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1. Wstep

ransformacja jest to metoda za po-
mocg ktérej wprowadza sie do ge-

nomu okreslony fragment DNA. Czyni

sie to albo w celu zbadania jakag fun-
kcje dany fragment petni albo uzyska-
nia $cisle zamierzonego efektu — je-
zeli wiadomo jaki fenotyp jest przez
fragment wywotywany.

Transformacja jest uzywana
w dwoéch obszarach: 1) w badaniach
podstawowych przy poznawaniu roli
okreslonych czesci informacji genety-
cznej, 2) w pracach aplikacyjnych przy
uzyskiwaniu roslin zwanych trans-
genicznymi, ktore majg zmieniong
konkretng(e) wiasciwosé(i). Z tych tez
wzgledéw skutecznos¢ transformacji
w decydujgcym stopniu wyznacza
szybko$¢ postepu w pracach badawv-
czych oraz aplikacji.
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2. Postep w transformacji

w moim przekonaniu w ostatnim okresie dokonat sie niezwykly postep
w zakresie doskonatenia metodyki transformaeji. Wyraza sie on przede wszy-
stkim: 1) ogromnym zwiekszeniem skuteeznosci gtdwnie przez opraeowanie
nowyeh ,,super wektorow”, dzieki czemu stata sie moztiwa transformacja ro-
stin jednotisciennych za pomocg Agrobacterium tumefaciens oraz transfor-
mowanie bez potrzeby uzycia kuttur in vitro, 2) opracowaniem oryginainego
i uniwersatnego markera GFP [Green Fluorescent Protein), 3) kontrotg miejsca
insercji transgenu. Skutki tych prac sg wietorakie. Przede wszystkim trans-
formacja staje sie coraz bardziej prostym zabiegiem, ktory moze by¢ zreati-
zowany na zamoOwienie (w USA sa nawet osrodki, ktére wyspecjatizowaty sie
w Swiadczeniu tej ustugi u poszczegolnych gatunkéw — tab.l). Oznacza to,
ze weryfikacja efektow fenotypowych wszelkich konstrukcji genowych bedzie
coraz prostsza i szybsza. Dzieki temu ogromnie przyspieszy sie tempo prac
z zakresu genetyki molekularnej oraz biotechnologii. Zyskujg zatem badania
podstawowe i aplikacyjne.

Tabela 1
Przyktady ustugowych mozliwosci w zakresie transformacji roznych gatunkéw roslin
w ROZNYCH OSRODKACH W USA

Instytucja Roslina Kontakt
Cornell University pomidor, glony, grzyby Karen Kindle
lowa State University kukurydza, soja Kan Wang
Texas A&M University bawelna, ryz, sorgo, banan Keerti Lathore
Texas A&M University topola, sosna Jean Gould
University of Georgia soja Glenn Collins

University of Kentucky
Ohio State University

University of Nebraska pszenica, soja Paul Staswik
Lincoln
University of Wisconsin at Madison lucerna, ziemniak Sandra Austin Philips

2.1. Skutecznos$¢ transformacji

Skuteczno$¢ transformacji jest gtéwnie pochodng trzech czynnikéw:
1) czestosci integracji transgenu do genomu biorcy; 2) rozdzielczosci metody
selekcji czyli mozliwosci odréznienia komorek lub innych obiektow, ktore
ulegty transformaciji, od typu dzikiego oraiz 3) mozliwosci zastosowania u do-
wolnego gatunku lub odmiany. Rosliny jednoliscienne byly uwazane za nie-
zwykle tmdne do transformacji z dwoéch zasadniczych powodoéw. Po pierwsze,
twierdzono, ze nie ulegajg transformacji za pomoca naturalnego i powszech-
nie uzywanego wektora jakim jest Agrobacterium tumefaciens. Po drugie zas.
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u wiekszosci z jednolisciennych bardzo trudno uzyskiwano regeneracje
w kulturach in vitro, bedacych podstawowym, a witasciwie jedynym materia-
tem do transformacji. Tymczasem wiasnie rosliny jednotiScienne sg najbar-
dziej znaezacg ekonomicznie grupa w Swiatowym rolnictwie. Z tych tez wzgle-
doéw sceptycznie zapatrywano sie na mozliwosci szybkich sukceséw ekono-
micznych, przez wprowadzenie transgenicznyeh odmian.

