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Resumen

El cultivo de raices transformadas es yma aliernativa interesante para la produccion de
metabolitos secundarios por cultivo in vitro. Debido a esto sc abordo el establecimiento y
cultivoderaices transformadas por infeccioncon Agrobacterium rhizogenes de dos especies
nativas: Solamun eleagnifolium Cav, y Tagetes laxa Cabrera, De los clones obtenidos se
selecciono para cada especic ¢l demayor produccion de solasodina y ticfenos respectivamente
y se encararon cstudios cinéticos. En ¢l casode S. eleagnifolitum Cav. el maximo valor de
biomasa sealcanzo alos 30 dias de cultivo, conunrendimiento maximo de solasodina de 1.90
+ 0,08 mg/g peso seco (PS). Cuando se trabajé con 7. /axa la biomasa maxima s¢ alcanzo
alos 19dias (1.9-2.0 g PF) y la mayar acumulacion de tiofenos ( g/ erlenmeyer) se alcanzo
¢l dia 14. También sc cstudiaron,, en esta uluma especie, la influencia de difcrentes medios
de cultivo en el crecimiento y produccion de tofenos. Los medios G-B5 y G-BS 1/2 X tienen
un cfecto positivo sobre el crecimiento; en cuanto a la produccion de tiofenos, con excepeion
delmedio N 1/2X que tuvo un efecto negativo, en los restantes medios sc alcanzaron niveles
sumilares (980-1090 ng/ erlenmeyer).

TRANSFORMED ROOT CULTURES:
Production of Solasodine

by Solanum eleagnifolium Cav.

and of thiophene by Tagetes laxa Cabrera

Summary
Root cultures are being used as experimental systems to explore root - specific sccondary
mclabolites and to provide future systems for commercial production of plant specialty
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chemicals. We established transformed hairy root cultures from .S. eleagnifolium Cav. and T.
laxa Cabrera. Fram the clones obtained we selected for each species those thatresulted in the higher
solasodine and thiophene productivity respectively m order to study kinetic parameters, Warking
with S. eleagnifolium Cav. the maximum biomass value was reached after 30 days of culture and
the maxinmum solasodine yield was 1.90 & 0,08 mg/g dry weight (DW). Withrespectto T laxa
Cabrera the maximum biomass was reached after 19 days of culture (1.9 - 2.0 g fresh weight) and
the highest thiophene accumulation (1g/ flask) was reached at 14 days. We also studied, for this
last species, the influence of different culture mediums on growth and thiophene production.
Mediums G - B5 and G - B5 1/2X had a positive effect on growth. With respect to thiophene
production, all mediums reached similar levels (980 - 1090 pg/flask) exceptmedium N 1/2X that
had a negative effect.

Introduccion

Las plantas superiores son una importante fuente de metabolitos secundarnos
utilizados porelhombre endiversas industrias,tales comolafarmacéutica, alimentaria,
agroquimica ycosmeética, entreotras.

El potencial que ofrecen las plantas como fuente de compuestos de interés
comercial es enorme yaque ellas sintetizan una granvariedad de compuestos quimicos
(4veces més quelaqueproducen los microorganismos). Sinembargo, solamenteseha
analizado la actividad biolégica de un reducido porcentaje (5 al 10%) de todas las
especies existentes en elplaneta.

Porestas causas seincrementaron, enlos Gltimos anos, las investigaciones para
la busqueda de compuestos de interés comercial a partirde los vegetales.

Lagrancomplejidad de los metabolitos vegetales (muchas veces con presencia
devarioscarbonos quirales) hace que susintesis quimica seapoco eficiente ycostosa.

Durante los ultimos 30 afos se habuscado como estrategiaatternativa elcultivo
invitro de tejidos vegetales para la produccion de metabolitos secundarios enlugarde
utilizar los sistemas tradicionales de cultivos acampo.

Elcultivoin vitro ofrece algunas ventajas potenciales (3):

- Suministro planificado de acuerdo con lademanda, independenciadelclima, suelo,
enfermedades y problemas sociopoliticos.

-Cultivobajo condiciones controladas y optimizadas, lo que posibilita una calidad
estable.

- Cortos periodos de tiempo.

-Usode las mismas instalaciones para distintos metabolitos.

-Mejores condiciones para la extracciony purificacion.

