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S u m m a r y

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

Bia³ka zapasowe w ziarniakach pszenicy (Triticum aestivum L)

determinuj¹ jakoœæ wypiekow¹ m¹ki poprzez formowanie w cie-

œcie elastycznej sieci zwanej glutenem. Ze wzglêdu na swoj¹ wa¿-

noœæ w jakoœci wypiekanego ciasta, bia³ka glutenowe s¹ przed-

miotem rozleg³ych badañ w ci¹gu 260. lat od kiedy zosta³y po

raz pierwszy odkryte i wyizolowane. Dotycz¹ one struktury i w³aœ-

ciwoœci glutenu, a wyniki ich s¹ podstaw¹ do genetycznej mani-

pulacji i ulepszenia jakoœci glutenu. Gluten jest naturalnym, du-

¿ym polimerem, posiadaj¹cym dwie podstawowe cechy: ewolu-

cyjn¹ konserwatywnoœæ i wysoki stopieñ polimorfizmu. Pierwsza

cecha wynika z faktu, ¿e geny koduj¹ce gluten wykazuj¹ wysoki

stopieñ konserwatywnoœci. Druga wynika st¹d, ¿e zmiany w struk-

turze glutenu s¹ determinowane przez wyst¹pienie nowych for-

macji genów, które go koduj¹ (1). Gluten jest mieszanin¹
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co najmniej 50. bia³ek (rys.). W ró¿nych genotypach pszenicy istnieje du¿a zmien-

noœæ komponentów bia³kowych glutenu (polimorfizm) (2).

Gluten mo¿e byæ wyizolowany z ciasta przez delikatne wyp³ukiwanie skrobi pod

bie¿¹c¹ wod¹. Zostaje wtedy masa bia³kowa zatrzymuj¹ca swoj¹ lepkoœæ i elastycz-

noœæ. Sucha masa glutenu sk³ada siê w 75% z bia³ek, a pozosta³e sk³adniki to skrobia

i lipidy. Olbrzymia wiêkszoœæ bia³ek glutenu nale¿y do prolamin, które rozpuszczaj¹

siê w wodnych roztworach alkoholu (60-70%). Niektóre z nich w stanie natywnym nie

rozpuszczaj¹ siê w alkoholu, gdy¿ wystêpuj¹ jako polimery stabilizowane przez

mostki disiarczkowe. Mo¿na zatem podzieliæ prolaminy na monomeryczne gliadyny

i polimeryczne gluteniny (3). Bia³ka te syntetyzowane w bielmie skrobiowym s¹ kie-

rowane do lumen siateczki œródplazmatycznej-ER, gdzie s¹ zwijane i ³¹czone przez

miêdzycz¹steczkowe mostki disiarczkowe w olbrzymie agregaty (4). Polimery te s¹

odk³adane wewn¹trz lumen ER w pêcherzyki ER tworz¹ce cia³a bia³kowe. Gliadyny s¹

kierowane do Aparatu Golgiego i potem do wakuoli, gdzie formuje siê depozyt

bia³kowy (5). Pojedyncze polipeptydy s¹ syntetyzowane na rybosomach ER i prze-

chodz¹ przez translokon do lumen, tam trac¹ swoj¹ sekwencjê sygnaln¹ i podlegaj¹

odpowiedniej modyfikacji. W czasie dojrzewania bia³ek wydzielniczych dodawane s¹

specyficzne cysteiny, które tworz¹ mostki disiarczkowe, ³¹cz¹ce ze sob¹ kowalencyj-

nie ró¿ne polipeptydy. Za tworzenie siê mostków disiarczkowych i izomeryzacjê

tych bia³ek odpowiada enzym proteinowa izomeraza disiarczkowa–PDI (6). PDI jest

d³ugotrwa³ym i obficie wystêpuj¹cym bia³kiem w ER zdolnym do katalizowania oksy-
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dacji SH-disiarczkowej, redukcji i izomeryzacji. Izomerazy disiarczkowe bia³kowe

tworz¹ rodzinê, która ulokowana jest w ER. Wykazano te¿, ¿e enzym ten odpowiada

za w³aœciw¹ formacjê cia³ bia³kowych (7). Nie tylko w³aœciwoœci bia³ek i ich geny s¹

