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1. Wstep

twierdzenie, ze fragment T-DNA plazmidu Ti bakterii glebowej Agrobacte-
Srium tumafaciens moze zosta¢ przeniesiony do komorki roslinnej (1), gdzie
po wbudowaniu do jadrowego DNA (2) ulega ekspresji, pozwolito wykorzystac
ten proces do wprowadzania obeego DNA do komorek roslinnyeh. W kolejnyeh
pracach wykazano, ze rozpoznanie T-DNA zalezy od stosunkowo krotkieh, 25-
zasadowyeh sekwencji flankujacych ten obszar, a DNA pomiedzy tymi sekwen-
cjami mozna zastgpi¢ tym, ktére ma by¢ wprowadzone (3). Wykazano, ze ee-
chy kodowane przez zintegrowane DNA byly dziedziezone wedtug praw Mendla
(4).

Za przeniesienie T-DNA odpowiedzialne sg geny wiruleneji. Wiekszos¢ z nieb
znajduje sie w obszarze vir plazmidu Ti (6,7). Bardzo wazne sa réwniez geny
chv zlokalizowane na ehromosomie bakteryjnym warunkujgee adsorbcje Agro-
bacterium na powierzehni komorki roslinnej (8,9) oraz indukeje regulonu vir
(10,11). Spostrzezenia te pozwolity na daleko idgea modyfikacje plazmidu Ti
Agrobacterium. Doprowadzity one do skonstruowania najezesciej uzywanego
obeenie systemu, zwanego binarnym, w ktorym geny vVir znajdujg sie na
jednym plazmidzie (tzw. pomoeniczym), natomiast T-DNA na drugim (12-14).
Drugi opracowany system kointegraeyjny (15), jak sie wydaje, ma znacznie
mniejsze zastosowanie.

System transformaeji posredniej za pomoca Agrobacterium byt jeszcze pa-
re lat temu prawie wylgcznie stosowany w obrebie roslin dwulisciennych
(16,17). Czes¢ badaczy uwazala wtedy, ze jednoliScienne nie ulegaja trans-
formaeji przy uzyeiu tego systemu (18). Obecnie eieszy sie coraz wiekszym
powodzeniem réwniez w obrebie roslin jednoliseiennych (19-21). Obee DNA
zostalo wprowadzone do stu dwudziestu r6znych gatunkow roslin (22). W wielu
przypadkach pozostaje zatem problemem nie tyle przeprowadzenie transfer-



Transformacja roslin za pomoca Agrobacterium 117

maciji co zwiekszenie jej wydajnosci. Umozliwi to zmniejszenie kosztéw uzy-
skiwania transformantéw i w konsekwencji pelniejsze wykorzystanie w pra-
ktyce oraz jako narzedzie badawcze w biologii (fizjologii) roslin.

2. Czynniki wptywajgce na transformacje przy uzyciu
Agroboctehum

Zainicjowanie wieloetapowego procesu transformaciji roslin, doprowadze-
nie do stabilnej integracji T-DNA oraz stabilnej ekspresji w genomie roslin-
nym jest zalezne od szeregu czynnikéw, ktdre zostang omodwione.

2.1. Rozmnazanie in vitro

Wiekszos¢ systemow transformacji opiera sie na wykorzystaniu totipoten-
cji komoérek somatycznych lub generatywnych w procesach regeneracji in
vitro. Wydajnos¢ z jaka takie komorki moga ulec transformacji jest czynni-
kiem ograniczajacym, zwiaszcza u roslin uznawanych za trudne do prowa-
dzenia w kulturach tkankowych. W jednym z najprostszych dotychczas za-
stosowanych systemow transformacji za pomoca Agrobacterium omija sie te-
chniki kultur tkankowych. Do transformacji wykorzystano nacinanie niedoj-
rzatych kwiatostandw Arabidopsis thaliana u podstawy i inokulacje zawiesing
tych bakterii w miejscu zranienia (23). Jednak system ten bardzo dobrze
funkcjonujacy u malej, o krétkim okresie wegetacji i wydajacej bardzo duzo
nasion rosliny jest nieprzydatny dla innych roslin.