Por otro lado, el cultivo in vitro permite una mejor y mas rapida busqueda y
seleccionde especies mejoradas genéticamente que elque serealizatradicionalmente
acampo.

A pesar de las numerosas investigaciones realizadas en este terreno, pocos
procesos se han llevado alaindustria, los que se han limitado a (4):

- Cultivo de células de Lithosperrmum erythrorhizonpara la produccidonde shikonina;
- Cultivo de raices de Panax ginsengproductoras de saponinas;
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- Cultivo de células de Coptis japonica para la produccion de berberina;
- Cultivo de células de Nicotiana labacumpara la produccion de nicotina y biomasa.

Lacausa porlacualpocosprocesos se hanllevadoa escala industrial es subaja
productividad, en parte debido aque se hatrabajado con células indiferenciadas (callos
y cultivos en suspension). El proceso de desdiferenciacion generalmente lleva a una
pérdida en la capacidad de producir metabolitos secundarios, lo que puededebersea
pérdida de la expresion de los genes responsables de las rutas metabdlicas en células
no especializadas, pérdida de sitiosde almacenamientoque sole estaranpresentesen
_cultivos diferenciados, o adesregulacion del catabolismo del compuesto sintetizado (4).

Ante estas dificultades el cultivo in vitro de tejidos diferenciados (tallos y raices) se
presentacomo unaestrategia muyatractiva.

El cultivo in vitro de raices para la produccion de metabolitos secundarios ha
adquindo graninterés en los GUltimos afnos (5,6). Esto sedebe alredescubrimientodelas
raices no solo por sus funciones tradicionales como soporte mecanico y captacion de
aguay sales, sinotambién como fuente importante de productos quimicos queluegoson
tralocados al resto de la planta (6,7). Desde la antigliedad, los extractos vegetales de
raices fueronampliamente empleados enmedicina popularcomocolorantes, alimentos,
etc. En laactualidad se conocen una gran cantidad de compuestos sintetizados en las
raices conimportantes actividades biologicas (Tabla 1), muchos de ellos aplicadosala
industna.

— P — e e S TR S .

Especie Compuesto Accion

Atropabelladona Hiosciamina - Antiespasmodica

Daturainnoxia Escopolamina

Valeriana officinalis Valcepotriatos Scdante

Tagetes patila Tiofenos Insecticida

Panax ginseng Ginsenosidos Energizante

Steviarebaudiana Esteviosidos Edulcorante

Lithospermum

erythrorhizon Shikonina Colorante

Sanguinariacanadiensis Sanguinarina Antibactenana

Catharanthus roseiis Ajmalicina - Catarantna | Antitumoral

Solanum laciniatum Solasodna Precursora de hor-
monas csteroidales

Tabla 1. Compuestos de interés comercial sintetizados en las raices

Los cultivos in vitro de raices aplicados al estudio y produccion de metabolitos
secundarios se comenzaron a utilizar hace 40 afios; estos sistemas generalmente
obtenidos a través de un balance hormonal en el medio de cultivo, son dificiles de
establecer, yademas lasraices presentanuncrecimientolento (7). Este inconveniente
pudo sersolucionado pormedio del cultivo de raicestransformadas, obtenidas através
de lainfeccioncon cepas patogénicas de Agrobactenum rhizogenes(raices encabelleras
0 “hairy roots").

El proceso de transformacion es un mecanismo de ingenieria genética natural
bastante complejo. Basicamente consiste en latransferenciade unaporcionde ADN(T-
ADN)del plasmido Ride A. rhizogenesalgenomade kacélulavegetal. EImecanismose
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dispara con la secrecion de compuestos fendlicos (acetosiringona) producidos por
heridas de las plantas; estos compuestos activan los genes vir responsables de la
ransformacion geneética. Una vez producidalainsercion en elgenomavegetal los genes
del T-ADN transferido se expresan induciendo a la célula transformada a comportarse
comounaceélularaiz. Paralelamente se sintetizan aminoazicares (opinas) los que son
utilizados por A. rhizogenes como nutrientes. Se obtienen asi raices transformadas
capaces de mantenerse en cuitivoinvitro en medios libres de fitorreguladores conservan-
do el mismo perfil de compuestos que la planta original (8,9). Esta metodologia es en
generalaplicable parala mayoriade las Dicotiledéneas, ya que sonmas susceptiblesa
lainfeccion.

