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STRESZCZENIE: Wprowadzenie nowych odmian oliwek o zwigkszonej zawarto$ci skwalenu w oliwie z oliwek z pierwszego tloczenia jest
uwazane za wazny cel programéw hodowli oliwek. W' niniejszej pracy najpierw zbadano zmiennos¢ zawartoéci skwalenu w podstawowej
kolekcji 36 odmian oliwek, ujawniajac dwie odmiany oliwek, ,Dokkar” i ,Klon-14”", o0 odpowiednio bardzo niskiej i bardzo wysokiej zawartosci
skwalenu w olejach. Nastepnie sklonowano cztery sekwencje cDNA kodujace syntazy skwalenu ( SQS) z oliwek. Analiza sekwencji i ekspresja
funkcjonalna w bakteriach potwierdzily, ze koduja one syntazy skwalenu. Analiza transkrypcji w réznych tkankach oliwek i odmianach
wykazala, ze poziomy ekspresji tych czterech genéw SQS sa regulowane przestrzennie i czasowo w sposob zalezny od odmiany i wskazala
0eSQS2 jako gen gléwnie zaangazowany w biosynteze skwalenu w mezokarpie oliwki, a zatem w oliwie z oliwek. Ponadto biosynteza skwalenu

wydaje sie by¢ regulowana transkrypcyjnie w mezokarpie oliwki poddanej stresowi wodnemu.
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I WPROWADZENIE

Oliwa z oliwek z pierwszego tloczenia (VOO) jest uzyskiwana z
owocoéw oliwki wylacznie w drodze proceséw fizycznych, bez
uzycia konserwantéw i dodatkéw. Swiatowa produkcja i
konsumpcja oliwy z oliwek znacznie wzrosta w ciagu ostatnich kilku
lat nie tylko ze wzgledu na jej obiecujace wlasciwosci zdrowotne i
niezwykle wlasciwosci odzywcze!, ale takie ze wzgledu na jej
wyjatkowe wiasciwosci  organoleptyczne. Wlasciwoéci te sa
determinowane przez zwigzki obecne w oliwie VOO. W #*nogci
VOO skifada sie z triacylogliceroli, ktére sa gléwnymi skladnikami
(298%), oraz bardzo zréznicowanej mieszaniny zwiazkéw
chemicznych zwanych ,zwigzkami mniejszo$ciowymi” ( <2%).(*

Wiréd skladnikéw drugorzednych obecnych w oliwie z oliwek z
pierwszego  tloczenia  skwalen  jest  wielonienasyconym
weglowodorem  triterpenowym z  sze$cioma podwéjnymi
wigzaniami weglowymi. Ze wzgledu na swojg wysoce nienasycona
strukture chemiczng czasteczka skwalenu jest wrazliwa na
utlenianie.> W zlozonych mieszaninach, takich jak oliwa z oliwek z
pierwszego tloczenia, jej stabilnos¢ ulega poprawie, a skwalen
przyczynia si¢ do stabilnosci oliwy z oliwek z pierwszego tloczenia
pod wplywem $wiatla.* Opisano jednak réwniez degradacje
skwalenu w VOO po 6 miesigcach przechowywania w ciemno$ci.®
Ponadto pojawia si¢ coraz wiecej dowodéw na to, ze skwalen
hamuje degradacje termiczna/utleniajaca olejéw do smazenia.®

W ostatnich latach szczegdlng uwage po$wiecono skwalenowi ze
wzgledu na potencjalne korzysci zdrowotne wynikajace z jego
wlaczenia do diety. Nizsze ryzyko zachorowan na nowotwory i
choroby ukladu krazenia wséréd ludnoéci regionu Morza
Srodziemnego wiaze si¢ ze spozywaniem oliwy z oliwek tloczonej
na zimno, ktéra zawiera znaczne iloéci skwalenu (7.W tym
kontekscie liczne badania potwierdzity pewne wlasciwosci
bioaktywne skwalenu, takie jak dzialanie przeciwutleniajace,
przeciwnowotworowe, przeciwzapalne i przeciwmiazdzycowe,
zaréwno in vivo, jak i in vitro (**Ponadto skwalen jest szeroko
stosowany w przemysle farmaceutycznym
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i kosmetycznym jako $rodek dostarczajacy leki, $rodek
wspomagajacy w szczepionkach, $rodek detoksykacyjny i $rodek
chroniacy skore.”

Gléwnym tradycyjnym zrédlem skwalenu jest olej z watroby
rekina, ktérego stezenie siega 40-86/100 g ’Jednak wykorzystanie
oleju pochodzenia morskiego jako zrédla skwalenu jest ograniczone
przepisami dotyczacymi ochrony zwierzat oraz obecnoscia
zanieczyszczen organicznych i metali ciezkich powodujacych raka.
Z tego powodu w ostatnich dziesiecioleciach obserwuje sie ogélne i
rosngce  zainteresowanie  poszukiwaniem nowych  Zrddel
naturalnego skwalenu, zwlaszcza pochodzenia roslinnego.”
Najwyzszg zawarto$¢ skwalenu obserwuje sie w oleju
amarantusowym (6/100 g) i oliwie z oliwek (0,5/100 g), chociaz
znaczne iloci wystepuja réwniez w innych olejach, w tym w oleju z
kietkéw pszenicy, oleju z otrebéw ryzowych, oleju arachidowym,
oleju z pestek winogron i oleju z pestek dyni® Sposréd tych
gatunkéw roélin skwalen pozyskuje sie z destylatéw przemystu
oliwnego."

W roslinach biosynteza izoprenoidéw, ktére sa
prekursorami skwalenu, moze odbywa¢ sie poprzez szlak
mewalonianowy (MVA) w cytosolu lub poprzez szlak 2C-metylo-
D-erytrytol-4-fosforanowy (MEP) zlokalizowany w plastydach."
Szlak MVA generuje wylacznie difosforan izopentenylu (IPP),
natomiast szlak MEP tworzy IPP i difosforan dimetyloallilu
(DMAPP), przy czym wymiana izoprenoidéw miedzy cytosolem a
plastydami jest do$¢ nieefektywna. Kondensacja dwoch czasteczek
IPP z DMAPP daje
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spozywczej
Pirofosforan’ farnesylowy (FPP) jest katalizowany przez syntaze

FPP (FPS). FPP jest substratem do biosyntezy fitosteroli,
ubichinonéw, terpenoidéw, fitoaleksyn i kwasu abscysynowego.
Nastepnie skwalen jest syntetyzowany poprzez kondensacje dwéch
czasteczek FPP w dwuetapowej reakeji katalizowanej przez syntaze
skwalenu (SQS). W pierwszym etapie kondensacja dwdch
czasteczek FPP powoduje powstanie poéredniego difosforanu
preskwalenu (PSPP), ktéry nastepnie w drugim etapie jest
redukowany do skwalenu przy uzyciu NADPH jako substratu.'>
Nastepnie skwalen moze zosta¢ przeksztalcony w  2,3-
oksydoskwalen w reakcji katalizowanej przez epoksydaze
skwalenowa (SQE), co stanowi kluczowy etap biosyntezy steroli."
W Arabidopsis thaliana wyizolowano i scharakteryzowano dwa geny
kodujace SQS, ktére wykazuja duze podobienstwo sekwencji.'*
Obie izoformy znajduja si¢ w retikulum endoplazmatycznym (ER),
chociaz  tylko SQS1 wykazywal oczekiwang aktywno$é
enzymatyczna.'S SQSI jest wyrazany we wszystkich tkankach
roslinnych, gtéwnie w korzeniach, podczas gdy transkrypty SQS2 sa
szczegolnie obfite w lisciach, liscieniach i hipokotylach.

