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INZYNIERIA GENETYCZNA ROSLIN

WPROWADZENIE

Prses tysigce lat rozwoju cywilizacji ludzie poznali i
nauczyli sie uprawia¢ wiele roslin, ktére zaspokajaty ich
podstawowe potrzeby w zaliresie zyv/nosci, odziezy, energii,

lekow itp. Powolna selekcja roslin doprowadzita do
Wydzielenia bardziej plennych gatunkéw i odmian. Odkrycie
mendlov/skich prav/ dziedziczenia spowodowato, ze selekcja
odmian mogta odbywaé sie efektywniej i1 z mozliwym do
przewidzenia rezultatem.

Od poczatku XX wieku klasyczna genetyka rtoslin skutecznie
wspierata szybki postep w doskonaleniu wiasciv/osci wielu
roslin waznych gospodarczo. Przyczynita sie ona m. in. do
wzrostu wydajnosci i poprawy jakosci roslin, pokonania
naturalnych barier Kkrzyzowania, rozszerzenia roéznorodnosci
genetycznej, co w konsekwencji pozwolito na lepsze
dostosowanie roslin do specyficznych warunkow uprawy
(szerszy zakres geograficzny i glebowy, zv/iekszenie
odpornosci na choroby, pasozyty i susze, lepsze
wykorzystanie nawozow itp.) (1,2,4). Odnotowano tez znaczace
sukcesy w selekcji odmian np. o zwiekszonej zawartosci
biatek czy olejéw i o0 podwyzszonej Vv/artosci odzywczej i
ulepszonych waznych cechach plonu. Najlepszymi przykiadami
osiagnie¢ genetyki klasycznej to powszechne zastosowanie w
uprawie hybrydowej kukurydzy w Ilatach trzydziestych oraz

uzycie nowych plennych odmian pszenicy w “zielonej
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rewolucji'" lat pign™¢édziesigtych 1 szesédziesigtych naszego
stulecia (1,3).

Bardzo trudno jest okreslic w jakim stopniu genetyka
stosowana wptyneta na wysokics¢ zbiorow w XX w., gdyz
jednoczesnie doskonalono w rolnictwie organizacje pracy,
agrotechnike, stosowanie irygacji, herbicydéw i sztucznego
nawozenia. R6zne oceny wskazuja, ze v/kt ad genetyki we v/zrost
plonébw siega 50%, gtdwnie poprzez selekcje plenniejszych
odmian (1).

Sukcesy klasycznej genetyki opierajag sie zasadniczo na
zastosowaniu roéznych metod Kkrz>d:owania roslin oraz na
technikach prov/adzgoych do zmiany liczby chromosoméw (2).
Jednakze techniki te napotykaja na szereg ograniczen. Wiele
istotnych cech roslin (zdolno$¢ do fotosyntezy, wigzania
wolnego azotu, odpowiedz na zevmetrzne stresy np.
temperatura, UV, odpornos¢ na choroby) jest zdeterminowanych
przez Kilka genoéw i czesto trudno jest okresli¢c indywidualne
geny majagce v/ptyVi na cata rosline. Na duze trudncesci napotyka
tez okreslenie jaka czesc réznorodnosci genetycznej
istnieja,cej w roslinach moze by¢ v/ykorzystana do poprawienia
okreslonej wiasciwosci rosliny. Ponadto, mimo iz mozliwa jest
ograniczona wymiana materiatu genetycznego pomiedzy rdéznymi
gatunkami, w celu zv/iekszenia zrdéznicowania genetycznego, to
jednak ma ona dos¢ zav~zony charakter i dotyczy tylko
pokrewnych roslin (2,3,4). Istniejace naturalne bariery dla
miedzygatunkowych i miedzygenetycznych hybrydyzacji pov/oduje,
ze procesy przeniesienia materialu genetycznego pomiedzy

roslinami sa znacznie utrudnione.
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BIOTECHNOLOGIA ROSLIN

