Perspektywy wykorzystania inzynierii genetycznej
do zwiekszenia wydajnosci fotosyntezy

STRESZCZENIE

drugiej polowie XX wieku mial miejsce znaczacy wzrost produkcji rolnej, jednak

uwaza sie, iz uzyskiwany obecnie plon jest maksymalnym, jaki mozna zebraé z od-
mian otrzymywanych tradycyjnymi metodami. Poniewaz spodziewany jest dalszy wzrost
zapotrzebowania na produkty pochodzenia roslinnego, konieczne jest poszukiwanie innych
rozwiazah pozwalajacych na podniesienie produktywnosci rodlin. Postuluje sie¢ wykorzy-
stanie w tym celu metod inzynierii genetycznej. W niniejszym artykule oméwione zostaly
kierunki badani nad zwigkszeniem wydajnosci obu faz fotosyntezy, w szczegdlnosci kon-
cepcje dotyczace badan nad usprawnieniem Rubisco, wprowadzeniem do roslin uprawnych
mechanizméw zageszczania CO,, ograniczeniem strat wynikajacych z fotooddychania oraz
usprawnieniem etapu regeneracji fazy ciemnej.

WPROWADZENIE

W drugiej potowie XX wieku mial miejsce znaczacy wzrost produktywnosci
roélin uprawnych. Wynikat on z wprowadzenia nowych wysokoplennych od-
mian, stosowania nawozéw sztucznych oraz srodkéw ochrony roslin [1]. Sza-
cuje sie, ze w 1951 roku Sredni plon zb6z wynosit 1,2 tony/ha, podczas gdy w
1993roku otrzymywano niemal dwa razy tyle, 2,3 tony/ha [2]. W poréwnaniu
z wiekiem ubieglym, w XXI stuleciu wzrost produktywnosci najwazniejszych
gatunkéw roslin uprawnych byt jednak niewielki. Uwaza sig, iz uzyskiwany
obecnie plon jest maksymalnym, jaki mozna uzyskac z odmian otrzymywanych
tradycyjnymi metodami [1,3]. Poza wykorzystaniem roslin w celach konsump-
cyjnych, zwigksza sie popyt na inne produkty pochodzenia roslinnego np. bio-
paliwa. Konieczne jest zatem poszukiwanie innych rozwiazan pozwalajacych
na podniesienie produktywnosci roélin. Postuluje si¢ wykorzystanie w tym celu
metod inzynierii genetycznej [3]. Produktywnos¢ roslin zalezy od wielu czyn-
nikéw, dlatego badania prowadzone sa w wielu kierunkach. Podejmowane sa
préby wplywania na szybkosé¢ wzrostu i fazy rozwojowe roslin, czy zwiekszania
ich odpornosci na stresy biotyczne i abiotyczne. Wiele badan dotyczy mozli-
wosci zwiekszenia wydajnosci fotosyntezy, czyli procesu odpowiedzialnego za
asymilacje CO, i produkcje biomasy.

Fotosynteza jest procesem bardzo zlozonym. Mozemy w niej jednak wyréz-
ni¢ dwa podstawowe etapy: tak zwang faze jasna fotosyntezy oraz faze ciemna.
Reakcje fazy jasnej zachodza w blonach tylakoidéw i prowadza do uzyskania
sity redukcyjnej, czyli NADPH oraz ATP, ktére nastepnie sa wykorzystywane
do asymilacji CO,, zachodzacej w fazie ciemnej. W ciagu ostatnich dwéch dzie-
siecioleci proponowano i sprawdzano skutecznos$¢ rozwigzan majacych na celu
zwigkszenie wydajnoéci rozmaitych etapéw zachodzacych podczas obydwu
tych etapow.

STRATEGIE USPRAWNIANIA FAZY JASNEJ FOTOSYNTEZY

Faza jasna fotosyntezy jest przykiadem procesu, ktéry przez miliardy lat ewo-
lucji zostat wysoce zoptymalizowany, reakcje zachodzace w blonach tylakoidow
sa szybkie i bardzo wydajne. Specyficzne barwniki fotosyntetyczne czy biatka
antenowe pojawialy sie u okreslonych grup systematycznych i byty udoskona-
lane w ich obrebie [4]. Rosliny wyzsze ,,odziedziczyly” aparat fotosyntetyczny
po zielenicach, podczas gdy odlegle spokrewnione organizmy fotosyntetyczne
dysponuja odmiennymi sposobami na wydajna absorpcje $wiatta, czy ochrone
przed jego nadmiarem. Inzynieria genetyczna umozliwia zaimplementowanie
pozadanych genéw organizmom niespokrewnionym z ,dawcg”, tym samym
pozwala omina¢ ograniczenia wynikajace z przesztosci ewolucyjnej [3].

Czeé¢ badan nad usprawnieniem fazy jasnej fotosyntezy dotyczy zwieksze-
nia wydajnoéci absorpcji $wiatta. Kluczowym elementem aparatu fotosynte-
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tycznego, determinujacym jego zdolno$¢ do pochlaniania
energii promieniowania elektromagnetycznego sa barwniki
fotosyntetyczne. W toku ewolucji organizmy fotosyntetycz-
ne specjalizowaty sie w wykorzystywaniu Swiatla o takim
skladzie spektralnym, jaki byt dostepny w niszy ekologicz-
nej, w ktérej wystepowaty. Doprowadzito to do sytuacji, w
ktorej zakres widma promieniowania elektromagnetyczne-
go wykorzystywanego przez rosliny wyzsze do fotosynte-
zy jest stosunkowo waski. Poniewaz roéliny uprawne nie
musza konkurowa¢ o dostep do $wiatta, cecha pozadana z
punktu widzenia czlowieka bytaby mozliwoé¢ korzystania
z jak najszerszego zakresu widma $wiatla [4].

