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Wheat gluten quality improvement — target of genetic engineering
Summary

Gluten is a very big natural polymer produced in wheat (Triticum aestivum L)
grains. Its quality depends on high-molecular-weight (HMW) of glutenin sub-
units which belong to wheat prolamins. This paper reviews literature data on
properties of gluten, understanding the control of HMW glutenin genes, struc-
ture of their products and producing of wheat transgenic lines.
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1. Powstawanie glutenu

Bialka zapasowe w ziarniakach pszenicy (Triticum aestivum L)
determinujg jako$¢ wypiekowa maki poprzez formowanie w cie-
Scie elastycznej sieci zwanej glutenem. Ze wzgledu na swojg waz-
no$¢ w jakos$ci wypiekanego ciasta, biatka glutenowe sa przed-
miotem rozlegtych badan w ciagu 260. lat od kiedy zostaly po
raz pierwszy odkryte i wyizolowane. Dotyczg one struktury i wias-
ciwosci glutenu, a wyniki ich sa podstawa do genetycznej mani-
pulagji i ulepszenia jakosci glutenu. Gluten jest naturalnym, du-
zym polimerem, posiadajacym dwie podstawowe cechy: ewolu-
cyjng konserwatywnos$¢ i wysoki stopien polimorfizmu. Pierwsza
cecha wynika z faktu, ze geny kodujace gluten wykazujg wysoki
stopien konserwatywnosci. Druga wynika stad, ze zmiany w struk-
turze glutenu sg determinowane przez wystapienie nowych for-
macji gendéw, ktére go koduja (1). Gluten jest mieszaning
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Rys. Tradycyjna klasyfikacja biatek glutenowych (4).

co najmniej 50. biatek (rys.). W réznych genotypach pszenicy istnieje duza zmien-
no$¢ komponentow biatkowych glutenu (polimorfizm) (2).

Gluten moze by¢ wyizolowany z ciasta przez delikatne wyptukiwanie skrobi pod
biezacg woda. Zostaje wtedy masa biatkowa zatrzymujaca swoja lepkos$¢ i elastycz-
nos$¢. Sucha masa glutenu sktada sie w 75% z bialek, a pozostate sktadniki to skrobia
i lipidy. Olbrzymia wiekszo$¢ biatek glutenu nalezy do prolamin, ktére rozpuszczaja
sie w wodnych roztworach alkoholu (60-70%). Niektore z nich w stanie natywnym nie
rozpuszczaja sie w alkoholu, gdyz wystepujg jako polimery stabilizowane przez
mostki disiarczkowe. Mozna zatem podzieli¢ prolaminy na monomeryczne gliadyny
i polimeryczne gluteniny (3). Biatka te syntetyzowane w bielmie skrobiowym sg kie-
rowane do lumen siateczki srodplazmatycznej-ER, gdzie sa zwijane i faczone przez
miedzyczgasteczkowe mostki disiarczkowe w olbrzymie agregaty (4). Polimery te sg
odktadane wewnatrz lumen ER w pecherzyki ER tworzgce ciata biatkowe. Gliadyny sa
kierowane do Aparatu Golgiego i potem do wakuoli, gdzie formuje sie depozyt
biatkowy (5). Pojedyncze polipeptydy sa syntetyzowane na rybosomach ER i prze-
chodzg przez translokon do lumen, tam tracg swoja sekwencje sygnalng i podlegaja
odpowiedniej modyfikacji. W czasie dojrzewania biatek wydzielniczych dodawane sg
specyficzne cysteiny, ktére tworzg mostki disiarczkowe, taczace ze sobg kowalencyj-
nie r6zne polipeptydy. Za tworzenie sie mostkéw disiarczkowych i izomeryzacje
tych biatek odpowiada enzym proteinowa izomeraza disiarczkowa—PDI (6). PDI jest
dtugotrwatym i obficie wystepujacym biatkiem w ER zdolnym do katalizowania oksy-
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dacji SH-disiarczkowej, redukgji i izomeryzacji. Izomerazy disiarczkowe biatkowe
tworza rodzine, ktéra ulokowana jest w ER. Wykazano tez, ze enzym ten odpowiada
za wlasciwg formacje cial biatkowych (7). Nie tylko wlasciwosci biatek i ich geny sa
obiektami zainteresowan badaczy i przemystu, ale tez czynniki wplywajace na ich
wiasciwe uksztattowanie i rozmieszczenie, takie jak molekularne chaperony, tiore-
doksyny-TR i izomerazy disiarczkowe, gdyz katalizujg one proces fatdowania biatek,
a zatem od ich sprawnosci zalezy jakos¢ glutenu. Podczas p6zniejszych stadiow doj-
rzewania ziarna komorki endospermy skrobiowej ulegaja destrukcji i zamieraja,
a ciafa biatkowe I3czg sie i tworzg ciagla macierz otaczajacg ziarna skrobi i inne orga-
nelle i blony. W wyniku tego poszczeg6lne komérki maki pszenicznej zawierajg sie¢
biatek gluteninowych, ktore tacza sie w czasie mieszania ciasta (6). Jest ciekawe, ze
gluteniny nie maja sekwencji sygnalnych zatrzymujacych je w ER. Podaje sie, ze s3
one preferencyjnie tam zatrzymywane wskutek przeksztatcania w polimery o wyso-
kiej masie czasteczkowej (8). Biologiczna rolg glutenu jest dostarczanie wegla, azotu
i siarki kietkujacym nasionom, a jego lepkosc i elastycznos$¢ jest, jak sie wydaje,
catkowicie przypadkowa konsekwencja sekwencji aminokwaséw i ich interakgji (9).

