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Application of RNA interference for cereal crops biotechnology

Summary

RNAI technology is based on a natural process of RNA-directed gene regula-
tion. The technique is widely used for gene functional analysis and to obtain
plants with modified traits. The main advantage of this system, particularly
when applied for polyploid species, is the possibility of simultaneous silencing
of homologous, homoeologous or orthologous genes.

The article discusses the results of relatively few papers where RNAi has
been used for functional analysis of native genes of wheat and barley. The main
part of the article presents the research on RNAi based gene silencing in cereals
performed by our group. The experimental basis of our work was the elabora-
tion of efficient Agrobacterium-hased transformation and plant regeneration sys-
tems of different cereal species (wheat, barley, triticale and oat). Currently, the
method is applied for modification of two types of traits in wheat, triticale and
barley. The first one is a technological trait related to cereal grain hardness. It is
genetically controlled by Pina and Pinb genes. We obtained over a hundred
transgenic lines with various degrees of Pina and Pinb silencing. Currently, the
lines are being analyzed for the amount of PINA and PINB proteins, composition
of storage proteins, and the grain texture. The second set of traits depends on
CKX genes encoding cytokinin oxidase/dehydrogenase - the part of the system
specifically governing the cytokinin level in different organs and developmental
stages. We obtained over forty barley transgenic lines with silenced HvCKXI.
This modification was found to be tightly correlated with enhanced plant pro-
ductivity measured as the higher grain number and higher mass of a thousand
kernels. The Ti and T2 transgenic seedlings developed bigger root system.
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1. RNAIi u roslin

Odkrycie procesu interferencji RNA (RNAI) jest jednym z najwiekszych osiggnieé
biologii molekularnej ostatnich kilkunastu lat. Pozwolito ono pozna¢ nowe mecha-
nizmy regulacji genetycznej, zaoferowalo potezne narzedzie badawcze i jednocze-
Snie stworzyto bardzo konkretne mozliwosci aplikacyjne.

Pierwsze wyniki wskazujgce na istnienie nowego rodzaju regulacji genetycznej
pochodzg z badan ekspresji syntazy chalkonowej, enzymu szlaku biosyntezy antocy-
janéw, w transgenicznej petunii (1). Van der Kroi i wsp. (2) zaobserwowali, ze dodat-
kowa kopia genu kodujgcego ten enzym w transgenicznych roslinach powodowata,
zamiast spodziewanej ciemniejszej barwy kwiatow, wyksztalcenie kwiatow bez-
barwnych. Efekt ten okreslono terminem ‘kosupresja’, lub ‘wyciszanie potranskryp-
cyjne’ w skrécie PTGS (Post-Transcriptional Gene Silencing). Termin ‘interferencja RNA’
(RNAI) zostat pierwszy raz zaproponowany przez Fire i wsp. (3) na okreslenie wyci-
szania ekspresji sterowanej przez dsRNA u Ceanorhabditis elegans.

W badaniach mechanizmu interferencji RNA wykazano, ze we wszystkich przy-
padkach gtéwng role odgrywaty kroétkie, 18-26-nukleotydowe, dwuniciowe RNA
(dsRNA). jest to grupa bardzo heterogenna, w ktoérej, dla zastosowan biotechnolo-
gicznych najwazniejsze sg krotkie interferujgce RNA (siRNA). Powstajg one w wyniku
specyficznego ciecia dowolnej czasteczki dwuniciowego RNA (dsRNA) na przykiad
dsRNA bedacego transkryptem odpowiedniego transgenu. Homologia siRNA do ja-
kiegokolwiek transkryptu (RNA) inicjuje proces jego degradacji. Efektem jest po-
transkrypcyjne wyciszanie ekspresji (PTGS). Homologia siRNA do DNA promotora
skutkuje jego metylacjg. Konsekwencjg jest inaktywacja promotora i wyciszenie
transkrypcyjne (TGS) (4).

