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	                         Г. Я. Баєр


ЗАГАЛЬНА ХАРАКТЕРИСТИКА РОБОТИ

Актуальність теми. Стратегічні напрями розвитку технологій створення генетично-модифікованих (ГМ) організмів, так само як і переваги та потенційні ризики їх практичного використання є наразі постійним предметом обговорення не лише в наукових колах, але й на громадському рівні. Технології, що використовуються для створення таких рослин, дають змогу введення все більш широкого кола генів інтересу до рослинного геному. Але при цьому під час процесу трансформації разом з генами інтересу привносяться й самі різноманітні маркерні гени (селективні чи маркерні гени, СМГ). До них належать гени стійкості до антибіотиків та гербіцидів (Yemets et al., 2008; Manimaran et al., 2011). Використання таких генів дозволяє швидко та ефективно проводити селекційний відбір трансформованих клітин чи тканин на етапі регенерації рослин. Після завершення відбору трансформованого матеріалу необхідність в експресії селективних маркерних генів відпадає. Розробка та вдосконалення методів створення нових трансгенних, вільних від селективних маркерів рослин, дозволило б підвищити привабливість створюваних продуктів та збільшити прихильність споживачів до генетично модифікованих рослин (Рукавцова и др., 2013; Manimaran et al., 2011; Rosellini, 2012). 
Використання рекомбіназ в генетичній інженерії є досить новою та перспективною технологією. Серед розроблених стратегій видалення селективних чи маркерних послідовностей з геномів трансформованих рослин найбільшою популярністю користується саме сайт-специфічна рекомбіназна система, тому що її використання дозволяє значно покращити отримання трансформованих ліній рослин. Перевагою рекомбіназної системи Cre/loxP є те, що під час роботи фермент не потребує присутності додаткових факторів ініціації (Grindley, 2006: Kopertekh, 2012). Окрім цього, сайт-специфічна рекомбіназна технологія дозволяє отримувати однокопійні трансгенні лінії, що є важливим з практичної точки зору, оскільки доведено, що за наявності єдиної копії Т-ДНК рівень її експресії в геномі підвищується (Liu, 2005).

Для досягнення конститутивної експресії рекомбінази у транформантів загалом використовують такі підходи, як почергова трансформація генома рослин векторними конструкціями з геном інтересу та геном самої рекомбінази (Dale and Ow, 1991) або перехресне запилення між трансгенними лініями, які експресують рекомбіназу (Sengupta, 2010). У даному випадку видалення маркерних чи селективних послідовностей ускладнюється за умови трансформації рослин з вегетативним розмноженням та рослин з подовженим часом відтворення. Окрім цього, в трансформантах через деякий час після події трансформації спостерігаються фенотипові та генетичні зміни, котрі пов’язують з конститутивною експресією рекомбінази Cre. Альтернативним варіантом отримання трансгенних ліній, вільних від маркерних послідовностей, є транзієнтна експресія ферменту, однак при застосуванні такого підходу необхідно здійснювати додаткові етапи трансформації (Kopertekh, 2012). Як варіант, транзієнтну експресію поєднують з автоексцизією, коли маркерні чи селективні гени та ген рекомбінази фланкуються сайтами ексцизії. У такому випадку відбувається видалення гена рекомбінази, що й зумовлює транзієнтну експресію ферменту в трансгенному організмі (Kopertekh, 2009). Результат досягається шляхом комбінації позитивних та негативних маркерних генів у трансформуючій касеті, що, в свою чергу, ускладнює процес трансформації (Breyer, 2014). 

Викладені вище факти фокусують увагу саме на перспективності використання сайт-специфічної рекомбіназної системи Cre/loxP, як ефективного молекулярно-генетичного інструменту для вирішення цього питання. Відповідно, одним із найважливіших шляхів розв’язання подібного завдання є створення векторних конструкцій, котрі б дозволили оптимізувати процес генетичної трансформації за умов використання сайт-специфічної рекомбіназної системи Cre/loxP та отримати вільні від СМГ трансгенні рослини всього за один етап селективного відбору.

Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Дисертаційна робота виконувалась в рамках науково-дослідних тем відділу геноміки та молекулярної біотехнології ДУ «Інститут харчової біотехнології та геноміки НАН України»: «Створення нових ліній трансгенних рослин із застосуванням генів стійкості до біотичних та абіотичних факторів та генів для покращення їх харчової якості», номер державної реєстрації 0107U003581 (2007–11 рр.) та «Вивчення молекулярно-генетичних та клітинних механізмів стійкості рослин до абіотичних та біотичних факторів для покращення їх адаптивних властивостей до несприятливих умов навколишнього середовища», номер державної реєстрації 0112U001597 (2012–16 рр.), а також стужування в рамках Програми академічних обмінів імені Фулбрайта в Україні впродовж 2011–12 рр.

Мета та завдання дослідження. Мета дисертаційної роботи – розробити технологію одноетапного отримання трансгенних ліній Arabidopsis thaliana, вільних від маркерних послідовностей, шляхом створення векторних конструкцій ДНК з використанням сайт-специфічної рекомбіназної системи Cre/loxP та дослідити ефективність застосування розробленої рекомбіназної системи Cre/loxP протягом декількох поколінь трансформантів.

Для досягнення поставленої мети необхідно було вирішити наступні завдання:

· створити декілька варіантів векторних ДНК-конструкцій з сайт-специфічною рекомбіназною системою Cre/loxP з метою визначення вдалішого дизайну для отримання трансгенних рослин, вільних від loxP-обмежених ділянок Т-ДНК;

· отримати генетично трансформовані рослини A. thaliana за допомогою методу агробактеріальної трансформації з використанням створених ДНК-конструкцій;

· розробити ефективну систему селекції трансгенних рослин у присутності в їхньому геномі сайт-специфічної рекомбінази Cre/loxP;

· дослідити ефективність трансформації рослин за допомогою кожного із створених варіантів векторної ДНК-конструкції;

· провести молекулярно-генетичний аналіз трьох поколінь трансформантів для виявлення події видалення loxP-обмежених ділянок Т-ДНК з маркерними генами;

· встановити ефективність використання розробленого підходу із застосуванням сайт-специфічної рекомбіназної системи Cre/loxP для отримання генетично модифікованих рослин, вільних від послідовностей ДНК з маркерними генами.

Об’єкт дослідження – ефективність роботи сайт-специфічної системи Cre/loxP в геномі трансформованих ліній A.thaliana в межах створених векторних ДНК-конструкцій протягом трьох поколінь трансформантів.