El sistema de raices transformadas es excelente para el estudio de rutas
metabdlicas, interaccion delas plantas con microorganismos, estudios de produccion,
etc.

En este estudio se han establecido cultivos de raices transformadas de Solanum
eleagnifoliumCav.y Tagetes laxaCabrera.

Solanum eleagnifolium Cav. es una especie nativa productora de solasodina,
presente en la planta como el glicdsido solamargina (materia prima altemativa a la
diosgenina para la sintesis dedrogas esteroidales); Tagetes laxaCabrera es unaespecie
productora de tiofenos (compuestos heterociclicos azufrados derivados de los
poliacetilenos que poseen unagranactividad biocida especialmente contra nematelmintos
e insectos). Por serestas tltimas moléculas facimente degradables son una alternativa
eficaz para reemplazaralos insecticidas usados en laactualidad (10).

Mateniales y métodos

Material Vegetal Las semillasde S. eleagnifolium Cav. se recolectaron enla Pcia. de
SanlLuis ylasde 7. laxaCabreraenla Pcia. de Jujuy. Se esterilizaron porinmersion en
NaClO (4% decloro activo) durante 20 minutos, lavadas con abundante aguadestilada
esterily finalmente se sembraron en medioMSRT (11) con0.8% de agar, el pH seajusto
a5.7. Los cultivos se incubaron a 24 + 2° C y un fotoperiodo de 16 horas.

Establecimiento de cultivos de raices transformadas se inocularon plantulas que
tenianentredos ytres semanasde edad concultivosde48hs.de A. rhizogenesL BA9402
segln la descripcionde Hamill y col. (6). Estas plantulas fueron mantenidas en medio
MSRT enlas condiciones descriptas anteriormente. Aproximadamente entrelatercera
y cuartasemanas derealizadalainfeccion,aparecieron apicesradicales enlos stiosde
inoculacion. Estos apices radicales fueron transferidos a medio MSRT liquido en
presencia de 1 ¢/l de ampicilina con el fin de eliminar las bacterias y se incubaron en
agitadores rotatorios a 100 rpm en idénticas condiciones ambientales a las yadescriptas
para S. efeagnifolium Cav. En el caso de T. laxa Cabrera las raices se incubaron en
oscuridad. Los clones obtenidos se mantuvieron enmedio liquido MSRT sinampicilina
repicandolos cada2semanas enelcasode S. eleagnifoliumCay.ycada3 semanaspara
elcaso de las raices de T. laxaCabrera.

Estudios cinéticos de crecimiento y produccion de metabolitos secundarios.
Pararealizarlos estudios de raicestransformadasde S. eleagnifoliumCav. se inocularon
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en erlenmeyers de 250 mlcon 50 mlde medio MSRT con 1.5 g de peso fresco (PF) de
apices radicales de 2 cm de longitud aproximadamente, mientras que para T. laxa
Cabreraseinocularon0.10-0.15gde PFen40mide medla Las condicionesde cultivo
fueron las descriptas en el punto anterior.

Cuando se estudié la influenciade diferentes medms de cultivo se utilizaron los
medios GamborgB5 (G-B5) (12) yNitsch (N) (13). Para los casos enque se utilizé lamitad
delaconcentracidnde salesdelosdistintos medios se indicaroncomo MSRT 1/2X, G-
B512 XyN1i/2X.

Indice de crecimiento
Elindicedecrecimiento (IC)sedefine comolarelacion entre el peso frescofinal y elpeso
frescoinicial.

Métodos analiticos

La extraccion y cuantificacion de solasodina se llevé a cabo segtin Nigray col. (14).
La extraccion y cuantificacion por HPLC de tiofenos se llevd a cabo de acuerdo con la
técnica descripta por Norton y col. (15). Los tiofenos analizados fueron: 5 - (3-buten - 1
-inil}- 2,2’ -bitienil (BBT); 5 - (4 - hidroxi- 1 -butinil)- 2, 2’ - bitienil (BBTOH); 5 -(4 -acetoxi
- 1 - butinil)- 2, 2’ - bitienil (BBTOAC) y «- tertienil (a - T).

Resultados y conclusiones

Solanum eleagnifoliumCav.

Aproximadamente entre la segunda y tercera semanas de infectadas las plantas,
comenzaronaobservarse enlos sitios de inoculacion el surgimientode apices radicales
(Figura 1A) con una frecuencia de infeccion del 80%.

