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Zasadnicze cele nowych biotechnologii zbiezne sa w swej istocie z celami tradycyj-
nych dziedzin rolniczych oraz praktyki hodowlanej. Nowe technologie i zdobycze bio-
logii molekularnej skrécity czas wyprowadzania nowych linii hodowlanych i wptynety
na niezawodno$¢ osiagania celow konwencjonalnych. Poprzez wprowadzenie nowa-
torskich podejsé genetyki niemendlowskiej otworzone zostaty nieznane dotychczas ho-
fyzonty poznawcze oraz perspektywy aplikacyjne [1, 2]. Niektore z tych osiagnicé maja
charakter przelomowy i moga odegra¢ zasadnicza role w rozwiazaniu probleméw wy-
Zywienia ludzkosci [3]. Gtowne cele poznawcze stawiane dla polepszenia i zwigkszenia
Pierwotnej produkcji roslinnej bez wzgledu na rodzaj podejsé — tradycyjnych badz no-
Watorskich — mozna zgrupowaé w nastg¢pujace obszary:

— Podwyzszenie wydajnosci plonowania poprzez zwigkszenie odpornosci roslin
uprawnych na chemiczne $rodki ochrony oraz niekorzystne warunki srodowiska
(np. zasolenie, susza, krafcowe pH gleby). Wprowadzenie do genomu roslin
uprawnych pojedynczych genéw odpornosci moze poprawi¢ plonowanie, jed-
nakze wigkszo$é cech uzytkowych zalezy od catych zespotéw genowych, ktorych
Przenoszenie jest bardzo trudne z uwagi na konieczno$é przezwyciezenia barier
regulacyjnych.

— Zwigkszenie wartosci zywieniowych i technologicznych roélin uprawnych. Roz-
Wazane tutaj podejécia uwzgledniaja modyfikowanie endogennych genow struk-
tUr":.llnych, np. w kierunku podwyzszenia zawartosci zywieniowo korzystnych
aminokwasdw.

— Obnizenie energochtonnosci produkcji rolnej poprzez polepszenie wydajnosci
fotosyntetycznej roslin i zwigkszenie udziatu wigzania biologicznego w bilansie
4zotu, co mogtoby obnizy¢ zaleznosé plonowania od kosztownego i ekologicznie
niekorzystnego nawozenia chemicznego.
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W dluzszej perspektywie czasowej strategiczne cele agrobiotechnologii nalezy
odnosi¢ do globalnych probleméw demograficznych, a takze uwzglednia¢ kierunki
zmiennosci srodowiska naturalnego. Przypuszcza sig, ze w XXI wieku liczba ludno-
$ci na Ziemi osiagnie rownowage na poziomie 8-13 mld, przy czym 95% przyrostu
odnosi¢ sie bedzie do krajéw rozwijajacych si¢ w regionach tropikalnych i subtropi-
kalnych Afryki, Ameryki i Azji [4]. Przy aktualnym areale uprawnym naszego globu
— 1,5 mld hektaréw i przy zatozeniu przecigtnego wzrostu produkcji roslinnej od
2t-ha™' do5t-ha™', globalna wielko$¢ produkcji roslinnej szacowa¢ mozna na ekwi-
walent 8 mld t pszenicy, co wystarcza do zaspokojenia potrzeb zywieniowych 11 mld
ludzi. Z pewnym uproszczeniem przyja¢ mozna, iz taka wlasnie jest globalna wydaj-
no$é¢ zywieniowa rolnictwa tradycyjnego [5]. Zaspokojenie wigkszego zapotrzebo-
wania na produkty roslinne wymagatoby wprowadzenia do rolnictwa nowych techno-
logii oraz wydajnych genotypow uprawnych, ktére umownie okre$la sig nowymi
agrobiotechnologiami. Najistotniejszy wkiad w unowoczesnianie tradycyjnego rol-
nictwa przypisa¢ nalezy podejsciom wywodzacym si¢ z poznania budowy i funkcjo-
nowania uzytecznych gendéw, a ostatnio calych genomoéw roslin uprawnych [6].

