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Do grupy karotenoidéw zalicza si¢ ponad 600 zwiazkéw. Wystgpujg one w rosli-
nach, grzybach, bakteriach i organizmach zwierzgcych. Obecne w blonach tylako-
1dow, petnia role barwnikéw pomocniczych w procesach fotosyntezy lub spetniaja
funkcje ochronna absorbujac selektywnie niepozadane zakresy widma. Karotenoidy
Przyczyniaja sie do calego bogactwa barw wystepujacych w przyrodzie nadajac bar-
W 201ta, pomaraniczowa lub czerwona kwiatom, owocom i korzeniom spichrzowym.
P‘ ehnig role atraktantow przywabiajacych zapylacze oraz zwierzgta rozsiewajace na-
Sona [10, 23]. Zwiazki karotenoidowe wystepujace w swiecie zwierzat wplywaja na
ubarwienije np. ptak6w i ryb, ale przede wszystkim umozliwiaja rozwoj 1 prawidlowe

nkcjonowanie organizméw zwierzecych, jednakze ich pochodzenie jest w catosci
ro_s'linne. Sposréd zwiazkow karotenoidowych dziesigé uznawanych jest za prowita-
Ming A [52]. Karotenoidy znalazly zastosowanie w przemysle kosmetycznym, farma-
C®utycznym oraz spozywczym [10, 30].

Warzywa i owoce stanowig cenne zrédto zwiazkow karotenoidowych. Zawartos¢
karotenoid()w (kompozycja i ilo$¢) zalezy m.in. od gatunku i odmiany. Znaczne ilosci
O-karotenu stwierdzono w korzeniach marchwi, zwiazek ten wystgpuje rowniez
Wowocach dyni, melona i grejpfruta oraz w nasionach kukurydzy [27]. Inny karote-
10id - B-karoten — wystepuje m.in. w korzeniach marchwi, owocach dyni olbrzymie;j
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i dyni zwyczajnej oraz liSciach szpinaku [44, 55]. Niewielkie 1losci B-karotenu 1 lute-
iny stwierdzono w warzywach takich jak kapusta, salata, seler oraz w owocach melo-
na i brzoskwini [27].

Owoce dyni olbrzymiej moga stanowi¢ cenne zrodto zwiazkéw karotenoidowych
w pozywieniu. Badania majace na celu otrzymanie nowych odmian dyni olbrzymiej
o podwyzszonej zawarto$ci karotenoidéw w migzszu przeznaczonych dla konsumen-
tow indywidualnych i przemystu przetworczego prowadzone sg w Katedrze
Genetyki, Hodowli i Biotechnologii Roslin SGGW od wielu lat [33, 41, 42, 62, 63].
Prace te zaowocowaly wprowadzeniem na rynek kilku odmian dyni olbrzymiej (Aga
F1, AuraF1, Ambari Amazonka) oraz uzyskaniem nowej odmiany WPR 2002 (Karo-
wita, w badaniach). Prezentowany artykut przegladowy powstat przy okaz;ji opraco-
wywania pracy doktorskiej wykonanej w Katedrze Genetyki, Hodowli i Biotechnolo-
gi, SGGW w Warszawie [64].

Biosynteza zwigzkéw karotenoidowych

Zwiazki karotenoidowe sg 40-weglowymi substancjami nalezacymi do grupy te-
traterpenow. Wspolng cecha budowy karotenoidéw jest fancuch alifatyczny z grupa-
mi metylowymi i uktadem sprzezonych wiazan podwéjnych odpowiedzialnych za in-
tensywnos$¢ zabarwienia od zottego do czerwonego.

Zwiazki karotenoidowe podzieli¢ mozna na cztery grupy:

1) karoteny —weglowodory karotenoidowe, do ktorych zalicza sie a.-, B- i y-karoteny

oraz likopen, .
2) ksantofile — oksy- i hydroksypochodne karotenéw, do ktérych naleza migdzy 10-

nymi zeaksantyna, 3-kryptoksantyna i luteina,

3) estry ksantofili (z kwasami thuszczowymi),
4) kwasy karotenoidowe — karboksylowe pochodne karotenéw.

Prekursorem karotenoidéw jest difosforan izopentenylu (IPP), ktory moze PO
wsta¢ niezaleznie z dwoch zwiazkéw metyloerytrytolu lub 1-deoxy-D-xylulozy. I_ZO‘
meryzacja IPP do difosforanu dimetyloallilu (DMAPP), katalizowana jest przeZ IZO”’
meraze¢ izopentenylo-difosforanowa (IPI). Kolejne kondensacje typu ,,gtowa-08o"
IPP z DMAPP prowadzg do powstania: difosforanu geranylu (GPP), difosforant far-
nezylu (FPP), difosforanu digeranylu (GGPP), difosforanu prefitoenu (PPPP) i.ﬁto-
enu (rys. 1A). Pierwszym zwiazkiem C40 jest fitoen, ktory zawiera podwdjne wiazé”
nie przy C15 w konfiguracji cis, w zwigzku z czym jego taficuch jest zagigty. Wiazani¢
to ulega na poziomie fitofluenu izomeryzacji do konfiguracji trans, po czym naSt‘?PuJa‘
kolejne odwodorowania, prowadzace do sukcesywnego powstawania wiazan P o

