Adres do korespondencji

Ajina Nadolska-Orczyk,
Inst)lut Hodowli
i Aklimatyzacji Roslin,

Radzikéw, 05-870 Btonie.

biotechnologia
4 (51) 93-98 2000

PRACE EKSPERYMENTALNE

Transformacja genetyczna zbd6z
za pomocg Agrobacterium

Anna Nadolska-Orczyk, Anna Przetakiewicz, Wactaw Orczyk
Instytut Hodowli i Aklimatyzacji Roélin, Radzikéw

Agrobacterium-meAuieci genetic transformation of cereal crops
Summary

The results published in recent years proved that Agrobacterium based sys-
tem for genetic transformation was also suitable for cereal crops. Several rese-
arch groups were able to obtain transgenic rice, corn, wheat and barley using
hypervirulent strains Agll and EHAIOI (or EHA105) or “regular’™ LBA4404 strain
with superbinary vector pTOK233. The first phase of our research was designed
to establish transformation susceptibility of two wheat, two barley and one tri-
ticale cultivars using three different bacterial systems. Two of those systems
were based on hypervirulent strains: Agll (pDM805) and EHAIOI (pGAH). The
third one combined strong virulence of pTOK233 vector and commonly-used
LBA 4404 strain.

Putative transgenic plants (regenerated and rooted under selective pressure
of appropriate factor and further confirmed with GUS or PGR) were obtained for
barley (cultivar Scarlett), wheat (Torka and Kontesa) and triticale (Wanad) with
Agrobacterium strain Agll. Kontesa’s putative transgenics were also obtained
with the strain EHAIOI. The highest rate of plant selection was for Agll / pho-
sphinothricine and ranged from 9 to 15% for wheat cultivars. The lowest rate for
the same strain and selection was 0,5% for barley cv. Scarlett.

Inoculation of 700 immature embryos of barley cv. Lot with three bacterial
systems (strains, vectors and selection factors) failed to produce putative trans-
formants. Also no putative transgenics of barley Scralett, wheat Torka and triti-
cale Wanad were obtained after transformation with EHAIOI and selection on
hygromycin. Selection with kanamycin and hygromycin + kanamycin after
transformation with EHAIOI and LBA4404 respectively also failed to give posi-
tive results.
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1. Wstep

Transformacja genetyczna ro$lin jest technika wykorzystywang od kilkunastu lat
w badaniach podstawowych i aplikacyjnych zmierzajacych do modyfikacji odmian
uprawnych. Metoda wykorzystujgca bakterie glebowg Agrobacterium tumefaciens na-
lezy do najszerzej stosowanej w grupie roslin dwulisciennych. Przetom w uzyciu tej
bakterii do transformacji roslin jednolisciennych, a zwlaszcza zb6z nastgpit dopiero
W ciggu ostatnich paru lat, kiedy przedstawiono wiarygodne procedury oraz uzyska-
no transgeniczne rosliny ryzu, kukurydzy, pszenicy i jeczmienia (1). Do zalet tego
systemu nalezy dos¢ wysoka wydajnos¢ transformacji, integracja zdefiniowanego
odcinka DNA oraz mendlowskie dziedziczenie. Wydajno$¢ procesu zalezy od wielu
czynnikow: szczepu bakteryjnego, genotypu, rodzaju eksplantatu, plazmidu, czyn-
nikéw fizycznych i in.

Celem naszych prac jest przygotowanie systeméw transformacji za pomoca Agro-
bacterium tumefaciens wybranych zbdz. W pierwszym etapie, na podstawie opraco-
wanych wczesniej systemoOw regeneracji wybraliSmy po dwie odmiany pszenicy
i jeczmienia oraz jedng pszenzyta i poréwnaliSmy zdolnos¢ do transformacji trzech
systemow bakteryjnych. SprawdziliSmy rowniez skuteczno$¢ nastepujacych czynni-
kéw selekcyjnych: kanamycyny, fosfmotrycyny, higromycyny oraz kanamycyny
w potaczeniu z higromycyna.