Ostatnia dekada XX wieku mingla w naukach przyrodniczych pod znakiem
przelomu wywolanego niespotykanym rozwojem metod sekwencjonowania geno-
mow. Wytonilta sie nowa dziedzina empiryczna— genomika, faczaca mozliwosci me-
todyczne takich nauk podstawowych jak biologia molekularna, genetyka, chemia or-
ganiczna, chemia fizyczna, matematyka czy informatyka. W wyniku skupienia celow
poznawczych kazdej z tych dziedzin na opisaniu materii dziedziczenia — DNA po-
wstata nowa, zintegrowana dziedzina przyrodnicza — genomika, ktora przez najbliz-
sze lata bedzie odgrywata zapewne istotna role w rozwoju wiekszosci kierunkéw pod-
stawowych i stosowanych [7, 8].

Genomika jest zespoleniem technologii umozliwiajagcych analizowanie tysigcy
genéw jednoczesnie dla wyczerpujacego charakteryzowania stanéw komorkowych
zywych organizméw. Jest ona potaczeniem empirycznych i teoretycznych koncepcjl
opisywania przyrody dla rozwiazania zasadniczych kwestii dotyczacych budowy
oraz funkcjonowania genoéw oraz catych genomoéw.

Jednym z podstawowych podej$¢ stosowanych przez nowa dyscypline jest anali-
za poréwnawcza pomiedzy genomami réznych, czesto ewolucyjnie oddalonych orga-
nizmow. Poprzez rozpoznanie analogii strukturalnych miedzy homologicznymi gena-
mi réznego pochodzenia mozna wnioskowaé o funkcji tych jednostek dziedziczenia,
ktorych budowa nie zostala jeszcze w petni poznana. Stad tez tak duza role odgrywa
zsekwencjonowanie genomdéw wybranych organizméw modelowych.

Pierwszym organizmem zywym, ktérego genom zostat poznany, byta pasozytni-
cza bakteria Haemophilus influenzae [9]. Obecnie, w sze$¢ lat pdzniej po opublikowa-
niu tej sekwencji, banki danych zawieraja kompletne sekwencje nukleotydowe ponad
60 genomow, w tym szeregu organizmow wyzszych, lacznie z genomem cztowiekal
rosling wyzsza. Rosling tq jest niewielki chwast Arabidopsis thaliana, ktory podnie-
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siony zostat przez genetykéw do roli podstawowego modelu roslin okrytozalazko-
wych [10]. Genom Arabidopsis, ktérego sekwencja zostata opublikowana w grudniu
2000 1., nalezy do najmniejszych wsréd ro$lin wyzszych i jest zbudowany z 130 min
par zasad nukleotydowych (pz) rozmieszczonych na pieciu chromosomach [11]. Jest
on 5-krotnie wigkszy niz genom jednokomoérkowych drozdzy i 15-krotnie wigkszy od
genomu E. coli. Genom muszki owocowej Drosophila melanogaster jest dwa razy
wigkszy, za$ podobnej wielkosci co Arabidopsis jest genom liczacego 3 tys. komdrek
nicienia Caenorhabditis elegans. Dla poréwnania — genom cztowieka ma 3 mld
(3 x 10%) pz. Ogromna zaleta Arabidopsis jako rosliny modelowej jest jej duza podat-
nos¢ na transformacje i krotki czas regeneracji wynoszacy 56 tygodni. Umozliwito
touzyskanie wielu tysigcy genetycznie zdefiniowanych mutantow punktowych, dzie-
ki ktorym mozliwe jest przypisywanie poszczegdlnym genom okreslonej funkcji
[12].

Niewielki genom Arabidopsis jest wynikiem dhugotrwatej presji selekcyjnej fa-
woryzujacej ewolucyjne ,,ekonomizowanie” zawartosci jadra komérkowego: 80%
Jego puli DNA koduje biatka wystepujace w jednej lub kilku kopiach. Jedynie 20%
DNA stanowia sekwencje powtarzajace sie. Ocenia sig, ze 50-60% gendw kazdej ro-
Sliny mozna zidentyfikowaé poprzez poréwnanie i odnalezienie homologii z sekwen-
cjami Arabidopsis lubz DNA innych organizmow zapisanymi w bazach danych. Ska-
talogowanie gendw uczestniczacych w procesach o podobne;j funkcji metabolicznej u
roznych organizméw moze wyjasni¢ ogélne prawidla réznicowania i rozwoju.