Oprocz swojej roli jako prekursor fitosteroli i
brasinosteroidéw, kluczowych czasteczek dla wzrostu roélin i
adaptacji do streséw biotycznych i abiotycznych, skwalen moze
regulowa¢ wladciwosci  biofizyczne, dyfuzje i dynamiczng
organizacje blon komoérkowych. Ze wzgledu na swéj niepolarny
charakter skwalen jest zlokalizowany w hydrofobowym centrum
dwuwarstwy  lipidowej,  odgrywajac ~ wazna role w
elektrochemicznym gradiencie komérkowym.?

Spozycie oliwy z oliwek z pierwszego tloczenia jest gléwnym
zrédltem skwalenu pokrywajacym jego zapotrzebowanie w diecie.”
Zawarto$¢ skwalenu w oliwie z oliwek z pierwszego tloczenia
wynosi od 1,5 do 10,1 mg/g, a na ilo$¢ te wplywaja czynniki
genetyczne i agronomiczne, w tym odmiana, dojrzalo$§¢ owocow i
warunki agroklimatyczne.'® Skwalen nie ulega zadnym istotnym
przemianom chemicznym ani enzymatycznym podczas procesu
ekstrakgji oleju, poniewaz jest bezpo$rednio przenoszony z owocoéw
oliwki do VOO. Jednak technologia ekstrakcji i proces rafinacji
powoduja znaczne zmniejszenie iloéci skwalenu w oliwach z oliwek.

Ostatnio opracowanie nowych odmian oliwek produkujacych
oliwe VOO o lepszych wlhasciwoéciach odzywezych, w tym o
zwickszonej zawartoéci skwalenu, uznano za Kkluczowy cel
programéw hodowli oliwek (7'Aby to osiagna¢, konieczna jest
identyfikacja markeréw molekularnych zwigzanych z wysoka
zawartoécia skwalenu w oliwie VOO. Jednak nadal niewiele
wiadomo na temat genetycznej kontroli zmiennosci skwalenu
wéréd odmian oliwek, a badania molekularne dotyczace
metabolizmu skwalenu w owocach oliwek sa niewystarczajace. W
szczegolnosci geny SQS oliwek nie zostaly dotychczas sklonowane i
scharakteryzowane. Dlatego celem naszej pracy byla analiza
zawarto$ci skwalenu w olejach z odmian wcze$niej opracowanej
podstawowej kolekcji (Core-36) o duzej réinorodnosci
genetycznej (*®w celu wyszukania odmian o wysokiej i niskiej
zawarto$ci skwalenu oraz izolacja i charakterystyka genéw SQS w
oliwkach w celu okreslenia gléwnych kandydatéw, ktére moga by¢
odpowiedzialne za zawarto$¢ skwalenu w mezokarpie oliwki, a tym
samym w oliwie z oliwek. W szczeg6lnoéci przeprowadzono
identyfikacje funkcjonalng i analize ekspresji podczas rozwoju i
dojrzewania owocéw oliwek z réznych odmian, nie tylko w celu
zbadania ich specyficznej roli w biosyntezie skwalenu w réznych
tkankach oliwek, ale takze w celu zbadania potencjalnego wplywu

genéw SQS na reakcje mezokarpu oliwek na stres wodny.

MATERIALY | METODY

I Materialy roslinne. Do analizy oleju wykorzystano owoce oliwki (Olea
europaea L.) odpowiadajace wczeéniej ustanowionej podstawowej kolekeji
36

15702

Odmiany (Core-36)'®  zostaly zebrane w sezonach 2011/2012 i
2012/2013. Drzewa oliwne z Worldwide Olive Germplasm Bank of
Cérdoba (WOGBC) znajdujacego sie w IFAPA (Alameda del Obispo,
Cérdoba, Hiszpania) byly uprawiane przy uzyciu standardowych praktyk
uprawowych. Poniewaz WOGBC posiada tylko dwa drzewa do akcesji,
zastosowano te samg metodologie pobierania prébekco w poprzednich
badaniach przeprowadzonych z wykorzystaniem Core-36('?. W tym celu,
aby uzyska¢ reprezentatywne probki owocéw oliwek ze wszystkich czesci
drzew oliwnych, owoce zbierano recznie w fazie dojrzewania o wskazniku
dojrzatoéci ( RI) wynoszacym

2,5, z dwdch drzew na odmiang, zmieszano je i podzielono na trzy rézne
grupy, ktdre stanowia trzy rézne probki biologiczne.

Do badan tkankowych i rozwojowych wykorzystano drzewa oliwne
dwéch giéwnych odmian uprawianych do produkeji oliwy (odmiany
,Picual” i ,Arbequina”). Drzewa uprawiano w sadzie do$wiadczalnym
Instituto de la Grasa (Sewilla, Hiszpania), stosujac nawadnianie kroplowe i
nawozenie (nawadnianie odpowiednimi nawozami w roztworze) od
momentu pelnego kwitnienia do dojrzewania owocéw. Mlode pestkowce,
rozwijajace si¢ nasiona i tkanka mezokarpu zostaly zebrane z co najmniej
trzech réinych drzew oliwnych w réinych tygodniach po kwitnieniu
(WAF), odpowiadajacych réinym etapom rozwoju owocéw  oliwki:
zielonym (9, 16 i 19 WAF; RI 0); zéttawym (23 WAF; RI 1);
zmieniajacym kolor lub dojrzewajacym (28 i 31 WAF; odpowiednio RI 2 i
3); oraz dojrzale lub w pelni dojrzale (35 WAF; RI 4 ).

Do badan nad rozwojem mezokarpu wybranych odmian o
zrdznicowanej zawartoéci skwalenu wykorzystano drzewa oliwne (odmiany
,Dokkar” i ,Klon-14”") z WOGBC. Tkanke mezokarpu pobrano z dwéch
drzew oliwnych kazdej odmiany w réznych fazach WAF odpowiadajacych
réznym etapom rozwoju owocéw oliwki: zielonym (20 WAF; RI 0 ),
z6ltawym (24 WAF; RI 1), zmieniajacym kolor lub dojrzewajacym (27
WAF; RI2,5) oraz dojrzatym lub w pelni dojrzalym ( 31 WAF; RI 4 ).

Aby zbada¢ wplyw réznych metod nawadniania, prébki mezokarpu w
réznych fazach WAF pobrano w sadzie Sanabria, komercyjnym sadzie
oliwek o bardzo duzej gestoéci (odmiana ,Arbequina”) w poblizu Sewilli,
zgodnie z opisem Herndndez et al.** Zastosowano pelne nawadnianie (FI)
oraz dwie metody regulowanego nawadniania deficytowego (RDI) (60RDI
i 30RDI).

We wszystkich przypadkach tkanki oliwek zostaty zamrozone w cieklym
azocie bezposrednio po zbiorach i przechowywane w temperaturze -80°C.

Ekstrakcja oliwy z oliwek. Oliwa zostata wyekstrahowana z owocéw oliwki przy

uzyciu
laboratoryjnej instalacji do ekstrakeji oleju (Abencor, Comercial Abengoa,
SA. Sewilla, Hiszpania% , zgodnie z opisem Herndndeza i wsp."”

Izolacja pelnej dlugosci klonéw cDNA syntazy skwalenu z
oliwek i analiza sekwencji. Kandydackie sekwencje SQS oliwek
zidentyfikowano w transkryptomie oliwek?' i genomie oliwki dzikiej (var.
sylvestris)>  przy uzyciu algorytmu tblastn, a takie sekwencji
aminokwasowych genéw SQS Arabidopsis. Na podstawie tych sekwencji
zaprojektowano specyficzne startery do amplifikacji PCR z uzyciem
polimerazy DNA ACCUZYME (Bioline, Hiszpania), ktéra ma aktywno$¢
korekeyjna. Jako matryce DNA wykorzystano porcje biblioteki cDNA
oliwki Uni-ZAP XR skonstruowanej z mRNA izolowanego z 13 owocoéw
oliwki WAF odmiany ,,Picual” lub cDNA uzyskanego z liéci lub mezokarpu
w fazie dojrzewania. W kazdej reakcji wygenerowano jeden fragment o
oczekiwanej wielkosci, podklonowano go do wektora pSpark I ( Canvax,
Hiszpania) i zsekwencjonowano w obu kierunkach metoda Sanger ( GATC
Biotech, Niemcy).

