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IZVOD

U ovom radu je, nakon transformacije cikorije pomocu
Agrobacterium rhizogenes 1 dobijanja kulture transformisanih
korenova i transformisanih regeneranata, analiziran sadrzaj
hlorogene kiseline (HK) u datim kulturama. Od tri ispitivana klona
transformisanih korenova cikorije, klon 13 se odlikovao izuzetno
visokom produkcijom biomase, pa je i koli¢ina HK u datoj kulturi
bila najvisa, tj. 400 puta veéa od koli¢ine u kulturi
netransformisanih korenova. Zahvaljuju¢i spontanoj regeneraciji
dati sistem je unapreden, Sto je omogucilo pra¢enje promene u
nivou HK ne samo izmedu klonova, ve¢ i izmedu odredenih
stadijuma razvi¢a klonova (rozete i biljke u cvetu) i njihovih
delova (koren i list). Pokazano je da produkcija HK zavisi kako od
klona, tako i od fenofaze u kojoj se dati klon nalazi. U fazi rozete
klonova 13 i 36 najveca koli¢ina HK detektovana je u korenovima,
dok je u fazi cvetanja ovih klonova izmeren znatno nizi nivo. Klon
35 je u fazi rozete produkovao najmanju kolicinu HK, dok je u fazi
cvetanja u korenovima datog klona izmeren najvisi sadrzaj HK.
Medu regenerantima klon 13 je najbrze rastao a samim tim i
najvise produkovao HK.

U ovom radu po prvi put je analiziran sadrzaj HK u
transformisanim regenerantima cikorije, a dobijeni rezultati
ukazuju da je kultura transformisanih biljaka cikorije podjednako
dobar izvor HK kao i te¢na kultura transformisanih korenova.

Kljucne reci: cikorija, in vitro, Agrobacterium rhizogenes, spontanaregeneracija, hlorogena
kiselina.
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UvOD

Cichorium intybus L., u narodu poznata jos i kao cikorija, vodopija, cigura i
zenetrga, je viSegodiSnja biljka rozetaste forme, vretenastog korena i plavih cvetova
koji se obrazuju na goloj stabljici. Ova vrsta Siroko je rasprostranjena u Evropi, Aziji
1 severnoj Africi, a introdukovana je i u severnu, tropsku i u juznu Ameriku, juznu
Afriku, Australiju i na Novi Zeland. U Srbiji raste pored puteva, po zidinama, na
oranicama, livadama, kao i na pustim neobradenim mestima. Prve podatke o cikoriji
kao korisnoj i lekovitoj biljci nalazimo jo$ u staroegipatskim papirusima. U starom
Rimu cikorija je konzumirana kao salata i kao lek za zeluda¢ne bolesti. Danas se ova
vrsta koristi u tradicionalnoj medicini za poboljSanje apetita i varenja, u leCenju
malarije, kamena u zu¢i 1 posekotina [1]. C. intybus ima antimikrobno,
antiimflamatorno, hepatoprotektivno, antimalarijsko, vermicidno i antikancerogeno
dejstvo [1]. Visoku bioloSku i nutritivhu vrednost cikorija poseduje zahvaljujuci
brojnim metabolitima. Do sada je iz ekstrakata C. intybus izolovano i identifikovano
preko 100 razli¢itih jedinjenja [1]. Koren cikorije sadrzi i do 40% inulina, polimera
fruktoze, koji se koristi kao zasladivac¢ i prebiotik[2]. U znatno manjoj koli¢ini
detektovani su eskulin, flavonoidi i vitamini[3], kao i seskviterpenski laktoni
(gvajanolidi, eudezmanolidi i germakranolidi), veoma vazna grupa fizioloski aktivnih
jedinjenja [4, 5]. Od fenolnih jedinjenja u ekstraktima cikorije najzastupljenija je
cihorinska kiselina [6]. Osim ove hidroksicimetne kiseline, C. intybus produkuje i
hlorogenu, kafeoiltartari¢nu i kafeinsku kiselinu [1, 6]. Hlorogena kiselina Siroko je
rasprostranjena u biljnom svetu i poseduje znacajnu biolosku aktivnost koja je Cesto
povezana sa visokom antioksidativnom aktivnoséu [7, 8]. Ova hidroksicimetna
kiselina ima antimikrobno [9], antikarcenogeno [8], antiimflamatorno [10],
antiviralno [9], hipoglikemijsko [11] i radioprotektivno dejstvo [12].