obiektami zainteresowañ badaczy i przemys³u, ale te¿ czynniki wp³ywaj¹ce na ich

w³aœciwe ukszta³towanie i rozmieszczenie, takie jak molekularne chaperony, tiore-

doksyny-TR i izomerazy disiarczkowe, gdy¿ katalizuj¹ one proces fa³dowania bia³ek,

a zatem od ich sprawnoœci zale¿y jakoœæ glutenu. Podczas póŸniejszych stadiów doj-

rzewania ziarna komórki endospermy skrobiowej ulegaj¹ destrukcji i zamieraj¹,

a cia³a bia³kowe ³¹cz¹ siê i tworz¹ ci¹g³¹ macierz otaczaj¹c¹ ziarna skrobi i inne orga-

nelle i b³ony. W wyniku tego poszczególne komórki m¹ki pszenicznej zawieraj¹ sieæ

bia³ek gluteninowych, które ³¹cz¹ siê w czasie mieszania ciasta (6). Jest ciekawe, ¿e

gluteniny nie maj¹ sekwencji sygnalnych zatrzymuj¹cych je w ER. Podaje siê, ¿e s¹

one preferencyjnie tam zatrzymywane wskutek przekszta³cania w polimery o wyso-

kiej masie cz¹steczkowej (8). Biologiczn¹ rol¹ glutenu jest dostarczanie wêgla, azotu

i siarki kie³kuj¹cym nasionom, a jego lepkoœæ i elastycznoœæ jest, jak siê wydaje,

ca³kowicie przypadkow¹ konsekwencj¹ sekwencji aminokwasów i ich interakcji (9).

2. Charakterystyka strukturalna HMW-GS (podjednostek gluteninowych

o wysokiej masie molekularnej)

Frakcja prolamin o wysokiej masie molekularnej-HMM lub HMW jest iloœciowo

ma³a, ale decyduje o elastycznoœci i lepkoœci glutenu pszenicznego (10). St¹d te¿

w ci¹gu ostatnich 25. lat g³ówny nacisk w badaniach po³o¿ono na strukturê i w³aœ-

ciwoœci tych bia³ek oraz na ich uwarunkowania genetyczne (3). Za pomoc¹ elektro-

forezy SDS-PAGE wyró¿niono dwa ró¿ne typy HMM: -x i –y. Typ –x wolniej porusza

siê i ma wiêksz¹ masê molekularn¹ ni¿ typ y (11). Podjednostki gluteninowe s¹ bo-

gate w prolinê, glicynê i kwas glutaminowy, a ubogie w lizynê. Maj¹ niepowtarzalne

terminalne domeny –N i –C, które ograniczaj¹ obszar centralny, powtarzalny, który

decyduje o elastycznoœci bia³ka (12). W koñcach N i C maj¹ aminokwasy z ³adunkiem

elektrycznym i zawieraj¹ wszystkie albo wiêkszoœæ cystein obecnych w podjednost-

ce. Domeny N- koñcowe mog¹ mieæ ró¿n¹ d³ugoœæ, mog¹ mieæ od 81 do 89 amino-

kwasów w typie x i 104 aminokwasy w typie y. Ró¿nice te wynikaj¹ z delecji dwóch

cystein w typie x, co w konsekwencji daje 3 cysteiny w N- koñcu w typie x i 5 cystein

w typie y. Badania strukturalne i molekularne pokazuj¹, ¿e ta domena jest globular-

na z jedn¹ lub wiêcej alfa-helis (10,13,14) Domeny terminalne C we wszystkich pod-

jednostkach zawieraj¹ 42 aminokwasy z pojedyncz¹ cystein¹ w pozycji 13 i mog¹

mieæ strukturê dwóch helis alfa-helikalnych (15). Domena centralna zawiera heksa-

i nonapeptydowe powtórki, które s¹ nastêpuj¹ce w typie y–PGQGQQ i GYYPTSLQQ:

