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WSTEP

Rosliny o wysokiej zawartoSci thuszczu w
nasionach lub owocach maja dla cztowieka
bardzo duze znaczenie. Sa przede wszystkim
surowcem do produkcji olejow jadalnych.
Oleje pozyskiwane z takich roSlin jak sto-
necznik, rzepak czy soja zawieraja nienasyco-
ne kwasy thuszczowe niezbedne w prawidto-
wej diecie cztowieka, ale maja tez szerokie
zastosowanie przemystowe, miedzy innymi
w produkcji kosmetykow, rozpuszczalnikow,
detergentow, dodatkow do paliw, farb, la-
kierow, zywic, smarOw (DYER i wspolaut.
2008). Rosliny akumulujace oleje w duzych
ilosciach, ze wzgledu na ich powszechne
wykorzystywanie, staly sie¢ obiektem zainte-
resowania inzynierii genetycznej. Na proces
biosyntezy czasteczki triacyloglicerolu (glice-
rolipidu, TAG) sklada sie ponad 30 reakcji,
dlatego tez wiele genow moze kontrolowac
ilos¢ oraz jakoSC syntetyzowanego thuszczu
(SOMERVILLE i wspotaut. 2000). Obecnie ge-
nomy roslin sa3 poddawane roznym modyfi-
kacjom. Celem tych modyfikacji moze by¢
zwickszenie produkcji oleju przez roSling
badz tez podniesienie jakoSci oleju poprzez
zmian¢ skladu lub wyeliminowanie z niego
substancji niepozadanych. Podejmowane sa
rowniez proby wykorzystania roslin jako bio-
reaktoroOw do produkgcji substancji naturalnie
w nich niewystepujacych.

W rozwijajacych si¢ nasionach zapasowy
tluszcz syntetyzowany jest przede wszystkim
z cukrow (glownie sacharozy i glukozy) i z
aminokwasow (glownie glutaminy i alani-
ny) dostarczanych przez roSline macierzysta.

Proces biosyntezy TAG jest wieloetapowy i
sktadaja si¢ na niego reakcje zachodzace w
cytoplazmie, plastydach, mitochondriach i
siateczce Srodplazmatycznej. Miejscem depo-
nowania TAG w komorkach roSlinnych sa
struktury zwane cialami olejowymi (oleoso-
mami). Proces biosyntezy zapasowego tlusz-
czu zostal w bardzo duzym uproszczeniu
przedstawiony na Ryc. 1. Dostarczane przez
roSling macierzysta cukry ulegaja glikolizie
zachodzacej zarowno w cytoplazmie, jak i w
plastydach. Na terenie plastydow z cukrow
powstaje acetylo-CoA, ktory jest bezposred-
nim substratem do biosyntezy kwasow ttusz-
czowych. W kolejnych krokach kwasy ttusz-
czowe ulegaja wydluzeniu zawsze o 2 atomy
wegla. Dostarczycielem 2-weglowych frag-
mentow jest malonylo-CoA. Malonylo-CoA
syntetyzowany jest z acetylo-CoA i CO, w re-
akgji katalizowanej przez plastydowa karbok-
sylaze acetylo-CoA (ang. acetyl-CoA carboxyla-
se, ACC). W procesie wydtuzania tancuchéw
weglowych uczestniczy kompleks kilku en-
zymOw zwany syntazg kwasow tluszczowych
(ang. fatty acid synthase, FAS). Jednym z ele-
mentow tego kompleksu sa trzy izoformy
syntazy 3-ketoacylo-ACP (ang. 3-ketoacyl-ACP
synthase, KAS I-III). KAS I syntetyzuje kwasy
tluszczowe zawierajace maksymalnie 16 ato-
mow wegla, KAS II wydiluza je do zwiazkow
18-weglowych, a KAS III inicjuje caly proces
wydtuzania tancuchéw weglowych. Wydtuza-
jace si¢ lancuchy weglowe kwasow thuszczo-
wych potaczone sa z tzw. bialtkiem przeno-
szacym acyle (ang. acyl carier protein, ACP).
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Ryc. 1. Uproszczony schemat biosyntezy triacyloglicerolu u roSslin.

ACC — karboksylaza acetylo-CoA, ACP — biatko przenoszace acyle, DAG — diacyloglicerol, DAGAT — acylo-
transferaza diacyloglicerolu, DHAP — 3-fosfo-dihydroksyaceton, G-6-P — glukozo-6-fosforan, Gly3PDH — de-
hydrogenaza glicerolo-3-fosforanu, GPAT — acylotransferaza glicerolo-3-fosforanu, KAS — syntaza 3-ketoacy-
1o-ACP, LPAT — acylotransferaza kwasu lizofosfatydowego, PA — pirogronian, PEP — fosfoenolopirogronian,
TAG — triacyloglicerol



Rosliny transgeniczne Zrodiem wysokiej jakosci olejow

479

W plastydach powstaja tylko najbardziej ty-
powe kwasy tluszczowe takie jak palmity-
nowy (16:0), stearynowy (18:0) i oleinowy
(18:1A%*. Dalsze wydluzanie i inne modyfi-
kacje kwasow tluszczowych zachodza juz w
siateczce Srodplazmatycznej. Tam rOwniez
zachodzi biosynteza TAG z glicerolo-3-fosfo-
ranu (3-fosfoglicerynianu) i kwaséw ttuszczo-
wych. Glicerolo-3-fosforan powstaje w cyto-
plazmie z 3-fosfo-dihydroksyacetonu (DHAP)

w reakcji katalizowanej przez dehydrogenaze
glicerolo-3-fosforanu (Gly3PDH). W siateczce
srodplazmatycznej, w procesie zwanym szla-
kiem Kennedyego, gicerolo-3-fosforan ulega
estryfikacji kwasami tluszczowymi kolejno w
pozycji sn-1, sn-2 i sn-3 dajac TAG, ktory jest
akumulowany w ciatach olejowych (BAUD i
wspotaut. 2008, BAUD i LEPINIEC 2010, LI-BE-
ISSON i wspoétaut. 2010).

ZWIEKSZENIE ILOSCI AKUMULOWANEGO OLEJU

Uzyskanie mozliwie najwickszej iloSci
oleju z rosliny uprawnej jest najbardziej ko-
rzystne z punktu widzenia rolnika i jest tez
istotne dla zastosowan przemystowych. Efekt
zwiekszonej produkcji oleju przez roSline
mozna uzyska¢C w rozny sposob. Jednym z
nich jest modyfikacja szlaku jego biosyntezy
na etapach zachodzacych w plastydach (bio-
synteza kwasow tluszczowych). Innym nato-
miast sa zmiany w stadiach zlokalizowanych
w cytoplazmie i siateczce Srodplazmatycznej
(biosynteza TAG).

Za poczatek szlaku biosyntezy kwasow
thuszczowych przyjmuje si¢ powstanie malo-
nylo-CoA w reakcji katalizowanej przez ACC
(Ryc. 1). Enzym ten podlega restrykcyjnym
mechanizmom regulacyjnym, a reakcja kar-
boksylacji acetylo-CoA jest uwazana za naj-
wazniejszy punkt kontrolny szlaku biosyntezy
thuszczow de novo (BAUD i wspotaut. 2008,
BAUD i LEPINIEC 2010). Podjeto wiec proby
»ominiecia” mechanizméw regulacyjnych dla
plastydowej ACC. Transformacji poddano
rzepak (Brassica napus). Stworzono chime-
ryczny konstrukt sktadajacy si¢ z trzech ele-
mentow: genu kodujacego cytoplazmatyczna
ACC u Arabidopsis (cytoplazmatyczna ACC
nie podlega plastydowym mechanizmom
regulacyjnym), plastydowego peptydu tran-
zytowego i promotora genu dla napinowe-
go biatka zapasowego z rzepaku. Skutkiem
transformacji rzepaku byla nadekspresja ACC
w plastydach, ktora w konsekwencji podnio-
sta wydajnoS¢ procesu biosyntezy kwasow
tluszczowych. Zwickszona podaz kwasow
tluszczowych spowodowala wzrost poziomu
akumulowanego w nasionach oleju o 5% (So-
MERVILLE i wspotaut. 2000, DURRETT i wspot-
aut. 2008).

Znacznie lepsze rezultaty uzyskano jed-
nak poprzez roznego rodzaju modyfikacje
wprowadzane w dalszych etapach szlaku bio-
syntezy TAG. W zwiazku z tym w ostatnich
latach to wlasnie na nich skupiaja si¢ bada-
cze. W powstawaniu czasteczki TAG waz-
na role¢ pelni cytoplazmatyczna Gly3PDH,
enzym syntetyzujacy glicerynowe szkielety
TAG (Ryc. 1) (BAUD i wspotaut. 2008, BAUD
i LEPINIEC 2010, LI-BEISSON i wspotaut. 2010).
Tym razem transformacji réwniez poddano
rzepak. Gen kodujacy GIly3PDH (gdpl) u
drozdzy potaczono z promotorem dla specy-
ficznego dla nasion zapasowego biatka napi-
nowego. Uzyskano dwukrotny wzrost aktyw-
nosci Gly3PDH, ktory spowodowat 3-4 krot-
ny wzrost zawartosci glicerolo-3-fosforanu
w rozwijajacych si¢ nasionach rzepaku. Pod-
wyzszenie biosyntezy glicerolo-3-fosforanu
skutkowato 40% wzrostem zawartosSci oleju
w dojrzalych nasionach. Wi¢ksza akumulacja
tluszczu w nasionach nie spowodowata ob-
nizenia zawartoSci zapasowego biatka (VIGE-
OLAS i wspotaut. 2007).

