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UITTREKSEL.

Konvensionele planteteling het tydens die laaste halfeeu h merkwaardige toename in gewasproduksie tot gevolg geluid. Ver-
skeie tekortkominge in die benadering het egter geleenthede vir die toepassing van biotegnologie in planteteling geskep. Die
verskillende henaderings op die gebied van selbiologie (weefselkultuur) en molekulére hiologie (rekombinante DNS-tegnologie)
word bespreek en die toepassing daarvan in h globale benadering tot planteteling word bepleit.

ABSTRACT

Biotechnology — A new approach in plant breeding

Conventional plant breeding has made a significant impact on the increase in crop production during the last halfcentury.
Several shortcomings however, opened up the opportunitiesfor the application ofbiotechnology in plant breeding. Tlte vari-
ous approaches in thefield ofcell biology (tissue culture) and molecular biology (recombinant DNA technology) are dis-
cussed and the application thereof is advocated in a global approach to plant breeding.

INLEIDING

Die sogenaamde “Groen Revolusie” het ’n merkwaardige
toename in gewasproduksie tot gevolg gehad. Die genetiese
opgradering van gewasse deur middel van konvensionele
teling was een van die faktore wat ’n rol hierin gespeel het.
Belangrike genetiese eienskappe soos siekte- en plaag-
bestandheid, opbrengs, aanpassing by spesifieke klimaats-
omstandighede, kwaliteit en dies meer is in moderne kul-
tivars ingebou deur die maak van kruisings tussen geslagte-
lik verenigbare plante (teelouers). Een van die grootste na-
dele van hierdie benadering is die lang tydsduur (min of
meer 10tot 15jaar vanafdie kruising gemaak is totdat die
produk die boer bereik) wat nodig is om ’n kultivar te ont-
wikkel en die gepaardgaande koste verbonde aan die ont-
wikkeling van nuwe kultivars. Voorts word die teelprogram
gekortwiek deurdat plante met gewensde eienskappe van-
weé kruisingsonverenigbaarheid nie met mekaar gekom-
bineer kan word nie.

Ontwikkelings op die gebied van plantbiotegnologie het
egter opwindende moontlikhede ten opsigte van plantete-
ling aan die lig gebring. In hierdie aanbieding sal daar kort-
liks na die toepassing en potensiaal van elk van hierdie
aspekte in planteteling verwys word. Die benaderings in
plantbiotegnologie kan in twee hoofgroepe ingedeel word,
naamlik selbiologie en molekulére biologie, elk met sy eie
onderafdelings.

SELBIOLOGIE

Selbiologie word hier gedefmieer as die studie, ontwik-
keling en regenerasie van plante vanuit selle, weefsels en
organe. Soms word daarna as “plantweefselkultuur”
verwys. Dit kan in twee afdelings verdeel word, naamlik
“vermeerdering en instandhouding” en “onkonvensionele
planteteling” wat weer op grond van die wye verskeiden-
heid van tegnieke en benaderings verder onderverdecl
word.

Vermeerdering en instandhouding

Klonale vermeerdering

’n Belangrike aspek van toegepaste planteteelt is die instand-
houding van teellyne en kultivars. In hierdie opsig maak
biotegnologiese metodes reeds ’n integrale deel uit van
benaderings om gewasse wat op vegetatiewe wyse ver-
meerder moet word, in stand te hou." Honderdeduisende
plante van gewasse soos aartappels en blombolle word
jaarliks deur maatskappye geproduseer en die vinnige
klonale vermeerdering in vitro is ’n praktiese en ekono-
mies lewensvatbare manier om dit te doen. Plante kan in
vitro vanaf meristeme (klein groeipunte), kallus of weef-
sels via adventiewe knoppe, of deur die vorming van
somatiese (ongeslagtelike) embrio’s geregenereer word.”
Die algemene kommersiéle toepassing van grootskaalse
klonale vermeerdering van plante in vitro geskied deur die
toepassing van meristeemkultuur.” Hierdie tegnieke word
egter ook gebruik om binne ’n kort tydperk massavermeer-
dering van nuwe kultivars te onderneem. Sodanige ver-
meerdering geskied dus baie vinniger as wat voorheen die
geval was. Geoutomatiseerde plantweefselkultuurstelsels
word tans ontwikkel om die kostes te probeer verlaag.-*

Kunsmatige saad

Een van die merkwaardigste ontwikkelings van die selbiolo-
gie is die vermoé van somatiese plantselle om embrio’s in
kultuur te vorm. Vandag kan somatiese embrio’s vir meer
as 130 spesies gekweek word.” Die effektiwiteit van die
proses met die gepaardgaande besparing wat dit aan ar-
beid, tyd en kostes meebring, maak dit ’n baie aantreklike
opsie vir die vinnige klonale vermeerdering van plante. Die
potcnsiele produksie is baie hoér as dié van die ander weef-
selkultuurstelsels. Daar is byvoorbeeld bereken dat ’n
enkele blaareksplant van olifantgras binne 7 maande meer
as 2,5 X 10 plante kan lewer.* Hierdie ontwikkeling is eg-
ter verder gevoer deurdat die embrio’s met 'n kunsmatige
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voedingsmedium bedek is. Dit word dan binne ’n omhul-
sel gcplaas oni ’n kunsmatige saad te vorni. Ontwikkeling.s
om hicrdie proses te meganiseer het reeds ver gevorder.’

