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1. Wprowadzenie

I Jozwdj biologii molekularnej umozliwia uzycie techniki wprowadzania po-
X\jedynczych obcych genéw do genomu komérki rodlinnej i zastosowanie
tej procedury do ulepszania roélin uprawnych. Opisano rézne sposoby wpro-
wadzania DNA do tkanek, komdrek lub protoplastéw, z ktérych szersze zna-
czenie praktyczne majg: wprowadzanie DNA do protoplastéw przez mikropory
wytworzone w eytoplazmie pod wptywem pola elektromagnetycznego i/lub
PEG, mikroiniekcja do komdrek lub organelli komoérkowych i wstrzeliwanie
DNA za pomoeg biologieznego poeisku (1). Wprowadzane w ten spos6b DNA
nie jest zabezpieezone przed atakiem endo- i egzonukleaz, ktére powodujg
jego degradaeje i sprawiajg, ze wydajno$¢ transformacji jest niska. Za naj-
bardziej skuteczny sposéb dla roslin dwulisciennych jest obecnie uwazane
wprowadzanie DNA za posrednietwem Agrohacteriurru ktéra ewolucyjnie wy-
tworzyta system genetyeznej kolonizacji roslin.

2. Mechanizm genetycznej kolonizacji roslin
przez Agrobacterium

Agrobacterium jest patogeniczng bakterig glebowa, ktéra infekuje rosliny
przez zranione tkanki, powodujge tumorowy wzrost guzéw na szyjee korze-
niowej w przypadku A. tumefaciens lub nadmierny rozrost korzeni w przy-
padku A. rhizogenes (2,3). W kulturach in vitro zainfekowane tkanki tworzg
kalus lub liczne korzenie bez dodatku regulatoréw wzrostu do pozywki. Po-
wstajaee w wyniku infekcji tumorowe komdrki majg ponadto zdolnos¢ pro-
dukcji i wydzielania na zewnatrz opin i cukrow, ktére stanowig zrodto azotu
i wegla dla zasiedlajgeych przestrzenie miedzykomorkowe bakterii.
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Komorki tumorowe powstajg w wyniku przeniesienia fragmentéw plazmi-
déw bakteryjnych — Ti-plazmid u A. tumefaciens (rys. 1, za 2) i Ri-plazmid
u A. rhizogenes, do wnetrza komérek roslinnych. Te fragmenty, zwane DNA
transferowym (T-DNA), przemieszczajg sie przez uszkodzong $ciange komorko-
wa do jadra, gdzie moga przylaczyé sie do DNA rosliny i realizowaé swoj
program genetyczny. Na T-DNA stwierdzono obecnos¢ genéw kodujacych syn-
teze auksyn, cytokinin i opin. Fragmenty T-DNA sg zawsze precyzyjnie wy-
cinane w procesie przenoszenia w sgsiedztwie tzw. sekwencji granicznych.
Znajdujace sie w obrebie T-DNA sygnaty ekspresyjne TATA przy konicu 5' (dla
inicjacji) i AATAAA przy koncu 3 (dla terminacji), sg rozpoznawane przez
czynniki transkrypcyjne rosliny (2).

region T
produtoia

Rys. 1. Plazmid Ti.