Duza skutecznos¢ oraz wysoka specyficznos¢ tych procesow sg gtownymi atuta-
mi RNAi w genomice funkcjonalnej i biotechnologii. Wykazano, ze RNAi byto indu-
kowane po wprowadzeniu transgenu, ktdrego przejsciowa lub stata ekspresja pro-
wadzita do akumulacji dsRNA lub RNA o strukturze spinki do wioséw - hpRNA
(ang. hairpin RNA) (5, 6). Homologia dsRNA / hpRNA do promotora indukowato se-
kwencyjnie-specyficzng metylacje DNA promotora (RdDM), prowadzac do wycisza-
nia transkrypcyjnego (7).

Pierwsze prace dokumentujgce skuteczne wyciszanie ekspresji réznych genéw
endogennych przy uzyciu transgenow kodujgcych hpRNA ukazaty sie w 2000 r.
(8-10). Opracowano rozne systemy wektorow umozliwiajgce wprowadzenie do ge-
nomu rosliny transgenu z fragmentem okreslonego genu w orientacji sensowej i an-
tysensowej (11,12, http;//www.chromdb.org/rnai/pMCG161.html), ktérego ekspre-
sja prowadzita do powstania hpRNA. Udokumentowano, ze uzycie matego fragmen-
tu genu lub jego elementu regulacyjnego jest wystarczajgce do uzyskania wycisza-
nia. Bazy z sekwencjami kodujgcymi i regulatorowymi mogg by¢ bezposrednio wy-
korzystane do analizy funkcjonalnej lub do wyciszania ekspres;ji i uzyskiwania ros$lin
0 korzystnych cechach uzytkowych.
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Waznym narzedziem w genomice funkcjonalnej jest wyciszanie indukowane wi-
rus;em - VIGS (Virus Induced Gene Silencing). Polega ono na lokalnym wprowadzeniu
do komorki roslinnej odpowiednio skonstruowanego wektora warunkujgcego przej-
Sciowg ekspresje i akumulacje okreslonych dsRNA. Systemiczne roznoszenie sy-
gnatu pozwala wycisza¢ okreslony gen i obserwowaé efekt fenotypowy w wielu cze-
Sciach rosliny. Eksperymentalne systemy VIGS zaproponowano dla roslin jedno-
li¢,14) i dwulisciennych (15,16).

2. Zalety badawcze metody RNAi sg szczegolnie cenne u zbéz

Analiza funkcjonalna genéw byla dotychczas gtéwnie prowadzona z uzyciem
mutantéw typu utraty funkcji. Dla gatunkéw modelowych o malych genomach (ta-
kich jak Arabidopsis thaliana) istniejg liczne kolekcje takich mutantéw. Uzyskanie
takich kolekcji dla roslin uprawnych jest w wiekszosci przypadkow praktycznie nie-
mozliwe. Ponadto, na podstawie analizy genomu A. thaliana wskazuje sie, ze 65% ge-
noéw kodujacych biatka wystepuje w postaci kilku kopii (17). W tej sytuacji identyfi-
kacja mutanta, w ktérym obserwujemy zmiane lub utrate okreslonej funkciji jest bar-
dzo trudna lub niemozliwa nawet w roslinie modelowej. Ukierunkowane wyciszanie
ekspresji gendw, wykorzystujgce mechanizm RNAi skutecznie rozwigzuje ten pro-
blem. Mozliwos$¢ wyboru odpowiedniego fragmentu wyciszajgcego oraz rodzaju wy-
ciszenia (transkrypcyjne lub potranskrypcyjne) pozwala modulowac site sygnatu
wyciszajacego i/lub precyzyjne wyciszy¢ gen pojedynczy lub grupe genéw. Geny na-
lezace do rodziny genéw sg w duzej mierze homologiczne, zatem wyb6r odpowied-
niej sekwencji wyciszajgcej pozwala na wyciszenie jednego tub wielu genow z tej
rodziny. Przyktadem jest wyciszanie rodziny genéw OsRac w ryzu przy uzyciu silnie
konserwowanych fragmentéw wybranych z dwéch genéw z tej rodziny (18).

