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Medicago truncatula — model plant for the study of legume
metabolomics (Fabaceae)

Summary

Over the past few years, Medicago truncatula has emerged as a model le-
gume for the study of plant functional genomics that incorporates profiling of
gene expression (transcriptome), protein expression (proteome), and metabo-
lite expression (metabolome) to better understand the biological processes
with legumes and their interaction with the environment. It is an excellent spe-
cies for fundamental studies on the unique secondary metabolism of legumes.
Two classes of secondary metabolites are of particular interest: phenylopro-
panoids, which have been attributed with health-promoting properties, and an-
other important class of secondary metabolites from M. truncatula are the
triterpene saponins, which possess allelopathic, anti-microbial, anti-insect activ-
ity, as well as anti-nutritional effects. Profiling and identification of a large vari-
ety of natural products from M. truncatula are crucial to metabolomics and func-
tional genomics.
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1. Wstep

Wraz z zaawansowaniem molekularnych technik sekwencjo-
nowania DNA w ciggu ostatnich kilkunastu lat pojawifo sie wiele
projektéw majacych na celu poznanie catkowitej informagji ge-
netycznej okreslonych gatunkéw. Do najbardziej znanych i waz-
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nych osiagnie¢ nalezy projekt zsekwencjonowania genomu rzodkiewnika (Arabidopsis
thaliana), niewielkiej jednorocznej rosliny, od wielu lat uznawanej za modelowa
w wielu badaniach molekularnych (1). Byt to pierwszy w petni zsekwencjonowany
genom nalezacy do organizmu roslinnego. Kolejnym waznym osiagnieciem byto po-
znanie sekwencji ryzu (RGP, ang. Rice Genome Project) (2). Teraz, gdy dostepne sg tak
obszerne dane, naukowcy posiadajag odpowiednie narzedzia molekularne i mozliwos-
ci okreslania funkcji genéw dotychczas nie rozpoznanych. Cel ten jest realizowany
poprzez analize poziomu transkrypcji genéw na poziomie mRNA (transkryptomika),
ekspresji i aktywnoSci biatek (proteomika) (3) oraz analize poziomu syntezy ni-
skoczgsteczkowych produktéw naturalnych (metabolomika) (4). W badaniach pro-
wadzonych na r6znych wymienionych poziomach molekularnych zmierza sie z jed-
nej strony do petniejszego poznania i zrozumienia funkcjonowania systemoéw biolo-
gicznych, a z drugiej do wykorzystania zdobytej wiedzy w celu modyfikacji organi-
zmow w kierunkach pozadanych przez czlowieka. Czesto pomijanym, cho¢ niezwy-
kle waznym zagadnieniem jest odpowiedZ organizmu na poziomie metabolicznym
na wszelkie modyfikacje genetyczne jak rowniez roznorakie stresy srodowiskowe.
Odpowiedz ta przejawia sie w zmianach poziomu syntezy (zwiekszaniu lub hamo-
waniu) okreslonych metabolitow wtérnych. Waznym wyzwaniem w badaniach biolo-
gicznych staje sie mozliwos$¢ szybkiej i wydajnej analizy metabolitéw w komoérkach
organizméw. Temu wyzwaniu ma sprosta¢ nowy kierunek w badaniach naukowych
— metabolomika (4). W zakres tego rodzaju studiéw wchodza wysoko wydajne,
wszechstronne i precyzyjne analizy metabolitow wtérnych, w celu ich identyfikacji
i monitorowania zmian ilo$ciowych jak réwniez jako$Sciowych. Analiza metabolitow
wtornych moze obejmowac obserwacje jednego lub kilku metabolitow (ang. target
analysis), analizy profilu metabolicznego — produktéw powstajacych w jednym lub
kilku szlakéw metabolicznych (ang. metabolite profilling) oraz cato$ciowe analizy
wszystkich metabolitéw wtérnych tzw. ,metaboliczny odcisk palca” (ang. metabolite
finger printing).

