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TRANSFORMOWANIE ROSLIN DWULISCIENNYCH PRZY UZYCIU
AGROBACTERIUM

AGROBACTERIUM JEST PATOGENEM WYWOtLUJACYM CHOROBE W WYNIKU
KOLONIZACJI GENETYCZNEJ ROSLINY GOSPODARZA

W roku 1907 ukazat sie w Science artykut Smitha i Townesenda, w ktérym
autorzy wykazali, ze przyczyng powstawania tumorowatych narosli na szyjce
korzeniowej niektérych gatunkéw roslin sg bakterie. Stad wywodzi sie angielska
nazwa choroby crown gall disease co po polsku ttumac” sie jako choroba szyjki
korzeniowej lub rak szyjki korzeniowej. Wiadomo obecnie, ze czynnikiem spraw-
czym choroby jest wolno zyjaca bakteria glebowa Agrobacterium tumefaciens.
Poniewaz rozwd6j choroby nastepuje w wyniku infekcji tkanki uprzednio zranio-
nej, stad u roslin uprawnych, ktore sa poddawane mechanicznym zabiegom
pielegnacyjnym, guzowate narosla tworza sie najczesciej wilasnie na szyjce
korzeniowej. Inne bakterie o nazwie gatunkowej Agrobacterium rhizogenes wy-
wotujg schorzenie objawiajgce sie powstawaniem w miejscu infekcji obfitej masy
korzeni wlosowatych. Zaréwno A. tumefaciens jak i A. rhizogenes nalezg do
rodziny Rhizobiaceae. Do tej samej rodziny nalezy takze A. riadiobacter, gatunek
niewirulentny, niezdolny do infekcji oraz bardzo liczne gatunki rizobiéw, ktoére
cechuje zdolnos$¢ wchodzenia w zwigzki symbiotyczne z roslinami motylkowaty-
mi. Wiadomo obecnie, ze agrobakteria poza nielicznymi wyjatkami infekuja
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Badania prowadzone w Polsce na poczatku lat pie¢dziesigtych przez Czos-
nowskiego po raz pierwszy wykazaly, ze sterylne tkanki tumorowe powstate
w wyniku infekcji bakterii charakteryzujg sie w warunkach in vitro zdolnoscig
do wzrostu bez dodatku hormonéw (Czosnowski 1952).

Kluczowym odkryciem dla zrozumienia mechanizmu powstawania tumorow
roslinnych bylo stwierdzenie obecnosci u wirulentnych szczepdw A. tumefaciens
duzego pozachromosomalnego DNA w formie kowalentnie zamknietego plazmi-
du, ktory zawiera geny uczestniczgce w rozwoju tumoru (Zaenen i wspotaut.
1974). Plazmid ten wielkosci okoto 200 tys. par zasad (pz), mobilizowany do
szczepu A. tumefaciens niezdolnego do infekcji powodowatl nabycie przezen
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wiasciwosci tumorogennych, stad nadano mu nazwe plazmidu indukujgcego
tumory Ti (ang. tumor inducing plasmid) (Van Larebeke i wspo6taut. 1975).
Analogicznie plazmid, ktéry w szczepach A. rhizogenes determinuje rozwodj
korzeni wltosowatych, oznaczono Ri (ang. roots inducing plasmid). W wyniku
badann nad biologig indukowania tumorow ros$linnych prowadzonych w latach
siedemdziesigtych w wielu laboratoriach na Swiecie wykazano, ze skutkiem
infekcji powodowanej przez Agrobactennum jest przeniesienie fragmentu plazmi-
du Ti do komdrki roslinnej, a powstata w wyniku podziatéw tej komorki narosl
posiada wtasciwosci tumorowe. Przenoszony do komarki roslinnej w nastepstwie
infekcji przez Agrobactenum fragment DNA zostat oznaczony jako T-DNA (ang.
transfer DNA). Fragment ten o wielkosci okoto 20 tys. pz zostaje nastepnie
wiaczony do genomu jadrowego komorki. Konsekwencja fizjologiczng wprowa-
dzenia bakteryjnego DNA do komorki roslinnej jest przestawienie metabolizmu
komorkowego na potrzeby patogena. Transformowane w ten sposéb komoérki
roslinne rozpoczynaja nieograniczong biosynteze znacznych ilosci hormondéw
(auksyn i cytokinin), ktéra stymuluje ich niekontrolowang proliferacje co pro-
wadzi do powstania narosli o wtasciwosciach tumoru. Ponadto sg wytwarzane
metabolity, pochodne aminokwasow, gtdwnie argininy, jak na przyktad oktopina
lub nopalina oraz inne tak zwane opiny, ktére przez Agrobactenum sg wykorzy-
stywane jako Zrddto wegla i azotu.

Przedstawiony na rysunku 1 schemat interakcji Agrobacterium z komorka
roslinng stanowi unikalny w przyrodzie przyktiad naturalnego przenoszenia
gendw pomiedzy Swiatem bakterii i roslin. Dla okreslenia tego zjawiska przyjat
sie termin ,kolonizacja genetyczna”.

Odkrycie zasady przenoszenia informacji genetycznej z bakterii do komoérek
roslinnych spowodowato daleko idace praktyczne i teoretyczne konsekwencje
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dla dalszego rozwoju biologii molekularnej i szeroko rozumianej biotechnologii
roslin.

