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GENETYCZNA TRANSFORMACJA ROSLIN

WSTEP

Genetyczna transformacja roslin polega na wprowadzeniu do komoérek rosli-
ny egzogennego DNA a nastepnie jego integracje z genomem roslinnym.

W przyrodzie istnieje unikalny, naturalny system transformacji roslin bakte-
ryjnym DNA. Proces ten zachodzi podczas tumorogenezy, czyli tworzenia tumo-
rowatych narosli na korzeniach roslin — choroby wywotanej przez bakterie
glebowe Agrobacterium tumefaciens.

Wykorzystanie tego naturalnego systemu przenoszenia genéw do prac nad
sztuczng transformacjg roslin byto mozliwe dzieki rozwojowi dwéch bardzo
waznych dziedzin biotechnologii. Pierwsza z nich to inzynieria genetyczna
zapoczatkowana odkryciem i poznaniem mechanizmu dziatania enzymow restry-
kcyjnych. Jest to zespo6t technik biochemicznych pozwalajgcych na izolowane
i dowolne taczenie fragmentéw DNA réznych organizmow. Druga to kultury in
vitro tkanek, organdéw i komoérek, ktéra umozliwia selekcje i namnozenie poje-
dynczych komérk zawierajacych wprowadzone geny a nastepnie regeneracje
z nich roslin.

OGOLNA CHARAKTERYSTYKA KONSTRUKTOW WPROWADZANYCH DO ROSLIN

Geny, ktére w procesie transformacji wprowadza sie do komorek roslinnych,
muszg by¢ w odpowiedni sposéb przygotowane, to znaczy zawiera¢ promotor,
terminator oraz inne specjalne sekwencje nukleotydéw umozliwiajgce sprawng
transkrypcje w nowym $srodowisku. Nie musza to by¢ fragmenty DNA naturalnie
wystepujgce w genomie roslinnym, dlatego tez nazywa sie je genami chimeral-
nymi. Do$¢ czesto uzywanym promotorem przy konstruowaniu genéw chimery-
cznych jest promotor 35S z wirusa mozaiki kalafiora (CaMV), ktory zapewnia
wydajna transkrypcje wprowadzanych genéw u wielu gatunkéw, gtéwnie roslin
dwulisciennych. Powszechnie stosowanym terminatorem jest nos z genu kodu-
jacego syntaze nopalinowa u A. twnefaciens. Najczesciej wprowadza sie jedno-
cze$nie dwa lub trzy geny, odpowiednio zorganizowane jako tak zwane konstru-
kty, ktére przygotowuje sie i namnaza w komadrkach bakterii. Konstrukty takie
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na ogo6t zawieraja oprocz (lub zamiast) genu ,gtdownego” takze geny selekcyjne
i geny reporterowe (w doswiadczeniach optymalizacyjnych uzywa sie raczej
konstruktow zawierajacych tylko geny selekcyjne i reporterowe). Produkty pier-
wszej grupy genow pozwalaja na rozdzielenie tkanek, ktére uleglty transformacji
od nietransformowanych. Moga to by¢, na przyktad, geny warunkujgce odpo-
rnos¢ na antybiotyki. Jezeli do pozywki selekcyjnej doda sie odpowiedni anty-
biotyk i umiesci na niej tkanke po transformaciji, to w takich warunkach przezyja
tylko te, ktére posiadajg ,geny odpornosci” na dany antybiotyk. Coraz czesciej
jako markerow selekcyjnych uzywa sie genéw warunkujgcych odpornosé na
herbicydy. W ten sposob jednocze$snie mozna wprowadza¢ ceche uzytkowa.
Natomiast geny reporterowe umozliwiajg szybkie stwierdzenie, czyw ogéle doszto
do wprowadzenia catego konstruktu do komérki oraz wstepnag ocene wydajnosci
procedury, poniewaz produkty tych gendéw sa tatwe do wykrycia w bardzo
krétkim czasie (we wprowadzanym odcinku DNA moga znajdowac sie geny,
ktéiych efekt dziatania nie zawsze jest od razu widoczny). Bardzo popularnym
genem reporterowym jest iiid A. Gen ten koduje enzym R-glukuronidaze, dla
ktorego substratem jest 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-R-D-moczan (X-gluc). Wyni-
kiem reakcji enzymatycznej jest produkt o barwie niebieskiej. Jezeli transformo-
wang tkanke umiesci sie w roztworze X-gluc to pojawienie sie w niej sektoréw
zabarwionych na niebiesko swiadczy o obecnosci aktywnego genu uid A. Oczy-
wiscie stwierdzenie ekspresji genéw reporterowych nie swiadczy o ich integracji
z genomem biorcy. W licznych badaniach wykazano jednak, ze istnieje pozytyw-
na korelacja miedzy ekspresja przejsciowa a stabilng (co oznacza ich integracje
z genomem biorcy) genéw reporterowych i innych, znajdujacych sie w tym
samym konstrukcie.