ProGlyGlnGlyGlnGln. W typie x wystêpuj¹ powtórzenia motywów trój- , heksa-

i nonaaminokwasowych jak nastêpuje: GQQ, PGQGQQ i GYYPTSPQQ: GlyGlnGln,

ProGlyGlnGlyGlnGln oraz GlyTyrTyrProThrSerProGlnGln (16). Glutamina wykazuje
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konserwatywnoœæ pozycji w stosunku do innych aminokwasów. W heksapeptydzie

wystêpuje zawsze w pozycji 3, 5 i 6, w nonapeptydzie w pozycji 8 i 9 i w 2 i 3 w tri-

peptydzie. Seryna te¿ jest konserwatywnie zwi¹zana z pozycj¹ 6 nonapeptydów. Po-

zycje 1 i 4 heksapeptydów oraz pozycja 7 nonapeptydów s¹ ma³o konserwatywne.

Pewne ró¿nice pod tym wzglêdem s¹ obserwowane pomiêdzy typami x i y. Najwiê-

cej substytucji wystêpuje na skutek zmian w pojedynczym nukleotydzie w obszarze

koduj¹cym (3). Powtórzenia heksa- i nonapetydowe tworz¹ oko³o 90% domeny po-

wtarzalnej (17,4). Wymienione motywy s¹ powtórzone od oko³o 490. do 700. razy

(3). W centralnej domenie powtarzalnej jest struktura regularna, spiralna, a obszary

terminalne maj¹ strukturê alfa-helikaln¹ (18,19). Glutamina wystêpuj¹ca w du¿ych

iloœciach ma zdolnoœæ do tworzenia wewn¹trz- i miêdzycz¹steczkowych po³¹czeñ

wodorowych co warunkuje elastycznoœæ glutenu (20). W czasie mieszania ciasta nie-

które z tych po³¹czone pêkaj¹ na skutek rozci¹gania i powstaj¹ ruchome obszary

nie po³¹czone („pêtle”) i po³¹czone („³añcuchy”). Pod wp³ywem stresu – rozci¹ga-

nia, „pêtle” rozci¹gaj¹ siê, ale po ustaniu stresu powracaj¹ do pierwotnej formy (9).

3. Dwie wa¿ne cechy glutenin HMW-GS

Dwie wa¿ne cechy glutenin HMW-GS opisuj¹ je jako najwa¿niejsze elastomery

glutenu, a mianowicie s¹ to: liczba i rozmieszczenie po³¹czeñ disiarczkowych

i w³aœciwoœci domen powtarzalnych.

Na podstawie analizy po³¹czeñ disiarczkowych za pomoc¹ enzymu rozk³ada-

j¹cego frakcjê gluteninow¹ ujawniono liczne miêdzy³añcuchowe i wewn¹trz³añcu-

chowe mostki disiarczkowe w HMW (podjednostki gluteninowe o wysokiej masie

molekularnej) (21). W typie x w koñcu N wystêpuje jedno po³¹czenie disiarczkowe

miêdzy³añcuchowe, a w typie y 2 równoleg³e mostki miêdzy N koñcami: mostek

³¹cz¹cy podjednostki typu y i LMW (podjednostki gluteninowe o niskiej masie mole-

kularnej) oraz mostek ³¹cz¹cy typy y i x w sposób „g³owa-ogon” (ang. head-to-tail).

To ostatnie po³¹czenie wskazuje na istnienie dimerów x – y w glutenie (22,23).

£añcuchy gluteninowe po³¹czone S-S stanowi¹ elastyczny „krêgos³up” glutenu. Nie-

mniej jednak wa¿ne s¹ te¿ po³¹czenia wodorowe, nie kowalencyjne, które wp³ywaj¹

na elastycznolepkie w³aœciwoœci glutenu (24). Od zawartoœci bia³ek HMW w ziarnia-

kach pszenicy i ich wzajemnych po³¹czeñ zale¿y jakoœæ wypiekowa m¹ki pszenicznej.