Предмет дослідження – одноетапне отримання трансформантів A.thaliana, за допомогою нового підходу з використання сайт-специфічної рекомбіназної системи Cre/loxP, що має на меті повне видалення МГ разом з геном cre, без залучення тканино-специфічних чи індуцибельних промоторів.

Методи дослідження. У роботі використовували методи культивування рослин in vitro, опосередковану агробактеріями генетичну трансформацію рослин за допомогою методу занурення квіток, методи гістохімічного аналізу, методи світлової мікроскопії, молекулярно-генетичні методи, а також методи статистичного аналізу. 

Наукова новизна одержаних результатів. Розроблено дизайн та створено ДНК-конструкції з комбінацією генетичних послідовностей, таких як ген gus, nptII, та cre, розташованих в межах сайтів ексцизії, а також сайт-специфічною рекомбіназною системою Cre/loxP. Встановлено, що при використанні цих конструкцій після події інтеграції Т-ДНК до генома рослин вже в першому поколінні трансформантів A. thaliana відбувається автоексцизія loxP-обмежених ділянок Т-ДНК. Вперше продемонстрована висока ефективність розробленого для агробактеріальної трансформації A. thaliana методу занурення квіток із залученням синтезованих векторних конструкцій. Встановлено, що в результаті використання запропонованих ДНК-конструкцій із залученням рекомбіназної системи Cre/loxP як молекулярно-генетичного інструменту вдається досягти присутності однієї копії Т-ДНК на геном трансформантів. Вперше отримано трансгенні рослини без використання індуцибельних або тканино-специфічних промоторів до складу трансформуючих ДНК-конструкцій, що дозволило значно спростити процес генетичної трансформації рослин, знімаючи питання створення специфічних умов для селективного відбору трансгенного матеріалу чи залучення додаткових хімічних агентів. Запропоновано статистичну класифікаційну модель оцінки ефективності трансформації рослин, отриманих за допомогою створених ДНК-конструкцій із залученням сайт-специфічної системи Cre/loxP.
Практичне значення одержаних результатів. Розроблено новий підхід для одноетапного отримання трансгенних рослин за допомогою векторних конструкцій із сайт-специфічною системою Cre/loxP. Запропонований підхід є значним внеском у вирішення проблеми зниження потенційних ризиків від вивільнення ГМ рослин у навколишнє середовище. В результаті проведеної роботи з використанням сайт-специфічної рекомбіназної системи Cre/loxP у розроблених ДНК-конструкціях доведено, що цей підхід значно спрощує процес трансформації і дозволяє рекомендувати його до використання в практичних цілях. Таким чином, результати досліджень можуть бути використані для отримання ГМ рослин як з науково-дослідною метою, так і з метою розроблення стратегії генетичної трансформації однодольних та дводольних рослин для практичного використання. Розроблена статистична класифікаційна модель дозволяє передбачити ефективність використання розроблених векторних ДНК-конструкцій на інших рослинних об’єктах, що також спрощує використання розробленого підходу.

Особистий внесок здобувача полягає в розв’язанні завдань роботи, аналізі наукової літератури, розробці методологічних підходів щодо вирішення поставлених завдань, проведенні експериментальної роботі, узагальненні та інтерпретації отриманих результатів, встановленні закономірностей, формулюванні висновків, підготовці матеріалів до публікації. Разом з науковим керівником були визначені завдання дисертаційної роботи та проводилось обговорення результатів досліджень.

Апробація результатів дисертації Основні наукові результати викладені у дисертації доповідались на ХІІ-й конференції молодих вчених «Наукові, прикладні і освітні аспекти фізіології, генетики, біотехнології рослин і мікроорганізмів» (Київ, 2012), VII-му конгресі EPSO (Європейська організація з біології рослин) (Порто Хелі, Греція, 2013) та IX-й Міжнародній науковій конференції «Фактори експериментальної еволюції організмів» (Умань, 2014).

Публікації. За темою дисертації опубліковано 9 наукових праць, з них 7 статей в наукових фахових виданнях згідно переліку МОН України, та 2 тез наукових конференцій.

Структура та обсяг дисертації. Дисертація складається з вступу, трьох розділів, заключної частини, висновків, списку літератури, додатків. Матеріали дисертації викладені на 142 сторінках друкованого тексту, містять 21 рисунок, 7 таблиць і два додатки. Список використаних джерел включає 234 найменування.
ОСНОВНИЙ ЗМІСТ РОБОТИ

Літературний огляд присвячено загальному опису потенціалу та обмежень використання селективних та маркерних генів у генетичній інженерії рослин, а також основних шляхів видалення маркерних ДНК послідовностей. Наводиться детальна характеристика сайт-специфічних рекомбіназних систем, їх практичного використання в біотехнології рослин. Детально описані різні підходи до застосування сайт-специфічної рекомбіназної системи Cre/loxP.

МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕНЬ

В експериментах використовували дикий тип Arabidopsis thaliana (L.) екотипу Columbia-0. Для трансформації рослин використовували метод занурення квіток в агробактеріальну суспензію (Clough, 1998), а саму трансформацію здійснювали на стадії формування бруньок.

Для трансформації рослин було сконструйовано два типи векторів з метою визначення ефективнішого варіанту. Як вектор використовували плазміди, виділені з Escherihia coli штаму DH5α. Фрагменти ДНК для створення конструкцій ампліфікували за допомогою набору Expand High Fidelity PCR System (Roche Applied Science, IN) згідно інструкції. Реакцію проводили за умов: відпал при 55°С та 2 хв подовження протягом 30 циклів.

Створені векторні конструкції pORE-lox1HGC та pORE-lox2HGC містили ген hptII під контролем регулюючих послідовностей промотору 35S та термінуючої послідовності нопалін-синтази (nos), ампліфікованbих з модульного бінарного вектору pORE (Coutu et al., 2007). Обидві конструкції характеризувались однаковим набором генів. Різниця між ними полягала в порядку розташування окремих генетичних складових у касеті. Загалом, створені конструкції містили ген рекомбінази cre, репортерний ген gus та ген стійкості до канаміцину nptIІ. Послідовність гена cre для підсилення експресії містить в своєму складі ділянку інтрону. Послідовності, обмежені сайтами ексцизії loxP, знаходяться  під контролем 35S промотору та термінатору nos. Ген стійкості до гігроміцину hptII, ампліфікований з вектору pORE, в обох конструкціях винесений за межі сайтів loxP. Також в роботі був задіяна бінарна векторна конструкція pCAMBIA1305.1 з генами GUSPlus – нової версії гена глюкуронідази. Як позитивний контроль для здійснення трансформації рослин окремо використовували конструкції ДНК, позбавлені гена рекомбінази cre – pORE-lox1-hptII-GUS та pORE-lox2-hptII-GUS. Про інтеграцію Т-ДНК в геном свідчила експресія гену gus. 

