [Vasconsuelo i Bmla2007].

Wstepne ddéwiadczenia z hodowl zawiesinow M. piperita wykazaty, ze
charakteryzuje si ona stosunkowo wysak produkcip kwasu rozmarynowego -
80,28 mg & s.m. (Rys. 18). Mie stanowé zatem potencjalngrédio do produkcji tego
zwiazku w warunkachn vitro. Dalsze zwgkszenie akumulacji tego metabolitu Aioe
byto poprzez elicytagj

Liczne doniesienia literaturowe potwierdzajwptyw jasmonianéw na
akumulacg kwasu rozmarynowego. Wykazana, aktywnag¢é enzymow ze szlaku
biosyntezy prowadgej do powstania tego zywku rasnie w odpowiedzi na elicytag]
MeJA. Ponadto czas w ktérym Ady enzym osiga maksymalny poziom swojej
aktywndaci jest zr@nicowany [Yamamura i in., 2001]. Elicytacja MeJA iziszata
aktywnas¢ amoniakoliazy fenyloalaninowej (PAL) oraz reduktaz
hydroksyfenylopirogronianowej (HPR), kluczowych g¢mow dla szlaku
fenylopropanoidowego [Yamamura i in., 2001; Matsunm., 2002]. Zwgkszenie
poziomu PAL odpowiada zwkszeniu syntezy kwasu rozmarynowego. Najnowsze
badania potwierdzity ponadtze MeJA zwekszat aktywné¢ hydroksylazy kwasu
izorynowego (IA3'H), enzymu Kkatalizagego kacowy etap biosyntezy ggteczki
kwasu rozmarynowego [Tsuruga i in., 2006].

Profil biochemiczny zawiesiny komorkowejM. piperita elicytowanej
jasmonianami pozostat 2asamy z profilem zwizkow fenolowych syntetyzowanych
w Kkulturze podstawowej. Zarowno kwas jasmonowy,ijego pochodna nie wphgty
na zmiag profilu syntetyzowanych zwikéw fenolowych (Rys. 24). Obserwowano
natomiast wzrost zawadc kwasu rozmarynowego w zawiesinach komaorkowych
M. piperita poddanych zabiegowi elicytacji. Zgkiszenie akumulacji tego metabolitu
zZwigzane bylo z rodzajem zastosowanego elicytora, yhmiez uzalenione od czasu
jego dziatania.

Wzrost akumulacji kwasu rozmarynowego odnotowanay pmwszystkich

zastosowanych @teniach elicytoréw, jedneale maksimum syntezy tego zaku
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obserwowano w mym czasie (Rys. 25). W przypadku elicytacji JA @strakumulacji
kwasu rozmarynowego odnotowana jpo 6 godzinach od momentu jego dodania do
zawiesin. Ponadto akumulacja tego #ku stale wzrastatazado 48 godziny od
momentu aplikacji. Po 48 godzinach od dodania 2RI0JA odnotowano maksymajn
akumulac; kwasu rozmarynowego, ktéra wynosita 110,12 rifgsgn. Nieco nisze
stezenie tego antyoksydantu wynase 106,31 mg§s.m. odnotowano w przypadku
zawiesiny elicytowanej 5QM kwasu jasmonowego. W obu przypadkach odnotowano
wzrost akumulacji kwasu rozmarynowego w poréwnathiu warunkéw kontrolnych
(zawiesina komérkowa bez dodatku elicytora), a @dartte % 1,5 raza wysze

w poréwnaniu do warunkach kontrolnych. Po 72 goaleimod momentu dodania do
zawiesin JA akumulacja kwasu rozmarynowego nPai sk we wszystkich
testowanych wariantach. Jego zawsirtwynosita od 82 do 88 mg'gs.m.

MeJA réwnig zwiekszyt akumulagi kwasu rozmarynowego. S§pod
wszystkich testowanych ¢glen elicytora najbardziej efektywne okazale sigzenie
100 uM po czasie 24 godzin. Zawaéto kwasu rozmarynowego wynosita w tych
warunkach 117,95 mg“gs.m, co stanowilo prawie 12% s.m. Waétda jest 0 50%
wyzsza w poréwnaniu do zawiesin nie poddanych processwytacji (kontrola),
w ktérych kwas rozmarynowy stanowit nieco ponad &n. Dodanie MeJA
W najwyzszym sg¢zeniu — 200uM rowniez spowodowato zvekszenie akumulacji tego
kwasu fenolowego. W tym przypadku maksymabmawarté¢ kwasu rozmarynowego
wynoszca 111,93 mg g s.m. odnotowano po 24 godzinach od dodania eliayto
Akumulacja kwasu rozmarynowego pozostata na podobpgziomie przez nagina
dobe, gdyz po 72 godzinach od dodania MeJA jego zaw&rteynosita 110,98 mgy
s.m.