Medicago truncatula (potocznie nazywana w jezyku angielskim barrel medic ze
wzgledu na ksztalt strgka) jest jednoroczna rosling powszechnie uprawiang w Au-
stralii, z przeznaczeniem na pasze do bezposredniego skarmiania zwierzat, lub do
przemysfowego przetwarzania na koncentraty o do$¢ dobrze zbilansowanym skta-
dzie aminokwasowym. Pochodzi ona z basenu Morza Srédziemnego i jest blisko
spokrewniona z lucerng siewng (Medicago sativa). Mate wymagania dotyczgce Swiat-
la, temperatury, skfadu podtoza oraz szybki rozwoj wegetatywny (12 tygodni), maty
genom (454-526 Mbp), jak rowniez fatwo$¢ wywolywania modyfikacji genetycznych
lub pojedynczych mutacji, a nastepnie identyfikowania osobnikéw o zmienionych
fenotypach pozwalajg uzna¢ M. truncatula za wyjatkowo dobry obiekt modelowy
w odniesieniu do ro$lin uzytkowych z rodziny Fabaceae, niegdy$ zwanych motylko-
watymi, a obecnie wedtug nowej nomenklatury bobowatymi (5). Wprowadzane mo-
dyfikacje majg na celu opracowanie mapy genetycznej komponentéw odpowiedzial-
nych za ekspresje niektorych cech uzytkowych i na ich podstawie do rozwiniecia ba-
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dan z zakresu genomiki funkcjonalnej, tzn. identyfikacji genéw majacych wplyw na
ekspresje cechy ilo$ciowej. Inng wazng cecha tego gatunku, wzbudzajaca zaintere-
sowanie osrodkéw badawczych na catym $wiecie jest wystepowanie r6znych klas
metabolitéow wtérnych biorgcych udzial w realizacji r6znych funkgji.

Z powodu ztozonosci metabolomu M. truncatula nie istniejg obecnie metody po-
zwalajace na jednoczesng analize wszystkich, czy nawet wiekszo$ci metabolitow
w pojedynczej probce ekstraktu. Z tego wzgledu calosciowa analiza roslinnych pro-
duktow naturalnych stanowi wielkie wyzwanie zarowno pod wzgledem ich identyfi-
kacji jak tez okresleniu funkcji biologicznej metabolitéw. W badaniach zwigzanych
z identyfikacjg zwigzkéw organicznych obecnych w mieszaninach powszechnie wy-
korzystuje sie do tego celu techniki chromatograficzne w sprzezeniu z r6znego ro-
dzaju detektorami. W tego typu analizach najprzydatniejszym detektorem jest
spektrometr mas. Wynika to z mozliwosci bezposredniej identyfikacji substancji na
podstawie zarejestrowanych widm masowych, poprzez ich poréwnanie z widmami
standardow lub danymi zgromadzonymi w bazach danych. Mozliwa jest réwniez
analiza drog fragmentacji zwigzkoéw i na tej podstawie ich identyfikacja.

Profil metaboliczny M. truncatula jest obecnie przedmiotem intensywnych ba-
dan. Prace nad identyfikacjag metabolitow wtornych ciaggle postepuja i koncentruja
sie gtownie na dwdch najbardziej zr6znicowanych klasach produktéw naturalnych:
saponinach triterpenowych i zwigzkach flawonoidowych.

2. Analiza profili saponin triterpenowych

Analiza profilu metabolicznego saponin triterpenowych w roslinach z rodzaju
Medicago stanowi niemate wyzwanie. Saponiny, co prawda, wystepuja w roslinie
w duzych iloSciach, jednak stanowig ztozona mieszanine zwiazkéw réznigcg sie ro-
dzajem aglikonu jak i fancuchéw cukrowych. Jesli zauwazyé¢, ze pier$cienie cukrowe
moga by¢ podstawione w ré6znych miejscach aglikonu, jak rowniez mogg zawierac
rézne cukry i ich sekwencje w tancuchu, liczba wystepujacych kombinacji jest
ogromna. Nawet w jednej roslinie znalez¢ mozna mieszanine kilkudziesieciu gliko-
zydow, ktorych struktury réznig sie w zaleznosci od badanego organu (nasiona, ko-
rzenie, czesci zielone lub kwiaty). Sytuacja taka wystepuje w lucernie siewnej, gdzie
poszczegdblne czesci rosliny réznig sie zaréwno sktadem chemicznym jak i zawartos-
cig tych zwigzkow (6).