Siektevrye plante

Dikwels word die kweek en verspreiding van plante deur
die aanwesigheid van siektes in die materiaal belemmer.
Dit is veral virussiektes wat deur die vegetatiewe vermeer-
dering van plantmateriaal versprei, maar daar is oak virusse
wat saadoordraagbaar is. Die uitskakeling van virussiektes
is noodsaaklik, aangesien virusbesmetting tot oesverliese
van tot 50% in plante kan lei.« Virusuitskakeling word
tans deur die toepassing van meristeemkultuur in kom-
binasie met hitteterapie en/of chemoterapie bewerkstel-
lig."K Die dissektering en kweek van die lootmeristeem
met slegs een of twee blaarprimordia stel navorsers in staat
om die virusse op ’n fisiese wyse uit te skakel." Hierdie
tegnieke is belangrik by die kweek van gewasse soos aart-
appels en veral ornamentele gewasse waar die plante
vegetatief vermeerder word.

Bewaring en uitriiil van genebronne

Daar is ’n duidelik waarneembare neiging in die wéreld
vandag dat die bewaring van die omgewing toenemend be-
langrik word. Hierdie bewaringsbewustheid kom ook na
vore by die bewaring van die verskeidenheid van genetiese
bronne. Van die meer as 250 000 plantspesies wat bekend
is, word minder as 200 van besondere ekonomiese belang
geag, terwyl die oorgrote meerderheid van die wéreld se
voedsel van slegs 15 spesies af kom - hoofsaaklik graan-
gewasse, peulplante en wortelagtige gewasse. Daar was
’n periode waartydens min belangstelling in die wye ver-
skeidenheid van spesies getoon is, sodat die genetiese ba-
sis van baie van die huidige kommersiéle gewasse baie nou
is. Deur die toepassing van in v'/fro-vermeerdering kan
bedreigde spesies nou gered word, en waardevolle mate-
riaal ook in vitro geberg word. Genebanke is besig om teg-
nologie te ontwikkel waardeur genetiese bronne in vitro
bewaar kan word. Dit behels tegnieke soos die ontwikke-
ling van sogenaamde “stadige-groeimedia” waar plante vir
meer as ’n jaar op dieselfde medium onder beheerde
(laetemperatuur) toestande gekweek word. Kriopreserve-
ring (bewaring in ’n gevriesde toestand) word ook reeds
toegepas, maar die tegnologie is nog net vir ’n klein aantal
spesies (ongeveer 10) ontwikkel." Die ander groot voor-
deel van die in v/7ro-opberging van siektevrye genebronne
is dat dit die internasionale verspreiding van .sodanige plante
grootliks vergemaklik. Die plante kan nou maklik
ooreenkomstig internasionale fitosanitére regulasies tus-
sen lande vervoer word.

Onkonvensionele planteteling

Vanweé die inherente beperkings van gewone geslagtelike
kruisings is verskillende selbiologiese tegnieke ontwikkel
om konvensionele teling te ondersteun en te bespoedig.
Hierdie tegnieke vervang dus nie konvensionele teling nie,
maar is bloot unieke benaderings wat gebruik word om
bepaalde probleme in die teelprogram op te los.

Emhriokulture
Konvensionele planteteling behels gewoon die maak van

kruisings tus.sen geslagtelik verenigbare plante. Soms word
onverenigbaarheid oorkom deur die maak van brugkrui-
sings, maar in wese bly dit konvensionele benaderings. Par-
tykeer gebeur dit egter dat die embrio’s tydens verskillende
stadia van die ontwikkeling na bevrugting aborteer. In die
verlede is daar dus geen nageslag vanuit so ’n kruising ver-
kry nie. Tegnieke is ontwikkel waardeur die embrio’s in
'n vroeé stadium uitgedissekteer en op ’n kunsmatige groei-
medium onder steriele toestande gekweek is. Op dié wyse
kon nageslag dus verkry word.”* Hierdie tegnieke word
reeds by ’n groot verskeidenheid gewasse toegepas s00s
interspesies- en intergenuskruisings by Brassicae,'-* inter-
genuskruisings in die Amaryllidaceae (NSPB, ongepu-
bliseerde resultate) en vir die ontwikkeling van pitlose
druiwe. I

Stuifmeelkulture (haplo'iede plantproduksie)