dwdjnych w konfiguracji trans (rys. 1B). Fitofluen ulega przeksztalceniu w ¢-karote!
nastgpnie w neurosporen i likopen, ktéry jest ostatnia forma otwarta.
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Rysunek 1. Przemiany zwiazkéw karotenoidowych: A) schemat powstawania czasteczki
fitoenu z difosforanu izopentenylu (IPP); B) mechanizm przeksztalcenia fitoenu w likopen;
wg Cunningham i Gantt [23], zmodyfikowany

Po zmianach w wysyceniu tancucha (lub réwnolegle) nastgpuje cyklizacja konco-
Wych jego fragmentéw z utworzeniem uktadéw o nazwie jononow (rys. 2). Polega ona
na przytaczeniu protonéw do C-3 (lub C-2) i wytworzeniu wigzan pomigdzy C-1
1C-6, po czym nastepuje odtaczenie atomow wodoru od C-6, czemu towarzyszy wy-
tworzenie B-jononu, lub od C-4, co prowadzi do powstania a-jononu. W naturze wy-
Stepuja zaréwno formy otwarte (np. likopen), jak i zawierajace jeden lub dwa uktady
Jononéw. W wyniku wprowadzenia tlenu do pierscienia powstaja ksantofile. Zwiazki
e sg pochodnymi utlenionymi karotenéw, zawierajacymi grupy alkoholowe, aldehy-
dowe, ketonowe, karboksylowe i epoksydowe. Najprostszym z nich jest luteina

Rysunek 2.
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Schemat powstawania karotenow, cyklizacja likopenu, powstanie' czq§teczek
Arotenu zawierajacej dwa pierscienie B-jononu oraz a-karotenu zawierajacej po jednym

Plerscien;y B- i a-jononu; wg Cunningham i Gantt [23], zmodyfikowany
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(ksantofil) bedaca pochodna a-karotenu. Przykladem ksantofili wywodzacych si¢ od
likopenu sa likoksantyna 1 likofil [23, 30].

Zwiazki karotenoidowe (ksantofile) sa bezposrednimi prekursorami kwasu ab-
scyzynowego (ABA), fitohormonu zwiazanego z rozwojem roslin oraz ich odpowie-
dzia na warunki stresowe [65]. Difosforan izopentenylu (IPP) jest takze prekursorem
innych zwiazkow, takich jak np. chlorofile, cytokininy, gibereliny, monoterpeny cy-
kliczne, sterydy, fitoaleksyny, ubichinony i triterpeny [5, 23, 60].

Metody identyfikacji genow
warunkujacych zawartos¢ karotenoidow

Pierwsza, stosowang rowniez obecnie, technikg identyfikacji genéw jest metoda
klasycznej analizy genetycznej polegajaca na analizie segregacji badanej cechy w po-
koleniu segregujacym (np. F», F3, B¢ lub Bc,). Osobniki tego pokolenia otrzymuje sig
przez krzyzowanie odpowiednio dobranych form rodzicielskich, najczesciej wyka-
zujacych wyrazne zréznicowanie pod wzglgdem analizowanej cechy. Analiza segre-
gacji cechy w potomstwie stanowi podstawe do okreslenia liczby genéw oraz wystg-
pujacych migdzy nimi zaleznosci. Klasyczng analiz¢ genetyczng zastosowano, z po-
wodzeniem do identyfikacji genéw warunkujacych zawartos¢ zwiazkoéw karoteno-
idowych, np. w owocach pomidora [61, 68] oraz w korzeniu marchwi [16, 70].

Obecnie coraz czgsciej stosowane sa techniki biologii molekularnej, ktore umoz-
liwiajg nie tylko identyfikacj¢ gendw, ale takze poznanie ich funkcji oraz sekwencj!
DNA. Sposob identyfikacji gendw zalezy od mozliwosci technicznych oraz stanu
wiedzy na temat danej rosliny lub genu. Klonujac po raz pierwszy gen szlaku metabo-
licznego karotenoidéw wykorzystano fakt podobienistwa szlakéw metabolicznych
tych zwiazkow wystepujacych urodlin i cjanobakterii. Gen bakteryjnej desaturazy fi-
toenu (Pds), izolowany z mutanta Synechococcus sp. PCC7942 odpornego na norflu-
razon, uzyto do izolacji ro$linnego ortologa [26]. Tq sama metode, zastosowano Z p0-
wodzeniem, do klonowania genu B-cyklazy likopenu [21]. Technike wyciszania g¢-
néw wykorzystano do identyfikacji genu syntazy fitoenu (Psy) w transgenicznych -
slinach pomidora [11]. Klonowanie oparte na mapowaniu wykorzystano z pOWO(.iZe'
niem u pomidora, dla ktérego wczesniej zidentyfikowano wiele mutantéw o zr6znico”
wanym szlaku biosyntezy zwiazkow karotenoidowych [26]. W celu identyfikacji 8¢
néw szlaku metabolicznego karotenoidéw opracowano unikalna technike funkc; onal-
nej komplementacji (color complementation), wykorzystujaca zmodyfikowane gene”
tycznie szczepy E. coli [39].