U organizmoéw przeprowadzajacych fotosynteze oksyge-
niczna, czyli sinic i eukariontéw fotosyntetycznych, wyste-
puja dwa fotosystemy absorbujace $wiatlo o zblizonej diu-
gosci fali, co oznacza, ze konkuruja one ze sobg o fotony [3].
Jedna z bardziej ambitnych koncepcji inzynierii fotosyntezy
jest wprowadzenie do roélin genéw kodujacych enzymy
szlaku biosyntezy bakteriochlorofilu (Bchl) wraz z genami
kodujacymi centrum reakcji bakterii purpurowych. Pozwo-
litoby to na otrzymanie organizmu, ktéry miatby fotosystem
zawierajacy chlorofil (Chl) i absorbujacy swiatlo widzialne,
a takze fotosystem zawierajacy Bchl i wykorzystujacy dale-
ka czerwien oraz bliska podczerwien [3]. Takie rozwigzanie
jest jednak wyjatkowo trudne do osiggniecia, poniewaz wy-
maga zastapienia calego fotosystemu i jego systemu anten.
Co wiecej, szlaki biosyntezy Bchli Chl wspétdziela pierwsze
etapy, co oznacza, ze konkurowalyby ze soba o substraty.
Hitchcock i wspétaut. [4] wprowadzili do mutanta bakterii
purpurowej Rhodobacter spheroides, niezdolnego do syntezy
Bchl g, geny potrzebne do biosyntezy Chl a. Transgeniczna
bakteria istotnie produkowata Chl g, jednak poniewaz nie
wytwarzata Bchl a potrzebnego jej do fotosyntezy, nie byta
zdolna do autotroficznego wzrostu [4].

Poniewaz w warunkach naturalnych organizmy fotosyn-
tetyczne konkuruja ze soba, korzystna strategia jest maksy-
malizacja absorpcji $wiatla i zacienianie sasiadéw. W wy-
niku tego w stoneczny dzien, gérne liscie roslin wyzszych
absorbuja wiecej $wiatla, niz s w stanie wykorzysta¢ do
fotosyntezy. Nadmiar pochtonietej energii musi by¢ roz-
praszany w celu unikniecia szkodliwych reakcji ubocznych.
W tym samym czasie do lisci dolnych dociera §wiatto o na-
teZzeniu niewystarczajacym do wysycenia zachodzacej tam
fotosyntezy. Stad pomysl, by zmodyfikowaé zawartosé
barwnikéw w lisciach tak, aby gérne zawieraly ich mniej niz
dolne [3]. Brano tez pod uwage modyfikacje powierzchni i
orientacji lisci [5]. Na okre$lenie optymalizacji wykorzysta-
nia $wiatla w obrebie rodliny uzywa sie¢ w anglojezycznej
literaturze terminu ,,smart canopy concept” [3].

Sytuacja zblizona do wyzej opisanej dla roslin ladowych,
zachodzi takze w przypadku hodowli glonéw. Glony znaj-
dujace si¢ w powierzchniowej warstwie wody pochlaniaja
Swiatlo w nadmiarze, natomiast w glebszych warstwach
wystepuje jego niedobor. Przeprowadzono szereg ekspe-
rymentéw na sinicach i glonach jednokomérkowych ze
zmniejszona zawartoécia komplekséw antenowych lub
zmniejszonymi rozmiarami anten [6-8]. U mutanta Syne-
chocystis PCC 6803 nie syntetyzujacego fikocyjaniny, zaob-
serwowano wyzsza produkcje biomasy w poréwnaniu z
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typem dzikim, gdy hodowano sinice w silnym $wietle [7].
Analogiczne wyniki uzyskano dla jednokomoérkowej zie-
lenicy Chlamydomonas reinhardtii, u ktorej czeSciowo wyci-
szono ekspresje genéw z rodziny LHC [8] lub hamowano
synteze LHC na etapie translacji [6].

Postulowano takze, ze dla zwiekszenia produktywnosci
roslin korzystne bytoby skrocenie czasu relaksacji procesé6w
fotoprotekcyjnych odpowiedzialnych za rozpraszanie nad-
miaru zaabsorbowanej energii [2].

STRATEGIE USPRAWNIANIA FAZY
CIEMNE] FOTOSYNTEZY

Jednym z najwazniejszych czynnikéw determinujacych
produktywnos¢ roslin jest wydajnoé¢ asymilacji CO,. Z
uwagi na pochodzenie plastydéw od sinic, wszystkie fo-
tosyntetyczne eukarionty wigza CO, w cyklu Calvina [9].
Kluczowy enzym tego cyklu, karboksylaza/oksygenaza
rybulozo-1,5-bisfosforanu (Rubisco) jest jednak daleka od
doskonatosci.