Die vestiging van suiwertelende lyne is ’n kritiese stap in
die ontwikkeling van kultivars van die meeste gewasse.
Stabiele, homosigotiese teellyne word as kultivars vrygestel
of word as teelouers in 'n bastersaadprogram gebruik. Die
verkryging van volledige homosigose word beperk deur
twee natuurlike Mendeliese verskynsels, naamlik
segregasie en onafhanklike sortering wat genetiese ver-
skeidenheid in plante maksimeer.'i" In ’n konvensionele
program word homosigose bewerkstellig deur ’n
tydrowende proses van selfbestuiwing en terugkruising.
Partenogenese - ’n tegniek waar ’'n plant direk uit ’n
gameetsel ontwikkel word, is in sommige gevalle gebruik
om homosigose te bewerkstellig. In aartappels byvoorbeeld
word diploiede van tetraploiede kultivars verkry deur ’n
kruising met Solanum phureja Juz et Buk., maar die
diploiede is dus nog steeds heterosigoties.” in garsteling
word kruisings tussen kultivars en die wilde species Hor-
deum hulbosum gemaak en die onvolwasse saad word in
vitro gekweek. Tydens embrio-ontwikkeling word die H.
bu/hosion-chronwsome uitgeskakel en word ’n haplo'iede
plant sodoende verkry.'» In die meeste gevalle word
haplo'iede plante verkry van die kweek van manlike gamete
(stuifmeel en/of mikrospore) in vitro.Wanneer helm-
knoppe op ’n kunsmatige medium onder steriele en beheer-
de toestande gekweek word, word plantjies via 'n kallus-
fase of direk deur middel van embriogenese gegenereer.
Die verdubbeling van die chromosoomaantal van sulke
haplo'iede plante, spontaan in kultuur of met behulp van
'n chemiese behandeling (kolgisien) lewer dan
homosigotiese diplo'iede. Die produksie van plante vanaf
gamete is reeds in meer as 200 plantspesies gerappor-
teer,2« maar die tegniek is nog net in ’n klein aantal spe-
sies suksesvol toegepas om nuwe kultivars te skep.

Kallus- en selkulture

Natuurlike variasie wat normaalweg met kombinasieteling
deur middel van geslagtelike kruisings bewerkstellig word,
kan kunsmatig met behulp van mutasieteling verhoog word.
Alhoewel kultivars wel op hierdie wyse ontwikkel is, het
die groot getalle plante wat evalueer moes word en die feit
dat niespesifieke variasie geskep is, die toepaslikheid van
die tegniek beperk. In vi'/ro-tegnieke blyk egter 'n lewens-
vatbare alternatief vir konvensionele mutasieteling te wees.
Aanvanklik is gemeen dat plante wat vanuit weefselkulture
geregenereer is, geneties identies sou wees. Dit het egter
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spoedig geblyk dat verskille in morfologie, sitologie en bio-
chemie van die plante voorkom en is hierdie vorm van vari-
asie “somaklonale variasie” genoem.2l Die graad van
somaklonale variasie wat verkry word, kan in ’'n mate
gemanipuleer word deur die kweektoestande te varieer. Dit
is uiters belangrik om te besef dat daar nie 'n algemene
behoefte aan die verhoging van kunsmatige genetiese vari-
asie in vitro is nie. Voidoende variasie bestaan reeds vir
die meeste plante. Dit is egter wel sinvol in gevalle waar
daar vir ’n spesifieke eienskap geselekteer word." Die
toepassing van ’n spesifieke seleksiedruk op kallus of
selkulture kan die groei van spesifieke gemuteerde sellyne
tot gevolg hé, waaruit plante geregenereer kan word.* Die
tegniek is bruikbaar vir monogeniese eienskappe en ver-
skeie plante is reeds op dié wyse verkry. Enkele voorbeelde
is:

* sulfonielurea (onkruiddoderbestandheid) in tabak;22

* Imidasolinoon (onkruiddoderbestandheid) in mielies;™

* bestandheid teen die patogeen Drechslera maydis in
mielies;2%*

* bestandheid teen die patogeen Fusarium oxysporum f.
sp. medicaginis in lusern;25

* bestandheid teen die patogeen Phoma lingam in Bras-
sica napus;™

* bestandheid teen die patogene Pseudomonas en Alter-
naria in tabak;™

* bestandheid teen swaar metale in Brassica napus en
tabak;28

* toleransie vir die oorproduksie van aminosure (tripto-
faan) in graangewasse;"

* toleransie teen soute in lusern."o

Ten spyte van die suksesse wat reeds behaal is, bly som-
mige navorsers nog skepties oor die praktiese toepassing
van hierdie tegnieke.* Die grootste struikelblok is dat die
meeste variasie wat in selkulture verkry word, nie in die
geregenereerde plante gevestig word nie. Die bestandheid
of toleransie is slegs waarneembaar solank as wat die selek-
tiewe agent teenwoordig is. Die gewensde eienskap word
dus nie in die genoom gevestig nie, maar kom slegs epigene-
ties tot uitdrukking.' Voorts is geen nuwe kultivars nog
volgens hierdie metodes ontwikkel nie. Dit is duidelik dat
hierdie tegnieke nie algemene toepassing sal vind nie, maar
dat daar wel gevalle is waar dit met groot vrug aangewend
sal kan word.