MOLEKULARNY MECHANIZM PRZENOSZENIA MATERIALU GENETYCZNEGO
Z AGROBACTERIUM DO KOMORKI ROSLINNEJ

Plazmidy stanowig bardzo wazny dla zycia bakterii, dodatkowy, pozachro-
mosomalny nosnik informacji genetycznej, ktéry decyduje o duzej ich zmienno-
Sci i potencjale adaptacyjnym. Charakterystyczna wtasciwoscig plazmidow jest
zdolnos$¢ do autonomicznej replikacji, w wyniku ktorej czesto powstajg dodat-
kowe kopie plazmidu. Plazmid Ti wystepuje w komdérkach Agrobacterium w nie-
wielkiej liczbie kopii (1-2), gtéwnie z racji swej wielkosci. Plazmid Ti o wielkosci
okoto 180-220 tys. pz znacznie przewyzsza rozmiarami inne plazmidy bakteryj-
ne. Podobniejak wiekszos¢ plazmiddéw, plazmid Ti moze by¢ przenoszony zjednej
komorki Agrobacterium do drugiej na drodze koniugacji.

Plazmidy Agrobacterium zawieraja geny biosyntezy i katabolizmu opin, kté-
rych wystepowanie u poszczeg6lnych szczepow bakterii stato sie podstawg dla
ich klasyfikacji. Znaczny fragment plazmidu Ti stanowig geny odpowiedzialne
za nastepujgce funkcje: replikacje, katabolizm opin i zdolno$¢ koniugacji. Na
pozostatg czes¢ plazmidu skiadajg sie geny regionu wirulencji vir oraz region
T-DNA, ktérego geny sa przenoszone do komorki roslinnej (rys. 2). Na ogo6t

Rys. 2. Ogélny schemat organizacyjny plazmidu Ti szczepu oktopinowego (A) i nopali-
nowego (B) Agrobacterium tumefaciens (wg braper i wspétaut. 1988).

Oznaczenia: T1 — lewy T-DNA, Tr — prawy T-DNA, CON — region kodujacy funkcje koniugacji, ORI
— region kodujacy funkcje replikacji, VIR — region kodujacy funkcje wirulencji.

Rys. 1. Przenoszenie materiatu genetycznego z Agrobacterium tumefaciens lub A. rhizo-
genes do komorki roslinnej. Wirulentny szczep Agrobacterium infekuje rosline w miejscu
zranienia (1). Agrobacterium oprocz DNA chromosomalnego zawiera plazmid Ti lub Ri (2).
Region plazmidu Ti/Ri zwany T-DNA zostaje przeniesiony do komorki roslinnej, gdzie
integruje z DNA na chromosomie roslinnym (3). Przeniesiony T-DNA koduje geny
odpowiedzialne za produkcje hormonéw wzrostu i opin. Podwyzszony poziom hormonow
(auksyn i cytokinin) stymuluje podziaty i tworzenie tumoru z komorki stransformowane;j
przez A. tumefaciens (4). W przypadku A. rhizogenes przeniesione do komorki roslinnej
geny dla auksyn oraz zmieniajgce wrazliwo$¢ na hormony geny roi powodujg wyrastanie
korzeni wtosowatych (5). (wg Bond i Gresshoff 1993 — zmodyfikowane).
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plazmidy Ti zawierajgjeden region T-DNA, jedynie szczepy oktopinowe A. tume-
faciens posiadajg na plazmidzie Ti dwa odrebne odcinki T-DNA, lewy czyli
TI-DNA i prawy Tr-DNA. Kazdy z tych regiondw moze by¢ niezaleznie przeno-
szony do komoérki roslinnej. Znamienng wtasciwoscig genéw znajdujacych sie
w regionie T-DNA jest fakt, ze ulegaja one ekspresji w roslinie, poniewaz odcinki
kodujgce tych gendéw sg otoczone sekwencjami regulacyjnymi — zarowno TATA
od strony 5’ odpowiadajgca za start transkrypcji, jak i AATAAA na 3’ koncu,
ktéra reguluje terminacje transkrypcji, i stanowi sygnat poliadenylacji. Geny
z regionu T-DNA posiadaja rowniez sekwencje, ktére sa rozpoznawane przez
eukariotyczne czynniki transkrypcji i podlegaja czesciowo roslinnym mechani-
zmom regulacyjnym. Jakkolwiek geny regionu T-DNA posiadajg wtasne sygnaty
transkrypcyjne, tojednak poziom ich ekspresjijest kontrolowany przez sekwen-
cje chromosomowe, w sasiedztwie ktorych nastgpita integracja T-DNA. Uzalez-
niony jest rowniez od tkanki, do ktorej przynalezy transformowana komoérka.