Elicytowane jasmonianami zawiesiny komorkoweznyth gatunkow rdin
rowniez akumulowaty zw¢kszone iléci kwasu rozmarynowego. Dodanie gl MeJA
do zawiesiny komérkowejavandula vera MM spowodowato 2,4 krotny (3348 mg')
wzrost jego akumulacji [Georgiev i in., 2007b]. 4dasiny komorkoweColeus blumei
poddane dziataniu tego elicytora niepaltrzykrotnie zwikszyty akumulag tego
metabolitu. W zawiesinach tych zaobserwowano rowesice zwikszenie aktywngi
enzyméw PAL i HPR [Szabo i in., 1999]. Zawiesinynkarkowe Lithospermum
erythrorhizon suplementowane 1QM MeJA 10 krotnie zwgkszyty akumulacje kwasu
rozmarynowego [Mizukami i in., 1993]. Podobnie @ dgodzinach od dodania MeJA

do zawiesin komdérkowych. erithrorizon, zawartd¢ kwasu rozmarynowego agineta
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10-krotnie wytszy poziom w poréwnaniu do kontroli. Pamizy 48 a 72 godzinod
jego dodania zawarté tego zwazku obniyta sk jednak znacxo. Zjawisko to mee
sugerowa iz kwas rozmarynowy zostat przeksztatcony do innyatainolitow [Ogata

i in., 2004]. Podobne wyniki otrzymano rowaie prezentowanych w niniejszej pracy
badaniach. W przypadku elicytacji JA najksza zawarté¢ kwasu rozmarynowego
odnotowano réwnie po 48 godzinnym okresie inkubacji, wynosita on®,12 mg ¢
s.m. oraz 106, 31 mg'gs.m. odpowiednio dla 200 oraz EM stezea JA. Ponadto po
72 godzinach od dodania elicytora zaw&rt&kwasu rozmarynowego oliyta Sk
znacznie i jego skenie osigreto 77,81 — 89,94% maksymalnych wdado
W przypadku elicytacji MeJA obaenie zawartéci kwasu rozmarynowego po
72 godzinach od momentu dodania elicytora odnotowdla s¢zen 50 oraz 10QuM.
Akumulacja kwasu rozmarynowego agicta odpowiednio 90,75 oraz 80,41% wadio
maksymalnych jakie obserwowano po 24 godzinachamthdia MeJA. Dhiszy okres
dziatania elicytora (48 oraz 72 godziny) powodowatiomiast wzrost zawasc kwasu
rozmarynowego w przypadkuegenia 200uM MeJA. Podobnie dodanie MeJA do
zawiesin komorkowych.avandula vera MM spowodowato wzrost akumulacji kwasu
rozmarynowego. Maksymalne zawaxtbakumulacji tego zwizku uzalenione byty od
dawki oraz od czasu dziatania elicytora. W przypadiezen 12,5 oraz 50uM
maksymall zawartd¢ kwasu rozmarynowego odnotowano po 12 godzinach od
momentu dodanie elicytora. \k§ze stzenia MeJA wynosge 100 oraz 15QuM
powodowaty maksymainakumulacy tego antyoksydantu jupo 4 godzinach od jego
dodania. Wartgci te byty jednak nisze w poréwnaniu do najekdszego sizenia kwasu
rozmarynowego jakie otrzymano w przypadku elicyta€juM MeJA [Georgiev i in.,
2007b]. Tsuruga i wsp. rowrieodnotowali pozytywny wptyw elicytacji MeJA na
syntez kwasu rozmarynowego w zawiesinach komaorkowydhthospermum
erythrorhizon. Pocatkowo, w cagu 4 - 8 godzin od momentu dodania elicytora
obserwowano jedynie niewielki wzrost akumulacji lewarozmarynowego. Znagzy
wzrost akumulacji kwasu rozmarynowego odnotowartomast po uptywie 72 godzin
od dodania elicytora. Zawakbkwasu rozmarynowego aginegta wowczas 16 krotnie
wyzszy wartés¢ w poréwnaniu do kontroli [Tsuruga i in., 2006].nk dédwiadczenie
przeprowadzone na zawiesinie komoérkoweaihospermum erythrorhizon poddanej
dziataniu MeJA wykazato,zi akumulacja kwasu rozmarynowego aggicta wartGci
maksymalne po 48 — 72 godzinach od momentu dodaiagtora [Mizukami i in.,