Genomy zb6z sg bardzo duze, a w przypadku gatunkéw poliploidalnych dodat-
kowo zlozone z homeologicznych genoméw diploidalnych. Genomy alloheksaplo-
idalnej pszenicy, pszenzyta czy owsa sg prawie 100-krotnie wieksze niz genom
A. thaliana i 34 razy wieksze niz genom ryzu (19). Zwielokrotnienie genéw homolo-
gicznych, homeologicznych i ortologicznych u tych gatunkéw jest bardzo duze
i uzyskanie mutanta danej cechy staje sie niemozliwe. Wyciszanie ekspres;ji takich
genow metoda RNAI, ktora teoretycznie pozwala wyciszy¢ kazde mRNA majgce ho-
mologie z krotkimi siRNAjest praktycznie jedyna skuteczng metoda. Po raz pierw-
szy zostato to potwierdzone w badaniach genu DDMI u sztucznego tetraploida ros-
liny modelowej Arabidopsis suecica. Transformacja pojedyncza kasetg wyciszajaca
tego genu powodowata hamowanie ekspresji jego wielokrotnych ortologéw (20).
Dodatkowo, obraz regulacji ekspresji genéw u gatunkéw poliploidalnych jest szcze-
golnie ztozony w przypadku rodzin genéw. Obserwowana u pszenicy korelacja ilo-
sci mRNA wyciszanych gendéw PDS i EIN2, kodujgcych desaturaze fitoenowsg i biatko
sygnalne etylenu z poziomem wyciszenia sugeruje, ze efekt RNAi zalezy prawdopo-
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dobnie od dawki kaset wyciszajgcych (21). Uzyskanie ro$lin o wyciszaniu stabym,
posrednim i silnym daje wieksze mozliwosci analizy, zwlaszcza w przypadku kiedy
brak biatka jest skorelowany z letalnoscig. Bardzo duzag zaletg metody RNAI jest
wspomniana mozliwos¢ jej wykorzystania, wowczas gdy znany jest jedynie frag-
ment sekwencji kodujacej (znacznik transkrypcji — EST) lub sekwencji regulatoro-
wej danego genu. Wprowadzenie kasety wyciszajgcej poprzez stabilng transforma-
cje umozliwia analize cech w czasie rozwoju rosliny oraz ich przekazywanie do na-
stepnych pokolen.

3. Analiza cech w zbozach

Analiza funkcjonalna genéw z wykorzystaniem metody RNAi u zb6z jest nadal
w poczagtkowej fazie aplikacji. Skonstruowanie kasety wyciszajacej okreslony gen,
dysponujac wczesniej opracowanymi systemami wektoréw i wiedzag o sekwencji wy-
ciszanego genu jest zadaniem stosunkowo tatwym. Obecnie gtéwnym czynnikiem li-
mitujgcym szerokie zastosowanie tej metody jest brak prostych i wydajnych metod
genetycznej transformacji zb6z. Ponadto dtugi cykl zyciowy tych roslin i koniecz-
nos$¢ weryfikacji wynikéw w kilku pokoleniach generatywnych znacznie wydtuza te
badania.

3.1. Diploidalne gatunki zb6z - jeczmien

Do najwazniejszych diploidalnych gatunkéw zb6z naleza: ryz (modelowy gatu-
nek rosliny zbozowej) oraz kukurydza i jeczmien. Obiektem naszych badan jest
gtéwnie jeczmien - gatunek ekonomicznie wazny, hodowany i szeroko uprawiany
w Polsce. Dotychczas ukazato sie zaledwie kilka publikacji, w ktérych opisano wyko-
rzystanie metody RNAi u tego gatunku.

W pierwszej publikacji wykorzystano kasete wyciszajgca, ktorej ekspresja pro-
wadzita do powstania hpRNA wybranego fragmentu genomu wirusa z6ttej kartowa-
tosci jeczmienia (BYDV-PAV). Uzyskane transgeniczne linie byly wysoce i jednocze-
Snie specyficznie odporne na tego wirusa (9).