Szczegotowe badania struktury T-DNA wykazaly, ze u réznych szczepéw
A. tumefaciens wystepuja identyczne onkogeny: ipt — gen izopentynylotrans-
ferazy katalizujgcej biosynteze cytokininy oraz geny biosyntezy auksyn: iaaM —
gen monooksygenazy tryptofanu, iaaH — gen hydrolazy indoliloacetoamidu.
W obrebie T-DNA sa zlokalizowane ponadto geny katabolizmu odpowiednich,
specyficznych dla danego szczepu, opin. Region T-DNA plazmidu Ti jest ograni-
czony z prawej i lewej strony tak zwanymi sekwencjami granicznymi, ktére
tworza odwrdcone powtorzenia 25 par zasad. Sekwencje te, oznaczone jako LB
— lewa sekwencja graniczna, RB — prawa sekwencja graniczna, oddzielajg
T-DNA od reszty plazmidu i wraz z zawartymi tam genami sg przenoszone do
jadra komorki roslinnej. Za proces przenoszenia T-DNA sa odpowiedzialne geny
zlokalizowane w regionie wirulencji vir plazmidu Ti oraz geny chv na chromoso-
mie bakteryjnym. Przebadano dotychczas do$¢ precyzyjnie wiekszo$¢ genéw
z regionu vir. Sa one zgrupowane w siedem operon6éw oznaczonych literami od
A do G, z ktorych kazdy koduje jeden do kilku genéw. Biatka VirA i VirG
w odrdznieniu od pozostatych produktéw regionu vir ulegaja ekspresji konsty-
tutywnej. Biatka te tworzg dwucztonowy kompleks, ktéry uruchamia ekspresje
pozostatych gendéw wirulencji. Pod wpltywem substancji fenolowych pochodzenia
roslinnego, takich jak acetosyringon, alkohol koniferolowy, kwas ferulowy badz
innych prekursoréw lignin, kompleks ulega indukcji. Biatko VirA zlokalizowane
w btonie Agrobacterium dziatajako receptor substancji fenolowych. Jego domena
zwrécona na zewnatrz sciany komérkowej bakterii dziata jako sensor wrazliwy
na pH i temperature. Recepcja sygnatu fenolowego jest mozliwa jedynie w prze-
dziale pH 5,0-5,8. Domena biatka VirA zwrdocona do wnetrza komorki aktywuje
biatko VirG, ktore dziata jak aktywator transkrypcji. Sktadajgcy sie z 12 pz
odcinek DNA nazywany vir-box znajduje sie na 5’ nie kodujagcym koncu kazdego
operonu vir. Postuluje sie, ze prawdopodobny mechanizm dziatania biatka VirG
polega najego zdolnosci do wigzania sie do tego regionu i stymulacji tg droga
transkrypcji mRNA dla odpowiednich biatek. Nie jest blizej poznany mechanizm
regulacji, w ktérym uczestniczy biatko VirG. Przypuszczalnie powinowactwo
biatka VirG do vir-box jest regulowane na drodze cyklicznej fosforylacji i defo-
sforylacji.
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Kluczowym etapem infekcjijest przeniesienie T-DNA do jagdra zainfekowanej
komoérki roslinnej. Jest rzeczg charakterystyczng, ze we wstepnej fazie tego
procesu geny vir plazmidu Ti kooperujg $cisle z genami, ktére sg kodowane przez
chromosom Agrobacterium. Geny te, chvA, chvB, pscA i att uczestniczg w nawiag-
zywaniu przez Agrobacterium i komérke roslinng fizycznego kontaktu oraz sg
odpowiedzialne za biosynteze odpowiednich skiadnikéw biony komdérkowej.
Opisano szereg mutantow dla gendéw zlokalizowanych na chromosomie Agrobac-
tenum, ktére utracity zdolnos¢ do biosyntezy niektérych z tych skiadnikow.
Mutanty te wykazujac r6znego rodzaju zaburzenia w procesie agregacji z komor-
kami roslinnymi nie sa zdolne do infekcji. Etap asocjacji komérki roslinnej
i bakteryjnej obejmuje na wstepie wymiane sygnatdw molekularnych, ktéra
inicjuje wytworzenie struktur niezbednych do przeniesienia materiatu genetycz-
nego do komorki roslinnej. Postuluje sig, ze pewna role w agregacji bakterii
i komérek roslinnych odgrywa biatko vitronectyna. Biatko to, po raz pierwszy
opisane w ludzkich hodowlach komérkowych, dodane do kultury Agrobacteiium
tuz przed inokulacjag tkanki roslinnej uniemozliwiato asocjacje bakterii z komaor-
kami marchwi. Biatka o wtasnosciach vitronectyny opisano w oddziatywaniach
jakie zachodza po zapyleniu pomiedzy tagiewka pytkowa i znamieniem stupka
oraz w przypadku niektorych interakcji patogennych bakterii z komdrkami
roslinnymi.

Wiasciwy proces przeniesienia T-DNA rozpoczyna sie od wyciecia z plazmidu
Tijednoniciowego odcinka DNA, czyli ssDNA (rys. 3). W procesie tym uczestniczg