Do najwiekszych zalet systemow regeneracji in vitro roslin, ktére nastepnie
maja by¢ wykorzystane do transformacji naleza:

e wysoka efektywnos¢ i reproduktywnos¢é w celu regeneracji mozliwie

jak najwiekszej liczby niezaleznych roslin do testowania,

e wydajna selekcja, umozliwiajgca podzialy i réznicowanie komorek

transgenicznych i otrzymywanie z nich roslin,

e krotki czas uzyskiwania roslin transgenicznych, co jednoczesnie wa-

runkuje matg zmiennos¢ somaklonalna,

- ciagla dostepnos¢ materiatu roslinnego,

e zastosowanie tej techniki do szerokiego zakresu odmian,

e techniczna tatwosc.

2.2. Szczep Agrobacterium i roslina

Wzajemna interakcja bakterii i komorki roslinnej zachodzgaca w czasie
transformacji doprowadzita do ewolucyjnego wyksztalcenia mechanizmoéw
rozpoznania komorki gospodarza przez Agrobacterium oraz pewnej specjali-
zacji poszczegolnych szczepéw w stosunku do réznych grup roslin. W prze-
prowadzanych doswiadczeniach wykazuje sie szerokie zréznicowanie wrazli-
wosci roslin na rézne szczepy Agrobacterium (24-26). Boulton i wsp. (27)
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wykazali, ze szczepy Agrobacterium, ktore uzywajg jako zrodita pokarmu
i energii nopaline, agropine i mannopine sg w stanie wywota¢ infekcje ku-
kurydzy, natomiast te wykorzystujace oktopine i kukumopine nie sa pato-
genne. Z przeprowadzonych badan poréwnawczych nad zdolnosciami trans-
formacyjnymi trzech szczepdw: oktopinowego LBA4404(pAL4404), nopalino-
wego C58CIl(pMP90) oraz L,L-sukcinamopinowego EHA105(pEHA105) u gro-
chu uzyskano odpowiednio 1, 2,2 i 8,2 transgenicznych roslin ze 100 wy-
tozonych eksptantatéw (28).

Klasyfikacji tumorogennych szczepéw Agrobacterium dokonano na pod-
stawie rodzaju opin kodowanych przez geny, ktére znajdowaly sie w obszarze
T-DNA plazmidu Ti danej bakterii. Zwigzki te sg wykorzystywane przez ba-
kterie jako zrodto wegla i azotu. Naleza do nich m.in. typy: oktopinowe,
nopalinowe, agropinowe, L,L-sukcinamopinowe i sukcinamopinowe. Niektore
z nich, wykazujace podwyzszong ekspresje gendéw vir oraz szeroki zakres
zdolnosci infekcyjnych réznych gatunkéw roslin, okreslane sg jako hiperwi-
rutentne. Takim szczepem jest np. szczep A281 z grupy szczepoéw L,L-sukci-
namopinowych (29) oraz szczepy EHA 101 (30) i EHA 105 (31) bedace po-
chodnymi szczepu A281. Innym szczepem wykazujgcym silng wirulencje u soi
jest szczep Chry5. Na podstawie tego szczepu skonstruowano system binarny
KYRTI oraz uzyto do transformacji soi (32). W badaniach poréwnawczych
z EHA 105 oraz GV3850 stwierdzono, ze nowy system jest podobnie lub na-
wet troche bardziej efektywny.