Proces infekcji przebiega w zasadzie podobnie u réznych szczepéw Agro-
bacterium i jest zainicjowany, gdy jeden z gendéw wirulencyjnych umieszczo-
nych na plazmidzie rozpozna w otoczeniu bakterii obecno$¢ substancji feno-
lowych, wydzielanych przez uszkodzone komorki roslinne. Bakteria przemie-
szcza sie w poblize uszkodzonej komérki roslinnej, a geny wirulencji umie-
szczone na chromosomie bakteryjnym indukujg produkcje substancji umo-
zliwiajacych przyleganie komorki bakteryjnej do komorki roslinnej. W wyniku
uaktywnienia sie innego plazmidowego genu wirulencji produkowane jest bial-
ko inicjujgce akcje endonukleazy. Enzym ten wycina T-DNA z plazmidu,
a biatko wigze sie kowalencyjnie z koncem 5’| ochrania je przed atakiem
innych nukleaz i pilotuje transfer do jadra komdrki roslinnej. Inny gen wi-
rulencyjny plazmidu powoduje produkcje nastepnego biatka ochronnego, kto-
re otula jednoniciowe T-DNA, tworzac nitke nukleoproteinowa. Jeszcze inny
plazmidowy gen wirulencyjny indukuje tworzenie biatek budujgcych struktu-
ry, przez ktére T-DNA jest transportowane do jadra komdrkowego. Proces ten
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jest podobny do koniugacyjnej wymiany DNA pomiedzy bakteriami, chociaz
jest znacznie mniej poznany. Kolejny plazmidowy gen wirulencyjny odpowiada
za produkcje biatka, ktére moze detoksyfikowa¢ niekorzystne substancje
obecne w komorce roslinnej. Niektére szczepy bakterii posiadajg ponadto na
chromosomie gen kodujacy synteze trans-zeatyny, ktdra wydzielana w poblize
komorki roslinnej powoduje wzrost tumorogennosci. Miejsce wigczenia T-DNA
ma charakter przypadkowy i moze wigza¢ sie z reorganizacjg DNA genomo-
wego. Sugeruje sie nastepujacy sposéb wiaczania T-DNA (4,5):

— T-DNA jest przenoszone do komérki roslinnej jako kompleks DNA-biatko,

— po wniknieciu do jadra, biatko zwigzane z prawym konhcem (5j wigze
sie z przecietg sekwencjg DNA roslinnego,

— przytaczenie sie jednoniciowego T-DNA do jednej z nici DNA roélinnego
powoduje lokalne skrecenie, co ma konsekwencje w postaci hastepnego pek-
niecia na koncu przytaczonego DNA,

— kazdy z koncéw T-DNA jest wigzany do DNA roslinnego, a nitka homo-
logiczna jest kopiowana przez enzymy komorkowe,

— reperacja i replikacja powstajgcych przecie¢ DNA roslinnego moze po-
wodowaé tworzenie powtarzalnych sekwencji réznej diugosci i dodatkowe
przeorganizowania w postaci delecji i/lub duplikacji na koncach wprowadzo-
nego T-DNA.

3. Ekspresja genow T-DNA w roslinach

Przypuszcza sie, ze T-DNA moze ulegac przejsciowej ekspresji w komorce
roslinnej, nawet jesli nie jest wigczony do DNA genomowego, poniewaz po-
siada odczidywane przez rosline sygnaty transkrypcyjne (5). Zjawisko to jest
jednak ograniczone do krotkiego czasu, po czym T-DNA, ktoiy nie jest zwig-
zany z DNA genomowym, zostaje strawiony przez endonukleazy. T-DNA zin-
tegrowany rozpoczyna produkcje enz3nnéw szlaku syntezy auksyn i cytokinin,
co przerjTwa réwnowage hormonalng komorki i inicjuje tumorowy wzrost oraz
synteze i wydzielanie opin. Takze trwale wigczenie sie T-DNA nie gwarantuje
jego ekspresji z powodu metylacji lub sgsiedztwa z ,,u$pionymi” regionami
DNA (6).

