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Summary

Agrobacterium-med'iated genetic transformation is the only known example
of horizontal gene transfer from bacteria to Eucaryota including plants, fungi
and animal cells. The knowledge of the basic mechanism of this process is the
key to understand problems concerning methods of plant transformation and
transgene expression.

The main element of the system is Ti plasmid (tumor-inducing) containing
T-DNA (transferred DNA) delimited by 25. nucleotide sequences (left and right
borders). Any DNA located on Ti plasmid and flanked by these two borders
might be recognised by Agrobacterium as a T-DNA and integrated into plant
chromosome. The process is controlled by ten vir operons located on Ti plasmid.
The most important products of the vir genes are VirA and VirG controlling the
expression of all the other vir genes. VirDI and VirD2 recognise 25 bp border
sequences and take part in endonucleolitic cleavage. Additionally, VirD2 cova-
lently attached to the 5’-end of single stranded (ss) T-DNA targets it into the nu-
cleus ofa plant cell. T-strand is coated by VirE2 molecules, each containing two
sites of nuclear localisation signals (NLS). Eleven of VirB and VirD4 proteins are
required to form a transmembrane channel and transfer T-strand to the plant
cell.

Some genes of the bacterial chromosome are responsible for bacterial at-
tachment and colonisation of the plant cell.

Key words:
genetic transformation. Agrobacterium tumefaciens, plant cell, vir genes,
mechanism.



Mechanizm transformacji genetycznej komorki roslinnej za pomoca Agrobacterium tiimefaciens

1. Wstep

Transformacja genetyczna roslin za pomocg bakterii glebowej Agrobacterium jest
jedynym znanym przykladem horyzontalnego przekazywania informacji genetycz-
nej z bakterii do komérek roslinnych. Ten wyksztalcony ewolucyjnie proces pozwa-
la w naturalnych warunkach wprowadzi¢ geny bakteryjne do genomu rosliny. Ich
ekspresja indukuje wytwarzanie guzowatej naros$li bedacej niszg, w ktorej bakterie
sie rozwijajg. Szczeg6lowe poznanie mechanizmu przekazywania informacji gene-
tycznej z bakterii do komorki roslinnej umozliwito wykorzystanie tego naturalnego
systemu do transformacji genetycznych roslin, drozdzy i komdrek zwierzecych.

Wytwarzanie guzowatej naros$li po skaleczeniu todyg czy tez korzeni niektérych
roslin zaobserwowano juz w 1907 r. (1). Obserwacja ta wywotata wtedy duze zainte-
resowanie badaczy, ze wzgledu na przypuszczenie istnienia zwigzku pomiedzy tym
zjawiskiem a onkogenezg. Podjeto zatem intensywne badania, ktére mialy poméc
w zrozumieniu mechanizmu onkogenezy. Zaniechano ich po stwierdzeniu braku ta-
kiego zwigzku. Ponowny przetom w badaniach nastgpit, kiedy w laboratorium Ne-
stora (2) wykazano, ze guzowata naro$l jest wynikiem przeniesienia z bakterii i wbu-
dowania do komorki roslinnej informacji genetycznej. Nastepnym, duzym postepem
w tych badaniach bylo skonstruowanie w 1983 r. pierwszego wektora do transfor-
macji roslin (3).

Podstawowym elementem systemu jest plazmid Ti (tumor inducing) bakterii, na
ktérym znajduje sie odcinek T-DNA (transferred DNA), jest on oflankowany 25-nukle-
otydowymi sekwencjami granicznymi, dzieki czemu moze by¢ rozpoznawany, wyci-
nany, przekazywany i wbudowywany do DNA jadrowego komoérek roslinnych. Za-
wiera on u szczepdw dzikich geny, ktérych ekspresja w komérce roslinnej umozli-
wia powstanie guzowatej narosli i odzywianie bakterii. Sa to geny kodujace synteze
auksyn i cytokinin oraz geny opin. Te ostatnie warunkujg synteze opin - pochod-
nych aminokwaséw metabolizowanych przez Agrobacterium. Nazwa szczepdw bak-
teryjnych pochodzi od rodzaju syntetyzowanych opin (nopalinowe, oktopinowe,
agropinowe itp.). U szczepéw zmodyfikowanych (rozbrojonych), przeznaczonych do
transformacji genetycznej, wszystkie te geny zostajg usuniete i zastgpione przez
obce DNA. Staje sie ono czescig T-DNA przenoszonego do komorki roslinnej.