Rubisco nie dyskryminuje CO, i O,, co oznacza, ze oprécz
pozadanej reakcji karboksylacji rybulozo-1,5-bisfosforanu
(RuBP), katalizuje takze ubocznag reakcje utleniania tego
substratu, co prowadzi do uwalniania wegla, zamiast do
jego wiazania [10]. Cykl Calvina wyewoluowat w srodowi-
sku niskiej zawartosci tlenu w atmosferze lub w warunkach
beztlenowych. Nie bylo zatem presji selekcyjnej na wy-
ksztatcenie wigkszej selektywnosci enzymu wiazacego CO,
[11]. Potem jednak stezenie tlenu w atmosferze gwattownie
wzrosto. Obecnie, gdy wynosi ono 21%, podczas gdy ste-
zenie CO, to 0,04%, u roélin C,, do ktoérych nalezy zdecydo-
wana wiekszos$é gatunkéw roslin uprawnych, jedna na 3-4
czgsteczki RuBP jest utleniana przez Rubisco, zamiast ule-
gac karboksylacji [10]. W wyniku utleniania RuBP powstaje
jedna czasteczka aldehydu 3-fosfoglicerynowego oraz jedna
czasteczka 2-fosfoglikolanu. Fosfoglikolan jest inhibitorem
enzymow uczestniczacych w metabolizmie wegla i dlatego
nie moze gromadzi¢ sie w komoérkach. Procesem pozwa-
lajacym przeksztalci¢ fosfoglikolan w zwiazki, ktére moga
zosta¢ ponownie wlaczone do metabolizmu podstawowego
jest fotooddychanie. Jego przeprowadzanie wymaga dodat-
kowego nakladu energii, prowadzi tez do utraty organicz-
nego wegla i azotu. Przetworzeniu dwéch czasteczek fos-
foglikolanu towarzyszy powstanie jednej czgsteczki CO, i
jednej czasteczki NH, [12,13]. Szacuje si¢, ze w temperaturze
25°C okoto 25% asymilowanego wegla jest tracone podczas
fotooddychania, co oznacza, ze w skali globalnej rocznie do
atmosfery powraca okofo 29 gigaton organicznego wegla
[1,10].

Kolejnym ograniczeniem Rubisco jest niska liczba obro-
téw enzymu. Dla Rubisco z wiekszosci organizmoéw wynosi
ona 1-10 s™, podczas gdy dla pozostatych enzyméw metabo-
lizmu podstawowego parametr ten zazwyczaj miesci sie w
granicach 50-100 s™. Aby zapewni¢ odpowiednig wydajnosc¢
wigzania wegla, roéliny wytwarzaja duze ilosci Rubisco.
Enzym ten moze stanowi¢ nawet do 50% bialek rozpusz-
czalnych [14]. Obliczono, ze okolo 25% obecnego w lisciach
azotu jest przeznaczane na synteze Rubisco [15]. Innym
przystosowaniem stuzacym usprawnieniu wigzania wegla
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i ograniczeniu fotooddychania sa réZnorodne mechanizmy
zageszczania CO, (CCM, ang. Carbon Concentrating Mech-
anisms) [13].

Mozna wyrézni¢ trzy gtéwne kierunki badari zmierzaja-
cych do zwigkszenia wydajnosci fazy ciemnej fotosyntezy:
badania dotyczace usprawnienia Rubisco, inzynierie foto-
oddychania oraz préby wprowadzenia CCM do najwazniej-
szych gatunkéw roélin uprawnych.

MODYFIKACJE RUBISCO

Dla wielu szlakéw/ cykli metabolicznych podstawowym
sposobem na zwiekszenie ich wydajnosci u roslin jest na-
dekspresja genéw kodujacych enzym lub enzymy przepro-
wadzajace kluczowe etapy danego procesu. Strategia ta nie
sprawdzita sie jednak jako sposéb podniesienia efektyw-
nosci fazy ciemnej fotosyntezy, bowiem transgeniczny ryz
z nadekspresja Rubisco nie wykazywal zwiekszonej asy-
milacji CO, [16]. Podjeto takze préby uzyskania Rubisco o
ulepszonych parametrach katalitycznych tak, aby mniejsza
ilos¢ enzymu byla wymagana do wydajnego wigzania we-
gla. Oznaczaloby to nizsze naklady energii i metabolitow do
syntezy Rubisco [17].

Rubisco wystepujace w naturze réznia sie specyficz-
noscia i szybkoscia katalizowanej reakcji. Jednak dla tego
enzymu zachodzi ujemna korelacja pomiedzy k _, i specy-
ficznoscia enzymu [15,18]. W celu podniesienia wydajnosci
karboksylacji, rozwaza si¢ wprowadzenie malo selektyw-
nego Rubisco o relatywnie wysokiej k_, razem z CCM, za-
pewniajgcym korzystny stosunek CO,/O, w bezposrednim
otoczeniu enzymu (zob. nastepny podrozdziat). Badania
wykazaly takze, ze Rubisco pochodzace z krasnostéw ce-
chuja sie korzystnymi parametrami, sa one okoto dwukrot-
nie bardziej selektywne od enzymoéw z typowych roslin C,
przy zachowaniu podobnych wartoéci K  oraz maksymal-
nej szybkosci asymilacji CO,. Prébowano ekspresjonowac je
w roélinach, jednak nie dochodzito tam do poprawnego fal-
dowania i sktadania enzymu [15,19]. Pewne nadzieje wigze
sie z Rubisco pochodzacymi z okrzemek [20].