W trakcie wieloletnich badan nad transformacja roslin opracowano kilka
metod wprowadzania genéw, z ktoiych najczesciej sa stosowane trzy: (1) trans-
formacja z uzyciem Agrobacterium tumefaciens lub (rzadziej) A. rhizogenes jako
wektorow, (2) bezposrednia transformacja protoplastow i (rzadziej) komérek
z pomoca elektroporacji lub glikolu polietylenowego — PEG, (3) mikrowstrzeli-
wanie czasteczek metali pokrytych DNA lub (rzadziej) RNA. Metody te zostanag
ponizej omoéwione szczegbdtowo.

METODY WPROWADZANIA GENOW

TRANSFORMACJA ZA POSREDNICTWEM AGROBACTERIUM

Ta metoda transformacji wykorzystuje naturalng zdolnos¢ Agrobacterium do
przekazywania swojego materiatu genetycznego komérkom roslinnym w trakcie
tumorogenezy. Po raz pierwszy zjawisko to zaobserwowali Zaenen iwspdtautorzy
w 1974 roku (Hooykaas i Schilperoort 1992 za zZaenen i wspétaut. 1974).
Poczatkowo sgdzono, ze jest przekazywany DNA faga bakteryjnego, ale wyniki
dalszych prac wykazaty, ze jest to fragment duzego (ponad 200 kb) kolistego
plazmidu egzystujgcego niezaleznie od chromosomu bakteryjnego. Plazmid ten
nazwano Ti (ang. tumor inducing) a przekazywany odcinek — T (ang. transfer-
red). W odcinku T plazmidu Ti znajduja sie onkogeny, geny odpowiedzialne za
synteze auksyn i cytokinin — regulatoréow wzrostu wptywajacych na morfogene-
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ze tumordéw oraz geny warunkujace synteze opin — charakterystycznych zwigz-
kow bedacych produktem kondensacji pewnych aminokwasow z cukrami, indu-
kowanych podczas tumorogenezy. Jest on z obu stron otoczony sekwencjami
granicznymi, ktére biorg udziat w procesie wycinania i integracji odcinka T. Poza
odcinkiem T w plazmidzie Ti sg obecne geny odpowiedzialne za katabolizm opin,
wycinanie odcinka T (zlokalizowane w regionie wirulencji) oraz miejsce startu
replikacji (rye. 1). Dla bakterii sygnatem do infekcji sg zwiazki fenolowe uwal-
niane ze zranionej tkanki. W trakcie infekcji nastepuje wyciecie odcinka T,
wigczenie go do genomu roslinnego i rozpoczecie transkrypcji genéw bakteryj-
nych. Efektem ich ekspresji jest wytworzenie tumoréw. Podobne witasciwosci
stwierdzono w przypadku A. rhizogenes, bakterii powodujgcej powstawanie
u zainfekowanych roslin nadmiernej liczby korzeni.

odcinek T

produkcja auKsyn pprodukcja cylokinin

-synteza opin
le\w odcinek graniczny

/ P aw> odcinek graniczony
/A onkogeny
region wirulencji
katabolizm opin
Ryc. 1. Schemat
plazmidu Ti (wg lio-
. OYKAAS | SCHILPERO-
replikator

ORT 1992)

Poznanie natury tych proceséw otworzyto droge transformacji roslin. Juz
w trzy lata po odkryciu plazmidu Ti doniesiono o0 udanym, sztucznym wprowa-
dzeniu odcinka T oraz integracji z genomem roslinnym (Chilton i wspétaut.
1977). W pierwszej potowie lat osiemdziesigtych opracowano sposoby wprowa-
dzania w obszar odcinka T pomiedzy sekwencje graniczne sztucznych konstru-
ktow, co byto mozliwe dzigki odkryciu, ze poza tymi sekwencjami zaden z genéw
odcinka T nie jest potrzebny w procesie zakazania. Druga bardzo wazng prze-
stankg adaptacji systemu Agrobacterium do genetycznej transformacji roslin byt
fakt, ze odcinek T jest w naturalny sposob zabezpieczony otoczkag biatkowag
uniemozliwiajaca jego uszkodzenia i degradacje przez system obronny komorki
roslinnej.

