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Transgene expression in plant cell
Summary

Transgene incorporation in plant genome does not mean that the gene will
be active and will show expression at the required level. It is often the case that
transgenic plants do not exhibit the activity of the gene introduced. Gene
expression is known to be dependent on many factors such as: chimeric gene
structure, proper and stable integration to the genome and proper transcrip-
tion and translation. The knowledge of transgene regulation is essential for the
understanding of the transcription and translation mechanisms. Each plazmid
component is vital for later transgene expression. This refers to the size of T-DNA
introduced, location of particular elements, leader sequences length, AUG sequ-
ences, introns presence, optimum coding gene synthesis, removal of RNA insta-
bility signals and many other possible modifications.
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1. Ekspresja transgenéw

Woprowadzenie obcego genu do genomu biorcy nie oznacza,
ze gen bedzie aktywny i bedzie wykazywat ekspresje na zada-
nym poziomie. Bardzo czesto uzyskane w wyniku transformacji
rodliny nie wykazujg aktywnosci transgenu. Wiadomo obecnie,
ze ekspresja transgenow zalezy od wielu czynnikéw takich jak
budowa genu chimerycznego i metoda transformaciji, stabilna in-
tegracja do genomu biorcy i wtasciwy przebieg proceséw tran-
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skrypcji i translacji genu. Dziatanie gendw jest procesem wielostopniowym, ktory
rozpoczyna sie w jadrze i w genomie organelli komérkowych, a koriczy sie wypro-
dukowaniem okreslonej ilosci biatka w odpowiednim czasie i miejscu. Regulacja
moze nastepowac w réznych miejscach procesu. Wyjasnienie mechanizmoéw, ktore
regulujg tkankowospecyficzng, kostytutywng czy indukowang ekspresjg transge-
néw, sg podstawa do zrozumienia jak modulowana jest transkrypcja, a nastepnie
translacja.

Kazdy element plazmidu jest bardzo wazny dla pozZniejszej ekspresji transge-
néw. Dotyczy to wielkosci wprowadzanego T-DNA (ograniczona do ok. 20-30 kb, co
stanowi ok. ]0% plazmidu Ti), rozmieszczenia poszczegélnych elementow, dtugosci
sekwencji liderowej, sekwencji otaczajacych AUG, wigczenia intronéw do transkry-
bowanej czesci gendw, syntezy gendw optymalnie kodujacych, usuniecie sygnatow
niestabilnosci RNA i wielu innych mozliwych modyfikacji (1).

2. Budowa genu chimerycznego a ekspresja tansgenow

2.1. Analiza funkcji promotora

Od dawna zwracano uwage, ze sita i specyfika elementow promotorowych ma
istotne znaczenie dla ekspresji transgenu. Bez wiasciwego promotora konstytutyw-
nego lub promotora regulowanego nie nastgpi odpowiednia ekspresja transgenu.
Dlatego tez promotory réznych genéw roslinnych badane sg intensywnie. Promoto-
ry roslinne, zawierajace elementy cis nie podlegajace transkrypcji (URE - upstream
regulatory element), znajduja sie zwykle w gore od konca 5 sekwencji kodujacej
(zwykle z sekwencjg TATA) i odgrywajg podstawowsg role w regulacji transkrypcji
poniewaz dostarczajg sekwencji rozpoznawanych przez polimeraze RNA i rdzne
czynniki transkrypcyjne. Promotory zawierajg tez sekwencje liderowg, ktora jest
istotna dla efektywnej translacji (np. rm*GpppG ,,cap”).

2.2. Promotor 35S

jednym z najczesciej stosowanych promotorow konstytutywnych jest promotor
CaMV 35S pochodzgcy z wirusa mozaiki kalafiora (2). Odpowiada on za wytworze-
nie w genomie gospodarza transkryptu 35S. Wykazano, ze fragmenty promotora
wynoszace okoto 800-1000 pz w gére od miejsca transkrypcji sa aktywne w komor-
kach jedno- i dwulisciennych.

jest aktywny w prawie wszystkich tkankach roslin (3) i dlatego mozna go nazwac
konstytutywnym. Aktywno$¢ promotora 35S nie zalezy od biatek kodowanych przez
genom CaMV dlatego tez za jego aktywno$¢ odpowiadajg czynniki transkrypcyjne
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gospodarza. Promotor ten stanowi wygodny system do badania elementéw dzia-
tajacych cis. Badania te sg prowadzone na zasadzie a) utraty funkcji - skracanie
promotora od korica 5’ 3' lub od $rodka (delecje), b) nabycia funkcji - dodanie réz-
nych odcinkéw promotora, ¢) zmiany funkcji po mutacji miejscowej, specyficznej,
0 znanych miejscach flankujgcych.