Для агробактеріальної трансформації рослин за допомогою методу занурення квіток суспензію Agrobacterium tumefaciens нарощували до стаціонарної фази в рідкому середовищі LB (Маниатис, 1984) з додаванням канаміцину (100 мг/л) впродовж 48 год при 28° С на орбітальному шейкері (180 об/хв). Культуру бактерій осаджували при 4000 об/хв. протягом 5 хв за кімнатної температури та суспендували в рідкому середовищі МС. Щільність суспензії при оптичній густині 600 нм становила 0,8. Інокуляцію здійснювали шляхом занурення квіткових бруньок у бактеріальну суспензію на 1–2 хв. Оброблені рослини накривали пластиковими стаканами для забезпечення високого рівня вологості та інкубували протягом 12 год у темряві. Згодом суцвіття промивали дистильованою водою для видалення залишків суспензійного середовища та вирощували за тепличних умов з фотоперіодом 16 год протягом чотирьох тижнів до отримання насіннєвого матеріалу (Clough, 1998).

Для подальшої роботи насіння (покоління Т0) стерилізували за методом вакуумного оброблення з додаванням до ексікатору суміші гіпохлориту натрію та 1 М соляної кислоти у співвідношенні 3:1 протягом 4 год та пророщували на селективному середовищі МС (Мurashige, Scoog, 1962) у присутності гігроміцину (100 мг/л). Для додаткового тестування трансформованих ліній арабідопсису на стійкість до селективного агенту гігроміцину стерилізоване насіння висаджували на селективне середовище MС з різними концентраціями антибіотика (50 мг/л, 100 мг/л, 150 мг/л, 200 мг/л та 250 мг/л). Результати підраховували через 10 днів після проростання насіння.

Для виявлення експресії привнесених генів у геномі трансформантів A. thaliana проводили гістохімічний аналіз за допомогою GUS-тесту на 10–12-денних проростках та на листових пластинах 3–4-тижневих рослин, вирощених у ґрунті. Рослинний матеріал інкубували в реакційній суміші згідно протоколу (Jefferson, 1998). Після інкубації тканини промивали у 70%-ному спирті для видалення хлорофілу. В наступних поколіннях трансформантів з метою уникнення ефекту мовчання генів під час їх пророщування на селективному середовищі лінії з негативним або частково негативним результатом GUS-тесту висаджували у ґрунт та вирощували протягом 21–28 діб та здійснювали повторний гістохімічний аналіз на наявність GUS-активності.

Для геномного аналізу отриманих трансформантів виділяли ДНК з двохтижневих рослин (Dellaporta, 1983). Чистоту та концентрацію виділеної ДНК перевіряли на наступний день за допомогою електрофорезу в 1%-ному агарозному гелі з флуоресцентним барвником бромистим етидієм (5 мкг/мл), а також за допомогою спектрофотометра Nanodrop ND-1000 (“ThermoScientific”, США) за співвідношенням показників OD260/280 та OD260/240. 

Плазмідну ДНК виділяли з E.coli згідно методу лужного лізису (Маниатис, 1984). Чистоту отриманих зразків перевіряли за допомогою електрофорезу у 0,8%-ному агарозному гелі. Масову концентрацію отриманої плазміди визначали за допомогою спектрофотометра Nanodrop ND-1000 (“ThermoScientific”, США) за співвідношенням показників OD260/280 та OD260/240. 

Для детекції привнесених генів у геномах трансформантів, проводили ПЛР-аналіз. Для реакції використовували праймери: hptIIF2 (відпал до 3'-кінця гена hptII) і 35StermRevAvrII (послідовність, комплементарна 3'-кінцю 35S промотора). Реакцію проводили за умов: початкова денатурація при 940 С 2 хв; ампліфікація – 30 циклів (920 С – 30 с, 600 С – 30 с, 720 – 90 с), кінцева елонгація – 720 С 5 хв. Продукти ампліфікації розділяли за допомогою електрофорезу в 0,8%-ному агарозному гелі з додаванням бромистого етидію.

Геномну ДНК рослин виділяли згідно методу Dellaporta et al. (1983). Чистоту отриманих зразків перевіряли за допомогою електрофорезу у 1%-ному гелі. Концентрацію отриманої плазміди визначали за допомогою спектрофотометра Nanodrop ND-1000 (“ThermoScientific”, США) за співвідношенням показників OD260/280 та OD260/240. Для Саузерн блот-гібридизації геномну ДНК виділяли згідно методу (Sambrook, 2001). Ізольовану ДНК (2 мкг/зразок) обробляли рестриктазою KpnI, котра розпізнає сайти на межі 5'- та 3'-кінців гена hptII. Фрагменти ДНК розділяли у 0,8%-ному агарозному гелі, переносили на нітроцелюлозний папір Hybond N («Amersham», США) капілярним методом в 10×SSC (0.15 М цитрат натрія,  1,5 М хлорид натрія, pH 7) протягом 12–16 год та обробляли в ультрафіолетовій камері для закріплення ДНК на поверхні. Безпосередньо перед гібридизацією мембрану відмивали в гібридизаційному буфері («Sigma», США) протягом 1 год при 65°С. Далі в буфер додавали радіоактивну мітку в кількості 0,05 МБк/мл. Для гібридизації використовували послідовність гена hptII, мічену α-P32 по цитозину. Мембранні фільтри експонували з рентгенівською плівкою протягом 3 діб. Відмивка пластини здійснювалась в 2хSSC, 0,1%-ному ДДС-натрію протягом 20 хв та 0,5хSSC, 1%-ному ДДС-натрію протягом 10 хв при 65°С.

Статистичну обробку даних щодо встановлення достовірної різниці між результатами досліджень, отриманих під час використання двох варіантів ДНК-конструкцій (двох генеральних сукупностей) проводили за t-критерієм Стюдента. Розвідувальний статистичний аналіз, однофакторний дисперсійний аналіз (ANOVA) та робастні тести здійснювали за допомогою інтегрованої програми SPSS Statistics v.21. Регресійний аналіз виконували в Microsoft Exel 2007. Розрахунки за допомогою методу головних компонент здійснювали в програмі в середовищі SIMCA 13,0 (Umertrics AB, Sweden) та за допомогою надбудови для програми Excel (Add-In) Chemometrics.xla (Brereton, 2003).

РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕНЬ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

Отримання трансгенних рослин арабідопсису з використанням сайт-специфічної системи Cre/loxP. Рослини арабідопсису вирощували в ґрунті за тепличних умов протягом 4–5 тижнів до початку цвітіння. За допомогою методу занурення квіток рослини інфікували A. tumefaciens (штам GV3101) зі створеними векторними конструкціями pORE-lox1HGC (умовно Cre/loxP1) чи pORE-lox2HGC (умовно Cre/loxP2). Для детальнішого дослідження роботи сайт-специфічної рекомбіназної системи Cre/loxP в наступних дослідах у векторних конструкціях було розміщено як маркерний ген gus, так і селективний ген hptII. Ген стійкості до гігроміцину в трансформуючій ДНК-касеті був розміщений за межами сайтів ексцизії loxP для зручності у селективному відборі трансформантів від нетрансформованих зразків (рис. 1). При подальшому використанні такого підходу для отримання ГМ рослин, що не несуть маркерних чи селективних ДНК-послідовностей, цей ген можна замінити іншою генетичною послідовністю.

Зібране насіння (покоління Т0) з рослин, трансформованих за допомогою обох ДНК-конструкцій, використовували для виявлення події трансформації. Подію трансформації встановлювали за схожістю насіннєвого матеріалу на селективному середовищі МС з гігроміцином (100 мг/л). Пророщені трансформанти не проявляли відмінностей за темпами росту, укорінення та у розмірах порівняно з нетрансформованими рослинами (рис. 2).
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Рис. 1. Схема розташування генів у векторних конструкціях pORE-lox1HGC (Cre/loxP1) та pORE-lox2HGC (Cre/loxP2).

Під час пророщування насіння з трансформованих ліній арабідопсису відбирали лише рослини, стійкі до селективного агенту гігроміцину. Відсоток рослин, трансформованих конструкцією Cre/loxP1 (94% відносно 100% пророщеного насіння дикого типу на поживному середовищі без антибіотику) та стійких до селективного агенту, виявився нижчим порівняно з відсотком рослин, трансформованих ДНК-конструкцією Cre/loxP2 (97%).

[image: image4.jpg]


[image: image5.jpg]



Рис. 2. Проростання насіння (покоління Т0) трансформованого конструкцією Cre/loxP 2 арабідопсису на селективному середовищі MС у присутності гігроміцину (100 мг/л): а – чутливі до антибіотику проростки; б – стійкі до антибіотику проростки.

Для подальших досліджень відбирали по 60 проростків, трансформованих тим чи іншим варіантом ДНК-конструкції. З метою підтвердження події трансформації проводили гістохімічний аналіз для встановлення експресії привнесених генів у рослинах (рис. 3).
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Рис. 3. Експресія гена gus у трансформованих рослинах A. thaliana: а - зразок з позитивним результатом за GUS-тестом; б - зразок з негативним результатом за GUS-тестом.

За результатами експериментів було встановлено, що 35S промотор забезпечує експресію маркерного гена на високому рівні. При трансформації ДНК-конструкцією Cre/loxP1 забарвлення за GUS-тестом спостерігали у 78% трансгенних рослин. Після трансформації з використанням конструкції Cre/loxP2 кількість позитивно забарвлених за GUS трансгенних ліній становила 85% від загальної кількості трансформантів. Використання ДНК-конструкцій із сайт-специфічною рекомбіназною системою Cre/loxP під контролем 35S промотора дозволило отримати рослини арабідопсису із стабільною експресією Т-ДНК.

З метою уникнення ефекту мовчання генів, підтвердження присутності Т-ДНК в геномі трансформантів та виявлення можливої події рекомбіназної ексцизії в трансформантах Т0 проводили молекулярно-генетичний аналіз за допомогою ПЛР. Для встановлення присутності Т-ДНК використовували пару праймерів, комплементарну до ділянки гену стійкості до гігроміцину hptII, що знаходиться поза межами сайтів ексцизії. Для виявлення події видалення використовували пару праймерів, комплементарну ділянці ДНК в межах сайтів ексцизії. 

В результаті аналізу ПЛР трансформантів покоління Т0 було виявлено присутність Т-ДНК конструкції Cre/loxP1 у 80% рослин, а у трансформантів, отриманих внаслідок використання конструкції Cre/loxP2 – у 87%. Подію ексцизії на даному етапі досліджень було виявлено у 10% рослин, трансформованих конструкцією Cre/loxP1, та у 12% - трансформованих конструкцією Cre/loxP2 (рис. 4). Різниця між отриманими результатами гістохімічного та молекулярно-генетичного аналізу може свідчити на користь мовчання інтегрованих генів.
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	Рис. 4. Порівняння результатів гістохімічного та молекулярно-генетичного аналізів трансформованих рослин арабідопсису покоління Т0 за допомогою векторних конструкцій pORE-lox1HGC та pORE-lox2HGC:

Ряд 1 – експресія гену gus; Ряд 2 – ПЛР-детекція Т-ДНК в геномі; Ряд 3 – подія видалення СМГ рекомбіназою Сre.


Аналіз роботи сайт-специфічної рекомбінази Cre/loxP в наступному Т1 поколінні трансформантів. Насіння наступного покоління трансформантів (Т1) збирали, стерилізували за попередньою схемою та пророщували на селективному середовищі з гігроміцином. Насіння, зібране з кожної трансформованої рослини, вважали окремою лінією трансформантів. В результаті було встановлено, що кількість ліній трансформантів, отриманих з використанням обох типів конструкцій ДНК, та стійких до антибіотику в поколінні Т1 є високою (рис. 5).
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Рис. 5. Трансформовані рослини A. thaliana покоління Т1 на селективному середовищі MС з гігроміцином: а – нетрансформовані рослини, дикий тип; б – лінія рослин, чутливих до селективного агента; в – рослини, стійкі до антибіотика.

Отримані результати свідчать про експресію привнесених генів у наступному Т1 поколінні рослин. Загальний відсоток стійких до антибіотику рослин, трансформованих конструкцією Cre/loxP1, становив 81,3%, а рослин, трансформованих конструкцією Cre/loxP2, – 76,2% (Рис. 6). Проростання трансформантів покоління Т0, отриманих з використанням конструкції Cre/loxP1, на селективному середовищі та результати молекулярно-генетичного аналізу попереднього покоління також вказують на підвищену ефективність використання цієї плазміди, як і в поколінні Т1. Отже, підвищений рівень стійкості до антибіотику в трансформантів з Cre/loxP1 порівняно з трансформантами, отриманими з використанням конструкції за Cre/loxP2, вказує на більш вдалий варіант цієї конструкції.
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	Рис. 6. Середнє співвідношення стійких та чутливих до антибіотика рослин для кожної лінії покоління Т1, отриманих в результаті трансформації з використанням векторних конструкцій Cre/loxP1 та Cre/loxP2:

Ряд 1 – відсоток рослин, стійких до антибіотику; Ряд 2 – відсоток рослин, чутливих до антибіотика.


