Syntese af glucosinolater i tobaksplanter

Et skridt pa vejen mod biotek-kartoffelplanter med oget sygdomsresistens

Af professor Barbara Ann Halkier, Institut for Plantebiologi og Bioteknologi, Det biovidenskabelige Fakultet, KU

Ved Det biovidenskabelige Fakultet, KU, er det lykkedes os at
fa tobaksplanter til at syntetisere glucosinolater — de bioaktive
naturstoffer, som kendes fra f.eks. sennep og kal. Malet er at
udvikle en glucosinolatproducerende kartoffel vha. biotekno-
logi. Dyrkning af sddanne kartoffelsorter forventes at reducere
det hgje pesticidforbrug i kartoffelmarkerne, og det vil veere et
vigtigt skridt pa vejen mod et baredygtigt landbrug.

Kartoffeldyrkning kraever hoijt pesticidforbrug
Med et udbytte pa over 300 mio. tons (2007) er kartofler
verdens 4. starste afgrade efter majs, ris og hvede, og kartoflen
udger en meget veaesentlig del af kosten for befolkningerne i
bade rige og fattige lande. Desverre kraever afgrgden et stort
forbrug af sprejtemidler, hvis man vil undga meget betydelige
udbyttetab.

I Danmark dyrkes der kartofler pa 6% af landbrugsarealet.
25% af det samlede forbrug af pesticider bruges i disse kartof-

Figur 1. Peruviansk mark med kartoffel- og mashuaplanter.

felmarker, der ofte sprgjtes 8 til 10 gange i lgbet af en vaekstsee-
son. Man kunne opna en betydelig stigning i verdens kartoffel-
produktion, hvis man udviklede bedre metoder til at bekaeempe
kartoffelplantens primzre patogener, sdsom kartoffelskimmel.
Kartoffeldyrkningen stammer fra Andesbjergene, hvor kar-
tofler har spillet en vigtig rolle som primeer naringskilde i flere
tusinde ar. De oprindelige indianere havde tradition for at dyrke
kartoflerne sammen med andre afgragder som en integreret del
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af et subsistens”-landbrug. Et eksempel pé s&dan et afgrade-
makkerpar er dyrkning af kartofler ssmmen med “mashua”
(Tropaeolum tuberosum) - en tallerkensmakkeragtig plante
med et steerkt naturligt forsvar (figur 1). Mashua beskytter mod
sygdomsangreb pa kartoffelplanterne, hvilket resulterer i stgrre
udbytter i de traditionelle dyrkningssystemer, end hvis kartof-
lerne dyrkes alene.

Mashua indeholder naturstofferne glucosinolater, ogsa kaldet
sennepsolieglucosider. Det er bioaktive naturstoffer, som er
karakteristiske for planter fra korsblomstfamilien.

Glucosinolater — hioaktive naturstoffer

Der findes over 100 forskellige glucosinolater, som alle er -
thioglucosid-N-hydroximinosulfater (figur 2) og dannes ud fra
aminosyrer. Benzylglucosinolat, som findes i mashuaplanten,
syntetiseres ud fra aminosyren phenylalanin. Ved hydrolyse,
som katalyseres af en -thioglucosidase kaldet myrosinase, om-
dannes glucosinolater vha. Lossen-omlejringer til en lang reekke
stoffer, dog oftest isothiocyanater og nitriler. Glucosinolater,
eller snarere deres hydrolyseprodukter, er planteforsvarsstoffer
og er med til at beskytte planterne mod bade mikroorganismer
og skadedyr.

I landbruget indgar glucosinolatproducerende afgrgder, som
f.eks. raps, i sedskiftet for at bryde sygdomsfremkaldende
mikroorganismers livscyklus. Raps og andre Brassica-afgrader
dyrkes ogsa som forafgrade eller efterafgrade, som plgjes ned
i jorden. Her virker glucosinolaterne som biofumiganter, der
bekaemper jordbarne patogener.

For mennesket er glucosinolater kendt for deres kraftfore-
byggende egenskaber, f.eks. i broccoli, samt for deres skarpe
smag i sennep og peberrod. Studier af glucosinolater er saledes
relevante bade i miljg- og produktionsmaessige samt sundheds-
maessige og kulinariske sammenhange.

Den lille ukrudtsplante gdsemad (Arabidopsis thaliana) er
planteforskernes yndlingsmodelplante. Med sit lille genom var
gasemad den farste planteart, hvis genom blev sekventeret.
Gasemad tilhgrer korsblomstfamilien, og mht. opklaringen af
glucosinolatbiosyntesen har det vaeret en stor fordel, at sekven-
sen for alle generne har veeret tilgaengelig siden december 2001.
Folgelig er alle generne i biosyntesen af glucosinolater teet pa at
veere identificeret og karakteriseret (figur 2). Dog har det som
noget af det sidste veeret et uafklaret spgrgsmal, hvor S-atomet
i thioglucose-delen kom fra. Tidligere in vivo fodringsforseg
viste, at det ikke stammede fra thioglucose, og i den videnska-
belige litteratur har det veeret diskuteret, om det er cystein, der
donerer S-atomet.