Objawy ekspresji genéw markerowych stwierdzano juz po 2 dniach od
poczatku kokultywacji (7). Najtatwiejsza do obserwowania jest ekspresja wy-
izolowanego z Escherichia coli genu kodujacego enzym P-glukuronidaze powo-
dujacego rozszczepienie substratéw (5-glukuronidowych, ktére w wyniku tego
stajg sie widoczne w komodrkach, poniewaz zmieniajg zabarwienie na niebie-
skie. Geny tego typu, ktére pozwalaja $ledzi¢ stransformowane sektory tkanek
nosza nazwe gendw reporterowych (8). Przeorganizowanie genu GUS spowo-
dowato, ze nie jest on ,,czytany” przez Agrobacteriurru co wyklucza pomyiki,
takze przy obserwacji najwczesniejszych zdarzen transformacyjnych, zanim
jeszcze bakteria zostanie wyeliminowana z tkanek (7,9).
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Ekspresja wprowadzonych obcych gendw jest zalezna od sekwencji kon-
trolujacych inicjacje transkrypcji, tzw. promotoréw, ktére poprzedzajg geny
strukturalne (10). Jednym z najchetniej stosowanych i najsilniej dziatajgcych
jest promotor wirusa mozaiki kalafiora (CaMV 19S), uzywany najczesciej
w postaci podwojonych sekwencji, jako CaMV 35S (11). Uzywane sg tez po-
chodzace od niego promotory hybrydowe (12).

Ekspresja wprowadzonych genéw moze byé niejednakowa w poszcze-
gélnych roslinach transgenicznych, poniewaz zalezy od miejsca przytaczenia
T-DNA (efekt pozycji) do genomu roslinnego (13). Po wycieciu z plazmidu,
T-DNA ulega wielokrotnej replikacji w komdrce bakteryjnej lub/i roslinnej
i do genomu roslinnego moga wiaczy¢ sie wielokrotne kopie T-DNA, co moze
by¢ przyczyng metylacji i inaktywacji tego odcinka (6). Powodem dla ktorego
nie obserwuje sie ekspresji wprowadzonych gendéw, choé wykrywa sie ich
obecno$¢ w DNA genomowym, moze by¢ wigczenie T-DNA do tych fragmentow
DNA roslinnego, ktore nigdy nie ulegajg ekspresji lub tylko w szczeg6lnych
okolicznosciach albo w okre$lonym stadium rozwoju. Nastepnym Kkrokiem,
ktéry nauka musi zrobi¢ aby transformacja nie byta jak dzi$ loterig, jest
znalezienie sposobu na przyfgczanie T-DNA do okreslonych loci (celowane
przytaczanie). Offringa i wsp. (1992) dokonali przegladu mozliwosci dla roz-
wigzania tego problemu. Rozwigzaniem moze by¢ konstruowanie T-DNA cze-
$ciowo homologicznego do DNA loci, ktdére ulegaja ekspresji.

Podstawg uzywania T-DNA Agrobacteriwn dla celow inzynierii genetycznej
jest fakt, ze dla odciecia i przeniesienia T-DNA sg potrzebne jedynie lewa
i prawa sekwencja graniczna. Pozostate geny T-DNA, kodujace synteze hor-
mondw i opin nie majg znaczenia dla transferu (5). Mozna je zatem wycigé
(rozbroi¢ bakterie z onkogenéw), a w ich miejsce wstawi¢ dowolne geny stru-
kturalne oraz promotory inicjujace ich transkrypcje. Stwarza to mozliwosé
konstrukcji wektoréw z dowolnym zestawem genow.

4. Czynniki kontrolujace
wytwarzanie roélin transgenicznych

Wytwarzanie roélin transgenicznych odbj”™a sie w 4 etapach (rys. 2):

1) wprowadzenie obcych gendéw do zmodyfikowanego szczepu bakteryjnego,

2) kokultywacja bakterii z komérkami lub tkankami roslinnymi,

3) eliminacja bakterii, selekcja negatywna tkanek niestransformowanych
i regeneracja struktur stransfomiowanych (préba transformacji powinna by¢
poprzedzona opracowaniem metody masowej regeneracji pedéw lub zarodkow
somatycznych w danym genotypie rosliny),

4) analiza i weryfikacja ekspresji genéw w stransformowanych roslinach (14).