Wyciszenie ekspresji jest waznym narzedziem badania funkcji genu. Ta strategia
zostata wykorzystana do analizy funkcji genu Jekyll. Badania zmian fenotypowych
w roslinach z obnizong od 20 do \00% ekspresja tego genu pozwolito wnioskowaé
o0 istotnej roli biatka JEKYLL w programowanej Smierci komoérek i rozwoju nasion
jeczmienia (22).

Stosujgc podobng metode badano funkcje genu MSH7 jeczmienia, o ktérym
sgdzono, ze podobnie jak Ph2 u pszenicy, kontroluje parowanie chromosoméw oraz
procesy rekombinacji i naprawy DNA. Wyciszenie ekspresji MSH7 pozytywnie zwe-
ryfikowato te przypuszczenia i potwierdzito istotng role tego genu w przebiegu me-
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jozy (23). Podobnie Gubler i wsp. (24) zastosowali metode RNAi do sprawdzenia roli
genu HVABAS'OHI w procesach warunkujgcych spoczynek nasion.

3-2. Gatunki poHploidalne

Do poliploidalnych, rodzimych gatunkéw zb6z naleza: pszenica {Triticiim
aestivLim L.), pszenzyto {xTriticosecale Wittmack) i owies {Avena sativa L.). Badania
prowadzone w laboratoriach na Swiecie koncentrujg sie wokét pszenicy, gatunku
0 bardzo duzym znaczeniu gospodarczym.

Pierwsze doniesienie, w ktérym uzyto stabilnej transformacji do wyciszania ge-
noéw natywnych pszenicy dotyczyto genu odpowiedzialnego za wernalizacje, VRN2
z T. monococaim L (25). Wprowadzenie kasety RNAi zawierajgcej 347 pz tego genu
spowodowato obnizenie (do 60%) ilosci transkryptoéw wszystkich homologéw VRN2
w allotetraploidalnej pszenicy i przyspieszato czas kwitnienia roslin. Ta sama strate-
gia i wyciszenie VRN1, genu warunkujacego kwitnienie po wernalizacji, pozwolita
na redukcje ilosci transkryptu o 80% i op6znienie czasu kwitnienia o 2 tygodnie (26).

Inng grupa cech modyfikowanych przy uzyciu metody RNAi byla zawarto$¢
| sktad frakcji skrobi (tj. amylozy i amylopektyny) w ziarnie pszenicy. Geny SBEIl ko-
duja dwie izoformy enzymu syntezy amylopektyny. Regina i wsp. (27) skonstruowali
kasety specyficznie wyciszajgce jeden lub obydwa geny SBEIl. W obydwu przypad-
kach wykazano redukcje biatka do poziomu 10% roslin kontrolnych, przy czym
zgodnie z oczekiwaniem, pierwsza konstrukcja wyciszata ekspresje tylko jednego,
a druga obydwu gendw. Ziarna linii transgenicznych miaty zredukowang zawarto$¢
amylopektyny i podwyzszong zawartos¢ amylozy. W badaniach na szczurach wyka-
zano, ze zmiana ta jest potencjalnie korzystna zywieniowo.