Kolejnym enzymem kontrolujacym ilos¢
syntetyzowanego TAG jest acylotransferaza
glicerolo-3-fosforanu (GPAT). Enzym ten kata-
lizuje pierwsza reakcje w szlaku Kennedyego
(acyluje glicerolo-3-fosforan do kwasu lizo-
fosfatydowego, LPA) (BAUD i wspotaut. 2008,
BAUD i LEPINIEC 2010, LI-BEISSON i wspolaut.
2010). Do transformacji Arabidopsis uzy-
to genu cipgpat kodujacego GPAT u szafra-
nu (Crocus). W wyniku takiej transformacji
zaobserwowano w nasionach Arabidopsis
wzrost poziomu akumulowanego oleju od 10
do 21%. Transformacja roSliny zmodyfikowa-
nym genem (ctpgpat-tp, dodanie plastydowej
sekwencji tranzytowej) zaowocowala jeszcze

*Liczby przed dwukropkiem oznaczaja atomy wegla w czasteczce kwasu tluszczowego, liczby po dwukropku
wskazuja wiazania podwojne w czasteczce kwasu tluszczowego a liczby po greckiej literze A okreslaja miejsce
wystepowania podwojnego wiazania liczac od grupy karboksylowe;j.
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wieksza akumulacja oleju w nasionach siega-
jaca ponad 22%. Arabidopsis poddano rOow-
niez transformacji genem plsB kodujacym
GPAT u Escherichia coli. W tym przypadku
wzrost poziomu oleju w nasionach wyniost
okoto 15%. Modyfikacja genu plsB polegaja-
ca na dodaniu sekwencji tranzytowej do sia-
teczki Srodplazmatycznej zaowocowata 18%
wzrostem akumulacji oleju w nasionach (JAIN
i wspotaut. 2000).

Poziom akumulowanego TAG limitowa-
ny moze rowniez by¢ wydajnoscia acylo-
transferazy kwasu lizofosfatydowego (LPAT,
LPAAT). Badania prowadzono na zarodkach
somatycznych soi, ktore poddano transfor-
macji genami kodujacymi LPAT. Do zarod-
kow wprowadzono drozdzowy gen SLCI.
Ekspresja tego genu nastepowala w soi pod
kontrola specyficznego dla nasion promotora
dla fazeoliny. W efekcie uzyskano wzrost za-
wartoSci TAG w transgenicznych zarodkach
somatycznych o 1,5%, a w nasionach maksy-
malnie o 3,2%. Sklad oleju nie ulegt zmianie
(RAO i HILDEBRAND 2009).

Bardzo intensywnie badanym w ostatnich
latach enzymem kontrolujacym iloS¢ i jakoS¢
akumulowanego oleju jest acylotransfera-
za diacyloglicerolu (DGAT, DAGAT). Enzym
ten katalizuje acylacje sn-1,2-diacyloglicero-
Iu (DAG) do TAG (BAUD i wspotaut. 2008,
BAUD i LEPINIEC 2010, LI-BEISSON i wspotaut.
2010). Jest to bardzo istotny etap w biosyn-
tezie zapasowego thuszczu, gdyz DAG jest tez
substratem wykorzystywanym do biosyntezy
fosfolipidow (BAUD i LEPINIEC 2010, LI-BE-
ISSON i wspotaut. 2010). Fosfolipidy z kolei
maja negatywny wplyw na jakoS¢ oleju i sa
Z niego usuwane w procesie zwanym odSlu-
zowaniem lub odgumowaniem (ang. degum-
ming) (DUKSTRA 2009). AktywnoS¢ DGAT
wykazuja trzy rozne, niepowiazane ze soba
biatka. Dwa z nich (DGAT1 i DGAT2) sa
biatkami btonowymi zlokalizowanymi w sia-
teczce Srodplazmatycznej, natomiast trzecie
(DGAT?3) jest biatlkiem cytoplazmatycznym
(L-BEISSON i wspotaut. 2010). Nadekspre-

sja. cDNA kodujacego DGAT (pod kontrolg
promotora napinowego) w Arabidopsis po-
wodowata wzrost zawartoSci oleju w nasio-
nach od 3 do 8% (JAKO i wspoétaut. 2001).
Natomiast nadekspresja DGATI w rzepaku
podniosta zawartos¢ oleju w nasionach mak-
symalnie o 7% (TAYLOR i wspotaut. 2009).
Ekspresja (pod kontrola promotora napino-
wego) DGATI1 z Arabidopsis w rzepaku data
wzrost zawartoSci oleju w nasionach od 3 do
6% (SHARMA i wspotaut. 2008). Inne badania
prowadzone na tym samym gatunku pokaza-
ly, ze nadekspresja DGAT1 moze podwyzszy¢
zawartosci oleju w nasionach o 14% (WE-
SELAKE i wspotaut. 2008). Uznano, ze nade-
kspresja DGAT1 usprawnia przeplyw wegla
w szlaku biosyntezy zapasowego ttuszczu w
nasionach rzepaku. Nadekspresja tego genu
wydaje sie tez by¢ bardzo dobra strategia w
uzyskaniu odmian rzepaku charakteryzuja-
cych si¢ zwiekszona akumulacja oleju w na-
sionach (TAYLOR i wspoétaut. 2009). Jeszcze
lepsze rezultaty uzyskano w badaniach pro-
wadzonych na kukurydzy. Insercja fenyloala-
niny do DGAT w pozycji 469 spowodowata
wzrost zawartoSci tluszczu w nasionach o
41% (ZHENG i wspolaut. 2008). Wzmozenie
produkcji oleju w nasionach udato si¢ row-
niez uzyska¢ poprzez manipulacje w ekspre-
sji genu kodujacego DGAT2. Gen UtDGAT2A
pozyskany z grzyba glebowego Umbelopsis
ramanniana poddano ekspresji w soi pod
kontrola specyficznego dla nasion promotora
7S-a. prime. Aktywno$S¢ DGAT w nasionach
wzrosta 10-20 krotnie, lecz poziom oleju w
nasionach podniodst sie zaledwie o 1,5%. Zwa-
zywszy jednak na duzy w skali calego Swia-
ta areal uprawy soi juz tak niewielki wzrost
poziomu oleju moze przynies¢ ogromne ko-
rzySci finansowe (LESSIRE i wspotaut. 2009).
U transgenicznej soi zaobserwowano jeszcze
inna bardzo pozytywna zaleznoS$¢, mianowi-
cie, nie stwierdzono powszechnej u motyl-
kowatych negatywnej relacji w akumulacji
zapasowego thuszczu i biatka (LARDIZABAL i
wspoétaut. 2008).

MODYFIKACJE SKEADU OLEJU KORZYSTNE DLA DIETY CZLOWIEKA

Modyfikacje metabolizmu tluszczu pozwa-
laja, oprocz zwickszania lub obnizania zawar-
tosci produkowanych substancji, na syntez¢
zwiazkoOw normalnie niewystepujacych w
danym gatunku. RoSliny wyzsze moga synte-
tyzowac¢ ponad 300 rodzajow kwasow ttusz-
czowych. Jednak tylko 5 z nich wystepuje

powszechnie w tkankach roSlinnych. Sa to:
kwas palmitynowy (16:0), stearynowy (18:0),
oleinowy (18:1A%), linolowy (LA, 18:2A%12) i
o-linolenowy (ALA, 18:3A%1215), Z tego wzgle-
du wszystkie pozostate kwasy tluszczowe
mozna by uznac za zwiazki mniej lub bar-
dziej nietypowe. Zdecydowana wickszos¢
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nietypowych kwasow tluszczowych znajdo-
wana jest w nasionach. Ich biosynteza za-
chodzi w rozwijajacych si¢ tkankach nasion
i sa one akumulowane w TAG. Warto jeszcze
nadmieni¢, ze gatunki syntetyzujace rozne
nietypowe kwasy tluszczowe to w zdecydo-
wanej wiekszosci roSliny nieuprawne (Na-
PIER 2007).