W ostatnich latach pojawily sie nowe technologie, Kktére
okreslamy dzis terminem BIOTECHNOLOGIA. Jest to
dziedzinastosujAca zintegrowane dziatania w wielu gateziach
nauki w celu wykorzystania zdolnosci produkcyjnych
istnie ja™cych v/ organizmach zywych. Otworzyty one zupetnie
nowe mozliwosci przed nauka, w zakresie udoskonalenia wielu
cech roslin. Nalezz* podkreslic, ze nov/e technologie i
klasyczna genetyka stosowana - nie sa wzgledem siebie
konkurencyjne i bltedem byt oby sadzi¢, ze jedna wyeliminuje
druga. Na obecnym etapie rozv/oju oba podejscia winny by¢
rov/norzednymi narzedziami pozwalajgcymi efekt™/wniej
manipulowa¢ informacja genetyczna zawarta w ros$linach i
innych organizmach. Jednatcze nowe technologie w odréznieniu
od klasycznej genetyki charakteryzujg. sie zupeilnie nov/iymi
jakosciami v/ zakresie wymiany materiatu genetycznego
pomiedzy réznymi organizmami. Pozwalajg one pokonac
istniejace naturalne bariery miedzygatunkowe i urnozliv/iaja
specyficzne wprov/adzenie okreslonego materiatla genetycznego
w celu selektyvv'nego rozszerzenia zrdéznicowania potencjatu
genetycznego ‘‘gospodarza’ (3,6).

Rozwoj wegetatywnych metod przenoszenia materiatu
genetycznego do roslin stat sie mozliwy dzieki rozwinieciu
hodowli kultur in vitro. Kluczov/ym elementem tego procesu
jest odtworzenie embrionu z kultury tkankov/ej lub komorki.
Materialem wyjsciow”™'m do regeneracji moze by¢ czes¢ liscia,
todygi, kalus, a nawet w niektérych przypadkach pojedyncza
komdérka somatyczna. Metody te staly sie dostepne dla szeregu
roslin w latach siedemdziesigtych, a zastosov/anie VI nich
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rekornbinacyjnego DMA stcii o0 sie fakt-ern v/

testy potowe s i'o$linarni otrsymanymi tymi technikami 2ostaty

przeprowadzone w 1986 r. w USA (2).

WPROWADZANIE GENOW DO KOMOREK RtDSLINNYCH

Metody wprowadzania gendw do koiidérek roslinnych rnc$na
Podz2ieli¢ na naste-pujgoe grupy;

1) transformacja poprzez Tfuzje kon™frek (protoplastow,
protoplastéw i sferoplastov/),

2) v/prowadzenie materiatlu genetycznego przy uzyciu réznego
rodzaju v/ektorév/ roslinnych,

3) bezpfosrednie wprov~adzenie DMA do komoérek roslinnych,
stymulowane efektorami chemicznymi i fizycsnzmi,

4) transformacja za pomocag 1iposomov/,

5) mikroiniekcja DNAM

Metody te zostang ponizej orréwione w aspekcie ich
przydatnosci do transformacji komodérek roslinnych.