Analiza dziatania promotora 35S z delecjg na koficu 3' byla prowadzona przy
uzyciu genu reporterowego hormonu ludzkiego w transgenicznym kalusie (3). Wy-
kazano, ze czes¢ promotora o dtugosci 343 pz w gore od miejsca startu transkrypcji
jest wystarczajgca do osiggniecia poziomu transkrypcji podobnego do uzyskiwanej
z petnym promotorem (941 pz). Dalsze skrdcenie promotora do 105 pz w gére od
miejsca startu transkrypcji spowodowato obnizenie aktywno$ci promotora o trzy
razy, a skrocenie do 46 pz dato w wyniku 20-krotne obnizenie aktywnosci. Na pod-
stawie innej pracy ustalono, ze promotor od konica 5' nie powinien by¢ krétszy niz
134-148 pz.

W wyniku dalszych badar wykazano, ze promotor 35S skiada sie z elementow
cis, i ze sg to domeny o odrebnych wtasciwosciach. Poszczeg6lne odcinki znajdujace
sie w gore od miejsca startu transkrypcji byty testowane w transgenicznym tytoniu
[ petunii (2,4). Kodujacy rejon genu uidA zostat uzyty jako gen reporterowy dla
stwierdzenia aktywnosci genu w tkance analizowanej histochemicznie. Stwierdzo-
no, ze promotor 35S skrécony w -90 pz jest aktywny w korzeniach transgeniczne-
go tytoniu, podczas gdy elementy od -343 do -90 pz w gdre od miejsca startu tran-
skrypcji wykazuja ekspresje w lisciach (4). Oznacza to, ze subdomeny promotora
35S sg specyficzne tkankowo. Sekwencje pomiedzy -343 a -90 pz byly nastepnie
podzielone na 5 czesci i ich aktywnos$¢ byla badana oddzielnie w roslinach transge-
nicznych (2). Kazda z pieciu subdomen aktywowata ekspresje transgenu, ale znacz-
nie stabiej. Stwierdzono takze, ze subdomeny moga oddziatywaé na siebie czyli wy-
kazywac dziatanie synergistyczne.

2.3. Sekwencja TATA i minimalna dtugos¢ promotora

Wiasciwa transkrypcja z reguty zalezy od sekwencji TATA, z ktdérg wigze sie
biatko TBP (TATA - binding protein). Sekwencja nukleotydowa wokot kasety TATA
jest zasadnicza dla transkrypcji. Potrzeba kasety TATA i elementu inicjatorowego
zostata potwierdzona przez analize mutacji promotora w ro$linach transgenicznych
ryzu (5). Stwierdzono, ze dla transkrypcji genu pal (gen liazy fenyloalaninowej) nie-
zbedna jest sekwencja TATA (aktywno$¢ transkrypcji), element inicjatorowy (wihasci-
we miejsce startu transkrypcji) i wzajemne oddziatywanie elementdw cis, ktore jest
zalezne od odlegtosci w promotorze.
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3. Zewnetrzne i wewnetrzne czynniki regulujace aktywno$¢ genu

3.1. Elementy reagujace na S$wiatio

Charakterystyka elementéw promotora zwigzana z regulacja przez Swiatto byla
wykorzystywana do zrozumienia kontroli ekspresji genéw. W kolejnych promoto-
rach gendw regulowanych Swiattem takich jak RbcS-3A (6), RbcS-1A (7) i Cab (8)
stwierdzono minimalny rejon promotorowy (od -60 do -200 pz, wewnatrz miejsca
startu transkrypcji o dtugosci 500 pz) niezbedny do aktywacji genu. Czynniki tran-
skrypcyjne takie jak motyw G, GATA, motyw GTI lub Z zostaly uznane za minimalne
promotory regulowane Swiattem i zwykle sg okre$lane jako elementy reagujace na
Swiatlo (LRE - light responsive elements).