Szczepy te réznig sie réwniez struktura i rodzajem genéw wirulencji (33-
35), ktoére sg bezposrednio odpowiedzialne za przeniesienie i obrobke T-DNA.
W ich zakres wchodzi osiem operonéw (od uirA do virH] ulokowanych na
plazmidzie Ti. Ekspresja gendéw jest regulowana przez biatka Vir A i Vir G (36).
Vir A w odpowiednim pH oraz obecnosci drobnoczgsteczkowych zwigzkow
fenolowych i cukrow uwalnianych przez zranione komorki ulega autofosfo-
lylaciji i fosforyluje biatko Vir G, ktére w dalszej kolejnosci aktywuje promo-
tory gendéw vir wawotujgc transkrypcje (37). Enzym VirD2 przytacza sie do
konca 5 nici T, a VirE2 tworzy z nig kompleks ochronny. Za przeniesienie
tego kompleksu przez membrane bakteryjng do cytoplazmy komaérki roslinnej
odpowiada az jedenascie biatek VirB i VirD4 (38). Te spostrzezenia pozwolity
na modyfikacje gendw vir w celu zwiekszenia efektywnosci transformacji ro-
$lin. Mutacja genu virG do virGN54D wywotana zmiang kodu tylko jednego
aminokwasu powoduje ekspresje konstytutywna innych gendw vir. Transfor-
macja tytoniu, bawelny i kukurydzy za pomoca Agrobacterium zawierajacym
plazmid ze zmutowanym genem VirGN54D byia znacznie bardziej wydajna
niz z typem dzikim (39). Podobnie uzycie wielu kopii genu virG spowodowato
zwiekszenie efektywnosci transformacji u tytoniu, mimo ze nie datlo po™-
tywnego efektu u kukurydzy. Zwiekszenie efektywnosci transformacji przej-
Sciowej poprzez zwielokrotnienie liczby kopii tego genu u selera, marchwi
i ryzu otrzymali réwniez Liu i wsp. (40) przy czym efekt ten byt jednoczesnie
zwigzany z gatunkiem rosliny i typem plazmidu Ti. Zwiekszenie liczby kopii
tego genu powodowato wieksze uniezaleznienie efektywnosci transformaciji
od acetosyringonu (41) lub od pH (42,43). Wektory wykazujace wysoka eks-
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presje gendw vir G wykorzystane byly réwniez do transformaciji ryzu za po-
mocg Agrobacterium (44). Ogromna role w indukcji genéw vir, gtbwnego czyn-
nika wptywajacego na zdolnos¢ Agrobacterium do infekcji kukurydzy, odegrat
locus uirA, a za absolutnie niezbedny czynnik autorzy uznali biatko ChvE
wymagane do indukcji ekspresji genéw vir (45).

Najdtuzsze fragmenty T-DNA przekazywane przez dzikie szczepy Agrobac-
terium do komodrek roslinnych wynosity od 15 do 25 tysiecy par zasad (46).
Zastosowanie w systemie binarnym plazmidu pomocniczego wykazujacego
zwiekszong produkcje biatek Vir G i Vir E pozwolito na wydajne wprowa-
dzenie do genomu rosliny fragmentu wynoszgacego az 150 tysiecy par zasad
obcego DNA i dziedziczenie go w catosci (47).

2.3. Czynniki indukujgce geny wirulencji

Wspomniano juz, ze transkrypcja obszaru uirjest indukowana przez zwigz-
ki fenolowe jak acetosyiingon i ailfahydroksy-acetosyringon (48,49). Sg one
uwalniane przez zranione komorki niektérych gatunkéw roslin tatwo ulega-
jacych transformaciji jak na przyktad tytonn (50). Indukcje genéw uir w wa-
runkach kultury in vitro u gatunkéw roslin nie wytwarzajacych tych zwigz-
kéw mozna osiagna¢ poprzez kokultywacje Agrobacterium ze zranionymi ko-
morkami lub tkankami roslin wytwarzajgcych te induktory, lub tez przez
dodatek acetosyringonu do kultury bakteryjnej (51), albo w czasie kokulty-
wacji z eksplantatami (52,53), a takze poprzez wstepne traktowanie eksplan-
tatow tymi zwigzkami (54). W ostatnio przeprowadzonych doswiadczeniach
nad transformacja niekaleczonych lisci tsdoniu za pomocag Agrobacterium wy-
konanych przez Escudero i Hohn (55) zaprzecza sie powszechnej opinii po-
trzeby ich kaleczenia. Infekcja tkanki lisci byla zalezna od sSwiatta i w zwigz-
ku z tsmi autorzy przypuszczaja, ze wnikanie Agrobacterium nastepuje przez
komorki szparkowe. Nadal jednak ogromna role w infekcji odgrywat aceto-
syringon dodawany do kultuiy bakteryjnej przed traktowaniem lisci.

Do innych czynnikéw wptywajacych na regulacje transformaciji naleza pH,
temperatura (49), pH, temperatura i sacharoza (56,57), temperatura (58),
opiny (59), cukry (60,9) i osmoprotektanty jak glicynobetaina (61). Wptyw
pH i acetosyringonu na transformacje poprzez Agrobacterium moze byc¢ za-
lezny od genotypu rosliny oraz uzytego szczepu (62). Stwierdzono m.in., ze
obecnos¢ acetosyringonu podnosi wirulencje szczepu A281 u Glycine max.