Analiza cech ilosciowych (Quantitative Trait Loci — QTL) zwiazanych z akumu”
lacja zwiazkow karotenoidowych, w ktérej wykorzystuje sie markery molekularme:
staje si¢ skutecznym narzgdziem mapowania kluczowych etapéw szlaku metabolicZ”
nego karotenoidow. Technike t¢ zastosowano np. w badaniach nad pomidorem ! pa-
pryka [20, 28, 54, 67].
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Geny identyfikowane
przy uzyciu klasycznej analizy genetycznej

Pierwsze wyniki dotyczace sposobu dziedziczenia zawartosci B-karotenu w owo-
cach pomidora opublikowali w 1950 roku Lincoln i Porter [61, 73]. Opisali oni jeden
gen dominujacy B, pochodzacy z L. hirsutum. Po jego wprowadzeniu do formy upraw-
nej L. esculentum obserwowano akumulacje duzych ilosci B-karotenu kosztem liko-
penu, w wyniku czego owoce przybieraty barwe pomaranczowa. Zmiany w proporcji
B-karotenu i likopenu, w owocach pomidora analizowali takze Tomes i in. [68]. Ziden-
tyfikowali oni dwa geny, B i Mo, warunkujace zawartos¢ B-karotenu w owocach.
Pierwszy, analogiczny do genu identyfikowanego przez Lincolna i Pottera, warunkowat
akumulacje B-karotenu. Drugi, gen Mog, dziedziczony niezaleznie od genu B, modyfi-
kowat stosunek zawartosci likopenu i 3-karotenu. W roslinach o genotypie B/- Mog /-
S-karoten stanowit 90% wszystkich zwiazkéw karotenoidowych. W przypadku roslin
0 genotypie B/- MoB+/- likopen i B-karoten wystepowaly w réwnych ilosciach.

Tomes i Mark [69] badali zalezno$é migdzy genami Del i B, odpowiedzialnymi za
zmiany sktadu karotenoidéw w owocach pomidora. Analizujac pokolenie F, (uzyska-
pe zkrzyzowania form beta x delta) stwierdzili, Ze obecno$¢ samego genu B powodu-
J€znaczny wzrost zawartosci karotenoidéw z pierécieniem B-jononu kosztem likope-
u. Obecnogé samego genu Del powodowala powstawanie karotenoidow zawie-
rﬁjqcych pierscien a-jononu, réwniez kosztem likopenu. W owocach rolin o genoty-
Pl BI- Del/- ilos¢ zwiazkow zawierajacych pierscien a-jononu byta mniejsza w po-
"OWnaniu z roglinami o genotypie +/+ Del/-.

Stomme] i Haynes [61], analizowali sposéb dziedziczenia zawartosci 3-karoteau
Wowocach dzikiego pomidora, Lycopersicon cheesmanii. Osobniki pokolen: F;, F,

IB_Cla uzyskano w wyniku krzyzowania L. esculentum cv. Floradade x L. cheesmaniif.
"mor La317. Pomarariczowe zabarwienie owocow dzikiego pomidora L. cheesmanii
*Powodowane bylo duza zawarto$cia B-karotenu, natomiast czerwona barwa owocow
Stunky uprawnego L. esculentum wynikata z duzej zawartosci likopenu przy jedno-
“Zesnej, niewielkiej ilosci B-karotenu. Otrzymane wyniki wskazuja, ze wysoka za-
:{;mos’é B-kgrotenu i jednoczesnie pomaranczowa barwa owoc6w, warunkowana jest

tlem dominujacym jednego genu.
noidUmiel i Gabelman [70] obserwowali zréznicowanie z.awartoéc.i zwia(_zk()w karote-
marao’WYCh w kf)rzeniach marchwi otrzymanych W wyniku }crzy zowania form .i po-
Segrencz‘?_"vyrr} i czerwonym zabarwieniu korzeni (pokolenie Fy), bedace wyni dlem