Figura 1 Induccion de raices transformadas por Agrobactenum rhizogenes LB 9402 en S.elsagnifolium Cav.
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A partirde los mismos se establecieron cultivos en medio liquido, que fueron mantenidos
porsubcultivoenmediode MSRT cada2 semanas. De los clones obtenidos se selecciond
elqueprodujo mayorrendimiento en solasodina y con él se efectuaron estudios cinéticos
de crecimiento y produccion (Figura 2). El maximo valor de biomasa (4.0 g peso seco/
[} se alcanzo a los 30 dias de cultivo, con un indice de crecimiento (IC) de 39.07 y un
rendimiento maximode solasodinade 1.90 £0.08 mg/gpesoseco (PS)alcanzadoalos
30 dias de cultivo. La velocidad especifica de crecimiento (u) fue de 0.148d ™' con un
tiempodeduplicacionde 4.68d.
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Figura2 Cinética de crecimiento y rendimiento de solasodina en raices transformadas de Solanum eleagnifolium
Cav. (clon 5) en medic MSRT.

Los valores de rendimiento de solasodina son comparables a los obtenidos en
cultivos indiferenciados (1.2-1.7mg/g PS)yalos de hojas yramas de laplanta silvestre
(14}, pero soninferiores alos obtenidos en cultivos en suspensiéndonde se alcanzaron
rendimientos de 6.00 - 6.98 mg/g PS como maximo (16).

Tagetes laxaCabrera
Entre latercera y cuara semanas postenores a los infeccion se observo el surgimiento

deraicesenlossitios de infeccion (Figura 3)con una frecuenciade infeccion aproximada
al90%. A partirde apices radicales se establecierondistintos clones en medio liquido sin
fitorreguladores (Figura 4). Se selecciond uno de estos clones en base a su capacidad
productora, y su IC para realizar estudios cinéticos de crecimiento y produccion de
tiofenos. La biomasa maxima obtenida fue de 1.9-2.0 gde PF a los 19 dias de cultivo
(Figura 5), con un indice de crecimiento de 20. Lamaximatasade crecimiento (u=0.14
d™") ocurrid entre los dias 10y 14. Elvalormaximo detiofenostotales (ug/erfenmeyer)
sealcanzo aldia catorce y fuede aproximadamente 1000 ug/ erlenmeyer; apartirde este
punto el contenido de tiofenos decrecié como resultado del equilibrio entre sintesis,
degradacionyacumulacion. Conrespectoalaproductividad especificas, se observo un
rapido incremento hasta el dia seis (2200 ug/g PF).
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Cultivo de raices transformadas de T. /Jaxa Cabrera en medic MSRT liquido
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decreciendo hasta 900 ug/g PF aldécimodiay estabilizandose a un nivelde 400 - 500
ug/ g de PF a partir del dia diecinueve. Es importante destacar que el contenido de
tiofenos en estasraicestransformadas es superior al hallado enraices deplantas enteras
crecidas in vitro (88 ug/ g PF).

:
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Figura § Cinética de crecimiento y produccion de tiofenos en raices transformadas de T. Jaxa Cabrera
(clon TL 34) en medio MSHT.

Cuandose estudi¢ lainfluencia de diferentes mediosde cultivo (Figura 6), entodos
elcontenidototal detiofenos fue similar (980 - 1090 ng/erenmeyer) con excepciondel
medio N 1/2 X cuyo contenido fue de 520 1g/ erdenmeyer. La productividad especifica
para las dos concentraciones de medio Gamborg usadas y para el medio N 1/2 X fue
menor (600 uy/g PF) que para los medios MSRT y Nitsch (1200 - 1500 ug/g PF).Con
respecto a la biomasa, los medios G-B5 y G-B5 1/2 X estimularon positivamente el
crecimiento, observandose enlosdemas medios, indices de crecimiento similares.
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Fipura 6 Influencia de diferentes medios de cultive en el crecimiento y la produccién de tiofenos en raices
transformadas de T, laxa Cabrera (clon TL 34),
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Podemos entonces concluirque con excepciéndel N 1/2 X en los demas medios no se
observarondiferencias enla producciontotaldetiofenos (ug/erenmeyer), porloque es
posible utilizar, en este caso, cualquiera de los medios ensayados paradesarrollareste
fipodecultivos.
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