Engineering af glucosinolater

I 2002 blev jeg kontaktet af en peruviansk kemiker, professor
Eric Cosio fra Pontificia Universidad Catolica del Peru, Lima.
Han foreslog, at vi skulle samarbejde om at introducere gluco-
sinolater i kartoffelplanten. Dermed ville vi kombinere erfarin-
gerne fra den traditionelle kartoffeldyrkning i Andesbjergene
med moderne bioteknologiske foraedlingsmetoder. Formalet var
at udvikle et beeredygtigt og produktivt landbrug med et redu-
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Figur 2. Biosyntesevejen for benzylglucosinolat. Boksen angiver nyligt identificerede mellemprodukter. Strukturen R=benzyl.

ceret forbrug af pesticider. Jeg blev straks fascineret af tanken,
men jeg var usikker pa, om det bioteknologisk ville vaere muligt
at overfare en sd kompleks biosyntesevej i en ubeslaegtet plante-
art. Det ville i hvert fald veere noget af en udfordring.

Da vi indledte vores engineering-projekt, kendte vi 5 gener i
biosyntesevejen af benzylglucosinolat i gasemad. Vi introduce-
rede de 5 biosyntesegener i tobak vha. Agrobacterium tumefa-
ciens i hdb om, at tobaksplanten ville “oversatte” generne til
deres respektive biosynteseenzymer, og at disse enzymer ville
veere aktive. En top i HPLC-chromatogrammet fortalte os, at
benzylglucosinolat var blevet syntetiseret, dvs. at enzymerne
fra biosyntesevejen i gdsemad havde fundet sammen inde i
den artsfremmede tobakscelle. Neermere analyse ved LC-MS
viste, at S-[(Z)-phenylacetohydroximoyl]-L-glutathion (GS-B)
akkumulerede i langt stgrre maengder (over 100 gange) end
benzylglucosinolat. Mulige forklaringer kunne vere, at mel-
lemproduktet benzylnitriloxid var blevet detoxificeret ved
konjugering til glutathion (GSH), eller at vi manglede et enzym
i syntesevejen.

Gasemad har mange ar pa bagen som modelplante, og der
findes et veeld af bioinformatiske og genomiske redskaber for
denne uanseelige lille plante, heriblandt en co-ekspressions-
database, dvs. en database hvor man kan se hvilke gener som
co-regulerer med et givent gen. y-Glutamylpeptidasel (GGP1)
var blandt de gener, hvis ekspression korrelerede med glucosi-
nolatbiosyntesegener. Da vi efterfalgende introducerede GGP1
sammen med de gvrige 5 biosyntesegener i tobak, blev akku-
mulering af GS-B elimineret, og vi observerede gget produk-
tion af benzylglucosinolat (figur 3, side 24). Det var de farste
eksperimentelle data, som indikerede, at GSH var svovidonor
for S-atomet i thioglucose, hvilket er blevet yderligere bekraftet
i senere forsgg.

Status for projektet og perspektiver

Det overordnede mal for det dansk-sydamerikanske samar-
bejdsprojekt er at gge kartoffelplantens sygdomsresistens gen-
nem produktion af benzylglucosinolat i kartoffelplantens blade.
Vi valgte at afprgve strategien i tobak, der ligesom kartofler
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Figur 3. Skematisk fremstilling af benzylglucosinolats syntesevej med to mem-
branbundne cytochrom P450 enzymer og 4 associerede, oplgselige enzymer.

tilhgrer natskyggefamilien, fordi tobak notorisk er nemmere og
hurtigere at arbejde med end kartoffelplanten. Vores samar-
bejdspartnere pa ”Det Internationale Kartoffelcenter” i Lima er
nu i fuld gang med at introducere generne i kartoffelplanten.

Det er malet at have glucosinolatproducerende kartoffelplan-
ter ved udgangen af 2010. De skal testes under kontrollerede
forhold i drivhus. Svar herfra forventes at veere klar i 2011. Farst
derefter folger godkendelse til markforseg med GMO-planter,
hvilket kan tage mange ar.

Engineering af syntesen af benzylglucosinolat i tobaksplanter
har fart til udvikling af en teknologisk platform, som kan danne
grundlaget for overfarsel af biosynteseveje af mange andre
naturstoffer og til opdagelse af hidtil ukendte biosyntesegener.
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