Woczesniejsze prace nad saponinami polegaly na ich ekstrakcji z materiatu roslin-
nego i analizowaniu ich mieszaniny za pomocg chromatografii cienkowarstwowe;j.
Pozwala to na wstepna identyfikacje pojedynczych saponin, a przy mniej skompliko-
wanych mieszaninach na densytometryczne oznaczenie iloSciowe. Dla peinego ob-
razu struktury zwiazku potrzebne sg rozdzialy mieszanin saponin na pojedyncze
sktadniki. Niskocisnieniowa chromatografia kolumnowa moze przynie$¢ pozadane
efekty pod warunkiem, ze stosowana jest w kilku kombinacjach. Jednakze prace te
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sg bardzo zmudne i wymagajg stosowania kilku technik. Na przykfad saponiny tri-
terpenowe lucerny mozna rozfrakcjonowac na mieszaniny zawierajace 1-3 glikozy-
dow stosujac kolumne Cqg i gradient liniowy mieszaniny woda-metanol. Nastepnie
do rozdziatu tych frakcji nalezy zastosowac kolumne wypetniong zelem krzemion-
kowym rozwijang w ukfadzie izokratycznym (7). Jednakze stosujgc procedure od-
wrotng — frakcjonowanie na kolumnie zelowej, a nastepnie rozdziatl frakcji na ko-
lumnie C;g w ukfadach izokratycznych mozna uzyska¢ bardzo dobre efekty (8). Naj-
bardziej miarodajna metoda pozwalajgca oznaczy¢ pojedyncze glikozydy jest chro-
matografia cieczowa z detektorem UV. Jednakze zastosowanie tej metody do bada-
nia saponin nie jest tak proste. Wiekszo$¢ saponin nie zawiera chromoforéw nie-
zbednych do rejestracji rozdzialéw HPLC w $wietle UV. Rejestracje wykonuje sie
zwykle w przedziale dtugosci fal 200-210 nm, ktory nie jest specyficzny wylgcznie
dla saponin i analiza tych zwigzkéw wymaga doktadnego oczyszczenia ekstraktu od
zwiazkoéw towarzyszacych przed wprowadzeniem na kolumne. Préby takie byty po-
dejmowane, lecz nie znalazly szerszego zastosowania, gdyz oznaczenia w ekstrak-
tach byly utrudnione z uwagi na obecnos$¢ duzej iloSci substancji towarzyszacych
o podobnym do saponin widmie absorbcyjnym (9). Alternatywnym rozwigzaniem
moze by¢ przedkolumnowe wykonanie pochodnej pozwalajacej wprowadzi¢ uktad
chromoforowy do czasteczki saponiny. Metoda ta polega na reakcji saponiny
z bromkiem 4-bromofenacylu i moze by¢ stosowana do kazdej saponiny zawie-
rajacej wolne grupy karboksylowe (10). Potaczenie spektrometru mas z chromato-
grafem cieczowym pozwala na analize zwigzkéw saponinowych bez konieczno$ci
przeprowadzania ich w réznego rodzaju pochodne. Zastosowana technika pozwala
ponadto na osiggniecie wysokiego poziomu ufnosci podczas identyfikacji oraz uzy-
skania odpowiedniego poziomu detekcji. Na podstawie zarejestrowanego widma
mozliwe jest okreslenie masy czasteczkowej, mozna takze uzyska¢ dodatkowe in-
formacje strukturalne na podstawie drég fragmentacji opracowanych po analizie
réznic mas rejestrowanych w widmie MS jonow fragmentacyjnych. Jednak nie daje
to pelnego obrazu o strukturze czgsteczki saponiny. Na podstawie tych danych nie
jest mozliwe stwierdzenie sposobu potaczenia i kolejnosci wystepowania czgste-
czek cukrow w tancuchu glikozydowym przylgczonym do aglikonu.