O skutecznosci i wydajnosci transformacji decyduja zaréwno wiasciwosci
biorcy jak i dawcy. Geny wimlencyjne Agrobacterium zwigkszajg aktywnos¢
w W3miku kontaktu z wydzielanymi przez zranione komoérki komponentami
fenolowymi, takimi jak octan lub hydroksyoctan syringonu (15). Jesli roslina
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Rys. 2. Etapy wytwarzania roslin transgenicznych.

nie wydziela w efekcie zranienia atrakcyjnych dla bakterii fenoli, efekt natu-
ralnej chemoaktywacji bakterii mozna uzyskaé¢ w wyniku dodania tych fenoli
do kultury bakteryjnej lub do pozywki, na ktorej bakteria zakaza rosline (16).
Aktywacja genow wirmlencyjnych octanem syringonu zalezy jednak od geno-
typu rosliny, szczepu bakteryjnego i warunkéw w jakich proces przebiega
i moze takze wptywac niekorzystnie na wynik transformowania (17). Wplyw
wihasciwosci dawcy wigze sie ze stopniem wirulencji bakterii. Wirulencja jest
uwanankowana przez geny chv umieszczone na chromosomie bakteryjnym
i geny vir umieszczone na plazmidzie. Stad, zaréwno szczep bakterii, jak i pla-
zmid moga w znaczny sposéb modyfikowac wynik transformacji. Jako wektory
transformacji najczesciej uzywane sg trzy szczepy Agrobacterium tumefaciens:
octopinowy — Achb, nopalinowy — C58, i uwazany za najbardziej wirulen-
tny sucynamopinowo-agropinowy — A281 (17).

Obiektem transformacji powinny by¢ tkanki lub komorki, ktore sg zdolne
do masowej regeneracji struktur zorganizowanych — pedéw lub zarodkow
somatycznych. Korzystniejszym wariantem jest regeneracja bezposrednio
z komérek stransformowanych. W przypadku, gdy tworza one najpierw kalus,
zregenerowane z niego struktury moga wykazywa¢ zmiany somaklonalne,
modyfikujgce wartos¢ odmiany. Regeneracje bezposrednig mozna tatwiej za-
indukowa¢ w tkankach juwenilnych, pochodzacych z siewek albo odmiodzo-
nych w kulturach in vitro. Transformowac jednak nalezy eksplantaty pocho-
dzace z roslin o znanej wartosci uzytkowej, co w przypadku roslin drzewias-
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tych oznacza roéline w stadium dojrzatoSci do owocowania. Siewki mozna
uzywac tylko wtedy gdy mamy do czynienia z ustabilizowang odmiang. Wy-
dajnos¢ regeneracji mozna zwiekszy¢ przez zminimalizowanie stresu, np.
przez wlaczenie do pozywki azotanu srebra, ktéry zmniejsza wrazliwo$é tka-
nek na etylen (18) albo przez wstepng kulture tkanek na pozywce regenera-
cyjnej bez dodatku bakterii (19). Dla wydajnosci regeneracji ma ponadto zna-
czenie rodzaj, dawka i moment zastosowania czjmnika selekcyjnego — anty-
biotyku lub herbicydu (20,14).