2. Charakterystyka strukturalna HMW-GS (podjednostek gluteninowych
o wysokiej masie molekularnej)

Frakcja prolamin o wysokiej masie molekularnej-HMM lub HMW jest iloSciowo
mata, ale decyduje o elastycznos$ci i lepkosci glutenu pszenicznego (10). Stad tez
w ciagu ostatnich 25. lat gtéwny nacisk w badaniach potozono na strukture i wtas-
ciwosci tych biatek oraz na ich uwarunkowania genetyczne (3). Za pomocg elektro-
forezy SDS-PAGE wyrézniono dwa rézne typy HMM: -x i —y. Typ —x wolniej porusza
sie i ma wiekszg mase molekularng niz typ y (11). Podjednostki gluteninowe sg bo-
gate w proline, glicyne i kwas glutaminowy, a ubogie w lizyne. Majg niepowtarzalne
terminalne domeny —N i —C, ktére ograniczajg obszar centralny, powtarzalny, ktory
decyduje o elastycznosci biatka (12). W koncach N i C majg aminokwasy z tadunkiem
elektrycznym i zawierajg wszystkie albo wiekszos¢ cystein obecnych w podjednost-
ce. Domeny N- koficowe mogag mie¢ r6zng diugos¢, mogg mie¢ od 81 do 89 amino-
kwasow w typie x i 104 aminokwasy w typie y. R6znice te wynikaja z delecji dwéch
cystein w typie x, co w konsekwencji daje 3 cysteiny w N- koncu w typie x i 5 cystein
w typie y. Badania strukturalne i molekularne pokazuja, ze ta domena jest globular-
na z jedna lub wiecej alfa-helis (10,13,14) Domeny terminalne C we wszystkich pod-
jednostkach zawieraja 42 aminokwasy z pojedynczg cysteing w pozycji 13 i moga
mie¢ strukture dwoch helis alfa-helikalnych (15). Domena centralna zawiera heksa-
i nonapeptydowe powt6rki, ktére sg nastepujace w typie y-PGQGQQ i GYYPTSLQQ:
ProGlyGInGlyGInGIn. W typie x wystepuja powtorzenia motywow tréj- , heksa-
i nonaaminokwasowych jak nastepuje: GQQ, PGQGQQ i GYYPTSPQQ: GlyGInGln,
ProGlyGInGlyGInGIn oraz GlyTyrTyrProThrSerProGInGIn (16). Glutamina wykazuje
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konserwatywnos$¢ pozycji w stosunku do innych aminokwaséw. W heksapeptydzie
wystepuje zawsze w pozycji 3, 51 6, w nonapeptydzie w pozycji 8i9iw 2 i3 w tri-
peptydzie. Seryna tez jest konserwatywnie zwigzana z pozycja 6 nonapeptydéw. Po-
zycje 11 4 heksapeptydéw oraz pozycja 7 nonapeptydéw sg malo konserwatywne.
Pewne roznice pod tym wzgledem sg obserwowane pomiedzy typami x i y. Najwie-
cej substytucji wystepuje na skutek zmian w pojedynczym nukleotydzie w obszarze
kodujacym (3). Powtérzenia heksa- i nonapetydowe tworza okofo 90% domeny po-
wtarzalnej (17,4). Wymienione motywy sg powtérzone od okoto 490. do 700. razy
(3). W centralnej domenie powtarzalnej jest struktura regularna, spiralna, a obszary
terminalne majg strukture alfa-helikalng (18,19). Glutamina wystepujaca w duzych
ilosciach ma zdolno$¢ do tworzenia wewnatrz- i miedzyczasteczkowych polgczen
wodorowych co warunkuje elastycznos$¢ glutenu (20). W czasie mieszania ciasta nie-
ktore z tych polgczone pekajg na skutek rozciggania i powstaja ruchome obszary
nie polaczone (,petle”) i potaczone (,fancuchy”). Pod wptywem stresu — rozcigga-
nia, ,petle” rozciggaja sie, ale po ustaniu stresu powracajg do pierwotnej formy (9).