Rys. 3. Model syntezy nici T w Agrobac-
terium. Biatko VirDI i VirD2 rozpoznaja
prawa sekwencje graniczng T-DNA (RB).
Czynnik VirDIl posiada aktywnos¢ to-
poizomerazy DNA. Biatko VirD2 o ak-
tywnosci endonukleazy wigze sie kowa-
lentnie z wyseparowang nicig DNA, co
zabezpiecza ja przed degradacja ekso-
nukleolityczng. Biatko VirCl wigze sie
do regionu enhanserowego E przylega-
jacego do prawej sekwencji granicznej
T-DNA, cojest niezbedne do optymalne-
go formowania nici T. Produkt genu
VirE2 tworzy kompleks z wyseparowa-
nym jednoniciowym DNA (ssDNA)
w sposoOb niezalezny od jego sekwencji.
Biatka VirB zlokalizowane w porach
bton komodérkowych posredniczag
w transporcie kompleksu nici T i biatek
VirE2 przez btony (Wg Hooykaas i Bei-
jersbergen 1994 — zmienione).
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dwa biatka: VirDI i VirD2. Biatko VirDIl o aktywnosci topoizomerazy zapewnia
rozplecenie helisy DNA, VirD2 za$ jest endonukleaza, ktéra po przecieciu dolnej
nici T-DNA wigze sie kowalentnie do jej 5’ korica. Wytworzenie jednoniciowego
T-DNA zapoczgtkowane przecieciem dolnej nici DNA przy prawej sekwencji
granicznej, zachodzi prawdopodobnie réwnolegle z syntezg nowej nici. Inne
biatko VirCl charakteryzuje sie powinowactwem do specyficznej sekwencji
wzmacniajacej E o nazwie overdrive. Odcinek overdrive znajduje sie w kierunku
3’ od prawej sekwencji granicznej, w jej bezposrednim sasiedztwie. Uwaza sie,
ze sekwencja overdrive warunkuje optymalne wytworzenie ssDNA, jak réwniez
zwieksza czestotliwos¢ transformacji. Przypuszczalnie kompleks biatka VirClI
z sekwencja overdrive umozliwia rozpoznanie przez endonukleaze VirD2 prawej
sekwencji granicznej. Blizsza analiza struktury biatka VirD2 wykazata ponadto,
ze N terminalny koniec tej czagsteczki posiada tak zwany sygnat lokalizacji
jadrowej NLS, ktéiy odgrywa istotng role w transporcie nici T do jadra komorki
roslinnej. Wytworzony jednoniciowy DNA jest optaszczony przez czasteczki
biatka VirE2, ktére wigza sie kooperatywnie z ssDNA. Uwaza sie, ze tworzenie
kompleksu ssDNA z nicig T nie zalezy od jego sekwencji. Stwierdzono, ze réwniez
biatko VirE2 posiada domene NLS odpowiedzialng za transport w Kkierunku
jadra. Kompleks nici ssDNA oraz biatek VirD2 i VirE2 jest odporny na dziatanie
enzymoéw nukleolitycznych: DNA-azy, nukleazy S| i egzonukleazy VII. W trans-
porcie nici T uczestniczg ponadto inne biatka — produkty operonu B. Szereg
biatek tego operonu: VirB4, VirB8, VirB9, VirBIO i VirBl 1jest zlokalizowanych
w blonie bakteryjnej i posredniczy, jak sie sadzi, w transporcie kompleksu nici
T przez btony. Najmniej poznanym etapem w procesie przenoszenia kompleksu
nici T do komérki roslinnej jest etap, ktéry odbywa sie na terenie gospodarza
roslinnego. Wiadomo jedynie, ze w proces ten oprocz biatek VirD2 i VirE2 jest
zaangazowane rowniez biatko VirF. Jakkolwiek nie jest obecnie jasna funkcja
biatka VirF, to nie ulega watpliwosci, ze docelowym miejscem jego dziataniajest
komoérka roslinna. Jesli bowiem do transformowania rosliny, u ktérej uprzednio
uzyskano ekspresje biatka VirF, uzywano szczepu Agrobacterium defektywnego
w operonie F, to caly proces przebiegatl bez zakldcen. Jesli jednak defektywny
szczep Agrobactenium uzyto do transformowania rosliny dzikiej (niezdolnej do
biosyntezy biatka VirF) to transformacja nie byta mozliwa. Jest zadziwiajgce, ze
wymienione wyzej biatka Vir funkcjonujg w naturalny sposob na terenie komoérki
roslinnej. Fakt ten sprawia, ze w konsekwencji proces transformowania przy
uzyciu wektora jakim jest Agrobacterium zachodzi bardziej efektywnie niz przy
zastosowaniu innych metod transformowania komoérek roslinnych.

Mechanizm przenoszenia informacji genetycznej u A. rhizogenes przebiega
zasadniczo podobnie jak w przypadku A. tumefaciens. Gtéwna réznica pomiedzy
tymi obydwoma patogenami tkwi w budowie plazmidéw. Ro6znice w rodzaju
kodowanych na plazmidach Ri gendéw do biosyntezy odpowiednich opin, stano-
wig podstawe klasyfikacji A. rhizogenes. Wyréznia sie na tej podstawie szczepy
agropinowe, mannopinowe, kukumopinowe i mikimopinowe. Podobnie jak
w przypadku oktopinowych A. tumefaciens, w szczepach agropinowych A. rhizo-
genes wyrodznia sie dwa regiony T-DNA, TI-DNA — lewy T-DNA i Tr-DNA —
prawy T-DNA. Kazdy wielko$ci okoto 15-20 tys. pz. Zaréwno lewy jak i prawy
segment T-DNA sg przenoszone niezaleznie do komorki roslinnej. Na prawym
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T-DNA znajduja sie oprocz sekwencji odpowiedzialnej za kodowanie syntezy
agropiny, inaczej niz w oktopinowych A. tumefaciens jedynie geny do syntezy
auksyn iaaM i iaaH. Na TI-DNA za$ sa zlokalizowne czteiy loci: roLA, rolB, rolC
i rolD odpowiedzialne za formowanie korzeni wiosowatych. Geny roi decyduja
0 specyficznych wiasciwosciach tumoru korzeniowego, ktéry rézni sie pod wie-
lomawzgledami od typowych korzeni danej rosliny. Nie sg obecnie znane funkcje
tych genéw. Przypuszcza sie jedynie, ze zmieniajg one miedzy innymi wrazliwos¢
korzeni wtosowatych na hormony, w szczegélnosci auksyny. Molekularny me-
chanizm przenoszenia T-DNA z Agrobacterium do komorki roslinnej zostat
omoéwiony wyczerpujaco w opublikowanych w ostatnich latach pracach przegla-
dowych (Hooykaas i Beijersbergen 1994, Zupan i Zambryski 1995).