BIOSYNTEZA DEUGOLANCUCHOW YCH
WIELONIENASYCONYCH KWASOW -3 I -6

Do waznych dla zdrowia cztowieka dhu-
golancuchowych (minimum 20 atomoéw we-
gla), wielonienasyconych (minimum 2 wiaza-
nia wielokrotne) kwasow tluszczowych -3
naleza m.in. kwas eikozapentaenowy (EPA,
20:5A%81L1417) - kwas  dokozapentaenowy
(DPA, 22:5A710131619) graz kwas dokozahek-
saenowy (DHA, 22:6A%710131619) Do kwasOw
-6 zalicza si¢ np. kwas arachidonowy (ARA,
20:4A581114) (NAPIER 2007, VRINTEN i wspot-
aut. 2007, DYER i wspotaut. 2008, SAYANOVA i
NAPIER 2011). Z chemicznego punktu widze-
nia sa to kwasy tluszczowe majace kilka wia-
zan wielokrotnych, z ktorych ostatnie znaj-
duje sie¢ przy trzecim (®-3) lub przy szostym
(o-6) liczac od koncowego, metylowanego
atomu wegla. Kwasy -3 i -6 sa w naturze
produkowane przez bakterie i mikroalgi mor-
skie, ktorymi zywia si¢ morskie ryby i ssaki.
Prowadzi to do akumulacji kwaséow ®-3 i -6
w tkance tluszczowej i watrobie tych zwie-
rzat. Z nich witasSnie zwiazki te sa pozyski-
wane i przetwarzane na potrzeby czlowieka
(NAPIER 2007, DYER i wspotaut. 2008, LESSIRE
i wspotaut. 2009, SAYANOVA i NAPIER 2011).
Spozywanie dlugotancuchowych, wielonie-
nasyconych kwasow -3 korzystnie wpltywa
na wiele schorzen. Przykladami moga byc¢
choroba niedokrwienna serca, nadciSnienie
tetnicze, zakrzepica, miazdzyca, nowotwo-
ry, egzema, zapalenie jelita, otyloS¢, cukrzy-
ca, depresja, choroba Alzheimera (WCISLO i
ROGOWSKI 20006, VRINTEN i wspotaut. 2007,
SAYANOVA i NAPIER 2011). We wspoOlczesne;j
diecie Zachodu stosunek kwasow »-6 do ®-3
wynosi 25:1, podczas gdy czasach zamierz-
chtych ten stosunek wynosilt 2:1. Mamy wiec
obecnie duzy niedobor kwasow »-3 w diecie
(SAYANOVA i NAPIER 2011). Jednakze zaspo-
kojenie zwickszajacego si¢ zapotrzebowania
w ostatnich latach na produkty zawierajace
dhlugotancuchowe wielonienasycone kwasy
tluszczowe napotyka na pewne przeszkody.
Z powodu narastajacego zanieczyszczenia
srodowiska wodnego dochodzi do akumula-
¢ji np. metali ci¢zkich, dioksyn czy DDT w

tluszczu rybim, a wzmozony odlow ryb mor-
skich zaburza naturalng rownowage w wod-
nym ekosystemie (VRINTEN i wspotaut. 2007,
DAMUDE i KINNEY 2008a, SAYANOVA i NAPIER
2011). Dlatego tez naukowcy daza do opra-
cowania metody umozliwiajacej synteze dtu-
golancuchowych kwasow z grupy o-3 i o-6
przez roSliny nasienne.

Biosynteza dlugotaiicuchowych wielo-
nienasyconych kwasow thuszczowych u ro-
slin zostala schematycznie przedstawiona
na Ryc. 2. Kwasy nienasycone powstaja w
wyniku dzialania desaturaz katalizujacych
odczepienie dwoch atomoéw wodoru i wy-
tworzenie podwojnego wiazania miedzy
sasiadujacymi atomami wegla. Zaréwno w
tkankach roSlinnych, jak i zwierzecych wy-
stepuje desaturaza A9 odpowiedzialna za wy-
tworzenie wigzania podwojnego miedzy 9 a
10 atomem wegla w kwasie stearynowym.
Syntetyzuje ona kwas oleinowy, z ktorego
w wyniku dzialania desaturazy Al12 powsta-
je LA (©-6). Z LA z udzialem desaturazy AG
syntetyzowany jest kwas y-linolenowy (GLA,
18:3A%%12) »-6), a po jego wydluzeniu katali-
zowanym przez elongaze AG powstaje kwas
dihomo-ylinolenowy (DGLA, 20:3A%!114 »-6).
Po kolejnej desaturacji katalizowanej przez
desaturaze A5 tworzy sie ARA. Z kwasu ole-
inowego powstaje rowniez ALA (w-3). Jego
biosynteza katalizowana jest przez desaturaze
A15. Konwersja ALA do EPA wymaga aktyw-
noSci wspomnianych juz wyzej enzymow, t;j.
desaturazy AG, elongazy A6 i desaturazy A5.
Biosynteza DHA z EPA wymaga dodatkowo
dzialania elongazy A5 i desaturazy A4. Desa-
turazy i elongazy nie wykazuja specyficzno-
Sci substratowej, ich efektywnoSc jest taka
sama w stosunku do wielu intermediatow
szlakow biosyntezy ®-3 i w-6 (NAPIER 2007,
VRINTEN i wspotaut. 2007, MALEPSZY i wspot-
aut. 2009, SAYANOVA i NAPIER 2011). Wspo-
mniane wyzej desaturazy Al2 i A15 wystepu-
ja wylacznie u roSlin. Umozliwiaja wiec one
roSlinom synteze LA i ALA, ktore z kolei sa
prekursorami dlugotanicuchowych wielonie-
nasyconych kwasow tluszczowych z grupy
®-3 i ©-6. Desaturazy A12 i A15 nie wystepu-
ja natomiast u ssakow. Z tego powodu czlo-
wiek nie jest zdolny do biosyntezy wielonie-
nasyconych kwasow thuszczowych takich jak
LA i ALA. Kwasy te musza by¢ pozyskiwane z
pozywienia i okreSlane sa mianem ,niezbed-
nych kwasow ttuszczowych” (NKT). Do gru-
py NKT naleza wszystkie zwiazki, ktore nie
sa produkowane przez organizm czlowieka,
a jednoczes$nie sa potrzebne do prawidlowe-
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kwas stearynowy
18.0

desaturaza A9

kwas oleinowy
18:1A°

desaturaza A12

»-3 »-6

desaturaza A15

kwas o-linolenowy
ALA 18:3A%™"

desaturaza A6

kwas stearydonowy
SDA 18:4A%%™"

elongaza A6

kwas eikozatetraenowy
ETA 20:4A%""*"

desaturaza A5

kwas eikozapentaenowy
EPA 20:5A%"™Y

elongaza A5

kwas dokozapentaenowy
DPA 22:5A7,10,13‘16,19

desaturaza A4

kwas dokozaheksaenowy
DHA 22:6A4,7‘10,13,16,19

go funkcjonowania i musza by¢ pobierane
z pozywienia. Zalicza si¢ do nich wszystkie
kwasy z grupy -3 i ©-6 (MALEPSZY i wspol-
aut. 2009). W organizmie czlowieka biosyn-
teza EPA i DHA moze zachodzi¢ z przyjmo-
wanych z pozywieniem LA i ALA, lecz jest
to proces wysoce niewydajny. Zaledwie 0,1%
ALA moze by¢ przeksztatcone do EPA i 0,4%
EPA moze ulec konwersji do DHA. EPA i
DHA sa efektywniej syntetyzowane u kobiet
niz u mezczyzn (SAYANOVA i NAPIER 2011).
Poznanie poszczegolnych etapow biosyn-
tezy dlugotancuchowych wielonienasyconych
kwasow tluszczcowych u bakterii i mikroalg
morskich (réwniez niektorych mszakow i
grzybow) stworzylo szanse ukierunkowanej
modyfikacji gatunkéw roslin modelowych i
uzytkowych. Uzyskano roSliny transgenicz-
ne, do ktérych wprowadzono kluczowe geny

kwas linolowy
LA 18:2A°"

desaturaza A6

kwas v-linolenowy
GLA 18:3A°%"

elongaza A6

kwas dihomo-y-linolenowy
DGLA 20:3A%""

desaturaza A5

kwas arachidonowy
ARA 20:4A%%""

Ryc. 2. Schemat biosyntezy dlugotancucho-
wych, wielonienasyconych kwaséw ttuszczo-
wych w-3 i w-6 u roslin.

odpowiedzialne za syntez¢ kwasow ttuszczo-
wych w komorkach glonow. Wykorzystano
do tego celu mikroalgi Isochrysis galbana, z
ktorych wyizolowano gen dla elongazy A9.
Gen ten wprowadzono do Arabidopsis i zba-
dano efektywnoS¢ procesu biosyntezy dhugo-
lancuchowych kwasow thuszczowych. Oka-
zalo sie, ze roSlina w organach wegetatyw-
nych syntetyzowata i akumulowata w znacz-
nych iloSciach kwas eikozadienowy (EDA,
20:2AM10 ©-6) i eikozatrienowy (ETriA,
20:3A1M1417 0 »-3). Kwasy te stanowity ok. 15%
wszystkich zwiazkow tluszczowych (MALEP-
SzY i wsp. 2009). Arabidopsis poddano row-
niez jednoczesnej transformacji trzema ge-
nami: elongazy A9 z Isochrysis galbana, de-
saturazy A8 z Euglena gracilis i desaturazy
A5 z grzyba Mortierella alpina. Ich ekspresja
w roSlinie zaowocowala synteza wieloniena-
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syconych kwasow thuszczowych w organach
wegetatywnych. ZawartoS¢ EPA w liSciach
wyniosta 3% a zawartoS¢ ARA 6,6% (DAMUDE
i KINNEY 20082).