Poslednjih godina konvencionalne metode gajenja lekovitih biljaka u
prirodi primat ustupaju in vitro tehnologiji gajenja i produkciji bioloski aktivnih
sekundarnih metabolita u kontrolisanim uslovima [13]. Posebno mesto zauzima
kultura transgenih korenova koja zahvaljuju¢i visokoj produkciji biomase,
omogucava kontinuiranu proizvodnju datih jedinjenja u vecoj koli¢ini nego
gajenjem biljaka u prirodi, $to je veoma vazno u slucaju retkih i spororastu¢ih
biljnih vrsta [13]. Zahvaljujuci genetickoj stabilnosti biljnog materijala gajenog u
kontrolisanim uslovima, produkcija ciljnih metabolita je tokom vremena stabilna i
konstantna [14]. Ranija istrazivanja su ukazala da kulture transformisanih korenova
cikorije poseduju ogroman potencijal u proizvodnji farmaceutski vaznih
metabolita. Kulture transformisanih korenova C. intybus sintetiSu eskulin i
eskuletin [15], bioloski aktivne seskviterpenske laktone [5, 16], kao i
hidroksicimetne kiseline [16] i neka isparljiva jedinjenja [17]. Medutim, o sadrzaju
sekundarnih metabolita u transformisanim regenerantima cikorije ali i drugih vrsta,
generalno jako se malo zna. Mi smo u ranijim eksperimentima pratili sadrzaj
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gvajanolida u transformisanim regenerantima cikorije i utvrdili zavisnost kolicine
posmatrane grupe seskviterpenskih laktona od fenofaze u kojoj se biljka nalazi [5].
Prema naSem saznanju to je i jedino istrazivanje produkcije sekundarnih metabolita
u transformisanim regenerantima C. intybus.

U ovom radu smo ranije uspostavljeni sistem transformisanih korenova i
regeneranata iskoristili za proucavanje produkcije HK, kao predstavnika druge
vazne grupe sekundarnih metabolita, fenolnih jedinjenja. Pored toga cilj nam je bio
i selekcija klonova sa najve¢om produkcijom HK i utvrdivanje zavisnosti
produkcije HK od fenofaze u kojoj se nalaze transformisani regeneranti.

MATERIJAL I METODE
1. Kultura transformisanih korenova i spontana regeneracija

Uspostavljanje kulture klijanaca, wuslovi in vitro gajenja biljaka,
transformaciju pomocu Agrobacterium rhizogenes A4M70GUS, kao i regeneraciju
biljaka u kulturi transformisanih korenova smo opisali u prethodnom radu [5].
Transformisani korenovi, kao i1 kontrolni netransformisani korenovi rasli su na MS
medijum bez hormona u prisustvu 6 g "' agara i 30 g I saharoze.

2. UPLC-MS kvantifikacija hlorogene kiseline

Biljni materijal spraSen u te¢nom azotu (po 100 mg korenova i 400 mg
listova) ekstrahovan je u metanolu sa dodatkom 0,133% mravlje kiseline. Uzorci su
sonifikovani 10 min a zatim centrifugirni na sobnoj temperaturi 5 min na 21000 g.
Ekstrakcija je ponovljena dva puta, supernatanti su spojeni, razblazeni
dejonizovanom vodom u odnosu 1:1 i profiltrirani kroz filtere Minisart® RCI15
(#17761R, Sartorius, Goettingen,Nemacka). Sadrzaj hlorogene kiseline je
analiziran ranije opisanom UPLC-MS/MS metodom [5]. Analize su uradene na
Waters Xevo tandem masenom spektrometru (Waters, Milford, Massachusetts,
SAD), opremljenim elektrosprej jonizacionim izvorom, i vezanim za Acquity
UPLC (Waters) tecni hromatograf. Koris¢ena je Acquity BEH C18 kolona za
razdvajanje (dimenzije kolone 100, 2,1 mm, 1,7 um; Waters). Mobilna faza se
sastojala od vode sa 0,1% mravlje kiseline (A) i acetonitrila (B). KoriS¢ena je
elucija sa linearnim gradijentom: 0 min, 5% B; 1,25 min 5% B, 3,55 min, 50% B;
7,1 min, 90% B; 7,85 min 90% B; 8 min, 5% B i 9,85 min, 5% B. Brzina protoka
iznosila je 0,5 ml min™', a injektirana je zapremina od 10 ul. Maseni spektrometar
je radio u pozitivnom modu uz kapilarnu voltazu od 3,0 kV. Protok gasa u konusu
je iznosio 50 1 h™" a tokom desolvacije 100 1 h™'. Temperatura izvora je podeSena na

57



150 °C, dok je desolvaciona temperatura iznosila 650 °C. MRM prelazi su
optimizovani kori§¢enjem Waters Intellistart konzole.

