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Consequences of Transformation of Embryogenic Triticale Cell
Summary

Plants carrying foreign genes have been obtained for many crops including
wheat, rice, maize, barley and Triticale. The most important aspect of practical
breeding is the regeneration of whole plants from a specific cell possessing the
desired agronomic properties. Particle bombardment provided the necessary
breakthrough for the efficient transformation of cereals. Efficient regeneration
is a prerequisite for all transformation techniques.

The aim of the presented work was to study the progeny of transgenic
plants of the allohexaploid cereal species Triticale. By combining an efficient re-
generation system with the successful particle bombardment method we were
able to obtain transgenic Triticale plants. Transgene expression was sometimes
unstable and generally resulted in the decline of the expression, although some
lines showing stable expression were also selected. In our laboratory several ge-
nerations of androgenic doublehaploid transgenic lines have been regenerated
and multiplicated. The integrated transgenes were detected in Triticale lines by
in situ hybridisation method. The stability of transgenes has been studied on ten
generations.

A regeneration system from a single cell to a plant combined with micro-
projectile bombardment appeared to be the most efficient transformation met-
hod for Triticale. Numerous chimeric genes are now available for research. Some
of these genes may appear useful in the future breeding of Triticale.
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1. Wstep

W ostatnich latach obserwuje sie coraz szybszy postep w dziedzinie otrzymywa-
nia rodlin zmodyfikowanych genetycznie. Wzrosta tez skutecznos¢ transformacji.
Przyczyna tego jest opanowanie nowych technik i udoskonalenie wektoréw. Rosliny
dwuliscienne byly od wielu lat transformowane za pomoca Agrobactenum tumefa-
ciens. Ostatnio metoda ta jest z powodzeniem stosowana takze w przypadku roslin
jednolisciennych, w tym zbozowych. Z czasem bedzie zapewne bardziej skuteczna
niz stosowana od kilku lat strzelba genowa. Na podstawie publikowanych ostatnio
wynikéw badan mozna sadzi¢, ze niebawem mozliwa bedzie transformacja ukierun-
kowana na okreslone miejsce w genomie co pozwoli na precyzyjne lokowanie ob-
cych genéw w genomie biorcy. W sferze badan sg jeszcze systemy specyficznej re-
kombinacji, ktére w zatozeniu majg postuzy¢ do wycinania fragmentéw obcego DNA
uzytych do selekcji, a zbednych w dalszej hodowli. Taki zabieg spowoduje np.
spetnienie postulatu pozbycia sie z genomu gendéw opornosci na antybiotyki. Obec-
nie mozliwe jest uzyskiwanie metodg transformacji odpornosci na: herbicydy, cho-
roby wirusowe, choroby grzybowe, szkodniki, mikroorganizmy i warunki stresowe.
Istnieje mozliwos¢ modyfikowania produktéw roslinnych, wptywania na procesy fi-
zjologiczne jak fotosynteza i fotooddychanie, a takze na proces wigzania azotu.

Mija trzydziesci lat od pierwszych prob wprowadzenia obcego DNA do komorek
kukurydzy. Prace te, cho¢ nie zakoriczone sukcesem, unaocznity problemy, ktore
wigzg sie z transformacjami komérek roslinnych. Zasadnicza przeszkoda byta Sciana
komédrkowa, ktora stanowi bariere nie do przebycia dla wiekszych molekut, takich
jak DNA. Nastepnie pojawity sie inne problemy biologiczne zwigzane z transferem
genu. Rosliny transgeniczne mozna uzyska¢ z komdrek kompetentnych, zaréwno
pod wzgledem przyjecia i wkgczenia obcego DNA, jak i regeneracji roélin. Takich ko-
morek jest bardzo malo, a ich liczba zalezy od: gatunku, genotypu, organu, stadium
rozwojowego i od przebiegu rozwoju rosliny.