Rusja homoér&h.  Protoplasty roslinne sa otrzyimywane w
duzej skali przez trawienie I[jton ns$-linnych za pomoca
enzymow degradujgoych sSciany komoérkowe (8). W obecnosci
pe\vnych zwigzkéw chemicznych (np. poiietylenoglikolu (PEG) i
Ca) lub pradu elektrycznego protoplasty rdéznych gatunkov/
mogg ulec fuzji (9). Powstatle komdérki somatyczne czesto sa
zdolne do regeneracji scian korrérkov>?ych i podziatu. W ten
spos6b rnagg byé hodovmne in vitro w postaci kalusa, z
ktérego w niektérych przypadkach (vwdgczajac ziemniak,
pomiidor, petunie, tyton, a talcze ostatnio rosliny
jednoliscienne) miczna zregenerow’ad cala rosline (10,11).
Niestety dotychczas nie uzyskano tg mietodag roslin majacych
;er: znaczenie komercyjne. Najwiekszy potencjat tej
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metody moze polega¢é na tv/orzeniu nov/yoh odmian przez
zastosowanie tzw. .jgdrowego transferu i tworzeniu mieszanych
cytoplazrn z organnelami z dv~ch gatunkov7 (chybrydy).
Jednakze zaroéwno udoskonalone krz”~ziowanie roslin polegajace
na rniedzygenetycznym transferze DNAj jak i fuzja
protoplastov”/, pozbawione sga precyzji przeniesienia genéw z
jakg marny do czynienia u bakterii. Powstate chybrydy
wymagaja, szeregu etapow, wilgczajgc w to Krzyzowanie, aby
mozna byto uzyska¢ roslina o wymaganej kombinacji cech.
Bardzo przydatna bytaby mozliwcs¢é wprowadzenia dokiadnie
zdefiniov/anego genu do rosliny. Proces ten wymaga dwdch
etapov;: po pierv/sze, izolacji konkretnego genu W czystej
formie i odpowiedniej ilosci; po drugie, V,?prowadzenie
genu do chromosomu rosliny w taki sposob aby mogt
luiikcjuiiowa¢ t+ by¢ cizlodziczLciy. Metoda oferujgcg taka
mozliwn™N§¢  jest fuzja protoplastow 2z sferoplastami. Te
ostatnie sg to pozbawione btony komorkov7ej korforki
bakteryjne zawierajgce odpowiednie plazmidy. W ten sposéb
udato sie* wprowadzié do Kkorrjorek ryzu sferoplasty
Agrobacteriurn zawierajgce T-DNA, ktory uleg.at ekspresji
cl2y.

Sa réwniez doniesienia o fuzji protoplastéw prowadzacej do
przeniesienia jedynie kilku chromosoméw lub jeszcze mniejszej
jednostki genetycznej np. poprzez fuzje protoplastow

inaktywowanych promieniami rentgena (3).

Zas tosowaTni& wektordu> roslinnych. Szereg bakterii z
rodzaju Agrobacterium np. A tumefaciens zaw’iera plazmid Ti
(lub AI). Indukuje on rozwdj tkanki nowotworowej roslinach
poprzez przeniesienie okreslonego fragmentu DNA (T-DNA) do
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j3,dra komoérki roslinnej i zintegrowaniu go z ohrornosomalnym

DNA. W normalnych warunkach tylko region T plazmidu Ti ulega

wigczeniu do chromosomalnego DNA (13,14). Poprzez
identyfikacje plazmidzie Ti sekwencji wymaganych do
transferu i integracji DNA stato sie mozliwe utv/orzenie

modyfikowanych plazmidéw zawierajacych obce geny. W ten
spos6b geny te mogg b\6é Vv/prov/adzone do rosliny za
pos rednictv/em Agrobacterium, ulec ekspresji i mogg b>'0
przekazywane potomstwu zgodnie z mendlov/skimi prawami
dziedziczenia. Zv/ykle taka transformacja komoérek roslinnych
zachodzi bez powazniejszych reorganizacji genéw, jak to ma
miejsce w .przypadku bezposredniej transformacji
protoplastow. Plazmid Ti pozbawiony genéw wirulencji w
potaczeniu z regulatorowymi fra.gmentami (35S) genéw wirusa
mozaiki tytoniu (CaMV) zostat uzyty do skonstruowania
szeregu wektoroéw zdolnych do wprov/adzenia obcych genév/ do
roslin przez potaczenie tak zmodyfikowanego plazmidu Ti
pozbawionego sekv/encji kodujacych onkogenno$¢ s regionami
regulatorovv’yrni wirusa oraz bakteryjnych genéw odpornosci na
ant:/biotyki uzyskano geny chimeryczne, ktore moga
funkcjonowa¢ w roslinach (15,16,17,18,). Geny te moga stuz™o6
jako selektyv/™ne wskazniki wprov/adzenia materiatu
genetycznego usytuov/anego na tym samym  v/ektorze. Do
transformacji wektorami v;ygodnie jest uzywa¢ powierzchniowo
sterylizowane dysKi liscienne, ktore sg inokulowane
odpowiednim szczepem A. tumefaciens zawierajgcym okreslony
wektor. Cala roslina jest nastepnie regenerowana z dysku
lisciowego (19).