ROZBROJONE SZCZEPY AGROBACTERIUM STANOWIA PODSTAWOWE
NARZEDZIE INZYNIERII GENETYCZNEJ ROSLIN DWULISCIENNYCH

Wykazano wczes$niej, ze transgeniczne komoérki uzyskane z pomoca dzikich
szczepow A. tumefaciens zawieraja dodatkowe geny syntezy regulatoréw wzro-
stu. Cecha ta uniemozliwia regenerowanie z nich roslin. Z tkanek tumorowych
korzeni wtosowatych, powstatych w nastepstwie transformowania za posredni-
ctwem A. rhizogenes u wielu gatunkow istniejg mozliwosci regenerowania roslin,
jednak regeneranty wyraznie réznig sie pod wieloma wzgledami od roslin macie-
rzystych i wykazuja szereg cech tkanki tumorowej. Regeneranty otrzymane
z korzeni wiosowatych majg zmienione cechy morfologiczne i fizjologiczne, po-
marszczone liscie, zaburzong dominacje wierzchotkowg pedu, nietypowg skiton-
no$¢ do wytwarzania masy korzeni wtosowatych nawet na lisciach. Fakty te
skionity wielu badaczy do zainteresowania sie mozliwosciami rozbrojenia pla-
zmidu A. tumefaciens. Obecnie nie ulega watpliwosci, ze poza T-DNA zadna inna
czes¢ plazmidu Ti nie jest przenoszona do komdrki roslinnej. Diugo jednak
trwata debata wokot tego zagadnienia (Bevan i Chilton 1982). W roku 1983
wykazano, ze jest mozliwe fizyczne rozdzielenie plazmidu Ti na dwa oddzielne
plazmidy (replikony), z ktérych jeden zawierat region wirulencji a drugi odcinek
T-DNA bez utraty funkcji przenoszenia genéw do komérki roslinnej (Hoekema
lwspotaut. 1983). Badania genetyczne nad mechanizmem wirulencji udowod-
nity, ze zaden z gendw regionu T-DNA nie uczestniczy w tym procesie i nie jest
niezbedny do efektywnej transformacji. Konstatacje powyzsze utorowaty droge
nowym rozwigzaniom. Polegaty one na skonstruowaniu tak zwanych szczepéw
rozbrojonych, ktdére zawierajg plazmidy z catkowicie wydeletowanym T-DNA,
a zachowujg jednak wszystkie niezbedne funkcje do przeniesienia T-DNA, to
znaczy region vir i zesp6t gendéw chv na chromosomie. Zmodyfikowane w ten
spos6b Agrobacterium moze przenosi¢ do komérki roslinnej dowolne geny do-
starczone na odrebnych plazmidach, pod warunkiem ze plazmidy te zawierajg
sekwencje graniczne, a w szczegolnosci prawa sekwencje, ktdra jest miejscem
inicjacji catego procesu. Konstrukcje takg nazwano uktadem binarnym a roz-
brojony plazmid Ti (bezT-DNA) przyjeto nazywac plazmidem pomocniczym (rys.
4). Wyprowadzanie roslin z komérek transformowanych tg droga nie rézni sie
zasadniczo od typowej procedury regeneracji. Wytaczajac przypadki tak zwanej
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zmiennos$ci somaklonalnej, rosliny transgeniczne zregenerowane tg drogg, poza
nowg cechg zwigzang z wprowadzonym genem, niczym nie r0znig sie od mate-
riatlu matecznego. Od czasu kiedy po raz pierwszy zaproponowano metode opartg
na wykorzystaniu plazmidéw binarnych, transformowanie roslin z wykorzysta-
niem tej metody zyskato duza popularnosé¢, przede wszystkim dlatego, ze
manipulacje genetyczne na matych plazmidach binarnych sg bardzo utatwione.

Rys. 4. Schemat organizacyjny plazmidéw Agrobacterium do transformowania w syste-
mie kointegracyjnym (A) i binarnym (B).

A. Region homologiczny (HOM) plazmidu biorcy i plazmidu posredniczacego umozliwia w wyniku
integracji obu plazmidéw wprowadzenie roslinnego markera selekcji (PTM) w obreb sekwencji
granicznych (LB i RB). Geny regionu wirulencji vir po integracji plazmidu biorcy i plazmidu
posredniczacego funkcjonujg w uktadzie cis w obrebie tego samego replikonu. B. Plazmid binarny
mobilizowany do szczepu Agrobacterium zawierajacego rozbrojony plazmid pomocniczy nie ulega
integracji z plazmidem gospodarza. Geny vir z plazmidu pomocniczego dziatajg w systemie trans.
Oznaczenia: HOM — miejsce homologii, w obrebie ktérej zachodzi¢ moze kointegracja plazmidow,
LB, RB — odpowiednio lewa i prawa sekwencja graniczna, PTM — roslinny marker selekcyjny (np.
nptll), RES — gen dla antybiotyku markera selekcji plazmidu w komérce biorcy, Col EI — sekwencja
poczatku replikacji z plazmidu Col EIl, oriT — sekwencja inicjacji transferu plazmidu w trakcie
koniugacji Agrobacterium, RK2 — sekwencja zapewniajgca szeroki zakres gospodarza, MCS —
uniwersalne miejsce klonowania dodatkowych gendéw.