W innych pracach wykorzystujgcych metode RNAi skoncentrowano sie na jedno-
czesnym wyciszeniu wielu homeologéw wybranych genéw. Travella i wsp. (21) ba-
dali wyciszenie PDS i EIN2 obecnych w kazdym z trzech genoméw A, B i D alloheksa-
ploidalnej pszenicy. Do wyciszania uzyto fragmentéw genéw o dtugosci okoto 500 pz,
wykazujacych 96% podobienstwa do trzech homeologicznych kopii. W liniach trans-
genicznych ilos¢ transkryptéw wahata sie od 10 do 80% w stosunku do kontroli
i byto to skorelowane z nasileniem zmian fenotypowych. W transgenicznych liniach
homozygotycznych wyciszenie bylo silniejsze niz w liniach hemizygotycznych co
wskazuje, ze w heksaploidalnej pszenicy efekt RNAi zalezy od dawki transgenu (licz-
by kaset). Uauy i wsp. (28) analizowali funkcje wielu homologicznych kopii gendéw
NAM pszenicy. W otrzymanych roslinach, charakteryzujacych sie zredukowana (od
30 do 60%) iloscig transkryptow tych genéw obserwowano opdznienie procesow
starzenia oraz obnizenie zawartosci biatlek i mikroelementéw (cynku i zelaza)
w ziarniakach. Wykorzystujac metode RNAi Yue i wsp. (29) potwierdzili, ze podjed-
nostka gluteniny IDx5 (produkt genu WHx5) istotnie wplywa na jakos¢ ciasta,
a Gil-Humanes i wsp. (30) otrzymali rosliny o zredukowanej zawartosci y-gliadyn.
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W prawie wszystkich opisanych badaniach stosowano metode biolistyczna. Jedy-
nie w pracy Regina i wsp. (27) postuzono sie Agrobacterium. W wigekszo$ci prac uzy-
skano zaledwie kilka transgenicznych linii, w ktérych wyciszenie ekspresji wahato
sie od 20 do 90”. Wszystkie cytowane prace potwierdzajg ogromne mozliwosci ba-
dawcze i aplikacyjne metody RNAI.

4. Badania prowadzone w Zaktadzie Inzynierii Komérkowej
i Transformacji

4.1. Opracowanie metod transformaciji i badania wstepne

Technologia wyciszania genéw wymaga uzycia metody transformacji genetycz-
nej. W 2000 r., kiedy rozpoczynaliSmy badania na zbozach, do transformacji uzywa-
no gtéwnie metody biolistycznej (mikrowstrzeliwania). Zalety metody transformaciji
genetycznej przy uzycm Agrobacterium, mimo ze wowczas nie byla jeszcze dopraco-
wana u zbdz, przekonaty nas do jej wyboru (31) i do opracowania wydajnych metod
regeneracji roslin (32). Ustalilismy warunki transformacji za pomoca Agrobacterium
polskich odmian pszenicy: Kontesa, Torka (33), jeczmienia: Golden Promise, Scarlett
(nie publikowane) oraz jako pierwsi opracowali$my je dla polskiej odmiany pszenzy-
ta Wanad (34) i odmian owsa: Bajka, Stawko, Act (35).

Pierwsze eksperymenty wyciszania przeprowadzono na uzyskanych wczesniej
transgenicznych zbozach wykazujgcych ekspresje genu reporterowego gus oraz
genu selekcyjnego nptil - obydwu pod kontrolg promotora 35S. Celem wyciszania
stat sie wspdlny promotor i dlatego zastosowano w tym przypadku strategie wyci-
szania transkrypcji (TGS). Uzyta w tych badaniach kaseta wyciszajgca zawierata pro-
motor pmas i dwa odwrdcone fragmenty promotora 35S z sekwencjami wzmac-
niajacymi rozdzielone intronem (36). Ekspresje transgendw wyciszano poprzez
transformacje tg konstrukcjg transgenicznych roslin lub wprowadzenie jej do roslin
dzikich, ktére nastepnie byly krzyzowane z roslinami wykazujacymi ekspresje. W o-
bydwu przypadkach uzyskano wyciszenie ekspresji transgendw, a efekt wyciszenia
byt przekazywany do nastepnego pokolenia (Nadolska-Orczyk, nie publikowane).

4.2. Kierunkowe wyciszanie genéw natywnych zb6z

Obecnie badania nad kierunkowym wyciszaniem genéw natywnych prowadzimy
dla dwoch cech. Pierwsza jest cechg jakosciowa, zwigzang z twardoscig ziarna
u zboz. Jest ona gtéwnie warunkowana dwoma genami Pina i Pinb. Druga jest cecha
ilosciowg, kodowang przez rodzine gendéw CKX, ktére regulujg poziom cytokinin
w roéznych organach i tkankach, i tym samym biorg udziat w r6znych procesach roz-
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wojowych roslin. W obydwu przypadkach wspélnym elementem jest sposob wyci-
szania prowadzacy do degradacji transkryptu (PTGS). W badaniach uzywany jest
wektor binarny pMCGIGI, skonstruowany z mys$lg o zbozach (http://www.chromdb.
org/rai/pMCG161.html). Zawiera on kasete selekcyjng genu bar pod promotorem
zbozowym Ubit pochodzgcym z kukurydzy oraz miejsca restrykcyjne do wprowa-
dzania fragmentéw wyciszanych genéw w orientacji sensowej i antysensowej.