Pozytywne rezultaty badan wykonanych
na roSlinie modelowej skierowaly uwage ba-
daczy na roSliny uzytkowe. Olej otrzymany
z tradycyjnej uprawy rzepaku zawiera oko-
o 26% wielonienasyconych kwasow ttusz-
czowych. Nie zawiera on jednak kwasu ste-
arydonowego (SDA, 18:4A%*1215 »-3), ktory
moze by¢ doskonalym ekwiwalentem EPA w
diecie czlowieka. Udato sie jednak uzyskac
genetycznie zmodyfikowane odmiany rzepa-
ku zawierajace ten kwas w nasionach. Do
genomu rzepaku wprowadzono geny dla de-
saturazy AG i A12 z Mortierella alpina. Do-
datkowo wywolano nadekspresje desaturazy
A15. Takie polaczenie trzech genéw i wpro-
wadzenie ich w jednym wektorze spowodo-
walo synteze SDA na maksymalnym pozio-
mie 23%. W kolejnych pokoleniach poziom
SDA siegal 16%, a calkowita zawarto$¢ kwa-
sOW ®-3 (ALA + SDA) wynosila ponad 60%.
Natomiast zawarto$¢ kwasow o-6 (LA + GLA)
wahata sie wokot 20% (UrsIN 2003). W in-
nych badaniach wykorzystywano desaturaze
A6 z ogorecznika lekarskiego (Borago officin-
lis). Badania prowadzono na kilku gatunkach
(w tym tytoniu i soi). Akumulacja GLA i SDA
siegatla 40%. Co ciekawe, zawartoS¢ GLA byla
taka sama (lub nawet wyzsza) jak zawartoS¢
tego kwasu w roSlinach, z ktérych pobrano
geny do transformacji (NAPIER 2007). Ekspre-
sja u transgenicznej soi genu desaturazy AG z
Mortierella alpina spowodowala akumulacje
SDA w nasionach na poziomie ponad 20%.
ZawartoS¢ SDA wzrosta do 30%, gdy w trans-
genicznej soi wywolano jednoczesna ekspre-
sj¢ genu desaturazy AG z ogorecznika i genu
desaturazy o-3 z Arabidopsis. W 2008 r. bio-
technologiczna firma Monsanto rozpoczela
przygotowania do wprowadzenia na rynek
genetycznie zmodyfikowanej soi wytwarza-
jacej olej zawierajacy SDA. Jest to pierwszy
komercyjnie dostepny z roSliny transgenicz-
nej olej o podwyzszonej zawartoSci wielonie-
nasyconych kwasow ®-3 (DAMUDE i KINNEY
2008Db).

Podjeto takze proby uzyskania transge-
nicznego tytoniu (wysoka zawartoS¢ LA) oraz
Inu (wysoka zawartoS¢ ALA) produkujacego
ditugotancuchowe kwasy o-3 i w-6. Oczekiwa-
no wzmozonej syntezy ARA u tytoniu i EPA
u Inu. Do rodlin tych wprowadzono desatu-
raz¢ A6 z glonéw i elongaze z mchow. Nie-
stety, wyniki nie byly zadowalajace. W na-

sionach transgenicznych roSlin poziom ARA
i EPA wzrost nieznacznie, bo jedynie do 1%.
Wynik taki byl zaskakujacy rOwniez z tego
powodu, ze produkty desaturazy A6 kumu-
lowaly sie¢ na wysokim poziomie i stanowily
do 25% wszystkich zwiazkoéw thuszczowych,
jednak ich dalsza przemiana w ARA i EPA
nie zachodzila. Pozniejsze szczegotowe bada-
nia dowiodly, ze metabolity poSrednie loka-
lizowane byly w duzych iloSciach w fosfoli-
pidach. Wiekszym sukcesem zakonczyly sie
proby uzyskania transgenicznej soi i gorczy-
cy (Brassica juncea). W tym przypadku tak-
ze uzyto desaturazy A6 z glonow i elongazy
z mchow oraz dodatkowo do soi i gorczycy
wprowadzono desaturaze Al2 i desatura-
zy ®-3. Otrzymano roSliny o zawartosci EPA
w nasionach osiagajacej 15-20% (NAPIER
2007). W innych badaniach do zarodkow
somatycznych soi wprowadzono desaturaze
A5, desaturaze AG i elongaze z Mortierella
alpina oraz dodatkowo wyciszono gen de-
saturazy Al15. W tak transformowanych rosli-
nach stwierdzono wystepowanie GLA, EDA,
DGLA i ARA, kwasow, ktore normalnie nie
sa przez soje wytwarzane. Kwasy te w za-
rodkach somatycznych stanowily 11%, a w
dojrzatych nasionach 8,4% wszystkich kwa-
sow tluszczowych (CHEN i wspoétaut. 20006).
Transgeniczne roSliny produkujace relatyw-
nie duze iloSci EPA postuzyly do dalszych
modyfikacji pozwalajacych na synteze DHA
(poprzez wprowadzenie dodatkowej desatu-
razy i elongazy). Uzyskane rezultaty pokazaly,
ze akumulacja DHA byla znacznie nizsza niz
produkcja wczesniej wspomnianych kwasow.
ZawartoS¢ DHA u transgenicznej Arabidop-
sis wyniosta 0,5%, u Brassica juncea 1,5% a
u soi 3,3%. Biosynteza DHA u transgenicznej
soi mozliwa byla dzieki ekspresji desaturazy
A5, desaturazy A6 i elongazy AG z Mortierel-
la alpina oraz elongazy A5 z glonu Paviova,
desaturazy A4 z grzyba Schizochytrium ag-
gregatum i desaturazy Al7 z Schizochytrium
diclina (NAPIER 2007, VRINTEN i wspotaut.
2007, SAYANOVA i NAPIER 2011).

RYZ SYNTETYZUJACY SKONIUGOWANY KWAS
LINOLOWY

Do niezbednych kwasoéw thuszczowych
zalicza sie takze skoniugowany kwas linolo-
wy (CLA, kwas rumenowy, sprzezony kwas
linolowy, 18:2). Odkad udokumentowane
zostalo jego silne dzialanie antykancerogen-
ne, antymiazdzycowe oraz jego pozytywny
wplyw na uklad immunologiczny i metabo-
lizm ttuszczu jest bardzo pozadany w diecie



484

SEAWOMIR BOREK, AGNIESZKA GALOR

cztowieka. Naturalnie wystepuje w thuszczu
mleka i wolowinie. Posiada dwa sprzezone
wiazania podwojne i wystepuje najczesciej
w dwoch formach izometrycznych: 9-cis
11-trans i 10-trans 12-cis. Jego prozdrowot-
ne dzialanie zawdzieczane jest izomerowi
10-trans 12-cis. Geny kodujace izomerazy
zdolne do przeksztalcania kwasu linolowego
(9-cis 12-cis) do jego formy skoniugowanej
(10-trans 12-cis) uzyskano z bakterii Propio-
nibacterium acnes. Geny te wykorzystano do
transformacji ryzu. Stosujac rézne, specyficz-
ne dla nasion promotory, uzyskiwano rosliny
o zmiennej efektywnoSci biosyntezy formy
10-trans 12-cis. W przypadku zastosowania
promotora globuliny CLA stanowil zaledwie
0,01% wszystkich kwasow ttuszczowych. Na-
tomiast wprowadzenie promotora oleozyny
spowodowato zwiekszenie zawartoSci CLA
do 1,3%. Ponadto 70% izomeru 10-trans 12-
cis CLA znajdowalo sie we frakcji triacylo-
gliceroli a 28% we frakcji wolnych kwasow
thuszczowych (KOHNO-MURASE 1 wspotaut.
2000).

SOJA O OBNIZONEJ ZAWARTOSCI KWASOW
NIENASYCONYCH I WIELONIENASYCONYCH

Czynnikami regulujacymi poziom wie-
lonienasyconych kwasow tluszczowych sa
desaturazy zlokalizowane w siateczce S$rod-
plazmatycznej. Przykladem takich desaturaz
moze by¢ desaturaza Al12 i desaturaza Al5,
ktore u Arabidopsis kodowane sa przez geny
FAD2 i FAD3 (BAUD i wspotaut. 2008, BAUD
i LEPINIEC 2010). Analogiczne geny zostaly
zidentyfikowane réwniez u soi. Supresja de-
saturazy Al12 (desaturaza kwasu oleinowego)
spowodowata u soi wzrost zawartoSci kwasu
oleinowego z mniej niz 10% do ponad 85%
wszystkich kwasow thuszczowych. Zwiazek
ten jest kwasem nienasyconym jednak duzo
bardziej stabilnym niz kwas linolowy i o-li-
nolenowy (DYER i wspotaut. 2008). Wpro-
wadzona supresja spowodowata dodatkowo
spadek zawartoSci nasyconych kwasow thusz-
czowych takich jak: palmitynowego (16:0) i
stearynowego (18:0) z 15% do mniej niz 5%.
Taki sklad otrzymanego oleju jest korzystny
dla diety czlowieka, poniewaz spozywanie
kwasoéw nasyconych powinno by¢ ograniczo-
ne. Kwas palmitynowy podwyzsza poziom
catkowitego cholesterolu w osoczu i po-
ziom cholesterol u frakcji lipoproteiny
niskiej gestosci (LDL) u zwierzat i ludzi
(STIEWE i wspotaut. 2010). Skutkiem trans-
formacji soi bylo tez obnizenie zawartosci
wielonienasyconych kwaséw tluszczowych,

ktore wprawdzie sa korzystne dla czlowie-
ka, ale szybko si¢ utleniaja oraz sa niestabil-
ne w wysokich temperaturach i nie powinny
by¢ sktadnikiem oleju, stuzacego glownie do
smazenia. Oleje o obnizonej zawartoSci wie-
lonienasyconych kwasow tluszczowych sa
tez trwalsze. W olejach o bardzo dobrej ja-
koSci smazenia szczegolnie korzystna jest
wysoka zawartoS¢ kwasu oleinowego,
gdyz takie oleje maja stabilnoS¢ cieplna
rownowazna thuszczom nasyconym (STIE-
WE i wspotaut. 2010).