W szeregu przypadkach lepsze wyniki uzyskuje sie stosujgc
infekcje roslinnych® hodov/li  kornérkov7ych lub kaluséw za
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pornoca, A. t.umefaoiens (10,11,20). Dalszym udoskonaleniem tej
techniki bylo zastosov/anie protop lastov/ rod!linnych. Po
transformacji protoplastov.; sa pomoca A turnefaciens S
protoplastobw regeneruje sie cate nosliny. Proces ten
charakteryzuje sie zwiekszong (chto¢ cia,gle dos$¢ niska)
wydajnoscia. transformaciji 10 . Metoda ta wymaga
zastosowania zwigzkow stymulujacych, takich jak: poii
L-ornityna (PLO) (21) Ilub polyetylenoglikol (PEG) (22).
Istniejga przestanki wskazujgce na to, ze Agrobakteriurn
moze r-0v;niez uczestniczy¢ w przenoszeniu jednoniciowego
liniowego DNA i podv;djnieniciowego kotowego DNA do komodrek
rcslinnych (23). W tym przypadku protoplasty ryzu, pszenicy i
sorgo byty uzyte v/ eksperymentach stosujgcych transformacje

indukowang elektrycznie (24).

Pesposr&dnie muprouta.d™ariie DNA . Jednakze wiele roslin,
wiaczajac VI to szereg waznych roslin jednolisciennych, nie
ulega infekcji za pomoca Agrobacterium (chociaz™ ostatnio
doniesiono o0 transformacji komoérek Asparagus za pomoca
plazmidu Ti (25). Testov;ano réwnies mozliv;o$¢ bezposredniego
przeniesienia DNA do komoérek roslinnych. Proces ten
zachodzi wydajnie w obecncjsci zwigzkéw stymulujacych, jak
np. PEG. Kombinacja szeregu czynnikéw stymulujacych pozwala
uzyska¢ wydajnos¢ transformacji rzedu 10'2 m.in. uzyskano
transformowane protoplasty pszenicy v;ektorem pochodnym
plazmidu pBR322 2z v;ydajnoscia zblizong do transformacji
petunii i tytoniu plazmidem Ti,. aczkolwiek protoplasty
niezdolne byly do regeneracji rosliny (26). Inny rodzaj
wektora bedacy chimerycznym plazmidem pA.BDI zawierajacym gen
NPTIlI oraz elementy regulatorow'e 35S uzyskane z CaMV moze
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by¢ bezposrednio przeniesiony do protoplastow tytoniu i

trzciny cukrowej stosujac stymulacje PEG. Maksymalna
v/ydajnos¢ transformaciji tA. metodg si™Nga 10 2 (6).
Ograniczeniem tej metody sa trudnosci swigsaae z
regeneracja z protoplastow wielu gatunkéw roslin. Inny

proces zwiekszajgcy v7ydajnos¢ bezposredniego przeniesienia
DNA do komoérek roslinnych jest oparty na stymulacji
elektrycznej. Polega on na poddaniu korrérek lub protoplastéw
wysokonapieciowemu impulsov/i elektrycznemu, ktéry powoduje
eodv/racalne zv/iekszenie przepuszczalnosci membran Scian
komoérkowych. W trakcie tego procesu DNA obecny w roztworze
dostaje sie do wnetrza komoérki 1 moze ulec ekspresji w
komoérkach roslinnych. Pomyslne przeniesienie DNA uzyskano
dla protoplastébw marchwi, tytoniu, kukurydzy i pszenicy
(27,28). Na proces ten silny wplyw majg stezenie DNA,
amplituda i czas trwania impulsu elektrycznego oraz skiad
medium. Wydajno$¢ tego procesu siega 10_4. Systematyczne
badania czynnikéw wplywajacych na wydajnosé¢ stabilnych
transformacji metoda elektrotransformacji doprowadzity w
niektérych przypadkach do 1000-krotnego zv/iekszenia
wydajnosci tego procesu (29). Jest to metoda majgca duze
roko\s?ania na coraz szersze zastosowanie dla uktadow

ros$ linnych.