Opracowano dwa systemy transformacji za posrednictwem Agrobacterium:
(1) kointegracyjny, w ktérym geny wprowadza sie do odeinkaT plazmidu Ti droga
homologicznej rekombinacji i (2) binarny, w ktérym geny zostaja najpierw
wklonowane do odeinkaT dowolnego plazmidu zdolnego do replikacji w komorce
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Agrobacterium, ktéra zawiera plazmid Ti bez odcinka T, ale posiadajacy inne
geny potrzebne w procesie transformacji (Szczygtowski i Boron 1990)

Metodyka transformacji za posrednictwem Agrobacterium sktada sie z naste-
pujacych etapéw: (1) kokultywacja — umieszczenie eksplantatéw, na przyktad
fragmentow lisci, liscieni, korzeni w roztworze bakterii, (2) odptukanie bakterii,
(3) umieszczenie eksplantatéw na pozywce z antybiotykiem w celu zabicia
bakterii, (4) umieszczenie eksplantatéw na poditozu z odpowiednim czynnikiem
selekcyjnym, na przykiad antybiotykiem o ile Agrobacterium uzyte do transfor-
macji zawierato w odcinku T gen kodujacy odpornos¢ na ten antybiotyk,
(5) regeneracja roslin (najczesciej w warunkach selekcyjnych). Czesto eksplan-
taty po okresie kokultywacji z bakteriami sg przenoszone na pozywke, do ktorej
jednocze$nie dodano antybiotyk zabijajacy je ofaz czynnik selekcyjny.

Transformacja za posrednictwem Agrobacteriumjest historycznie najstarsza
metoda transformacji rosdlin. Otrzymano dzieki niej szereg roslin transgenicz-
nych u wielu gatunkéw, miedzy innymi tak waznych gospodarczo jak bawetna,
len, rzepak, ziemniak i pomidor, w tym wszystkie obecnie zarejestrowane lub
bedace w badaniach transgeniczne odmiany. Atrakcyjnos¢ tej metody polega
gtéwnie na jej wysokiej wydajnosci wynikajacej z wysokiej czestosci integracji
odcinka T z genomem roslinnym. Jej wysoka skutecznos$¢ ogranicza sie jednak
gtownie do roslin dwulisciennych. W odniesieniu do roslin jednolisciennych
okazata sie mato skuteczna, poniewaz rosliny te nie sa naturalnymi gospodarza-
mi Agrobacterium, Ukazaty sie wprawdzie nieliczne doniesienia o udanej trans-
formacji roslinjednolisciennych za pomocg Agrobacterium, ale nie zostataw nich
potwierdzona integracja wprowadzanych genéw w nastepnych pokoleniach
ptciowych. Wykazana ekspresja przejsciowa i stabilna w pierwszym pokoleniu
przypuszczalnych transformantow mogta by¢ jedynie artefaktem bakteryjnym.

W tej sytuacji zaczeto poszukiwac¢ innych metod transformacji tej grupy
roslin. Jedng z takich metod jest bezposrednia transformacja protoplastow
plazmidowym DNA.

TRANSFORMACJA BEZPOSREDNIA

Metoda ta polega na umieszczeniu ptynnej kultury protoplastow w roztworze
plazmidowego DNA a nastepnie spowodowanie jego przenikniecia do wnetrza
komorki. Btona komdérkowa stanowi jednak bariere dla egzogennego DNA i dla-
tego tez konieczne jest zastosowanie specjalnych warunkéw po/walajgcych na
jego penetracje do wnetrza komorki. Znane sa dwa sposoby umozliwiajgce
bezposrednig transformacje protoplastéw: (1) uzycie polietylenu glikolu (PEG),
(2) elektroporacja. Dodanie PEG-u do zawiesiny protoplastéw powoduje zmiane
wiasciwosci fizyko-chemicznych blony komdérkowej — zostaje zwiekszona jej
potprzepuszczalnosé. Umieszczenie natomiast protoplastow w zmiennym polu
elektrycznym o okreslonej dtugosci trwania i czestosci mikroimpulséw powoduje
powstanie w btonie komdrkowej mikroporéw. Oba te czynniki utatwiajg pene-
tracje DNA znajdujacego sie w roztworze do wnetrza komoérek.