Elementy regulatorowe cis reagujace na $wiatto nie sg ograniczone do miejsc
w gore od startu transkrypcji. Moga by¢ umiejscowione w rejonie kodujacym lub na-
wet w dot od miejsca startu transkrypcji.

3.2. Elementy indukowane kwasem abscysynowym (ABA)

Identyfikowano elementy cis niezbedne i wystarczajgce do reakcji na kwas abscy-
synowy. Sekwencje GTACGTGGCGC i jej homologi (nazwane ABRE- ABA responsive
elements) uznano za elementy indukowane kwasem abscysynowym. Element ABRE,
jak sie okazato, byt podobny do kasety G, ktdra takze zawiera rdzen ACGT. Kaseta G
jest obecna w rdznych genach, w tym réwniez w genach reagujacych na Swiatto
i auksyny. Nastepnie okazato sie, ze sekwencje kasety G sg niezbedne, ale nie wy-
starczajgce aby doszto do indukcji kwasem abscysynowym. Natomiast ABRE i nowy
element CElI (TGCCACCGG) byty wystarczajace do osiggniecia wysokiego poziomu
indukcji przez ABA (9). W genie reagujagcym na ABA moze hy¢ zatem wiecej niz je-
den kompleks reagujacy na ten sam czynnik.

Elementy CEIl (cis acting element) sg obecne we wszystkich genach regulowanych
przez ABA (10). Model element6w taczonych (coupling model) wystepuje w promoto-
rach innych gendéw. Podobnie jak w reakcji na ABA kaseta G wymaga elementéw CE
tak w przypadku reakcji na $wiatto genu syntazy chalkonowej (C/75) kaseta G wyma-
ga kasety H.

Kasety G dwdch analogicznie dziatajgcych gendw jeczmienia mozna byto wymie-
nia¢ (dziataty podobnie) natomiast elementy CE mogg by¢ zalezne od miejsca dzia-
fania (tylko w naturalnym miejscu dziatania) lub wspotdziata¢ z kasetami G w miej-
scach blizej i dalej potozonych.
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4. Specyficznos¢ tkankowa i komorkowa

4.1. Elementy specyficzne dla pytku

W badaniach nad ekspresja przejSciowg w tkance transgenicznych pomidorow
okreslono rejon 30 pz w promotorze gendw Lat52 i Lat59 {late anther tomato), ktore
sg wystarczajgce aby spowodowac wysoki poziom produktu w pytku. Krétka se-
kwencja znajdujaca sie miedzy -98 a -55 promotora Lat po przeniesieniu do promo-
tora 35S i potgczeniu z reporterowym genem uidA powodowata ekspresje genu re-
porterowego w pyiku transgenicznych roslin (11). Wykazano, ze elementy promoto-
ra specyficzne dla pytku nie dziatajg przez ograniczanie transkrypcji w tkance innej
niz pytek, ale raczej wykazujg pozytywne dziatanie w pyku.

4.2. Znaczenie sekwencji flankujgcej 5 i 3’ i intronu liderowego w regulacji
ekspresji

Do badan wykorzystano geny syntazy sacharozowej Sus3 i Sus4 z ziemniaka. Syn-
taza sacharozowa jest enzymem wystepujacym w bielmie zbdz i bulwach ziemniaka.
Dostarcza substratow do syntezy skrobi w organach spichrzowych, a takze dostar-
cza SLibstraty do floemu. Do wiasciwej ekspresji gen Sus4 wymaga sekwencji flan-
kujacej 5' w pozycji dystalnej i proksymalnej -1500, intronu liderowego i sekwencji
3’. Zastgpienie sekwencji 3' genu Sus4 terminatorem syntazy nopalinowej (nos) po-
wodowato 8-krotne zmniejszenie ekspresji w bulwach. Wyciecie sekwencji znaj-
dujacych sie w gore miejsca -1500 spowodowato, ze do ekspresji dochodzito w tkan-
ce waskularnej (12).

Woyciecie intronu liderowego z promotora genu Sus4 zmienia poziom ekspresji
syntazy sacharozowej w bulwach transgenicznego ziemniaka. Natomiast wyciecie
intronu liderowego z promotora genu Sus3 spowodowato zmniejszenie ekspresji
w tkance przewodzacej pylnikéw tytoniu i wzrost ekspresji w pytku. Przyklady te
wskazuja na udziat intronéw liderowych w ekspresji genow.