Dane dotyczace sekwencji DNA zostaly zebrane i przeanalizowane za
pomoca pakietu oprogramowania LASERGENE (DNAStar, Madison, W1,
USA). Wielokrotne wyréwnanie sekwencji aminokwasowych oliwki SQS
zostalo obliczone przy uzyciu programu ClustalX i wy$wietlone za pomoca
GeneDoc. Analiza drzewa filogenetycznego zostala przeprowadzona przy
uzyciu metody sasiedztwa w pakiecie Phylip z zastosowaniem korekty
Kimury dla wielokrotnych substytucji i zestawu danych bootstrap 1000. Do
wyswietlenia drzewa uzyto programu Treeview. Lokalizacje subkomérkows
przewidziano za pomocy trzech réznych programéw: ProtComp
(http://www.softberry.com), Wolf PSORT ( http://wolfpsort.org/) i
TargetP (http://www.cbs.dtu.dk/ services/TargetP/), a konserwatywne
domeny wywnioskowanych sekwencji aminokwasowych gendéw SQS
wykryto za pomocg narzedzia wyszukiwania Conserved Domain Database
(CDD) na serwerze NCBI
(‘http://www.ncbinlm.nih.gov/structure/cdd/wrpsb.cgi). Hydropa-
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Rysunek 1. Zawarto$¢ skwalenu w olejach odmian z Core-36 ekstrahowanych z owocéw oliwek zebranych w fazie dojrzewania o wskazniku dojrzato$ci

2,5 (A) lub z odmian ,Picual” i ,Arbequina” wyekstrahowanych z owocéw oliwki w réznych fazach rozwoju: zielonej (16 WAF), zéltawej (24 WAF),
zmieniajacej kolor (28 WAF) i dojrzalej (31 WAF) (B). Ekstrakcje oleju i analize skwalenu przeprowadzono zgodnie z opisem w sekcji Materialy i metody.
Dane przedstawiono jako $rednie + SD z trzech powtérzer biologicznych. Réine litery oznaczajg istotne réznice (P < 0,05) dla odmiany ,Picual” lub
»Arbequina” wedlug jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA, a nastepnie testu Tukey'a dla wielokrotnych poréwnan.

Wykresy ~ ty  generowano  metoda  Kyte'a i  Doolittle'a
(https://web.expasy.org/protscale/), przeprowadzono réwniez analize
TMHMM (http://www.cbs.dtu.dk/services/ TMHMM/ ).

Izolacja catkowitego RNA i synteza cDNA. Izolacje catkowitego
RNA przeprowadzono zgodnie z opisem Hernandez et al.*® przy uzyciu 1,5
g zamrozonej tkanki oliwki. Weryfikacje jakosci RNA, usuniecie
zanieczyszczajacego DNA i synteze cDNA przeprowadzono zgodnie z
opisem Hernéndez et al.>*

Analiza ekspresji genéw syntazy skwalenu. Analize ekspresji

genéw
przeprowadzono za pomocy iloéciowego PCR w czasie rzeczywistym
(qQRT-PCR) przy uzyciu systemu CFX connect real-time PCR i iTaq
Universal SYBR Green Supermix (BioRad, Kalifornia, USA), jak opisano
wezesniej . Primery do amplifikacji specyficznej dla genéw
zaprojektowano przy uzyciu programu Primer3
(http://bioinfo.ut.ee/primer3/) i programu Gene Runner (tabela S1).
Jako endogenny marker normalizujacy wykorzystano gen ubikwityny
oliwkowej (OeUBQ2, AF429430).(>*) W przypadku tkanek i badan
rozwojowych

15703

réznych odmian oliwek, wzgledny poziom ekspresji kazdego genu
obliczono za pomoca réwnania 274 gdzie ACt = (Ctgo; — Ctupqa ).
Metoda ta ma te zaletg, ze umozliwia poréwnania na poziomie ekspresji
gendw w réznych stadiach rozwoju, odmianach i genach. W odniesieniu do
badani dotyczacych nawadniania dane qRT-PCR zostaly skalibrowane
wzgledem odpowiedniego poziomu ekspresji genéw w 13 tygodniu po
sadzeniu (WAF) od momentu zastosowania FI jako kalibratora. W tych
przypadkach zastosowano metode 2(72%) (© do  wzglednej
kwantyfikacji.(* Dane przedstawiono jako $rednie * SD z trzech
powtdrzen biologicznych, z ktoérych kazde mialo dwa powtérzenia
techniczne na ptytce 96-dotkowej.

Funkcjonalna ekspresja genéw syntazy skwalenu w Escherichia
coli. Sekwencje kodujace SQS oliwki, z wyjatkiem sygnalu retencji C-
konicowego do ER w przypadku OepSQSI, OepSQS2 i OepSQS3
(odpowiednio 28, 28 i 25 aminokwaséw) lub N-
terminalny peptyd sygnalowy chloroplastowy OepSQS4 (S0 aminokwaséw)
zostal amplifikowany metodas PCR przy uzyciu polimerazy DNA
ACCUZYME i specyficznych starteréw z rozszerzonymi miejscami
restrykcyjnymi enzymow restrykcyjnych w celu kierunkowego

https://doi.org/10.1021/acs jafc.3c05322
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Rysunek 2. Poré6wnanie wywnioskowanych sekwencji aminokwasowych genéw SQS oliwki. Sekwencje zostaly wyréwnane przy uzyciu programu ClustalX i
wyéwietlone za pomoca GeneDoc. Identyczne i podobne reszty s3 pokazane odpowiednio na czarnym i szarym tle. Domniemany peptyd transportowy
chloroplastéw jest zaznaczony linig ciagla. Konserwatywne domeny charakterystyczne dla genéw SQS (I-V) sa otoczone linig ciagla. Dwa motywy bogate w
Asp ( DXXXD), ktére biora udzial w wigzaniu FPP, sa oznaczone gwiazdkami. Zachowane reszty Tyr i dwie reszty Phe s3 oznaczone odpowiednio
odwréconym tréjkatem i dwoma rombami. Hydrofobowy region C-konicowy jest otoczony linig przerywang. Sekwencje cDNA odpowiadajace OepSQS1,
OepSQS2, OepSQS3 i OepSQS4 zostaly zdeponowane w bazie danych GenBank/EMBL/DDBJ pod numerami dostepu odpowiednio 0Q676921, 0Q676922,

0Q676923 1 0Q676924.

ligacja (Tabela S2). Powstate produkty PCR poddano podwdjnej trawieniu
odpowiednimi enzymami restrykcyjnymi i ligowano pod kontrola
indukowalnego promotora T7lac do bakteryjnego wektora ekspresyjnego
pET45b(+) (Novagen, Niemcy). Przed rozpoczeciem badan ekspresji
sprawdzono polaczenia klonowania poprzez sekwencjonowanie. Szczep E.
coli BL21 (DE3) (Novagen, Niemcy) zostal transformowany uzyskanymi
plazmidami i wyselekcjonowany na plytkach LB z ampicyling. Pozywka LB
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zawierajaca ampicyling (6 ml) zaszczepiono pojedyncza kolonig i
hodowano w temperaturze 37 °C do momentu, gdy Agy, osiagneto wartos¢
0,3-0,5. Nastepnie 100 ml pozywki LB z ampicyling zaszczepiono caly
hodowlg wstepng i hodowano w temperaturze 37 °C. Gdy hodowla
osiagnela warto$¢ A(sq) wynoszaca 0,6, dodano 100 mM izopropyl-D-1-
tiogalaktopiranozydu (IPTG) w celu indukgji ekspresji genéw, a hodowle
inkubowano dalej w temperaturze 22 °C przez 20

godzine. Komorki bakteryjne zebrano przez wirowanie przy 2500 g przez 10 minut
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w temperaturze 4 °C, przemyto S0 mM buforem fosforanowym o pH 7,5,

zamrozono w cieklym azocie i przechowywano w temperaturze —80 °C.