Inna strategia rozbrojenia plazmidu Ti, ktérajednakze jak dotychczas zyska-
ta wyraznie mniejsze zastosowanie, polega na wprowadzeniu w miejsce wyde-
letowanego T-DNA sekwencji, ktére zapewniajg miejsca homologiczne z innym
plazmidem, do ktérego wklonowuje sie geny do transformowania (Zambryski
i wspotaut. 1983). Zabieg ten umozliwia integracje plazmidu zawierajgcego
wklonowany gen z rozbrojonym plazmidem Ti. Uklad do transformowaniaw tym
systemie nazwano kointegracyjnym (rys. 4).

GENY MARKEROWE | REPORTEROWE UMOZLIWIAJA SELEKCJE
I MONITOROWANIE EFEKTYWNOSCI TRANSFORMOWANIA

Ogolnie, metoda transformowania roslin przy uzyciu Agrobacterium polega
na zainfekowaniu odpowiednich eksplantatéw roslinnych okreslonym szczepem
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Agrobacterium. Po uptywie 1-3 dni kokultury, w warunkach in vitro bakterie
obrastajg eksplantaty. Procedura przewiduje na tym etapie odmycie bakterii,
a nastepnie zastosowanie odpowiednich pozywek regeneracyjnych oraz zestawu
witasciwych czynnikéw selekcyjnych, dzieki ktéorym wzrost transgenicznych
komoédrek bedzie stymulowany, nie transformowanych zas hamowany (Draper
i wspotaut. 1988, Kapusta i wspoétaut. 1990). Selekcja ma na celu wyelimino-
wanie takze Agrobacterium, co uzyskuje sie dzieki uzyciu antybiotykéw carbeni-
ciliny lub cefotaximu. Antybiotyki te nie sg toksyczne dla wiekszosci gatunkow
roslin. Geny markerowe zawarte w obrebie sekwencji granicznych na plazmidach
binarnych lub kointegracyjnych koduja biatka enzymatyczne, warunkujace
opornos¢ na okreslone czynniki selekcyjne, na ktére komorki dzikie, nie trans-
formowane sg wrazliwe. Dzigki temu komérki stransformowane zyskujg w wa-
runkach selekcji in vitro przewage i moga sie namnazac¢. Zaleznie od rodzaju
stosowanego czynnika selekcji, nie transformowane komorki nie namnazaja sie
badz zamieraja.

Oprécz genéw markerowych, konstruowane do transformowania plazmidy
Agrobacterium zawierajg takze tak zwane geny reporterowe. Geny te sg odpowie-
dzialne za kodowanie produktow, ktére tatwo wykiywa sie prostymi testami
enzymatycznymi lub histochemicznymi. Zaréwno produkty genéw markerow
selekcji, jak i tak zwanych gendéw reporterowych nie wystepuja w roslinach
w sposO6b naturalny. Fakt, ten pozwala z jednej strony na selekcjonowanie
komorek transgenicznych, z drugiej zas réwnolegle umozliwia potwierdzenie
efektywnosci selekcji dzieki wykrywaniu ekspresji genéw reporterowych. Eks-
presja niektérych gendw nastepuje juz po 24 h od zainfekowania Agrobacterium
a dotyczy to zwilaszcza gendw zawierajacych sekwencje regulatorowe warunku-
jace ekspresje konstytutywng. Podzial na markery selekcji i geny reporterowe
ma znaczenie gtébwnie systematyczne. O ile bowiem ze swej natury tylko niektére
geny pozwalajg na selekcjonowanie komdrek transformowanych, to opracowane
metody umozliwiajg wykrywanie produktéw wiekszosci gendw zaréwno na etapie
pierwotnego transkryptu (hybrydyzacja typu northern), jak i biatka enzymaty-
cznego (western bloting).

GENY MARKEROWE UZYWANE DO SELEKCJONOWANIA TRANSGENICZNYCH TKANEK ROSLINNYCH

Do selekcji strarisformowanych komoérek wykorzystuje sie geny, ktore koduja
opornos$¢ nawybrane antybiotyki lub herbicydy. W zaleznosci od potrzeb stosuje
sie dodatkowe systemy pozwalajgce selekcjonowaé transformowane komérki.

Najbardziej rozpowszechnionym markerem selekcji jest gen dla enzymu
fosfotransferazy neomycynowej nptll, pochodzacy z transpozonu Tn 5 (Fraley
i wspotaut. 1983). Enzym ten warunkuje opornos¢ na szereg antybiotykow
aminoglikozydowych, takich jak: neomycyna, kanamycynai genetycyna (G418).
Nptll inaktywuje wymienione antybiotyki na drodze fosforylacji. Podobny gen
bakteryjny, kodujacy enzym N-acetylotransferaze-3-gentamycyny AAC(3), cha-
rakteryzuje sie zdolnoscig detoksyfikacji wzmiankowanych wyzej antybiotykéw
aminoglikozydowych a takze gentamycyny i paromomycyny.
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Inny dos¢ szeroko stosowany gen hpt koduje fosfotransferaze hygromycyny.
Dziatanie hpt podobnie jak nptll polega na inaktywacji antybiotyku na drodze
jego fosforylaciji.