3. Dwie waine cechy glutenin HMW-GS

Dwie wazne cechy glutenin HMW-GS opisujg je jako najwazniejsze elastomery
glutenu, a mianowicie sg to: liczba i rozmieszczenie potaczen disiarczkowych
i wlasciwo$ci domen powtarzalnych.

Na podstawie analizy potaczen disiarczkowych za pomocg enzymu rozktada-
jacego frakcje gluteninowa ujawniono liczne miedzytancuchowe i wewnatrztancu-
chowe mostki disiarczkowe w HMW (podjednostki gluteninowe o wysokiej masie
molekularnej) (21). W typie x w koncu N wystepuje jedno potaczenie disiarczkowe
miedzytancuchowe, a w typie y 2 réwnolegie mostki miedzy N koncami: mostek
taczacy podjednostki typu y i LMW (podjednostki gluteninowe o niskiej masie mole-
kularnej) oraz mostek taczacy typy y i X w sposéb ,gtowa-ogon” (ang. head-to-tail).
To ostatnie pofgczenie wskazuje na istnienie dimeréw x — y w glutenie (22,23).
tancuchy gluteninowe potaczone S-S stanowig elastyczny ,kregostup” glutenu. Nie-
mniej jednak wazne sa tez polaczenia wodorowe, nie kowalencyjne, ktore wplywajg
na elastycznolepkie wtasciwosci glutenu (24). Od zawartos$ci bialek HMW w ziarnia-
kach pszenicy i ich wzajemnych potaczen zalezy jako$¢ wypiekowa maki pszenicznej.