5. Introny

Kodujace rejony wielu genéw eukariotycznych sg przerywane sekwencjami nie
kodujacymi. Sekwencje nie kodujagce sg wycinane z mRNA w wieloetapowym proce-
sie nazywanym splicing.

W pierwszych genach chimerycznych wykorzystanych do transformacji roslin nie
byto intronéw. Dopiero w badaniach z genem dehydrogenazy alkoholowej (Adhl)
uzytym do transformacji komdrek kukurydzy wykazano, ze intron Adhl znacznie
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zwieksza ekspresje chimerycznego genu Adh-catl (13). Dodanie Intronu Adhl zwigk-
szyto poziom ekspresji gendw reporterowych {cat, neo, lucyferaza) do 170 razy. Po-
trzeba dodania intronu byta zwigzana ze strukturg i/lub obrébka sekwencji transkry-
bowanych przez Adhl. W wyniku mapowania wykazano, ze zwiekszona ekspresja
genu reporterowego byta spowodowana wzrostem ilosci dojrzatego cytoplazma-
tycznego mRNA.

Ekspresja genéw byta takze stymulowana przez inne introny, np. intron genu
bronzel kukurydzy lub intron genu aktyny ryzu.

Wykazanie, ze intron moze mie¢ korzystny wplyw na poziom ekspresji gendéw
w komorkach kukurydzy spowodowato, ze introny sg obecnie powszechnie uzywa-
ne do zwiekszania ekspresji obcych gendw w transgenicznych roslinach jednolis-
ciennych.

Introny roslinne réznig sie dtugoscia (od 70 nukleotydéw do kilku tysiecy), a ta-
kze sekwencjami 5 i 3' (odpowiednio AG/GTAAGT i TGCAGGT). Sa one bogate w A
i Uijest to cecha istotna dla obrobki intronow.

6. Sekwencje sterujace do organelli komorkowych

Wiasciwa ekspresja genéw chimerycznych w organellach komérkowych wymaga
odpowiedniego przygotowania. Biatko, ktore jest kodowane przez dany gen powin-
no trafi¢ do odpowiedniego dla niego organellum. Istotne sg zatem sekwencje
biorace udziat w sterowaniu produktami biatkowymi. Sekwencje takie muszg sie
znajdowac w genie chimerycznym.

Wykazano, ze istniejg sekwencje niezbedne do: selektywnego zatrzymywania
biatek w retikulum endoplazmatycznym, sortowania biatek do wakuoli, zatrzymy-
wania biatek w jadrze lub eksportu biatek poza jgdro, do chloroplastéw, mitochon-
driéw oraz do innych organelii.

Przyktadem moze byé otrzymywanie roslin transgenicznych tolerancyjnych na
herbicydy. V7 celu skierowania syntazy EPSP do chloroplastéw sekwencje zmutowa-
nej bakteryjnej syntazy EPSP byly potagczone z sekwencjg kierujaca roslinng syntaze
EPSP do chloroplastow (14).

Inna strategia manipulowania produktami organellowymi polega na przeniesie-
niu gendw mitochondrialnych lub chloroplastowych do jadra i kierowanie biatkami
Z jadra (15).

6.1. Rejony 5" i 3' mRNA nie podlegajace translacji a ekspresja genéw
Roslinne mRNA zawiera rejony 5' i 3' nie podlegajace translacji (UTR - untrans-

lated regions). Na koncu 5' znajduje sie struktura nazywana kap (ang. cap), metylo-
wana GTP, zakoriczona ogonem poli(A). Struktura kap stabilizuje transkrypt, gdyz
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chroni go przed dziataniem 5' - egzonukleaz. Kap i ogon poli(A) sa wspdtzalezny-
mi regulatorami translacji {bifunctional synergistic regulators). Oznacza to, ze pod nie-
obecnos¢ kap5' ogon poli(A) nie moze intensyfikowac translacji.

Rejon 5'UTR moze mie¢ wptyw na modulacje nasilenia inicjacji translacji. W ro-
$linach transgenicznych powodowat on aktywacje genu reporterowego (16,17).