Poza badaniami nad naturalnymi formami Rubisco, po-
dejmuje sie réwniez préby otrzymania enzyméw o ulepszo-
nych wiasnosciach katalitycznych. Opracowano systemy
do sztucznej ukierunkowanej ewolucji Rubisco, pozwala-
jace na selekcje enzymu o korzystniejszych wlasciwosciach
katalitycznych po przeprowadzeniu losowej mutagenezy.
Systemy takie oparto na transgenicznej E. coli, bakterii pur-
purowej Rhodobacter capsulatus, sinicy Synechococcus PCC
6308 oraz zielenicy Chlamydomonas reinhardtii. Do tej pory
nie udalo si¢ jednak dzigki tej metodzie uzyskaé Rubisco
o parametrach katalitycznych korzystniejszych niz te, ja-
kie mozna spotka¢ u enzyméw wystepujacych w naturze
[17,21,22].

Prowadzono takze eksperymenty z wykorzystaniem mu-
tagenezy punktowej. Metoda ta okazala sie bardzo przydat-
na w badaniu wilasnoéci enzymu i jego mechanizmu katali-
tycznego. Dzieki niej odkryto, ktére reszty aminokwasowe
sq wazne dla zapewniania selektywnosci, a ktére wplywaja
na szybkos¢ reakcji [17]. Réwniez i w tym przypadku nie
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udato sie jednak uzyskac znaczgcej poprawy parametréw
enzymu [3].

Kolejny problem zwigzany z modyfikacjami Rubisco
wigze sie z trudnodciami, na jakie napotyka sie podczas
prob jego heterologicznej ekspresji w organizmach transge-
nicznych. Rubisco roslin wyzszych nalezy do tzw. typu I B
i jest heksadekamerem sktadajacym sie z 8 duzych podjed-
nostek, petnigcych funkcje katalityczna i 8 matych, uczest-
niczacych w regulacji [23]. Duze podjednostki sa kodowane
w genomie chloroplastowym, natomiast mate w jadrowym.
Genomy roslin wyzszych zwykle zawieraja kilka genéw
matych podjednostek Rubisco. Pozwala to na zréznicowang
ekspresje tych genéw w zaleznosci od warunkéw srodowi-
ska i etapu rozwoju rosliny [24]. Synteza matych i duzych
podjednostek musi by¢ $cidle skoordynowana. Aby powstal
aktywny enzym, konieczne sa odpowiednie modyfikacje
potranslacyjne. Male podjednostki sa transportowane do
chloroplastéw, gdzie musi dojs¢ do poprawnego faldowa-
nia i sktadania calego kompleksu z udzialem odpowiednich
biatek opiekuniczych [15]. Wykazano, ze nawet pojedyncze
substytucje reszt aminokwasowych moga mie¢ znaczny
wplyw na poprawne faldowanie Rubisco u danego gatun-
ku [19]. Aktywnosé Rubisco zalezy tez od jej oddziatywa-
nia z aktywaza Rubisco [17]. Przeprowadzono szereg eks-
perymentéw, majacych na celu otrzymanie roslin transge-
nicznych z wprowadzonymi genami kodujacymi Rubisco,
jednak w wielu przypadkach nawet jesli dochodzilo do
transkrypcji wprowadzonych transgenéw, nie wykrywa-
no produktu biatkowego, albo biatko bylo syntetyzowane,
ale nie ulegalo poprawnemu faldowaniu i sktadaniu, lub
tez aktywnos¢ uzyskanego kompleksu byla bardzo niska
[17,25]. Poniewaz zazwyczaj Rubisco skladajgce sie z ma-
tych i duzych podjednostek pochodzacych z réznych gatun-
kow wykazuja nizszg aktywno$é od enzymoéw zlozonych
z podjednostek pochodzacych z tego samego gatunku, na-
lezaloby transformowacé rosliny genami duzych i matych
podjednostek jednoczesnie. Oznacza to koniecznosé prze-
prowadzenia udanej transformacji zaréwno genomu jadro-
wego, jak i chloroplastowego [26].

Innym podejsciem jest modifikacja aktywazy Rubisco
[24]. Aktywazy Rubisco sa enzymami zaleznymi od ATP,
przeciwdziatajagcymi hamowaniu Rubisco przez fosforany
cukréw. Doswiadczenia w warunkach in vitro wykazaly, ze
roslinne aktywazy Rubisco sa niestabilne w temperaturze
powyzej 30°C. Zastgpienie natywnej aktywazy Rubisco for-
mami bardziej termostabilnymi pozwolito uzyskac transge-
niczny A. thaliana wykazujacy wiekszy przyrost biomasy i
plon z nasion w poréwnaniu z typem dzikim, gdy rosliny
hodowano w podwyzszonej temperaturze [27].

WPROWADZANIE MECHANIZMOW
ZAGESZCZANIA DWUTLENKU WEGLA

MECHANIZMY ZAGESZCZANIA CO, POCHODZACE
Z SINIC I GLONOW EUKARIOTYCZNYCH

Wiele organizméw fotosyntetycznych, zwlaszcza gatun-
kow wystepujacych w $rodowisku wodnym, wyksztalcito
CCM dziatajagce w obrebie pojedynczych komérek. W ich
sktad wchodza btonowe transportery HCO,, anhydrazy
przeksztalcajgce odwracalnie CO, w HCO;, a takze wyspe-
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cjalizowane struktury subkomoérkowe, gdzie znajduje sie
Rubisco, a lokalne stezenie CO, jest znaczaco podwyzszone.
Struktury obecne u sinic (oraz niektérych proteobakterii)
nazywamy karboksysomami, natomiast u glonéw eukario-
tycznych wystepuja pirenoidy [28,29].