RZEPAK O PODWYZSZONEJ ZAWARTOSCI KWASU
OLEINOWEGO

Olej rzepakowy wytwarzany ze wspot-
czeSnie uprawianych odmian (zwanych
Canola) zawiera 60% kwasu oleinowego
(DYER i wspotaut. 2008). Aby polepszy¢ pa-
rametry oleju pod katem stabilnoSci cieplnej
mozna zwickszy¢ w nim zawarto$¢ kwasu
oleinowego (STIEWE i wspotaut. 2010). Udato
sie uzyska¢ transgeniczne odmiany rzepa-
ku akumulujace do 89% kwasu oleino-
wego, z jednoczesna redukcja zawarto-
Sci kwasow wielonienasyconych. Wzrost
akumulacji kwasu oleinowego uzyskano
poprzez wywolanie supresji desatura-
zy Al12 (desaturaza kwasu oleinowego)
(SCARTH i TANG 20006). Poprzez supresje
desaturazy Al12 udalo sie tez uzyska¢ odmia-
ny slonecznika i bawelny o podwyzszonej
zawartoSci kwasu oleinowego (DYER i wspot-
aut. 2008).

RZEPAK O PODWYZSZONEJ ZAWARTOSCI KWASU
STEARYNOWEGO

Oleje roslinne o wysokiej zawartosci kwa-
sow tluszczowych nasyconych maja zasto-
sowanie w wytwarzaniu spozywczych tlusz-
czOow statych, takich jak margaryna i ttuszcz
piekarski. Pomina¢ wtedy mozna etap utwar-
dzania thuszczu (uwodorniania) oraz uniknac
wytwarzania niepozadanych kwasow trans
(DyYKSTRA 2009). Kwas stearynowy (18:0)
ma przewage nad innymi kwasami nasycony-
mi poniewaz redukuje lub nie podnosi po-
ziomu cholesterolu frakcji LDL w surowicy
(STIEWE i wspotaut. 2010). Nietransgeniczne
odmiany rzepaku zawieraja tylko od 1,1 do
2,5% kwasu stearynowego w oleju nasion.
Poziom tego kwasu tluszczowego udalo sie
zwiekszy¢ do ponad 22% poprzez ekspresje
w rzepaku genu FatA z mangostanu wlasci-
wego (Garcinia mangostana). Innym sposo-
bem na zwickszenie poziomu kwasu steary-
nowego jest wywolanie supresji desaturazy
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A9 (desaturaza kwasu stearynowego, enzym
syntetyzujacy kwas oleinowy). Antysensowna
ekspresja genu desaturazy A9 z rzepy (Bras-
sica rapa) spowodowala wzrost zawartoSci
kwasu oleinowego do ponad 32% u trans-
genicznej rzepy i do 40% u transgenicznego
rzepaku. Trzecia strategia zwickszenia zawar-
tosci kwasu stearynowego to jednoczesna
manipulacja aktywnoScia dwoch enzymow.
Nadekspresja genu tioesterazy FatA i jedno-
czesne obnizenie aktywnoS$ci desaturazy A9
zwieckszylo poziom kwasu stearynowego do

45%. Ekspresja tych genoéw osobno dawala
gorsze rezultaty. Ekspresja genu tioestera-
zy FatA — wzrost do 11%, a ekspresja genu
desaturazy A9 — 13%. Jeszcze innym SpoOSo-
bem na uzyskanie odmian rzepaku o zwi¢k-
szonej zawartoSci kwasu stearynowego moze
okaza¢ si¢ wywolanie obnizonej aktywnoSci
desaturazy A9 i Al12. Wykazano bowiem, ze
wyciszenie genéw dla tych dwoch enzymow
spowodowalo w nasionach bawelny wzrost
zawartoSci kwasu stearynowego z 2-3% do
40% (STIEWE i wspoétaut. 2010).

MODYFIKACJE SKEADU OLEJU POZADANE DLA ZASTOSOWAN TECHNICZNYCH

Szacuje sie, ze z globalnej produkcji ole-
jow roslinnych (137 milionéw ton w latach
2009/2010) na potrzeby zywieniowe czlo-
wieka wykorzystywane jest 74%, jako pasza
dla zwierzat 6%, a 20% znajduje zastosowania
przemystowe. W przemysle niespozywczym
oleje uzywane sa przede wszystkim do pro-
dukcji biopaliw (METZGER 2009). Biodiesel
pod wzgledem budowy chemicznej to mety-
lowe (lub etylowe) estry kwasow thuszczo-
wych. Biodiesel wprowadza do atmosfery
znacznie mniej tlenku wegla i zwiazkOw siar-
ki w porownaniu do paliw kopalnych (DUR-
RETT i wspotaut. 2008). Kwasy tluszczowe,
jak np. kwas laurynowy, sa znakomitymi sur-
faktantami i dlatego wchodza w sktad rozne-
go rodzaju mydet i detergentow. Innym przy-
ktadem moze by¢ kwas erukowy uzywany
do produkcji foliowych toreb spozywczych
i workow na Smieci. Kwasy tluszczowe zna-
lazly rOwniez szerokie zastosowanie w mo-
toryzacji i produkcji maszyn. Sa bardzo do-
brym materiatem do wyrobu substancji smar-
nych. Swoja przydatnosS¢ zawdzi¢czaja takim
cechom jak obojetnoS¢ chemiczna, wysoki
wspolczynnik lepkoSci, wysoka temperatura
zaptonu oraz niska lotnoSC. Takze woski sa
wykorzystywane w motoryzacji. Uzywa si¢
ich do produkcji SrodkOw zapobiegajacych
rdzewieniu oraz jako dodatek przeciwpie-
niacy do produkcji smaréw. Woski chronia
czeSci maszyn szczegoOlnie narazone na tarcie
przez jego redukcje i zapobiegaja przedwcze-
snemu zuzyciu maszyny. Kwasy tluszczowe
znalazly rOwniez zastosowanie w przemySle
papierniczym. Shuza do produkcji tuszow,
atramentOw do drukarek oraz farb drukar-
skich. Takze pochodne kwasow ttuszczo-
wych maja szerokie zastosowanie. Estry kwa-
sow thuszczowych sa takze intermediatami w

produkc;ji alkoholi oraz wchodza w sktad roz-
puszczalnikow i kosmetykow. Sa wykorzysty-
wane do produkcji biodiesla. Glicerol takze
jest cennym surowcem przemystowym. Stuzy
do produkcji farmaceutykow, farb, kosmety-
kow, zywic syntetycznych a takze materia-
16w wybuchowych. Alkohole kwasow tlusz-
czowych znalazly zastosowanie w przemysle
skorzanym i papierniczym oraz jako dodatki
do paliw. Przydatne sa rOwniez amidy kwa-
sow tluszczowych, ktore wykorzystuje si¢ do
produkcji biocydow, surfaktantow, zmickcza-
czy do tkanin. Stosuje si¢ je rOwniez w prze-
mysle tekstylnym i wiokienniczym a nawet
przy budowie drég. Zageszczone oleje maja
zastosowanie przy produkcji farb, lakierow i
linoleum (DYER i wspotaut. 2008).