Zicagacjx dwoch genéw. Allel dominujacy (4) pierwszego Z'DICh,.pOChOdzaccy 01 B

" O Pomaranczowym zabarwieniu korzeni, odpowiedzialny jest za akumu agq

°CZerr(\):,enu' Natomiast allel dominujacy (L) drugiego genu, pochodzacy od rodzica
Onym zabarwieniu korzeni, warunkuje akumulacjg likopenu.
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Buishand i Gabelman [16], analizowali potomstwo uzyskane w wyniku krzy-
zowania form marchwi o zré6znicowanym zabarwieniu korzeni (czerwone x zéfte,
czerwone X biate). W potomstwie otrzymanym z krzyzowania form czerwone x biafe
autorzy stwierdzili segregacje trzech genéw epistatycznych (Y, Y; i Y,). Dla drugiej
populacji (korzenie czerwone X z6lte) opisano trzy gldowne geny warunkujace zawar-
to$¢ karoteniodéw gen Y, hamujacy synteze karotenoidow, L stymulujacy syntezg li-
kopenu oraz gen A4,, ktérego funkcja nie jest jednoznaczna.

Analiza potomstwa otrzymanego w wyniku skrzyzowania form manioku o zrz-
nicowanej zawartosci zwiazkow karotenoidowych, charakteryzujacych si¢ zottym
i bialym zabarwieniem bulw wykazala, ze zawartos¢ karotenu w bulwach warunko-
wana jest dwoma genami [29]. Geny te (Y, i Y>) reguluja odpowiednio transport karo-
tenoidow do bulw i akumulacje zwiazkéw w bulwach.

Barwa dojrzalych owocow papryki jest efektem akumulacji zwiazkéw karoteno-
idowych. W wyniku skrzyzowania linii izogenicznych papryki, ‘Lamuro’ (owoce
czerwone) x ‘Lamuga’ (owoce zélte), Lefebvere i in. [35] uzyskali pokolenie segre-
gujace. Segregacja osobnikow pod wzgledem barwy owocow (3 : 1, czerwone : z0tte)
wskazywala na jednogenowy sposéb dziedziczenia cechy. Analizy molekularne wy-
konane dla roélin o czerwonej i z6ltej barwie owocow wykazaty, odpowiednio obec-
no$¢ i brak fragmentu DNA kodujacego syntaze kapsantyny i kapsorubiny (CCS). En-
zym ten zwigzany jest z akumulacja barwnikéw w owocach papryki.

Niewiele wiadomo na temat dziedziczenia zawartosci zwiazkow karotenoidoj
wych w owocach dyni. Wyniki krzyzowan wykonanych migdzy réznymi formam
dyni zwyczajnej (Cucurbita pepo L.) wykazaly, ze geny B i L, opisane wczesniej jako
geny warunkujace barwe owocow, wplywaja na zawartos¢ zwiazkow karotenoido-
wych w owocach [45]. Zmiane zawartosci zwiazkéw karotenoidowych obserwowano
réwniez analizujac segreganty pod wzgledem genow: B, Y, L,1L,[44,45,55]. Jednak-
ze funkcje tych gendw oraz ich wspdtdziatanie nie zostalo doktadnie okreslone.

Geny identyfikowan¢
przy uzyciu technik biologii molekw

Analizy bakterii, grzybow oraz roslin wykazaty, ze powstanie likopenu Z fitoent
jest w przypadku bakterii i grzybow katalizowane przez jeden enzym bedacy ProdUk'
tem genu Crt/ natomiast u roslin przez dwa enzymy desaturaze fitoenu (PDS) desatur®”
z¢ -karotenu (ZDS), warunkowane genami odpowiednio Pds i Zds (rys. 1B) [23, 26].

Techniki biologii molekularnej zastosowano z powodzeniem do identyfikacjl 8

now kodujacych enzymy szlaku metabolicznego karotenoidéw uroslin. Gen jzomerd
zy IPP (Ipil) po raz pierwszy zidentyfikowano dla Clarkia bewerii [12). DWa 8"
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kodujace izomerazg IPP (Ipil, Ipi2) zidentyfikowano tez u Arabidopsis thaliana
1 salaty [23].

Kolejny etap przemian zwiazkow karotenoidowych katalizowany jest przez syn-
taz¢ GGPP (rys. 1A). Geny kodujace ten enzym opisano m.in. dla: papryki [6] i rzod-
kiewnika [57, 58]. U rzodkiewnika zidentyfikowano 12 genéw wykazujacych podo-
bienstwo do genu Ggps, nie jest jednak doktadnie wiadomo, ktére z nich sa odpowie-
dzialne za tworzenie GGPP w plastydach [26]. Obecno$¢ produktéw genéw GGPS3
1 GGPSI obserwowano w chloroplastach rzodkiewnika, w mitochondriach stwier-
dzono obecno$é enzymu kodowanego przez gen GGPSG6, natomiast produkty genéw
GGPS2 i GPS4 obserwowano w blonach retikulum endoplazmatycznego [43].