Drugim bardzo waznym elementem umozliwiajacym zajscie transformacji gene-
tycznej jest odcinek plazmidu Ti zawierajgcy geny wirulencji. Obejmuje on dziesie¢
operondw vir (4-6). Produkty operondw: virA, virB, virD i virG biorg udziat w przenie-
sieniu T-DNA, a produkty virC i virE wptywaja na wydajnos¢ procesu. Na chromoso-
mie bakteryjnym znajduja sie geny: chvA, chvB, cel, chvE, pscA, att umozliwiajgce
przytaczanie i kolonizacje bakteryjna.

Dzieki wykorzystaniu tego procesu mozliwe jest przekazywanie informacji gene-
tycznej pochodzacej z organizméw pro- lub eukariotycznych, jej modyfikacja i wpro-
wadzenie do roslin. Niewatpliwg zaletg systemu jest mozliwo$¢ wprowadzenia diugie-
go, sktadajgcego sie z kilku gendw, odcinka DNA (7).
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2. Przebieg procesu transformacji

w naturalnych warunkach proces transformacji rozpoczyna sie¢ w momencie ska-
leczenia rosliny. Wydzielane sg wtedy przez komoérki roslinne niskoczasteczkowe
zwigzki fenolowe (acetosyringon, a-hydroksyacetosyringon) (8). Wykazano dos$wiad-
czalnie, ze sg one rowniez niezbedne w procesie transformacji genetycznej za po-
moca/lgrobactenun?. Stwierdzono ich wytwarzanie w kulturze in vitro gatunkéw po-
datnych jak na przykilad tytoniu czy ziemniaka. U wielu gatunkow roslin do kultury
dodawane sa ich syntetyczne odpowiedniki. Do komorki bakteryjnej przedostajg sie
poprzez transbtonowy receptor sktadajacy sie z biatek VirA - ChvE (9). Tam indu-
kuja transkrypcje gendéw wirulenciji, virA i virG znajdujacych sie na plazmidzie Ti bak-
terii, uruchamiajac w ten sposéb caly proces transformacji (rys. 1). Pierwszymi syn-
tetyzowanymi biatkami sg VirA i VirG, ktdre ulegajg fosforylacji i nastepnie biorg
udziat w kontroli ekspresji pozostalych genéw wirulencji. Rozpoznanie odcinka
T-DNA mozliwe jest dzieki obecnosci 25-nukleotydowych sekwencji granicznych,
umozliwiajacych lokalizacje i precyzyjne wyciecie pojedynczej nici T-DNA (10).

Rys. 1. Schemat mechanizmu transformacji genetycznej komérki roslinnej za pomoca Agrobacterium
tumefaciens (zmodyfikowano wg 4).
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W ich rozpoznaniu i wycieciu biorg udziat biatka VirDI i VirD2 (11). To drugie pozo-
staje SciSle zwigzane z koncem 5' nici T pilotujgc Jego transport do jadra komorki
roslinnej. Biatko VirE2 optaszcza wycietg ni¢, tworzgac kompleks T. Nie jest jednak
do konca wyjasnione, czy optaszczenie nici T nastepuje juz w komorce bakteryjnej
i w tej formie jest transportowane przez kanaly btonowe do komérki roslinnej. W dru-
giej hipotezie zaklada sie, ze ni¢ T z biatkiem VirD2 oraz biatka VirE2 transportowane sg
oddzielnie, a kompleks powstaje tuz po dotarciu do cytoplazmy komorki roslinnej (6).
Transport kompleksu T z Agrobacterium do komorki roslinnej odbywa sie dzieki
wytworzeniu blonowego aparatu transportujgcego oraz pilusa (rys. 2). Bierze w nim
udziat 11 biatek VirB oraz VirD4. Najnowsze badania transportu biatek wirulencji
przez bakteryjny system transportowy VirB/D4 (12) potwierdzaja, ze transport nici T
oraz biatlek moze przebiega¢ osobno. Przemieszczanie biatek VirE2 oraz VirF obser-
wowano poprzez podtgczenie do nich rekombinazy Cre i Sledzenie przypadkéw zaj-
dcia rekombinaciji in planta (zmieniony fenotyp). Byt on zalezny od bakteryjnego sys-
temu transportu VirB/D4, ale nie wymagat T-DNA. Na podstawie podobienstwa se-

Btonowy aparat transportujgcy

Typ IV systemu transportu Pilus (podobienstwo do koniugacji)
i sekrecji biatek

. . . N,
VirB1 VirB1, VirB2, VirB3, VirB5~

Btona zewnetrzna

heterodimer (stabilizacja biatek Vir)