ARABIDOPSIS THALIANA SYNTEZUJACA
NIETYPOWE KWASY TEUSZCZOWE

Przyktadem nietypowych kwasow ttusz-
czowych jednonienasyconych moze byc
kwas palmitooleinowy (16:1A°) i kwas petro-
selinowy (18:1A°, izomer kwasu oleinowego).
Kwas palmitooleinowy wystepuje w duzych
ilosciach (okoto 80%) u tunbergii (Thunber-
gia allata) a kwas petroselinowy w nasio-
nach kolendry (Coriandrum sativum) stano-
wi¢ moze 80% oleju. Oba kwasy moga ulegac
skroceniu w miejscu podwojnego wiazania,
dajac w ten sposob kwas adypinowy (6:0).
Jest to kwas dwukarboksylowy uzywany do
produkcji plastikow i nylonow; dodawany
jest takze do zywnosci jako regulator kwa-
sowosci i Srodek spulchniajacy (E355). Po-
zyskiwany jest z ropy naftowej lub syntezy
chemicznej (STATHAM 2006, DYER i wspotaut.
2008). Zarowno kwas palmitooleinowy, jak i
petroselinowy powstaja dzicki desaturazom
acylo-ACP spokrewnionym z powszechnie
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wystepujaca desaturaza A9 (desaturaza kwa-
su stearynowego, enzym syntetyzujacy kwas
oleinowy). Desaturaza z kolendry katalizuje
reakcje w pozycji A4 16:0-ACP na nastepnie
kwas ttuszczowy jest wydluzany do zwiazku
18-weglowego z podwoOjnym wiazaniem w
pozycji AG. Z kolei u tunbergii jest to desa-
turaza AG 16:0-ACP. Uzyskanie roSlin trans-
genicznych syntetyzujacych kwas palmito-
oleinowy i petroselinowy okazato si¢ bardzo
trudne pomimo wielu prob. Transformacji
poddawano Arabidopsis, w ktorej udawalo
si¢ uzyskac¢ ekspresje zarOwno desaturazy
A4 16:0-ACP z kolendry, jak i desaturazy A6
16:0-ACP z tunbergii. Transformowane roSli-
ny produkowaly pozadane kwasy ttuszczowe,
ale zaledwie na poziomie od 1 do 15%. Wy-
nik okazal si¢ niezadowalajacy wobec 80%
poziomu badanych kwasow w gatunkach, z
ktorych pozyskano odpowiednie geny. Przy-
puszcza si¢, ze wprowadzone do Arabidop-
sis enzymy nie wspoldziataly prawidiowo z
plastydowym, natywnym aparatem enzyma-
tycznym. Dodatkowo przyczyn niepowodze-
nia upatruje si¢ w bardzo specyficznym, nie
do kofica poznanym szlaku biosyntezy TAG,
zawierajacych kwas palmitooleinowy i pe-
troselinowy. Stwierdzono bowiem, ze w tym
procesie wspomniane kwasy przejSciowo lo-
kalizowane sa w fosfatydylocholinie (DYER i
wspotaut. 2008).

W trakcie badan nad roSlinami transge-
nicznymi zauwazono, ze u odmian syntety-
zujacych rozne nietypowe kwasy tluszczowe
ich akumulacja byla na relatywnie niskim
poziomie. Rosliny te jednak akumulowatly
znaczne iloSci kwasu oleinowego. Sugero-
walo to, ze biosynteza nietypowych kwa-
sow tluszczowych w jakiS sposob upoSledza
desaturacje kwasu oleinowego do kwasu li-
nolowego (desaturaza Al12). Jest to duzym
problemem przy uzyskiwaniu odmian synte-
tyzujacych nietypowe kwasy ttuszczowe, kto-
rych bezposrednim prekursorem jest kwas
linolowy. Przykladem takiego nietypowego
kwasu tluszczowego moze by¢ kwas werno-
lowy (12-epoksy-18:2A%15). Jest to 18-weglo-
wy kwas ttuszczowy z grupa epoksydowa w
pozycji Al2. Kwas wernolowy wykorzysty-
wany jest do produkcji epoksydowych kle-
jow, lakierow, farb, powlok przemystowych
i rozpuszczalnikow. Jest to zwiazek pozyski-
wany z nasion Vernonia galamensis, gatun-
ku naturalnie wystepujacego i uprawianego
w zachodniej Afryce. Uprawa tej roSliny poza
obszarem jej naturalnego wystepowania jest
nieekonomiczna ze wzgledu na plony zlej ja-

koSci. Uzyskano transgeniczne odmiany Ara-
bidopsis z ekspresja genu Cpal2 kodujacego
epoksygenaze Al12 u Crepis palaestina. Aby
przezwyciez jednak spadek desaturacji kwa-
su oleinowego do linolowego, wywolano
ograniczenie aktywno$ci innych enzymow,
dla ktorych kwas oleinowy jest substratem,
oraz jednoczeSnie spowodowano nadekspre-
sj¢ desaturazy A12. W tak transformowanych
roslinach akumulacja kwasu wernolowego
wzrosta z 6% do 21%. Taki wynik nie jest
jednak zadowalajacy z tego wzgledu, gdyz
zawartoS¢ kwasu wernolowego u Crepis pa-
laestina moze osiagaé az 60% (NAPIER 2007,
DYER i wspotaut. 2008). Podobny uktad do-
Swiadczalny wykorzystano rOwniez do trans-
formacji bawelny. Poziom kwasu wernolowe-
go w nasionach bawelny wyniost 16,9% (NA-
PIER 2007). Ostatnie badania nad biosynteza
epoksy-pochodnych kwaséw thuszczowych
pokazaly, ze znacznie lepsze rezultaty osiaga
si¢ jeSli u roSliny transformowanej wywola
si¢ jednoczesSnie nadekspresje genu koduja-
cego DGAT?2 (LESSIRE i wspotaut. 2009).

ARABIDOPSIS THALIANA O PODWYZSZONE]
ZAWARTOSCI WOSKOW

U niektoérych gatunkéw akumulowany
olej zawiera znaczne iloSci pltynnych wo-
skow. Przykladem takiej roSliny moze byc
jojoba (Simmondsia chinensis). Woski sa to
estry kwasow tluszczowych monokarboksylo-
wych i wyzszych alkoholi monowodorotleno-
wych. W biosyntezie woskow uczestniczy re-
duktaza kwasow tluszczowych (przeksztatca
kwas tluszczowy w alkohol I-rzedowy) i syn-
taza wosku (estryfikuje alkoholem kwas ttusz-
czowy z acylo-CoA) (DYER i wspotaut. 2008).
Oba enzymy zostaly wyizolowane i oczysz-
czone z jojoba i na podstawie sekwencji ami-
nokwasowej sklonowano odpowiednie geny.
Transformacja Arabidopsis tymi genami spo-
wodowata wysoka akumulacje woskow w na-
sionach transgenicznych roslin (LARDIZABAL i
wspoétaut. 2000). Pomimo ogromnych poten-
cjalnych korzySci wynikajacych z uzyskania
roslin o zwi¢kszonej zawartoSci woskow ba-
dania nie byly kontynuowane.

RZEPAK O PODWYZSZONEJ ZAWARTOSCI KWASU
ERUKOWEGO

WspolczeSnie uprawiane odmiany rze-
paku zawieraja niewielkie iloSci kwasu eru-
kowego (22:1A"%%). Kwas ten jest szczegOlnie
niepozadany w diecie czlowieka, gdyz po-
woduje powazne schorzenia serca (SCARTH i
TANG 2006). Odmiany niskoerukowe zwane
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Canola (lub LEAR, ang. low erucic acid rape)
powstaly w wyniku intensywnych, 20-letnich
badan rozpoczetych w latach 50. ubieglego
wieku. Odmiany Canola uzyskano z odmian
HEAR (ang. high erucic acid rape) zawiera-
jacych znaczne ilosci (do 50%) kwasu eruko-
wego. Nie stosowano wtedy technik inzynie-
rii genetycznej, lecz krzyzowanie i selekcje.
Zidentyfikowano wtedy i wykorzystano natu-
ralne mutacje wystepujace w dwoch genach
syntazy B-ketoacylo-CoA. POzniejsze badania
pokazaty, ze wprowadzenie do odmiany Ca-
nola genu dla B-ketoacylo-CoA z jojoba przy-
wracalo wysoki poziom kwasu erukowego
(SOMERVILLE i wspoétaut. 2000). Wyelimino-
wanie kwasu erukowego w odmianach LEAR
spowodowalo jednoczeSnie radykalny wzrost
zawartoSci kwasu oleinowego (z 15% do ok.
60%) w oleju rzepakowym (DYER i wspotaut.
2008, SOMERVILLE i wspotaut. 2000, STIEWE
i wspotaut. 2010). Odmiany niskoerukowe
szybko zdominowaly uprawy rzepaku. Jed-
nakze kwas erukowy, mimo iz niepozadany
w diecie czlowieka, stawal si¢ coraz cenniej-
szym surowcem Ww przemySle niespozyw-
czym. Wykorzystywany jest on do produkcji
srodkow smarnych, plastykowych folii, Srod-
kow do pielegnacji skory, Srodkow antypie-
niacych czy faktysow (produkcja kauczuku)
(DYER i wspotaut. 2008, STIEWE i wspotaut.
2010). Doliczono si¢ ponad 200 zastosowan
przemystowych i ponad 1000 patentdw na
wykorzystanie kwasu erukowego (SCARTH i
TANG 2006).