5. Ocena transformacji

Wynik transformacji ocenia sie przede wszystkim na podstawie obrazu
wczesnej ekspresji genéw umieszczonych w obrebie T-DNA. Skonstruowany
sztucznie T-DNA powinien posiada¢ geny markerowe, ktére pozwalaja na sku-
teczng selekcje pozytywng stransformowanych komérek. Najczesciej sg to ge-
ny odpornosci na antybiotyk lub tolerancji na herbicyd albo geny, ktorych
produkt jest tatwy do chemicznej detekcji (tab. 1). Kokultywowane z bakte-
riami tkanki umieszcza sie na pozywce z dodatkiem czynnika selekc3rjnego
(antybiotyku lub herbicydu), na ktérej powinny przezy¢ i zregenerowaé tylko
komorki posiadajace gen odpornosci, poniewaz tylko one sg zdolne do wy-
twarzania enzymu rozktadajgcego czynnik toksyczny. Wczesniej jednak trzeba
wyznaczy¢é prdg toksycznosci, przy ktéorym tkanki niestransformowane nie
regenerujg, ale ktéry nie jest drastycznie toksyczny dla eksplantatéw (20).
Regeneracja na pozywkach selekcyjnych nie gwarantuje jednak, ze wszystkie
wyrastajace pedy bedag stransformowane. Pedy niestransformowane, a zre-
generowane w obecnosci czynnika selekcyjnego, tzw. uciekinierzy, moga po-
wstawa¢ na partiach eksplantatu nie majacych kontaktu z pozywka, gdy
czynnik selekcyjny (np. kanamycyna) jest stabo przemieszczany w tkance.
Z tego powodu przypuszczalne pedy transgeniczne powinny by¢ sprawdzone
pod katem produkcji en*yméw markerowych albo przez retestowanie na po-
zywkach selekcyjnych bardzo matych eksplantatéw. Nastepnym krokiem jest
poszukiwanie wprowadzonego genu w ekstrakcie DNA sporzgadzonym z pedow
zregenerowanych na pozywkach selekcyjnych. Najczesciej do tego celu jest
uzywana metoda enzymatycznej amplifikacji wybranych sekwencji wprowa-
dzonego genu, znana jako metoda PGR [polymerase chain reaction), ktéra
umozliwia wykrycie obecnosci pikogramowych ilosci DNA. Amplifikacja od-
cinkéw DNA nastepuje pod wptywem polimerazy DNA, ktora wydtuza oligo-
nukleotydowe primery, komplementarne do fragmentéw poszukiwanego genu.
W skrdcie jej przebieg jest nastepujacy (22):

— sporzadzenie mieszaniny sktadajacej sie z ekstraktu DNA, pojedynczych
nukleotydoéw, specyficznych primerow (sekwencji okoto 25 nukleotydéw rozpo-
czynajacych i konczacych odcinek wprowadzanego genu), enzymu polimerazy
DNA oraz specyficznego dla reakcji buforu,

— cyklicznego zastosowania sekwencji temperatur, ktore powoduja kolej-
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no rozdzielenie (denaturacje) taricuchéw DNA, ustawienie sie primerow wzdtuz
odcinkéw komplementarnych do DNA z ekstraktu i dobudowanie brakujgcego

T. Orlikowska

odcinka,

— elektroforeza uzyskanego produktu PCR i pordéwnanie jego wielkosci
(potozenia w zelu) z wzorcem wprowadzonego genu.

Gen

fosfotransferaza
neomycyny |
(npt 1)
fosfotransferaza
hygromycyny
(hpQ
transferaza
acetylowa
chloramfenikolu
(caO

syntaza oktopiny
(ocs)

syntaza nopaliny
(nos)

aroA

bar

P-galaktozydaza

glukuronidaza
(Gt/S)

lucyferaza
robaczka
Swietojanskiego

Tabela 1

NAJCZESCIEJ UZYWANE GENY MARKEROWE (ZA 21)

Pochodzenie

nS'

E. coli

Tn9

T-DNA
T-DNA
Salmonella
typhimurium
Streptomyces
hygroscopicus
E. coli

E. coli

Photinus pyralis

Kodowany enzym

fosfotransferaza
neomycyny

fosfotransferaza
hygromycyny

transferaza
acetylowa
chloramfenikolu

syntaza oktopiny

s3Titaza nopaliny

syntciza EPSP”

transferaza
acetylowa
fosfinotrycyny

p-galaktozy-
daza

glukuronidaza

lucyferaza

Wartos¢
selek-  reporte-
cyjna rowa

+

hranspozon, ~syntaza 5-endopirogrono-szikimo-3-fosforanowa.