Sciana komérkowa X
(mureinowa) liza Sciany 'VirBI

Btona wewnetrzna

Cytoplazma fvirbas™ "\ virB11; aktywno$¢ ATPazy i kinazy
proteinowej
NTP
NTP
/...X NTP
yirBM Kompleks T
VIirE2

do 20 kpz = 3600 nm dt. = 600 czasteczek
VirE2

Rys. 2. Hipotetyczny schemat budowy btonowego aparatu transportujacego komorki bakteryjnej.
Zaznaczono biatka uczestniczace w jego budowie oraz transferze nici T (zmodyfikowano wg 34).
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kwencji zostat zaklasyfikowany jako typ IV eubakteryjnego systemu sekrecji (13).
Bakterie nalezgce do tej grupy wytwarzajg podobne struktury obserwowane przy
przekazywaniu DNA w czasie koniugacji.

Formowanie pilusa zostato zaobserwowane w 1996 r. przez Fuflnera i in. w trans-
misyjnym mikroskopie elektronowym (14). W przeprowadzonej analizie serii mu-
tantéw wykazano, ze do jego wytworzenia niezbedne sa biatka VirA, VirG, VirD4,
VirBI-B11. Mutacja w ktérymkolwiek z genéw kodujgcych te biatka powodowata
awirutencje szczepu. Sam pitus sklada sie z biatek VirBI (15), VirB2 (16), VirB3 (17)
i VirB5 (18). Bialka VirB maja wtasciwosci podobne do innych biatek wigzacych sie
z blong. VirBl wykazuje funkcje enzymatyczne transglikozylazy i lizozymu, moze
zatem bra¢ udziat w lokalnej lizie mureinowej $ciany komoérkowej. Biatka VirB7
i VirB9 poprzez tworzenie heterodimeru, biorg prawdopodobnie udziat w stabiliza-
cji calego kompleksu transbionowego. Inne biatko VirB6 bierze udziat w formowa-
niu tego heterodimeru i homodimeru VirB7 oraz stabilizuje VirB5 i VirB3 (19).

Blonowy aparat transportujagcy ma Srednice okoto 2 nm. W naturalnych warun-
kach za pomoca biatek Vir przez ten kanat moze zostaé przeniesiona ni¢ T-DNA
o dtugosci az do 20 kpz (kitopar zasad) (4). Energii do translokacji kompleksu T do-
starczajg biatka VirB4, VirBl 1 i VirD4 wykazujace aktywno$¢ ATPazy (5).

3. Import kompleksu T z cytoplazmy komorki roslinnej do jadra

Obliczono, ze ni¢ T-DNA o dtugosci 20 kpz wigze okoto 600 czasteczek VirE2
i ma ok. 3600 nm dtugosci (60 razy grubsza od btony jadrowej). Przy zalozeniu, ze
do kompleksu jest dotgczona tylko jedna czagsteczka VirD2, jego masa wynositaby
50 X 10" D. Aby przemiesci¢ sie do jadra, bialka o masie wiekszej niz 40 kD wyma-
gaja posrednictwa sekwencji sygnatéw lokalizacji jgdrowej (NLS - nuclear localiza-
tion signals). Role takich sygnatéw w kompleksie T odgrywajg pewne odcinki biatek
VirD2 i VirE2. Za pomoca analizy sekwencji VirD2 stwierdzono, ze koniec N jest
w 85% konserwatywny u réznych szczepdw Ag”obactcrium, a koniec C tylko w 25%,
przy czym najwieksze podobienstwo dotyczy ostatnich 30 aminokwaséw (20). Wew-
natrz tej jednostki znaleziono sekwencje homologiczng do sekwencji NLS aktywnej
u roslin (21). Produkt tego genu akumulowany byt w jadrze, kiedy do VirD2 przy-
taczono gen reporterowy GUS i badano ekspresje przejsciowg w komérkach roslin-
nych. Produkt genu akumulowany byt w cytoplazmie, gdy sekwencja charaktery-
styczna do NLS zostata usunieta. Nastepne NLS znaleziono na VirE2. W przeprowa-
dzonej analizie sekwencji wskazywano na dwa potencjalne miejsca dwustronnych
sygnatéw lokalizacji jadrowej w tym biatku. Przeprowadzono podobne badania jak
dla VirD2, przytaczajac obszar kodujgcy GUS do tych regionéw. Obydwa NLS byty
potrzebne, zeby otrzymaé¢ maksymalna akumulacje produktu GUS w jadrze.