Do efektywnych markerow pozwalajgcych selekcjonowaé transformowane
komoérki roslinne naleza geny, ktore warunkuja ceche opornosci na herbicydy.
Sposraéd tych genéw wymieni¢ malezy gen aro, ktéry koduje zmutowang izoforme
syntazy EPSP (syntaza enolopirogronowo-fosfoszikimowa) (Comai i wspétaut.
1985). Syntaza EPSP jest miejscem dziatania herbicydu Roundup, ktérego
substacja aktywna N-fosfonometylo-glicynaw sposéb nieodwracalny inaktywuje
enzym przerywajac tym samym biosynteze aminokwaséw aromatycznych. Nie-
dobér aminokwaséw aromatycznych, a w szczegdlnosci nagromadzanie sie
w toksycznym stezeniu kwasu szikimowego w tkankach poddanych dziataniu
herbicydu, w kréotkim czasie prowadzi do ich zamierania. Obecnos¢ w transge-
nicznych komérkach genu aro, ktéry koduje niewrazliwg na herbicyd syntaze
EPSP, umozliwia przezywanie transformowanych komoérek i regenerowanych
z nich roslin. Podobny co do zasady system selekcji oparty na tolerancji na
herbicyd opracowano dla herbicydu Glean. Miejscem dziatania tego herbicydu
jest syntaza acetylomleczanowa (ALS) (Sathasivan iwspoétaut. 1991). Niewrazli-
wy na dziatanie herbicydu enzym ALS chroni przed zaburzeniami szlak biosyn-
tezy aminokwasoOw z rozgatezionym tancuchem bocznym w sposéb analogiczny,
jak w przypadku Roundupu odporny EPSPS zabezpiecza normalny metabolizm
w szlaku przemian kwasu szikimowego. Gen bar warunkuje opornos$¢ na
herbicyd Basta lub Bialofos. Fosfmotrycyna— czynnik aktywny tych herbicydéw
w sposéb nieodwracalny hamuje syntaze glutaminowsg (GS). W wyniku przerwa-
nia tancucha przyswajania azotu nagromadza sie w komoérkach toksyczny dla
nich amoniak. Gen bar koduje enzym acetylotransferaze fosfinotiycyny, ktory
detoksyfikuje herbicyd.

Dobierajac warunki selekcji uwzglednia sie na ogét fakt, ze rosliny cechuje
zréznicowana wrazliwos$¢ na kazdy z czynnikow selekcyjnych z osobna. Zdolnos¢
tolerowania antybiotyku czy herbicydu zalezy takze od typu eksplantatu, wieku
rosliny, statusu fizjologicznego, a rowniez genotypu i wiasciwosci odmianowych.
Ustalenie zatem optymalnej dawki czynnika selekcyjnego w pozywce, obok
wyboru odpowiedniego eksplantatu i sposobu regeneracji, stanowi klucz do
powodzenia transformowania niezaleznie od stosowanego wektora.

GENY REPORTEROWE POZWALAJA NA SZYBKA IDENTYFIKACJE STRANSFORMOWANYCH TKANEK

Sposrod gendw reporterowych powszechne zastosowanie znalazta R-glukuro-
nidaza (GUS), ktéra koduje gen pochodzenia bakteryjnego uid, Enzym B-glukuro-
nidaza odznacza sie zdolnosciag rozktadu wigzania glukuronidowego. Wigzanie
takie wystepuje w syntetycznym substracie x-glukuronidzie (5-bromo-4-chloro-
3-indolyl glukuronid). W wyniku rozpadu substratu powstaje glukuronid i in-
doksyl, ktory pod wpilywem tlenu natychmiast dimeryzuje do niebieskiego
barwnika indygo (rys. 5) (Stomp 1992). Dzieki tym wtasciwosciom mozna $ledzi¢
tkankowo specyficzng ekspresje GUS w komodrkach roslin transgenicznych
nawet przyzyciowo, wzglednie w materiale utrwalonym po uprzednim wyekstra-
howaniu chlorofilu. Do oznaczania ekspresji tego enzymu opracowano réwniez
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bardzo czuty pomiar fluorymetiyczny. Szerokie zastosowanie znalazta metoda
analizy odcinkéw promotorowych gendéw, ktére sfuzjonowane z sekwencjg ko-
dujaca genu uid umozliwiajg przesledzenie in situ ekspresji GUS pod wptywem
okreslonego promotora. Skonstruowano dla tych celéow szereg plazmidéw binar-
nych zawierajacych miejsca restrykcyjne umozliwiajace wklonowanie odcinka
promotorowego dowolnego genu.

5-bromo-4-chloro-3-indolilo glukuronid

(X-GLUC)
wigzanie______ [/ - .
glukuronid gukuronidowe \ M 1iii) :
luk d . -
glukuront C indoksyi j
Enzym tl?n ¢
3-glukuronidazy atmosteryczny
translacja .
indygo
mRNA dla B-glukuronidazy ‘
transkrypcja "
promotor CaMV 35S sekwencja kodujgca uid terminator NOS

Rys. 5. Gen dla R-glukuronidazy uid ulega ekspresji w transformowanych komoérkach.