Myslac o zwiekszeniu efektirwnosci transformacji u roslin jednoliscien-
nych, zwracano sie przede wszystkim ku metodzie biolistycznej, polegajgcej
na mikrowstrzeliwaniu DNA do komorek i tkanek. Przelom, ktéry nastgpit
byt zupetnie niespodziewany. Najpierw okazalo sie, ze za pomoeg A. tume-
faciens mozna uzyskaé transgeniczne rosliny ryzu, i to z wcale niemalg efe-
ktywnoscig. Dokonali tego Japonczycy z Japan Tabacco Company. W ubie-
glym roku, ta sama grupa uzyla do transformacji kukurydzy specjalnego
,»superbinarnego” wektora i A. tumefaciens uzyskata zadziwiajgeo wysoka
skutecznosé, wynoszacg do 30% zarodkow, nieosiagalng za pomocag metod
biolistycznych. W tym samym czasie dokonano transformacji innej niezwykle
waznej w rolnictwie trzeciego Swiata rosliny jednolisciennej, tj. manioku.
W jednym z zespoléw zastosowano metode biolistyczng, a w drugim wyko-
rzystano A. tumefaciens. Skutecznos$¢ te osiggnieto dzieki ustaleniu roli Kilku
czynnikow takich jak: stadium i genotyp niedojrzalyeh zarodkéw uzywanyeh
do kultury, stezenie bakterii uzytych do kokultury, sktad pozywki uz3wanej
do kultury, rodzaj i konstrukcja genu markerowego. Zastosowanie genu mar-
kerowego GUS, zawierajacego intron w obrebie kodujacej sekwencji zapew-
nito ,,ezystos¢” ekspresji tylko w komorce roslinnej, a nie w bakteriach in-
fekujacych tkanke.

Dzieki temu jednoznacznie mozna byto rozpoznaé efekt transformacji. Na
przestrzeni ostatnich czterech lat skutecznos$¢ transformacji, np. ryzu wzros-
ta przeszta 100-krotnie. W kazdej z prac bardzo duza uwage prz3rwigzywano
do wiasciwego stanu materiatu z kultury in vitro uzywanego do transformacji.

Obecnie, grupa roslin nie dwuliseiennych u ktérych dokonano transfor-
macji za pomocag A. tumefaciens obejmuje: jednoliseienne — pszeniea, ku-
kurydza, ryz, maniok, narcyz, asparagus i mieczyk oraz drzewa — orzeeh
wioski i ananas.

Kolejny przetom w metodyee transformacji polega na tym, ze nie jest
konieczne stosowanie kultury in vitro, mozna uzywac¢ nasion, wprawdzie nie-
zwykle drobnych bo Arabidopsis thaliana, ale jednak! (1). Mozna tez trans-
formowac in piania (2).

Geny markerowe i selekcyjne sg bardzo waznym elementem w transfor-
macji. Ich rola pozornie prosta, jest jednak ztozona. Stosowane dotyehczas
geny markerowe miaty kilka wad utrudniajgcych jednoznaczne odréznienie
tych komoérek i roslin, ktére ulegly transformaeji od typu dzikiego. Do naj-
wazniejszych nalezg: konieczno$¢ stosowania substratu do reakcji i zapew-
nienie jej odpowiedniego przebiegu (np. gen GUS) i mozliwo$¢ ujemnego
wplywu na komorki lub srodowisko (oporno$é na herbicydy, antybiotyki).
Ciaggle tez jest podnoszona, szezegOllnie w prowadzonych w srodkach maso-
wego przekazu dyskusjach, mozliwos¢ przedostania sie takieh genéw mar-
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kerowych do innych roslin w naturalnym s$rodowisku i powstaniu kompli-
kacji ekologicznych. Za pomocg dotychczasowych markerdow jest bardzo trud-
no monitorowac¢ taka zasztosé. Mozna powiedzie¢, ze u podstaw niezadowo-
lenia z dotychezasowych markeréw transgendw leza albo niewygoda i nie-
pewnos¢ efektu albo obawa przed narazeniem sie na krytyke organizacji
proekologicznych. Nowym markerem (3), nalezacym do tzw. markeréw in
vitro jest gen kodujacy biatko zielonej fluorescencji. Uzyty do tych badan
GFP pochodzi z meduzy i jest 27-KD monomerem o unikatowej wiasciwosci
polegajacej na emisji Swiatta zielonego po naswietleniu ultrafioletem (~ 395
nm) lub Swiattem niebieskim (~ 490 nm). Efekt ten obserwowano po wpro-
wadzeniu genu do bakterii, nicieni, owadoéw, myszy i roélin. Jest to zatem
uniwersalny marker transgenicznosci, bo niezalezny od gatunku i dodatkowo
nie wymagajacy substratu, enzymu czy kofaktora. Ciekawostka jest to, ze
oryginalny gen GFP zostat tak zmodyfikowany, za pomocg metod inzynierii
genetycznej, aby poziom jego ekspresji umozliwial zastosowanie w pracach
monitorowania ekologicznego. Modyfikacje jakich dokonano polegaty na eli-
minacji ukrytych miejsc tgczenia oraz zamianie stabych kodonéw na silniej-
sze. Sledzenie ,losu” transgenu w $rodowisku staje sie dzieki temu proste,
szybkie i jednoznaczne.