Визначення ефективної концентрації антибіотика для здійснення селективного відбору. В ході експериментів з визначення оптимальної концентрації антибіотика для селекції трансформантів використовували середовище МС з 50, 100, 200 та 250 мг/л гігроміцину. Оптимальною вважалась концентрація антибіотика, при якій спостерігали проростання зелених рослин без видимих фенотипових відмінностей порівняно з контролем. Як експериментальний матеріал використовували насіння покоління Т1, зібране від трансформантів арабідопсису, вирощених на середовищі у присутності мінімальної селективної концентрації гігроміцину – 50 мг/л. На селективному середовищі у присутності 200 мг/л гігроміцину відмічалось знебарвлення основної частини проростків покоління Т1, а на середовищі, що містило 250 мг/л антибіотика, проростання насіння майже не спостерігалось. Відповідно, концентрація 100 мг/л гігроміцину була визначена оптимальною для відбору трансформантів. За даної концентрації швидкість проростання насіння та ріст пагонів не відрізнялись від росту рослин на середовищі без селективного тиску. 

Гістохімічний аналіз покоління трансформантів Т1. Наявність експресії Т-ДНК у геномі трансформантів покоління Т1, як і у випадку попереднього покоління, визначали за допомогою гістохімічного аналізу (рис. 7).
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Рис. 7. Експресія гену gus у проростках арабідопсису покоління Т1, трансформованих векторними конструкціями Cre/loxP1 та Cre/loxP2: а – зразки з негативним результатом GUS-тесту; б – рослини-химери з частково позитивним результатом GUS-тесту.

Отримані результати GUS-тесту, проведеного з використанням трансгенних ліній арабідопсису, поділили на три групи: перша – лінії, з позитивним результатом GUS-тесту (рослини забарвлювались повністю); друга – лінії, в яких були присутні проростки з позитивним і негативним результатами GUS-тесту; третя – лінії з негативним результатом GUS-тесту. Як позитивний контроль використовували рослини арабідопсису, трансформовані ДНК-конструкцією, котра не містила гену сайт-специфічної рекомбінази Cre. За результатами GUS-тесту з’ясовано, що приблизно 25% досліджуваних ліній, трансформованих ДНК-конструкцією Cre/loxP1, є вільними від маркерних послідовностей, а у 12% ліній GUS-забарвлення могло бути як позитивним, так і відсутнім повністю. В лініях, трансформованих ДНК-конструкцією Cre/loxP2, відбулась автоексцизія в 15% від загальної кількості протестованих ліній. Кількість ліній, в яких спостерігали як забарвлені так і незабарвлені за GUS-тестом зразки, становила 13% (рис. 8). За результатами попереднього гістохімічного аналізу, проведеного на рослинах покоління Т0, відзначено приріст ліній з негативним результатом GUS-тесту приблизно на 5–7% для кожного типу ДНК-конструкції, що свідчить про роботу рекомбінази і в наступних поколіннях трансформантів.
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	Рис. 8. Середнє співвідношення між результатами молекулярно-генетичних та гістохімічних досліджень: Ряд 1 – лініями з GUS-позитивно забарвленими зразками, Ряд 2 – лініями з негативною реакцією на GUS та Ряд 3 – лініями із неоднорідно забарвленими зразками (покоління трансформантів Т1).


Проростки ліній рослин з негативним або частково негативним результатом за GUS-тестом були висаджені у ґрунт для уникнення ефекту мовчання генів під час пророщування на селективному середовищі. Після зростання рослин у ґрунті протягом 21–28 діб здійснювали повторний гістохімічний аналіз тканин на GUS-активність за схемою, яка використовувалась для аналізу попереднього покоління (рис. 9). Розбіжностей між двома повторами GUS-тесту не спостерігалось.
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Рис. 9. Гістохімічний аналіз експресії гена gus у трансформованих рослинах A. thaliana за їх подальшого вирощування в ґрунті: а – відсутність експресії гена gus у листових пластинках; б – експресія гена gus.
За результатами аналізу появи нових ліній з повністю негативним результатом GUS-тесту не спостерігали. Відзначено було лише окремі рослини з повністю відсутньою експресією гена gus (рис. 9а) або рослини, у яких мала місце лише незначна експресія гена.
Молекулярно-генетичний аналіз геному трансформантів покоління Т1. Для підтвердження події трансформації та виявлення рекомбіназної ексцизії у покоління Т1 проводили ПЛР-аналіз геномної ДНК за схемою дослідження попереднього покоління. Розбіжностей між результатами ПЛР-аналізу та гістохімічного аналізу не спостерігали, що свідчить про відсутність ефекту мовчання генів у трансформантах покоління Т1. 
Для підтвердження результатів ПЛР та виявлення мультикопійності Т-ДНК у геномі покоління трансформантів Т1 здійснювали Саузерн-блот аналіз. Зразки досліджуваних трансформантів та контрольних рослин дикого типу обробляли рестриктазою KpnI. У розроблених і використаних у роботі конструкціях присутній лише один сайт рестрикції для цієї рестриктази. Загалом, дослідження проводили на зразках з відсутньою експресією гену gus, або на химерних зразках (рис. 10). Зонди для гібридизації були підібрані так, що наявність сигналу свідчила про присутність ділянки Т-ДНК, обмеженої сайтами loxP.


Рис. 10. Результати блот-гібридизації за Саузерном геномної ДНК рослин арабідопсису покоління Т1, трансформованих конструкцією pORE-lox1HGC та гібридизованих за міченою послідовністю гена hptII (зразки з негативним результатом гістохімічного аналізу). Як позитивний контроль на присутність конструкції у геномі використовували плазміду pORE-lox1HGC; гібридизація до hptII розміром 2 т.п.н. – рекомбіназної ексцизії не відбулось; ексцизія loxP-обмеженої ділянки відбулась – сигнал на рівні 3,5 т.п.н. (зразки lox1HGC28_1 та lox1HGC28_5); сигнал на рівні 8,8 т.п.н. (гібридизація до послідовності гену gus) – ексцизії не відбулось (зразки lox1HGC20_2). А. – зразки геному рослин, трансформованих конструкціями без гену cre; Б. – зразки геному трансформантів.

