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У рядi публiкацiй описано використання сайт-специфiчної рекомбiназної системи
Cre/loxP пiд контролем тканиноспецифiчних промоторiв для отримання трансфор-
мантiв, вiльних вiд селективних маркерних генiв (СМГ). Недолiком в даному випадку
є створення специфiчних умов для проведення трансформацiї або залучення додатко-
вих агентiв для iнiцiацiї експресiї рекомбiнази. Нами було розроблено новий пiдхiд до
використання сайт-специфiчної рекомбiназної системи Cre/loxP для отримання гене-
тично модифiкованих рослин, вiльних вiд СМГ, та встановлено ефективнiсть роботи
рекомбiнази Cre у наступному поколiннi трансформованих рослин A. thaliana.

Стрiмкий розвиток генетичної iнженерiї рослин протягом останнiх десятилiть забезпечує
пiдгрунтя для створення широкого спектра генетично модифiкованих (ГМ) рослин, зокре-
ма з покращеними сiльськогосподарськими ознаками. Технологiї, що використовуються для
створення таких рослин, дають змогу введення все бiльш широкого кола генiв iнтересу
в рослинний геном. Але при цьому пiд час процесу трансформацiї разом з геном iнтересу
привносяться й самi рiзноманiтнi маркернi гени (селективнi маркернi гени (СМГ)), яких на
сьогоднi налiчується бiльше нiж 50 [1]. До них належать гени стiйкостi до антибiотикiв та
гербiцидiв [2, 3]. Використання таких генiв дозволяє проводити селекцiйний добiр транс-
формованих клiтин або тканин на етапi регенерацiї. Пiсля завершення добору трансформо-
ваного матерiалу необхiднiсть в експресiї селективних маркерних генiв вiдпадає. Проте пiд
час подальшого практичного використання ГМ рослин виникає загроза потрапляння СМГ
вiд трансформантiв до дикорослих родичiв, що може спричинити виникнення нащадкiв
з небажаними ознаками. Iснують також застереження щодо можливостi горизонтального
перенесення генiв. Тому розроблення генетично iнженерних методiв, за допомогою яких
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гарантовано можна уникнути такого розвитку подiй, дозволило б розв’язати ряд проблем,
пов’язаних з комерцiалiзацiєю ГМ рослин [4].

На сьогоднi технологiя сайт-специфiчних рекомбiназних систем, яка є перспективною
в цьому вiдношеннi, набуває все бiльш широкого застосування [4–6]. Сайт-специфiчна ре-
комбiнацiя вiдбувається в районi специфiчної послiдовностi або сайта розпiзнавання. Це
призводить до розщеплення або з’єднання цiльових послiдовностей в результатi iнтеграцiї,
делецiї чи iнверсiї фрагментiв ДНК без набуття або втрати нуклеотидiв [5, 6]. Найвiдомi-
шими рекомбiназними системами, що використовуються для елiмiнацiї маркерних генiв, є
видiлена з бактерiофагу Р1 сайт-специфiчна рекомбiназна система Cre-loxР [7]. Рекомбiназа
Cre належить до родини тирозинових iнтеграз, а сама система складається з двох коротких
послiдовностей ДНК: lox (locus of crossing-over) та гена сre [5].

У рядi публiкацiй описано застосування сайт-специфiчної рекомбiназної системи
Cre/loxP пiд контролем тканиноспецифiчних промоторiв та промоторних послiдовностей,
видiлених з генiв теплового шоку. Так, для регуляцiї роботи системи Cre/loxP використо-
вуються промотор, iдентифiкований в зародкових тканинах [8], або iндуцибельний промо-
тор до гена теплового шоку HSP81–1 [9]. Недолiком використання таких послiдовностей
є необхiднiсть створення специфiчних умов для проведення трансформацiї або ж залучен-
ня додаткових агентiв для iнiцiацiї експресiї рекомбiнази. Тому для отримання генетично
модифiкованих рослин, вiльних вiд СМГ, нами було розроблено новий пiдхiд до викорис-
тання сайт-специфiчної рекомбiназної системи Cre/loxP [10]. Цей пiдхiд характеризується
тим, що маркернi гени та цiльова послiдовнiсть в трансформуючiй конструкцiї знаходяться
пiд контролем −46 мiнiмального 35S промотору (першi 46 п. н. вiд загальної послiдовно-
стi промотору 35S) з вiрусу мозаїки кольорової капусти (CaMV). Використання вiдповiд-
ної ДНК-конструкцiї в даному випадку передбачає швидку та ефективну трансформацiю
рослини, а пiд час трансформацiї рослинного матерiалу та перiоду селекцiї вiдпадає не-
обхiднiсть застосування додаткових агентiв або створення специфiчних умов зовнiшнього
середовища. Разом з тим досить часто пiсля подiї трансформацiї, спостерiгається припине-
ння експресiї Т-ДНК в наступних поколiннях трансформантiв. Тому нашою метою було до-
слiдження ефективностi роботи сайт-специфiчної рекомбiнази Cre/loxP у наступному (Т1)
поколiннi трансформованих рослин Arabidopsis thaliana для отримання зразкiв, вiльних
вiд маркерних послiдовностей.