Protoplaskulture

Die benutting van selbiologiese tegnieke in planteteling be-
rus op die vermoé om plante vanaf verskillende bronne (or-
gane, weefsels, selle of protoplaste) te regenereer. Sedert
CockingJ' daarin geslaag het om protoplaste te isoleer het
die tegnologie vinnig ontwikkel. Protoplaste kan beskryf
word as “naakte” selle, aangesien die selwand deur
chemiese of meganiese prosesse verwyder is. Tans word
plantweefsel meesal in 'n hipertoniese oplossing (0.6M) van
mannitol met pektinase (ongeveer 0,1%) verteer om enkel-
selle te lewer. ’n Verdere vertering van die sellulose wand
met sellulase (ongeveer 1,0%) lewer dan die protoplaste.
Die protoplaste word voorts op verskeie kunsmatige media
onder steriele toestande gekweek om eers selwande te rege-
nereer en daarna mikrokalusse, kalusse en uiteindelik lote
en wortels om nuwe plantjies te lewer.2 Die regenerasie

van plante uit protoplaste kan egter nog nie vir alle gewasse
bewerkstellig word nie. Suksesse is hoofsaaklik met
tweesaadlobbiges behaal en veral met die lede van die
Solanaceae.33 Belangrike deurbrake is egter onlangs met
die regenerasie van plante uit protoplaste van belangrike
eensaadlobbige gewasse s00s rys,-»mielies,".* suikerriet®
en koring3s gemaak. Alhoewel protoplaste ook vir die vin-
nige in V//ro-vermeerdering van gewasse of as seleksie-
sisteem benut kan word, 1€ die toepassingswaardes egter
in twee ander vernuftige benaderings opgesluit. Dit is
naamlik somatiese hibridisasie en geenoordragingbenade-
rings wat afsonderlik bespreek sal word.

Somatiese hibridisasie (Protoplasfusie)

Protoplaste van verskillende bronne kan saamgesmelt word
vanweé die afwesigheid van ’n selwand. Hierdie fusie kan
spontaan in die kultuur geskied of dit kan chemies gein-
duseer word deur poli-etileen-glikol (PEG 5-25%) in die
teenwoordigheid van Ca2+ (50-250mM) by pH 8-10" of
deur elektrofusie.®oDaar is verskeie toepassings van hier-
die tegnologie in planteteling:

* kombinasie van volledige genome van geslagtelik on-
verenigbare spesies kan verkry word;

* gedeeltelike oordraging van die genoom van die skenker
(bv. genoom gefragmenteer deur bestraling) na die ont-
vanger;

* manipulasie en oordraging van organelle soos chlo-
roplaste en mitokondria.

'n Groot aantal somatiese hibriede word in die literatuur
b eskryf,maar daar is slegs enkeles wat werklik van
waarde is. Enkele voorbeelde is:

* fusie van protoplaste van Solanum tuberosum met S.
brevidens wat bestandheid teen sekere aartappelvirusse
toon; %

* fusie van protoplaste van Brassica napus met B. nigra
om B. naponigra te lewer wat bestand is teen die patogeen
Phoma lingam.*"

Genoemde gevalle is egter uitsonderings, aangesien dit
redelik onwaarskynlik is dat bruikbare en vrugbare
somatiese basters verkry kan word deur die volledige
samevoeging van genome van twee onverwante ouers. Ge-
volglik lyk dit of die ontwikkeling van asimmetriese
somatiese basters belowender is, soos blyk uit die resul-
tate wat met B. napus en B. nigra behaal is.” By asimme-
triese verbastering word die kern van een van die ouers deur
bestraling uitgeskakel en slegs die sitoplasma word dus oor-
gedra. Voorts word die ontvangerprotoplaste metjodoaseta-
mied behandel wat seldeling verhoed. Slegs metabolies
komplementére protoplaste sal dus verder tot plante ontwik-
kel.*5Sodoende kan die sitoplasma van een ouer met die
kern van ’n ander ouer gekombineer word. Hierdie
benadering kan veral goeie toepassing vind in die oordra-
ging van ’'n eienskap soos sitoplasmiese manlike
steriliteit™ — ’n uiters belangrike eienskap in gewasse
soos mielies en tamaties waar bastersaad geproduseer word.

