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Wprowadzenie CYTOSOL
Do produkcji bioetanolu wykorzystuje sie gtownie ziarna zbdz, buraki cukrowe, trzcine cukrowg oraz ziemniaki. Wykorzystanie tych Triose-P
roslin na cele bioenergetyczne napotyka w Polsce na szereg dyskusji, ze wzgledu na pomniejszenie areatu ich upraw przeznaczanych 1
na produkcje zywnosci. Rozwigzaniem tego problemu jest produkcja bioetanolu ll-generacji z surowcow ligninocelulozowych. Fru-1,6-BP
Dodatkowg alternatywg jest wykorzystywanie roslin sorgo na cele bioenergetyczne. Dlatego zaprojektowanie i charakterystyka 1
konstrukcji genetycznych do modyfikacji sorgo i tytoniu jako rosliny modelowej, w kierunku zwiekszenia wydajnosci produkcji Fru-6-P
bioetanolu wydaje sie bardzo interesujgce. |
Sacharoza jest gtownym prekursorem zwigzkow organicznych wykorzystywanych w metabolizmie roslin podczas ich wzrostu i Gle-6-P ‘
rozwoju. Jej rola nie ogranicza sie jedynie do dostarczania produktow metabolizmu, dodatkowo petni funkcje czgsteczki sygnalnej i Glll p SuSy SUCROSE
regulatorowej. Ponadto zwiekszenie zawartosci sacharozy jako preferencyjnego substratu fermentacji pozwoli na podwyzszenie UGPase ; i
/ wydajnosci produkcji bioetanolu ll-generaciji. @P-glucose
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Ryc. 2 Schemat szlaku syntezy sacharozy
Ryc. 1 Konstrukcja genetyczna zawierajgce promotor CaMV 35S oraz geny znajdujgce sie pod jego kontrolg: pirofosforylaza UDP-

glukozy (UGPaza), syntaza sacharozy (SuSy) oraz fosfataza sacharozo-6-fosforanu (SPP).

A! w@l ;{1;%(.‘ -

}_ e Qo F ey
e — - = @_ plaozmud T

Materiat i metody
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Materiat stanowity siewki sorgo, z ktérych izolowano RNA. Na matrycy RNA syntezowano cDNA. Z T
wykorzystaniem reakcji PCR na matrycy cDNA uzyskano 4 geny: pirofosforylaze UDP-glukozy (UGPaza, frogment Ty
EC 2.7.7.9), syntaze sacharozy (SuSy, EC 2.4.1.13), syntaze fosforanowa sacharozy (SPS, EC 2.4.1.14)

_oraz fosfataze sacharozo-6-fosforanu (SPP, EC 3.1.3.24). Uzyskane produkty oczyszczano i klonowano Sk
do wektora posredniego StrataClone i docelowego pBl121. Poprawnos¢ sekwencji sprawdzano poprzez b -
sekwencjonowanie. Uzyskanie konstrukcje genetyczne postuzyty do transformacji roslin  z podredniczacy
wykorzystaniem bakterii Agrobacterium tumefaciens oraz do mikrowstrzeliwania DNA. Srtai o
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Frad¥o: Transformowanie § regeneracia roghn — poradnik leboratoniny. Poznar 1990

Ryc. 4 Schemat wprowadzania obcego genu do rosliny.

Ryc. 3 Kultury in vitro transformowanych roslin tytoniu
pBI-SPP kontrola pozytywna kontrola negatywna

L
%
N

Wyniki i podsumowanie

W celu podwyzszenia zawartosci sacharozy w sorgo i tytoniu opracowano, przygotowano i zastosowano
ekspresyjne konstrukcje genetyczne pozwalajgce na nadekspresje gendw kodujgcych enzymy szlaku
syntezy sacharozy jak: pirofosforylaza UDP-glukozy (UGPaza, EC 2.7.7.9), syntaza sacharozy (SuSy,
EC 2.4.1.13) oraz fosfataza sacharozo-6-fosforanu (SPP, EC 3.1.3.24).

Doniesienia literaturowe wskazujg, ze efekt ekspresji genow metabolizmu sacharozy moze obejmowac:
podwyzszony poziom sacharozy, podwyzszony przyrost pierwotny i wtérny rosliny, wzrost produkcji
biomasy, wzrost depozycji celulozy lub sacharozy. Wszystkie wymienione efekty sg korzystne dla
kohcowego zatozenia badan tzn. podwyzszenia wartosci energetycznej sorgo. Zaprojektowanie
konstrukcji genetycznych pozwalajgcych na nadekspresje gendw kodujgcych enzymy szlaku syntezy
sacharozy wptynie na zmiane metabolizmu roslin w kierunku zwiekszeniu udziatu cukrow prostych w
biomasie. Co pozwoli w przysztosci na uzyskanie wiekszej ilosci bioetanolu II- generacji z biomasy
roslinne;j.

Ryc. 5 Transgeniczny kalus sorgo

Badania zostaty sfinansowane w ramach projektu PBS 1/A8/9/2012.
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