CCM u sinic cechuje duza wydajnos¢, moga one za-
geszcza¢ CO, w bezposrednim otoczeniu Rubisco nawet
tysiackrotnie. Do tej pory u sinic odkryto pie¢ systemow
pozwalajacych na pobieranie nieorganicznego wegla. Trzy
z nich oparte sg na transporterach HCO,’, dwa kolejne wy-
korzystuja blonowe kompleksy dehydrogenaz NAD(P)
H, przeksztalcajagce CO, do HCO,. Aniony wodorowe-
glanowe nie moga swobodnie dyfundowaé przez btony,
dlatego zostaja niejako ,uwiezione” wewnatrz komorki.
Poszczegodlne gatunki sinic zwykle dysponuja kilkoma sys-
temami pobierania nieorganicznego wegla, co pozwala im
dostosowywac sie do zmiennych warunkéw s$rodowiska,
transportery o wysokim powinowactwie do HCO, ulegaja
zwiekszonej syntezie w warunkach niedoboru CO, [29,30].
W cytoplazmie komorek sinic znajduja sie karboksysomy,
wieloscienne, uporzgdkowane makrostruktury zbudowane
z Rubisco, anhydrazy weglanowej oraz biatek ostonki (ang.
shell proteins). W zaleznosci od typu Rubisco obecnego w
karboksysomach (typ I A i1 B) wyrdznia sie odpowiednio
karboksysomy typu a i f [31]. Anhydraza weglanowa prze-
ksztatlca HCO, do CO,, natomiast zadaniem bialek ostonki
jest ograniczanie dyfuzji O, do wewnatrz a CO,na zewnatrz
karboksysomoéw [28].

Eukariotyczne CCM odkryto u wielu glonéw, miedzy
innymi zielenic, krasnorostéw, bruzdnic i okrzemek. Wy-
stepuja one takze takze u glewikéw [11,29]. Mechanizmy
te sa bardzo zréznicowane i maja pochodzenie polifiletycz-
ne, jednak zasada ich dzialania jest zblizona do tej, na ja-
kiej oparte sa systemy sinicowe. Réznorodne transportery
HCO, odpowiadaja za zageszczanie anionéw weglano-
wych w stromie chloroplatéw. Chloroplastowymi struk-
turami zawierajacymi Rubisco i anhydraze weglanowa sa
tzw. pirenoidy. Zazwyczaj sa one otoczone ziarnami skrobi
[29]. Dzieki obecnosci CCM, okrzemki moga przeprowa-
dza¢ wydajna fotosynteze z udzialem o wiele mniejszych
ilosci Rubisco w poréwnaniu z roélinami wyzszymi. Enzym
ten u okrzemek stanowi tylko 2-6% catkowitego biatka, a
wiec kilkanascie razy mniej niz u roslin ladowych [32].

Przeprowadzono eksperymenty, ktérych celem bylo
wprowadzenie CCM do roslin uprawnych [33]. Skupiono
si¢ na systemach sinicowych, poniewaz zostaly one lepiej
poznane [28]. U roslin wyzszych wystepuje Rubisco typu
I B, dlatego tez badania koncentruja si¢ nad inzynieria p—
-karboksysoméw [33]. Uzyskano transgeniczny tyton, w
ktérym natywne Rubisco zostalo zastapione enzymem z
sinicy Symechococcus elongatus [34,35]. Sinicowe Rubisco
posiadaja maksymalna szybkosé¢ karboksylacji wyzsza od
enzymow roélinnych, lecz nizsze powinowactwo do CO,,
sq tez mniej selektywne [15]. Z tego wzgledu tytor wytwa-
rzajacy enzym pochodzacy z sinicy, musiat by¢ hodowany
w podwyzszonym stezeniu CO, [34,35]. Prowadzono takze
badania nad uzyskaniem transgenicznego tytoniu produ-
kujacego karboksysomy. Przejsciowa ekspresja genéw ko-
dujacych biatka karboksysoméw z Synechococcus elongatus
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PCC 7942 z dolaczonym peptydem sygnalowym kieruja-
cym do chloroplastéw doprowadzita do powstawania w
tych organellach uporzgdkowanych struktur formowanych
przez produkty wprowadzonych transgenéw [36]. Sukces
osiggnieto réwniez w doswiadczeniach majacych na celu
wprowadzenie do ro$lin transporteré6w HCO, pochodza-
cych z sinic. Uzyskano linie transgeniczne, w ktérych do-
chodzilo do syntezy tych bialek, a nastepnie kierowania ich
do ostonek chloroplastéw [37-39]. Rozpoczeto takze bada-
nia nad wprowadzeniem do roslin CCM z zielenic. Do tej
pory udato sie uzyskac ekspresje wybranych komponentéw
CCM pochodzacych z Chlamydomonas reinhardtii w tytoniu
i A. thaliana [40].