Drugim po Arabidopsis genomem modelowym roélin wyzszych jest zawierajacy
3,5razy wigcej DNA genom ryzu Oryza sativa [13], ktéry zkolei jest 5-krotnie mniej-
5zy od genomu kukurydzy i ponad 30-krotnie mniejszy od genomu pszenicy. Zsek-
wencjonowanie genomu ryzu, ktére jest juz daleko zaawansowane, ma duze znacze-
nie, poniewaz ryz stanowi podstawowe zrddto pozywienia dla 1/4 populacji ludzkie;j,
ale takze dlatego, iz posiada on jeden z najmniejszych genomoéw roslin zbozowych.
Jego poznanie umozliwi zidentyfikowanie droga analiz poréwnawczych wiele waz-
nych genéw u innych zbéz i jednolisciennych roslin uzytkowych o ogromnych geno-
mach, ktérych analiza jest zaawansowana w mniejszym stopniu [14]. Podobna sytu-
4¢ja dotyczy roslin motylkowatych, dla ktérych wybrane zostaty dwa modelowe ga-
Wnki: Medicago truncatula oraz Lotus Jjaponicus. Prowadzone badania sekwencyjne
a genomach tych roslin pozwola na charakteryzowanie innych gatunk6w droga ana-

liz poréwnawczych [15, 16, 17].

Uzytecznym narzedziem dla rozpoznawczego poréwnywania genomow oraz
C¥larakteryzowania genow indywidualnych okazaty sie zbiory (biblioieki) fragmen-
to‘fV Sfbkwencji kodujacych EST (Estimated Sequence Tags). Sekwencje te stanowig
kFOtkle (200-600 pz) fragmenty regionéw kodujacych i niekodujacych, z wylacze-
Nem fragmentow bedacych powtérzeniami najbardziej liczebnych genéw. Wykorzy-
Stywane s one jako markery genetyczne dla sporzadzania map fizycznych, a takze dla

| UProszczonej klasyfikacji funkcjonalnych jednostek genoméw [18, 19]. Obecnie ok.
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55% wszystkich gendéw znajdujacych si¢ w genomie Arabidopsis posiada juz rozpo-
znang funkcje. Wérod nich zaskakujaco duza wydaje sig liczba sekwencji kodujacych
biatka transkrypcyjne (8% wszystkich sekwencji), co posrednio moze wskazywac na
pierwszorzedowe znaczenie aparatu regulacji ekspresji genow.

Duzego znaczenia nabrata w ostatnich latach analiza zbioréw sekwencji charakte-
ryzujacych okreslone tkanki i organy roslin. Organospecyficzna ekspresja gendw od-
niesiona do omnipotentnego zestawu wszystkich genéw w kazdej komorce jest u ro-
$lin zjawiskiem bardzo znamiennym. Na tym tle wazne wydaje si¢ zrozumienie natu-
ry wylaczania genow w trakcie cyklu zyciowego rosliny. Jak wiadomo, ekspresja ge-
now zachodzi w wyniku aktywacji szlaku informacji genetycznej. Wigkszos$¢ wszak-
ze genow ulega aktywacji jedynie na $cisle okreslony czas w zdefiniowanej fazie roz-
woju. Regulacja tych proceséw ma zasadnicze znaczenie dla rozwoju i r6znicowania
kazdego organizmu [20]. Moze ona obejmowaé zaréwno mechanizmy transkrypcyj-
ne, jak i posttranskrypcyjne, modulowanie aktywnosci polimeraz RNA, jak i reakcje
metylacji elementéw genomu czy deacylacj¢ biatek histonowych [21]. Rozpoznanie
mechanizméw wylaczajacych ekspresje gendw moze by¢ waznym elementem dla
opanowania kontrolowanej ekspresji genow po ich wprowadzeniu do genomu rosliny
uzytkowe;.

Jedna z doniostych zdobyczy biologii molekularnej ros$lin dwu ostatnich dekad
bylo opanowanie metodyki trwatego modyfikowania zasobdéw genowych roélin po-
przez wprowadzenie do ich genomow wybranych czasteczek DNA kodujacych okre-
slone cechy uzytkowe. W ten sposéb rosliny transgeniczne mozna byto wykorzystac
jako bioreaktory dla wytwarzania uzytecznych biatek rekombinowanych [22]. Ten
wazny 1 przysztosciowy kierunek agrobiotechnologii moze odegra¢ znaczaca role dla
produkcji bialek i peptydéw wykorzystywanych w diagnostyce i medycynie.