1993]. W przypadku zawiesin komoérkowydBoleus blumei elicytowanych MeJA
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zwigkszenie akumulacji kwasu rozmarynowego odnotowatomiast po 16 godzinach
od momentu dodania elicytora. Zawdttdbego metabolitu utrzymywatagsna wysokim
poziomie przez okres kolejnych 5-ciu dni hodowlkzg$o i in., 1999].

Obecna¢ kwasu rozmarynowego potwierdzono rowinve pazywce hodowlanej
M. piperita poddanej procesowi elicytacji. Zawaitotego metabolitu byta jednak
bardzo niska. Stenie kwasu rozmarynowego stopniowo wzrastato roegiel
z czasem trwania hodowli. Najgkisza koncentragj tego zwizku odnotowano
w przypadku elicytacji jasmonianami po 72 godzinamh momentu ich dodania.
Zwigkszenie zewstrzkomorkowej zawarkei kwasu rozmarynowego w tym okresie
odpowiada procesowi #fmowienia zawiesiny. Niewielki wzrost zawasto kwasu
rozmarynowego w pgywce hodowlanej odnotowany po 48 godzinach, a zeles po
72 godzinach od momentu dodania elicytorOw zn@ powazat rowniez ze
zmniejszeniem wewgtrzkomorkowego stenia tego zwizku. Zr&nicowane sgzenia
elicytorow w tym wypadku wywarty tylko niewielki wpw na uwalnianie kwasu
rozmarynowego do pgwki. Nieznacznie wysza zawarté¢ tego zwazku
obserwowano w pgwce poddanej dziataniu elicytorow w e¢stniu 200 pM.
Najwicksza zawartd¢ kwasu rozmarynowego obserwowano po 72 godzinach od
momentu dodania 200M MeJA. Wart@g¢ ta byta jednak bardzo zbtina do tych
obserwowanych w zawiesinie nie poddanej procesbeytaciji (kontrola). Zwekszenie
sekrecji kwasu rozmarynowego do zgwki hodowlanej potwierdzono réwnie
w przypadku zawiesin komoérkowychavandula vera MM elicytowanych MeJA.
Chocigz i w tym przypadku kwas rozmarynowy gromadzony bgtownie
wewngtrzkomérkowo, jego zawar§é w pazywce wahata s od 5 do 19,8 mg t
[Georgiev i in., 2007b]. Natomiast w zawiesinie kmkowej Lithospermum
erythrorhizon elicytowanych MeJA zawarié kwasu rozmarynowego w ppnce
hodowlanej byta niewielka i pozostata na zbliym poziomie zaréwno w pgwkach
poddanych elicytacji jak i tych stanagiych kontrok [Mizukimi i in., 1993].

Kwas rozmarynowy w wysokim ¢teniu zewatrzkomérkowym przejawia
aktywna¢ cytostatycza. Sekrecja kwasu rozmarynowego do medium hodowlaneg
jest gtowry przyczyra powodujca zahamowanie wzrostu komérek w zawiesinie.
Broniac sk przed tym procesem komorki zawiesiny wydziglagio medium
hodowlanego peroksydazy, ktére szybko rozkia#ajas rozmarynowy. Z tego powodu
zawarté¢ kwasu rozmarynowego w ppwvce hodowlane] zaky od dwoch

konkurencyjnych procesow: sekrecji kwasu rozmaryegav do paywki oraz jego
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enzymatycznej degradaciji. Elicytory réwnieddziatup na oba te procesy [Georgiev
iin., 2007b].
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1. Z czsci nadziemnychMentha longifolia technikami chromatografii preparatywnej

wyizolowano 9 zwizkéw fenolowych, ktérych struktgiokreslono metod LC-MS.