Badania konca 3'UTR przeprowadzono dla genu RbcS-E9 pochodzgcego z grochu.
Koniec 3' byt tagczony z genem reporterowym. Z konstrukcjg otrzymano rosliny tyto-
niu. Stwierdzono, ze transkrypty byly poddane obrébce w jednym z trzech miejsc
poli(A) oraz, ze sekwencje w tych miejscach majg nature modularng (18,19). W innej
pracy sprawdzano wptyw 3'UTR na stabilno$¢ transkryptu SAUR {smali auxin upregu-
lated) o krétkim czasie trwania u Arabidopsis. Wykazano, ze 3'UTR ma wplyw na nie-
stabilnos¢ tego transkryptu (20).

Czynniki wptywajace na regulacje potranskrypcyjna u roslin zostaty omoéwione
w kilku pracach przegladowych (21-24).

6.2. Wyciszanie, kosupresja i sekwencje MAR

T-DNA, ktoére losowo integruje z genomem, moze by¢ inaktywowane (wycisza-
ne - gene silencing) w rézny sposéb. Wskazuje sie tu na procesy metylacji. Pewne
kopie transgenu sg hipermetylowane, podczas gdy inne sg hipometylowane i ak-
tywne transkrypcyjnie co sugeruje, ze stopief metylacji DNA jest determinowany
przez rejon integracji. Specyficzne miejsca inaktywacji moga by¢ demetylowane
spontanicznie lub po traktowaniu komérek czynnikiem demetylujagcym 5-azacyty-
dyng (25,26).

Odkryto takze inne zjawisko, ktére nazwano transinaktywacjg. Obserwowano
bezkierunkowsg inaktywacje transgenu u 15% podwdjnych transformantéw, gdy trans-
geniczna linia tytoniu byla retransformowana konstruktem, ktdry miat czeSciowa
homologie do konstruktu juz obecnego w genomie (27). Takiej transinaktywacji to-
warzyszyta hipermetytacja promotora inaktywowanego genu i nastepowata rewer-
sja, gdy dwa dziatajagce na siebie loci segregowaty niezaleznie w roslinach potom-
nych. W pewnych przypadkach czeSciowa metylacja utrzymywala sie przez dwa po-
kolenia (28).

Proponowano szereg mechanizméw modelowych dla wyttumaczenia homolo-
gicznie zaleznej transinaktywacji. Sugerowano, ze transinaktywacja odzwierciedla
brak zwrotnej kompetencji aktywatora transkrypcyjnego (29). Obecnie uwaza sie,
ze transinaktywacja jest zblizona do zjawiska paramutacji (30). Paramutacja byla
opisana dla locus r (zwigzanego z regulacjg ekspresji antocyjanu). Powoduje ona
dziedziczne ograniczenie aktywnosci wrazliwego (paramutacyjnego) allelu R-st.

Opisano szereg zjawisk kosupresji (supresji sensowej), ktére majg miejsce
w cigglej inaktywacji czeSciowo homologicznych transgendw (31). Kosupresja nie
jest ograniczona do transgenéw, ale dotyczy roéwniez oddziatywan transgen endo-
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genne DNA. Uwaza sie, ze wiekszos¢ zjawisk kosupresji opisanych do tej pory jest
spowodowana regulacjg potranskrypcyjna.

Od poczatkdw prac doswiadczalnych nad transformacjag geny sa wprowadzane
do genomu roslinnego losowo. Miejsce, w ktérym znajdzie sie gen, jak i liczba kopii
genu, przyczynia sie do r6znic miedzy ro$linami transgenicznymi je$li chodzi o eks-
presje transgenu. Uwaza sig, ze DNA sasiadujace z transgenem wplywa na jego ak-
tywnosé, a takze, ze przy wielu wprowadzonych kopiach genu jedna kopia moze
ogranicza¢ aktywno$¢ innych kopii.

Udowodniono, ze transgen p35S-RiN-tNos w linii tytoniu nr 271 powoduje wyci-
szanie in trans innych transgenow z promotorem 35S na poziomie transkrypcji, na-
tomiast inny transgen p35S-t//dA-trbcS w transgenicznej linii tytoniu 6b8 powoduje
wyciszanie kazdego genu uidA na poziomie potranskrypcyjnym.