Syntaza fitoenu (PSY) jest enzymem odpowiedzialnym za przemiang GGPP w fi-
toen (rys. 1A). Gen kodujacy PSY, ulegajacy ekspresji w kwiatach zidentyfikowano
dlanarcyza [56]. Karvouniiin. [31] opisali fragment cDNA kodujacy syntazg fitoenu,
gen ten ulegat ekspresji w owocach melona. W roélinach pomidora zidentyfikowano
dwa geny: psy] — odpowiedzialny za tworzenie si¢ fitoenu w chloroplastach [7] oraz
psy2 — odpowiedzialny za przemiany karotenoidéw w lisciach [8]. Dwa geny ko-
dujace PSY zidentyfikowano u tytoniu [18].

W roslinach fitoen przeksztatcany jest w likopen w wyniku dzialania dwoch enzy-
méw PDS i ZDS (rys. 1b). Geny pds i zds kodujace roslinne desaturazy zidentyfiko-
WVano dla: tytoniu [18] i rzodkiewnika [9]. Gen pds zostat zidentyfikowany i opisany
M.in. u kukurydzy [36], narcyza [2] oraz soi [7].

- Cyklizacja likopenu to kolejny etap przemian karotenoidow (rys. 2). Tworzenie
Sig czasteczki B-karotenu jest wynikiem dziatania produktu jednego genu (B-cykla-
%y). Gen CrtL, koduyj acy B-cyklaze likopenu zostat zidentyfikowany i opisany u pomi-
dora' oraz tytoniu [46]. Sekwencje aminokwasowe obu cyklaz wykazywaty wyscki
Sopien podobienstwa do sekwencji analogicznych cyklaz bakteryjnych. Drugi typ
“Yklizacji katalizowany jest przez e-cyklaze likopenu. Gen Lych kodujacy e-cyklazg
lk‘openu zostal opisany u sataty [23]. Kodowany przez niego enzym okazat si¢ bli-
Sk"m homologiem (80% podobienstwa sekwencji aminokawasowej) enzymu wyste-
PUacego u rzodkiewnika. W wyniku dziatania e-cyklazy likopenu w roslinach sataty
POWstaje laktukaksantyna o dwoch pierscieniach e. Produkt dziatania genu Lycb opi-
zanego urzodkiewnika katalizuje tworzenie si¢ tylko jednego pierscienia e najf:dnym

Oncow czasteczki likopenu. Jezeli na drugim koncu nastapi cyklizacja katalizowa-
:a Przez B-cyklaze likopenu powstaje a-karoten [22]. Bouvier i in. [13] opisali gen
Yitazy kapsantyny i kapsorubiny (CCS) u papryki. Sekwencja aminokwasowa CCS
XYkazwala duze podobienstwo do sekwencji B-cyklazy, a produkt genu charaktery-

Wat si¢ podobna aktywnoécig do B-cyklazy.
u W Wyniku nastepnych przeksztalcen karotenéw powstaja k.santo.ﬁle:.'Geny kq-
deJQCe enzymy szlaku przemian ksantofili opisano dla wielu roslin. Kim i in. [32] zi-
"Whkowali geny CHXI i CHX2 kodujace hydroksylaze B-karotenu u cytrusa.
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Obecnos¢ transkryptu stwierdzono w lisciach, owocach i kwiatach. Transkrypcja
podczas rozwoju lisci i owocow utrzymuje si¢ na statym poziomie, co wedtug auto-
row wskazuje na potranskrypcyjny mechanizm regulacji akumulacji B-kryptoksanty-
ny. Al-Babili i in. [3] opisali gen kodujacy syntaze neoksantyny u Solanum tubero-
sum. Produkt genu wykazywat 89,6% podobiefistwa sekwencji aminokwasowej do
syntazy kapsantyny i kapsorubiny pochodzacej z papryki. Gen, kodujacy NSY ziden-
tyfikowano réwniez u pomidora [15].

Markery cech ilosciowych — QTL

Szybki rozwdj map sprzg¢zen opartych na markerach molekularnych, opracowa-
nych dla wielu gatunkéw, umozliwia identyfikacje regionéw chromosomoéw zawie-
rajacych loci cech ilosciowych (QTL) [19]. Poprzez doktadna analize ciagtej zmien-
nosci fenotypowej, charakterystycznej dla rozktadu cechy warunkowanej wielogeno-
wo, badania loci cech ilo§ciowych umozliwiaja: wnikliwa analize dziedziczenia tych
cech, analiz¢ organizacji genomu oraz przyczyniaja sie do rozwoju metod selekc)!
z uzyciem marker6w molekularnych (Marker Assisted Selection — MAS). Pra-
widiowa interpretacja otrzymanych QTL jest wielokrotnie utrudniona ze wzgledu na
braki w znajomosci genetycznych, biochemicznych i fizjologicznych podstaw eks-
presji badanych genéw [19]. Dlatego tez znajomo$¢ podstaw genetycznych szlakow
biochemicznych warunkujacych wazne ekonomicznie cechy jest niezbedna przy pro-
wadzeniu badan tego typu.

