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Transgene expression and gene silencing in cereals

Summary

Genetic transformation of cereal crops is a powerful research tool for analy­
sis of gene function and varietal improvement. Application of the method is 
possible when the expression of introduced transgene is on the desired level 
and stable over several generations. The production of transgenic cereals was 
mainly performed by microprojectile bombardment. However, some advance 
was also achieved by application of Agrobacterium-med'iated transformation. For 
rice, which is the cereal model species, this method is routinely used, while for 
many others, especially polyploids, it has been developed very recently and only 
in a few laboratories. We still lack the knowledge whether the main features of 
Agro-mediated transformation (i.e. integration of one or few copies usually not 
rearranged and well defined transgene cassette) influence the transgene expres­
sion in polyploid cereal species. This review discusses known mechanisms pos­
sibly involved in transgene silencing, using both transformation methods. Part 
of the discussion is focused on transgene expression / silencing in relation to 
large genomes of polyploid cereals.

Another application of genetic transformation, based on RNAi technology 
(RNA interference), is silencing of selected genes. This could be used to study 
gene function as well as to induce silencing of the native, single or family genes 
of cereals. Two strategies of silencing are discussed: a strategy of transcriptional 
gene silencing (TGS) and posttranscriptional gene silencing (PTGS).
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Ekspresja transgenów i wyciszanie genów u zbóż

1. Metody transformacji zbóż

Uzyskanie transgenicznych roślin jest podstawowym etapem w badaniach funk­
cji genów oraz otrzymywaniu nowych, genetycznie ulepszonych odmian. Drugim, 
niezbędnym warunkiem jest uzyskanie stabilnej ekspresji wprowadzonej konstruk­
cji genetycznej, niezmienionej w kolejnych pokoleniach generatywnych. Zastosowa­
nie odpowiedniej metody transformacji genetycznej ma znaczenie nie tylko dla wy­
dajności, ale przede wszystkim dla jakości uzyskanych roślin transgenicznych.

Pierwsze transgeniczne, płodne rośliny zbóż, tj. kukurydzy (1) i ryżu (2,3) uzy­
skano pod koniec lat 90. ubiegłego wieku z protoplastów. Metoda ta jednak nie roz­
powszechniła się, z powodu trudności metodycznych oraz występujących zaburzeń 
genetycznych w otrzymywanych roślinach. Ze względu na nieudane w tym czasie 
próby transformacji zbóż za pomocą Agrobacterium, opracowana została metoda 
biolistyczna (mikrowstrzeliwania) (4) z powodzeniem użyta do transformacji pszeni­
cy (5-7). Do dziś rozpowszechniła się ona w wielu laboratoriach na świecie. Próby 
wykorzystania naturalnego mechanizmu transformacji genetycznej przy użyciu 
Agrobacterium przyniosły pewien przełom w 1994 r. w transformacji ryżu (8) 
i w 1997 r. w transformacji pszenicy (9). W chwili obecnej u ryżu, który jest diplo- 
idalnym gatunkiem modelowym wśród zbóż, ta metoda transformacji jest już ru­
tyną. U wielu pozostałych, zwłaszcza gatunków poliploidalnych (pszenica, pszenży­
to, owies) transformacja za pomocą Agrobacterium jest nadal bardzo trudna i niedo­
pracowana. Najwięcej doniesień dotyczy pszenicy, gatunku gospodarczo najważ­
niejszego (9-13). Większość z nich ukazała się w okresie ostatnich trzech lat i po­
chodzi z kilku laboratoriów. Nasz wkład w opracowanie metody transformacji gene­
tycznej za pomocą Agrobacterium u poliploidalnych zbóż jest bardzo istotny. Inten­
sywne prace z ostatnich kilku lat (z dużą pomocą finansową KBN) zaowocowały 
opracowaniem regeneracji in vitro i transformacji trzech odmian pszenicy (14,13), 
pszenżyta (15) i owsa (Gasparis i in., w opracowaniu). Znajomość tych technik umoż­
liwia nam prowadzenie badań nad ekspresją transgenów oraz wyciszaniem genów 
natywnych w zbożach.