Prace nad ustaleniem profilu saponinowego M. truncatula byly realizowane réw-
nolegle w dwoch osrodkach badawczych i reprezentuja odrebne podejscie do tego
problemu przez co uzyskane wyniki pozostaja w sprzecznosci (11-13). W pierwszym
przypadku przeprowadzone analizy miaty na celu ustalenie sktadu saponinowego
cze$ci nadziemnych (11). W tym celu wyodrebniono za pomocg technik chromato-
graficznych 18 glikozydéw, ktoérych petng strukture ustalono na podstawie danych
uzyskanych metodami spektroskopowymi (NMR, MS, IR) (11). Zwiazki te zidentyfi-
kowano jako glikozydy kwasu medikagenowego (7 glikozydéw), kwasu zanowego
(8 glikozydow) i sojasapogenoli B i E (3 glikozydy) (rys. 1). Dwanascie sposréd nich
bylo zwiazkami nowymi nie opisanymi dotychczas w literaturze. W dalszej kolejno-
$ci na podstawie uzyskanych wzorcéw opracowano metode ilo§ciowego oznaczania
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HO
Zwigzek Aglikon R R
1 I Glc(1—3)-Glc Ram(1—2)-Ara
2 Il Glc(1—3)-Glc Api(1—>3)-Ram(1—2)-Ara
3 1l Glc(1—3)-Glc Ksyl(1—4)-Ram (1—2)-Ara
Ara(1-3)
4 1l Glc(1—3)-Glc Ara(1—3)-Ram (1—2)-Ara
5 I GleA Gle
6 11 Glc(1—-3)-Glc Ksyl(1—4)-Ram (1—>2)-Ara
Api(1->3) ]
1I Gle(1—3)-Gle Ksyl(1—4)-Ram (1—2)-Ara
11 Glc Ksyl(1—>4)-Ram (1—2)-Ara
Il Glc(1—3)-Glc Rha(1—2)-Ara
10 I GlcA Ksyl(1—4)-Ram (1—2)-Ara
11 I Glc(1—3)-Glc Ram(1—2)-Ara
12 I Glc(1—3)-Glc Ksyl(1—4)-Ram (1—2)-Ara
Ara(1-3) |
13 | Glc(1—3)-Glc Ksyl(1—4)-Ram (1—2)-Ara
14 | Glc(1—3)-Glc Ksyl(1—4)-Ram (1—2)-Ara
Api(1—3) ]
15 1 Gle Ksyl(1—4)-Ram (1—>2)-Ara
16 111 Ram(1—2)-Gal(1—>2)-GlcA
17 v Ram (1—2)-Gal(1—2)-GlcA
18 11 Ram(1—2)-Ksyl(1—>2)-GlcA

Rys. 1. Struktury chemiczne saponin wyizolowanych z cze$ci nadziemnej M. truncatula. (I-kwas me-
dikagenowy, Il-kwas zanowy, lll-sojasapogenol B, IV-sojasapogenol E; Glc-glukoza, Ara-arabinoza,
Ksyl-ksyloza, Ram-ramnoza, Api-apioza, Gal-galaktoza, GlcA-kwas glukuronowy).

BIOTECHNOLOGIA 1 (84) 119-131 2009

123



Ireneusz Kapusta

saponin w materiale roslinnym z zastosowaniem uktadu LC-ESI/MS, a nastepnie wy-
konano analizy jakoSciowe i iloSciowe w trzech odmianach M. truncatula var truncatula,
M. truncatula var longispina i M. truncatula var jemalong A 17 (13). Procentowa zawar-
to$¢ saponin w przeliczeniu na sucha mase w analizowanych odmianach wynosita
odpowiednio 0,22, 0,22 i 0,15%. Procentowa zawarto$¢ saponin o poszczegélnych
grupach aglikonéw bylta bardzo zblizona w trzech badanych odmianach, udziat gli-
kozydéw sojasapogenoli byl marginalny i nie przekraczal 5%, natomiast glikozydy
pozostalych aglikonéw pozostawaly w stosunku 1:1. Dane te nie pokrywaja sie
z wynikami uzyskanymi przez Huhmana i wsp. (12), wedtug ktérych zawartosc¢ gliko-
zydow kwasu zanowego w czesciach nadziemnych byta sladowa (0,6%). W sprzecz-
nosci pozostaje rowniez fakt zasugerowania przez cytowanych autoréw obecnosci
tridesmozydu kwasu zanowego, jak rowniez to, ze jedynie 3-GlcA-28-Ara-Rha-Xyl
kwasu medikagenowego petni role zwigzku dominujgcego (12) (rys. 2).