+

Opornosé
przeciwko

neomycyna,
G-418,
kanamycyna

hygromycyna B

chloramfenikol

toksyczne
prekursory opin

glifosat

fosfinotiycyny

Ten sposob daje odpowiedZ, czy DNA bedacy przedmiotem transformacji

byt obecny w ekstrakcie, ale nie informuje, czy pochodzit on z DNA zintegro-
wanego z roslinnym, czy z pozostatych w tkankach bakterii, ktérych catkowita
eliminacja jest czesto trudna. Metoda, ktéra moze da¢ odpowiedz, czy wpro-
wadzony DNA jest trwale wiaczony do genomu roslinnego, jest hybrydyzacja
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DNA genomowego do znakowanej izotopem sondy sprawdzanego genu. Metoda
hybrydyzacji przebiega w nastepujgcych etapach (23):

— ekstrakcja DNA genomowego z pedOow zregenerowanych na pozywce
selekcyjnej (DNA powinno by¢ dobrze oczyszczone aby nie bylo blokowane
dziatanie endonukleaz),

— frakcjonowanie DNA na kroétkie odcinki w wyniku dziatania endonu-
kleaz restrykcyjnych,

— rozdzielenie fragmentow DNA w wyniku elektroforezy w zelu,

— przeniesienie rozdzielonego DNA na filtr nitrocelulozowy {Southern blot-
ting).

denaturacja dwuniciowego DNA na filtrze,
320 hybrydyzacja DNA do sondy genetycznej znakowanej izotopem fosforu

Pl

— autoradiografliczna analiza hybrydyzacji.

Ostatecznym potwierdzeniem stabilnej transformacji jest ekspresja genéw
markerowych lub analiza molekularna obecnosci wprowadzanego DNA, prze-
prowadzona na potomstwie generatywnym. W trakcie mejozy sg bowiem eli-
minowane wszystkie nietrwale potgczenia w obrebie DNA.

6. Zastosowanie transformacji
do ulepszania roslin uprawnych

Wprowadzanie pojedynczych genéw kodujacych cechy uzytkowe do warto-
sciowych odmian pozwala na realizacje dwdch marzen hodowcdéw: nieogra-
niczonego transferu gendw i wprowadzanie gendéw pozadanych, niesprzezo-
nych z niepozagdanymi. Kod genetyczny jest uniwersalny i w komdrce roslinnej
moga funkcjonowac zaréwno geny wyizolowane z mikroorganizmOw jak i zwie-
rzat (21). Mozna zatem w ten sposéb obejs¢ bartery krzyzowalnosci. Mieszance
somatyczne, cho¢ umozliwiaja eliminacje barier zwigzanych z zapyleniem i za-
ptodnieniem, nie sa rozwigzaniem dla gczenia oddalonych taksonéw z powo-
du niezgodnosci metabolizméw. Transformacja daje mozliwo$¢ wprowadzania
matych ilosci informacji genetycznej, ktora nie zaktoca metabolizmu biorcy
w sposob istotny dla przezycia. Mieszance seksualne powstaja w wyniku réw-
nolegtej rekombinacji i posiadajg wszystkie geny rodzicow — korzystne i nie-
korzystne dla celéw hodowlanych. Dopiero nastepne, najczesciej wielokrotne
przekrzyzowania mieszanca z jednym z rodzicéw, pozwalajg na eliminacje
niekorzystnych sprzezen. W przypadku genow lezgcych obok siebie na chro-
mosomie czesto jest to niemozliwe.