Аналiз стабiльностi трансформацiї здiйснювали впродовж кiлькох поколiнь трансфор-
мантiв Arabidopsis thaliana (L.) екотипу Columbia. З цiєю метою трансформацiю рослин
здiйснювали за допомогою методу квiткового занурення в агробактерiальну суспензiю. Для
трансформацiї рослин використовували два типи ДНК конструкцiй: pORE-lox1HGC та
pORE-lox2HGC. Рiзниця в будовi конструкцiй полягала в порядку розташування генiв
у трансформуючiй касетi, тому на схемi наводиться будова лише однiєї з цих двох ДНК-кон-
струкцiї. Позитивним контролем для вiдстеження подiї трансформацiї слугувала ДНК-кон-
струкцiя, що позбавлена гена cre та сайтiв ексцизiї. Обидвi ДНК-конструкцiї мiстили такi
послiдовностi, як ген рекомбiнази cre, репортерний ген gus, ген стiйкостi до гiгромiцину
nptII, що обмежувались сайтами ексцизiї loxP, та термiнуюча послiдовнiсть нопалiн-син-
тази (nos) (рис. 1). Перерахованi послiдовностi знаходились пiд контролем 35S промотору.
Ген hptII в обох конструкцiях був винесений за межi сайтiв loxP i у випадку здiйснення
подiї ексцизiї залишався в геномi рослини. Iз загальної кiлькостi трансформованих рослин
було проаналiзовано по 60 зразкiв (у подальшому лiнiй) з поколiння Т0 для кожного типу
ДНК конструкцiї.
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Рис. 1. Схема, яка iлюструє Т-ДНК конструкцiї pORE-lox2HGC: 35S-промотор з вiруса мозаїки кольорової
капусти; hptII — ген стiйкостi до гiгромiцину; nos — нопалiновий термiнатор; GUS — ген глюкуронiдази;
сre — ген рекомбiнази; oriV — сайт початку iнiцiацiї реплiкацiї; nptII — ген неомiцинфосфотрансферази;
ColEI — послiдовнiсть, що вiдповiдає за реплiкацiю плазмiд у клiтинах бактерiї E. coli

У подальшому насiння трансформованих рослин (поколiння Т1) пророщували на селек-
тивному середовищi Мурасiге i Скуга [11] у присутностi гiгромiцину. Для виявлення подiй
ексцизiї в геномi рослин за допомогою рекомбiнази Cre в проростках на етапi селективного
середовища проводили гiстохiмiчний аналiз на наявнiсть GUS-активностi. Оскiльки в обох
типах конструкцiй ген gus знаходився у дiлянцi, обмеженiй сайтами ексцизiї loxP, за допо-
могою GUS-тесту в проростках можна було встановити ефективнiсть роботи рекомбiнази.
Гiстохiмiчне визначення активностi гену gus здiйснювали методом, описаним у роботi [12].
Для того щоб уникнути ефект мовчання генiв у введених Т-ДНК пiд час пророщування рос-
лин на селективному середовищi, лiнiї з негативним або частково негативним результатом
GUS-тесту були висадженi в грунт. Пiсля культивування рослин у грунтi впродовж 21–28 дiб
здiйснювали повторний гiстохiмiчний аналiз рослинних тканин на GUS-активнiсть.