4. Geny kodujace HMW-GS

Podjednostki HMW w pszenicy heksaploidalnej sa kodowane przez geny —
Glu-1 ulokowane na dtugich ramionach chromosoméw 1A, 1Bi 1D — Glu-1A, Glu-1B,
Glu-1D. Kazdy locus zawiera dwa geny sprzezone kodujgce r6zne typy HMW: x i y
(11). Dlatego tez locus Glu-1 prezentuje allelizm wielokrotny. Payne i Lawrenc
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w swoich badaniach (22) pokazujg, ze w locus Glu-1A'i 1B jest po 11 alleli, aw Glu-1D
jest 6 alleli. W innych badaniach ukazuje sie wzrost zidentyfikowanych alleli w po-
szczegolnych loci (25). Teoretycznie pszenica chlebowa powinna zawieraé 6 roz-
nych podjednostek HMW kodowanych przez te geny. Jednak ze wzgledu na wyci-
szenie niektérych z nich w odmianach pszenicy najczes$ciej wystepuja 3-5 podjedno-
stek HMW (T. durum zawiera 1-3 podjednostki). Z tego wzgledu wszystkie pszenice
heksaploidalne zawieraja podjednostki 1Bx, 1Dx i 1Dy, czasami sg tez 1By i 1Ax. Po-
daje sie, ze allel kodujgcy podjednostke 1Ay jest zawsze wylgczony w genomie hek-
saploidalnej pszenicy, a Ax jest czynny bardzo rzadko (9,26). Kiedy badano ten gen
w réznych odmianach pszenicy stwierdzono, ze w niektérych z nich w genie byt
wstawiony retrotranspozon WIS-2, a w drugim cichym genie byt kodon ,stop”
w ramce odczytu (1). Na podstawie doktadniejszych badan wykazano, ze w obu ge-
nach byty insercje retrotranspozonéw WIS-1, WIS-2 z r6zng liczbg powtérek w ob-
szarze centralnym tych elementéw. Zastosowanie sztucznych chromosomoéw —
BAC do badania genéw gluteninowych pozwolito na poréwnanie ich w trzech geno-
mach pszenicy. Porownanie sekwencji flankujacych DNA 3 ortologicznych i paralo-
gicznych typow x i y HMW genéw gluteninowych wskazuje na ich dywergencje
wewnatrz 1200 pz w 5’ koncu kodonow startu i okoto 200 pz przy koncu 3’ kodo-
noéw stop. Ustalono, ze 5 kompletnych genéw HMW ma krétkie wstawki retrotrans-
pozonowe w jednym lub dwoch z trzech typéw x ortologicznych obszaréw promo-
torowych (1). Poréwnywano tez geny Dx2 i Bx7 , ktore réznily sie na skutek insercji
delecji. Niektére z tych zdarzen prawdopodobnie wystgpity wskutek akgcji elemen-
tow ruchomych. Anderson i wsp. (27) zastosowali BAC zawierajacy klon z Triticum
tauschii, dawcy genomu D pszenicy heksaploidalnej, do badania locus Glu-1. Po
zsekwencjonowaniu okazato sie, ze sg tam obecne dwa geny kodujace HMW-GS
typy x i y. Okazalo sie, ze geny te wystepuja w tej samej orientacji i sg oddzielone
51 489 pz, a obszar DNA rozdzielajacy je sktada sie ze zbioru retrotranspozonéow
0 31 000 pz. Drugi zbior retrotranspozonow liczacy 32 000 pz wystepuje po obsza-
rze genu kodujgcego typ x. Kazdy gen gluteninowy znajduje sie w obszarze unikato-
wej sekwencji DNA, gdzie oprocz niego sg dwie powtérki bogate w leucyne —
LRR/kinazy i dwa hipotetyczne geny podobne do genéw ryzowych w bezposrednim
obszarze genoéw gluteninowych. Poréwnanie sekwencji ortologicznych obszaréw
Glu-1 pomiedzy trzema homoeologicznymi genomami pszenicy ujawnito mikrokoli-
nearno$¢ w obszarach genowych i rozbieznos¢ sekwencyjng w obszarach miedzyge-
nowych (28).