4. Geny koduj¹ce HMW-GS

Podjednostki HMW w pszenicy heksaploidalnej s¹ kodowane przez geny –

Glu-1 ulokowane na d³ugich ramionach chromosomów 1A, 1B i 1D – Glu-1A, Glu-1B,

Glu-1D. Ka¿dy locus zawiera dwa geny sprzê¿one koduj¹ce ró¿ne typy HMW: x i y

(11). Dlatego te¿ locus Glu-1 prezentuje allelizm wielokrotny. Payne i Lawrenc
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w swoich badaniach (22) pokazuj¹, ¿e w locus Glu-1A i 1B jest po 11 alleli, a w Glu-1D

jest 6 alleli. W innych badaniach ukazuje siê wzrost zidentyfikowanych alleli w po-

szczególnych loci (25). Teoretycznie pszenica chlebowa powinna zawieraæ 6 ró¿-

nych podjednostek HMW kodowanych przez te geny. Jednak ze wzglêdu na wyci-

szenie niektórych z nich w odmianach pszenicy najczêœciej wystêpuj¹ 3-5 podjedno-

stek HMW (T. durum zawiera 1-3 podjednostki). Z tego wzglêdu wszystkie pszenice

heksaploidalne zawieraj¹ podjednostki 1Bx, 1Dx i 1Dy, czasami s¹ te¿ 1By i 1Ax. Po-

daje siê, ¿e allel koduj¹cy podjednostkê 1Ay jest zawsze wy³¹czony w genomie hek-

saploidalnej pszenicy, a Ax jest czynny bardzo rzadko (9,26). Kiedy badano ten gen

w ró¿nych odmianach pszenicy stwierdzono, ¿e w niektórych z nich w genie by³

wstawiony retrotranspozon WIS-2, a w drugim cichym genie by³ kodon „stop”

w ramce odczytu (1). Na podstawie dok³adniejszych badañ wykazano, ¿e w obu ge-

nach by³y insercje retrotranspozonów WIS-1, WIS-2 z ró¿n¹ liczb¹ powtórek w ob-

szarze centralnym tych elementów. Zastosowanie sztucznych chromosomów –

BAC do badania genów gluteninowych pozwoli³o na porównanie ich w trzech geno-

mach pszenicy. Porównanie sekwencji flankuj¹cych DNA 3 ortologicznych i paralo-

gicznych typów x i y HMW genów gluteninowych wskazuje na ich dywergencjê

wewn¹trz 1200 pz w 5’ koñcu kodonów startu i oko³o 200 pz przy koñcu 3’ kodo-

nów stop. Ustalono, ¿e 5 kompletnych genów HMW ma krótkie wstawki retrotrans-

pozonowe w jednym lub dwóch z trzech typów x ortologicznych obszarów promo-

torowych (1). Porównywano te¿ geny Dx2 i Bx7 , które ró¿ni³y siê na skutek insercji

delecji. Niektóre z tych zdarzeñ prawdopodobnie wyst¹pi³y wskutek akcji elemen-

tów ruchomych. Anderson i wsp. (27) zastosowali BAC zawieraj¹cy klon z Triticum

tauschii, dawcy genomu D pszenicy heksaploidalnej, do badania locus Glu-1. Po

zsekwencjonowaniu okaza³o siê, ¿e s¹ tam obecne dwa geny koduj¹ce HMW-GS

typy x i y. Okaza³o siê, ¿e geny te wystêpuj¹ w tej samej orientacji i s¹ oddzielone

51 489 pz, a obszar DNA rozdzielaj¹cy je sk³ada siê ze zbioru retrotranspozonów

o 31 000 pz. Drugi zbiór retrotranspozonów licz¹cy 32 000 pz wystêpuje po obsza-

rze genu koduj¹cego typ x. Ka¿dy gen gluteninowy znajduje siê w obszarze unikato-

wej sekwencji DNA, gdzie oprócz niego s¹ dwie powtórki bogate w leucynê –

LRR/kinazy i dwa hipotetyczne geny podobne do genów ry¿owych w bezpoœrednim

obszarze genów gluteninowych. Porównanie sekwencji ortologicznych obszarów

Glu-1 pomiêdzy trzema homoeologicznymi genomami pszenicy ujawni³o mikrokoli-

nearnoœæ w obszarach genowych i rozbie¿noœæ sekwencyjn¹ w obszarach miêdzyge-

nowych (28).