W oleju rzepakowym kwas erukowy znaj-
duje si¢ wylacznie w pozycjach sn-1 i sn-3
TAG. Nie ma go w pozycji sn-2 TAG, gdyz
enzym katalizujacy acylacje TAG w tej pozy-
cji (LPAAT) u rzepaku nie jest specyficzny
dla kwasu erukowego. Ogranicza to natural-
nie jego zawartoS¢ w pozyskiwanym oleju do
66%. Aby zwickszy¢ iloS¢ kwasu erukowego
nalezy tak pokierowal procesem biosyntezy,
aby byl on przytaczany do TAG takze w po-
zycji sn-2. U Limnanthes alba (zwana takze
perta prerii) zidentyfikowano gen LPAAT ko-
dujacy enzym przylaczajacy kwas erukowy
wlasnie w pozycji sn-2 TAG. Transformacja
rzepaku genem kodujacym LPAAT z Lim-
nanthes alba spowodowala tylko nieznaczny
wzrost zawartoSci kwasu erukowego z powo-
du jego redystrybucji z pozycji sn-1 i sn-3 w
pozycje sn-2. Okazato si¢, ze ekspresja genu
dla LPAAT z Limnanthes alba wplywa zna-
czaco na podwyzszenie poziomu kwasu eru-
kowego dopiero wtedy, gdy jego dzialanie
polaczone jest z nadekspresja rzepakowego

genu dla elongazy 1 (FAE 1). Takie potacze-
nie dalo w efekcie wzrost zawartoSci kwa-
su erukowego w nasionach do 70% (DYER i
wspoétaut. 2008).

Obecnie poszukiwane sa odmiany rzepa-
ku SHEAR (ang. super high erucic acid rape),
w ktorych uzyskano by zawartos¢ kwasu eru-
kowego na poziomie ponad 80%. Tak wyso-
ka zawartosS¢ jest pozadana ze wzgledu na re-
dukcje kosztow produkcji tego kwasu ttusz-
czowego i jego pochodnych, jako odnawial-
nego i przyjaznego dla Srodowiska surowca
przemystowego. W celu uzyskania takich od-
mian rzepaku do transformacji wykorzystuje
si¢ geny FAE z nasturcji (Tropaeolum ma-
Jus). Jest to gatunek, ktory naturalnie akumu-
luje bardzo wysokie iloSci kwasu erukowego
(STIEWE i wspotaut. 2010).

RZEPAK SYNTETYZUJACY KWASY TELUSZCZOWE O
SREDNIEJ DEUGOSCI

Kwas laurynowy (12:0) wykorzystywany
jest przede wszystkim do produkcji mydel,
szamponow, detergentOw i surfaktantéw. Po-
zyskiwany jest z oleju kokosowego i palmo-
wego (SOMERVILLE i wspotaut. 2000, DYER i
wspotaut. 2008). Kluczowym enzymem bio-
racym udzial w syntezie kwasu laurynowego
jest 12:0-ACP tioesteraza. Gen dla ACP tio-
esterazy z lauru kalifornijskiego (Umbelula-
ria californica) wprowadzono pierwotnie do
Arabidopsis, a poiniej do rzepaku. Ekspresja
genu nastepowala pod kontrola promotora
specyficznego dla nasion zapasowego biatka
napinowego. Transformacja ta spowodowata
drastyczna zmiane w dlugoSci syntetyzowa-
nych kwasow tluszczowych. Zawarto$¢ kwa-
su laurynowego w nasionach transgeniczne-
go rzepaku wzrosta od ilosci Sladowych do
niemal 60%, natomiast radykalnie obnizyl si¢
poziom kwasu oleinowego i linolowego (So-
MERVILLE i wspotaut. 2000, DYER i wspotaut.
2008). Analiza TAG w oleju transgenicznych
roSlin pokazala, ze kwas laurynowy znajdo-
wal sie gtownie w pozycji sn-1 i sn-3 glice-
rolu, natomiast rzadko estryfikowal pozycje
sn-2. Aby przezwyciezy¢ ten problem wyko-
rzystano do transformacji rzepaku rowniez
geny kodujace LPAAT u palmy kokosowej
(gtéwne 7Zrodto kwasu laurynowego). Taka
transformacja spowodowala wyraznie wyz-
sza estryfikacje kwasem layrynowym pozy-
cje sn-2 glicerolu, co w ostatecznym efekcie
spowodowalo wzrost kwasu laurynowego w
oleju rzepakowym do 67% (DYER i wspol-
aut. 2008). Transgeniczne odmiany rzepaku
o podwyzszonej zawartoSci kwasu lauryno-
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wego byly pierwszymi, z ktorych pozyskano
surowiec w celach komercyjnych. Bylo to w
1995 r. (SOMERVILLE i wspotaut. 2000).

Przy zastosowaniu podobnego podejscia
eksperymentalnego uzyskano odmiany rze-
paku syntetyzujace kwas kaprylowy (8:0) i
kwas kaprynowy (10:0). Akumulacja kwasu
kaprylowego w oleju rzepakowym wynio-
sta 8%, a kaprynowego 30%. ZawartoS¢ tych
dwoch kwasow tluszczowych byla jednak
wyraznie nizsza niz zawarto$¢ kwasu laury-
nowego zarOwno w transgenicznych, jak i
nietransformowanych odmianach rzepaku.
Przyczyny tego faktu dopatruje si¢ w tym,
ze w transgenicznym rzepaku krotsze kwa-
sy tluszczowe efektywniej sa utylizowane
w procesie B-oksydacji niz akumulowane w
TAG. Stwierdzono bowiem wysoka zawartoS¢
tych kwasow thuszczowych w puli acylo-CoA
lecz w TAG byto ich niewiele (DYER i wspol-
aut. 2008).

TYTON SYNTETYZUJACY KWAS RYCYNOLEINOWY

Kwas rycynoleinowy (12-hydroksy-18:1A%)
wykorzystywany jest do produkcji poliami-
du 11 (nylonu 11), zywic, smarow, ptynow
hydraulicznych, plastikow, a jego pochod-
ne takze do produkcji odpornych na wy-
sokie temperatury smarow stosowanych w
silnikach odrzutowych (SOMERVILLE i wspot-
aut. 2000, BURGAL i wspotaut. 2008, GRESSEL
2008). Pozyskiwany jest z nasion racznika
pospolitego (Ricinus communis), u ktoérego
zawarto$¢ kwasu erukowego w TAG moze
siega¢ 90% (NAPIER 2007, BURGAL i wspotaut.
2008, LESSIRE i wspotaut. 2009). Jego szero-
kie zastosowanie wiaze si¢ z doS¢ duzym za-
potrzebowaniem. Jednak pozyskiwanie tego
surowca napotyka pewne trudnoSci. Racznik
jest bowiem uprawiany w krajach niezindu-
strializowanych, rozwijajacych si¢ i jest nie-
zbyt popularnym gatunkiem. Plony uzyski-
wane z plantacji sa stosunkowo niskie. Poza
tym nasiona racznika zawieraja liczne alerge-
ny i toksyny, w tym rycyne, ktora jest silnie
toksyczna lektyna (SOMERVILLE i wspotaut.
2000, NAPIER 2007, GRESSEL 2008). Oprocz
probleméw zwiazanych ze skazeniem Srodo-
wiska przez rycyne, konieczne sa dodatkowe
zabiegi technologiczne pozwalajace na odpo-
wiednie oczyszczenie surowca. Dlatego po-
zadane jest uzyskanie takich odmian roslin,
ktorych nasiona pozbawione beda tych szko-
dliwych substancji (LESSIRE i wspotaut. 2009),
a zbierane plony beda wyzsze i tansze. W
tym celu transformacji poddano tyton. Kwas
rycynoleinowy powstaje z kwasu oleinowe-

go. Reakcje Kkatalizuje jeden enzym, ktory
przytacza grupe hydroksylowa w to samo
miejsce laficucha, w ktoérym desaturaza Al2
tworzy podwojne wiazanie. W endospermie
rozwijajacych si¢ nasion racznika zidentyfiko-
wano cDNA o duzej homologi do desaturazy
A12 z innych gatunkow roslin oleistych. Eks-
presja cDNA z racznika w tkankach tytoniu i
Arabidopsis spowodowala akumulacj¢ kwasu
rycynoleinowego w nasionach. Jednak po-
ziom kwasu rycynoleinowego byl niewielki
(mniej niz 1% u tytoniu i 17% u Arabidop-
sis) pomimo tego, ze ekspresja hydroksylazy
Al12 zachodzita pod kontrola specyficzne-
go dla nasion promotora zapasowego bial-
ka napinowego. Koekspresja w Arabidopsis
hydroksylazy i DGAT2 z racznika zwigkszyla
zawartoS¢ kwasu rycynoleinowego do 30%
(BURGAL i wspotaut. 2008, LESSIRE i wspotaut.
2009). Konieczne sa dalsze badania dotycza-
ce szlaku biosyntezy kwasu rycynoleinowego
w raczniku, gdyz nie wiadomo dokladnie jaki
jest mechanizm przeplywu tego zwiazku od
miejsca jego syntezy (btona siateczki Srodpla-
zmatycznej) do TAG. Stwierdzono bowiem,
ze u racznika pomimo bardzo wysokiej aku-
mulacji kwasu rycynoleinowego w TAG, nie
ma go prawie wcale w fosfolipidach bton.
Natomiast u transgenicznej Arabidopsis ba-
dany kwas znajdowano w duzych iloSciach
wtasnie w fosfolipidach (NAPIER 2007).