ROSLINY C,

Niektore rosliny wyzsze wyksztalcily inny mechanizm
zageszczania CO,, nazywany szlakiem C,. Jest on dodatko-
wym szlakiem wigzania CO,, poprzedzajacym, ale nie za-
stepujacym cykl Calvina. CO, wigzany przez karboksylaze
fosfoenolopirogronianu (PEP) jest ponownie uwalniany w
sasiedztwie Rubisco, ktéra przeprowadza wlasciwa asy-
milacje wegla. U wiekszosci gatunkow tego typu, adapta-
cji metabolicznej towarzyszq przystosowania anatomiczne
okredlane mianem anatomii Kranza. Polegaja one na zréz-
nicowaniu tkanki fotosyntetycznej liscia na mezofil oraz ko-
morki pochwy okotowiazkowej [41]. Migkisz mezofilu za-
wiera duzo przestworéw miedzykomoérkowych, co utatwia
dyfuzje CO,. W jego komoérkach anhydraza weglanowa
przeksztatca CO, w HCO,, stanowiacy substrat dla karbok-
sylazy PEP. W wyniku karboksylacji powstaje czteroweglo-
wy jablczan (stad nazwa cyklu). W zaleznosci od podtypu
cyklu C, jablczan moze byc¢ eksportowany do komorek
pochwy okolowigzkowej lub tez najpierw nastepuje trans-
aminacja i transportowanym metabolitem jest asparaginian,
ktéry w miejscu docelowym ponownie przeksztalcany do
jablczanu. W cytozolu komérek pochwy okolowigzkowej
dochodzi do dekarboksylacji jablczanu, uwalniany CO, po
dyfuzji do chloroplastéw jest wiazany przez Rubisco, a pi-
rogronian powraca do komérek mezofilu. W pochwie oko-
towigzkowej nie ma duzych przestworé6w miedzykomor-
kowych, ponadto skiad chemiczny $ciany komoérkowej jest
zmodyfikowany tak, by ogranicza¢ dyfuzje CO, z powro-
tem do mezofilu [41]. Oszacowano, ze w chloroplastach ro-
§lin C, stezenie CO, wynosi ponizej 10 uM, podczas gdy ste-
zenie tego gazu w chloroplastach pochwy okotowigzkowej
roélin C, osigga 160 uM i wiecej [20]. Dzieki temu, podobnie
jak to ma miejsce u sinic i zielenic dysponujgcych CCM, ro-
sliny C, moga korzysta¢ z Rubisco o nizszej selektywnosci,
a za to wyzszej szybkosci maksymalnej od enzymoéw roslin
C, [15]. Dlatego tez, rosliny C, moga wydajnie asymilowac
CO,, wytwarzajac mniejsze iloéci Rubisco, enzym ten stano-
wi u nich 10-25% rozpuszczalnych biatek liscia, czyli jest go
kilkakrotnie mniej niz u roélin C, [24].

Cykl C, wymaga dodatkowego nakladu energii, ale za
to umozliwia wydajniejsze wigzanie CO, oraz ograniczenie
utraty wody. Dzieki temu zwieksza dostosowanie roélin C,,
zwlaszcza w warunkach sprzyjajacych fotooddychaniu, ta-
kich jak silne $wiatlo, wysoka temperatura oraz ograniczo-
na dostepnoé¢ wody. Szlak C, wyewoluowat niezaleznie u
co najmniej 62 grup systematycznych [42].
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Do roslin C, naleza takie gatunki jak kukurydza i trzcina
cukrowa, jednakze wigkszo$¢ roslin uprawnych to rosliny
C,. Dlatego postulowano, aby za pomocg inzynierii gene-
tycznej wprowadzi¢ cykl C, do najwazniejszych gatunkéw
zboz C,. Jest to jednak bardzo trudne zadanie. Liczba po-
trzebnych enzymow i transporteréw jest stosunkowo nie-
wielka, jednak do tego aby cykl C, mégt zachodzi¢ prawi-
dlowo, konieczne jest zapewnienie wymaganej anatomii
lisci i odpowiedniego skladu biatkowego chloroplastow
[43]. Mimo tego, w ciggu ostatnich 20 lat podejmowano pro-
by wprowadzenia cyklu C, do roslin C, [13]. Wiele ekspe-
rymentéw dotyczylo ekspresji genéw kodujacych enzymy
tego cyklu w ryzu [44,45]. Obecnie prowadzi si¢ intensywne
badania, majace na celu identyfikacje genéw odpowiedzial-
nych za wyksztalcanie anatomii Kranza i funkcjonalne zréz-
nicowanie komoérek mezofilu oraz pochwy okotowigzkowej
[43,46,47]. Poniewaz do wyksztalcenia cyklu C, doszlo
niezaleznie wielokrotnie, a podstawowe enzymy cyklu sa
obecne w roélinach C,, gdzie petnia inne funkcje, przypusz-
cza sie, ze uzyskanie tego przystosowania metabolicznego
jest procesem mniej skomplikowanym, niz mozna by sadzi¢
na podstawie poréwnar anatomii i fizjologii roslin C, i C,
[43].

Znane sg takze gatunki roslin C,, u ktérych dochodzi do
funkcjonalnego réznicowania sie chloroplastéw w obrebie
jednej komorki [48]. Sa to jednak albo rosliny wodne, albo
sukulenty, co oznacza, ze ich fizjologia i anatomia rézni sie
znacznie od tej wystepujacej u najwazniejszych gatunkéw
roslin uprawnych [49].

INZYNIERIA FOTOODDYCHANIA

Fotooddychanie prowadzi do strat organicznego wegla i
azotu. Z tego wzgledu sadzono, ze ograniczenie tego proce-
su powinno wplynaé korzystnie na produktywnos¢ roslin.
W praktyce jednak okazuje sieg, iz fotooddychanie jest $cisle
zintegrowane z najwazniejszymi szlakami metabolicznymi
roslin. Zaobserwowano bezposrednia zaleznos¢ pomiedzy
intensywnoscia fotooddychania a odpornoscia na rozma-
ite stresy abiotyczne. Uwaza sie tez, ze moze ono by¢ ro-
dzajem , zaworu bezpieczenistwa” pozwalajacego zuzywac
NADPH w sytuacji, gdy powstaje on w nadmiarze. Nad-
tlenek wodoru, ktéry jest wytwarzany w czasie fotooddy-
chania moze pelni¢ funkcje ochronng podczas ataku pato-
genu. Postulowano réwniez, ze fotooddychanie moze takze
uczestniczy¢ w syntezie seryny [1].