Alhoewel die toepassing van selbiologiese benaderings
in praktiese planteteling tot 'n groot mate nog in 'n ek-
sperimentele stadium is, is daar voidoende bewyse dat die
tegnieke oor die potensiaal beskik om in die nabye toekoms
'n betekenisvolle bydrae tot planteteling te maak.
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MOLEKULERE BIOLOGIE

Hierdie afdeling omsluit ’n studieveld waarna soms ook
as “genetiese boukunde” of “rekombinante-DNS-
tegnologie” verwys word. In wese behels dit die studie en
manipulasie van plante (en ander organismes) op die
molekulére vlak. Die verskillende aspekte wat op plante-
teling betrekking het, sal van naderby beskou word.

Isolasie en klonering van gewenste gene

Die uiteindelike doelwit met die toepassing van kundig-

heid en tegnologie in hierdie veld is die skepping van

sogenaamde transgeniese plante. Transgeniese plante
beskik oor gene wat met behulp van rekombinante-DNS-
tegnologie ingebou is. Hierdie gene bestaan uit stukkies

DNS wat uit drie hoofdele saamgestel is, naamlik:

* die koderende gebied wat die aminosuurvolgorde van ’n
proteien kodeer (dit geskied na transkripsie na die bood-
skapper(m)RNS en translasie van die boodskap op die
ribosome);

* die promotorgebied 5’ of “bostrooms” van die koderende
sone, wat oor volgordes beskik wat vir die beheer van
die uitdrukking van die strukturele geen verantwoorde-
lik is (m.a.w. waar, wanneer en hoe die geen tot uitdruk-
king kom);

* die stopsettergebied, 3’ of “stroomafwaarts” van die
koderende area, met stopvolgordes.

Tans word die meeste aandag gewy aan die identifikasie
en isolasie van gewenste gene vanuit die genome van hoér
plante en ander organismes. Die algemeenste benadering
is om mRNS te isoleer en komplementére(c)DNS met tru-
transkriptase te vervaardig. Hierdie cDNS word gebruik
om die strukturele gene vanuit genoombiblioteke wat vanaf
kern-DNS gesintetiseer is, te isoleer.

Alhoewel baie plantgene reeds geisoleer is, val dit in 'n
kategorie van gene wat relatief maklik is om te isoleer, 2
soos dié wat vir bergingsproteiene kodeer (bv. zei'en in
mielies*") of gene wat deur ’n spesifieke sein geinduseer
word wat navorsers in staat stel om cDNS klone te iden-
tifiseer op die basis van mRNSs wat aanwesig is in gein-
duseerde en afwesig is in onge'induseerde weefsels. 2 Daar
is egter ook ’n hele aantal ander benaderings wat gevolg
kan word om gene te isoleer. Een van die grootste stuikel-
blokke bly egter steeds die probleme wat met die isolasie
van ekonomies belangrike gene ondervind word. Tans word
daar hoofsaaklik op eienskappe soos siekte-, plaag- en
onkruiddoderbestandheid gekonsentreer, terwyl die gehalte
en voedingswaarde van gewasse onder andere 0ok verbeter
kan word deur die oordraging van gene vir die produksie
van essensiele aminosure en bergingsproteiene. Poligeniese
eienskappe soos toleransie teen koue, hitte, droogte en veral
verhoging van opbrengs waarby eienskappe soos verhoogde
fotosintese-aktiwiteit en stikstofbinding betrokke is, geniet
00k reeds aandag.

Opsporing van gene

Een van die eerste wyses waarop die rekombinante-DNS-
tegnologie ’n invloed op bestaande konvensionele teel-
programme uitoefen, is deur die ontwikkeling van DNS-
merkers vir chromosoomsegmente - die sogenaamde
“Restriksie-fragment-lengte-polimorfimse” (RFLP)-
karteringstegniek. Ensieme word gebruik om die DNS by
spesifieke basisvolgordes te sny, die verskille tussen plante

wys dan op as verskille in lengte tussen die fragmente."*»
Indien spesifieke RFLP-patrone met bepaalde gewenste
eienskappe gekorreleer kan word, kan dit as ’n merker
gebruik word. Die opsporing van enkelgeen eienskappe is
die mees logiese wyse om RFLP-analises te benut en dit
sal waarskynlik in baie gewasse in die toekoms toegepas
word. Deur sorgvuldige en stelselmatige ondersoeke sal
hierdie tegniek mettertyd ook gebruik kan word in die be-
heer oor poligeniese eienskappe.”* Dit is ook duidelik dat
RFLP-kartering ’n integrale deel van genetiese boukunde
gaan uitmaak, omdat dit navorsers in staat sal stel om ’n
DNS-segment wat ’n gewenste geen bevat, te isoleer.
Hierdie tegnieke sal beslis bydra tot die bevordering en ver-
snelling van konvensionele teelprogramme, deurdat die
oordrag en segregasie van gene maklik nagespoor sal kan
word. Dit sal egter ook die benaderings van genetiese bou-
kunde bevorder, deurdat dit nuwe moontlikhede vir die op-
sporing van gewensde gene bied.