2. Wyizolowane zwizki wykazywaly zrgnicowary aktywnaé przeciwutleniajca.
Najwyzszy aktywndacia charakteryzowat si kwas rozmarynowy. Warfoi TEAC
wynosily: 6729,29i 4522,77 uM g* odpowiednio dla oznac#ez DPPH oraz
z ABTS™.

3. Przeprowadzone badania pozwalagtwierdzé, ze liscie ralin  rosmcych
w warunkachin vitro sa najefektywniejszymi organami do indukcji kalu$a.

longifolia i M. piperita.

Stzenie oraz kombinacja zastosowanych hormonéw mighyyww na morfologe
tkanek kalusowych, przyrosty biomasy oraz produkkjasu rozmarynowego.
Przeprowadzono selekcj kultur kalusowych w kierunku otrzymania tych are;j
strukturze, intensywnym przyoe biomasy oraz wysokie] produkcji kwasu
rozmarynowego. Postyty one do wyprowadzenia zawiesin komérkowych.

5. Kwas rozmarynowy stanowit 1,27% s.m. w przypadiawiesin komorkowych
M. longifolia (6 dziea hodowli). W zawiesinach komorkowychl. piperita jego

zawart@¢ w tym samym czasie wynosita 6,02% s.m.

6. Dla zawiesiny komorkoweM. piperita okreslono profil wzrostu oraz zbadano
akumulacg kwasu rozmarynowego w cyklu hodowlanym. Nakeiza biomasg
zawiesina osgreta 8-go dnia hodowli. Produkcja kwasu rozmarynowedngda

najwicksza réwnie 8-go dnia - wynosita 80,28 mg'g.m.

7. Sprofilowano jakéciowo zwizki fenolowe w ekstraktach z don gruntowych, rélin
in vitro, kalusa oraz z zawiesin komoérkowybh longifolia i M. piperita. Ekstrakty
z raslin polowych charakteryzowaty siduza réznorodndcia zwiazkéw fenolowych
W kulturach in vitro obserwowano zmiagn profilu syntetyzowanych zwzkow.

W wyniku wprowadzenia &in do hodowli in vitro obserwowano zahamowanie
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syntezy flawonéw oraz flawanonu - zwkdéw charakterystycznych dla stim
macierzystych. Dominagym zwhzkiem we wszystkich typach kultun vitro byt

kwas rozmarynowy.

8. Sprofilowano iléciowo zwizki fenolowe w rélinach polowych, rélinach rosacych
w warunkachin vitro, kalusie oraz w zawiesinach komorkowydh. longifolia
i M. piperita. W przypadkuM. longifolia najwigksz zawarté¢ zwiazkow fenolowych
stwierdzono w kalusie, zawafto kwasu rozmarynowego stanowita 99,29%.
W przypadku M. piperita najwicksze stzenie zwazkow fenolowych wykazano
w zawiesinach komorkowych, a procentowy udziat kwa®zmarynowego byt
najwyzszy w przypadku kultur kalusa — 99,71%. GatuNekpiperita jest bogatszym

zrodtem fenoli, jak rowniz kwasu rozmarynowego w porownanilvizlongifolia.

9. Przeprowadzone badania pozwalagtwierdzé, ze gatunek M. piperita jest
odpowiedni do otrzymywania kwasu rozmarynowego. Whiku hodowliin vitro;
uzyskiwany jest 9-krotny wzrost zawaitd tego zwizku Najwiksz zawart@é
kwasu rozmarynowego wynaga 6,02% s.m. (6 dzie hodowli) odnotowano

w ekstrakcie z zawiesiny komorkowdj piperita.

10. Dodanie elicytorbw spowodowato zmniejszenie ygtu biomasy zawiesin
komdrkowych M. piperita. Kwas jasmonowy oraz jego metylowa pochodna nie
wpltynety na zmiar profilu syntetyzowanych zwzkoéw fenolowych. Elicytacja
spowodowata blisko 50% wzrost produkcji kwasu rogmawego w zawiesinach
komdrkowychM. piperita w stosunku do zawiesin podstawowych. Najlepszetgfek
odnotowano po dodaniu 100 uM MeJA po 24 h (117,95jhs.m.), jak rownie przy
uzyciu 200 pM JA po 48 h od momentu dodania (110, §jhs.m.)
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