Aby uzyskal surowy ekstrakt, zamrozony osad komérek rozmrozono i
ponownie zawieszono w S ml buforu ekstrakcyjnego [SO0 mM bufor
fosforanowy o pH 7,5, 1 mM ditiotreitol (DTT) i 1 mM
fenylometylosulfonylowy fluorek] i rozbito za pomoca sonikacji. Lizat
odwirowano przy 13 000 g przez 1S minut w temperaturze 4 °C, a
supernatant wykorzystano jako surowy ekstrakt. Zawarto$¢ biatka
okreslono przy uzyciu barwnika biatkowego BioRad Bradford z albuminy
surowicy bydlecej jako standardu.

Badanie aktywnosci SQS in vitro. Aktywno$¢ SQS zostala zbadana
zgodnie z opisem Ye i wsp. ** z pewnymi modyfikacjami. Aliquot surowego
ekstraktu odpowiadajacy 25 pg biatka inkubowano w catkowitej objetosci
700 ul z SO mM buforem fosforanowym o pH 7,5, 2,5 mM NADPH, 10
mM DTT, S mM MgCI(;) i 25 UM sola triamonowa pirofosforanu
farnezylowego (FPP). Po 2 godzinach w temperaturze 35 °C mieszaning
reakcyjng ekstrahowano trzykrotnie za pomocg 400 u/ heksanu. Jako
wewnetrzny standard zastosowano skwalan (10 pg). Prébki odparowano w
strumieniu N(z) i ponownie zawieszono w 50 U/ heksanu w celu oznaczenia
skwalenu metoda GC.

Oznaczanie skwalenu. Do analizy skwalenu w oliwie z oliwek

zastosowano
zastosowano procedure opisana przez Lanzén et al”  z pewnymi
modyfikacjami. Prébke oliwy z oliwek (40 mg) wraz z 20 u/ 10 mg/ml
skwalenu jako wewnetrznego standardu (wspélezynnik odpowiedzi réwny
1) rozpuszczono w 1 ml heksanu przy uzyciu wiréwki i zmydlono w
temperaturze pokojowej przez 10 minut przy uzyciu 200 uf 2N KOH-
MeOH. Pojawiaja si¢ dwie fazy, a po przemyciu gérnej czesci 3
X 400 pl roztworu etanolu i wody w stosunku 1:1 (v/v), 1 pl gérnej fazy
wykorzystano do GC.

W celu analizy skwalenu w tkankach oliwek zastosowano procedure
opisang przez Ferndndez-Cuesta i in. *° z pewnymi modyfikacjami.
Liofilizowang tkanke ( 200 mg mezokarpu, nasion lub lisci) wraz z 20 uf 10
mg/ml skwalanem jako wewnetrznym standardem i 2 ml 2% KOH-EtOH
ogrzewano w temperaturze 80 °C przez 15 minut w celu przeprowadzenia
hydrolizy alkalicznej. Frakcje niezmydlajaca wyekstrahowano przez
mieszanie w wiréwce z 1 ml heksanu i 1,5 ml wody destylowanej. Gérng
warstwe heksanu przeniesiono do nowej probéwki i zatezono w strumieniu
N(,)przed analiza GC.

Analize GC przeprowadzono za pomoca chromatografu gazowego
Agilent 7890A wyposazonego w kolumne HP-S (dtugo$¢ 30 m; érednica
wewnetrzna 0,32 mm; grubos¢ warstwy 0,25 um; Agilent, Santa Clara,
Kalifornia, USA) i detektor jonizacji plomieniowej. Jako gaz noény
zastosowano wodoér o liniowej predkosci 4,96 ml/min i wspétczynniku
podzialu 1:20. Temperatura wtryskiwacza i detektora wynosita
odpowiednio 300 i 325 °C, a temperatura pieca wynosita 250 °C przez 3
minuty, a nastepnie zostala podwyiszona do 290 °C z predkoscia 4
°C/min.

Identyfikacje skwalenu na podstawie testu aktywnoéci SQS in vitro
przeprowadzono za pomocy spektrometrii masowej GC (GC-MS) na
chromatografie gazowym GC Finnigan Trace-GC 2000 polaczonym z
spektrometrem masowym z pulapka jonowa Polaris-Q_(ThermoFinnigan,
Austin, Teksas, USA), ktéry dziala w trybie pelnego skanowania. Analize
chromatograficzng przeprowadzono przy uzyciu kolumny kapilarnej DB-
SMS (dtugos¢ 30 m; srednica wewnetrzna 0,25 mm; grubo$¢ warstwy 0,25
um) (Agilent). Jako gaz noény zastosowano hel o stalym natezeniu
przeplywu 1,5 ml/min i wspdlczynniku podzialu 1:20. Temperatura
k olumny byla utrzymywana na poziomie 250 °C przez 3 minuty, a
nastepnie podwyzszana do 270 °C z predkoscig 4 °C/min przez 25 minut.
Temperatura wtryskiwacza wynosita 300 °C, a ogrzewanie putapki jonowej
200 °C.

1

WYNIKI | OMOWIENIE

Zmiennos¢ zawartosci skwalenu w podstawowej
kolekcji odmian oliwek (Core-36). Zawarto$¢ skwalenu w
Core-36,"®  ktora zawiera wigkszo$¢ réznorodnosci genetycznej
wystepujacej w WOGBC, zostala najpierw przeanalizowana w celu
zidentyfikowania odmian oliwek o kontrastujacej zawartosci
skwalenu. Sredni procent skwalenu wynosil 4,52 mg/g oleju, a
przedzialy zmiennosci wynosily od 1,27 do 11,83 mg/g oleju, przy
czym odmiany ,Dokkar” i ,Morrut” byly odmianami o najbardziej
zréznicowanej zawartoéci skwalenu ( ryc. 1A). Wartoéci te
wskazuja na wysoki poziom
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zmienno$¢ i s3 podobne do tych zgloszonych dla innego zestawu 28
odmian z tej samej kolekcji materialu genetycznego,'®
potwierdzajac wysoki poziom zmienno$ci zawarto$ci skwalenu
wéréd odmian i stwarzajac nowe mozliwoéci hodowli. W
odmianach wloskich i tunezyjskich zawarto$¢ skwalenu wahata sie
odpowiednio od 3,5 do 5,8 i od 1,4 do 5,4 mg/g oleju.>*' Co
ciekawe, zakres zmiennoéci opisany w niniejszym badaniu byl nieco
nizszy niz zakres zmiennosci zawartoéci skwalenu obserwowany w
segregujacym sie potomstwie krzyzéwki odmian ,Picual” i
,Arbequina”, ktéry wynosit od 2,5 do 8,5 mg/g oleju."Wysoki
poziom zmiennosci Core-36 opisano réwniez wczesniej w
odniesieniu do profilu kwaséw tluszczowych.(19) Nasze wyniki
potwierdzajg réwniez dowody, Ze réznice miedzy odmianami w
zawarto$ci skwalenu w oliwach z oliwek wynikaja gléwnie z
czynnika genetycznego, jak opisano wczeéniej,(l6) poniewaz
wszystkie odmiany oliwek byly uprawiane w tym samym sadzie i w
tych samych warunkach, owoce oliwek zbierano w tym samym
stadium dojrzatoéci i stosowano identyczne warunki ekstrakcji
oliwy. Dane te potwierdzaja zatem, ze genotyp jest
gléwnym Zrédlem zmiennosci zawartoéci skwalenu w oliwie z
oliwek.