SOJA SYNTETYZUJACA SKONTUGOWANE KWASY
TLUSZCZOWE

Wspomniano juz o CLA i jego prozdro-
wotnych wlasciwoSciach, ale kwasy skoniu-
gowane maja tez inne zastosowania niespo-
zywcze. Przyktadem moze by¢ kwas a-ele-
OStCarynowy (1 8:3A9L‘is,l ltrans,l'_")trans), o-parynowy
(18:4A%¢is 11mrans,13trans, 15¢i) - keyas - dimorfokolino-
wy (9-hydroksy-18:2A10rans12transy czy kwas ka-
lendowy (18:3A8¥rans10trans12cs) -~ Kywasy te znaj-
duja zastosowania jako desykanty w tuszach i
farbach. Syntez¢ dwoch pierwszych uzyskano
w transgenicznych zarodkach soi. Do trans-
formacji uzyto sekwencji FAD2 podobnych z
Morordica charantia i Impatiens balsamina.
Lacznie badane kwasy akumulowaly si¢ na
poziomie 17% w zarodkach soi, co stanowilo
jedna trzecia tego, co stwierdzono w gatun-
kach, z ktorych izolowano geny. Badania nad
biosynteza tego rodzaju kwasow tluszczo-
wych w roSlinach sa jednak w powijakach.
Na biezacym etapie maja raczej charakter
poznawczy. Poszukuje sie dopiero odpowied-
nich genoéw kodujacych istotne enzymy i ba-
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dania te sa czesto prowadzone na drozdzach
(NAPIER 2007).

PRODUKCJA BIODIESLA

Obecnie biodiesel jest produkowany z
oleju palmowego, sojowego i rzepakowego
(DURRETT i wspotaut. 2008, GRESSEL 2008).
Pozyskany z roSlin surowiec musi by¢ pod-
dany procesowi deestryfikacji, w ktorym z
TAG uwolnione zostaja kwasy thuszczowe.
Biodiesel produkowany z oleju palmowego
zawiera duzo dlugotanicuchowych kwasow
tluszczowych, gtéwnie nienasyconych. W ni-
skiej temperaturze taki biodiesel tezeje i za-
tyka przewody paliwowe w silnikach. Nie
spetnia wiec standardéw paliwowych wielu
krajow. Aby polepszy¢ parametry surowca
do produkcji biodiesla musi on by¢ podda-
ny krakingowi (ang. cracking, pckanie). Jest
to proces w ktorym dlugotancuchowe kwa-
sy tluszczowe ulegaja skroceniu, tracac przy
tym znaczne iloSci energii. Za wydluzanie
lancuchow weglowych w procesie biosynte-
zy kwasow tluszczowych odpowiada m. in.
syntaza 3-ketoacylo-ACP I i IT (KAS I i KAS

II). KAS I syntetyzuje 16-weglowe kwasy
ttuszczowe, a KAS II wydluza je do zwiaz-
kow 18-weglowych (Ryc. 1) (BAUD i wspot-
aut. 2008, BAUD i LEPINIEC 2010, LI-BEISSON i
wspotaut. 2010). Stosujac techniki inzynierii
genetycznej, poprzez wprowadzenie sekwen-
¢ji antysensowej lub odpowiedniego RNAi
do palmy kokosowej (gatunek trudny do
transformacji) doprowadzono do wyciszenia
genow kodujacych KAS II. Dodatkowo uda-
to siec wprowadzi¢ do rosliny desaturazy. W
rezultacie taka transformacja znacznie po-
lepszyla plynnos¢ oleju palmowego (GRESSEL
2008).

Doskonatym surowcem do produkcji
biodiesla jest olej sojowy o wysokiej zawar-
toSci kwasu oleinowego i niskiej zawartoSci
kwaséw nasyconych. O transgenicznej soi
wytwarzajacej taki olej byla juz mowa wcze-
$niej. Biodiesel produkowany z takiego ole-
ju ma lepsze parametry ptynnoSci w niskich
temperaturach i lepsze parametry emisji
tlenkow azotu w poréwnaniu do paliwa wy-
produkowanego ze zwyklego oleju sojowego
(DURRETT i wspotaut. 2008).

PODSUMOWANIE

Prace nad uzyskaniem nowych odmian
genetycznie zmodyfikowanych roSlin pro-
wadzone s3 od wielu lat. Oprocz celow po-
znawczych w tego typu badaniach istotnym
jest tez aspekt utylitarny. Postep w uzyskaniu
nowych odmian cechujacych si¢ zmienionym
metabolizmem tluszczowym nie jest jednako-
wy. Zdecydowanie lepsze rezultaty obserwu-
je si¢ w obszarze zmian metabolizmu thusz-
czu zwiazanych z cechami iloSciowymi i jako-
Sciowymi poprawiajacymi parametry olejow
przeznaczonych do spozycia przez czlowie-
ka. Bardzo zaawansowane i obiecujace wyda-
ja si¢ by¢ prace zwiazane z biosynteza dtugo-
lanicuchowych wielonienasyconych kwasow
tluszczowych w roSlinach nasiennych. Po-
mimo dos¢ skomplikowanej biosyntezy tych
zwiazkow u glonow morskich udato si¢ juz

uzyskacC roSliny transgeniczne syntetyzujace
te kwasy tluszczowe na wysokim poziomie.
Zupelnie inaczej wyglada produkcja w rosli-
nach transgenicznych nietypowych kwasow
ttuszczowych majacych szerokie zastosowa-
nia przemystowe. Odmiany rzepaku zawiera-
jace duze iloSci kwasu erukowego sa pozy-
tywnym efektem wieloletnich zabiegow ba-
daczy, ale w wickszosci innych przypadkow
jest jeszcze wiele do poprawienia. Czesto
konieczne sa badania o charakterze poznaw-
czym niz aplikacyjnym. Przykladem moze tu-
taj by¢ nasza niewiedza na temat przeptywu
wielu nietypowych kwasow tluszczowych od
miejsca ich biosyntezy tj. od btony siateczki
srodplazmatycznej do miejsca ich akumulacji
czyli do TAG.

ROSLINY TRANSGENICZNE ZRODLEM WYSOKIEJ JAKOSCI OLEJOW

Streszczenie

Oleje roslinne sa niezwykle istotnym, odnawial-
nym zrodlem pozywienia czlowieka i paszy dla zwie-
rzat oraz znajduja wielorakie zastosowania przemy-
stowe. Zwickszajace si¢ zapotrzebowanie ze strony
przemystu zaréwno spozywczego jak i niespozyw-

czego na oleje roslinne i ich sktadniki wymusza po-
szukiwania nowych, efektywniejszych i ekonomicz-
niejszych 7Zrédet ich pozyskiwania. WspolczesSnie
nie wystarczy tylko zwiekszenie arealu upraw roSlin
oleistych, ale konieczne sa tez inne przedsiewziecia
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prowadzace do uzyskania nowych odmian. Odmian
zarowno akumulujacych wigcej oleju ale tez odmian,
ktore zdolne sa do biosyntezy zwiazkOw naturalnie
w nich niewystepujacych badZz wystepujacych w
Sladowych iloSciach. W tego typu badaniach sigega
sic po dobrze znane, powszechnie uprawiane ro-
sliny uzytkowe takie jak rzepak czy soja. Jednak w
zdecydowanej wigkszoSci, prace nad nowymi od-
mianami roSlin transgenicznych zaczynaja si¢ od ba-
dan prowadzonych na roSlinie modelowej, jaka jest
Arabidopsis thaliana. W niniejszym opracowaniu
przedstawiono szereg przykladow roslin modyfiko-

wanych genetycznie, w ktorych uzyskano wzrost
zawartoSci akumulowanego oleju, zmodyfikowano
sktad oleju pod katem diety cziowieka jak réwniez
wymuszono syntez¢ wielu zwiazkéw wartoSciowych
dla przemyshu. Przytoczono rowniez liczne przykla-
dy zastosowan przemystowych dla olejow roslinnych
i ich sktadnikow. Jednym z celow tego opracowania
jest pokazanie wielokierunkowosci badan majacych
doprowadzi¢ do uzyskania nowych genetycznie mo-
dyfikowanych odmian cechujacych si¢ zmienionym
metabolizmem tluszczowym.

TRANSGENIC PLANTS AS A SOURCE OF HIGH QUALITY OILS

Summary

Vegetable oils represent a very important, re-
newable source of human food, animal feed and
have multiple industrial applications. Increasing de-
mand from both food and non-food industry for veg-
etable oils and their components forces the search
for new, more efficient and more economical sourc-
es of their acquisition. Today, it is not enough just
to increase the acreage of oil plants; there is a need
for projects leading to the creation of new varieties.
The new varieties should either accumulate more
oil or can be capable of biosynthesis of compounds
that naturally do not occur in their tissues or are
present in trace amounts. In this kind of research
well-known commonly used crops such as oilseed

rape and soybean are included. However, the vast
majority of works on new varieties of transgenic
plants start from research conducted on the model
plant Arabidopsis thaliana. This paper presents sev-
eral examples of genetically modified plants with
increased oil level, modified oil composition regard-
ing human diet, and with constrained synthesis of
many compounds valuable to the industry. Numer-
ous examples of industrial applications for vegetable
oils and their components are presented. One of the
aims of this paper is demonstration that plurality of
research lead to new genetically modified varieties
with modified lipid metabolism.
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