1.1. Metoda biolistyczna

Duże zainteresowanie metodą transformacji zbóż za pomocą Agrobacterium nie 
było bezprzedmiotowe. Po kilku latach badań i entuzjastycznych doniesień na te­
mat możliwości użycia metody biolistycznej w kolejnych gatunkach zbóż, rozpoczę­
to analizę uzyskanych linii transgenicznych. Dotyczyła ona liczby kopii, struktury 
transgenicznych loci, ich lokalizacji, dziedziczenia i utrzymywania ekspresji w kolej­
nych pokoleniach generatywnych, a w najnowszych pracach przeprowadzono anali­
zę sekwencji. Wykazano, integrację zazwyczaj wielu (do kilkudziesięciu) kopii trans- 
genu zawierającego ponadto sekwencje wektora. Towarzyszyły temu duże rearan-
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żacje. Zdecydowana większość transgenicznych loci miała bardzo złożoną strukturę 
składającą się z wielokrotnych kopii całych, uszkodzonych i zrearanżowanych se­
kwencji, często wbudowanych w postaci jednokierunkowych lub odwróconych po­
wtórzeń i rozdzielonych fragmentami genomowego DNA (16-18). Te zaburzenia 
w budowie i strukturze transgenicznych loci mają bezpośredni lub pośredni wpływ 
na brak ekspresji wprowadzonych transgenów lub ich wyciszanie w kolejnych poko­
leniach. Srivastava i wsp. (19) opisali rearanżacje aż w 5 z 6 testowanych linii trans­
genicznych pszenicy. Tak dużą liczbę linii z zaburzeniami transgenów autor tłuma­
czył niestabilnością użytej do transformacji populacji. Cannell i wsp. (20) badali 
dziedziczenie genu reporterowego uidA i selekcyjnego bar w trzech pokoleniach 
roślin transgenicznych pszenicy i tritordeum. Z 12 lini testowanych w pierwszym 
pokoleniu generatywnym (Ti) 67%, a z 9 analizowanych w T2 i T3 55% wykazywało 
dziedziczenie zgodne z prawami Mendła. W niektórych liniach ekspresja genu re­
porterowego uidA, znajdującego się pod silnym promotorem Ubil/intron ulegała 
wyciszaniu w kołejnych trzech pokołeniach. Ponieważ linie te wyprowadzono z ro­
dzica wykazującego dobrą ekspresję, autorzy sugerują włączenie wyciszania epige- 
netycznego. W podobny sposób tłumaczono brak zgodności z segregacją men- 
dlowską w pokołeniu F2 roślin potomnych uzyskanych po krzyżowaniu roślin trans­
genicznych, wykazujących dobrą ekspresję genu uidA z nietransgenicznymi (21). Wy­
ciszanie genu uidA opisano również w wielu innych pracach, między innymi u diplo- 
idalnego ryżu (22). Obejmowały one od 5 do 49% potomstwa rodzica dobrze wyra­
żającego ekspresję transgenu selekcyjnego bar pod promotorem Ubił. W tym do­
świadczeniu stwierdzono metylację sekwencji promotora, co sugeruje, że inaktywa- 
cja nastąpiła na poziomie transkrypcji. Podobną, specyficzną inaktywację genu uidA 
w liniach pszenicy zawierających obydwa transgeny opisywali Srivastava i wsp. (19). 
Jakkolwiek w niektórych przypadkach gen bar ulegał ekspresji nawet, jeżeli był zme- 
tylowany. Specyficzne wyciszanie uidA sugeruje, że niestabilność transgenów może 
być związana z ich sekwencją. Szczegółowa analiza sekwencji transgenicznych loci 
u owsa, charakteryzujących się prostym wzorem integracji wykazanym za pomocą 
hybrydyzacji DNA, uwidoczniła wielokrotne rearanżacje transgenu i jego sekwencji 
flankujących z genomowym DNA (23). Z tego wynika, że częstotliwość występowa­
nia linii charakteryzujących się prostym wzorem integracji jest jeszcze rzadsza niż 
wskazują na to hybrydyzacja Southern biot lub badania FISH.

Na inną przyczynę zaburzeń wskazuje Howarth i wsp. (24). Analizie poddano 
dwie transgeniczne linie pszenicy, wykazującą ekspresję i ulegającą wyciszaniu. Wy­
ciszanie ekspresji genu reporterowego uidA i genu bar było coraz silniejsze w kolej­
nych pokoleniach generatywnych aż do T3 i zachodziło na poziomie transkrypcyj- 
nym. Związana z tym była nasilająca się w kolejnych pokoleniach metylacja promo­
tora (Ubił). Inserty linii wykazującej ekspresję w pokoleniu T3 zlokalizowano w dy- 
stalnej części chromosomu 5D, a w linii, gdzie transgeny uległy wyciszeniu w po­
bliżu centromeru chromosomu 5A (24). Z map fizycznych chromosomów pszenicy 
oraz innych gatunków wiadomo, że geny zlokalizowane są głównie w dystałnych.
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sybtelomerycznych rejonach chromosomów. Rejony znajdujące się blisko centrome- 
ru zawierają nieaktywną transkrypcyjnie heterochromatynę (25), wpływającą na wy­
ciszanie ulokowanych w niej transgenów. Efekt wyciszania tak zlokalizowanych 
transgenów nazywany jest efektem pozycji (26), czyli właściwościami strukturalny­
mi i funkcjonalnymi obszaru chromatyny flankującej miejsce integracji transgenu 
(27). Opisano go w obydwu metodach transformacji, choć ze względu na różny prze­
bieg tych procesów częściej przypisywany był metodzie biolistycznej.