Trudno jest jednoznacznie stwierdzi¢ przyczyne tych rozbieznosci, ale wydaje
sie, ze wptyw na to moze mie¢ kilka czynnikéw. Po pierwsze — i najbardziej istotne
— to brak dostepnych wzorcéw, co pozwala na pelng charakteryzacje profilu bada-
nych saponin, ten fakt miat prawdopodobnie zasadniczy wplyw na interpretacje
uzyskanych danych. Drugim waznym czynnikiem, ktéry powinno sie bra¢ pod uwage
jest wiek i spos6b uprawy badanych roslin. W pierwszym przypadku wykorzystano
ros$liny uprawiane w warunkach polowych przy dostepie Swiatla stonecznego, pod-
czas gdy w drugim przypadku uzyto materiatu uprawianego w warunkach szklarnio-
wych. Jak istotny jest to czynnik trudno jednoznacznie stwierdzi¢, jednak nie mozna
go wykluczy¢.

Mniejsze rozbieznos$ci mozna zaobserwowac w przypadku badania profili sapo-
ninowych w korzeniach M. truncatula. Do tej pory opublikowano dwie prace podej-
mujgce ten problem (14,15). W obydwu pracach autorzy wykorzystali uktady
LC/ESI/MS do okreslenia struktury saponin w tymze organie. W pierwszym przypad-
ku uzyto spektrometru z detektorem w postaci putapki jonowej, a na podstawie da-
nych otrzymanych z analizy mas jonéw potomnych powstatych po rozpadach jonéw
macierzystych w wyniku kolizyjnie indukowanej dysocjacji (CID, ang. collision indu-
ced dissociation), dokonano identyfikacji zwigzkéw. Zaproponowano struktury 30 sa-
ponin bedacych glikozydami: kwasu medikagenowego, hederageniny, bojageniny
i sojasapogenoli B i E (14). W drugim przypadku do badan wykorzystano analizator
mas jonowego rezonansu cyklotronowego z transformacja Fouriera (FT-ICR). Prace
skupione byly na wtosnikach korzeniowych, w ktérych zidentyfikowano 26 tych sa-
mych struktur (gtéwnie wzorujgc sie na wymienionej pracy), z czego dwie pochodne
byto malonylowymi pochodnymi glikozydéw sojasapogenoli B i E (15), a ktérych
obecnos$¢ nie zostata stwierdzona przez poprzednich autoréow. Jednak brak auten-
tycznych wzorcéw, z ktérymi mozna by byto poréwnac otrzymane wyniki, czyni je
jedynie prawdopodobnymi.
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3. Profil metaboliczny zwigzkéw flawonoidowych