За результатами аналізу встановлено, що в зразках lox1HGC28_1 та lox1HGC28_5 мала місце рекомбіназна ексцизія loxP-обмежених ділянок Т-ДНК. За інтенсивністю сигналу можна зробити висновок, що в зразку lox1HGC28_5 видалення копій Т-ДНК відбулось на більш високому рівні порівняно зі зразком lox1HGC28_1, або ж кількість копій Т-ДНК зразка lox1HGC28_1 була інтегрована в геном у більшій кількості. В зразку Lox1HGC20_2 відбулась гібридизація до послідовності гену gus, що теж вказує на відсутність видалення loxP-обмеженої ділянки Т-ДНК. Інтенсивність сигналу в даному випадку є досить слабка, що може свідчити про неповне видалення цього гену. В даному випадку зразок Lox1HGC20_2 виявився химерним за забарвленням GUS-тесту, що й пояснює слабку інтенсивність сигналу. Для підтвердження властивостей сайт-специфічної рекомбіназної системи Cre/loxP мінімізувати присутність Т-ДНК в геномі трансформанту до однієї копії здійснено ряд робіт.

Таким чином, за результатами молекулярно-генетичного та гістохімічного аналізу покоління Т1 було виявлено збільшення кількості трансгенних ліній із химерним забарвленням порівняно з поколінням Т0. Кількість ліній із зразками, в геномі котрих відбулось видалення МГ (не спостерігалось забарвлення за GUS-тестом) також зростала, що було підтверджено за допомогою ПЛР.

Молекулярно-генетичний та гістохімічний аналіз трансформантів покоління Т2. Молекулярно-генетичний та гістохімічний аналіз покоління трансформантів Т2 здійснювали так само, як і випадку аналізу двох попередніх поколінь. За результатами GUS-тесту між трансформантами виявлено наближене розщеплення 3:1 (рис. 11). В даному випадку менделівське розщеплення свідчить на користь присутності мінімальної кількості копій трансгена в рослинному геномі, оскільки у випадку множинних вставок Т-ДНК співвідношення результатів GUS-тесту значно відрізнялось би від розщеплення 3:1 в поколінні Т2. Результати гістохімічного аналізу були підтверджені за допомогою ПЛР.
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	Рис. 11. Середнє співвідношення результатів GUS-тесту між трансгенними лініями покоління Т2: GUS+ - лінії з повністю забарвленими зразками; GUS+/- - лінії з неоднорідно забарвленими зразками, або зразками з видаленими СМГ, що детектовано за допомогою ПЛР; GUS- - лінії зі зразками, де повністю відбулась ексцизія СМГ.


Таким чином, завдяки гістохімічному аналізу виявлено збільшення кількості трансгенних ліній покоління Т2 з химерним забарвленням, а також кількості зразків химерно забарвлених трансформантів в межах кожної лінії. Кількість ліній, у котрих відбулось видалення МГ, також зростала, що було підтверджено за допомогою ПЛР. При цьому видалення маркерних послідовностей відбувалось успішно незалежно від типу використаної конструкції. При порівнянні результатів видалення МГ у трансформантів протягом трьох поколінь виявилось, що кількість ліній, трансформованих з використанням конструкції Cre/loxP1 та вільних від маркерних послідовностей, є вищою (53% від загальної кількості проаналізованих ліній) порівняно з кількістю ліній, трансформованих за допомогою конструкції Cre/loxP2 та вільних від МГ (43% від загальної кількості проаналізованих ліній). Як правило, появу GUS-негативних зразків спостерігали в лініях, раніше відмічених як химерні. Відповідно, можна зробити висновок, що з кожним наступним поколінням кількість рослин або ліній трансформантів, вільних від маркерних та селективних генів, зростає.

Статистичний розвідувальний аналіз результатів стійкості трансформантів покоління Т1. В рамках проведених досліджень ефективності використання сайт-специфічної рекомбіназної системи Cre/loxP для створення ГМ рослин було накопичено значний масив емпіричних даних, котрі вказують на ефективність використання цієї системи. Отримані дані можна використовувати як показник рівня стабільної трансформації у наступному поколінні, оскільки однією з проблем при отриманні генетичних трансформантів є зникнення експресії Т-ДНК, або її повне видалення з геному впродовж наступних поколінь трансгенних рослин. З цією метою попередній розвідувальний аналіз даних, а також статистичну обробку експериментальних даних здійснювали в статистичній програмі SPSS v.21. (Statistical Package for Social Science). Таким чином, результати попереднього розвідувального аналізу та описової статистики (Ланг, 2011) дозволяють зробити висновок, що дані, отримані при використанні обох розроблених ДНК-конструкцій є незалежними між собою. Отже, цим підтверджується той факт, що різниця в розташуванні генів у векторних касетах  Cre/loxP1 та Cre/loxP2 впливає на ефективність трансформації.

Однофакторний дисперсійний аналіз даних трансформантів арабідопсису покоління Т1. Надалі нами було проведено однофакторний дисперсійний аналіз для порівняння стійкості до селективного агента між трансформантами, отриманими за допомогою ДНК-конструкцій Cre/loxP1та Cre/loxP2 (Табл. 1).

За його результатами встановлено, що використання кожної з ДНК-конструкцій (факторів) є окремими випадками, що описуються окремими математичними моделями, оскільки вони не перекриваються між собою та не можуть вважатись двома перемінними однієї генеральної сукупності. Виходячи з цього, можна зробити висновок, що різниця саме у розташуванні генів на векторних касетах впливає на ефективність трансформації. З огляду на попередні результати гістохімічних та молекулярно-генетичних досліджень виявлено, що використання конструкції Cre/loxP1 є ефективнішим.

Таблиця 1.

Однофакторний дисперсійний аналіз між двома вибірками трансформантів, отриманих за допомогою ДНК-конструкцій Cre/loxP1чи Cre/loxP2

	-
	Різність вибірок
	Знач. Лівіня
	Сума квадратів
	Ступінь свободи
	Сер. квадр.
	Значення Фішера

	Cre/loxP1   Cre/loxP2
	Між групами

В середині груп

Разом
	0,165
	2539,200

12373,167

14912,376
	1

118

119
	2539,2

104,857
	24,21


Регресійний аналіз прояву функціонування ДНК-конструкцій у трансформантах арабідопсису покоління Т1. За допомогою діаграми розсіювання нами було визначено, що взаємозв’язок між двома перемінними є лінійним та прямим. Статистично доведено відсутність будь-якого значущого взаємозв’язку у використанні двох варіантів розроблених ДНК-конструкцій. Однак в даному випадку описове рівняння не дозволяє спрогнозувати наступний розвиток подій (кількісні властивості) прояву досліджуваних ДНК-конструкцій. Тому для вирішення задачі моделювання прояву двох векторних конструкцій у наступних поколіннях трансформованих рослин нами було застосовано мультиваративний аналіз РСА (Principal Component Analysis). 