3. Statisticka analiza podataka

Statisticka analiza podataka uradena je koriS¢enjem softvera OriginPro 8
(OriginLab Corporation) i Statistica 8 (StatSoft, Inc). Odredivanje statisticke
znacajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti realizovano je upotrebom analize
varijanse (ANOVA) i Fisher LSD posthoc testa sa nivoom znacajnosti od P < 0,05.
Razlicita slova koja prate numericke vrednosti ukazuju na statisticki znacajne
razlike. Tokom analize sadrzaja HK u tec¢noj kulturi transformisanih korenova,
kada su poredena dva skupa podataka, za kontrolu i tretman, znacajnost razlika je
utvrdena Studentovim t-testom sa nivoom znacajnosti P < 0.05. Svi eksperimenti
su ponovljeni 3 puta. Tacke na graficima predstavljaju srednje vrednosti + SE.

REZULTATI I DISKUSIJA
1. Regeneracija transgenih biljaka u kulturi transformisanih korenova

Za eksperimente koji su prikazani u ovom radu kori§¢ene su kulture tri
klona transformisanih korenova C. intybus (klon 13, 35 i 36) Cija je transgena
priroda ranije potvrdena [5]. Apikalni eksplantati transformisanih i netransfo-
rmisanih korenova uspesno su rasli na MS podlozi i ve¢ nakon 4 nedelje na njima
su se spontano obrazovali prvi pupoljci (Slika 1).

Slika 1. Spontana regeneracija u kulturi transformisanih korenova cikorije.
Picture 1. Spontaneous regeneration in the Cichory hairy root culture.

58



Grafikon 1.Spontana regeneracija u kulturi netransformisanih i transformisanih
korenova cikorije.

Figure 1.Spontaneous regeneration in transformed and nontransformed Chicoryroot
cultures.
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Nt — kultura netransformisanih korenova; k13, k35 i k36 — klonovi transformisanih
korenova. Rezultati na grafiku predstavljaju srednje vrednosti tri nezavisna
eksperimenta = SE (n= 30). Vrednosti oznacene razli¢itim slovima pokazuju statisticki
znacajnu razliku (P < 0,05).

Nt — nontransformed roots; k13, k35 i k36 — hairy root clones. The values are means of 3
independent experiments + SE (n = 30). Different letters denote significant differences (P
<0.05).

Tokom eksperimenta broj obrazovanih pupoljaka se povecavao, da bi
nakon 3 meseca iznosio u proseku preko 20 pupoljaka po eksplantatu netransfo-
rmisanih korenova (Grafikon 1). Sli¢ni potencijal regeneracije posedovao je i klon
36, dok su druga dva klona 13 i 35, obrazovali statisti¢ki znacajno manji broj
pupoljaka. Spontana regeneracija u kulturi korenova cikorije bila je ocekivana
imajuéi u vidu raniji rad [18] u kome je pokazano da se pupoljci spontano obrazuju
na transformisanim korenovima. I kod drugih biljnih vrsta zabeleZena je spontana
regeneracija i rast pupoljaka u kulturi transformisanih korenova [19, 20]. Medutim,
poznati su i slucajevi kada regeneracija izostaje ili je veoma otezana ¢ak i nakon
njihovog gajenja na hranljivim podlogama sa biljnim regulatorima rastenja [21]. Jo$
uvek se ne zna tacan uzrok odsustva regeneracije u kulturi transformisanih korenova
nekih vrsta [22]. Pojava regeneracije kod G. punctata nakon dugogodisnje
subkultivacije transformisanih korenova sa eksprimiranim rold, B i C genima
povezana je sa delecijom datih gena u regenerantima [22]. Poznati su i drugi
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sluc¢ajevi odsustva rol gena u regenerantima obrazovanim na transformisanim
korenovima [23, 24]. U ranijem radu smo pratili ekspresiju 7o/ gena u regenerantima
[5] 1 moguce je da ekspresija ovih gena dovodi do poremecaja homeostaze endogenih
hormona koji uzrokuje smanjenje regenerativnog potencijala. Novoobrazovani
regeneranti cikorije su dalje koriS¢eni za ispitivanje produkcije hlorogene kiseline u
in vitro uslovima.