1.2. Metoda transformacji za pomocą Agrobacterium

Integracja transgenicznych loci z genomowym DNA w metodzie Agrobacteńuin 
zachodzi w naturalnym procesie infekcji komórek roślinnych tą bakterią, w czasie, 
której dochodzi do przekazania T-DNA (praca przeglądowa 28). Wiąże się z tym ich 
znacznie prostsza organizacja polegająca na integracji pojedynczych lub małej licz­
by kopii transgenów z minimalnymi rearanżacjami. Ponadto daje ona możliwość 
wbudowania ściśle określonego przez sekwencje graniczne fragmentu DNA (T-DNA). 
Integracja może zachodzić w loci na różnych chromosomach, co umożliwia zastoso­
wanie metody transformacji dwoma różnymi plazmidami/T-DNA w celu wysegrego­
wania (usunięcia) konstrukcji użytej do selekcji (29,30). Dlatego korzyści wynikające 
z użycia metody transformacji genetycznej zbóż za pomocą Agrobacterium mogą być 
znaczne zarówno w badaniach podstawowych jak i w przypadku wprowadzania 
GMO do środowiska. Najlepiej zostały one udokumentowane u roślin dwuliścien­
nych, u których ta metoda transformacji jest wykorzystywana w badaniach i do ce­
lów aplikacyjnych od ponad dwudziestu lat. Zalety te potwierdzone zostały w pierw­
szych doniesieniach dotyczących zbóż (por. praca przeglądowa 31) oraz pracach po­
równujących obydwie metody u diploidalnych zbóż (32,33). Na przykład w wyniku 
użycia metody Agrobacterium u jęczmienia uzyskano dwukrotnie wyższą wydajność 
transformacji niż w metodzie biolistycznej i integrację 1-3 kopii we wszystkich uzy­
skanych liniach. Natomiast 60% linii uzyskanych w metodzie biolistycznej miało wię­
cej niż 8 kopii. Częściej również obserwowano wyciszenie w pierwszym pokoleniu 
generatywnym (33).

Najczęściej występujące zaburzenia w tej metodzie, to integracja sekwencji wek­
tora spoza T-DNA, integracja więcej niż jednej kopii, czasami niepełnej T-DNA oraz 
drobne zaburzenia w sekwencjach nukleotydów graniczących z genomowym DNA. 
jednak nie wszystkie z nich, jak to sugerowano we wcześniejszych badaniach, są po­
wodem wyciszania. Meza i wsp. (34) analizowali 37 jednokopiowych linii transge­
nicznych wyprowadzonych z modelowej rośliny dwuliściennej Arabidopsis thaliana. 
Prawie jedna trzecia (13) z nich wykazywała wyciszanie. W dokładnej analizie trans­
genicznych loci wykazano, że pięć linii zawierało sekwencje wektora, a trzy miały 
ucięte kopie T-DNA w odwróconej orientacji do całej kopii. Zarówno jedne jak i dru­
gie nie odgrywały istotnej roli w indukcji wyciszania. Podobnie nie stwierdzono
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związku pomiędzy metylacją promotora a wyciszaniem transgenu. Autorzy tłuma­
czyli wyciszenie transgenów w tych badaniach efektem pozycji. Nie jest to zgodne 
z wynikami opisanymi w innych pracach, sugerującymi rozdział insertów T-DNA 
w miejscach aktywnej transkrypcyjnie euchromatyny (35). Na przykład w genomie 
A. tholiana, gdzie zagęszczenie genów jest duże, stwierdzono równomierny rozdział 
insertów T-DNA. U ryżu były one zlokalizowane jedynie w rejonach aktywnych tran­
skrypcyjnie odpowiadających tylko 10-25% genomowego DNA. Podobnie w analizie 
fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH) chromosomów metafazowych ryżu wyka­
zano, że inserty T-DNA były ulokowane głównie w dystalnych, euchromatynowych 
częściach (36). Pewnym wytłumaczeniem efektu pozycji, opisanym u roślin transfor­
mowanych za pomocą Agrobacterium może być występowanie interstycjalnych miejsc 
heterochromatyny (knobs), po raz pierwszy opisanych w kukurydzy (37), ale wystę­
pujących również w genomach innych roślin. W najnowszych badaniach u Arabidopsis 
wykazano, że heterochromatyna jest determinowana przez elementy transpozono- 
we i związane z nimi duplikacje tandemowe pod kontrolą genu DDMl ATPazy remo- 
delującej chromatynę (38). Geny leżące blisko lub wewnątrz tych rejonów mogą być 
przez nie regulowane epigenetycznie.