Obecnie istnieja dwie zasadnicze strategie pozyskiwania w roslinach produktow
transgenicznych o znaczeniu praktycznym: i) technologia oparta na wektorach wiru-
sowych typu RNA, ii) transformowanie bezposrednie genomu roslinnego obcymi
DNA przy wykorzystaniu plazmidéw bakteryjnych Agrobacterium tumefaciens.

Wykorzystanie wiruséw roélinnych (TMV, AMV) do produkowania w komor-
kach roslinnych peptydéw i bialek opiera si¢ na spostrzezeniu, iz subgenomowy
RNA, kodujacy biatko ptaszcza wirusa, mozna wykorzystaé jako dogodny nosnik do
produkcji zadanego produktu peptydowego [23, 24]. Poprzez namnazanie zrekombi-
nowanego wirusa uzyskuje si¢ wiele kopii zrekombinowanego biatka plaszcza wirusa
wydtuzonego o polipeptyd docelowy, ktéry mozna nastepnie wyodrebnié z ro$linne-
go bioreaktora. Ta droga uzyskano juz na skale preparatywna szereg cennych produk-
tow biatkowych, ktére znalazty szerokie zastosowania praktyczne [25].

Wykorzystanie wiruséw roslinnych dla wytwarzania uzytecznych biatek w roslin-
nych bioreaktorach obarczone jest jednak pewnymi ograniczeniami, do ktorych zali-
czy¢ trzeba niestabilnos¢ wektoréw rekombinowanych oraz patogenny wplyw wek-
torowego wirusa na rosling. Oczekuje sie, ze udoskonalenie wektoréw wirusowych, 2
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zwlaszcza wykorzystanie mieszanych wektoréw pochodzacych od dwoch réznych
wirusOw, moze ograniczenia te przezwycigzyé.

Drugi typ strategii pozyskiwania rekombinowanych peptydéw i biatek z roélin
transgenicznych polega na bezpo$redniej transformacji genomu rosliny biorcy za po-
mocg wektora plazmidowego 4. tumefaciens, do ktérego wklonowana zostaje obca
sekwencja DNA, kodujaca produkt docelowy. Sekwencja ta zostaje losowo wprowa-
dzona w jedno lub wigcej miejsc genomu jadrowego rosliny. Jest to obecnie najpow-
szechniej stosowany model transformacji ro$lin. Istotnym elementem wektora uzy-
wanego do transformowania, zapewniajacym wyrazanie nadprodukowanego biatka
w roslinie transgenicznej, jest sekwencja promotorowa, decydujaca o poziomie i
miejscu ekspresji danego produktu. Typem promotora zapewniajacym ekspresje kon-
stytutywna (tzn. we wszystkich organach ro$liny) rekombinowanego biatka jest pro-
motor 35S — fragment genomu wirusa mozaiki kalafiora CAMV. Z kolei dla zapew-
nienia ekspresji organospecyficznej transgenow wykorzystywane sg regulatorowe se-
kwencje DNA charakterystyczne na przyktad dla biatek zapasowych, ktore ulegaja
ekspresji w nasionach ro$lin. Wykorzystywane sa takze sekwencje ,,adresujace”,
umozliwiajace przeniesienie produktéw transgenéw do wakuoli, retikulum endopla-
Zmatycznego czy plastydow.

Ostatnie lata przyniosty interesujacy rozwéj koncepcji szerokiego wykorzysty-
wania ro$lin transgenicznych. Naleza do nich proby wyrazania w komérkach rolin-
nych immunogennych antygenéw wirusowego pochodzenia celem otrzymania tzw.
szczepionek jadalnych [26, 27, 28]. Szczepionki takie podawane droga pokarmowa
Wprowadzatyby pewna ilo$¢ immunogennego antygenu dla aktywacji uktadu odpor-
nosciowego cztowieka lub zwierzecia. Juz pierwsze proby przeprowadzone na po-
czatku lat dziewigédziesiatych wykazaty, ze nowe formy szczepionek roslinnych
Moga w przysztosci stac si¢ niezwykle uzyteczne w immunoprewencji i zwalczaniu
groznych choréb wywotywanych przez rozmaite patogeny. Do zalet szczepionek ros-
linnych nowej generacji zaliczy¢ mozna niski koszt, mozliwosé wytwarzania w duzej
skali, eliminacje mozliwych odczynow alergicznych, a takze tatwy sposéb rozprowa-
dzania i aplikacji.