2. Materiaty i metody

2.1. Materiat roslinny

Do doswiadczen uzyto niedojrzate zarodki dwoch odmian jeczmienia: Lot i Scar-
lett, dwdch odmian pszenicy: Kontesa i Torka oraz jednej odmiany pszenzyta Wa-
nad. Byly one wykladane na pozywke podstawowg wg Murashige i Skoog (1962)
z dodatkiem 3 mg/l auksyny (2,4-D lub Picrolam lub Dicamba). Po dwéch dniach kul-
tury wstepnej zarodki infekowano Agrobacterium i po dalszych dwéch dniach ho-
dowli przektadano na pozywke zawierajgca odpowiedni czynnik selekcyjny oraz
150 mg/l tymentyny. Stezenia substancji selekcyjnych byly dobrane eksperymental-
nie. Po 4-5 tygodniach kultury embriogeniczny kalus przenoszono na pozywke MS
zawierajacg 0,2 mg/l INA T 1 mg/l BAP. Wzrost i ukorzenianie zregenerowanych ro-
$lin prowadzono na pozywce z obnizonym do potowy skiadem substancji mineral-
nych MS. Selekcja regenerujacego kalusa oraz roslin w kombinacjach traktowanych
Agrobacterium byla prowadzona przez caly czas kultury.
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2.2. Szczepy bakteryjne

Uzyto trzy szczepy bakterii zawierajgce wektory, ktérych symbole podano w na-
wiasach: AGLI (pDM805) dar od Dr R. Brettell (2), LBA4404 (pTOK233) dar od
Dr T. Komari (3) i EHAIOI (pGAH) dar od Dr N. Murata (4). Plazmid binarny pierwsze-
go z nich zawierat gen selekcyjny bar natomiast dwa nastepne geny nptU oraz hpt.
Selekcje prowadzono odpowiednio na 2 mg/l fosfmotrycyny, 50 mg/l kanamycyny
i 15 mg/l higromycyny. W eksperymentach po transformacji EHA 101 oraz LBA 4404
zastosowano réwniez podwaojng selekcje opornosci na kanamycyne i higromycyne.

2.3. Testy GUS i PCR

Testy histochemiczne na obecnos¢ p-glukuronidazy w kalusie embriogenicznym
oraz tkankach lisci, korzeni i pylnikow zregenerowanych na pozywkach selekcyj-
nych roélin przeprowadzono zgodnie z procedurg opisang przez Jeffersona (4).

Izolacje DNA z tkanek lisci mtodych rostin wykonano metoda CTAB (5). Do reak-
¢cji PCR uzyto dwdch par specyficznych starterow dta genu nptU amplifikujacych frag-
ment o dtugosci 732 par zasad oraz dla genu gus amplifikujgcych fragment o diugo-
§ci 1097 par zasad. Warunki reakcji PCR byly nastepujace: 92°C - | min, 60°C -
1 min, 72°C - 2 min.

3. Wyniki i dyskusja

w pierwszej czesci naszych doswiadczen nad transformacjg wybranych odmian
pszenicy, jeczmienia i pszenzyta uzyto trzech systemow bakteryjnych, za pomoca
ktérych uzyskano transgeniczne rosliny zb6z w innych laboratoriach. Szczep
Agll(pDM805) skutecznie infekowat niedojrzate zarodki jeczmienia Golden Promise
(2), EHA 101 - merystemy wierzchotkowe kukurydzy i ryzu oraz niedojrzate zarodki
lub embriogeniczny kalus tarczkowy ryzu, a LBA4404(pTOK233) - r6zne eksplantaty
ryzu oraz niedojrzate zarodki kukurydzy (1). Dwa pierwsze szczepy naleza do hiper-
wirulentnych, odznaczajacych sie silng wirulencjg, natomiast trzeci zawiera wektor
binarny (nazwany superbinarnym) z wbudowanymi genami vir. Ekspresja tych ge-
noéw moze spowodowac silniejszg infekcyjnos¢ okreslonego szczepu. Z danych za-
mieszczonych w tabeli | wynika, ze regeneracje roslin na pozywkach selekcyjnych
otrzymano u dwdéch odmian jeczmienia przy uzyciu trzech systeméw bakteryjnych.
Jednak doroste, ukorzenione rostiny wykazujace pozytywne testy GUS (nie prezen-
towane) i PCR (fot. 1) uzyskano tylko u odmiany Scarlett po transformacji Agll. Wy-
dajnos¢ wynosita 0,5% w przeliczeniu na 100 wytozonych zarodkdw. Znacznie lep-
sze wyniki uzyskano po transformacji tym samym szczepem u obu testowanych od-
mian pszenicy. Wydajnosci te dla Kontesy wynosity 9,1%, a dla Torki 15%. Ponadto
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Fot. | a, b. Amplifikacja fragmentu genu npt Il (a) na matrycy DNA wyizolowanego z pszenic transfor-
mowanych szczepem EHA101 oraz genu gus (b) na matrycy DNA roélin jeczmienia transformowanych
szczepem Agi 1. M - marker molekularny; P - amplifikacja na matrycy plazmidowego DNA; K - amplifika-
cja na matrycy rosliny kontrolnej; 1-8 - kolejne numery testowanych roslin.