2. Systemy regeneracyjne w kulturach in Vitro zboéz
Istniejg dwie drogi regeneracji roslin w kulturach in vitro: somatyczna embrioge-
neza i organogeneza. Obydwa sposoby regeneracji byty obserwowane w kulturach
roslin zbozowych. Materiat roslinny uzyty do regeneracji powinien by¢ morfogenny
i mie¢ zdolnoSci do regeneraciji.
2.1. Regeneracja roslin z tkanki somatycznej

Somatyczne zarodki, zwane czasem embrioidami, odznaczajg sie budowg dwu-
biegunowa. Jednoczes$nie powstaja u nich merystemy pedu i korzeni. W przypadku
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organogenezy zawigzki pedu i korzeni rozwijajg sie niezaleznie. U niektérych roslin
zbozowych zarodki somatyczne sa wyrazne i oddzielaja sie od kalusa (zyto, pszen-
zyto, jeczmien). U kukurydzy i pszenicy rozgraniczenie miedzy embriogenezg i or-
ganogenezg jest raczej ptynne. O mechanizmach indukcji somatycznej embriogene-
zy niewiele wiadomo. Kontrowersyjny pozostaje ciggle problem jedno- lub wieloko-
madrkowego pochodzenia somatycznych zarodkéw. Somatyczna embriogenezg jest
najbardziej bezposrednig drogg regeneracji roslin. Embriogenne kultury moga by¢
zainicjowane z ontogenetycznie miodych eksplantatéw zawierajgcych aktywne me-
rystematycznie komorki. Z tego powodu w badaniach wykorzystuje sie najczesciej
czesdci roélin zawierajgce tkanke o silnym potencjale podziatowym komorek, tj.
miode pylniki, niedojrzate zarodki, podstawe liscia, mtode kwiatostany, merystemy
wierzchotkowe pedu i korzenia.

Roéliny pszenzyta regenerowano w przesztosci drogg organogenezy lub soma-
tycznej embriogenezy z takich eksplantatow jak: miode kwiatostany, podstawa lis-
cia. Najlepszym eksplantatem, jak sie okazato, byly niedojrzate zarodki. Dane ekspe-
rymentalne wskazuja, ze stadium koleoptylarne jest optymalne dla zainicjowania
kultury. Efektywnos$¢ i jakos¢ embriogennego kalusa zalezy tez od zastosowanej
pozywki. Wsrdéd czynnikéw waznych dla skutecznej kultury in vitro wymieni¢ trzeba
przede wszystkim: stadium rozwojowe eksplantatu, sktad pozywki i genotyp rosliny.

2.2. Kultury pylnikéw i uzyskiwanie podwojonych haploidéw

Wytworzenie linii homozygotycznych droga ptciowg wymaga siedmiu lub wiecej
pokolen. Przez zastosowanie kultur pylnikowych lub kultur mikrospor, w potacze-
niu ze spontanicznym lub indukowanym podwojeniem liczby chromosoméw, homo-
zygoty mozna uzyska¢ w ciggu dwdéch pokolen. Hodowcy pszenzyta borykaja sie
z brakiem wyréwnania roddéw, co jest przyczyng powaznych trudnosci w procesie
rejestracji odmian. Z problemem tym mozna uporac sie bardzo szybko otrzymujac
podwojone haploidy z pylnikéw lub izolowanych mikrospor metoda androgenezy.

Wsrod regenerantdw obserwowano roznego rodzaju zmienno$¢ morfologiczna,
zwlaszcza ksztattu kiosa, wielkosci plew, grubosci stomy i diugosci blaszki liscio-
wej. Na poziomie komérek obserwowano takze aneuploidalny i poliploidalny skiad
chromosoméw. Wielu autoréw stwierdza czeste pojawianie sie rodlin albinotycz-
nych wsréd regenerantéw. Albinizm wiazano z temperaturg wzrostu roslin wyjscio-
wych i innymi warunkami kultury.

2.3. Kultury zawiesin komorkowych i protoplastéw

Uzyskanie embriogennych zawiesin komorkowych jest, u zbdz, procesem
bardzo trudnym. Zdolnos¢ do regeneracji w tych kulturach szybko zanika. Rege-
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neranty wykazuja czesto silng zmienno$¢ genotypows i fenotypowa. Obserwuje
sie albinizm, kartowatos¢, sterylnos$é, co czesto skorelowane jest z aberacjami
chromosomalnymi. Zmienno$é taka okresla sie og6lnie mianem zmiennosci so-
maklonalnej.