Obecnie znanych jest szereg obiecujacych przyktadéw ekspresji wirusowych an-
tygenéw w roslinach transgenicznych, ktére po podaniu droga pokarmowa zdolne sg
do indukowania odpowiedzi immunologicznej u ludzi i u zwierzat. Duze zaintereso-
“{anie budza w tym wzgledzie prace nad wytworzeniem szczepionki roslinnej prze-
01va0 wirusowemu zapaleniu watroby typu B. Prace te sq prowadzone w kilku labora-
toriach j z uwagi na duze zainteresowanie spofeczne $ledzone sa z duzym zaintereso-

Waniem. Wedtug raportu WHO z roku 1998, na $wiecie zyje obecnie ponad 2 mld no-
Sicieli wirusa HBV. Pionierskie prace nad uzyskaniem ekspres;ji jednego z antygenow
%80 wirusa — biatka powierzchniowego HbsAg — pochodza z pracowni Arntzena.
Ykazat on, ze w lisciach tytoniu (Nicotiana tabacum) moga tworzy¢ si¢ wirusopo-
dobne agregaty (VLP) z rekombinowanych podjednostek biatka S otoczki wirusa
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HBYV, podobne do agregatéw VLP z drozdzy, wykorzystywanych w szczepionkach
komercyjnych [27]. Nastepnym krokiem byto wykazanie, ze ekstrakt roslin transge-
nicznych, zawierajacy rekombinowany antygen HBsAg, indukowal odpowiedz im-
munologiczna u myszy po podaniu domigsniowym. Waznym etapem na drodze do
otrzymania efektywnej szczepionki roslinnej byto przeprowadzenie pierwszych te-
stow na ochotnikach spozywajacych transgeniczna rosling, wytwarzajaca antygen
HBsAg. Wykazaly one mozliwo$¢ indukcji ta droga ogoélnoustrojowej odpowiedzi
immunologicznej u ludzi [30, 31]. Dalsze prace prowadzone sa w kierunku wyznacze-
nia optymalnej dozy antygenu, a takze okreslenia roli i doboru adiuwanta. Mozna
oczekiwaé, ze kontynuowanie intensywnych badan przedklinicznych i testow klinicz-
nych doprowadzi w ciagu 58 lat do pojawienia si¢ na rynku medycznym szczepionek
roslinnych nowej generacji, ktére beda szczegdlnie przydatne w tropikalnych krajach
rozwijajacych sig [32, 33].

Dotychczasowe osiggniecia biotechnologii molekularnej ro$lin ukazaty, ze w ro-
$linach transgenicznych i w hodowlach komérkowych mozliwe jest wytwarzanie
biatek czynnych o znaczeniu terapeutycznym i diagnostycznym. ,,Zielone fabryki”
moga odegra¢ wielka role w przezwycigzaniu ograniczen wynikajacych z koszto-
chtonnosci i energochtonnosci biotechnologii klasycznych. Zaleze¢ to jednak bedzie
zaréwno od wypracowania oczekiwanego postgpu w udoskonalaniu badanych ukia-
déw, jak i tez od publicznej akceptacji nowych technologii opartych na rekombinowa-
nych czasteczkach DNA [34]. Panuje na ogdt powszechne przekonanie, ze nowe bio-
technologie moga odegra¢ istotna role w pozyskiwaniu dobrej jako$ciowo zywnosci
w warunkach pogtebiajacych si¢ globalnych zmian $rodowiska naturalnego. Moga
one takze odegra¢ decydujaca role w zachowaniu réznorodnosci biologicznej przyro-
dy ozywionej, co jest jednym z podstawowych warunkéw zachowania réwnowagi
ekosystemowej na Ziemi.
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Summary

Over last two decades new highly advanced genomic approaches have created un-
precedented progress in understanding the structure-function relationship between
nucleic acids and proteins across diverse organisms. The sequencing data combined
with computation analysis have fundamentally changed the prospects of modern agro-
biotechnology. This led to the development of novel strategies for plant protection, in-
creasing crop yield and producing in plants some pharmaceutical compounds inclu-
ding those used for immunoprotection of human and animals. Plant comparative ge-
nomics is based on selected model plants such as Arabidopsis thaliana, rice or some
legumes. The emerging fields such as functional genomics and proteomics address the
questions of functional significance of individual genes for plant development under
various environmental conditions.



