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Streszczenie

Indukcja alternatywnej drogi metabolizmu tyrozyny w ziemniaku
przez wprowadzenie genu hydroksylazy tyrozyny ze szczura
laboratoryjnego (Rattus norvegicus)

Katecholaminy to klasa biogennych monoamin aromatycznych wystepujacych
powszechnie zaréwno w swiecie zwierzat, jak i roslin. Ta grupa zwigzkéw zostata
bardzo doktadnie poznana u zwierzat z uwagi na funkcje, jaka petnig w tych
organizmach - sg neuroprzekaznikami w uktadzie nerwowym, a takze hormonami
reqgulujgcymi wiele procesdéw fizjologicznych, w tym gospodarke cukrowa. Ich
funkcja w roslinach jest natomiast stabo poznana. Mogg by¢ w nich prekursorami
dla innych zwigzkéw biochemicznych, w tym alkaloidéw (morfina, papaweryna),
pigmentéw (betalain i melanin) oraz sktadnikéw Sciany komoérkowej (amidy z
kwasami hydroksycynamonowymi). Katecholaminy charakteryzujg sie duzym
potencjatem antyoksydacyjnym, a ich pochodne mogg uczestniczy¢ w odpowiedzi
na infekcje patogenna. Z uwagi na niewielkie stezenia katecholamin w roslinach
oraz ich pewna analogie do funkcji petnionych w zwierzetach, np. wptyw na
gospodarke cukrowag czy modulacje dziatania innych hormonéw, zaproponowano
fitohormonalne dziatanie tej grupy zwiazkéw. Dodatkowo stwierdzono zmiany w
ich zawartosci w odpowiedzi na stres. Nie potwierdzono jednak istnienia
receptora specyficznego wzgledem katecholamin.

Wszystkie katecholaminy produkowane sg z tyrozyny, ktéra powstaje na drodze
hydroksylacji fenyloalaniny. Oba te aminokwasy sa w roslinach punktem wyjscia
do biosyntezy obszernej grupy metabolitow drugorzedowych, jakimi sg pochodne
fenolowe, w tym kwasy fenolowe, pochodne benzoesowe, ligniny czy flawonoidy.
Przyjmuje sie, ze podstawowa droga biosyntezy katecholamin roslinnych opiera
sie o katalizowana przez dekarboksylaze tyrozyny przemiane tyrozyny do
tyraminy i dalej jej hydroksylacje do dopaminy. Alternatywna droga biosyntezy
tych zwigzkéw zaktada najpierw hydroksylacje tyrozyny do L-DOPY, a nastepnie
jej dekarboksylacje do dopaminy i jest gtéwng droga produkcji katecholamin u
zwierzat. Dotychczas nie udato sie zidentyfikowad¢ genu kodujgcego hydroksylaze
tyrozyny w roslinach. Celem tej pracy byto wygenerowanie owej alternatywnej
sciezki produkcji katecholamin w ziemniaku poprzez wprowadzenie sekwencji
kodujgcej hydroksylaze tyrozyny pochodzacej ze szczura laboratoryjnego (Rattus
norvegicus) i zbadanie jej funkcjonalnosci oraz wptywu na fizjologie rosliny. Wybér
ziemniaka jako rosliny badawczej podyktowany byt prowadzonymi wczesniej w
Laboratorium Biochemii Genetycznej Uniwersytetu Wroctawskiego badaniami
dotyczgcymi oszacowania roli katecholamin w tym organizmie opierajgcymi sie o
wytworzone rosliny transgeniczne z nadekspresja dekarboksylazy tyrozyny. W
roslinach tych stwierdzono podniesiong zawarto$¢ tyraminy i katecholamin i ich
wptyw na gospodarke cukrowg rosliny. W bulwach stwierdzono spadek zawartosci
skrobi przy jednoczesnym wzroscie poziomu cukréw rozpuszczalnych. W dodatku,
prawdopodobnie z uwagi na zmiany w zawartosci zwigzkéw fenolowych, byty one
réwniez odporniejsze na infekcje patogenne. W roslinach transgenicznych
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wytworzonych w ramach tej pracy zaobserwowano odmienng odpowiedz.
Wprowadzenie genu szczurzej hydroksylazy tyrozyny doprowadzito do
zwiekszonej ilosci produktu reakcji katalizowanej przez ten enzym - L-DOPY,
jednak poziom katecholamin (i produktéw ich katabolizmu) byt nizszy niz w
roslinach kontrolnych, co sugeruje, ze gtéwng drogg biosyntezy katecholamin jest
ta przez dekarboksylacje tyrozyny do tyraminy. L-DOPA w roslinach moze by¢
wydzielana jako zwigzek allelopatyczny, a jej toksyczne dziatanie polega na
utlenianiu do zwigzkéw chinonowych, podczas ktérego produkowane sg wolne
rodniki. Badania ziemniakdéw z ekspresja szczurzego genu hydroksylazy tyrozyny
sugerujg, ze produkowana w ziemniakach L-DOPA nie jest substratem do
produkcji katecholamin, ale stanowi czynnik stresowy dla rosliny. Zmierzona
wyzsza zawartos¢ H.O, potwierdza te hipoteze. Odpowiedzig rosliny na ten stan
jest reakcja typowa dla roslin poddanych stresowi oksydacyjnemu - nadprodukcja
antyoksydantéw - gtéwnie flawonoidéw, wzmocnienie $ciany komorkowej
(produkcja amidéw tyraminy i kwasdw hydroksycynamonowych) i aktywacja
gendéw odpowiedzialnych za neutralizacje wolnych rodnikéw. Taki utrzymujacy sie
stan stresu oksydacyjnego powoduje wiekszg odpornos¢ roslin na infekcje
patogenng. By¢ moze z uwagi na brak wzrostu poziomu katecholamin nie
zaobserwowano efektu, ktéry cechowat ziemniaki z nadekspresja dekarboksylazy
tyrozyny, to jest spadku poziomu skrobi. Plon ziemniakéw utrzymywat sie na
poziomie kontrolnym, aczkolwiek zaobserwowano, ze rosliny te produkowaty
bulwy o mniejszej masie, ale w wiekszej liczbie, niz rosliny nietransgeniczne. Z
drugiej jednak strony pozytywny z punktu widzenia konsumenta okazat sie byc¢
nieco obnizony poziom charakterystycznych dla ziemniaka glikoalkoloidéw - a-
solaniny i a-chakoniny oraz nieco wieksza zawartos¢ biatka w bulwach, a przede
wszystkim podwyzszona ilo$¢ antyoksydantéw fenolowych.

Badania nad efektem indukcji alternatywnej drogi metabolizmu tyrozyny w
kierunku katecholamin doprowadzity do pozyskania nowej wiedzy na temat
mozliwosci manipulowania metabolicznymi szlakami roslinnymi poprzez
wprowadzenie uktadéw typowych dla zwierzat. Postawity réwniez nowe pytania,
jak choc¢by to na czym polega udziat katecholamin w odpornosci roslin, czy
wynika ona z indukcji stresu oksydacyjnego czy tez bardziej ,wyrafinowanego”
dziatania na przyktad poprzez wptyw na czynniki transkrypcyjne. Odpowiedz
przyniosa dalsze badania katecholamin w roslinach.