Oordraging van gene na plante

Gene wat geisoleer is, moet egter na die ontvangerplante
oorgedra word, waar dit stabiel geinkorporeer moet word.
Twee breé benaderings kan in die oordraging van gene na
plante gevolg word. Die gene kan of met behulp van ’n vek-
tor in die selle ingedra word, of direkte geenoordraging
word sonder die gebruik van ’n vektor uitgevoer. Elk van
die benaderings het sy voor- en nadele en hierdie aspekte
sal vervolgens Kkortliks bespreek word.

Geenoordrag met behulp van vektore

Sekere plant-DNS-virusse wat natuurlik voorkom, soos
CaMV (blomkoolmosaiekvirus), kan gebruik word as ’n
vektor om vreemde DNS na plante oor te dra. Vektore wat
op RNS-virusse gebaseer is, word ook oorweeg,» maar
die algemeenste stelsel is dié van Agrobacterium tumefa-
ciens. Ditis 'n grondbakterium wat na verwonding ’n wye
reeks tweesaadlobbige plante infekteer, waar dit dan galle
induseer deur die invoeging van DNS in die plantselle.
Hierdie bakterium word dan ook die natuur se eie genetiese
ingenieur genoem, omdat dit oor die vermoé beskik om
’n DNS-fragment (T-DNS) na die genoom van die gasheer-
plant oor te dra. Vreemde gene wat in die T-DNS deur Ti-
plasmiede ingevoeg is, word dan gesamentlik op dié wyse
na die genoom van die gasheer oorgedra. Deur die T-DNS
gene te verwyder, word die vektore ontwapen en vervang
met die gewenste gene. In die praktyk word sogenaamde
selekteerbare merkergene wat vir bestandheid teen antibi-
otika soos kanamisien”i en higromisien’s kodeer, ingesluit.
Dit maak die seleksie van getransformeerde selle moont-
lik deur die selle op ’n medium te kweek wat die antibioti-
kum(a) bevat. Ander merkers wat berus op kwantitatiewe
analises soos dié wat gebaseer is op chlooramfenikolasetiel-
transferase,53 die luciferasegeen van die vuurvlieg™" en E.
coli betaglukoronidase (GUS),” word ook gebruik. Op
hierdie wyse kan transgeniese plante dus ontwikkel word
wat slegs van die ouers verskil ten opsigte van die vreemde
gene wat oorgedra is.5xSoms word A. rhizogenes met sy
Ri-plasmied ook in die eksperimentering met geenoordra-
ging gebruik. Hierdie tegniek werk vir die meeste
tweesaadlobbige plante baie goed, maar transformasie van
eensaadlobbige plante, veral graangewasse, was minder
suksesvol. Transformasie van eensaadlobbiges is meesal
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in die bolblomfamilies (Amaryllidaceae, Liliaceae en
Iridaceae) bewerkstellig.s* Gevolglik is ’n aantal tegnieke
vir die direkte oordrag van DNS ontwikkel.

Direkte geenoordragingsmetodes

’n Vektor is nie noodsaaklik vir die oordrag en inkorpore-
ring van vreemde gene in die plantgenoom nie. ’n Aantal
tegnieke waar die DNS op direkte wyse oorgedra word,
is ontwikkel en sal kortliks bespreek word.

Chemiese metodes

PEG is dikwels as 'n samesmeltingsagent gebruik waar die
vreemde gene in die vorm van plasmied-DNS na pro-
toplaste oorgedra is. Alhoewel die toepasbaarheid van die
tegniek beperk word deur die probleme wat met die
regenerasie van plante uit protoplaste van eensaadlobbiges
ondervind word, dui onlangse deurbrake in die regenerasie
van rys,3* mielies,35.5< suikerriet®? en koring™* en die
oordraging van gene na mieliess™ en grasses* met behulp
van hierdie tegniek tog daarop dat hierdie benadering wel
lewensvatbaar is.

Mikro-inspuiting

Transgeniese plante is reeds verkry nadat die DNS deur
middel van mikro-inspuiting in plantselle van onder an-
dere tamatiess*» geplaas is. Alhoewel die tegniek daarop
neerkom dat selle en/of protoplaste dus indiwidueel gehan-
teer word, blyk dit tog suksesvol te wees en kan verdere
suksesse verwag word.

Eletroporasie

Hierdie tegniek behels die aanwending van hoévolt elek-
triese pulse in ’n oplossing wat ’n mengsel van protoplaste
en vreemde DNS bevat. Hierdie behandeling veroorsaak
porieé in die selmembraan waardeur die DNS die plantsel
binnedringso waar dit dan in die genoom van die sel
geinkorporeer word. Die nadeel bly steeds dat daar van
protoplaste gebruik gemaak moet word wat moeilik is om
te regenereer. Vreemde gene is egter met welslae na ’n aan-
tal tweesaadlobbiges™’ asook eensaadlobbige gewasse soos
grasse,5s rys* en mielies™ oorgedra.