Pelniejsze badania wplywu temperatury na transformacje za pomoca Agro-
bacterium zostaly przedstawione przez Dillen i wsp. (63). Autorzy uzyli réz-
nych szczepéw zawierajgcych system binarny, w ktérych plazmid pomocniczy
byt typu nopalinowego, oktopinowego, agropinowego lub sukcinamopinowego
oraz dwdch gatunkéw roslin [Phaseolus acutifolius i Nicotiana tabacum). Te-
stowano szes¢ réznych temperatur od 15 do 29°C. Niezaleznie od uzytego
typu plazmidu pomocniczego oraz genotypu hajwyzsza ekspresje przejsciowg
genu uidA uzyskano w temperaturze od 19 do 22°C. Podobnie jak w bada-
niach przeprowadzanych przez Alt-Moerbe i wsp. (56,57), gdzie synteza VirD2
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i VirG oraz w badaniach prowadzonych przez Fullner i Nester (58) i Melchers
i wsp. (64), gdzie indukcja virB byta wysoka w temperaturze od 20 do 25°C,
tak i tutaj sugeruje sie, ze zachodzi zalezno$¢ pomiedzy regutlonem vir i tem-
peraturg. Mimo ze synteza wymienionych bialek oraz indukcja genéw virB
byty wystarczajaco wysokie réwniez w wyzszych temperaturach, w przypadku
koniugacji zaleznej od vir optimum temperatury wynosito 19°C.

2.4. Selekcja transgenicznych komoérek oraz warunki regeneracji roslin

Tradycyjna selekcja transgenicznych komoérek oparta jest na systemie se-
lekcji negat}rwnej. Polega ona na tym, ze komorki transgeniczne nabierajg
zdolnosci do przezycia na substancji selekcyjnej uzytej do ich kultury, na-
tomiast nietransgeniczne na niej zamierajg. W pierwszym przypadku dzieje
sie tak dzieki wbudowaniu do genomu roslinnego oraz wystgpieniu ekspresji
genu warunkujacego odpornos¢ na okreslong substancje. Sa nimi zazwyczaj
antybiotyki lub herbicydy. Najczesciej uzywanym genem selekcyjnym jest
gen kodujgcy fosfotransferaze neomycyny {ntpll) warunkujgcy opornos¢ na
kanamycyne (65), rzadziej fosfotransferaze higromycyny [hpt) kodujacg opor-
nos¢ na higromycyne (66) oraz transferaze fosfinotrycyno-acetylowa (bad wa-
runkujacy opornosé¢ na fosfinotiycyne (67). Ten ostatni jest jednoczesnie ge-
nem warunkujgcym odpornos¢ na herbicyd Basta, poniewaz fosfinotrycyna
jest jego zwigzkiem aktywnym. Dodanie do pozywek odpowiednio kanamy-
cyny, higromycyny lub fosfinotrycyny (czynnik aktswny herbicydu) umozliwia
prowadzenie selekcji komoérek transgenicznych.

Dodatkowo w systemach transformacyjnych uzywany jest gen reporterowy
gus kodujgcy (3-glukuronidaze (68). Wprowadzenie intronu do czesci kodu-
jacej tego genu pozwolito na badanie jego ekspresji po wbudowaniu do DNA
roslinnego (69). Dzieki temu stwierdzono, ze juz w 36 godzin po infekcji
Agrobacterium zaszto wbudowanie, transkrypcja i translacja poniewaz aktyw-
nos¢ enzymu byta wykrywalna. Podobnie obecnie modyfikuje sie inne geny
selekcyjne wprowadzane do roslin. W wielu jednak przypadkach system se-
lekcji komoérek transgenicznych jest mato wydajny ze wzgledu na zbyt niska
ekspresje gendw markerowych, co moze by¢ zwigzane m.in. ze stabym pro-
motorem tego genu (70).

Od niedawna proponuje sie uzycie genu kodujgcego biatko zielonej tluo-
rescencji (GFP) wyizolowanego z meduzy, jako systemu alternatywnego do
genu reporterowego gus (71). Obserwacja ekspresji tego genu jest mozliwa
w roslinach po naswietlaniu ich ultrafioletem. System ten ma réwniez swoich
przeciwnikéw ze wzgledu na fototoksycznos¢ tego biatka, niestabilnos¢ jego
ekspresji w warunkach polowych oraz stosowanie mato czutej metody wy-
kiywania.