Flawonoidy naleza do gtéwnej grupy metabolitéw wtérnych. Spetniaja one
w roSlinie rézne funkcje, wazne w oddzialywaniu ze srodowiskiem zewnetrznym.
Nalezy do nich zaliczy¢ nastepujgce rodzaje aktywnosci: inhibitoréw wzrostu mikro-
organizmow (16), inhibitoréw kielkowania nasion innych roslin w allelopatii (17), re-
pelentow, atraktantéw owadow (18), antyoksydantéw (19). Flawonoidom, a zwtasz-
cza izoflawonoidom, przypisuje sie role chemoatraktantow dla rhizobiéw i aktywa-
toréw genow zwigzanych z tworzeniem brodawek korzeniowych (20). Dla M. truncatula
taka role petni, jak sie zdaje, medikarpina (21). Rozdziat pochodnych flawonoidow
metodami chromatografii cieczowej na kolumnach z fazg odwrécong nie sprawia ta-
kich trudnosci jak w przypadku poprzedniej grupy metabolitow wtérnych. Wszyst-
kie aglikony flawonoidowe zawieraja pierScien aromatyczny, przez co efektywnie
absorbuja swiatto UV. Spektrofotometria UV od kilku juz dekad stanowi najczesciej
wybierane narzedzie w badaniach roslinnych fenylopropanoidéw. Pomimo wyzszo$-
ci technik spektrometrii mas uktady HPLC potaczone z detektorem PDA lub DAD
z powodzeniem s3 wykorzystywane w badaniach jako$ciowych i ilosciowych.
W tych typach detekgji ilo$¢ informacji strukturalnych jest jednak niewielka. W przy-
padku wykorzystania chromatograféw cieczowych mozliwe jest jednoczesne sprze-
ganie kilku detektoréw szeregowo lub rownolegle. Najczesciej konfigurowane sg ze
sobg detektory absorpcji promieniowania UV oraz spektrometry mas. W takich sytu-
acjach ilo$¢ uzyskiwanych informacji pozwala na bardziej precyzyjne okre$lenie
struktury zwigzkoéw w probkach surowych ekstraktow. W chwili obecnej ukfady tan-
demowe LC/ESI/DAD/MS wykorzystano do profilowania sktadu flawonoidéw i izofla-
wonoidéw oraz ich potaczen w materiale roslinnym réznego pochodzenia (22,23).
Zostaty réwniez zidentyfikowane acylowane pochodne glikozydowych potaczen zwiaz-
kéw fenolowych (24,25). Obecnie wieksze mozliwosci w badaniach spowodowato
pojawienie sie nowej techniki rozdziatu mieszanin substancji: ultrasprawnej chro-
matografii cieczowej (UPLC). Tego rodzaju chromatografia, dzieki zwiekszonej roz-
dzielczosci, czutosci oraz predkosci znaczgco zwieksza wydajnos¢, oraz dostarcza
znacznie wiecej informagji. Przydatna jest przede wszystkim do wykonywania duzej
liczby badan, np. przy analizie zmian w sktadzie metabolomu catych kolekcji mutan-
tow. Pozwala to bardziej catoSciowo spojrze¢ na przebieg proceséw biochemicz-
nych.

Profil flawonoidowy M. truncatula, podobnie jak saponinowy byt przedmiotem
intensywnych badan. W czes$ci nadziemnej na profil metaboliczny sktadajg sie 23
zwigzki, ktére zostaly wyizolowane, a nastepnie ich strukture ustalono na podsta-
wie widm NMR i MS (26). Profil ten sktada sie z 20 potaczen cukrowych flawonéw
i 3 flawonoli. Najliczniejszg grupe stanowia glikozydy trycyny (9 glikozydéw) na-
stepnie apigeniny (6 glikozydéw), chryzeriolu i luteoliny (po 3 glikozydy), larycytry-
ny (2 glikozydy) oraz jeden glikozyd kwercetyny (rys. 3). Dwanascie zwigzkoéw byto
wczesniej zidentyfikowanych u blisko spokrewnionego gatunku M. sativa niemniej
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Rl R2 R3 R4 R5

Flawon

-0CH3 -OH  -OCHj -OH - trycyna

- -OH - -OH - apigenina

-0CH; -OH -OH - chryzoeriol

-OH -OH - - - luteolina

Flawonol

-0CH; -OH  -OH -OH  -OH larycytryna

-OH -OH - -OH -OH kwercetyna

Zwigzek RI1 R2 R3 R4 R5 [M-H]"

m/z

1 OCH;  OH 0Glc -0Glc -0Glc 817
2 OH OH H -0GIcA2—1)GlcA H 637
3 H OH H -0GIcA(2—1)GlcA H 621
4 OCH; OH H -0GlcA(2—1)GlcA H 651
5 OH OH H -0GlcA H 461
6 OCH; OH OCHj3 -0GIcA(2—1)GlcA H 681
7 H OH H -0GlcA(2—>1)GleA-[GleA(1—3)]-2-0-Fer H 973
8 OH OH H OH -Orutynozyd 609
9 H OH H -0GlcA H 445