Agrobacteria, u ktérych brakowato NLS w VirD2 wykazywaty znacznie stabszg wi-
rulencje. Prawdopodobnie VirD2 inicjuje import. Koniec 5' nici T wnikatby do jagdra
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pierwszy. Ta cecha moze by¢ charakterystyczna dla pojedynczych nici kwasu rybo-
nukleinowego. Podobnie przebiega transport 75SrRNA (pierscienie Balbioniego) (22).

4. Integracja obcego DNA do chromosomu

Proces integracji obcego DNA do chromosomu jest bardzo stabo poznany. W naj-
lepszym modelu poréwnuje sie integracje T-DNA do rekombinacji nieuprawnionej
(23). Zgodnie z nim najpierw dochodzi do parowania niewielu nukleotydéw konca
3’ nici T z DNA roslinnym. Takie mikrohomologie dostarczaja minimum specyficzno-
&ci niezbednej do zajscia rekombinacji. Po wbudowaniu pojedynczej nici T do DNA
roslinnego nastepuje dosyntetyzowanie komplementarnej nici na matrycy T-DNA
prawdopodobnie dzieki uaktywnieniu systemoéw naprawczych komorki roslinnej (24).

Biatko VirD2, kowalencyjnie zwigzane z nicig T, odgrywa prawdopodobnie bar-
dzo duza role w procesie integracji. Przypisuje mu sie udziat w precyzji integracji
konca 5' nici T z roslinnym DNA. Moze on wynika¢ z ochronnego dziatania tego
biatka wykazujgcego funkcje egzonukleazy (25). Mutacja w konserwatywnym obsza-
rze argininowym jednej z domen VirD2 powodowata nieprecyzyjng ligacje konca 5’
nici z DNA ro$linnym (26). Drugim istotnym elementem biatka VirD2 jest domena
omega (co). Wydajnos¢ integracji T-DNA do genomu rosliny po transformacji szcze-
pem Agrobacterium wykazujacym mutacje w rejonie virD2 kodujgcym te domene byta
znacznie nizsza (27).

5. Precyzja procesu agrotransformacji

Znajomos¢ mechanizmu uzmystawia nam jego precyzje. Ma to ogromne znacze-
nie w wykorzystaniu praktycznym do horyzontalnego przenoszenia informacji gene-
tycznej. Precyzja procesu transformacji jest zapewniona m.in. przez:

- wyciecie i przeniesienie okreslonego odcinka T-DNA,

- ochrone nici T przed enzymami endonukleolitycznymi komorki roslinnej po-
przez opfaszczenie biatkami Vir,

- wbudowywanie T-DNA do euchromatyny (aktywnej transkrypcyjnie) czesto w po-
staci pojedynczej kopii.

Transformacja genetyczna roslin za pomoca Agrobacterium cieszy sie duzym zain-
teresowaniem. Do tej pory metode te uzyto z powodzeniem do transformacji gene-
tycznej 120 gatunkéw roslin z trzydziestu pieciu rodzin, juz od paru lat uzywana
jest do transformacji zb6z i traw czyli gatunkow jeszcze kilka lat temu uznawanych
za niepodatne na transformacje za pomocg Agrobacterium. Obecnie trudno bytoby
wskaza¢ na gatunek rosliny nie podlegajgcy agrotransformacii. Wydajnos¢ metody
uzalezniona jest od wydajnosci metody regeneracji i optymalizacji warunkéw trans-
formaciji.
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Ponadto Agrobacterium iest uzywane z powodzeniem do transformacji innych mi-
kroorganizmow Jak drozdze (28,29), inne grzyby nizsze (30) oraz ostatnio réwniez
grzyby kapeluszowe (31).

6. Perspektywy

Prowadzone sa réwniez intensywne badania nad mozliwoscig uzycia systemu
Agrobacterium do transformacji komorek zwierzecych. Zgodnie z opiniami autoréw
tego typu prac, brak jest wydajnej metody transformacji tych komérek. Zaledwie
dwa lata temu (32) wykazano, ze kompleks biatek bakteryjnych VirD2 i VirE2 optasz-
cza jednoniciowe DNA, podobnie jak w przypadku nici T-DNA, dzieki czemu jest
szybko i wydajnie importowany do jadra komdrek HelLa. Obecnie z najnowszej pu-
blikacji na ten temat wynika, ze transformacja komodrek zwierzecych za pomoca
Agrobacterium jest mozliwa (33). jednoczesnie wykazano podobienstwo mechani-
zmu transformacji komoérek zwierzecych do roslinnych. Wskazywaty na nie sposéb
przylaczenia bakterii do komoérek oraz brak transformacji przy uzyciu mutantéw
niektérych gendw vir oraz genéw chromosomu bakteryjnego {chvA, chvB) niezbed-
nych do zajScia tego procesu.
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