Zwykle analizy QTL polegaja na ocenie fenotypowej oraz charakterystyce mole-
kularnej odpowiednio dobranej populacji wykazujacej zmienno$é genetyczna p?‘?
wzglgdem analizowanej cechy [66, 72]. W analizach QTL wykorzystuje sie technikl
molekularne, takie jak RAPD [67], RFLP [19, 20] oraz AFLP [28, 54].

Chen i in. [20] poszukiwali QTL zawarto$ci likopenu w owocach pomidora. Ba-
dania prowadzono na roslinach pokolenia B¢l otrzymanym po krzyzowaniu wysoce
wsobnych linii NC84173 (Lycopersicon esculentum MILL.) z LA722 (Lycopersi_con
pennellifolium MILL.). Zidentyfikowano osiem QTL warunkujacych zawartos¢ liko-
penu w owocach. Siedem z nich zlokalizowana byfa na chromosomie pierwszym, J¢
den warunkujacy wzrost zawartosci likopenu, na chromosomie piatym.

Thorup i in. [67] analizowali QTL skorelowane z zawarto$cia zwiazkow kar ote-
noidowych u papryki. Do mapowania uzyli 75 ro$lin pokolenia Fa, otrzyman}/Ch
w wyniku skrzyzowaniu Capsicum annuum cv. NuMexRNaky z Capsicum annfﬂf”f
PI 159234. W reakcji PCR uzyto starter6w, o sekwencjach opracowanych chesm?l
dla genéw: Ggpps, Psy, Pds, Zds i Ze pochodzacych z banku genéw. W wyniku tyc
analiz zidentyfikowano QTL dla: syntazy GGPP (chromosom 4), syntazy fitoent
(chromosom 4), desaturazy fitoenu (chromosom 3), desaturazy (-karotenu (chromo”
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som 1), cyklaz likopenu (chromosom 91 10), hydroksylazy B-karotenu (chromosom 3
16), epoksydazy zeaksantyny (chromosom 2) oraz syntazy kapsaicyny (chromosom 6).

Huh 1 in. [28] mapowali QTL warunkujace zawarto$¢ barwnikéw karotenoido-
wych w dojrzatych owocach papryki (Capsicum spp.). Analizy QTL wykonano na po-
koleniu F», liczacym 103 osobniki, otrzymanym z krzyzowania Capsicum annuum cv
TF68 (owoce czerwone) z Capsicum chinense cv Habanero (owoce pomaraficzowe).
Otrzymane wyniki wskazuja, ze lokus Psy (kodujacy syntaze fitoenu) moze by¢ odpo-
wiedzialny za zawarto$¢ karotenoidéw w owocach oraz za réznice w barwie miedzy
owocami TF68 i Habanero. Lokus ten nie jest warunkowany przez QTL.

Santos i Simon [54] poszukiwali QTL zwiazanych z zawartoscig likopenu oraz
karotenoidéw stanowiacych prowitaming A w korzeniach marchwi. W do$wiadcze-
niach uzyto roslin pokolenia F, nalezacych do dwoch populacji [B493 (uprawna, po-
maranczowa) x QAL (dzika, biata) oraz Brasilia (uprawna, pomaraniczowa) x HCM
(uprawna, ciemno-pomaraniczowa)] liczacych odpowiednio 160 oraz 180 osobnikow.
Do stworzenia grup sprzezen dla obu populacji wykorzystano odpowiednio 2501287
markeréw molekularnych. Dla pierwszej populacji uzyskano jeden marker skorelo-
Wany z cecha zawarto$ci zwiazkow karotenoidowych. W przypadku drugiej populacji
Otrzymano cztery, osiem, trzy, jeden i pie¢ potencjalnych QTL zwiazanych z akumu-
lacja odpowiednio: C-karoenu, a-karotenu, B-karotenu, likopenu i fitoenu. QTL wa-
r‘.lllkujatce zawartos¢ karotenoidow znajdowaly sie¢ w dwoch grupach sprzgzen: trze-
¢iej (G-karoten, o-karoten, B-karoten, likopen) i dziewiatej (fitoen). Autorzy uwazaja,
eetakie rozmieszczenie QTL sugeruje, ze w trakcie ewolucji geny nalezace do jedn;-
80 szlaku metabolicznego utrzymywane sa w jednej grupie i nie jest fatwo rozdzielic
J W wyniku rekombinacji.

Regulacja biosyntezy zwigzkéw karotenoidowych

, Sposéb regulacji przemian zwiazkéw karotenoidowych w owocach i kwiatach
‘02ni sig od systemu funkcjonujacego w tkankach zielonych. Obszerne badania prze-
Prowadzone na licznych mutantach pomidora o zréznicowanej barwie owocow spra-
Wity, ze Przemiany karotenoidéw zachodzace w owocach tej rosliny stanowia system
Modelowy dla innych tkanek zawierajacych chromoplasty [26].