Odcinek T-DNA nie moze by¢ dowolnie dlugi. Najczesciej do plazmidu
wprowadza sie konstrukcje skladajace sie z genu strukturalnego i jednego
lub dwoch gendéw markerowych, kazdy z promotorem. Dlatego przedmiotem
transformacji moga by¢ cechy uwarunkowane jednogenowo. W$réd wyizolo-
wanych gendw sg takie, ktére kodujg cechy o bezposrednich walorach uzyt-
kowych (tab. 2). Intensywne badania prowadzone nad genomami ro$linnymi
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WAZNIEJSZE GENY UZYTKOWE WYKORZYSTYWANE W TRANSFORMACIJI ZA POMOCA AGROBACTERIUM

Gen Pochodzenie Kodowane biatko Kodowana cecha Zrodto
Odpornosé
na herbicydy
aroA Salmonella syntaza EPSP odpornosc 21
typhimurium na glifosat
bar Streptomyces transferaza odpornos$¢ na 21
hygroscopicus acetylowa fosfinotrycyny
fosfinotrycyny
tfdA Alcaligenes monooksygenaza odpornos¢ na 2,4-D 27
eutrophus 2,4-D
crs-1-1 Arabidopsis syntaza mleczanu odpornosc 28
thaliana octowego na chlorsulfuron
Odpornosé
na owady
biatkowy inhibitor  Glycine max inhibitor proteazy zaktdcenie 29
trypsyny (CpTi) trawienia
larw Lepidoptera
i Coleoptera
krystaliczne biatko  Bacillus A-endotoksyna jw. Lepidoptera, 30
owadobojcze (ICPs) thuringiensis Coleoptera, Diptera
Tolerancja
wiruséw
okrywa biatkowa wirus mozaiki odpornosc 29
tytoniu krzyzowa
wirus mozaiki odpornosc 29
lucerny krzyzowa
wirus X ziemniaka odpornosé 29
Krzyzowa
wirus ospowatosci odpornosé 31
Sliw krzyzowa
Inne
gen ukorzeniania Agrobacterium zwiekszenie zdolno- 32
(roQ rhizogenes éci do ukorzeniania
pigmentacja (DQR) Zea mays reduktaza zabarwienie 31
dihydrokwercytyny
pigmentacja (chs) Petroselinum, syntaza zabarwienie 33

Antirrhinum

Tabela 2

chalkonowa
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z pewnoscia doprowadzag w najblizszym czasie do wyizolowania i chemicznej
charakteryzacji nastepnych genéw uzytecznych w hodowli roslin. Najwiecej
pracuje sie nad najwazniejszymi gospodarczo roslinami, a wiec zbozami, ro-
$linami motylkowatymi i oleistymi. Najwazniejsze osiggniecia nad poznaniem
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genomu uzyskano dla roslin modelowych, tatwych, jak kukurydza czy pomi-
dor (24). Analiza genetyczna roslin drzewiastych, ktére majg dtugi okres ju-
wenilny i wydaja potomstwo generatywne po kilku, kilkunastu lub kilkudzie-
sieciu latach jest znacznie trudniejsza. Bez poznania sposobow dziedziczenia
najwazniejszych cech trudno jest osigga¢ znaczace postepy w ulepszaniu od-
mian. Jest to powdd, dla ktdrego osiem krajow europejskich bierze udziat
w opracowaniu genomu jabtoni. Trzy kraje europejskie wspotpracujg w okre-
$leniu genomu czere$ni. W Szkockim Instytucie Badania Roélin prowadzone
sg badania nad genomem czarnej porzeczki. Wiadomo jest, ze tak wazne
cechy jabtoni, jak odporno$¢ na maczniak, parch, trzy rodzaje mszyc, karto-
watos¢ i kolumnowy pokroj, sa uwarunkowane jednogenowo. Po wyizolowaniu
i chemicznym scharakteryzowaniu geny te moga by¢ uzywane do transfor-
macji, co przyczyni sie¢ do zmiany technologii uprawy, a co wazniejsze do
zmniejszenia zuzycia srodkéw chemicznych w czasie produkcji owocow. Wiel-
kie nadzieje wiaze sie z wytwarzaniem roslin odpornych na wirusy przez wpro-
wadzenie genu ptaszcza biatkowego. Powiodta sie m.in. préba wprowadzenia
odpornosci na szarke do moreli, a w kilku osrodkach, takze w Polsce, za-
awansowane jest wprowadzanie tej cechy do $liw. Wyizolowany jest gen blo-
kujacy biosynteze etylenu, co przedtuza okres przechowywania pomidorow,
a moze takze owocow. Dostepne sg 4 geny warunkujgce tolerancje na 4 grupy
herbicydéw oraz geny produkujace toksyny przeciwko owadom Lepidoptera,
Coleoptera i Diptera. Do truskawki wprowadzono gen odpowiedzialny za ko-
dowanie chitynazy, ktéiy ma zapobiega¢ porazaniu roslin przez fytoftoroze.