Hoéspoed mikroprojektiele

Die DNS word in die plantsel ingedra deur ’n bombarde-
ment met mikroprojektiele. Hierdie projektiele is byvoor-
beeld mikroskopiese tungsten of goudpartikels waarop die
DNS geabsorbeer is. Die hoe spoed waarteen die partikels
afgevuur word, stel dit in staat om die plantsel binne te
dring. Aangesien selle of weefsels op hierdie wyse getrans-
formeer kan word, hou die tegniek groot belofte in. Ver-
skeie plante soos mielies« en tabak” is reeds op hierdie
wyse getransformeer.

Die verskillende benaderings soos in die voorafgaande
gedeeltes bespreek, het reeds tot die skepping van sekere
transgeniese plante gelei. In die meeste gevalle is daar eg-
ter slegs van die merkergene gebruik gemaak om die teg-
nieke te ontwikkel. Vervolgens sal enkele voorbeelde van
die oordraging van gene van landboukundige belang
bespreek word.

Voorbeelde van die toepassing van genetiese boukunde

Onkruiddoderbestandheid

Die gebruik van onkruiddoders vorm ’n intergrale deel van
die moderne landbou. Daar word voortdurend na doel-
treffende middels ter bestryding van onkruide gesoek. Van-
weé die eise wat gestel word dat die middels omgewings-
vriendelik moet wees, is dit moeilik om baie spesifieke mid-
dels te ontwikkel. Die middels is dus dikwels ook toksies
vir die gewasse en gevolglik het die oordraging van onkruid-
doderbestandheid na gewasse ’'n belangrike teeldoelwit
geword.<>5 Tydens die laaste vyfjaar is daar goeie vorde-
ring gemaak met die klonering en oordraging van gene na
plante, wat onkruiddoderbestandheid tot gevolg het. Hier-
die transgeniese plante vertoon gevolglik bestandheid teen
spesifieke onkruiddoders. Dit is onmoontlik om binne die
spektrum van hierdie oorsig al die suksesse te lys en gevolg-
lik sal daar met enkele voorbeelde volstaan word:

* sulfonielureas en imidasolinone —die asetolaktaatsin-
tase- (ALS-) geen is na tabak oorgedra waar bruikbare
vlakke van onkruiddoderbestandheid waargeneem is;S6

* glifosaat —die eerste glifosaatbestande, transgeniese
plante is verkry deur die oordraging van die aroA-geen
van Salmonella na tabak,maar was nie volkome suk-
sesvol nie. Die 5-enolpiruviel-shikimaat-3-fosfaatsintase
(EPSPS)-geen wat vanuit Petunia geisoleer is, het egter
transgeniese plante met uitstekende bestandheid
opgelewer”s soos Petunia, tamaties en oliesaadraap
waarvan sommige reeds in 1987 en 1988 aan veldproewe
onderwerp is.«

* fosfinotrisien (PPT)- die bar-g&en van Streptomyces
hygroscopicus is na tabak, tamaties en aartappels oor-
gedra. Die transgeniese plante het 'n verhoogde bestand-
heid teen PPT vertoon.

* atrasien —’n mutantpsbA-geen is na tabak oorgedra waar
verhoogde bestandheid teen atrasien waargeneem is.'’»

* bromoxiniel - ’n bxn-geen van Klebsiella ozaenae is
gekloneer en na tabak en tamaties oorgedra waar dit tot
uitdrukking gekom het, met die gevolglike bestandheid
teen die onkruiddoder.”'

Die ontwikkeling van onkruiddoderbestande gewasse is
duidelik ’n fokuspunt in die navorsing op transgeniese
plante, onder andere omdat dit geredelik vermag kan word.
Voorts is die werking en aksie van die meeste van die
onkruiddoders bekend, wat dit makliker maak om die gene
op te spoor. Onkruiddoderbestande gewasse sal nie net ’n
meer koste-effektiewe beheer van onkruide tot gevolg hé
nie, maar dit maak ook die algemener gebruik van meer
omgewingsvriendelike onkruiddoders moontlik.

Bestandheid teen virussiektes in plante

Verskeie benaderings is gevolg om virusbestandheid na
gewasse oor te dra. Die algemeenste metode berus op die
bekende “kruisbeskermingsmeganisme” waar infeksie deur
’n matige ras van die virus, bestandheid teen ’n virulente
ras tot gevolg het. Hierdie meganisme is afhanklik van die
verwantskap tussen die skedeproteiene (CP) van die twee
virusse. Alhoewel daar nog onsekerheid oor die werk-
like meganisme(s) bestaan, is goeie sukses reeds behaal
met die skepping van transgeniese plante met bestandheid
teen bepaalde virussiektes deur die oordraging van die geen
wat vir die CP kodeer. Enkele voorbeelde is:

* bestandheid teen tabakmosaiekvirus (TMV) in tabak;73
* bestandheid teen alfalfamosaiekvirus (AIMV) en
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tabakratelvirus (TRV) in tabak;"-'

* bestandheid teen komkommermosaiekvirus (CMV) in
tabak; 75

* bestandheid teen aartappelvirus X (PVX) in tabak">en
aartappels;77

* bestandheid teen PV X en aartapplvirus Y (PVY) in aart-
appels.™

Die vordering wat gemaak is, is belowend en die toepas-
sing van ander benaderings soos die antisintegnologie be-
hoort spoedig tot die beskikbaarstelling van virusbestande
gewasse te lei.