Liposomy. Chociaz metody stosujgce chemiczng stymulac.
przenoszenia DNA do komodrek oraz elektrotransformacja majg
obecnie najv/ieksze znaczenie, réwnolegle prowadzone sg prace
nad alternatyv/nymi metodami. Jedna z nich polega na uzyciu
do transformacji liposornow. Zastosowanie sztucznych
liposorfjow zawierajgcych plazmidy DNA doprowadzito do
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uzyskania stabilnyoh transformacji protoplastévi tytoniu

(30).

Mikroi-ni&kcJda.. Jedna z najnowgf-;zych technik zastosowanych
do przeniesienia DNA do kon?6 rek ro$ 1l innych jest
mikroiniekcja. Polega ona na mechanicznym wprowadzeniu
roztworu DNA za pomocg pipety do roslinnych protoplastow.
Pozwala ona na vAaczenie jednego lub Kkilku genéw do komorki
rcslinnej, co redukuje liczt)» generacji wymaganych do
stabilizacji nowej cechy. W przeciwienstwie do metod
wymagaj-acych uzycia protoplastéw czy kultur tkankowych
regeneracja roslin moze by¢ wyeliminowana. Metoda ma
zastosowanie zaréwno do roslin jedno- jak i dv/ulisciennych.

W ten sposéb wprowadzono obce geny do protoplastéw tytoniu z
wydajnoscig transformacji 14x10 ~ dla iniekcji do jader i

2

6x10 © dla iniekcji do cytoplazmy (31). Zastosowano ja

rév/niez do lucerny 1z v/yda.jnosciag 15—26x10_2 (32). Jak dotad
brak doniesieiNi 0 pomysinej regeneracji roslin z
transformowanych w ten sposéb protoplastéw.

Wiele vl/ysiikébw skierovv-anych  jest rov/niez celu
znalezienia i wykorzystania elementow transpozujacych
bedacych odpov/iednikami elementu P w D. melanogaster, ktdére
mogltyby by¢é wykorzystane jako wektory ogélnego zastosowania.
Jeden z klasycznych systemodw, potencjalnie wazny do
wprov/adzenia obcych genéw do roslin, zostat sklonowany i
scharakteryzowany w kukurydzy. Obejmiuje on elementy Ac
(Activator), Ds (Dissociation), Sprn (Supressor-Mutator) oraz
Cinl i Teol (33,34).

Wydaje sie rowniez, ze mozliwe bedzie, podobnie jak w

komérkach zwierzecych, v/prowadzenie obcych geréw za pomoca
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v/irusow roslinnych specjalnie do tego celu zmodyfikowanych.
Zwykle v/irusowe zakazenie rosliny nie prowadzi do stabilnej
transformaciji, gdyz nie obserwuje si™ integracji Vv/irusov/ego
DNA z chromosomami rosliny. Jednakze uzaleznienie ekspresji
gehéw z opt aszczeniem wirusa pozwolito na wprowadzenie za
pomocg Agrobacterium do kukurydzy infekcyjnego wirusa
(35,36). Potencjalnie pewne znaczenie ma réwniez
zastosov/anie patogennych geminiwiruséw o genomie zbudowanym
z jednoniciowego DNA (37).

Istnieja roviniez moz liwcéci klonov/ania materiat u
genetycznego z rnitochondriéw i1 chloroplastow oraz ich
transformacja za pomocg plazrnidov/ rnitochondr ialnych i
sekwencji rnitochondr ialnego chrornosornalnego DNA

zawierajacych replikon.