W wiêkszoœci pszenic o bardzo dobrej jakoœci wypiekowej m¹ki jest obecny

komplet alleli Glu-D1d nazwany 1Dx5 + 1Dy10, który jest markerem dobrej wypie-

kowoœci m¹ki pszenicznej. W pszenicach o s³abej wypiekowoœci m¹ki najczêœciej

jest obecny Glu-D1a, nazywany 1Dx2+1Dy12 (29-32). W badaniach wielu innych od-

mian pszenicy chlebowej wykazano istnienie innych kombinacji 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 pomoc¹
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Multiplex PCR stwierdzono wystêpowanie nastêpuj¹cych kombinacji allelicznych

w locus Glu-1: 1Ax2* i 1Axnull, 1Bx6, 1Bx7, 1Bx17, 1Dx2, 1Dx5 i 1Dx10 koduj¹cych

HMW podjednostki gluteninowe (33).

5. Manipulacja sk³adem podjednostek HMW w pszenicy transgenicznej

Geny prolaminowe w plemieniu Triticeae (pszenica, jêczmieñ i ¿yto) mog¹ byæ

podzielone na trzy rodziny wielogenowe, które koduj¹: prolaminy ubogie w siarkê,

prolaminy bogate w siarkê i prolaminy o wysokiej masie molekularnej (HMW) (34).

Wszystkie geny nale¿¹ce do tych rodzin znacznie ró¿ni¹ siê od siebie sekwencj¹ nu-

kleotydow¹, ale maj¹ wspóln¹ cechê, a mianowicie nie maj¹ intronów. Ich ekspresja

jest kontrolowana w skoordynowany sposób na poziomie transkrypcji (35,36). Pod-

legaj¹ ekspresji tkankowospecyficznej, s¹ aktywne tylko w endospermie skrobiowej

(37). Geny koduj¹ce prolaminy bogate i ubogie w siarkê maj¹ wspóln¹ sekwencjê

zgodn¹:

5’-TGACATGTAAAGTGAATAAGATGAGTCATG, ulokowan¹ w oko³o 300 pz w górê od

punktu startu transkrypcji. Nazwana zosta³a elementem – 300 albo boksem prola-

minowym lub elementem endospermy. Rola regulacyjna dla tego boxu zosta³a usta-

lona (38,39). Ma on dwa konserwatywne motywy sekwencyjne: TGTAAAGT

i G(A/G)TGAGTCAT, a obszar miêdzy nimi jest zmienny. Pierwszy motyw nazwany zo-

sta³ motywem E, a drugi GCN4 ( GLM ), albo motywem N (38,39). Motyw N jest obec-

ny w odwrotnej orientacji w promotorach genów prolamin bogatych w S i ubogich

w S (2). W promotorach genów HMW prolaminowy box nie jest obecny (2). Zamiast nie-

go promotory genów HMW zawieraj¹ g³ówny element regulatorowy (40) ulokowany

w 38 pz z consensusem: 5’-GTTTTGCAAA GCTCCAATTG CTCCTTGCTT ATCCAGCT.

To po³o¿enie jest konserwatywne we wszystkich promotorach genów HMW, rozpo-

czyna siê od pozycji -185 do -189 pz (2). Geny prolamin HMW podlegaj¹ transkrypcji

na wy¿szym poziomie ni¿ inne geny prolaminowe. Zatem nie zaskakuje, ¿e wy¿sze

poziomy ekspresji genów HMW uzyskano po wprowadzeniu dodatkowych kopii ge-

nów koduj¹cych podjednostki HMW do pszenicy (41,42).

Nale¿y podkreœliæ, ¿e uzyskano znaczn¹ poprawê w jakoœci wypiekowej m¹ki

pszenicznej poprzez ulepszenie w³aœciwoœci glutenu na drodze konwencjonalnych

metod hodowlanych. Z uwagi na to, ¿e geny koduj¹ce podjednostki gluteninowe

HMW s¹ bardzo silnie sprzê¿one, nie mo¿na operowaæ pojedynczymi genami i dal-

sze ulepszanie sposobami konwencjonalnymi nie obiecuje sukcesu. W tym przypad-

ku jedyn¹ drog¹ ulepszania jakoœci glutenu jest in¿ynieria genetyczna. Jednym z jej