4.3. Badania nad wyciszaniem genéw Pina i Pinb

Twardos$¢ ziarna jest wazng cecha technologiczng. W pszenicy alloheksaploidalnej
T. aestivum L., uprawianej w Polsce i dominujgcej w uprawie na $wiecie, jest ona gtow-
nie warunkowana dwoma genami Pina i Pinb zlokalizowanymi w genomie D. Geny te
koduja puroindoline a (PINA) i puroindoline b (PINB). PINA i PINB sg dwoma podjed-
nostkami friabiliny - biatka obecnego we frakcji skrobiowej endospermu i warstwie
aleuronowej dojrzatych ziarniakéw. Brak tego biatka powoduje twardos¢ ziarniakéw,
co z kolei warunkuje okreslone cechy technologiczne maki. Zaréwno geny puroindoli-
nowe, ich ortologi oraz kodowane przez nie biatka puroindolinopodobne wystepuja
w niektorych genomach Triticeae i Aveneae. Sg one obecne w genomach: H jeczmie-
nia, R zyta i pszenzyta i D owsa. Brak tych gendéw w niektérych genomach diploidal-
nych i tetraploidalnych zb6z determinuje twardos¢ ziarna. Przyktadem jest uprawiana
w basenie Morza Srédziemnego pszenica tetraploidalna Triticum turgidum var. dumni
(AABB) przeznaczana gtéwnie do produkcji makaronow, kaszy kuskus itp. Mutacje ge-
néw P/n powoduja wyksztalcenie ziarna o r6znym stopniu twardosci (37).

WybraliSmy ten prosty model genetyczny do analizy samego efektu wyciszania
metoda RNAI jak réwniez ze wzgledu na warto$¢ uzytkowag warunkowanej przez te
geny cechy. Chcemy sprawdzi¢ czy jest mozliwe catkowite wyciszenie obydwu ge-
néw i czy pozwoli to uzyskac¢ ziarno tak twarde jak u pszenicy durum. Jak ta modyfi-
kacja wplynie na zawarto$¢ innych biatek w ziarniakach i ich warto$¢ technolo-
giczng? Czy wystepuje sugerowany zwigzek pomiedzy biatkami puroindolinowymi
a odpornoscig na patogeny?

Badania nad wyciszaniem genéw Pin prowadzimy u dwdch odmian pszenicy,
Kontesa i Torka oraz odmianie pszenzyta Wanad. Zostaly skonstruowane dwie kase-
ty wyciszajace, do wyciszania genu Pina i w osobnym wektorze dla genu Pinb. Rosli-
ny byly transformowane wektorami zawierajgcymi pojedyncze kasety i kotransfor-
mowane obydwoma wektorami. Po wielu eksperymentach wyselekcjonowaliSmy
150 roslin Tq reprezentujgcych wszystkie kombinacje. Obecno$¢ T-DNA sprawdzano
wieloma niezaleznymi testami PGR z uzyciem specyficznych starterow. Funkcjonal-
no$¢ wprowadzonych kaset weryfikowano badajgc obecnos¢ i ilos¢ transkryptow
genu selekcyjnego bar metodg poétilosciowego RT-PCR.