W wiekszos$ci pszenic o bardzo dobrej jako$ci wypiekowej maki jest obecny
komplet alleli Glu-D1d nazwany 1Dx5 + 1Dy10, ktéry jest markerem dobrej wypie-
kowosci maki pszenicznej. W pszenicach o stabej wypiekowosci maki najczesciej
jest obecny Glu-D1a, nazywany 1Dx2+ 1Dy12 (29-32). W badaniach wielu innych od-
mian pszenicy chlebowej wykazano istnienie innych kombinagji allelicznych. Znale-
ziono cztery nowe kombinacje w locus Glu-D1, a mianowicie: a(2+12), b(3+12),
c(4+12) i d(5+10) (31). W badanych 76. polskich odmianach pszenicy za pomoca
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Multiplex PCR stwierdzono wystepowanie nastepujgcych kombinacji allelicznych
w locus Glu-1: 1Ax2" i 1Axnull, 1Bx6, 1Bx7, 1Bx17, 1Dx2, 1Dx5 i 1Dx10 kodujacych
HMW podjednostki gluteninowe (33).

5. Manipulacja sktadem podjednostek HMW w pszenicy transgenicznej

Geny prolaminowe w plemieniu Triticeae (pszenica, jeczmien i zyto) mogg by¢
podzielone na trzy rodziny wielogenowe, ktére koduja: prolaminy ubogie w siarke,
prolaminy bogate w siarke i prolaminy o wysokiej masie molekularnej (HMW) (34).
Wszystkie geny nalezgce do tych rodzin znacznie r6znia sie od siebie sekwencja nu-
kleotydowa, ale majg wspolng ceche, a mianowicie nie majg intronéw. Ich ekspresja
jest kontrolowana w skoordynowany sposob na poziomie transkrypcji (35,36). Pod-
legajg ekspresji tkankowospecyficznej, sa aktywne tylko w endospermie skrobiowe;j
(37). Geny kodujace prolaminy bogate i ubogie w siarke majg wspdlng sekwencje
zgodna:
5-TGACATGTAAAGTGAATAAGATGAGTCATG, ulokowang w okofo 300 pz w goére od
punktu startu transkrypcji. Nazwana zostata elementem — 300 albo boksem prola-
minowym lub elementem endospermy. Rola regulacyjna dla tego boxu zostata usta-
lona (38,39). Ma on dwa konserwatywne motywy sekwencyjne: TGTAAAGT
i G(A/G)TGAGTCAT, a obszar miedzy nimi jest zmienny. Pierwszy motyw nazwany zo-
stal motywem E, a drugi GCN4 ( GLM ), albo motywem N (38,39). Motyw N jest obec-
ny w odwrotnej orientacji w promotorach genéw prolamin bogatych w S i ubogich
w S (2). W promotorach genéw HMW prolaminowy box nie jest obecny (2). Zamiast nie-
go promotory genéw HMW zawierajg gtowny element regulatorowy (40) ulokowany
w 38 pz z consensusem: 5-GTTTTGCAAA GCTCCAATTG CTCCTTGCTT ATCCAGCT.
To polozenie jest konserwatywne we wszystkich promotorach genéw HMW, rozpo-
czyna sie od pozycji -185 do -189 pz (2). Geny prolamin HMW podlegaja transkrypgji
na wyzszym poziomie niz inne geny prolaminowe. Zatem nie zaskakuje, ze wyzsze
poziomy ekspresji genéow HMW uzyskano po wprowadzeniu dodatkowych kopii ge-
noéw kodujacych podjednostki HMW do pszenicy (41,42).