Mutanty enzyméw uczestniczacych w fotooddychaniu
wykazuja upos$ledzony wzrost w normalnej atmosferze
[50]. Wyciszanie genéw kodujacych te enzymy réwniez
prowadzilo do obnizenia produktywnosci roélin transge-
nicznych [1].

Zastosowano zatem inng strategie - selekcjonowano ro-
sliny, ktore tolerowaly podwyzszone stezenie tlenu. Wiek-
sz05¢ takich roslin cechowata sie podwyzszonym poziomem
katalazy. Nie znaleziono natomiast zadnej, u ktérej toleran-
¢ja na wysokie stezenia tlenu wynikataby z ograniczonego
fotooddychania [51]. Obserwowano pozytywna korelacje
pomiedzy produktywnoscig a natezeniem fotooddychania,
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wynikajgca z tego, Ze roéliny o wysokiej produktywnosci
cechuje wyzsza intensywnosc fotosyntezy [52]. Co ciekawe,
nadekspresja genéw kodujacych wybrane enzymy uczest-
niczace w fototoddychaniu u Arabidopsis thaliana i ryzu pro-
wadzifa do zwigkszenia wydajnosci fotosyntezy i szybkosci
wzrostu [1]. Postulowano, ze intermediaty fotooddychania
uczestnicza w regulacji fotosyntezy [53].

Skoro obnizenie intensywnosci fotooddychania nie pro-
wadzito do podwyzszenia produktywnosci roélin, zapropo-
nowano inne rozwigzania. Polegaly one na wprowadzeniu
alternatywnych, mniej wymagajacych energetycznie szla-
koéw metabolizmu fosfoglikolanu.

Grupa Maiera [54], wprowadzila do chloroplastow A.
thaliana szlak katabolizmu 2-fosfoglikolanu, prowadzacy do
przeksztalcenia go do dwéch czasteczek CO,. Wprawdzie
w jego wyniku obydwa atomy wegla wchodzace w skiad
fosfoglikolanu zostajg caltkowicie utlenione (a nie jeden, jak
to ma miejsce w natywnym cyklu), ale nie dochodzi do zu-
zywania ATP oraz strat NH,. Ponadto, w transgenicznych
roélinach uzyskanych przez Maiera i wsp. CO, pochodzacy
z rozkladu fosfoglikolanu jest uwalniany w chloroplastach,
dzieki czemu moze by¢ ponownie asymilowany. Kebeish i
wspoltpracownicy [55] wprowadzili do A. thaliana szlak ka-
tabolizmu 2-fosfoglikolanu wystepujacy u E. coli. Glikolan
jest w nim przeksztalcany do glicerynianu, co pozwala omi-
nac reakcje zachodzace w mitochondriach i peroksysomach.
Dzieki temu, zuzywane jest mniej ATP i sily redukcyjnej.
Transgeniczne roéliny, uzyskane przez obie wyzej wymie-
nione grupy, wykazywatly zwiekszona produkcje biomasy,
jednak tylko w warunkach dnia krétkiego i przy optymal-
nym zaopatrzeniu w wode i azot [54,55]. Przeprowadzono
takze eksperyment, majacy na celu ekspresje genéw kodu-
jacych karboligaze glioksalanu i izomeraze hydroksypiro-
gronianu z E. coli w tytoniu. Mialo to umozliwi¢ pominiecie
mitochondrialnego etapu fotooddychania, gdzie dochodzi
do utraty CO, i NH,. Niestety, uzyskane roéliny transge-
niczne nie produkowaly izomerazy hydroksypirogronianu
[56]. Rozwigzanie zaproponowane przez grupe Kebeisha
zostalo wykorzystane przez innych badaczy. Otrzymano
transgeniczny Inicznik siewny (roslina oleista), ktéry cecho-
wat sie podwyzszona produkcja nasion [57]. Transgeniczny
ziemniak z ekspresja jednego z enzymoéw wykorzystanych
przez Kebeisha i wspétautoréw, dehydrogenazy glikolanu,
pozwalal na uzyskanie podwyzszonego plonu z bulw [58].

Znane sg jeszcze dwa inne szlaki metabolizowania fos-
foglikolanu [1]. Proby wprowadzenia enzymoéw jednego z
tych szlakéw, wystepujacego naturalnie u sinic, nie dopro-
wadzity jednak do uzyskania roslin A. thaliana o podwyz-
szonej produktywnosci [10].

Badano takze A. thaliana i tytoni z nadekspresja genu ko-
dujacego syntetaze glutaminy. Spodziewano sie, ze pozwoli
to na wydajniejsze wigzanie NH, uwalnianego podczas fo-
tooddychania. Uzyskane roéliny transgeniczne rosty szyb-
ciej od kontrolnych w warunkach sprzyjajacych fotoody-
chaniu [1].