З метою пiдтвердження подiї видалення СМГ, обмежених сайтами ексцизiї loxP, за до-
помогою рекомбiнази Cre проводили молекулярно-генетичний аналiз геному рослин. Для
проведення ПЛР видiляли ДНК зi свiжого листя за методом, описаним у статтi [13]. Амплi-
фiкацiю цiльових послiдовностей (пара праймерiв до послiдовностi в межах 35S промотору
та гену hptII; пара праймерiв до гену cre) за допомогою ПЛР здiйснювали за такою схемою:
початкова денатурацiя −94

◦С, 30 цикл. [92 ◦С — 30 с, 60 ◦С — 30 с, 72 ◦С — 90 с], 72 ◦С —
5 хв. Продукти амплiфiкацiї роздiляли в 0,8%-му агарозному гелi. Для проведення Саузерн
блот-гiбридизацiї геномну ДНК видiляли, згiдно з методом, описаним у статтi [14]. Геномну
ДНК (не менше 2 мкг на зразок) розрiзали за допомогою рестриктази KpnI, яка розпiзнає
сайти на межi 5�′ - та 3�′ -кiнцiв гену hptII. Фрагменти ДНК роздiляли у 0,8%-му агароз-
ному гелi та переносили на нiтроцелюлозний фiльтр. Для гiбридизацiї використовували
послiдовнiсть гена hptII, мiчену α-P32 по цитозину.

Аналiз ефективностi проростання насiння на селективному середовищi показав, що ста-
бiльнiсть трансформацiї за допомогою обох типiв векторних конструкцiй (pORE-lox1HGC
й pORE-lox2HGC) у поколiннi Т1 є високою. Отриманi данi свiдчать про стабiльну експре-
сiю кожної з векторних конструкцiй в трансформантах. Отриманi результати подальшого
аналiзу трансформантiв з використанням GUS-тесту трансгенних лiнiй арабiдопсису бу-
ло подiлено на три групи: перша — лiнiї з позитивним результатом GUS-тесту (рослини
забарвлювались повнiстю); друга — лiнiї, в яких були присутнi проростки з позитивним
i негативним результатами GUS-тесту; третя — лiнiї з негативним результатом GUS-тесту.
Вiдзначено, що в лiнiях першої групи досить велика кiлькiсть зразкiв була забарвлена ли-
ше частково (неоднорiдне забарвлення тканин або окремих частин рослини), що вказує
на виникнення химерностi. Неоднорiдне забарвлення рослинних тканин свiдчить про ви-
далення маркерних послiдовностей з геном gus не з усього органiзму, а лише в окремих
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Рис. 2. Детекцiя видалення маркерної послiдовностi рекомбiназою Cre за допомогою ПЛР (у 0,8%-му агаро-
зному гелi): 1 — перевiрка присутностi ДНК конструкцiї в рослинному геномi (праймери до 35S промотору
та nptII ), розмiр продукту 0,3 Kbp; 2 — виявлення рослин iз неактивною рекомбiназою Cre (праймери до
послiдовностей в межах сайтiв ексцизiї), розмiр продукту 1,8 Kbp (подiя автоексцизiї не вiдбулась)

Рис. 3. Блот-гiбридизацiя геномної ДНК рiзних лiнiй трансгенних рослин арабiдопсису поколiння Т1 до
мiченої послiдовностi гена hptII: 1 — позитивний контроль, плазмiда pORE-lox2HGC; 2 — негативний конт-
роль (ДНК з дикого типу A. thaliana); 3–5 та 7, 8 — видалення дiлянки ДНК, обмеженої loxP -сайтами
з геному трансформантiв; 6, 7 — зразки геномiв трансформантiв з невидаленими дiлянками СМГ

сукупностях клiтин. За результатами GUS-тесту з’ясували, що приблизно 25% дослiджува-
них лiнiй, трансформованих ДНК конструкцiєю pORE-lox1HGC, є вiльними вiд маркерних
послiдовностей, а в 12% лiнiй було виявлено як GUS-позитивнi, так i GUS-негативнi зраз-
ки. В лiнiях, трансформованих ДНК-конструкцiєю pORE-lox2HGC, вiдбулась автоексцизiя
в 15% загальної кiлькостi протестованих лiнiй. Кiлькiсть лiнiй другої групи становила 13%.
За результатами попереднього гiстохiмiчного аналiзу, проведеного на рослинах поколiння
Т0, вiдзначено прирiст лiнiй третьої групи приблизно на 5–7% для кожного типу ДНК-кон-
струкцiї, що свiдчить про роботу рекомбiнази i в наступних поколiннях трансформантiв.