W zielonych owocach i lisciach pomidora sktad zwiazkow karotepoidowych jest
ﬁdebny, Zmiana barwy z zielonej na pomaranczowa spowodowana jest akumulacjq
id()openu W wyniku zwigkszenia syntezy enzymow szlaku me_atabohzmu karot’eno-
ke W"Udo'kl_lmentowano wysoki poziom ekspresji genéw kodujacych enzymy srqd-
[3§Nej cZesc1 szlaku przemian izoprenoidéw we wezesnych etapach rozwoju owocow
pro]. Poziom mRNA genow, kodujacych enzymy (PSY, PDS) kata!lzu_] qce przemiany
l()n“’aqu'ce do powstania likopenu, wzrasta lO—20—krotrpe w stadium OWOCOW Zapa-
y )E,Ch (rézowa barwa owocu) [47]. W tym samym czasie nRNA obu cyl’da_z hk'ope—
0 Y¢-b (CrtL-b) i Lyc-e (CrtL-e), zanika [46, 49]. Hipoteze, wediug ktorej gtowna

%czyng akumulacji likopenu jest zréznicowana ekspresja genow, potwierdzajg wy-
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niki otrzymane dla mutantéw Delta [49] i Beta [50]. Akumulacja 8-karotenu w owo-
cach mutanta Delta byta wynikiem podwyzszonego poziomu transkrypcji genu Crt-

L-e (Lyc-e) natomiast synteza 3-karotenu w owocach mutanta Beta byla efektem tran-
skrypcji genu drugiej cyklazy likopenu, Cyc-b (B). Podobny mechanizm regulacji
ekspresji genow stwierdzono u: papryki [34] imelona [1]. Bouvier i in. [14] stwierdzi-
li wzmozona ekspresj¢ genoéw szlaku metabolicznego karotenoidéw, w owocach pa-
pryki, w nastgpstwie stresu oksydacyjnego, ktory utatwiat synteze karotenoidéw pod-
czas réznicowania si¢ chromoplastow.

Wydaje sig, ze regulacja biosyntezy karoteniodéw na poziomie transkrypcji jest
rowniez gldwnym mechanizmem regulujacym zawartos¢ tych zwiazkow w kwiatach
pomidora [46, 49, 50] i narcyza (Narcissus pseudonarcissus) [56].

Stosunkowo niewiele wiadomo jest na temat regulacji przemian zwiazkow karote-
noidowych w lisciach. W przypadku etiolowanych roélin obserwuje sie ekspresjg ge-
now szlaku metabolizmu karotenoidéw, jednakze biosynteza karotenoidéw warunko-
wana jest dziataniem $wiatla [26]. Albrecht i Sandmann [4] obserwowali stymulujacy
wplyw Swiatla na wzrost aktywnosci PSY (syntaza fitoenu) w etioplastach kukurydzy.
W rozwijajacych sig siewkach gorczycy (Sinapis alba L.) stwierdzono wzrost poziomu
mRNA genu Psy pod wptywem $wiatla, podczas gdy poziom mRNA genéw Pds 1 Ggps
pozostat niezmieniony [37]. U wielu gatunkéw roslin, pod wptywem dziatania inten-
sywnego $wiatla, wzrasta catkowita zawarto$¢ ksantofili, zmienia sie takze proporc)a
migdzy zawartoscig luteiny i ksantofili takich jak: zeaksantyna, anteraksantyna i wio-
laksantyna [26]. Pigciokrotny wzrost proporcji migdzy poziomem mRNA genéw Lyc-b
i Lyc-e obserwowano w lisciach Arabidopsis i pomidora w efekcie zmiany warunkow
oswietlenia z niskiej intensywnosci $wiatta na wysoka [26].

Inzynieria genetyczna

Szybki rozwéj technik inzynierii genetycznej, umozliwiajacy przenoszenie 8¢
noéw ledzy roznymi gatunkami a nawet krélestwami (rosliny, grzyby, bakterie), -
zwolil nie tylko na modyfikacje zawartosci karotenoidéw juz istniejacych w roslinie
[59, 48, 51], ale takze na indukcje produkc;ji nowych nie wystepujacych wezesniel
w roslinie zwiazkow [71]. Interesujaca wydaje sie tez mozliwo$é modyfikacji gene-
tycznej prostych organizmow takich jak bakterie [53] oraz drozdze [10] w celu wyko-
rzystania ich jako zZrédta naturalnych karotenoidéw. ,