Z wcześniejszych badań wynikało, że wyciszanie było również często związane 
z występowaniem powtarzalnych struktur T-DNA (praca przeglądowa 39), choć nig­
dy w konfiguracjach T-DNA jako sekwencje odwrócone lub tandemowe (40). Zwią­
zek z transkrypcją odwróconych powtórzeń a wyciszaniem istniał, wtedy gdy RNA 
formowało dwuniciowe RNA, cięte na siRNA i homologiczne mRNA było degradowa­
ne (por. praca przeglądowa 41). Jednakże w niektórych badaniach podtrzymuje się 
hipotezę, że wyciszanie jest aktywowane przez przekroczenie pewnego stężenia 
transkryptu lub innego produktu ekspresji transgenów (42). Na przykład częstotli­
wość wyciszania była pozytywnie skorelowana z siłą promotora wprowadzanego 
genu (43) i była bardziej jednoznaczna w roślinach homo- niż hemizygotycznych 
(44). Ta hipoteza zostanie szerzej omówiona w następnym rozdziale.

W badaniach przeprowadzonych na modelowych roślinach dwuliściennych 
uzmysłowiono nam tylko ewentualne przyczyny i mechanizmy wyciszania transge­
nów. Metoda transformacji zbóż heksaploidalnych za pomocą Agrobacterium została 
opracowana dopiero w ostatnich latach (9-13,15,16), dlatego informacje na temat 
ekspresji wprowadzonych transgenów ograniczają się do pierwszego, najwyżej dru­
giego pokolenia generatywnego. We wstępnych wynikach tych badań potwierdza 
się dużo wyższą częstotliwość występowania pojedynczych kopii o prostym wzorze 
integracji. Brak na razie prac, w których prowadzono analizę stabilności ekspresji 
i/lub ewentualnych mechanizmów wyciszania, jednym z elementów mogących od­
grywać bardzo dużą rolę w ekspresji transgenów jest duży i bardzo złożony genom 
tych roślin. Diploidalne zboża mają genom większy niż roślina modelowa A. thaliana 
od ok. 3 razy u ryżu do ponad 30 razy u jęczmienia. Zboża poliploidalne, jak allo- 
heksaploidalna pszenica, pszenżyto czy owies, mają genomy prawie 100-krotnie 
większe (45). Większość zajmują rozproszone wzdłuż chromosomów rejony hetero-
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chromatynowe, zawierające sekwencje repetytywne oraz ruchome elementy gene­
tyczne. Elementy transpozonowe w roślinach o dużych genomach zajmują więk­
szość obszaru (46). Udział retrotranspozonów w genomach zbóż oceniany jest na­
wet na 50 do 80% (47). Stwierdzono, że w warunkach stresu mogą ulegać aktywacji 
i wpływać na ekspresję i/lub rearanżacje przylegających genów. Na przykład w nowo 
syntetyzowanym amfiploidzie pszenicy poziom transkryptów transpozonu Wis 2-lA, 
znajdujący się w dziesiątkach tysięcy kopii był bardzo wysoki i związany z wycisza­
niem lub aktywacją określonych genów (48). U jęczmienia 12 z 46 miejsc integracji 
T-DNA ulokowanych było wewnątrz retrotranspozonu BARE-1, występującego z czę­
stotliwością 2 X 10^ w genomie (49). Miejsca integracji transgenu z genomowym 
DNA ułożone były zawsze w powtarzalnej duplikacji tandemowej.