Ponadto wykryto ciagly spadek zawarto$ci skwalenu w oliwach z
oliwek ekstrahowanych z owocéw odmian ,Picual” i ,Arbequina”
podczas rozwoju i dojrzewania (ryc. 1B). Podobna tendencje
odnotowano w przypadku odmian tunezyjskich *',chociaz kinetyka
tego procesu wydaje si¢ by¢ zalezna od odmiany.

Klonowanie cDNA i analiza sekwencji czterech oliwek
Geny syntazy skwalenu. Zidentyfikowano cztery sekwencje z
transkryptomu oliwki >' i genomu oliwki dzikiej (var. sylvestris)
2, ktére wykazywaly wysoki stopien podobienistwa do genu SQSI
Arabidopsis.”  Na podstawie tych sekwencji zaprojektowano
specyficzne pary starteréw i wykorzystano je do amplifikacji PCR
wraz z porcja biblioteki cDNA owocéw oliwki (13 WAF) (cv.
,Picual”) lub cDNA uzyskanego z lidci lub mezokarpu w fazie
dojrzewania. Wyizolowano cztery pelnej dlugosci klony ¢cDNA i
nazwano je OepSQSI, OepSQS2, OepSQS3 i OepSQS4, o
rozmiarach odpowiednio 15585, 1454, 1562 i 1264 bp. Wykazywaly
one ORF kodujace przewidywane bialka o 414, 414, 405 i 425 reszt
aminokwasowych, co  odpowiada  obliczonym  masom
czasteczkowym odpowiednio 47,7, 47,6, 46,2 i 48,9 kDa oraz
warto$ciom pl wynoszacym 8,0 dla OepSQS1, 7,6 dla OepSQS2,
8,0 dla OepSQS3 i 6,9 dla OepSQS4. Poréwnanie czterech
wywnioskowanych sekwencji aminokwasowych SQS oliwki (ryc. 2)
wykazato, ze OepSQS1 wykazuje 86% i 85% identycznosci
odpowiednio w stosunku do OepSQS2 i OepSQS3, podczas gdy te
dwa ostatnie maja 84% identycznosci. Natomiast OepSQS4
wykazuje niska identycznos¢ z pozostalymi sekwencjami, wykazujac
47, 48 1 46% identycznoéci odpowiednio z OepSQS1, OepSQS2 i
OepSQS3.

Wryszukiwanie w bazie danych NCBI konserwatywnych domen
wykazalo, ze cztery bialka naleza do nadrodziny klasy 1 biosyntezy
izoprenoidéw. Analiza Pfam wykazala obecno$¢ domeny syntazy
skwalenu/fitoenu (Pfam: 00494) miedzy aminokwasami 44-315,
44-315, 44-309192-341 dla OepSQS1,

O epSQS2, OepSQS3i OepSQS4.

W wyréwnaniu  sekwencji  aminokwasowych ~ SQS
zidentyfikowano pie¢ wysoce konserwatywnych domen (ryc. 2).
Domeny IIL, IV i V wykazaly sekwencje wysoce konserwatywne w
stosunku do innych ro$linnych SQS, podczas gdy domeny Ii II byly
mniej konserwatywne (*>.Te wysoce konserwatywne domeny sa
uwazane za wazne dla aktywnosci katalitycznej/funkcjonalne;.
Domena I  jest miejscem wigzania chemicznego lub kieszenia
wigzania substratu. Domeny II i IV zawieraja dwa motywy bogate w
Asp ( DXXXD).
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Rysunek 3. Analiza GC autentycznego skwalan (standard wewnetrzny) i skwalenu (standard zewnetrzny) (A) oraz produktéw reakcji testu aktywnosci SQS
zawierajacego ekstrakty biatkowe z hodowli E. coli bez IPTG (B) lub po indukeji ekspresji OepSQS1 (C), OepSQS2 ( D), OepSQS3 (E) i OepSQS4 (F).
Produkty reakgji zostaty wyekstrahowane z mieszaniny reakcyjnej in vitro i przeanalizowane metoda GC, jak opisano w sekcji Materialy i metody.

ulatwiajace wigzanie FPP poprzez wigzanie jonéw Mg***>. Domena
III jest miejscem aktywnym, a pierwsza reszta Tyr w tym regionie
(rysunek 2) jest niezbedna dla pierwszego etapu katalizy, poniewaz
mutacje w tym aminokwasie powoduja calkowita utrate aktywnosci
SQS.* Wreszcie domena V jest regionem wigzacym NADPH
(rysunek 2) i zawiera dwa konserwatywne reszty Phe.”> W zwiazku
z tym domeny I, II, IIL i IV biorg udzial w pierwszej polowie reakgj,
czyli kondensacji dwoch czasteczek FPP do PSPP, podczas gdy
domena V jest niezbedna do przeksztalcenia PSPP w skwalen, co
jest niezbedne dla drugiej potowy reakgji.'?

Analiza topologii bialek transblonowych przy uzyciu
oprogramowania Hidden Markov Model (TMHMM) wykazala, ze
OepSQS4 nie zawiera zadnej domeny transblonowej (TMD),
podczas gdy oliwkowe SQS1, SQS2 i SQS3 posiadaja dwie domeny
TMD zlozone z 22 reszt aminokwasowych kazda, obie w regionie
C-koticowym biatka (ryc. S1). Topologia ta wyraznie wskazuje, ze
oliwkowe SQS1, SQS2 i SQS3 sa bialkami zwigzanymi z blona
komoérkows i jest zgodna z topologia opisang dla biatek SQS ro$lin,
gdzie opisano jedng lub dwie domeny TMD w tym samym miejscu
C-konica.(* Druga domena TMD jest wysoce hydrofobowa (ryc.
S2) i charakteryzuje sie niskim podobieristwem sekwencji (ryc. 2)
i prawdopodobnie odpowiada za zakotwiczenie SQS.
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opisali kierowanie wersji GFP AtSQS1 do blony ER w komoérkach
naskorka cebuli i wykazali, ze kierowanie to zalezy wylacznie od
obecnosci drugiego TMD.

Analiza wywnioskowanych sekwencji bialek SQS oliwki za
pomoca oprogramowania do przewidywania lokalizacji
subkomorkowej, takiego jak ProtComp lub WoLF PSORT,
sugeruje, ze OepSQS1, OepSQS2 i OepSQS3 moga znajdowad
sie w ER, natomiast OepSQS4 moze by¢ zlokalizowane w
chloroplastach. Ponadto oprogramowanie TargetP wykrylo w
sekwencji OepSQS4 peptyd tranzytowy N-koricowy o cechach
charakterystycznych ~ dla  peptydéw  kierujacych  do
chloroplastéw  (ryc. 2), z przewidywanym miejscem
rozszczepienia po Glu w reszcie 50. Eksperymentalna lokalizacja
biatka SQS roglin nie tylko zostata gtéwnie opisana w ER('® ©) ¢7)
) 9 ale réwniez zlokalizowana w cytoplazmie, () ) “9 jadrze
komoérkowym (** i blonie komérkowej. (3%

W celu zbadania relacji filogenetycznych SQS  oliwki
wygenerowano nieukorzenione drzewo filogenetyczne oparte na
wywnioskowanych sekwencjach aminokwasowych znanych i
scharakteryzowanych SQS rodlin  (ryc. S3). Zgodnie z
wczesniejszymi ustaleniami “'analiza filogenetyczna wykazata, ze
sekwencje SQS skladaly sie z kilku odrebnych klastréw gatezi, ktére
towarzyszyly rozbiezno$ciom gatunkowym
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;lezywcze
tére mozna bylo pogrupowaé w cztery linie: paprocie, rosliny

nagonasienne, roéliny jednoliScienne i rofliny dwuli$cienne.
Zwiazki przedstawione na drzewie filogenetycznym odpowiadaty
zatem ich klasyfikacji taksonomicznej. Sekwencje SQS oliwki byly
umiejscowione bardzo blisko siebie, w kladzie wraz z innymi SQS z
rodlin dwuli$ciennych. Co ciekawe, OepSQS4 znalazl si¢ w
znacznej odlegloéci ewolucyjnej w stosunku do innych SQS roslin.