10 OCH;  OH H -0GlcA(2—1)GlcA-[GlcA(1—>3) ] -2-0-Fer H 1003

11 H OH H -0GlcA(2—1)GlcA-2-0-Syn H 827

12 OCH; OH OCHj3 -0GlcA(2—1)GlcA-[GlcA(1—3) |-2-0-Fer H 1033

13 OCH; OH H -0GlcA(2—1)GleA-[GIA(1—3)]-2-0-p-Kum H 973

14 OCH;  OH OCHj3 -0GlcA(2—1)GleA-[GleA(1—3) |-2-0-p-Kum H 1003

15 H OH H -0GlcA(2—1)GlcA-[GlcA(1—3) |-2-0-Fer H 959

16 OCH; OH  OCH;  -OGlcA(2—>1)GlcA-2-0-Syn H 887

17 OCH;  OH OCHj3 -0GlcA H 505

18 OCH; OH OCHj3 -0GlcA(2—1)GlcA-2-0-Fer H 857

19 OCH;  OH OCH;  -OGlcA(2—1)GlcA-2-0-p-Kum H 827

20 OCH;  OH OCHj3 -0Glc(2—1)GlcA-2-0-Fer H 843

21 OCH; OH 0Glc H -0Glc 655

22 H OH H -0GlcA2—1)GleA(1—3)GleA H 797

23 OCH;  0Glc OCHj3 -0GlcA H 667

Rys. 3. Struktura chemiczna wyizolowanych flawonoidéw z czesci nadziemnej M. truncatula.
(GlcA-kwas glukuronowy, Glc-glukoza, Fer-kwas ferulowy, Syn-kwas synapowy, Kum-kwas kumarowy.
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Rys. 4. Chromatogram UPLC frakcji flawonoidowej czesci nadziemnej M. truncatula uzyskanej w wy-
niku oczyszczania zwigzkéw metodg ekstracji do fazy statej SPE.

jednak osiem zwigzkow byto nowych nie opisanych dotychczas w literaturze (rys. 4).
Cechg roznigcg oba te gatunki jest brak flawonoli w czeSci nadziemnej M. sativa
(27-29), niemniej jednak osiem zwigzkéw byto nowych nie opisanych dotychczas
w literaturze. Cecha r6znigcg oba te gatunki jest brak flawonoli w cze$ci nadziemnej
M. sativa.

Réwniez korzenie M. truncatula byty przedmiotem szerokich i kompleksowych
badan pod katem identyfikacji zwigzkéw fenolowych, z zastosowaniem technik
LC-MS i GC-MS (15,30). W pierwszej czesci tych badan dokonano analizy hydrolizatu
korzeniowego w celu zidentyfikowania aglikonéw. Na podstawie przeprowadzo-
nych analiz mozna bylo podzieli¢ frakcje fenolowa na 5 grup: izoflawonoidy (10 r6z-
nych aglikonéw), flawony (3 aglikony), flawanony (2 aglikony), aurony (2 aglikony)
i jeden chalkon. Identyfikacji dokonano w pierwszej kolejnosci na podstawie widm
absorbcyjnych UV dla kazdej z grup, a nastepnie na podstawie widm MS. W drugiej
czesci badan skoncentrowano sie na petnej charakterystyce glikozydéw obecnych
w ekstrakcie. W gtownej mierze na podstawie widm masowych powstatych w wyni-
ku kolizyjnie wywotanej dysocjacji (CID MS/MS) dokonano identyfikacji 35 ré6znych
pofaczen glikozydowych. Najliczniejszg klase stanowily izoflawonoidy (26 glikozy-
doéw) i jedynie w przypadku tej grupy zwigzkéw mozemy méwic¢ o wysokim prawdo-
podobienstwu poprawnos$ci zaproponowanych struktur. Izoflawonoidy stanowia
bowiem bardzo dobrze przebadana grupe metabolitéw wtornych, a w literaturze
mozna bardzo fatwo znalez¢ dane na temat ich struktury, jak réwniez dostepnos¢
wzorcow nie nastrecza duzych probleméw. Autorzy na podstawie analizy GC-MS hy-
drolizatu korzeniowego, zwracaja rowniez uwage na fakt, ze czasteczke cukru
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wchodzgaca w skiad tancuchoéow glikozydowych wszystkich zwigzkéw fenolowych sta-
nowi jedynie glukoza. Stwierdzono réowniez wysoki udziat malonylowych potaczen
glikozydowych flawonoidow.