Аналіз прояву ДНК-конструктів у трансформантах арабідопсису за допомогою мультиваріативного аналізу. З метою отримання прийнятнішого варіанту класифікаційної моделі був застосований метод аналізу даних - PLS-DA (Projection to Latent Structures – Discriminant Analysis,). В результаті проектування даних з досліджень двох компонент (два типи ДНК-конструкцій) виявлено певне групування деяких результатів. Окремою групою з сильним факторним зв’язком виступають результати, отримані при дослідженні стійкості рослин до антибіотику на селективному середовищі MС, а також результати ПЛР-аналізу на присутність Т-ДНК в геномі трансформанту. Як результат, нам вдалось визначити найбільш значущу частину проведених дослідів. У майбутньому при тестуванні подібної векторної конструкції або ж продовженні тестування даних конструкцій буде достатньо проведення лише ПЛР-аналізу та селективного відбору трансформантів.
Таблиця 2
Класифікаційна статистична модель прояву ДНК конструкцій у трансформантах арабідопсису, побудована за допомогою методу PLS-DA
	-

	Ступінь варіативності
	Ступінь потенційного передбачення

	
	R2X

(серед.)
	R2X

(загаль.)
	Q2Х

(серед.)
	Q2Х

(загаль.)

	Cre/loxP1
	0,431
	0,431
	0,583
	0,583

	Cre/loxP2
	0,363
	0,794
	0,00667
	0,586


Для моделі PLS-DA за допомогою відображення коефіцієнтного співвідношення результатів було прописано рівняння регресійного характеру. За силою зв’язку всіх спостережених класів (здійснених досліджень), котрі можна описати даним рівнянням, було побудовано схему рангування – VIP (Variable Importance for the Projection). Найсильніший взаємозв’язок, як і у випадку аналізу PLS-DA, виявлений між спостереженими класами селективного відбору трансформантів та ПЛР-аналізу. Тому можна припустити, що експресія генів gus і cre між собою не пов’язана, хоча й знаходиться на однаковому рівні. 
Як правило, побудова РСА-моделі базується на одночасному визначенні таких параметрів спостережених варіант, як R2X (ступінь варіативності досліджуваних даних) та Q2X (ступінь потенційного передбачення майбутніх результатів). Під час побудови моделі важливо мати Q2X>0,5 що дає право стверджувати про її прийнятність. В результаті повторної побудови статистичної моделі за допомогою цього методу її основні параметри виглядали, як Q2=0,6 (Табл. 2) для обох ДНК-конструкцій, що дозволяє прийняти дану модель та розділити спостережені класи на два кластери (рис. 12). Знайдено, що побудована класифікаційна модель дає можливість передбачити розвиток подій на 60%, що є достатнім для її використання.
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	Рис. 12. Відображення кластерного розподілення між двома компонентами Cre/loxP1 та Cre/loxP2 на селективному середовищі MС з антибіотиком з урахуванням викидань.


Також за допомогою проведеного аналізу статистично встановлено прямий зв'язок між проявом стійкості трансформантів до антибіотику та наявністю Т-ДНК в їх геномі. Це в свою чергу вказує на вірно підібрану селективну систему для тестування роботи розроблених ДНК-конструкцій. Як наслідок, було визначено, що прояв стійкості до антибіотику у трансформантів не впливає на роботу рекомбіназної системи Cre/loxP у випадку використання будь-якої з двох досліджуваних конструкцій.

ВИСНОВКИ

У дисертаційній роботі запропоновано і апробовано одноетапний підхід для отримання трансгенних ліній Arabidopsis thaliana, вільних від маркерних послідовностей, за допомогою сконструйованих векторних ДНК-конструкцій з використанням сайт-специфічної рекомбіназної системи Cre/loxP, а також досліджено ефективність використання запропонованої рекомбіназної системи Cre/loxP  протягом декількох поколінь трансформантів.

1. Розроблено та сконструйовано два типи ДНК-конструкцій із сайт-специфічною рекомбіназною системою Cre/loxP (Cre/loxP1 та Cre/loxP2) з метою визначення вдалішого дизайну для отримання трансгенних рослин A. thaliana, вільних від loxP-обмежених ділянок Т-ДНК.
2. За допомогою методу агробактеріальної трансформації шляхом занурення квіток з використанням створених ДНК-конструкцій одноетапно отримано генетично модифіковані лінії рослин A. thaliana (покоління Т0). 

3. Розроблено ефективну систему селекції трансгенних ліній рослин в присутності сайт-специфічної рекомбінази Cre/loxP в їх геномі та отримано два наступних покоління трансгенних ліній (покоління Т1 та Т2).
4. Проведено гістохімічний та молекулярно-генетичний аналіз кожного з поколінь трансформантів для ідентифікації події видалення loxP-обмежених ділянок Т-ДНК з маркерними генами. Виявлено, що за допомогою розробленого підходу із застосування сайт-специфічної рекомбіназної системи Cre/loxP вдається отримати трансформанти, вільні від маркерних генів вже у першому поколінні: у 10% рослин, трансформованих з використанням конструкції Cre/loxP1, та в 12% - з використанням конструкції Cre/loxP 2.

5. Показано, що з кожним наступним поколінням кількість ліній, трансформованих тією чи іншою ДНК-конструкцією та вільних від маркерних послідовностей зростає на 5–7%.

6. Встановлено, що ефективність використання розробленого підходу із застосуванням сайт-специфічної рекомбіназної системи Cre/loxP для отримання генетично модифікованих рослин A. thaliana, вільних від послідовностей ДНК з маркерними генами, для векторної конструкції Cre/loxP1 становить 53% та для Cre/loxP2 – 43%.

7. Проведено статистичний аналіз прояву ефектів при використанні обох досліджуваних видів ДНК-конструкцій і показано, що зміна розташування генів у векторних касетах обумовлює виникнення різних генетичних подій, в результаті чого було отримано трансгенні рослини з різними інтегрованими Т-ДНК.

8. Розроблено статистичну класифікаційну модель, за допомогою котрої вдалось виділити критичні етапи експериментальних досліджень ефективності роботи розроблених ДНК-конструкцій, що уможливлює спрогнозувати ефективність використання розроблених ДНК-конструкцій на інших рослинних об’єктах з можливістю передбачення результатів прояву Т-ДНК в майбутніх трансформантах на 60%.
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АНОТАЦІЯ

Секан А.С. Використання сайт-специфічної рекомбіназної системи Cre/loxP для одноетапного отримання трансформантів Arabidopsis thaliana, вільних від маркерних послідовностей. – На правах рукопису.