Funkcjonalna ekspresja gendéw syntazy skwalenu
oliwkowego w E. coli. Aby potwierdzi¢ funkcjonalng tozsamogé
czterech gendw SQS oliwki, odpowiednie regiony kodujace, z
wylaczeniem sekwencji sygnalu retencji C-koncowego ER dla
OepSQS1, OepSQS2 i OepSQS3 lub peptyd sygnatowy
chloroplastu N-koricowego w przypadku OepSQS4 (ryc. 2),
umieszczono pod kontroly promotora indukowanego IPTG
wektora ekspresji E. coli. Doniesiono, ze usuniecie C-konicowego
regionu hydrofobowego moze zwigkszy¢ rozpuszczalng ekspresje
rekombinowanego SQS (*. Komérki bakteryjne zawierajace cztery
konstrukcje nadekspresji  oliwkowego SQS hodowane w
temperaturze 22 °C przez 20 godzin wyrazaly odpowiednie biatka.
Aby zweryfikowac, czy te cztery polipeptydy byly produktami genu
SQS, uzyskane surowe ekstrakty bakteryjne wykorzystano do
przeprowadzenia testu aktywnos$ci SQS in vitro. Analiza produktu
reakcji przeprowadzona metoda GC wykazala obecnos¢ nowego
piku o czasie retencji identycznym jak w przypadku skwalenu, ktory
byt nieobecny w teécie aktywnosci kontrolnej bez indukgji IPTG
(ryc. 3). Analiza GC-MS wykazala, ze nowy pik odpowiada
skwalenowi (ryc. S4). W zwiazku z tym cztery geny SQS oliwki
zostaly zidentyfikowane funkcjonalnie, poniewaz koduja one enzym
katalizujacy synteze skwalenu z dwéch czasteczek FPP w obecnosci
NADPH i Mg(*"-

Specyficznos¢ tkankowa genéw syntazy skwalenu

oliwki.

Aby zbada¢ fizjologiczna funkcje czterech genéw SQS oliwki,
przeanalizowalismy zawarto$¢ skwalenu i poziomy transkrypcji SQS
w réznych organach i tkankach oliwki pochodzacych z dwoéch
gléwnych odmian uprawianych do produkgeji oleju: ,Picual” i
,Arbequina” (ryc. 4). Bardzo niskie poziomy skwalenu stwierdzono
w mlodych pestkowcach, rozwijajacych si¢ nasionach lub lisciach
(ryc. 4A). Natomiast mezokarp wykazywal najwyisza zawarto$é
skwalenu w poréwnaniu z pozostalymi tkankami, przy czym
zawarto$¢ ta byla wyzsza w odmianie ,Picual” niz w odmianie
»Arbequina” ( ryc. 4A).

Jak pokazano na rysunku 4B, OeSQSI i OeSQS2 wykazywaly
znacznie wyzszy poziom ekspresji niz OeSQS3 i 0eSQS4 we
wszystkich analizowanych tkankach. W szczegélnosci OeSQS1
wykazywal najwyzszy poziom transkrypcji w mlodych nasionach
odmiany ,Arbequina” i lisciach obu odmian, natomiast OeSQS2 byt
silnie ekspresjonowany w mlodych nasionach odmian ,Picual” i
»Arbequina”, a takze w li$ciach, mlodych pestkowcach i mezokarpie
odmiany ,Picual”. Wysoki poziom ekspresji genéw SQSI i SQS2
oliwki wykryty w liSciach moze by¢ zwigzany z akumulacja
fitosteroli i triterpenéw w tej tkance, poniewaz nie stwierdzono
korelacji miedzy poziomem transkrypcji SQS a zawarto$cia
skwalenu w lisciach oliwki (ryc. 4). W przypadku 0eSQS3
stwierdzono niski poziom ekspresji we wszystkich badanych
tkankach, z wyjatkiem mezokarpu i lici odmiany ,Arbequina”,
gdzie nie wykryto transkrypcji. Wreszcie, transkrypty OeSQS4
zaobserwowano w mlodych pestkowcach i mezokarpie, natomiast
byly one prawie niewykrywalne w nasionach i lisciach. Wszystkie te
dane wskazujg na przestrzenng regulacje gendéw SQS w oliwkach,
biorac pod uwage, ze byly one réznie eksprymowane we wszystkich
badanych organach i tkankach.

Wzorzec ekspresji SQS w tkankach jest bardzo zréznicowany i
zalezy od gatunku. Wysokie poziomy transkryptéw SQS
odnotowano
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Rysunek 4. Zawartoé¢ skwalenu (A) i wzgledna liczebnos¢ transkryptéw
genéw SQS oliwki (B) w réznych tkankach odmian ,Picual” i ,Arbequina”.
Tlo$¢ skwalenu zostala okre$lona ilosciowo metoda GC, a wzgledna
liczebno$¢ transkryptéw okreslono metoda qRT-PCR w wskazanych
tkankach, zgodnie z opisem w sekcji Materialy i metody. Dane
przedstawiono jako érednie * SD z trzech powtérzen biologicznych.
Gwiazdka oznacza istotng réznice (P < 0,05) w stosunku do odmiany
,Picual” w dwuczynnikowej analizie wariancji (ANOVA) z testem post hoc
Bonferroniego w tkankach odmiany , Arbequina”.

wykryty w mlodych tkankach, takich jak liScie Betula platyphylla,*
w organach zawierajacych dzielace si¢ komorki, takich jak korzenie
rodlin straczkowych, jak w przypadku Medicago sativa,*® oraz w
organach bogatych w fitosterole i/lub triterpenoidy, takich jak
korzenie roglin leczniczych, w tym zen-szenia.*
Ekspresja genow syntazy skwalenu

w owocach oliwki w odniesieniu do zawartosci skwalenu w
oliwie z oliwek z pierwszego tloczenia. Zawarto$¢ skwalenu w
nasionach odmian ,Picual” i ,Arbequina” (ryc. SSA) byla znacznie
nizsza niz w mezokarpie (ryc. SA). Zgodnie z tym
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Rysunek S. Zawarto$¢ skwalenu (A) i wzgledna liczebnos¢ transkryptéw
gendw SQS oliwki (B) w tkance mezokarpu odmian ,Picual” i ,,Arbequina”
podczas rozwoju i dojrzewania owocéw oliwki. W wskazanych momentach
ilo§¢ skwalenu zostala okre§lona ilo$ciowo metoda GC, a wzgledna
liczebno$¢ transkryptéw zostata okre§lona metoda qRT-PC, jak opisano w
sekcji Materialy i metody. Dane przedstawiono jako érednie + SD z trzech
powtdrzen biologicznych. Gwiazdka oznacza istotna réznice (P < 0,05) w
stosunku do odmiany ,Picual” w dwuczynnikowej analizie wariangji
(ANOVA) z testem post hoc Bonferroniego w odmianie ,, Arbequina”.

Na podstawie danych uzyskanych przy uzyciu oliwy z oliwek (ryc.
1B) stwierdzono, ze zawarto$¢ skwalenu bylta wyzsza w mezokarpie
odmiany ,Picual” w poréwnaniu z odmiang ,,Arbequina” (ryc. SA).
Bylo to oczekiwane, poniewaz udzial tkanki mezokarpu w
ostatecznym skfadzie oliwy z oliwek jest znacznie wyzszy niz udziat
nasion (%

Stopniowy spadek zawartosci skwalenu zaobserwowano réwniez
w tkankach nasion i mezokarpu obu odmian podczas rozwoju i
dojrzewania owocéw (rysunek SSA i rysunek SA). Podobne wyniki
odnotowano w przypadku innych odmian, takich jak ,,Chemlali” i
,Oueslati”.(** Spadek zawartoéci skwalenu w owocach oliwki
mozna przypisaé nie tylko jego przemianie w inne zwiazki, takie jak
sterole i triterpeny, ale takze jego
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dzialaniu przeciwutleniajacym w reakcjach utleniania, ktore
rozpoczely sie w dojrzatych owocach oliwek.?!