4. Zmiany profili metabolicznych w ro$linach wystawionych na dziatanie
stresu

Rosliny majg zdolnos¢ skutecznego przeciwstawiania sie czynnikom $rodowisko-
wym poprzez uruchamianie wielosktadnikowego mechanizmu obronnego, a podsta-
wowag role ogrywajg w tym metabolity wtérne. W warunkach réznorakich stresow
srodowiskowych (oddzialywanie z mikroorganizmami, promieniowanie UV, deficyt
wody, temperatura) majacych wplyw na rosliny, obserwowane sg zmiany w profilach
metabolitow wtérnych wystepujacych w réznych organach. W miare postepu prac
nad metabolomem M. truncatula publikowane sa sukcesywnie prace, w ktérych prze-
prowadza sie badania biosyntezy metabolitow wtérnych w zawiesinach komoérko-
wych M. truncatula elicytowanych fragmentami scian komérkowych drozdzy oraz es-
trem metylowym kwasu jasmonowego. Prace te skupiajg sie w gtdwnej mierze na
okresleniu aktywnos$ci enzyméw szlakéw biosyntezy fenylopropanoidéw, niz na sa-
mym profilowaniu zmian metabolitéw wtérnych. Niemniej jednak pewne spostrze-
zenia zostaly zasygnalizowane (31-33).

W obu przypadkach zaobserwowano zmiany w profilach metabolicznych,
a zmiany te byly bardziej iloSciowe niz jakoSciowe. W przypadku saponin triterpe-
nowych nastepowata wzmozona akumulacja tych metabolitéw od 2 do 5 dni po
traktowaniu estrem metylowym kwasu jasmonowego. Niewielkie natomiast zmia-
ny zaobserwowano po ekspozycji na elicytor drozdzowy. Wiecej danych dotyczy
zwiazkow flawonoidowych, gdzie obserwuje sie wyrazne réznice w zaleznosci od
zastosowanego elicytora. Elicytor drozdzowy powoduje wzrost akumulacji flawa-
nondéw (giéwnie naringeniny i liquirtygeniny), ktére sg prekursorami syntezy fla-
wonéw. Wzrost ten skorelowany jest ze wzmozong akumulacja izoflawonéw.
W przypadku estru metylowego kwasu jasmonowego obserwuje sie jedynie
wzrost stezenia izoflawonéw gtéwnie medikarpiny i afromozyny. W przypadku
tego pierwszego jest on nawet 35-krotny. W innych badaniach tego typu testowa-
no wplyw kwasoéw abscycynowego i salicylowego, ktore biorg udziat w transdukcji
sygnatu w odpowiedzi na infekcje bakteryjne i zranienia u roslin. W obu przypad-
kach obserwowano wzmozona aktywnos$¢ enzyméw szlaku fenylopropanoidowe-
go (amoniakoliazy fenyloalaniny i syntazy chalkonu) jednak aktywno$¢ ta nie byla
skorelowana ze wzrostem akumulacji flawonoidéw (33). Prace te s3 we wczesnym
etapie rozwoju, a podstawowym czynnikiem limitujacym jest niewatpliwie nie
w pelni poznany metabolom tego gatunku.
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5. Podsumowanie

Na przestrzeni ostatniej dekady M. truncatula stat sie dogodnym modelem w ba-
daniach metabolomu waznych rolniczo i srodowiskowo roslin bobowatych. Dzieki
potaczonym wynikom badan z zakresu transkryptomiki, proteomiki i metabolomiki
oraz pokrewienstwu filogenetycznemu pomiedzy M. truncatula a innymi bobowaty-
mi mozliwe bedzie w przysztosci dostarczenie cennych informacji genetycznych dla
programéw hodowlanych w celu ulepszenia lub modyfikacji cech uzytkowych. Nie-
mniej jednak istnieje konieczno$¢ uzupetnienia informacji dla petniejszego zrozu-
mienia proceséw biochemicznych zachodzacych w komoérce jak i interakcji pomie-
dzy rosling a Srodowiskiem.
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