W literaturze znalez¢ mozna wiele informacji na temat zmian zawartoscl
zwiazkow karotenoidowych bedacych efektem modyfikacji genetycznych roslin po-
midora. Konstytutywna ekspresja genu bakteryjnej desaturazy fitoenu (ctrl), WP
wadzonego pod kontrola promotora 35S wirusa mozaiki kalafiora, spOWOClowam

trzykrotny wzrost zawartosci B-karotenu w owocach, ale zmniejszyta o potowg 22
warto$¢ wszystkich karotenoidow [48]. W wyniku ekspresji natywnego genu Ley- b,
w owocach pomidora, uzyskano 3,8 krotny wzrost zawartosci B-karotenu pOdczas
gdy catkowita zawarto$é¢ zwiazkow karotenoidowych pozostala niezmieniona bad?
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tez ulegla nieznacznemu podwyzszeniu [51]. Znaczacy wzrost zawarto$ci: B-karot-
enu, B-kryptoksantyny oraz zeaksantyny w owocach pomidora zaobserwowano
w efekcie nadekspres;ji gendéw kodujacych B-cylkazg likopenu (b-Lcy) oraz hydroksy-
laze B-karotenu (b-Chy) [51]. Jest to pierwszy przyktad udanego wprowadzenia ge-
néw warunkujacych zawartos¢ ksantofili w owocach pomidora.

Syntaza fitoenu to enzym katalizujacy pierwszy etap syntezy zwiazkow karoteno-
idowych, dlatego tez stanowi priorytetowy cel manipulacji genetycznych. Konstytu-
tywna ekspresja cDNA kodujacego Psy, w transgenicznych roslinach pomidora, spo-
wodowata zmniejszenie wzrostu roslin, skarlenie byto wynikiem przekierowania
GGPP (difosforanu digeranylu) z szlaku metabolizmu giberelin na $ciezke przemian
karotenoidow [24]. Produkcja likopenu, w rozwijajacych sig owocach roslin transge-
nicznych, rozpoczynata sie wczesniej jednakze koncowa zawartos¢ tego zwiazku
byla nizsza w poréwnaniu do roslin nie poddanych transformacji. Dwukrotny wzrost
zawarto$ci zwigzkow karotenoidowych ogétem w owocach pomidora, uzyskano
W wyniku ekspresji w owocach genu (crtB) bakteryjnej syntazy fitoenu [6]. Ten sam
gen crtB, pochodzacy z Erwinia, wykorzystano z powodzeniem do transformacji rze-
Paku (Brassica napus) [59]. Organospecyficzna ekspresja genu syntazy fitoenu spo-
wodowatla 50 krotny wzrost zawarto$ci zwiazkow karotenoidowych (gléwnie -
I.B-karotenu) w dojrzalych nasionach. Zawartos¢ zwiazkow karotenoidowych w na-
Stonach wynosita 1600 pg - g™ $wiezej masy.

Jednym z najbardziej spektakularnych osiagnigé inzynierii karotenoidow jest
uzyskanie transgenicznych roslin ryzu majacych zdolnos¢ akumulacji karotenoidow
W.bielmie nasion [17, 71]. W dojrzatym bielmie ryzu stwierdzono obecnosc 5GPP
I(dlfosforan digeranylu), nie odnotowano jednak wystgpowania zwiazkow karoteno-
dowych, Stosujac technike transformacji przy uzyciu Agrobacterium, do japonskiej
Odmiany uprawnej ryzu, przeniesiono geny: Psy i Lycb, pochodzace z narcyza oraz
baktef}’jny gen crtl. Obecnosé enzyméw szlaku metabolicznego karotznoidéw kodo-
Wanych przez wprowadzone geny umozliwita przeksztalcenie GGPP do B-karotenu.
J f’dYnie ekspresja wszystkich trzech genéw warunkowata powstawanie znacznej ilos-
! B-karotenu w bielmie. Maksymalna zawartoéci karotenoidow w bielmie transfor-
Mantéw wynosita 1,6 pg - g~
" Warto réwniez wspomnie¢ o wynikach badan nad transﬁorma.cjact}’tofliu przy uzy-

genu CtrO, pochodzacego z glonu Haemaococcus pluvialis, kodujacego jeden
¢ nzymew warunkujacych powstawanie pochodnych ketonowych karotenoidow
Eli'(l]hl\(v efekcie ekspresji genu CrrO stwierdzono akumulacje dﬂ}' C? ilOS’Ci_FOChOd'

Stonowych, w tym astaksantyny, w chromoplastach nektarnikow. Zmiany bar-
WY tych tkanek spowodowaty zmiane barwy kwiatéw tytoniu z z6ltej na czerwona.
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Genes of carotenoid metabolic pathway
and their usefulness in genetic engineering
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Summary

Carotenoids play an essential role especially in human nutrition. Single or a few
carotenoid genes have been identified for different organisms including plants. There
are some informations in the literature about regulation of carotenoid biosynthesis.
While analyzing the complexity of carotenoid metabolic pathway, it is clearly visible
that our knowledge about genetic background of carotenoid changes is still fragmen-
tary. This publication presents the review of techniques used for identification of ¢a-
rotenoid biosynthesis genes and examples of genes identified by those techniques:
We also described the regulation mechanisms of carotenoid biosynthesis in plants and
the practical use of carotenoid genes in genetic engineering.