U zielonych bakterii nitkowatych, glioksalan jest pier-
wotnym produktem asymilacji HCO,, odbywajacej sie za
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pomoca tzw. dicyklu 3-hydroksypropionowego [9]. Shih i
wspotaut. [2014] wprowadzili do sinicy Synechococcus elon-
gatus geny kodujace enzymy cyklu 3-hydroksypropiono-
wego, pozwalajace przeksztatcaé glikolan do pirogronianu.
Wykazano, ze wprowadzony fragment szlaku byl aktywny
w transgenicznych sinicach, jednak nie rosty one szybciej w
poréwnaniu z kontrolg [59].

POZOSTALE KONCEPCJE

Zaproponowano takze inne sposoby podniesienia wy-
dajnosci fotosyntezy wykorzystujac zdobycze inzynierii
genetycznej. Eksperymenty z wykorzystaniem roélin z ob-
nizona ekspresja genéw kodujacych enzymy cyklu Calvina
wykazaly, Ze na szybkos¢ przeplywu metabolitoéw przez ten
cykl wplywaja réwniez enzymy uczestniczace w fazie re-
generacji. Sposréd tych enzymoéw najistotniejsza role petni
fosfataza sedoheptulozo-1,7-bisfosforanu. Nawet niewiel-
kie zmniejszenie ilosci tego biatka powadzilo do obniZenia
wydajnosci fotosyntezy i spowolnienia wzrostu [60]. Trans-
geniczny tytoni z nadekspresja genu kodujacego fosfataze
sedoheptulozo-1,7-bisfosforanu pochodzacego z A. thaliana
lub z sinic asymilowat CO, wydajniej niz typ dziki [61,62].

Postulowano takze calkowite zastgpienie cyklu Calvina
innym szlakiem pozwalajagcym na asymilacje wegla. Obec-
nie znanych jest szeé¢ szlakow wigzania CO,, z czego trzy s
wrazliwe na tlen [9]. Sposréd pozostatych najwieksze zain-
teresowanie wzbudza wspomniany wyzej dicykl 3-hydrok-
sypropionianowy. Uzyskano transgeniczng E. coli z ekspre-
sja genéw kodujacych wybrane enzymy tego cyklu [63].

PROBLEMY I PERSPEKTYWY

Proby zwiekszenia wydajnosci fotosyntezy z wykorzy-
staniem inzynierii genetycznej napotykaja liczne przeszko-
dy. Fotosynteza, jako jeden z najwazniejszych proceséw
metabolicznych, jest Scisle powigzana z innymi podstawo-
wymi szlakami. Zmiana pojedynczego etapu/elementu
prowadzi do zaburzenia interakcji z reszta metabolizmu.
Z tego wzgledu konieczne sa dalsze badania podstawowe,
pozwalajace lepiej zrozumie¢ powigzania pomiedzy po-
szczegb6lnymi szlakami metabolicznymi, zaréwno na pozio-
mie wymiany intermediatéw, jak i wzajemnej regulacji ak-
tywnosci enzymoéw przez produkty réznych szlakéw oraz
udziatl tych ostatnich w regulacji ekspresji genéw [3].

Ograniczenia wynikaja takze z dostepnych metod. In-
zynieria fotosyntezy na wieksza skale wymaga skutecznej
transformacji genomu chloroplastowego i jadrowego jed-
noczeénie. Konieczne jest réwniez wprowadzanie duzych
fragmentéw DNA, kodujacych cale zestawy bialek. Dla wie-
lu gatunkéw roslin trudno jest uzyska¢ stabilng transfor-
macje, czy wydajna ekspresje wprowadzonego transgenu.
Réwniez i w tym przypadku konieczne sg intensywne ba-
dania podstawowe dotyczace promotoréw, terminatoréw
transkrypcji oraz sekwengji sygnatowych. Cho¢ nalezy za-
znaczy¢, ze metodologia zwigzana z inzynieria genetyczna
caly czas sie rozwija i np. dla Nicotiana sylvestris opracowa-
no skuteczne techniki transformacji genomu plastydowego
ijadrowego [3].
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Ostatnie lata przyniosty tez bardzo obiecujace metody po-
zwalajgce na wprowadzanie precyzyjnych zmian sekwengji
DNA, przede wszystkim tzw. system CRISPR/Cas9, wyko-
rzystujacy zmodyfikowana bakteryjng nukleaze wspoélipra-
cujaca z biatkiem wigzacym RNA. Czasteczka RNA stuzy
za wzOr pozwalajacy na odnajdywanie, a nastepnie ciecie
komplementarnych fragmentéw DNA [64]. Kolejnym waz-
nym osiagnieciem jest konstrukcja sztucznych minichromo-
somow, za pomoca ktérych mozna wprowadza¢ do roslin
wieksza liczbe genéw [65]. Mozna zatem mie¢ nadzieje, ze
w przysztosci modyfikacja fotosyntezy pozwalajaca na pod-
niesienie jej wydajnoéci u roélin uprawnych bedzie mozliwa
w znacznie wiekszym stopniu niz obecnie.
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ABSTRACT

The significant increase in crop productivity occurred in the second half o the 20" century. However, it is thought that nowadays yield of main
crop species reached its maximum. As we expect that the demand for plant products is going to increase during next century, it is necessary
to develop new methods for yield improvement, other than traditional breeding. The redesign of photosynthesis using genetic engineering
is one of the approaches postulated. The present article covers the main directions of research aimed to increase photosynthetic efficiency.
The research covered by this review are: improvement of light capture, improvement of Rubisco and the regeneration phase of Calvin cycle,
introducing carbon concentrating mechanisms to main crop species and reducing loss caused by photorespiration.
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