2. Produkcija hlorogene Kkiseline u kulturi transformisanih korenova i
transgenih biljaka cikorije

Sadrzaj HK ispitivan je kako u tecnoj kulturi transformisanih korenova,
tako 1 u korenovima i listovima transformisanih regeneranata u vegetativnoj faziiu
fazi cvetanja. Netransformisani korenovi u tecnoj kulturi sintetiSu ovu
hidroksicimetnu kiselinu. Kao §to se moze videti na Grafikonu 2, produkcija HK u
svim ispitivanim tecnim kulturama transformisanih korenova bila je visestruko
veca u odnosu na kontrolnu. S’ obzirom da se klon 13 odlikovao izuzetno visokom
produkcijom biomase i koli¢ina HK u datoj kulturi je bila najvisa, tj. 400 puta veéa
od izmerene koli¢ine u kontrolnoj kulturi korenova. Povecana produkcija HK
potvrdena je i u tecnim kulturama transformisanih korenova Lactuca virosa [25].
Produkcija fenolnih jedinjenja do sada je najviSe ispitivana u ¢elijskim kulturama
razlic¢itih biljnih vrsta. Tako je HK detektovana u kulturi ¢elija nekih vrsta iz
familija Lamiaceae, Solanaceae, Apiaceae 1 Asteraceae [26, 27, 28, 29]. Medutim,
kako celijske kulture odlikuje niska produkcija biomase i geneticka nestabilnost,
sve vise se ispituju i alternativni na¢ini produkcije sekundarnih metabolita u kulturi
transformisanih korenova. Prikazani rezultati u ovom radu potvrduju prethodna
istrazivanja koja su nagovestila da kulture transformisanih korenova cikorije mogu
da predstavljaju alternativni izvor fenolnih jedinjenja [16].

U prethodnom istrazivanju smo pokazali da produkcija gvajanolida zavisi
od fenofaze u kojoj se biljke cikorije nalaze i da je nivo laktucina i dihidrolaktucina
najvisi u transformisanim korenovima procvetalih biljaka [5]. Tranzicija cikorije iz
vegetativne u generativnu fazu, kao i povec¢ana produkcija gvajanolida u korelaciji
su sa ekspresijom Ro/C gena [5]. U ovom radu kori$¢eni su isti klonovi cikorije u
cilju provere da li i produkcija HK zavisi od istih faktora. Na osnovu rezultata,
prikazanih na Grafikonu 3, moze se zakljuéiti da produkcija HK zavisi kako od
genotipa, tako i od fenofaze u kojoj se dati klon nalazi. Klon 35 je u vegetativnoj
fazi produkovao najmanju koli¢inu HK, statisticki znaCajno nizu i od
netransformisane kontrole. U ovoj fazi razvi¢a najveca koli¢ina HK detektovana je
u korenovima klonova 13 i1 36. U fazi cvetanja izmereni nivo HK bio je znatno nizi
u klonovima 13 i 36, dok je u klonu 35 sadrzaj ove hidroksicimetne kiseline biovisi
od onog koji je izmeren kod biljaka u vegetativnoj fazi iste starosti. Kod biljaka u
vegetativnoj fazi razvica HK je bila prisutna u vecoj koli¢ini u korenovima, dok je
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u biljkama u cvetu njen sadrzaj bio ravnomernije rasporeden izmedu listova i
korena. U literaturi nema puno podataka o produkciji sekundarnih metabolita u
transformisanim regenerantima [5, 30, 31] i vecina radova se odnosi na sadrzaj
alkaloida [30, 31], a samo nekoliko na sadrzaj hlorogene kiseline i drugih fenola
[32, 33].

Grafikon 2.Sadrzaj hlorogene kiseline u tecnoj kulturi netransformisanih i
transformisanih korenova cikorije.
Figure 2.Chlorogenic acid content in liquid Chicory root culture.
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Nt — kultura netransformisanih korenova; k13, k35 i k36 — klonovi transformisanih
korenova. Rezultati na grafiku predstavljaju srednje vrednosti tri nezavisna
eksperimenta = SE (n = 9). Zvezdicama su obeleZene statisticki znacajno razlicite
vrednosti u odnosu na kulturu netransformisanih korenova (P < 0,05).

Nt — nontransformed roots; k13, k35 i k36 — hairy root clones. The values are
means of 3 independent experiments + SE (n = 9). Asterisks denote values
significantly different in the comparison to the non transformed roots (P < 0.05).
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Grafikon 3.Sadrzaj hlorogene kiseline u listovima i korenovima in vitro biljaka
cikorije u razliCitim fenofazama (vf — vegetativna faza i gf — generativna faza)
Figure 3.Chlorogenic acid content in leaves and roots of chicory plants growing in
vitro in different phenophases (vf — vegetative phase, gf — generative phase)
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Rezultati na grafiku predstavljaju srednje vrednosti tri nezavisna eksperimenta = SE
(n=3). Statisticki znacajne razlike izmedu izmerenih srednjih vrednosti utvdene su
odvojeno za rozete i procvetale biljke sa nivoom znacajnosti od P<0,05. Razli¢ita
slova koja prate numericke vrednosti ukazuju na statisticki znacajne razlike.