2. Liczba kopii a ekspresja

Mimo prostego wzoru integracji, transgeniczne linie roślin dwuliściennych wypro­
wadzone za pomocą Agrobacterium mogą różnić się nawet 100-krotnie w poziomie 
ekspresji (50,51). To duże zróżnicowanie pojawia się również wśród linii transformo­
wanych tą samą konstrukcją. W niektórych laboratoriach stwierdzono bezpośredni 
związek pomiędzy liczbą kopii transgenów a poziomem ekspresji (52-54). Przy czym 
w badaniach na ziemniaku (52) był on pozytywny, a np. u tytoniu pozytywnie lub nega­
tywnie związany z ekspresją transgenu (53). W badaniach roślin zbożowych dane do­
tyczące efektu liczby kopii transgenu są nieliczne i sprzeczne. Opisano zarówno brak 
wpływu (55) jak i wzrost ekspresji związany z homozygotyzacją (56,57). W poliploidal- 
nych zbożach, głównie pszenicy transformowanej metodą biolistyczną można znaleźć 
wiele przykładów pozytywnej korelacji liczby transgenów z ekspresją, jednym z nich 
jest uzyskanie transgenicznej linii pszenicy zawierającej według szacunku autorów 
około 90 w przeliczeniu na homozygotyczny genom 2C kopii transgenu kodującego 
białko płaszcza wirusa paskowanej mozaiki pszenicy (58). Linia ta wykazywała jedno­
cześnie silną odporność na tego wirusa. Tak jak przedstawiono za pomocą hybrydyza­
cji Northern, odporność nie wynikała z ekspresji białka płaszcza wirusa, ale dużej ilości 
zdegradowanego mRNA transkrybowanego genu. Wynik ten sugeruje typ odporności 
warunkowany przez potranskrypcyjne wyciszanie.

Inne przykłady dotyczą transformacji zbóż genami natywnymi, warunkującymi 
cechy jakościowe, jedną z najważniejszych jest skład jakościowy gluteniny, białka 
zapasowego zbóż. Składa się ona z dwóch podjednostek: wysokocząsteczkowej 
HMW (ang. high-molecular-weight) i niskocząsteczkowej LMW (ang. low-molecular-we- 
ight). HMW warunkuje elastyczność glutenu. Różnice w jakości związane są z liczbą 
podjednostek i mogą być zależne od efektu ilościowego. Pszenica heksaploidalna 
zawiera sześć genów podjednostki HMW, ale w zależności od odmiany występuje 
ekspresja 3, 4 lub 5 z nich. Istnieje ścisły związek pomiędzy liczbą genów ule­
gających ekspresji a jakością (59). Dwa z nich: lDx5 i lAxl kodujące podjednostkę
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HMW zostały wyizolowane i użyte do transformacji pszenicy (59,60). Rooke i wsp. 
(60), mimo uzyskania linii zawierających od około 6 do kilkudziesięciu kopii trans- 
genów, nie stwierdzili pozytywnej korelacji pomiędzy poziomem ekspresji a liczbą 
insertów transgenu. Te same geny wprowadzone do odmiany pszenicy, u której wy­
stępuje ekspresja wszystkich pięciu podjednostek (59) dała wynik odmienny. Z sześ­
ciu roślin transgenicznych w dwóch odnotowano nadekspresję genu lDx5, zwięk­
szającą udział wysokocząsteczkowej podjednostki gluteniny w białku całkowitym 
do 22%. Ekspresja 1Axl w dwóch roślinach powodowała wyciszanie genu endogen­
nego podjednostki lAx2*, kiedy transgen był w stadium homozygoty. Rośliny te 
zwierały niską liczbę kopii. Wyciszanie wszystkich podjednostek HMW obserwowa­
no w dwóch innych roślinach wykazujących ekspresję transgenu podjednostki 1Ax1 
i nadekspresję genu Dxl. Posiadały one wysoką liczbę kopii transgenu (od 20 do 50) 
wbudowanego w wielu miejscach genomu. Wzór integracji i ekspresji były dziedzi­
czone z wyjątkiem jednej linii, u której w pokoleniu T2 nastąpiła rewersja wycisza­
nia. Była ona związana z drastyczną stratą dużej liczby, ale nie wszystkich transge- 
nów. Rewertant wykazywał ekspresję wszystkich pięciu podjednostek oraz transge­
nu 1Axl. W innym laboratorium te same geny wprowadzono do roślin tritordeum 
(pszenica durum x jęczmień). Z 13 uzyskanych linii transgenicznych, 6 wykazywało 
podobną lub wyższą ekspresję tych podjednostek. Maści i wsp. (61) transformowali 
za pomocą mikrowstrzeliwania odmianę Bobwhite pszenicy genem kodującym pod- 
jednostkę LMW gluteniny pod jego własnym promotorem. Podjednostka ta jest dru­
gim ważnym komponentem glutenu wpływającym na jego strukturę. U większości 
transgenicznych roślin, ekspresja transgenu była słabo przekazywana do roślin po­
tomnych. U jednej z linii, wykazującej silną ekspresję transgenu, stwierdzono po­
dwojenie udziału białka w podjednostce. Zdaniem autorów nadekspresja tego 
transgenu była prawdopodobnie efektem integracji wielu kopii, co wynikało z anali­
zy hybrydyzacji Southern.