Enzym rozktada syntetyczny substrat x-glukuronid (5-bromo-4-chloro-3-indolylo glu-

kuronid) do glukuronidu i indoksylu. Pod wptywem tlenu indoksyl tworzy na drodze
dimeryzacji niebieski barwnik indygo.

Do genow reporterowych, ktoérych réwniez uzywa sie jako markerdéw trans-
formowania zalicza sie takze lucyferaze [LUC], actylotransferaze chloramfenikolu
(CA7j, enzymy uczestniczace w syntezie antocyjanéw (R i Cl) i inne.

ROSLINY TRANSGENICZNE POWINNY BYC REGENEROWANE
Z POJEDYNCZYCH, TRANSFORMOWANYCH KOMOREK

Koniecznos$¢ regenerowania roslin z pojedynczych transformowanych komé-
rek wynika z samej natury transformowania przez Agrobacterium, ktéra polega
na przeniesieniu z bakterii do jadra komorki roslinnej jednoniciowego T-DNA.
Do otrzymywania ro$lin transgenicznych na drodze regenerowania z pojedyn-
czych komorek skilaniajg réwniez wzgledy genetyczno-hodowlane. Hodowcy
oczekuja bowiem jednorodnego pod wzgledem genetycznym materiatu roslinne-
go. Postulat, zeby rosliny transgeniczne cechowata genetyczna jednorodnosc¢
narzuca koniecznos$¢ skrocenia fazy in vitro, poniewaz dotychczasowe doswiad-
czenia nad regeneracja roslin wskazuja, ze im kroétszy jest okres hodowli in vitro
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tym wieksze prawdopodobiennistwo, ze regenerowany materiat zachowa cechy
rosliny macierzystej. Wiadomo obecnie, zejedynie niektére sposréd stosowanych
obecnie technik regeneracji pozwalajg na otrzymanie materiatu roslinnego ge-
netycznie jednorodnego. Zalicza sie do nich przede wszystkim procedury pole-
gajace na stymulacji wzrostu merystemoéw istniejacych w pierwotnym ekspian-
tacie. Inne metody regeneracji, polegajace na odréznicowaniu, proliferacji a na-
stepnie ponownym réznicowaniu tkanek, sa obcigzone mozliwoscig wystepowa-
nia zmiennosci wsrod regenerantéw. Czes¢ zmiennosci, uwarunkowana genety-
cznie, jest okreslana jako zmiennos¢ somaklonalna. Pozostata zmiennos$¢ nie
stanowi problemu, poniewaz nie jest dziedziczona przez potomstwo. Ten rodzaj
zmiennos$ci nazwano zmiennoscig epigenetycznag.

Konkludujac stwierdzi¢ nalezy, ze mozliwos¢ transformowania za pomoca
Agrobacterium w zdecydowanej wiekszosci przypadkéw zalezy od tego, czy dany
gatunek rosliny mozna regenerowac in vitro. Jakkolwiek generalnie przebieg
regeneracji nie ulega zasadniczym modyfikacjom ze wzgledu na koniecznosé
rownoczesnej selekcji, to jednak warto nadmienié, iz wtasnie fakt selekciji,
odmiennie nizw systemie regeneracji bez selekcji, pozwala czesciej zregenerowac
rosliny z pojedynczych (transgenicznych) komorek.

PODSUMOWANIE

Transformowanie roslin dwulisciennych za pomoca Agrobacterium stanowi
najbardziej powszechna metode otrzymywania genotypow transgenicznych w tej
grupie roslin. U wielu gatunkoéw roslin, ze wzgledu na naturalny mechanizm
biologicznego transferu materiatu genetycznego, duzg wydajnos$¢ oraz precyzje
z jakg obcy DNA zostaje wprowadzony do genomu biorcy, transformowanie
z uzyciem Agrobacterium jako wektora nie posiada alternatywy. Istnieje jednak
liczna grupa roslin, gtéwnie z rodziny motylkowatych oraz roslin drzewiastych,
u ktérych poza nielicznymi wyjatkami, transformowanie niezaleznie od stoso-
wanej metody nastrecza w dalszym ciggu znaczne problemy. Wydaje sie, ze
rowniez w przypadku tych gatunkoéw roslin, wykorzystanie Agrobacterium ode-
gra¢ powinno istotna role, jakkolwiek nie nalezy rezygnowaé¢ z poszukiwania
innych podejs¢ na przyktad techniki mikrowstrzeliwania lub réwnolegtego za-

TRANSFORMATION OF DICOTYLEDONOUS PLANTS USING AGROBACTERIUM
Summary

Agrobacterium tumefaciens transfers a part of its Ti plasmid, named the transferred DNA
(T-DNA), to plant cells during tumor induction. Expression of Agrobacterium genes in plant cells
results in their transformation into tumor cells. Expression of A. rhizogenes T-DNA segment of Ri
plasmid in a plant cell causes haiiy roots tumor formation. A comprehensive history of using
Agrobacterium as a plant vector transformation system is presented. Recent advances in the
molecular mechanism of T-DNA transfer, as well as plasmid vector transformation vehicles and plant
transformation gene markers are reviewed.
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