W celu wykonania prawidtowych analiz wyciszania, charakteryzowano allele ge-
néw Pina i Pinb w badanych odmianach. Poznano ich sekwencje nukleotydowg oraz
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zbadano ekspresje w dojrzewajgacych ziarniakach. Najsilniejsza ekspresje obserwo-
wano od 20 do 26 dni po zapyleniu (DAP), niezaleznie od odmiany. Te stadia rozwo-
ju ziarniakéw wybrano do analizy w wyciszanych liniach. W wyniku przeprowadzo-
nej analizy sekwencji badanych genéw w odmianach Kontesa i Torka wykazano, ze
allel Pina jest typu dzikiego, a allel Pinb zawiera mutacje punktowg, prowadzaca do
zamiany aminokwasu leucyny na proline w pozycji 60 (mutacja Pinb-Dlc).Jest to opi-
sana mutacja, czesto wystepujgca w pszenicach europejskich, nie prowadzgca do
utraty biatka (38). Analize ekspresji obydwu genéw Pina i Pinb przeprowadzono
w ziarniakach 20 i 26 DAP w transgenicznych liniach Ti i T obydwu odmian pszeni-
cy i jednej odmiany pszenzyta. Czesc¢ linii wykazywata catkowite lub czesciowe wyci-
szenie ekspresji obydwu genéw. Na podstawie pomiarow ilosci biatek izolowanych
z frakcji skrobi zawierajgcej PINA i PINB wykazano wystepowanie u wiekszosci linii
korelacji pomiedzy zawartoscig ekstrahowanej frakcji biatka i poziomem transkryp-
téw obydwu gendéw. Metoda (SDS-PAGE) rozdziatu biatek tej frakcji na dwuwarstwo-
wym zelu pozwolita na separacje PINA i PINB. Biatko catkowite w wyciszanych li-
niach nie ulegto obnizeniu. Na podstawie tych analiz wytypowano pojedynki do dal-
szych badan.

4.4. Badania nad wyciszaniem genow z rodziny HVCKX jeczmienia i TaCKK
pszenicy i pszenzyta

Geny CKX nalezace do rodziny genéw, wystepuja u réznych gatunkéw roslin. Ko-
duja one enzymy oksydaz/dehydrogenaz cytokinin regulujace endogenny poziom
cytokinin w roslinach. Cytokininy, jako regulatory wzrostu, biorg udziat w wielu eta-
pach wzrostu i rozwoju rosliny, m. in. kontroli formowania i wzrostu pakéw bocz-
nych u ryzu (39). Zréznicowane profile ekspresji poszczegdlnych genéw i subko-
morkowa lokalizacja ich produktéw sugerujg zroznicowane funkcje w poszczegdl-
nych organach (40,41). Poszczeg6lne enzymy CKX réznig sie wkasciwosciami bioche-
micznymi, w szczegoélnosci powinowactwem substratu do réznych cytokinin (42).
Funkcje gendéw z rodziny CKX zostaly dotad scharakteryzowane w gatunku modelo-
wym A. thaliana (43,44) i w niektérych zbozach: ryzu (39) i kukurydzy (45-48). W po-
zostatych gatunkach zb6z niektdre geny zostaly sklonowane, ale ich funkcja jest po-
znana bardzo stabo lub jest nieznana. U jeczmienia sg to geny HYCKX2 i HYCKX3 (49)
a u pszenicy TaCKXI, TaCKX2 i TaCKX5 (50-52). Te ostatnie sklonowano w ostatnich
latach.