Insekbestandheid in plante
Die ontwikkeling van transgeniese plante met bestandheid
teen sekere insekte berus tans hoofsaaklik op twee benade-
rings. Eerstens is ’n tripsien-inhibeerdergeen vanuit Vigna
unguiculata geisoleer en na tabak oorgedraT waar dit
bestandheid teen Heliothis virescens tot gevolg gehad het.
Die tweede benadering behels die benutting van Bacillus
thuringiensis (B.t.) wat vir baie jare reeds as ’n veilige
biologiese insekbeheermiddel gebruik word en wat tans die
grootste belofte toon. Die toksisiteit van die organisme
spruit voort uit die produksie van ’n proteien, die
sogenaamde delta-endotoksien, wat selektief toksies is vir
die larwes van insekte.*” Verskeie fi.i.-toksiene met ak-
tiwiteit teen Lepidoptera-, Diptera- en Coleoptera-insekte
is reeds gei'dentifiseer, gekloneer en na plante oorgedra
waar dit bestandheid tot gevolg het;
* pestandheid teen Manduca sexta in tabak;»'
* bestandheid teen M. sexta en ander Lepidoptera-larwes
in tamaties;*2
* pestandheid teen Lepidoptera in tabak.»’

Sedert die eerste insekbestande transgeniese plante in 1987
geproduseer is, het ontwikkelings vinnig gevolg en word
daar tans aan ’n groot aantal soortgelyke projekte gewerk.
Dit is ’n uitgemaakte saak dat die gewasse van die toekoms
’n ingeboude bestandheid teen sekere insekte sal he, maar
dit sal nie chemiese beheermaatreéls volledig vervang nie.

Verhoging van proteiengehalte van sade

Die gene wat vir ’n aantal belangrike proteiene in sade
kodeer, is reeds gei'dentifiseer en geisoleer en hierdie gene
is ook reeds na ander plante oorgedra. ’n Belangrike ver-
skynsel is dat hierdie gene op die regte plek op die regte
tyd tot uitdrukking kom. So is die faseoliengeen van boon-
tjies na sonneblomselle»” en tabakplante oorgedra waar dit
in die sade tot uitdrukking gekom het.»b

TOEKOMSBLIK

Uit die voorafgaande is dit duidelik dat biotegnologie ’n
kragtige tegnologie is en dat dit oor die potensiaal beskik
om ’n rewolusionére bydrae tot planteteling te maak. Na
verwagting sal hierdie ontwikkelings egter eerder ewolu-
sionér as rewolusionér geskied. ’n Noue interaksie en
samewerking tussen plantetelers en biotegnoloe is nood-
saaklik om die suksesse wat in die laboratorium behaal
word, na die landerye oor te dra. Konvensionele plante-
teling beskik ook nog steeds oor die potensiaal om
gewensde genotipes te lewer en biotegnologiese tegnieke
moet slegs aangewend word waar eersgenoemde nie ’n

oplossing bied nie. Die sukses van die aksies word net op
een manier gemeet en dit is deur die vrystelling van nuwe
kultivars of teellyne. Selfs die intelligentste benadering is
gedoem as dit nie koste-effektief is nie. Tans 1€ die grootste
waarde van die ontwikkelings opgesluit in die begrip wat
ontwikkel is van die beheer en uitdrukking van gene en in
die vermoé om gene te isoleer. Hierdie kundigheid behoort
wetenskaplikes in staat te stel om oor die volgende aantal
jare ’n hele reeks gene vir oordraging na plante beskik-
baar te stel.

In die meeste gevalle waar vreemde gene van enige or-
ganisme na plante oorgedra is, het die gene in die plante
tot uitdrukking gekom en is dit stabiel in die genoom van
die gasheerplant geinkorporeer. Die uitdaging Ié nou daar-
in om bruikbare gene wat eienskappe soos siektebestand-
heid, droogte- en brakverdraagsaamheid, opbrengs en stik-
stofbinding beheer, te indentifiseer en te kloneer. Dit is
moeilik om ’n voorspelling te waag, maar gemeet aan die
uitstaande vordering wat in die kort tydperk sedert 1983
gemaak is toe die eerste transgeniese plante geproduseer
is, lyk die toekoms rooskleurig.
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