2.2. Kontrola miejsca insercji transgenu

Jest ona bardzo waznym czynnikiem ksztattujgcym efektywnosc¢ transfor-
macji. Zmieniajgce sie miejsca insercji transgenu, a tym samym rézne sasie-
dztwo gendw wobec transgenu, jest uwazane za gitdwny ezynnik zmiennosci
fenotypowej transformantéw niosacych ten sam trasgen. W przypadku zamia-
ru wytworzenia transgenicznej odmiany, powoduje to konieczno$¢ przetesto-
wania wiekszej ticzby niezaleznie powstatych transformantéw okreslang na
minimum ok. 30-100 w zaleznosci m.in. od gatunku, transgenu i warunkéw
transformacji. Proces integracji DNA przy bezposrednich transformacjach {ele-
ktroporcja, chemiczne inkubacje protoplastéw, metody biolistyczne) jest mato
poznany. Systemy transformacji wykorstujgce wektory Ti zachowujg ele-
menty naturalnego systemu integracyjnego w postaci lewych i prawych se-
kwencji granicznych oraz wirulentnych genéw kodowanych przez Ti plazmidy
lub bakteryjne DNA. W takim przypadku integracje sg katalizowane przez
biatka bedace sktadnikami systemow integrujacych. Podstawowym mechani-
zmem umozliwiajagcym precyzyjne, ukierunkowane integracje transgendw
w wybrane miejsea w genomie sg homologiczne rekombinacje. Ich wydajnos¢
jest jednak bardzo niska, tj. jedna na ok. 107-10® niehomologicznych, przy-
padkowych rekombinacji; co eliminuje jakiekolwiek praktyczne zastosowania
metod polegajacych na ukierunkowanej genetycznej transformacji roslin. Obe-
cnie uzyskano transgeniczne rosliny zawierajgce proste systemy specsficznej
integracji m.in. Cre/lox z bakterii lub FLP/FRT u tytoniu (4) z 2 am plazmidu
drozdzowego u kukurydzy (5 i 6). Przy ich uzyciu wykazano, ze jest mozliwa
niezwykle wysoka sprawnos¢ dziatania systemow w takich rostinach jak tyton
i kukurydza. Metoda ta wymaga najpierw przygotowania biorcy do transfer-
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macji przez odpowiednie usytuowanie w jego genomie okreslonych sekwenciji,
a dopiero potem przeprowadzana jest transformacja genem uzytkowym. Spra-
wia to, ze procedura staje sie dwuetapowa.

Systemy specyficznej rekombinacji moga by¢ wykorzystane do wycinania
zbednych fragmentéw obcego DNA po transformacji. Obecnie dostarczono
dowody, ze u kukurydzy sg mozliwie doktadne genowe rekombinacje specy-
ficznych miejsc rekombinacyjnych (FRT) indukowane przez FLP rekombinaze.
Uzywajac tego systemu, a takze doskonale przemyslanych konstrukcji we-
ktoréw rekombinacyjnych, dokonano wyciecia markerowego genu neo z wy-
dajnoscig rzedu 61%.

Osiagniecie to stwarza jednoczes$nie mozliwos¢ spetnienia jednego z zgdan
organizacji proekologicznych, tj. aby odmiany transgeniczne nie zawieraly
gendéw selekcyjnych i/fub markerowych powodujacych opornosé na antybio-
tyki czy herbicydy.

Systemy specyficznej rekombinacji mogg zosta¢ réwniez wykorzystane do
tego, aby reakcje z nimi zwigzane i ekspresja transgenu zachodzity w okre-
$slonym miejscu lub czasie. Stwarza to nie tylko dodatkowe i wartosSciowe
mozliwosci aplikacyjne, ale réwniez i badawcze, szczegOlnie nad procesami
rozwojowymi.
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An amazing progress in plant transformation methods
Summary

A great progress in the higher plants transformation methodology has been observed. It
includes the following events: increasing efficiency, development of new markers which are eco-
logically acceptable, transformation of new monocotyledonous species using A. tumefac.iens ,,su-
pervectors”, control of recombination site.
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