Nasze badania nad kierunkowym wyciszaniem genéw z rodzin CKX u jeczmienia,
pszenicy i pszenzyta rozpoczynaliSmy w 2006 r. przy wspolpracy z zespotem
dr P. Gatuszki (Uniwersytet Palacky, Olomouc, Czechy). Do doswiadczen wybraliSmy
geny HvCKX] (fragment sekwencji z baz danych NCBI), HYCKX2 jeczmienia sklono-
wany przez wspotpracujacy zesp6t (49) oraz TaCKXI pszenicy (fragment sekwencji
z baz danych NCBI). Do kaset wyciszajacych wektora pMCG161 klonowalismy rézne
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fragmenty sekwencji kodujacych wybranych genéw. Pierwsza zawierala fragment
413 pz HVCKXI (NCBI nr AF362472). W drugiej umiescilismy fragment konserwatyw-
ny genu HvCKX2 o diugosci 289 pz. Trzecia kaseta do wyciszania genu TaCKXl ma
wbudowany fragment 740 pz (NCBI nr AF362471 i CJ682441). Transformowalismy
pie¢ odmian trzech gatunkdw zb06z: jeczmienia, pszenicy i pszenzyta. Transgenicz-
ne rosliny otrzymaliSmy u odmiany jeczmienia Golden Promise, odmiany pszenicy
Kontesa i pszenzyta Wanad. Dotad przeanalizowaliSmy wyciszanie w 52 liniach Gol-
den Promise, transformowanych kasetg wyciszajaca genu HvCKXIl. W prawie 80%
wyselekcjonowanych linii stwierdzono istotnie obnizong wzgledng aktywnos¢ enzy-
mu dehydrogenazy/oksydazy cytokininy w korzeniach siewek T”. Analiza wyciszania
badanego genu wymagata przeprowadzenia pomiaréw akumulacji transkryptu genu
HvCKXI w réznych tkankach/organach roslin dzikich. Badano organy 5-dniowych
siewek oraz liscie, kwiatostany i klosy w r6znych stadiach rozwoju w dwéch bada-
nych odmianach Golden Promise i Scarlett. Najwyzszy poziom akumulacji transkryp-
tu HVCKXI stwierdzono w rozwijajgcych sie klosach w dniu zapylenia (0 DAP) oraz
71 14 DAP, a takze w korzeniach siewek. Te organy zostaly wybrane do analizy wyci-
szania w roslinach transgenicznych. Pelng analize ekspresji genu HvCKXI, aktywno-
$ci enzymu CKX i zmian fenotypowych przeprowadzono w segregujagcym potom-
stwie T] otrzymanym z siedmiu transgenicznych linii. Wzgledna ekspresja HvCKXI
mierzona w ktosach 0 DAP i 14 DAP wahata sie w granicach od 0,47 do 1,15. Obser-
wowany w niektérych roslinach 50% spadek ilosci transkryptu warunkowat znacznie
nizszg aktywno$¢ enzymu CKX w segregujgcym potomstwie. W roslinach tych
wzgledne wartosci aktywnosci enzymu wahaty sie od 0,15 do nieco powyzej 1,00.
Bardzo interesujgca i potencjalnie wazna uzytkowo okazata sie korelacja pomiedzy
obnizong aktywnoscia enzymu i zwiekszong produktywnoscia roslin obserwowana,
jako wieksza liczba nasion i/lub wieksza masa tysigca nasion w pokoleniu Tq i T]. Po-
nadto cechy te byly zwigzane z wyzszg masg korzenia w 5-dniowych siewkach po-
tomstwa T] i T=. PotwierdziliSmy, ze otrzymane fenotypy byly stabilnie dziedziczo-
ne w dwdch - trzech pokoleniach i zawsze obserwowano korelacje zmian na po-
ziomie molekularnym ze zmianami fenotypowymi.

W przedstawionych wynikach badan wlasnych udokumentowaliSmy znaczne mo-
zliwosci wykorzystania metody RNAiI do analizy funkcji genéw oraz do otrzymania
roslin o nowych, korzystnych cechach agronomicznych. Nasze badania wykonujemy
gtéwnie z uzyciem polskich odmian zbdz: pszenicy, pszenzyta, owsa, jeczmienia, po-
niewaz mogga one by¢ uzyte w programach hodowlanych, jako pierwsi udokumento-
walismy, ze wyciszenie genu HvVCKXI pozytywnie wplywa na produktywnosc¢ roslin
jeczmienia (53,54). Przedstawione wyniki badan nad wykorzystaniem procesu RNAi
do stabilnego wyciszenia ekspresji genéw w pszenicy, pszenzycie i jeczmieniu sajed-
nymi z nielicznych, ktore dotychczas ukazaly sie w literaturze Swiatowej (rozdz. 3).

Badania finansowane z projektow; N302 013 31/1517, CZECHY/259/2006, 620/N-COST/09/2010,
PBZ-MNiSW-2/3/2006/31, PBZ-MNiSW-2/3/2006/23.
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