Stosujac metode bezposredniej transformacji protoplastéw uzyskano doty-
chczas szereg stabilnych transformantéw u wielu gatunkéw, miedzy innymi
u kukurydzy, pszenicy, jeczmienia i ryzu. Powaznym ograniczeniem tej metody
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okazata sie trudnos¢ w uzyskiwaniu totipotentnych protoplastéow, ktérych
zrédtem u roslin jednolisciennych jest gtdwnie zawiesina komoérkowa ztozona
z kalusa typu Il — rzadkiej i trudnej do uzyskania postaci kalusa wystepujacego
tylko u niektoérych gatunkow i ponadto zaleznego od genotypu. Nadal tez
efektywnos$¢ regeneracji z protoplastow jest u roslin jednolisciennych niska
z wyjatkiem ryzu z grupy japonicci, u ktérego otrzymywanie totipotentnych
protoplastow i regeneracja z nich roslin nie stanowi obecnie wiekszego problemu
(Vasil 1994).

MIKROWSTRZELIWANIE

Mikrowstrzeliwanie (ang. particle bombardment) jest metodg transformacji
materiatu biologicznego polegajaca na wprowadzeniu z bardzo duzg predkoscia
rzedu kilkuset metréw na sekunde do komoérek czasteczek metali pokrytych DNA
(rzadziej RNA). Predkos$¢ te uzyskuje sie w specjalnie skonstruowanych akcele-
ratorach zwanych aparatami do mikrowstrzeliwania (ang. particle bombardment
device lub particle bombardment apparatus). Czynnikiem przyspieszajacym
czgsteczki metali jest proch strzelniczy lub, w urzadzeniach nowszego typu, hel.
0 zastosowaniu tej metody w transformacji cebuli po raz pierwszy doniesiono
w 1987 roku (Klein i wspotaut. 1987, Sanford i wspoétaut. 1987). W krotkim
czasie stata sie ona bardzo popularna, szczegélnie w odniesieniu do roslin jednoli-
Sciennych, poniewaz tg metoda mozna transformowac praktycznie wszystkie ro-
dzaje tkanek, co u tej grupy roslin jest faktem o pierwszorzednym znaczeniu.

W ciggu ostatnich szesciu lat otrzymano rosliny transgeniczne w obrebie
wielu gatunkdw jednolisciennych, w tym we wszystkich gatunkach zb6z oraz tak
waznych gospodarczo gatunkoéw, jak trzcina cukrowa i tulipan. Potwierdzona
zostata takze jej wysoka skutecznos¢ w odniesieniu do roslin nagonasiennych
1niektorych gatunkéw roslin dwulisciennych, na przyktad soi i fasoli, u ktérych
zawiodly inne metody transformacji. Najczesciej poddawano transformacji trzy
rodzaje tkanek: niedojrzate zarodki, kalus embriogeniczny powstaty z niedojrza-
tych zarodkéw lub niedojrzatych kwiatostanow i zawiesing komorkowa.

Obecnie coraz wiecej autorow wybiera do transformacji niedojrzate zarodki
ze wzgledu na krotki (w poréwnaniu z innymi rodzajami tkanek) czas, ktory
uptywa od wyizolowania zarodkéw do otrzymania dojrzatych roslin. Kwitngce
rosliny transgeniczne pszenicy otrzymano juz po 7-9 miesigcach od wyizolowa-
nia niedojrzatych zarodkoéw, podczas gdy w przypadku zawiesiny komorkowej
trwato to ponad dwa lata (Vasil i wspétaut. 1994).

Mimo, ze transformacja za pomoca mikrowstrzeliwania jest coraz czesciej
stosowang metodag transformacji roslin, wciaz jeszcze jest to metoda niedosko-
nata wymagajaca wielu udoskonalen. Niska wydajnos¢ transformacji wynika
gtéwnie z niskiej przezywalnosci komdérek spowodowanej uszkodzeniami mecha-
nicznymi oraz szokiem akustycznym. Dlatego wiekszo$¢ prac jest poswiecona
optymalizacji roznych czynnikéw zwiekszajgcych skutecznos¢é mikrowstrzeliwa-
nia. Dobrym sposobem dla pszenicy okazato sie podniesienie cisnienia osmoty-
cznego pozywki indukcyjnej (poprzez zwiekszenie zawartosci sacharozy) powo-
dujacego podwyzszenie turgoru komoérek. Wprowadzenie przez firme Du Pont
nowego typu aparatu do transformacji — PDS 1000/He (lyc. 2), w ktérym
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czgsteczki metali sg przyspieszane za pomocg helu, znacznie ograniczyto szok
akustyczny i tym samym poprawito wydajnos$¢ transformacji. Wptyw rodzaju
uzytych czasteczek metali oraz spos6b ich oplaszczania przez DNA (przez
sonifikacje lub precypitacje) na efektywnos¢ transformacji roslin jednoliscien-
nych nie zostat dotychczas potwierdzony. Kolejnymi powaznymi problemami
zwigzanymi z mikrowstrzeliwaniem sg mozliwo$¢ degradacji podczas optaszcza-
nia czgsteczek metalu lub jego oderwanie w czasie rozpedzania w aparacie oraz
wprowadzanie do genomu roslinnego zbyt duzej liezby kopii gendéwjednoczesnie.