Pozytywny efekt wielokrotnych kopii genów puroindolinowych Pina i Pinb, któ­
rych ekspresja wpływa na miękkość ziaren wykazali See i wsp. (62) w liniach substy­
tucyjnych pszenicy. Ekspresja tych genów występuje w gatunkach diploidalnych 
pszenicy, ale jest wyciszona w pszenicy tetraploidalnej. Aktywne w heksaploidal- 
nych gatunkach geny puroindolinowe pochodzą z Aegilops tauschii, donora genomu 
D. Autorzy włączyli za pomocą linii substytucyjnych aktywne geny Pina i Pinb do ge­
nomu A i B. Stwierdzili ścisłą zależność miękkości ziarna ze zwiększoną liczbą tych 
genów. Podobny wynik zwiększenia miękkości ziarna uzyskano w wyniku transfor­
macji genetycznej ryżu metodą mikrowstrzeliwania transgenów pinA i pinB umiesz­
czonych pod kontrolą promotora ubiquityny (63). W tym przypadku ryż był tylko 
rośliną modelową, nie zawierającą w swoim genomie homologów tych genów. Au­
torzy potwierdzili wpływ produktów genów puroindolinowych na miękkość ziarna, 
choć nie wykazali efektu addytywnego. Na podstawie uzyskanych wyników można 
jednak przypuszczać, że w wyniku zwiększenia liczby kopii tych genów poprzez 
transformację genetyczną poliploidalnych zbóż może wystąpić efekt addytywny.
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W badaniach dotyczących roślin dwuliściennych najczęściej wyrażany był po­
gląd, że stabilna ekspresja jest wynikiem integracji pojedynczych kopii transgenów 
(64), a kopie wielokrotne prowadzą do kosupresji i wyciszania (65). Nowe dane 
wniosła praca Schubert i wsp. (66) na podstawie badań przeprowadzonych u A. thaliana. 
Autorzy scharakteryzowali ekspresje jednokopiowego T-DNA, zwierającego różną 
liczbę transgenu w 132 niezależnych liniach. Wyciszenie transgenów u żadnej z nich 
nie było wynikiem efektu pozycji (miejsca integracji). Natomiast poniżej pewnej 
liczby identycznych transgenów w genomie, korelacja pomiędzy liczbą kopii trans­
genu i ekspresją była pozytywna. Wysoka i stabilna ekspresja kilku kopii transgenu 
utrzymywana była w dalszych pokoleniach i jej poziom był porównywalny pomiędzy 
niezależnymi liniami mającymi tyle samo kopii transgenu. Wyciszanie RNAi (zob. da­
lej) na poziomie transkrypcji było włączane, jeżeli liczba kopii przekroczyła pewien 
poziom. Autorzy zaproponowali istnienie mechanizmu ochronnego, włączanego, 
kiedy transkrypcja RNA danego genu jest nadmierna. Pozytywna korelacja większej 
liczby kopii z ekspresją jest dyskutowana z organizacją genomu DNA tej rośliny. Na 
podstawie analizy sekwencji genomowego DNA wykazano, że u A. thaliana tylko 35% 
genów kodujących białka jest jednokopiowych (67). Istniejący, zatem pozytywny 
związek ekspresji z określoną liczbą kopii transgenów może być odzwierciedleniem 
charakterystyki genomu. Zmiany w liczbie kopii są szczególnie częste w trakcie 
ewolucji genomów (por. praca przeglądowa 68).

Genomy alloheksaploidalnych zbóż są złożone z trzech genomów diploidalnych 
różnych gatunków. Zawierają zatem trzy zestawy chromosomów homeologicznych. 
Mechanizmy regulacji ekspresji w poliploidach, podobnie jak wskazują na to bada­
nia z użyciem resyntezowanych poliploidów (69), muszą uwzględniać zwiększoną 
liczbę genów homeologicznych i ortologicznych oraz elementów regulatorowych. 
Można, zatem przypuszczać, że pozytywna zależność liczby kopii z ekspresją po­
winna być w tych gatunkach jeszcze bardziej istotna. Paradoksalnie hipotezę tę po­
twierdzono w pracach, w których wysoka ekspresja transgenu była związana z dużą 
liczbą kopii wprowadzonych metodą biolistyczną. Brak korelacji pomiędzy liczbą 
kopii i poziomem ekspresji transgenów tłumaczono najczęściej opisanym wcześniej 
efektem pozycji.