Zwraca sie coraz czeSciej uwage na wptyw struktury chromatyny na wyciszanie
transgendéw. Chromatyna organizméw eukariotycznych jest uksztattowana w posta-
ci petli o réznej wielkosci (5-200 kpz) i jest potgczona z biatkowg ,,matriks” w miej-
scach nazywanych MAR (matrix attachment region). Miejsca te sg bogate w A/T, majg
dtugos¢ 300-1000 pz i sg potozone w rejonach nietranskrybowanych genomu. Przy-
puszcza sie, ze odgrywaja role regulatorow w ekspresji gendw.

Probowano eksperymentalnie udowodnié, ze MAR-y petnig funkcje ochronng
i mogg przyczynic¢ sie do poprawy ekspresji transgendw w ro$linach. Poczatkowo
wydawato sie, ze tak jest rzeczywiscie. MAR-y flankujace gen B-faseoliny wptynety na
ograniczenie zmiennosci i zmniejszyty zalezno$¢ ekspresji transgenu od liczby kopii
w transgenicznym tytoniu (32). MAR lizozymu kurzego wptynagt na ograniczenie
zmiennosci ekspresji transgenu, ale wptyw liczby kopii byt zwigzany z promotorem
(33,34).

MAR-y pochodzace z drozdzy (ARS-1) lub tytoniu (Rb7) powodowaty zwiekszenie
ekspresji transgenu w tytoniu, ale ekspresja nie byta proporcjonalna do liczby kopii
transgenu (35,36).

Ostatnio wykonano doswiadczenia, ktore miaty na celu wyjasnienie czy wczesniej
badane MAR-y pochodzgce z kury, fasoli, drozdzy i tytoniu mogg ochronié trnsgen
przed dziataniem homologicznego transgenu dziatajgcego in trans w tytoniu
(p35S-RiN-tNos, p35S-ii/dA-trbcS). Wykazano, ze transgen wprowadzany do roslin ty-
toniu, ktére miaty wczesniej wbudowany jeden z wymienionych gendéw chimerycz-
nych byt wyciszany, niezaleznie od obecnosci lub braku MAR (37). Wyciagnieto wnio-
sek, ze MAR-y nie sg zdolne do ochrony ekspresji transgenu, na ktdry dziata in trans
silnie wyciszajacy locus. Trzeba podkresli¢, ze uzyto silnie dziatajagcych transgendw.

7. Antysensowe RNA

Geny antysensowe indukujace wyciszanie byly wykorzystywane do manipulowa-
nia procesami takimi jak dojrzewanie owocow, fotosynteza itp.
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Technologia antysensu pozwolita na selektywng akumulacje substancji produko-
wanych w procesie metabolicznym przez ograniczenie aktywnosci pojedynczego
enzymu. Przyktadem udanego zastosowania gendw antysensowych byto uzycie an-
tysensowego genu poligalakturonazy (38) i genu antysensowej esterazy pektynowej
(39) dla ograniczenia miekniecia owocow pomidora. Opdznione dojrzewanie owo-
coéw pomidordw osiggnieto przez wprowadzenie antysensowego genu syntazy lub
oksydazy ACC (40, 41). Uzycie antysensowego genu syntazy skrobiowej i fosforylazy
glukozowej ADP pozwolito na regulacje syntezy weglowodanow w ziemniaku.

Regulacja genéw typu antysensowego wystepuje naturalnie u bakterii i jest do-
sy¢ dobrze poznana. Wystepowanie naturalnego antysensowego RNA u roslin zo-
stato opisane w kilku przypadkach (L amylaza jeczmienia, locus Bz2 kukurydzy
Zwigzany z synteza antocyjanu). Przyczyny wystepowania tego zjawiska u eukario-
téw nie sg dobrze poznane.

Napisano liczne prace przeglagdowe na temat zastosowania technologii antysen-
su (42-45).

8. Metoda transformacji a ekspresja transgenu

Do transformacji tkanek roslinnych stosuje sie najczesciej dwie metody: a) wek-
torowa z uzyciem Agrobacterium tumefaciens oraz b) bezwektorowg polegajaca na
wstrzeliwaniu mikropociskéw optaszczonych DNA. Inne metody zaréwno wektoro-
we {Agrobacterium rhizogenes) jak i bezwektorowe (makroiniekcja, mikroiniekcja,
elektroporacja protoplastéw, traktowanie protoplastéw glikolem polietylenowym,
wytrzagsanie komorek z igtami wegliku krzemu) majg mniejsze znaczenie.