Ryc. 2. Aparat do transformacji roslin — PDS 1000/He.

1 — Wskaznik cisnienia helu, 2 — rura przyspieszajaca gaz, 3 — przetaczniki kontrolne, 4 —
wskaznik poziomu prézni, 5 — uchwyt przepony, 6 — pokrywa makropocisku, 7 — uktad wyrzutni
makropociskéw, 8 — komora strzelania, 9 — regulacje predkosci odpowietrzania i napowietrzania,
10 — tkanka poddawana transformacji, 11 — p6tka na naczynie z tkanka, 12 — zawdr dozujacy.

W potowie 1994 roku ukazata sie bardzo obiecujgca praca, w ktérej po raz
pierwszy doniesiono o uzyciu komorek bakterii — Eschenchia coli i A. tumefa-
ciens jako biologicznych ,pociskéw” do transformacji kukurydzy i tytoniu (Ras-
musen i wspotaut. 1994). Autorzy uwazaja, ze opracowana przez nich metoda
moze rozwigzac¢ oba te problemy. Wykorzystanie bakterii umozliwi takze wpro-
wadzanie DNA o duzej masie molekularnej, na przyktad w postaci sztucznych
chromosomoéw drozdzowych — YAC-6w (ang. yeast artificial Chromosoms). Me-
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toda ta wydaje sie by¢ szczeg6lnie przydatna w transformacji roslin jednoliscien-
nych, ktére majg duze komoérki a wielkos¢ komorek jest gtéwnym ograniczeniem
jej stosowania.

Kazda z przedstawionych metod transformacji ma zaréwno wady jak i zalety
oraz ograniczony zakres zastosowania.

PERSPEKTYWY

Trwajgce od prawie pietnastu tat prace nad transformacja roslin przyniosty
niekwestionowany wktad zaréwno w poznanie molekularnych podstaw dziedzi-
czenia, jak i w rozszerzenie zmiennosci genetycznej w Swiecie roslin. Nastepuje
ciggte udoskonalanie metod transformacji a dotychczasowe wyniki potwierdzity
jej uzytecznos¢ i celowos¢ szczegdlnie w odniesieniu do gatunkéw waznych dla
gospodarki. Z praktycznego punktu widzenia transformacja roslin stwarza
bowiem mozliwos¢ wprowadzania do materiatbw hodowlanych nowych cech
iw perspektywie szybkiego tworzenia nowych, atrakcyjnych odmian, ktore spro-
stajg wymogom nowoczesnego rynku. Pierwsze odmiany transgenicznych pomi-
dordw, ziemniakéw i papryki juz zostaly zarejestrowane a wiele znajduje sie
w badaniach rejestrowych. Kilka transgenicznych odmianjuz zostato zarejestro-
wanych. Tworzone sag specjalne programy rzadowe wspierajgce uzyskiwanie
transgenicznych roslin. Przykladem moze by¢ powstaty w 1992 roku w USA
program hodowli pszenicy, ktéry zakiada wyhodowanie, przy wykorzystaniu
metod biotechnologicznych nowych odmian miedzy innymi odpornych na her-
bicydy, o poprawionym sktadzie skrobi ze zredukowang zawartosciag amylope-
ktyny i o wysokiej masie czgsteczkowej gtuteiny (Kureczka 1992).

GENETIC TRANSFORMATION OF PLANTS
Summary

Plant transformation can be achieved by introduction of exogenous DNA in the form of specially
constructed fragments into the plant genome. Several transformation methods were elaborated
during the last fifteen years. The methods which are in the most frequent use are: (1) transformation
using bacterial vectors — Agrobacterium tumefaciens or A. rhizogenes, (2) direct transformation of
protoplasts by means of electroporation or polyethylene glycol, (3) particle bombardment. The
usefulness of the first method was proved in the case of dicot species whereas the second can be
applied only for those genotypes which are capable of efficient plant regeneration from protoplasts.
The third one seems to be the only effective transformation method for most of the monocots.
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