Nalezy podkresli¢, ze uzyskano znaczng poprawe w jakosci wypiekowej maki
pszenicznej poprzez ulepszenie wiasciwosci glutenu na drodze konwencjonalnych
metod hodowlanych. Z uwagi na to, ze geny kodujgce podjednostki gluteninowe
HMW sg bardzo silnie sprzezone, nie mozna operowac pojedynczymi genami i dal-
sze ulepszanie sposobami konwencjonalnymi nie obiecuje sukcesu. W tym przypad-
ku jedyna droga ulepszania jakos$ci glutenu jest inzynieria genetyczna. Jednym z jej
sposobow jest otrzymywanie ro$lin transgenicznych. Pierwszg pszenice transge-
niczng z wprowadzonym dodatkowym genem 1Ax1 otrzymal profesor Vasil ze
wspotpracownikami z Uniwersytetu w Gainesville w 1992 r. W roku 1996 wprowa-
dzili ten gen do odmiany uprawnej pszenicy Bobwhite, ktora miata o 61% wiecej
HMW glutenin i byta pierwsza forma pszenicy, u ktérej czynnych bylo 6 genow
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HMW. Maka z tej pszenicy miata wspaniatg jakos¢ wypiekowa, a chleb wypieczony
z niej mial znakomitg objeto$¢ (43). Altpeter i wsp. (41) wprowadzili gen 1Ax1 do
pszenicy chlebowej o niezbyt dobrej jakosci wypiekowej za pomocg wstrzeliwania
do niedojrzatych zarodkéw hodowanych in vitro. Otrzymano 21 linii stransformowa-
nych z ktérych 20 linii wykazywato ekspresje selekcjonujacego genu bar dla 1Ax1.
lloé¢ biatek 1Ax1 produkowanych przez rézne linie transgeniczne wahata sie od 0,6
do 2,3% catkowitej iloSci biatek, dajac wzrost do 71% ogdlnej zawartos$ci glutenin
HMW. Rosliny transgeniczne byly normalnie ptodne i wykazywaly segregacje Men-
dlowska transgendéw. Ekspresja transgenu 1Ax1 HMW utrzymywata sie stabilnie do
pokolenia R3. Innym przyktadem transformowania pszenicy jest wprowadzanie ge-
now kodujacych podjednostki HMW 1Ax1, 1Dx5, ten ostatni wystepuje zawsze
w parze z 1Dy10 do linii izogenicznych z r6zng ekspresja genow kodujacych podjed-
nostki gluteninowe HMW (3). Otrzymane dwie linie transgeniczne L88-31 i L88-6
analizowano pod wzgledem wtasciwosci glutenu. W badaniach reologicznych wyka-
zano, ze ekspresja transgenu 1Dx5 spowodowata wzrost elastycznosci glutenu, na-
tomiast wplyw transgenu 1Ax1 byl niewielki. Wynik uzyskany z transgenem 1Dx5
byt podobny do wyniku traktowania glutenu transglutaminaza w celu wprowadze-
nia miedzytancuchowych potaczen lizylowo-glutamylowych (44). Z ekspresja trans-
genu 1Dx5 zwigzany byl znaczny wzrost ilosci podjednostek gluteninowych, od 18
do 30% catej ilosci biatek maki, odpowiednio w liniach L88-31 i L88-6. Biatka 1Dx5
roznig sie od innych podjednostek biatkowych dodatkowa cysteing wewnatrz po-
wtarzalnego obszaru i moze by¢ ona odpowiedzialna za formacje polimerow w li-
niach transgenicznych. Stosowanie transformacji pszenicy wymaga testowania od-
powiednich promotoréw, ktére bytyby sprawne w srodowisku komoérek pszenicy
i specyficznie w endospermie (34). Badano przydatno$¢ promotora genu Glu-1D-1
z pszenicy Triticum aestivum odmiana Cheyenne o sekwencji z pozycji od — 1191 pz
do - 650 pz, dodanego do sekwencji genu. Na podstawie analizy obszaru promo-
tora ujawniono obecnos$¢ dodatkowej kopii sekwencji pierwotnego enhancera i se-
kwencji elementu regulatora obecnej w innych genach biatek zapasowych pszenicy.
Skonstruowano gen chimeryczny skfadajgcy sie z obszaru flankujgcego 5’ genu
Glu-1D-1 z pozycji od — 1191 do +58, kodujgcego obszaru genu UidA (Gus) i genu