pozytywne po testach GUS i PCR rosliny Kontesy z wydajnoscig 2,5% otrzymano po
transformacji szczepem EHAIOI. Nie uzyskano takich roslin u zadnej z testowanych
odmian po transformacji LBA4404(pTOK?233). Niedojrzate zarodki pszenzyta Wanad
byly transformowane przy uzyciu tylko dwoch szczepow Agll oraz EHAL05, gdzie
zastosowano selekcje na higromycynie (tab. 1). Potencjalnie transgeniczne roslinki
otrzymano, podobnie jak w przypadku jeczmieni, tylko po infekcji Agll i selekcji na
fosfinotrycynie.

Skutecznos¢ selekcji mozna analizowac jedynie w doswiadczeniach, gdzie do
transformacji uzyto EHAIOI(pGAH) oraz LBA4404(pTOK?233). Obydwa te szczepy za-
wierajg wektory binarne, ktére w odcinku T-DNA majg wbudowane dwa geny selek-
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cyjne - nptW i hpt pod promotorami CaMV35S i nos. Regeneracje roslin jeczmienia
uzyskano zaréwno na higromycynie jak i kanamycynie lub obydwu jednocze$nie,
jednak zadna z tych roédlin nie ukorzenita sie na pozywce selekcyjnej. Jedynie
u pszenicy Kontesa uzyskano 2,5% potencjalnie transgenicznych roslin na pozywce
selekcyjnej zawierajgcej higromycyne.

Na obecnym etapie badan trudno stwierdzi¢ dlaczego system bakteryjny
Agll(pDM805) okazat sie najskuteczniejszy do transformacji zaréwno pszenic jak
i jeczmienia oraz pszenzyta. R6zni sie on od pozostatych dwdch: szczepem bakte-
ryjnym, wektorem binarnym oraz genem selekcyjnym z podtgczonym do niego sil-
nym, konstytutywnym promotorem roslinnym ubiquityny Ubih Prawdopodobnie
wszystkie te elementy mogly przyczyni¢ sie do wysokiej wydajnosci selekcji poten-
cjalnie transgenicznych roslin. W celu poréwnania zdolnosci do infekcji nalezy przy-
gotowac i przeprowadzi¢ transformacje przy uzyciu réznych szczepOw zawiera-
jacych taki sam plazmid binarny (badania w toku).

Odmiany jeczmienia wykazaly istotne réznice w zdolnosci do transformacji. U od-
miany Lot nie uzyskano potencjalnie transgenicznych roslin z prawie 700 wyto-
zonych niedojrzatych zarodkéw. Otrzymano je natomiast u odmiany Scarlett po
transformacji Agll z wydajnoscig 0,5%. Rdznice te nie byly zwigzane ze zdolnoscig
do regeneracji, poniewaz regeneracja roslin kontrolnych u odmiany Lot byta nieco
wyzsza niz u odmiany Scarlett. Obydwie odmiany pszenic charakteryzowaty sie
dobrg zdolnoscig do transformacji. Potencjalnie transgeniczne rosliny Kontesy uzy-
skano zaréwno po transformacji Agll i selekcji na fosfinotrycynie jak i EHAIOI oraz
selekcji na higromycynie. Nalezy podkresli¢, ze w dotychczas opisanych dwoch pro-
cedurach transformacji roslin pszenicy za pomoca Agrobacterium uzywano jedynie
nopalinowego szczepu C58 (pMON18365) (5) oraz C58C1 (pGPTV3850::1\03mo) (6).
Jezeli zatem potwierdzimy ich transgeniczny charakter metoda hybrydyzacji typu
Southern (badania w toku), bedzie to pierwsze doniesienie 0 mozliwosci transforma-
cji roslin pszenicy szczepami hiperwirulentnymi Agll i EHAIOI oraz roslin pszenzy-
ta szczepem Agll.
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