Co ciekawe, spadek wykryty w tkankach odmian ,Picual” i
,Arbequina” nie byl tak silny, jak ten zaobserwowany w
odpowiednich oliwach z oliwek (rysunek 1B). Fakt ten mozna
wyjasni¢ tym, ze stezenie skwalenu w oliwach zalezy nie tylko od
zmniejszonej zawartosci skwalenu w owocach oliwki, ale takze od
efektu rozciericzenia spowodowanego zwiekszong akumulacja
oliwy w owocach.*®

Nastepnie dokladniej zbadano poziomy ekspresji genéw SQS
oliwki w owocach oliwki, z ktorych pozyskuje sie oliwe z oliwek z
pierwszego tloczenia, aby zidentyfikowa¢, ktory z nich jest gléwnym
czynnikiem odpowiedzialnym za zawarto$¢ skwalenu w oliwie z
oliwek z pierwszego tloczenia. W szczegdlnosci przeanalizowano
nasiona i tkanki mezokarpu podczas rozwoju i dojrzewania owocéw
oliwki z odmian ,Picual” i ,Arbequina”.

W przypadku rozwijajacych sie nasion (ryc. SSB) poziomy
transkrypcji OeSQS4 byly prawie niewykrywalne w obu odmianach,
podczas gdy geny OeSQSI1, 0eSQS2 i OeSQS3 wykazywaly wyzsze
poziomy ekspresji. W przypadku odmiany ,Picual” te trzy geny SQS
osiagnely szczyt w 23 tygodniu po owocowaniu, natomiast w
przypadku odmiany ,Arbequina” wykryto spadek transkryptow
0eSQSI i 0eSQS2 we wezesnych stadiach rozwoju, a takze staly i
bardzo niski poziom w przypadku OeSQS3 podczas calego okresu
rozwoju i dojrzewania.

Ekspresje genéw SQS w nasionach odnotowano réwniez w
przypadku innych roslin, takich jak herbata, zeri-szen i soja.3%#* W
przypadku nasion amarantusa, ktére gromadza duze ilosci
skwalenu, zaobserwowano niskie poziomy transkryptéw SQS w
poczatkowych stadiach rozwoju, ktére gwaltownie wzrosly w
$rodkowej i pdznej fazie rozwoju, a nastepnie spadly w pdéznych
stadiach.*

Podobne badania przeprowadzono w przypadku mezokarpu
oliwki (ryc. SB). Analiza ekspresji genéw SQS w mezokarpie
odmian ,Picual” i ,Arbequina” wykazala, ze najwyzszy poziom
transkrypcji odnotowano dla genu OeSQS2, przy czym poziom ten
byt wyzszy w mezokarpie odmiany ,Picual” niz w mezokarpie
odmiany ,Arbequina”. Ponadto wzorzec ekspresji genu OeSQS2
podczas rozwoju i dojrzewania mezokarpu byl réiny w obu
odmianach. W odmianie ,Picual” gen OeSQS2 wykazywal wysokie
poziomy transkrypcji na poczatku rozwoju owocéw, po czym
nastepowalo ich obnizenie, a nastepnie szczyt w 28 tygodniu po
kwitnieniu (faza obrotu) i kolejne obnizenie pod koniec okresu
dojrzewania. W przypadku odmiany ,Arbequina” zaobserwowano
bardziej ciagly poziom ekspresji w calym okresie rozwoju i
dojrzewania. Jesli chodzi o geny SQSI, SQS3 i SQS4 oliwki,
wszystkie wykazywaly niskie i state poziomy transkrypcji w obu
odmianach, z wyjatkiem OeSQS4 w odmianie ,Picual” w 28
tygodniu po kwitnieniu, gdzie wykryto szczyt. Wszystkie te dane
wskazuja, ze w owocach oliwek ekspresja gendw SQS wydaje sie by¢
regulowana czasowo w okresie rozwoju i dojrzewania. W przypadku
innych owocéw opisano spadek poziomu transkrypcji SQS podczas
rozwoju i dojrzewania owocéw persymony (/-

W przypadku oliwek wyzszy poziom ekspresji wykryty dla
0eSQS2 w mezokarpie odmiany ,Picual” jest zgodny z wyzsza
zawarto$cia skwalenu obserwowang w tej odmianie w poréwnaniu z
odmiang ,Arbequina”. Wynik ten, w polaczeniu z faktem, ze gen ten
wykazal najwyzszy poziom transkrypcji sposrod genéw SQS oliwek
w tkance mezokarpu, wskazuje, ze 0eSQS2 wydaje sie by¢ genem,
ktéry w gtéwnym stopniu przyczynia si¢ do biosyntezy skwalenu w
mezokarpie oliwki.

Aby potwierdzi¢ te hipoteze, nasze badania rozszerzono na inne
odmiany oliwek charakteryzujace si¢ niska (,Dokkar”) i wysoka
(,Klon-14") zawartoscig skwalenu (ryc. 1A) przy uzyciu tkanek
mezokarpu odpowiadajacych czterem réznym reprezentatywnym
etapom
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rozwoju i dojrzewania owocéw (ryc. S6). Podobnie jak w

przypadku odmian ,Picual” i ,Arbequina”, geny SQSI, SQS3 i SQS4
oliwek w odmianach ,Dokkar” i ,,Klon-14" wykazywaty bardzo niski
poziom transkrypcji w poréwnaniu z OeSQS2 (ryc. S6B), co
potwierdza, ze gen ten jest gléwnym odpowiedzialnym za
biosynteze skwalenu w mezokarpie oliwek. Nie stwierdzono jednak
wyraznej korelacji miedzy zawartoscia skwalenu (ryc. S6A) a
poziomami transkrypcji OeSQS2 podczas rozwoju i dojrzewania
owocéw odmian ,Dokkar” i ,Klon-14”. Dane te sugeruja, ze nie
tylko SQS, ale takze inne enzymy, takie jak epoksydaza skwalenowa,
ktéra przeksztalca skwalen w 2,3-oksydoskwalen przed biosynteza
steroli (¥, moga mie¢ wplyw na zawartoé¢ skwalenu w mezokarpie
oliwki, a tym samym w oliwie z oliwek.

Wplyw regulowanego niedoboru nawadniania na

ekspresje genu syntazy skwalenu w mezokarpie owocéw
oliwki.
Wplyw réznych systeméw nawadniania na zawarto$¢ skwalenu w
oliwie z oliwek byl juz wczesniej badany, a wyniki réznily sie w
zaleznoéci od odmiany. W przypadku odmiany ,Chétoui”
odnotowano zwiekszong zawarto$¢ skwalenu w oliwach uzyskanych
w warunkach nawadniania deszczowego ) Natomiast zawartos¢
skwalenu byla nizsza w oliwach z drzew oliwnych odmian ,Barnea”
i ,Souri”, ktére byly nawadniane w najmniejszym stopniu.” W
niniejszym badaniu zawarto$¢ skwalenu w tkance mezokarpu byla
nizsza w owocach odmian ,Picual” i ,Arbequina” uprawianych w
warunkach nawadniania deszczowego, zwlaszcza w przypadku
odmiany ,,Picual” (ryc. S7).

