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STRESZCZENIE

Przygotowanie i zastosowanie ekspresyjnych konstrukeji genowych do modyfikacji
tytoniu (Nicotiana tabacum) i sorgo (Sorghum sp.) w celu zwigkszenia zawartoéci

sacharozy na potrzeby produkcji bioetanolu II-generacji

Rosngce globalne zuzycie ograniczonych zasobow paliw kopalnych i ich negatywne
skutki klimatyczne napedzaja obecnie poszukiwanie alternatywnych zrédet energii, ktore daja
obietnicg bezpieczenstwa energetycznego i zrownowazonego rozwoju. Biopaliwa wytwarzane
z biomasy rolinnej stanowia odnawialne Zrodlo energii. Istotng role we wspolczesne;
bioenergetyce moze odegra¢ sorgo (Sorghum bicolor), jak i tyton (Nicotiana tabacum).
Ulepszenie sorgo oraz tytoniu jako uprawy na cele biopaliwowe mozna osiagnaé poprzez
polaczenie inzynierii genetycznej i praktyki agronomicznej. Poprzez zastosowanie inzynierii
genetycznej mozna zmodyfikowa¢ sktad $ciany komoérkowej i/lub zwigkszyé zawarto$é
sacharozy w biomasie. Zwigkszenie zawartosci sacharozy, jako preferencyjnego substratu
fermentacji alkoholowej, przyczyni si¢ do zwickszenia wydajnosci produkcji bioetanolu II
generacji z biomasy roslinnej. W procesie syntezy sacharozy istotng funkcje petnia nastepujace
enzymy: syntaza sacharozy, syntaza sacharozofosforanu, pirofosforylaza UDP-glukozy i
fosfataza sacharozofosforanu. Zwigkszenie ekspresji genéw kodujacych enzymy
zaangazowane w szlak syntezy sacharozy moze prowadzi¢ do wzrostu udziatu sacharozy w
cukrach produkowanych w ro$linie.

Celem pracy byto przygotowanie ekspresyjnych konstrukeji genowych do modyfikaciji
tytoniu zawierajacych geny kodujace enzymy zaangazowane w szlak syntezy sacharozy.
Nastepnie uzyskanie linii transgenicznych tytoniu z potwierdzong ekspresja zintegrowanych z
genomem dodatkowych gendw. Osiagniecie tego celu zaktadalo: wprowadzenie
przygotowanych konstrukcji z wykorzystaniem metody transformacji za pomoca bakterii
Agrobacterium tumefaciens, prowadzenie kultur in vitro tytoniu szlachetnego, analize integracji
konstrukeji genowych z genomowym DNA, zbadanie ekspresji transgenu na poziomie mRNA
oraz okreSlenie liczny kopii wbudowanego transgenu. Dodatkowo zoptymalizowano warunki
regeneracji i propagacji in vitro roslin sorgo. Poza tym podjgto si¢ opracowania i optymalizacji
metody transformacji roslin sorgo z wykorzystaniem bakterii Agrobacterium tumefaciens oraz
metody mikrowstrzeliwania DNA.

W pierwszym etapie niniejszej pracy przygotowano trzy konstrukcje genowe do

modyfikacji tytoniu zawierajace sekwencje kodujace 3 geny: fosfataze sacharozofosforanowa



(SPP, EC 3.1.3.24), pirofosforylazg UDP-glukozy (UGPaza, EC 2.7.7.9) oraz syntazg
sacharozy (SuSy, EC 2.4.1.13). Konstrukcje genowe wprowadzono do genomu tytoniu metoda
z wykorzystaniem bakterii Agrobacterium tumefaciens szczep EHA101. Analiza integracji
metoda PCR wykazata obecno$é transgendéw u 22 ro$lin z genem SPP, 2 roslin z genem
UGPazy oraz 2 roélin z genem SuSy. Wszystkie rosliny z pokolenia F1 posiadaty wbudowane
transgeny do genomowego DNA. Ekspresjg transgenow potwierdzono na poziomie mRNA za
pomocg metody RT-PCR dla pokolenia FO i F1. Wynik analizy PCR w czasie rzeczyswistym
pozwolit okresli¢ bezwzgledna liczbg kopii transgendéw pomiegdzy 1-48. W pracy opracowano
metody regeneracji in vitro roslin sorgo z trzech typow eksplantatoéw: wierzchotkéw pedow,
pierwszego wezta pedu oraz izolowanych osi zarodkowych. Przeprowadzono transformacje
sorgo z wykorzystaniem dwoch metod — za pomoca bakterii Agrobacterium tumefaciens i
mikrowstrzeliania DNA. Potwierdzono obecno$¢ transgenu SPS u jednej ro$liny sorgo
zregenerowanej z wierzchotka pedu odmiany SR1 otrzymanej za posrednictwem bakterii
Agrobacterium tumefaciens. Nie uzyskano Zadnej ro$liny transgenicznej za poSrednictwem
metody biobalistyczne;.

Niemniej jednak, niska wydajno$é transformacji spowodowana w gldwnej mierze przez
metabolity wtorne, produkowane przez wszystkie eksplantaty, co skutkowato hamowaniem
wzrostu 1 rozwoju roslin, stanowi powazne wyzwanie w kontekscie dalszego skutecznego
udoskonalania odmian sorgo. Optymistyczne wydaje si¢ wykorzystanie catych roslin tytoniu i
odpadow organicznych jakie generuje przemyst tytoniowy z przeznaczeniem do produkcji

bioetanolu II generacji.

N’ﬂgﬂax&aﬁq Nowasagel