W niektérych doniesieniach sugeruje sie wplyw czynnika selekcyjnego na
wydajnosc¢ selekcji (72-74). Biorgc pod uwage zréznicowany wpHAV substanciji
selekcyjnych Becker i wsp. (75) wprowadzili do jednego z wektorow binar-
nych rézne geny selekcyjne: fosfotransferazy neomycyny (nptil), fosfotransfe-
razy higromycyny [hptll), transferazy fosfinotiycyno-acetylowej (bar), redu-
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ktazy dwuhydrofolowej [dhfr) oraz gen warunkujgcy opornos¢ na bleomycyne
[ble). Wprowadzenie tych wektoréw do szczepu hiperwirulentnego EHA105
(PEHA105) pozwolito na wykonanie badan dotyczgacych wpltywu substanciji
selekcyjnej na selekcje transgenicznych peddéw grochu (28). Pedy takie uzy-
skiwano z bardzo wysoka jak dla grochu efektywnoscia rzedu od kilku do
kilkunastu procent na fosfinotrycynie i kanamycynie, natomiast nie udato
Sie ich uzyska¢ na higromycynie B i metatreksanie.

Ciekawy system selekcji pozytywnej zaproponowali Joersbo i Okkels (76).
W swoich badaniach zastosowali metode oparta na procedurze regeneraciji,
w ktérej w}miagane jest dodanie cytokininy w celu otrzymania regeneracji
pedéw. Zamiast cytokininy autorzy dodali do poz}rwki nieaktywnej pochodnej
glikuronidu. Komorki, ktére ulegly transformaciji i wykazaty aktywnos¢ genu
giLs byly w stanie przeksztaici¢ glikuronid cytokininy do aktywnej cytokininy
przez co uleglty regeneracji. Jednak, jak mozna sie domyslaé, system ten
moze by¢ wykorzystany tylko w okreslonych warunkach kultury.

2.5. Stabilnos¢ integraciji i ekspresji wprowadzonego genu

Poziom ekspresji transgendw moze wahac¢ sie w bardzo szerokich grani-
cach (77,78). Powszechnie uwaza sie, ze zalezy on od efektu pozyciji (79,80),
liczby kopii przeniesionego genu (81,82). Istotnym czynnikiem moze byc¢ in-
tegracja tylko fragmentu T-DNA (83,84). Zagadnienia te moga by¢ rozwigzane
poprzez regeneracje wielu niezaleznych transformantéw i wybranie tych z od-
powiednig ekspresja. Powazniejsza kwestie stanowi niestabilnos¢ ekspres;ji
transgenow (85), brak ekspresji wprowadzonych gendéw u transgenicznych
roslin (86,87) i niemendlowskie dziedziczenie transgenicznych fenotypow
(88,89). W wiekszosci przypadkoéw utrata ekspresji transgendw byta wyni-
kiem ich metylacji (89,90). Dlatego zastosowanie czynnika demetylujgcego
wplywato na jej podniesienie i ustabilizowanie (91,92). Poniewaz prawidiowa
ekspresja transgenow jest rownie wazna jak i wydajna metoda transformaciji,
ostatnio przedstawiono szereg prac na ten temat (93-95).

Pewne trudnosci w ekspresiji transgendw zwigzane sg m.in. ze zbyt duzg
liczbg kopii danego genu w roslinie oraz niemendlowskim ich dziedziczeniem.
Przypisuje sie to balistycznej metodzie transformacji. W metodzie tej czesciej
wystepujg rowniez rosliny chimeralne. Dlatego tak szeroko dotgd stosowana
metoda transformaciji za pomoca Agrohacterium cieszy sie réwniez coraz wie-
ksza popularnoscig wsrod gatunkéw trudnych w kulturach in vitro.
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Agrobacterium - mediated transformation of plants - basic model of the
process and key factors involved in it

Summary

During infection of plant tissue by Agrobacterium, a fragment of Ti plasmid (T-DNA) is trans-

ferred to a cell. T-DNA is delimited by 25 bp direct repeats, which are necessary to direct it.
Any piece of DNA flanked by these sequences can be transferred to the plant cell, where it
becomes integrated into the plant genome. The processing and transfer of T-DNA are mediated
by vir region localized on the Ti-plasmid. Based on the summarized model of plant transformation
via Agrobacterium, the key factors involved in this mechanism are reviewed.

There are two basic components of the process: Agro strain with its vector system and

recipient, usually totipotent plant cell. The most important factors, which should be taken into
consideration, include: Agrobacterium host specificity and its vector system, tissue culture te-
chniques and their limitations, chemical agents inducing virulence genes and selection strategies.
Some of them can influence the expression pattern of the introduced genes.
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