W wczeéniejszych badaniach przeprowadzonych przez nasza
grupe® zbadano wplyw trzech réznych metod RDI na akumulacje
oleju, profil kwaséw tluszczowych i poziom ekspresji genéw
desaturazy kwasow tluszczowych w mezokarpie owocéw odmiany
»Arbequina”. Jednak dane dotyczace wplywu stresu wodnego na
zawarto§¢  skwalenu 1 poziom ekspresji genéw oliwek
zaangazowanych w biosynteze skwalenu nie zostaly jeszcze
opublikowane. = W  niniejszym  badaniu  zaobserwowano
zmniejszenie zawarto$ci skwalenu w mezokarpie w fazie zielonej
(13-19 WAF) i zéltawej (22 WAF) rozwoju owocéw w
mezokarpie odmiany ,Arbequina” z oliwek poddanych zabiegom
30RDI i 60RDI, ktére spowodowaly znaczny stres wodny, w
poréwnaniu z zabiegiem FI (ryc. 6A). Zgodnie z tymi wynikami, w
fazie zielonej owocéw poddanych niedoborowi nawadniania
wykryto nizsze poziomy ekspresji 0eSQS2 (ryc. 6B), co dodatkowo
potwierdza gléwna role tego genu w biosyntezie skwalenu w
mezokarpie owocéw oliwki. Natomiast gen OeSQSI wykazywat
ciagla regulacje w gére poziomoéw transkrypcji w mezokarpie
odmiany ,Arbequina” poddanej stresowi wodnemu, co koreluje z
utrzymujacym si¢ wzrostem zawartosci skwalenu obserwowanym w
owocach poddanych tym samym zabiegom podczas rozwoju i
dojrzewania. Z drugiej strony, geny OeSQS3 i OeSQS4 wykazywaty
bardzo niskie i stale poziomy ekspresji lub zmiany w tych
poziomach, ktére nie koreluja dobrze z iloscia skwalenu w
odpowiedn i ch owocach poddanych stresowi wodnemu.

W zwigzku z tym wydaje si¢, ze biosynteza skwalenu jest
regulowana transkrypcyjnie w mezokarpie oliwek poddanych
stresowi wodnemu, przy czym geny OeSQS1 i OeSQS2 zwigkszaja i
zmniejszaja swoje poziomy ekspresji odpowiednio pod koniec i na
poczatku rozwoju owocédw. W rezultacie ilo§¢ skwalenu zmniejszyta
sie  w  mezokarpie odmiany ,Arbequina”  poddanej
niedostatecznemu nawadnianiu w fazie zielonej z powodu
obnizenia ekspresji genu OeSQS2, a nastgpnie powrdcita do normy
dzigki wzrostowi transkrypcji genu OeSQSI, osiagajac zawarto$é
skwalenu podobng do tej obserwowanej w mezokarpie poddanej
pelnemu nawadnianiu w okresie dojrzewania.

Zglaszano obnizenie poziomu ekspresji genéw SQS u roslin soi w
warunkach niedoboru wody *,co jest zgodne z negatywnym

wplywem suszy
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Rysunek 6. Wplyw regulowanych zabiegéw niedostatecznego nawadniania
na zawarto$¢ skwalenu (A) i wzgledna liczebnos¢ transkryptéw genéw SQS
oliwki (B) w tkance mezokarpu odmiany ,Arbequina” podczas rozwoju i
dojrzewania owocoéw oliwki. W wskazanych momentach ilo§¢ skwalenu
zostala okreslona iloéciowo za pomoca GC, a wzgledng liczebnos¢
transkryptéw okreslono za pomoca qRT-PC, jak opisano w sekcji Materialy
i metody. Dane przedstawiono jako érednie + SD z trzech powtdrzen
biologicznych. Indeksy a i b wskazuja na istotng réznice (P < 0,05)
odpowiednio w 60RDI i 30RDI w stosunku do FI w dwuczynnikowej
analizie wariancji ( ANOVA) z testem post hoc Bonferroniego.

adaptacja odnotowana w przypadku ryzu dla SQS, gdy
konstytutywne wyciszenie SQS ryzu przy uzyciu metody RNAi
spowodowalo poprawe tolerancji na niedobér wody.** Natomiast
wzrost poziomu transkrypcji SQS opisano w innych roslinach
poddanych stresowi suszy, takich jak liscie jabloni.’” Sugeruje sie,
ze w warunkach stresu wodnego ekspresja SQS moze by¢
indukowana w celu potencjalnej zmiany sktadu blony komoérkowej,
poniewaz zawarto$¢ fitosteroli i triterpendéw wplywa na plynnosé i
stabilnos¢ blony komorkowej w  zaleznodci od fluktuacji
osmotycznej.”’

Podsumowujac, zawartos¢ skwalenu wykazuje duzg zmienno$é w
oliwach z oliwek pochodzacych z kolekeji odmian oliwek Core-36.
Ponadto przeprowadzono izolacje i charakterystyke czterech genéw
SQS oliwek. Analiza sekwendji tych genéw (OepSQS1, OepSQS2,
OepSQS3i 0epSQS4)
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spozywczej
pokazuje, ze koduja one enzymy SQS. Tozsamos$¢ genéw SQS

zostala potwierdzona poprzez ekspresje funkcjonalng w bakteriach.
Analiza ekspresji genéw ujawnia przestrzenng i czasowy regulacje
poziomoéw transkrypcji SQS w owocach oliwki w trakcie rozwoju i
dojrzewania oraz wskazuje, ze ekspresja genéw SQS oliwki jest
zalezna od odmiany. Ponadto dane transkrypcyjne z odmian
,Picual” i ,Arbequina”, wraz z danymi uzyskanymi z dwéch odmian
o0 bardzo zréznicowanej zawartoéci skwalenu, takich jak ,Dokkar”
(niska) i ,Klon-14” (wysoka), sugeruja, ze OeSQS2 wydaje si¢ by¢
genem, ktéry gléwnie przyczynia si¢ do biosyntezy skwalenu w
mezokarpie oliwki, a zatem w oliwie z oliwek. Ekspresja genéw
0eSQSI i 0eSQS2 w owocach oliwki ,Arbequina” jest regulowana
przez stan nawodnienia, co pozwala zachowa¢ zawarto$¢ skwalenu
w fazie dojrzewania niezaleznie od warunkéw wodnych. Badanie to
stanowi znaczacy postep w wiedzy na temat regulacji biosyntezy
skwalenu w owocach oliwki. Ponadto informacje te pozwola na
stworzenie markeréw molekularnych do selekcji nowych odmian
oliwek o zwiekszonej zawartoéci skwalenu w oliwie z oliwek z
pierwszego tloczenia.

POWIAZANE TRESCI

Informacje dodatkowe

nformacje uzupelniajace sa dostgpne bezplatnie na stronie
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acs.jafc.3c05322.

Przewidywany TMD dla sekwencji SQS oliwki (rysunek S1),
wykres hydropatii przewidywanych sekwencji
aminokwasowych SQS oliwki (rysunek S2), analiza drzewa
filogenetycznego syntaz skwalenu roglinnego (rysunek S3),
widmo masowe piku dla autentycznego skwalenu i skwalenu
syntetyzowanego przez SQS oliwki (rysunek S4), zawarto§é
skwalenu i wzgledna liczebno$¢ transkryptéw genéw SQS
oliwki w tkance nasion odmian ,Picual” i ,Arbequina”
(rysunek SS), zawarto$¢ skwalenu i wzgledna liczebnogé
transkryptow genéw SQS oliwki w tkance mezokarpu
odmian ,Dokkar” i ,Klon-14”" (rysunek S6), wplywu rezimu
wodnego na zawarto$¢ skwalenu w tkance mezokarpu
(rysunek S7), sekwengji par starteréw uzytych do analizy
ekspresji genéw metoda qRT-PCR (tabela S1), sekwencji
par starteréw uzytych do amplifikacji sekwencji kodujacych
oliwkowe SQS w celu ich funkcjonalnej ekspresji w E. coli
(tabela S2) oraz numeréw dostepu réinych SQS
uwzglednionych w analizie drzewa filogenetycznego (tabela
S3) ( PDF)
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