3. Ukierunkowane wyciszanie genów natywnych zbóż

3.1. Wykrycie regulatorowego RNA (RNAi)

Mimo że RNAi bierze udział w jednym z podstawowych mechanizmów regulacji 
ekspresji genów, jego pełne zrozumienie i wykorzystanie w badaniach stało się 
możliwe po wykryciu w 1999 r. krótkich interferujących RNA (siRNA) powodujących 
wyciszanie genów (70). Obecnie wiadomo, że istnieją trzy naturalne mechanizmy in-
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terferencji RNA (71). Regulują one mechanizmem obronnym rośliny przeciw wiru­
som, ochroną genomu przed transpozonami i biorą udział w regulacji ekspresji ge­
nów. Ich wspólnym elementem jest cięcie dwuniciowego RNA do krótkich 21-26 nu- 
kleotydowych, interferujących RNA (siRNAs i miRNAs) przez enzymy typu Dicer. Za­
blokowanie ekspresji genów może zachodzić na poziomie transkrypcji (TGS, tran- 
skrypcyjne wyciszanie genów). Zostało ono po raz pierwszy wykryte u roślin trans- 
genicznych, w których RNA transgenu powodowało metylację DNA (72,73). TGS za­
chodzi w wyniku metylacji promotora. Jest to proces dziedziczony aczkolwiek były 
obserwowane rewersje. Ostatnio zaobserwowano, że wyciszanie tego typu ma rów­
nież związek z modyfikacją histonów (74). Innym mechanizmem jest wyciszanie ge­
nów na poziomie mRNA (PTGS, potranskrypcyjne wyciszanie genów). W wyniku 
tego procesu zachodzi degradacja transkryptu genu endogennego (lub transgenu), 
metylacja sekwencji kodującej i tym samym wyciszenie ekspresji tego genu (trans­
genu) (75). PTGS zachodzi podczas rozwoju rośliny i po mejozie jest resetowany. 
Istnieje bardzo obszerna literatura na temat procesów TGS i PTGS u roślin modelo­
wych (A. thaliana, petunia) (por. praca przeglądowa 76). Charakterystyczne dla tych 
procesów jest systemiczne rozprzestrzenianie się sygnału wyciszającego w całej 
roślinie (77). Zarówno te badania jak i wykrycie krótkich interferujących RNA umoż­
liwiły zaprojektowanie wektorów do wyciszania genów natywnych na poziomie 
transkrypcji łub do wyciszania potranskrypcyjnego (66,78). Wyciszająca konstrukcja 
zawiera pomiędzy promotorem i terminatorem transkrypcji sekwencje odwrócone 
określonego fragmentu DNA. Integracja tej konstrukcji z genomowym DNA i jej 
transkrypcja prowadzi do powstania dwuniciowej spinki RNA, i w dalszej kolejności 
do metylacji wybranych sekwencji regulatorowych/kodujących. Odwrócone sekwen­
cje promotora spowodują jego metylację i w konsekwencji wyciszenia ekspresji 
genu na poziomie transkrypcji (nie dojdzie do transkrypcji sekwencji kodującej). 
W przypadku użycia sekwencji kodujących, dwuniciowe fragmenty RNA tych se­
kwencji doprowadzą do degradacji odpowiadającego im mRNA. Efektem będzie wy­
ciszenie ekspresji na poziomie potranskrypcyjnym.

Wykrycie regulatorowego RNA (RNAi) umożliwiło zrozumienie oraz ustałenie 
mechanizmów wyciszania ekspresji transgenów i stało się jedną z podstawowych 
metod analizy funkcji genów. Umożliwia również ukierunkowane wyciszanie genów 
natywnych, warunkujących niekorzystne cechy.

3.2. Wykorzystanie procesu RNAi do wyciszania genów natywnych zbóż

W zależności od użycia określonego fragmentu genu, promotora czy sekwencji 
regulującej w wektorze typu RNAi efekt wyciszania będzie różny. W najnowszych 
badaniach Miki i wsp. (79) wykazali, że używając sekwencji konserwatywnej rodziny 
genów OsRac uzyskali wyciszanie w całej rodzinie. Powstające dwuniciowe RNA se­
kwencji genowospecyficznych prowadziło do wyciszania poszczególnych genów tej
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rodziny. Efektywność metody można było zwiększyć przez zastosowanie odpowied­
niego promotora i użycie właściwej długości sekwencji. Ryż jest bardzo dobrym 
obiektem do analizy funkcji genów przy użyciu wektorów wyciszających, ponieważ 
jego genom jest zsekwencjonowany, istnieje duża kolekcja pełnej długości cDNA, 
ale z kolei brakuje mutantów typu knockout. W najbliższym czasie można się zatem 
spodziewać wielu publikacji na ten temat.