terminatora syntazy nopalinowej (Nos). Ten gen zostal wprowadzony do odmiany
Ofanto (Triticum durum) przez bombardowanie kwiatostanéw. Otrzymano dwie
transgeniczne linie wykazujgce ekspresje genu Gus w ziarniakach w ciagu 10-12 dni
po zapyleniu. W histochemicznej analizie homozygotycznych nasion T2 wykazano,
ze ekspresja genu ograniczyla sie tylko do skrobiowej czesci endospermy i nie byto
ekspresji w warstwie aleuronowej. W wyniku analizy Western blotting stwierdzono
ekspresje transgenu wrazajaca sie produkcja odpowiedniego biatka HMW. Niestety
nie podano charakterystyki tego biatka. Inne transformacje pszenicy dotyczyly ge-
now Glu-1, By14 i Glu-1By15, ktére wprowadzono do chinskich odmian pszenicy za
pomocg metody tagiewkowej (fagiewka pylkowa). Uzyskano 45 linii transgenicz-
nych, 3 z nich wykazywaly ekspresje 1By15 (45). Z badan wynika, ze geny kodujgce
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podjednostki HMW gluteninowe sa uruchamiane po okoto 8 dniach po zapyleniu
i transkrypcja ich zanika po uplywie 36-38 dni po zapyleniu (46). Aby doktadnie zba-
dac jak zachowujg sie transgeny wprowadzono do odmiany pszenicy Federal geny
podjednostek 1Ax1 i 1Dx5 razem z ich obszarami promotorowymi. Dwie z otrzyma-
nych linii transgenicznych zawierajacych okofo 20 kopii (linia E) i 50 kopii (linia F)
transgenoéw miafa te geny wyciszone co spowodowato znaczne obnizenie produk-
tow tych genéw w poréwnaniu do formy kontrolnej (47). W dalszych badaniach tych
linii wykazano, ze loci transgeniczne byly widoczne jako skondensowane obszary
genomu w tkankach, w ktérych nie sg one aktywne transkrypcyjnie. Natomiast w en-
dospermie dekondensacja chromatyny nastepowata razem ze startem transkrypgji
w 8 dni po zapyleniu. Wykazano, ze wiekszos¢ transgenéw byta aktywna i konczyla
sie wraz ze Smiercig komérki. Stwierdzono réwniez, ze transkrypt znika z cytoplaz-
my po czternastu dniach po zapyleniu i rownoczes$nie znaleziono siRNA (siRNA, ang.
small interfering RNA). Ze wzgledu na to, ze poziom transkryptu pozostawat wysoki
w punktach transkrypcji, a w cytoplazmie nie, wywnioskowano, ze gtéwnym wyci-
szeniem transgenow jest wyciszenie potranskrypcyjne kierowane przez siRNA (48).
Bregitzer i wsp. (49) podaja, Ze w czasie procesu transformacji mogg wystapi¢ zmia-
ny epigenetyczne powodujace utrate wielu cech agrotechnicznych. Z tego wzgledu
zatozono dwuletnie do$wiadczenie polowe, z udzialem licznych transformantow,
modyfikowanych kopiami natywnych lub modyfikowanych genéw kodujacych
HMW-GS, formy kontrolnej Bobwhite, linii zawierajacych tylko selektywny gen bar
i linie segreganty z null allelami w celu okres$lenia cech plonotwérczych i plonowa-
nia tych form. Okazalo sie, ze linie transgeniczne jako grupa, w poréwnaniu do Bob-
white wykazywata tendencje do uzyskiwania nizszych wartos$ci mierzonych cech.
Jednak wiekszo$¢ poszczegolnych linii nie wykazywata istotnych réznic w plonowa-
niu w poréwnaniu do kontroli. Linie null i z genem bar plonowaly na poziomie Bob-
white. Wyniki te wskazujg, ze stosowanie metod inzynierii genetycznej do ulepsze-
nia glutenu pszenicy moze prowadzi¢ do wytworzenia konkurencyjnych agrono-
micznie linii uzywanych jako odmiany lub formy wyjsciowe do programu hodowla-
nego.
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