The results present mean values of three independent experiments £ SE (n=3).
Statistical differences at the significance level of P<(0.05 are designated by different
letters above the bars, as calculated by least significant difference test for rosettes
and flowering plants independently.



Produkcija sekundarnih metabolita u korenovima transformisanim sa A.
rhizogenes Cesto je povecana usled aktivacije odbrambenih gena uzrokovane
aktivno$¢éu introdukovanih ro/ gena [34]. Medutim, prisustvo rol gena u
transformisanim regenerantima ne dovodi uvek do povecanja sadrzaja sekundarnih
metabolita. Osim §to produkcija posmatranih bioloski aktivnih jedinjenja varira
medu razli¢itim klonovima [5, 31, 32, 33], transformisani regeneranti Cesto sadrze i
znatno manju koli¢inu sekundarnih metabolita u odnosu na netransformisane biljke
[30, 33]. Tacan uzrok ove varijabilnosti je jo§ uvek nepoznat, ali geneticki
rearanzmani koji nastaju u procesu regeneracije [30], kao i promene u ekspresiji 7ol
gena tokom prelaska iz vegetativne u reproduktivnu fazu [5] mogu da uslove
promene u sadrzaju posmatranih sekundarnih metabolita kod transformisanih
regeneranata. Detektovana varijabilnost u nivou hlorogene kiseline izmedu
razli¢itih klonova, kao i izmedu razli¢itih fenofaza transformisanih regeneranata
(Grafikon 3) i njihovih vegetativnih organa (koren i list) potvrduje Cinjenicu da je
za postizanje maksimalne produkcije veoma vazna selekcija odgovarajuceg klona,
odabir metode gajenja, kao i faze razvica.

ZAKLJUCAK

Veca produkcija hlorogene kiseline u kulturi transformisanih korenova,
kao 1 mogucnost njene izolacije iz razliCitih vegetativnih organa transformisane
cikorije ukazuje na ogromni potencijal tehnike in vitro gajenja transformisanih
biljaka C. intybus u cilju dobijanja hlorogene kiseline u koli¢ini koja je neophodna
za farmaceutske potrebe. Osim toga, kulture transformisanih korenova kao i
transformisanih biljaka cikorije mogu da predstavljaju dobar model sistem u daljim
ispitivanjima regulatornih mehanizama biosinteze i akumulacije hlorogene kiseline,
a 1 drugih fenolnih jedinjenja.
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IN VITRO PRODUCTION OF CHLOROGENIC ACID IN CULTURE
OF TRANSFORMED CICHORIUM INTYBUS L. PLANTS
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SUMMARY

Chicory (Cichorium intybus L.) is traditionally recognized for its anti-
inflammatory, antimicrobial, anticancer and nutritive properties. Among active
secondary metabolites detected in chicory, the most important are sesquiterpene
lactones and phenolics, including chlorogenic acid (CA). Hereby we have analyzed
the content of CA in previously obtained Agrobacterium rhizogenes — transformed
chicory hairy root cultures and transformed regenerants. Among three analyzed
hairy root clones, clone 13 had exceptionally high biomass production, so the
amount of CA in this culture was the highest, e.g. 400 times higher in comparison
to the untransformed root culture. Since the roots spontaneously regenerated, the
system was upgraded to allow the comparison of CA content not only among the
clones, but also between different developmental phases of the regenerants
(vegetative vs. flowering plants) and their organs (roots vs. leaves). It was shown
that the CA production varies from clone to clone, and also depends on the
phenophase of the clone. In the rosette stage of clones 13 and 36, the highest
amount of CA was detected in roots, while the same clones in the flowering stage
had significantly lower CA content. The clone 35 in the vegetative phase produced
the lowest amounts of CA. However, in the flowering stage the roots of clone 35
produced the highest CA amount. Among the regenerants, the clone 13 had the
fastest growth, and hence the best CA production.

The current paper presents for the first time the CA content in transformed
chicory regenerants. The obtained results suggest that the culture of transformed
chicory plants can be equally good source of CA as liquid hairy root culture.

Key words: chicory, in vitro, Agrobacterium rhizogenes, spontaneous regeneration,
chlorogenic acid

67



68