W przypadku obu najczesciej stosowanych metod transformacji bardzo wazny
jest wybor tkanki jak i metoda regeneracji oraz selekcji. Chodzi o to aby komorka,
ktéra ulegta transformacji byla zdolna do rozwoju w rosline transgeniczna. Proces
regeneracji i selekcji roslin transgenicznych powinien by¢ tak dopracowany aby
otrzymywacé liczne populacje. Uwaza sige, ze wynik regeneracji jest pozytywny jesli
z kazdego eksplantatu otrzymujemyjedna rosline (jedno zdarzenie transformacyjne).

Uwaza sig, ze transformowanie Agrobacterium tumefaciens daje wiecej roslin trans-
genicznych z poprawnie zintegrowanym transgenem, a takze, ze jest bardziej przy-
datne do transformacji roslin dwulisciennych. Doé¢ dtugo nie udawato sie transfor-
mowac roslin jednolisciennych przy uzyciu Agrobacterium. Obecnie jednak, gdy efek-
tywna transformacja ryzu i kukurydzy ta metodg stata sie faktem, poglad ten ulega
zmianie (46,47).

Metoda transformacji moze silniej lub stabiej wptywaé na zmiane poziomu plo-
idalnosci, a to z kolei moze oddziatywac na ekspresje transgenu. Zaleznos¢ te wyka-
zano dla takich gatunkow roslin jak Arabidopsis (48), Lycopersicon (49). Na podstawie
wynikoéw Bartoszewskiego (49) mozna takze stwierdzi¢, ze okreslone genotypy po-
midora moga w wiekszym stopniu ulega¢ poliploidyzacji niz inne (np. 13% tetraplo-
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idow w linii beta, 42% w linii nor i 62% w linii Is). Rosliny tetraploidalne nie zawsze sg
przydatne w dalszych pracach nad transformantami, a ponadto ekspresja transgenu
w takich roslinach moze ulega¢ zmianom. Tetraploidalne transformanty moga takze
wykazywaé rewersje genéw zmutowanych (49).

9. Integracja do genomu biorcy i mutacje gendéw chimerycznych

Bardzo wazna jest poprawna integracja wprowadzanego DNA do genomu biorcy.

W czasie integracji - lub jeszcze przed integracjg - wektor DNA moze by¢ nara-
zony na rearanzacje, skrdcenie, formowanie tandeméw, a takze sprzezenia genéw
kotransformowanych.

Woprowadzane do genomu biorcy T-DNA integruje losowo. Na podstawie analiz
molekularnych wskazuje sie, ze mozliwa jest integracja pojedynczych kopii jak
i wielu kopii genu chimerycznego. Kopie te moga by¢ sprzezone ze soba, jak i nieza-
leznie rozmieszczone. Wprowadzenie wielu kopii genu do tego samego genomu ro-
$linnego zwykle, chociaz nie zawsze, oznacza ostabienie jego aktywnosci.

Geny chimeryczne czesto ulegajg mutacjom (delecje, duplikacje, insercje i inne
rearanzacje), ktore powoduja, ze pewne ich elementy sg nieaktywne w roslinie.
Stwierdzono, ze T-DNA w gleboko zamrozonej prébie klonu LBA4404/pBil21 Agro-
bacterum tumefaciens moze podlega¢ mutacji i utraci¢ zdolnos¢ ekspresji (50). Mozna
poda¢ szereg przyktadow analizy transformantéw, na podstawie ktérej wynika, ze
wspomniane procesy miaty miejsce.

W klasycznej dla transformacji pomidora pracy McCormick i wsp. (51) analizowa-
no 171 roslin. Ekspresje obu gendw (nos - nopalinowy i npt// - opornos$¢ na kana-
mycyne) stwierdzono u 68% roslin, 6,5% roslin nie wykazywato ekspresji tych gendw,
24% roslin byto oporne na kanamycyne, a nie wykazywato obecnosci nopaliny,
a 12% odwrotnie, byto wrazliwe na kanamycyne i produkowato nopaling.