sposobów jest otrzymywanie roœlin transgenicznych. Pierwsz¹ pszenicê transge-

niczn¹ z wprowadzonym dodatkowym genem 1Ax1 otrzyma³ profesor Vasil ze

wspó³pracownikami z Uniwersytetu w Gainesville w 1992 r. W roku 1996 wprowa-

dzili ten gen do odmiany uprawnej pszenicy Bobwhite, która mia³a o 61% wiêcej

HMW glutenin i by³a pierwsz¹ form¹ pszenicy, u której czynnych by³o 6 genów
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HMW. M¹ka z tej pszenicy mia³a wspania³¹ jakoœæ wypiekow¹, a chleb wypieczony

z niej mia³ znakomit¹ objêtoœæ (43). Altpeter i wsp. (41) wprowadzili gen 1Ax1 do

pszenicy chlebowej o niezbyt dobrej jakoœci wypiekowej za pomoc¹ wstrzeliwania

do niedojrza³ych zarodków hodowanych in vitro. Otrzymano 21 linii stransformowa-

nych z których 20 linii wykazywa³o ekspresjê selekcjonuj¹cego genu bar dla 1Ax1.

Iloœæ bia³ek 1Ax1 produkowanych przez ró¿ne linie transgeniczne waha³a siê od 0,6

do 2,3% ca³kowitej iloœci bia³ek, daj¹c wzrost do 71% ogólnej zawartoœci glutenin

HMW. Roœliny transgeniczne by³y normalnie p³odne i wykazywa³y segregacjê Men-

dlowsk¹ transgenów. Ekspresja transgenu 1Ax1 HMW utrzymywa³a siê stabilnie do

pokolenia R3. Innym przyk³adem transformowania pszenicy jest wprowadzanie ge-

nów koduj¹cych podjednostki HMW 1Ax1, 1Dx5, ten ostatni wystêpuje zawsze

w parze z 1Dy10 do linii izogenicznych z ró¿n¹ ekspresj¹ genów koduj¹cych podjed-

nostki gluteninowe HMW (3). Otrzymane dwie linie transgeniczne L88-31 i L88-6

analizowano pod wzglêdem w³aœciwoœci glutenu. W badaniach reologicznych wyka-

zano, ¿e ekspresja transgenu 1Dx5 spowodowa³a wzrost elastycznoœci glutenu, na-

tomiast wp³yw transgenu 1Ax1 by³ niewielki. Wynik uzyskany z transgenem 1Dx5

by³ podobny do wyniku traktowania glutenu transglutaminaz¹ w celu wprowadze-

nia miêdzy³añcuchowych po³¹czeñ lizylowo-glutamylowych (44). Z ekspresj¹ trans-

genu 1Dx5 zwi¹zany by³ znaczny wzrost iloœci podjednostek gluteninowych, od 18

do 30% ca³ej iloœci bia³ek m¹ki, odpowiednio w liniach L88-31 i L88-6. Bia³ka 1Dx5

ró¿ni¹ siê od innych podjednostek bia³kowych dodatkow¹ cystein¹ wewn¹trz po-

wtarzalnego obszaru i mo¿e byæ ona odpowiedzialna za formacjê polimerów w li-

niach transgenicznych. Stosowanie transformacji pszenicy wymaga testowania od-

powiednich promotorów, które by³yby sprawne w œrodowisku komórek pszenicy

i specyficznie w endospermie (34). Badano przydatnoœæ 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 obecnoœæ dodatkowej kopii sekwencji pierwotnego enhancera i se-

kwencji elementu regulatora obecnej w innych genach bia³ek zapasowych pszenicy.