1. Perspektywy

Transformacja moze w istotny sposéb wspomdc prace hodowlane. Juz
obecnie jest to atrakcyjna metoda badania regulacji ekspresji genéw, w tym,
bardzo trudnych do rozszyfrowania gendéw rozwojowych (25). Jej praktyczne
zastosowanie jest ograniczone z réznych powoddéw. Jednym z nich jest zbyt
niska frekwencja pedéw stransformowanych lub brak regeneracji ze stran-
sformowanego kalusa. Tymczasem, stransformowane rosliny moga rozni¢ sie
miedzy sobg zaréwno sitg ekspresji wprowadzonego genu jak i innymi cecha-
mi, co jest wynikiem przeorganizowania DNA spowodowanego wbudowaniem
obcego genu. Im wieksza liczba pedéw transgenicznych tym wieksza szansa
na otr2*ymanie pedéw stransformowanych prawidtowo. Regeneracja z tkanek
kokultywowanych z bakteriami jest znacznie trudniejsza jak z tkanek nie
kokultywowanych. Kontakt z bakteriami (szczegodlnie, je$li nie sg zoptyma-
lizowane czas i koncentracja bakterii) niszczy najczesSciej komorki lezgce przy
miejscu ciecia, ktore majg najwiekszy potencjat regeneracyjny. Wptyw bogatej
pozywki bakteryjnej oraz wzmocniony w wyniku kokult3rwacji stres powoduja,
ze rosliny tworzg przede wszystkim kalus. Trudnosci z regeneracjg po trak-
towaniu bakteriami sg niewielkie tylko w przypadku roélin z rodziny Solana-
ceae. Recepty na masowe produkowanie transgenicznego tytoniu (26) nie sa
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na ogo6t skuteczne dla innych roslin. Poziom ekspresji obcych genow zalezy
od aktywnosci promotoréw. Skutecznos$¢ wiekszosci z nich byta okreslona dla
ro$liny modelowej — tytoniu, i nie zawsze dziata jednakowo silnie po wigcze-
niu do innych genoméw (An — informacja ustna). Przedmiotem dalszych
badan musi by¢ zatem efektywna regulacja genéw. Genetyka molekularna
powinna rozszerzy¢ oferte ,,konstruktow” wektorowych i genéw o znaczeniu
uzytkowym.

Nastepnym zagadnieniem jest przeptyw informacji i dostepnosc¢ ,,pétpro-
duktow” biotechnologicznych (sekwencji, gotowych konstruktéw genetycz-
nych, plazmidéw, szczepéw bakteryjnych itp.) do badan aplikacyjnych. Ich
wytwarzanie jest kosztowne i nie wszedzie mozna i trzeba zaczyna¢ od po-
czatku. Powszechne zainteresowanie inzynierig genetyczna i rozwoj technik
biologii molekularnej pozwalajg przypuszczaé, ze ulepszanie roslin w wyniku
ich transformowania bedzie miato coraz wieksze znaczenie praktyczne.
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Transformation of plants using Agrobacterium tumefaciens
Summary

Agrobacterium — mediated introduction of genes into plant cells is reviewed in the following
topics: a mechanism of genetic colonization of plants, expression of T-DNA genes in plants,
factors controlling production of transgenic plants, evaluation of transformation, using transfor-
mation for plant improvement.
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