Wiedza na temat ukierunkowanego wyciszania genów u gatunków poliploidalnych 
jest bardzo ograniczona. Są to gatunki, u których wyciszenie genów warunkujących 
niekorzystne cechy przy użyciu wektorów RNAi, jak się wydaje, jest bardzo potrzebne 
i może mieć ogromny wpływ na ich ulepszenie. W wyniku zwielokrotnionego genomu, 
mutacja recesywna genu na jednym z chromosomów homeologicznych zazwyczaj nie 
powoduje eliminacji cechy fenotypowej. Natomiast użycie wektorów RNAi umożliwia 
jednoczesne wyciszenie ekspresji danej grupy genów homeologicznych. Potwierdzili 
to w swoich badaniach Lawrence i Pikaard (80), w których użyli allotetraploidalnego 
gatunku Arabidopsis suecica, mieszańca A. thaliana i A. arenosa. Ekspresja dwuniciowego 
RNA genu DDM1 (zmniejszenie metylacji DNA) A. thaliana spowodowała eliminację 
mRNA tego genu i brak metylacji w powtórzeniach centromerowych genomów oby­
dwu gatunków w badanym mieszańcu (A. thaliana i A. arenosa). Te wyniki wskazują, że 
pojedynczy transgen indukujący RNAi może w sposób dominujący wyciszać wielokrot­
ne geny ortologiczne. W drugim i zarazem jedynym artykule dotyczącym pszenicy 
(twardej), transformowanej metodą biolistyczną, wprowadzono sekwencje genu 
VRN2, warunkującego hamowanie kwitnienia u zbóż ozimych (81). Mutacja w tym ge­
nie powoduje, że stają się one formami jarymi. Prawdopodobnie z powodu braku od­
powiednich metod, autorzy użyli do transformacji metody biolistycznej oraz odmiany 
jarej pszenicy twardej (jagger). Konstrukcja RNAi zawierała fragment 347 pz cDNA 
tego genu wyizolowanego z T. monococcum. Redukcja poziomu RNA genu VRN2 przy­
spieszyła czas kwitnienia transgenicznych roślin o ponad miesiąc.

4. Podsumowanie

Ekspresja transgenów w roślinach jest uwarunkowana szeregiem czynników 
związanych z metodą transformacji, właściwościami wprowadzanego DNA, budową 
transgenicznej kasety jak i cechami samej rośliny. Sekwencja transgenu, budowa 
i części składowe konstrukcji oraz sposób transformacji należą do grupy elemen­
tów, na które mamy wpływ i możemy je modyfikować. To, jak dana konstrukcja zo­
stanie zintegrowana z DNA rośliny zależy w dużej mierze od metody transformacji 
jak i od procesów odbywających się na poziomie komórki. Pomyślna realizacja tych 
wszystkich etapów nie zapewnia jeszcze uzyskania właściwej ekspresji transgenu. 
Ważnym elementem jest, żeby transgen został zintegrowany z właściwą częścią 
chromatyny, w odpowiedniej liczbie kopii, a jego struktura umożliwiała stabilną 
ekspresję w dalszych pokoleniach.
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Uzyskanie ekspresji transgenu na odpowiednim poziomie jest znacznie trudniej­
sze u zbóż niż u roślin dwuliściennych. Przyczyną tego, jak starałam się wykazać, 
mogą być dwa elementy. Pierwszym z nich jest ograniczone możliwościami tech­
nicznymi użycie korzystniejszej metody transformacji za pomocą Agrobacterium. 
Drugim jest ich duży genom, w którym prawie 80% zajmuje heterochromatyna. 
W gatunkach poliploidalnych zbóż występuje ponadto zwielokrotnienie genów ho- 
meologicznych lub ortologicznych oraz ich elementów regulatorowych. Doprowa­
dziło to prawdopodobnie do wykształcenia u tych roślin jeszcze silniejszych mecha­
nizmów regulacji ekspresji, w tym wyciszania na poziomie RNAi. Znacznie prostsza 
w zastosowaniu u poliploidalnych zbóż, jak się wydaje, jest technika wyciszania 
przy użyciu mechanizmu RNAi. Zgodnie z ogólną wiedzą na ten temat oraz wynika­
mi pierwszych prac umożliwia ona wyciszenie wszystkich genów homologicznych, 
homeologicznych lub ich ortologów. Stwarza, zatem nowe możliwości analizy funk­
cjonalnej oraz ulepszania roślin uprawnych.

Praca została opracowana w ramach projektu badawczego PBZ-KBN-089/P06/2003.
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