10. Wykorzystanie ekspresji transgenow

Stabilna integracja do genomu biorcy powinna by¢ potwierdzona prawidtowym
dziedziczeniem transgenu, zgodnym z prawami Mendla. Ros$lina transgeniczna po-
winna zachowaé typowa morfologie i wykazywaé ptodnosé (szczegdlnie wazne dla
roslin rozmnazanych przez nasiona).

Zalecane jest selekcjonowanie linii z transkrypcja transgenu na poziomie statym
i umiarkowanym, co zapobiega degradacji potranskrypcyjnej. jest coraz wiecej do-
woddw na to, ze mechanizmy potranskrypcyjne odgrywaja wazna role w ekspresji
gendw jadrowych (52). Wspomniano juz, ze pewne elementy DNA wplywajg na eks-
presje genu przez regulowanie stabilnosci RNA (53). Sekwencje liderowe 5 mRNA
moga zwiekszaé stabilnos¢ mRNA i mie¢ wptyw na efektywnos¢ translacyjna.

20 PRACE PRZEGLADOWE



Ekspresja transgendw w komorce roslinnej

Transgeny nieaktywne w jednym genotypie roslinnym moga by¢ aktywne w in-
nym $rodowisku genetycznym i mozna uzyska¢ ich stabilizacje w procesie klasycz-
nej hodowli. Promotory gendw izolowanych z roélin jednolisciennych zwykle nie
podnosza ekspresji transgendéw w roslinach dwulisciennych. Promotor genu Adhl
z kukurydzy nie byt aktywny w tkankach tytoniu. Dopiero dodanie elementéw wzmac-
niajacych spowodowato jego aktywacje (54). Podobnie byto z promotorem genu
rabl6 (gen reagujacy na kwas abscysynowy) z ryzu. Oznacza to, ze promotor genu
dobrze dziatajacy w tkankach rodzimego gatunku moze nie wykazywac lub wykazy-
wac niska aktywno$¢ w tkankach innego gatunku.

Wskazuje to na potrzebe badania roslin transgenicznych w réznych gatunkach,
a takze réznych warunkach Srodowiskowych.

Ekspresje transgenu mozemy réwniez rozpatrywa¢ w kategoriach pozyteczna,
potrzebna lub nie. jesli wprowadzony gen uzytkowy daje nam spodziewany efekt
w postaci np. odpornosci na konkretnego wirusa to powiemy, ze dziatanie genu jest
pozytywne. Jeéli dodatkowo jest to odpornos$¢ krzyzowa to korzysci z wprowadze-
nia takiego genu bedg jeszcze wigksze bo zwiekszy sie zakres odpornosci. Inny
przyktad. Antysensowy gen oksydazy ACC wprowadzony do melona powoduje dtuz-
sze dojrzewanie owocOw (55). jest to korzystna cecha, gdyz melony charakteryzujg
sie matg trwatoscig owocow.

Istniejg jednak obawy, ze w pewnych warunkach geny, np. pochodzenia bakte-
ryjnego moga wykazywac niekorzystne dziatanie Srodowiskowe. Bakteryjny gen ma-
nopiny wprowadzony do Lotus corniculatus powoduje zmiany w populacjach bakterii
korzeniowych (56). Nie wiadomo jakie skutki dla $rodowiska moze mie¢ to dzia-
fanie.

Nie wydano zgody na wprowadzenie do uprawy transgenicznej kukurydzy, ktéra
ma selekcyjny gen opornosci na ampicyline w pofgczeniu z promotorem bakteryj-
nym (Ciba-Geigy). Ampicylina jest rutynowo stosowana w leczeniu ludzi, jesli pro-
motor bakteryjny wraz z genem opornosci na ampicyling zacznie funkcjonowac nieza-
leznie moze to mie¢ istotne znaczenie dla opornosci bakterii infekujgcych ludzi
i zwierzeta.

Uzyskiwanie stabilnej ekspresji transgenéw w roslinach ma ogromne znaczenie
dla wykorzystania roslin transgenicznych. W przytoczonych przyktadach wskazuje
sig, ze jest wiele procesow zwigzanych z dziataniem transgenu, ktore stabo pozna-
no. jednakze obserwuje sie dynamiczny rozwdéj badan w tej dziedzinie.
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