GENY INDYKATOROWE

Réwnolegle z pracami  majacymi  na celu zv/innkszenie
rnoz 1 iv™osci v/prov/adzenia obcego materiatlu genetycznego do
roslin prow’adzono doswiadczenia nad metodami pozw’alajacynii
Sledzi¢ v/prowadzone geny. Opracov/ano szereg selektywnych
wskaznikdbw mogacych stuzy¢ do pomiaru przeniesienia DNA do
komoérek roslinnych (2). Skostruowano geny. chimeryczne

zawierajgce selektywne wskazniki ¢zob. zestav/ienied.

Zestawienie

Geny indykatorowe transformacji
Syntaza nopalinowa (Nos)-synteza opin(43).
Transferaza neomycyny (NPTII)-odpornoscé na kanamycyne,
neomycyne(26).
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Acetylotransferasa ohloramfenikolu-odpornos¢ na
oh lorarnfeniko 1(44)
Luciferasa(45)

Reduktasa dv/uhydrofolanu

Ponadto testuje sie przydatnos¢ 1 v/prowadsania genéw pod
kontrola, promotoréw regulowanych czynnikami zewnetrznymi np.

Szokiem temperati-irowym, indukcja swietlng itd. (46).

NAIJNOWSZE OSIAGNIECIA

Przedstawione metody stanowig potezny aparat
technologiczny, ktérego zastosowanie, jak sadze, spowoduje
gtebokie zmiany w metodach ulepszania materiatu genetycznego
roslin. Obecnie istnieje szereg dobrze zdefiniowanych
pojedynczych genéw, ktorych wprowadzenie do roslin spowoduje
uzyskanie wartosciowych odmian roslin uprawnych. Ostatnio
Ndoniesiono o0 uzyskaniu szregu roslin’ 0 genetycznie
ulepszonych v/t asciwosciach. Komoérki i zregenerowane rosliny
petunii transforrnovwane chimerycznym genem nadpredukujgcym
enzym syntaze 5-enolopiruwilszikimat-3-fosforanu wykazaty
tolerancje na herbicyd glyphosate bedacy , inhibitoremm tego
enzymu (38,39). Dyski liscienne tytoniu transformowane za
pomoca A.tumefaoiens wektorem zawierajgcym chimeryczne geny
NPTIlI oraz biatka ptaszcza mozaikowego wirusa lucerny (AMV)
bedgce pod kontrolg promotora 19S (Cabf/). Zregenerowane
rosliny produkowaly biatko ptaszcza VV'irusa 1 viykazyvfaty
specyficzng odpornos¢ przeciwko zakazeniom v/irusem AMV
(40,41). W podobny sposéb v”~prowadzono do tytoniu geny
sE>ocyricznoj toksyny wyizolowanej z bakterii Bacillus

thuringiensis. Zregenerov™ane rosliny produkowaty toksyne i
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Wykasywai y specyficzng odpornos¢ przeciwko owadom z rodziny

Lepodoptera (42).

WNIOSKI

Nowe technologie reprezentujag duzy potencjat
specyficznego wprowadzania okreslonych genéw do rcslin w
celu uzyskania scisle zdefiniowanego efektu. Jednakze aby w
pelni v7ykorzysta¢ te mozliv/osci niezbe-dne jest poznanie
molekularnych podstaw determinujacych wazne gospodarczo

ascivw'Qsci roslin i wydzielenie gendw kodujacych te cechy.
Jest zatem oczywiste, ze biotechnologia roslin do realizacji
swych celév™ wymagaé musi bardziej kompleksowego podejscia i
udziatlu szeregu dyscyplin nauki - biochemii, biologii
molekularnej, mikrobiologii, genetyki stosowanej, botaniki i
innych. Tylko wtedy nowoczesna biotechnologia bedzie mogta
skutecznie zwielokrotni¢ produktyv/rno$¢ i uzytecznos¢ roslin

i speini¢ pokiadane w niej nadzieje spoteczne.
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