Дисертація на здобуття наукового ступеня кандидата біологічних наук за спеціальністю 03.00.20 – біотехнологія. – ДУ «Інститут харчової біотехнології та геноміки НАН України», Київ, 2016. 
В роботі описано одноетапне отримання трансформантів A.thaliana, вільних від маркерних послідовностей за допомогою розроблених декількох варіантів ДНК-конструкцій з сайт-специфічною рекомбіназною системою Cre/loxP. Агробактеріальна трансформація рослинного матеріалу була здійснена шляхом занурення квіток. Ефективність використання запропонованих векторних конструкцій з рекомбіназною системою Cre/loxP досліджували протягом трьох поколінь трансформантів арабідопсису за допомогою гістохімічного та молекулярно-генетичних методів. Як результат, встановлено, що з кожним наступним поколінням кількість ліній рослин, трансформованих тією чи іншою ДНК-конструкцією та вільних від маркерних послідовностей, зростає. Додатково було здійснено статистичний аналіз прояву ефектів від використання обох досліджуваних варіантів ДНК-конструкцій та побудовано статистичну класифікаційну модель.


Ключові слова: сайт-специфічна рекомбіназна система Cre/loxP, генетична трансформація, вільні від маркерних генів трансформанти, мультиваріантний аналіз.

SUMMARY
Sekan A.S. Using the site-specific recombination system Cre/loxP for the one-step obtaining of marker-free Arabidopsis thaliana transformants. – Manuscript.


Thesis for the scientific degree of the Candidate of Biological Sciences (PhD), speciality 03.00.20 – biotechnology. – Institute of Food Biotechnology and Genomics of the National Academy of Sciences of Ukraine, Kyiv, 2016.


The thesis is describes one-step obtaining of marker-free transformants A.thaliana by a few variants of DNA-constructions with site-specific recombinase system Cre/loxP. Agrobacterium transformation for plant material was carried out through the floral-dip method. 

The efficiency of developed vector constructions with recombinase system Cre/loxP was studied through the next three generations of Arabidopsis transformants by histochemical and molecular-genetic methods. As a result, it was shown the number of marker-free plant lines transformed by one or the other DNA-construction increases.  In addition, statistical analysis of bouth developed DNA-constructions utilization efficiency was obtained and the statistical classification model was built. 


Key words: site-specific recombinase system Cre/loxP, genetic transformation, marker-free transformants, multivariate analysis.

АННОТАЦИЯ


Секан А.С. Использование сайт-специфической рекомбиназной системы Cre/loxP для одноэтапного получения трансформантов Arabidopsis thaliana, которые не содержат маркерне последовательности. – На правах рукописи.

Дисертация на соискание ученой степени кандидата биологических наук по специальности 03.00.20 – биотехнология. – ГУ «Институт пищевой біотехнологии и геномики НАН Украины», Киев, 2016.
В работе описано одноэтапное получение трансформантов A.thaliana, которые не содержат маркерные последовательности с помощью разработаных нескольких вариантов ДНК-конструкций с сайт-специфической рекомбиназной системой Cre/loxP. С целью установления наиболее успешного варианта дизайна векторной кассеты для получения трансгенных растений арабидопсиса были разработаны две ДНК-конструкции. Для более детального исследования работы рекомбиназы Cre в генетически трансформированных растения, маркерный ген gus, а также ген рекомбиназы были размещены в пределах сайтов эксцизии loxP в векторных конструкциях. Ген устойчивости к гигромицину hptII  был вынесен за предел loxP-ограниченной последовательности Т-ДНК для осуществления селективного отбора трансформированных образцов от нетрансформированных. В дальнейшем, при использовании данного подхода для создания трансформантов, свободных от маркерных или селективных последовательностей ДНК, ген устойчивости к антибиотику можно заменить иной генетической последовательностью. Агробактериальная трансформация растительного материала была проведена посредством цветочного погружения.

Собранные семена с растений, трансформированных с помощью разработанных ДНК-конструкций, проращивали на селективной среде МС с добавлением гигромицина (100 мг/л), таким образом определяя трансгенный статус проростков поколения Т0. При помощи GUS-теста и ПЦР-анализа было обнаружено удаление loxP-ограниченных областей трансгенных вставок у 10% растений, трансформированных конструкцией Cre/loxP1 и у 12% растений, трансформированных конструкцией Cre/loxP2. Таким образом, с помощью разработанного подхода к использованию сайт-специфической рекомбиназной системы Cre/loxP удалось получить трансформанты, свободные от маркерных последовательностей, уже в первом поколении. 

Эффективность использования предложенных векторных конструкций с рекомбиназной системой Cre/loxP исследовали на протяжении трех поколений трансформантов арабидопсиса с помощью гистохимического и молекулярно-генетических методов. Как результат, установлено, что с каждым последующим поколением количество линий растений, трансформированных той или иной ДНК-конструкцией и которые не содержат маркерные последовательности, возрастает на 5–7%. В результате осуществленного анализа показано, что в трех поколениях исследованных линий трансформантов с трансгенной вставкой Cre/loxP1, 53% (от общей совокупности линий с данной Т-ДНК) лишены маркерных генов, в то время, как линии трансформантов с трансгенной вставкой Cre/loxP2 не содержат маркерные гены в 43%.

Дополнительно был произведен статистический анализ проявления эффектов от использования обеих исследуемых вариантов ДНК-конструкций. Показано, что изменение последовательности генов в генетических конструкциях обусловливает появление разных генетических событий, что в свою очередь ведет к получению растений с разными интегрированными Т-ДНК. В результате была разработана статистическая классификационная модель для эффективного использования разработанных ДНК-конструкций на других растительных объектах с целью успешного получения трансформантов и потенциалом прогнозирования 60%. Кроме того, при построении данной модели удалось выделить критические этапы экспериментальных исследований по работе сайт-специфической системы Cre/loxP, что позволяет оптимизировать процесс получения трансформантов, свободных от маркерных последовательностей.


Ключевые слова: сайт-специфическая рекомбиназная система Cre/loxP, генетическая трансформация, свободные от маркерных последовательностей трансформанты, мультивариантный анализ.
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Рослини, трансформовані конструктом без рекомбінази Cre/loxP
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Рослини, трансформовані конструктом без рекомбіназної системи Cre/loxP
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Диаграмма1

		Cre/loxP 1		Cre/loxP 1

		Cre/loxP 2		Cre/loxP 2



Ряд 1

Ряд 2

81,3% ± 2,0%

76,2% ± 1,9%

18,7% ± 0,5%

23,8% ± 0,6%

81.3

18.7

76.2

23.8



Лист1

				Ряд 1		Ряд 2

		Cre/loxP 1		81.3		18.7

		Cre/loxP 2		76.2		23.8

				Для изменения диапазона данных диаграммы перетащите правый нижний угол диапазона.
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