Skonstruowano gen chimeryczny sk³adaj¹cy siê z obszaru flankuj¹cego 5’ genu

Glu-1D-1 z pozycji od – 1191 do +58, koduj¹cego obszaru genu UidA (Gus) i genu

terminatora syntazy nopalinowej (Nos). Ten gen zosta³ wprowadzony do odmiany

Ofanto (Triticum durum) przez bombardowanie kwiatostanów. Otrzymano dwie

transgeniczne linie wykazuj¹ce ekspresjê genu Gus w ziarniakach w ci¹gu 10-12 dni

po zapyleniu. W histochemicznej analizie homozygotycznych nasion T2 wykazano,

¿e ekspresja genu ograniczy³a siê tylko do skrobiowej czêœci endospermy i nie by³o

ekspresji w warstwie aleuronowej. W wyniku analizy Western blotting stwierdzono

ekspresjê transgenu wra¿aj¹c¹ siê produkcj¹ odpowiedniego bia³ka HMW. Niestety

nie podano charakterystyki tego bia³ka. Inne transformacje pszenicy dotyczy³y ge-

nów Glu-1, By14 i Glu-1By15, które wprowadzono do chiñskich odmian pszenicy za

pomoc¹ metody ³agiewkowej (³agiewka py³kowa). Uzyskano 45 linii transgenicz-

nych, 3 z nich wykazywa³y ekspresjê 1By15 (45). Z badañ wynika, ¿e geny koduj¹ce
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podjednostki HMW gluteninowe s¹ uruchamiane po oko³o 8 dniach po zapyleniu

i transkrypcja ich zanika po up³ywie 36-38 dni po zapyleniu (46). Aby dok³adnie zba-

daæ jak zachowuj¹ siê transgeny wprowadzono do odmiany pszenicy Federal geny

podjednostek 1Ax1 i 1Dx5 razem z ich obszarami promotorowymi. Dwie z otrzyma-

nych linii transgenicznych zawieraj¹cych oko³o 20 kopii (linia E) i 50 kopii (linia F)

transgenów mia³a te geny wyciszone co spowodowa³o znaczne obni¿enie produk-

tów tych genów w porównaniu do formy kontrolnej (47). W dalszych badaniach tych

linii wykazano, ¿e loci transgeniczne by³y widoczne jako skondensowane obszary

genomu w tkankach, w których nie s¹ one aktywne transkrypcyjnie. Natomiast w en-

dospermie dekondensacja chromatyny nastêpowa³a razem ze startem transkrypcji

w 8 dni po zapyleniu. Wykazano, ¿e wiêkszoœæ transgenów by³a aktywna i koñczy³a

siê wraz ze œmierci¹ komórki. Stwierdzono równie¿, ¿e transkrypt znika z cytoplaz-

my po czternastu dniach po zapyleniu i równoczeœnie znaleziono siRNA (siRNA, ang.

small interfering RNA). Ze wzglêdu na to, ¿e poziom transkryptu pozostawa³ wysoki

w punktach transkrypcji, a w cytoplazmie nie, wywnioskowano, ¿e g³ównym wyci-

szeniem transgenów jest wyciszenie potranskrypcyjne kierowane przez siRNA (48).

Bregitzer i wsp. (49) podaj¹, ¿e w czasie procesu transformacji mog¹ wyst¹piæ zmia-

ny epigenetyczne powoduj¹ce utratê wielu cech agrotechnicznych. Z tego wzglêdu

za³o¿ono dwuletnie doœwiadczenie polowe, z udzia³em licznych transformantów,

modyfikowanych kopiami natywnych lub modyfikowanych genów koduj¹cych

HMW-GS, formy kontrolnej Bobwhite, linii zawieraj¹cych tylko selektywny gen bar

i linie segreganty z null allelami w celu okreœlenia cech plonotwórczych i plonowa-

nia tych form. Okaza³o siê, ¿e linie transgeniczne jako grupa, w porównaniu do Bob-

white wykazywa³a tendencjê do uzyskiwania ni¿szych wartoœci mierzonych cech.

Jednak wiêkszoœæ poszczególnych linii nie wykazywa³a istotnych ró¿nic w plonowa-

niu w porównaniu do kontroli. Linie null i z genem bar plonowa³y na poziomie Bob-

white. Wyniki te wskazuj¹, ¿e stosowanie metod in¿ynierii genetycznej do ulepsze-

nia glutenu pszenicy mo¿e prowadziæ do wytworzenia konkurencyjnych agrono-

micznie linii u¿ywanych jako odmiany lub formy wyjœciowe do programu hodowla-

nego.
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