Для пiдтвердження роботи рекомбiнази та подiї видалення ДНК у межах сайтiв ексцизiї
пiсля 3–4 тижнiв культивування рослин у грунтi було проведено їх ПЛР аналiз (рис. 2).
У реакцiї використовувались праймери до 35S промотору та гена hptII поза межами сайтiв
ексцизiї loxP, а також пара праймерiв до гена nptII.

Саузерн-блот аналiз здiйснювали для пiдтвердження результатiв ПЛР та для виявлення
мультикопiйностi Т-ДНК у геномi (рис. 3). Оскiльки експресiя привнесених генiв у рос-
линах залежить вiд кiлькостi копiй Т-ДНК на геном, використання рекомбiназної ексцизiї
дає змогу мiнiмiзувати ефект мультикопiйностi. Вперше така властивiсть сайт-специфiчних
рекомбiназ була описана в роботi [15]. Отже, за допомогою проведеної блот-гiбридизацiї
виявлено, що в зразках 7 й 8 кiлькiсть Т-ДНК зведена до мiнiмуму на геном.

Таким чином, в ходi проведеної роботи, продемонстровано ефективне використання но-
вого пiдходу для отримання трансгенних лiнiй рослин, вiльних вiд маркерних послiдовнос-
тей, та досягнення стабiльностi експресiї Т-ДНК в наступному поколiннi трансформантiв.
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За допомогою проведеного гiстохiмiчного аналiзу трансформантiв поколiння Т1 нами вiд-
значена стабiльна експресiя Т-ДНК у рослинному геномi для обох типiв конструкцiй. Ра-
зом з тим у деяких трансформантiв з позитивним результатом GUS-тесту експресiя гена gus
спостерiгалась нерiвномiрно в рiзних тканинах рослин, що свiдчить про їх химернiсть (неод-
норiдне забарвлення тканин). Вiдповiдно можна вважати, що в наступних поколiннях лiнiй
з химерними зразками сайт-специфiчне видалення маркерних послiдовностей вiдбудеться
до кiнця. Крiм цього було з’ясовано, що в поколiннi рослин Т1 кiлькiсть лiнiй арабiдопсису,
вiльних вiд маркерних послiдовностей, пiдвищувалась приблизно на 5–7%. Отже, методи-
ка отримання трансформантiв з використанням сайт-специфiчної рекомбiназної системи
Cre/loxP є простою та не вимагає проходження додаткових етапiв для активацiї роботи
рекомбiнази. Тому даний пiдхiд можна ефективно застосовувати для отримання генетично
модифiкованих рослин, вiльних вiд маркерних послiдовностей.
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Одноэтапное получение трансформантов Arabidopsis thaliana,
не содержащих маркерных последовательностей, с помощью
сайт-специфической рекомбиназной системы Cre/loxP
под контролем минимального 35S промотора

В ряде публикаций описано использование сайт-специфической рекомбиназной системы
Cre/loxP под контролем тканеспецифических промоторов для получения трансформантов,
не содержащих селективных маркерных геном (СМГ). Недостатком в данном случае явля-
ется необходимость создания специфических условий во время трансформации или вовле-
чения дополнительных агентов для инициации экспрессии рекомбиназы. Нами разработан
новый подход к использованию сайт-специфической рекомбиназной системы Cre/loxP для
получения генетически модифицированных растений, свободных от СМГ, и установлена
эффективность работы рекомбиназы Cre в следующем поколении трансформированных ра-
стений A. thaliana.

A. S. Sekan, S.V. Isaenkov

One-step transformation with site-specific recombinase Cre/loxP
system under the control of minimal 35S promoter for the development
of marker-free transgenic Arabidopsis thaliana plants

In a number of works, the successful use of the site-specific recombinase system Cre/loxP under
the control of chemical promoters to obtain marker-free transgenic plants was described. However,
providing the transformation process with the conditional or another kind of treatment to initiate
the recombinase expression is the disadvantage of this method. We have developed a new approach
in the site-specific recombinase system Cre/loxP to produce marker-free genetically modified plants
without any treatment and shown the efficiency of Cre recombinase in the progeny of transformed
plants A. thaliana.
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