Potencjalnie zawiesiny komorkowe moga by¢ z powodzeniem wykorzystywane
do selekcji w kulturach in vitro, a takze jako znakomite zrodto protoplastow. Kultury
zawiesinowe mozna uzyska¢ wykorzystujac u zbdz tkanki aktywne merystematycz-
nie znajdujace sie w tarczkach niedojrzatych zarodkéw, mtodych kwiatostanach lub
kalusie z mikrospor. Zawiesiny inicjuje sie z embriogennego kalusa. W ostatnich la-
tach wykazano silny potencjat regeneracyjny zawiesin jeczmienia i pszenicy po-
chodzacych od mikrospor. Wadg zawiesin komdérkowych zboz jest ich krotkotrwata
zdolno$¢ do regeneracji. U pszenzyta wykorzystywano, jak dotad, tylko embriogen-
ny kalus indukowany z niedojrzatych zarodkow (1,2). Z takiej zawiesiny uzyskiwano
rosliny, ale w ciggu kilku miesiecy jej zdolno$¢ do regeneracji zanikta (3), byta jed-
nak wykorzystywana jako bardzo wydajne zrodio protoplastow.

Istotng role w biotechnologii roslin odgrywaja techniki zwigzane z izolacjg i kul-
turg komdrek pozbawionych $ciany komoérkowej - protoplastow. Protoplasty sta-
nowig jednorodng populacje, do ktérej kazdy czynnik eksperymentalny dociera
w tym samym czasie i z takim samym nasileniem. Zaklada sig, ze wskutek fuzji pro-
toplastow roslin odleglych systematycznie i somatycznej hybrydyzacji bedzie mo-
zna otrzymac¢ odmiany, a nawet gatunki o pozadanych cechach uzytkowych.

Whprowadzenie do protoplastdbw obcego DNA umozliwia powstawanie roslin
transgenicznych majacych cechy kodowane przez sztucznie wprowadzone geny
oraz pozwala na bezposrednie przenoszenie gendéw niezaleznie od pokrewieristwa
miedzy dawcg i biorca.

Wiasciwa metoda otrzymywania protoplastdw powinna by¢ powtarzalna i za-
pewnia¢ wysoki udziat protoplastéw zdolnych do podziatow komérkowych i two-
rzenia kolonii. Prace prowadzone w tym kierunku sg skierowane ku optymalizacji
warunkow kultury w celu otrzymania duzej ilosci protoplastéw. Pierwszej mecha-
nicznej izolacji dokonat w 1892 r. Klerker, ale dopiero zastosowanie w 1960 r. przez
zespot Cockinga enzymow do usuwania $ciany komorkowej byto impulsem do szyb-
kiego rozwoju badan w tej dziedzinie (4). Pierwszy raport o regeneracji z protopla-
stow dotyczyl mchow (5), a u roslin wyzszych tytoniu (6). Catkowita liczba gatun-
kéw, z ktérych protoplastéw zregenerowano rosliny lub zarodki przekroczyta 300.
Sa to jednak gtéwnie rosliny dwuliscienne. Najlepiej opracowane sg techniki dla
przedstawicieli rodzin Solanaceae i Brassicaceae. Zregenerowano tez rosliny z proto-
plastow zb6z, a zatem z ryzu, kukurydzy, pszenicy, jeczmienia. Regeneracja roslin
z protoplastéw zboz jest jednak ciggle procesem bardzo precyzyjnym i zalezy od
czynnikéw, ktére wymykajg sie spod kontroli. Pierwszym problemem jest uzyskanie
podziatdw komdérkowych, potem wyprowadzenie kalusa, a nastepnie zregenerowa-
nie rosliny. W przypadku pszenzyta udato sie zregenerowac kalus i somatyczne za-
rodki (7). Z zarodkéw tych nie udato sie zregenerowac rostin.
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Przez wiele lat czynnikiem limitujagcym rozwoj inzynierii genetycznej roslin
zbozowych byt brak efektywnej metody transformacji oraz trudnosci ze zregenero-
waniem roslin z protoplastow. Ten problem mozna bylo obej$¢ poprzez zastosowa-
nie metody wstrzeliwania do komdrek plazmidéw, zawierajgcych pozgdane sekwen-
cje DNA, zaadsorbowanych na mikroskopijnych czastkach ztota. Ta metoda wymaga
doskonatego systemu regeneracji, ale juz nie z protoplastéw, lecz z embriogennej
tkanki roslinnej.

3. Jak wprowadzi¢ obcy gen do rosliny?

W ciggu ostatnich dziesieciu lat opracowano kilka metod transformowania ro-
$lin. Jedna z nich, najbardziej powszechna, jest metoda z uzyciem Agrobacterium tu-
mefaciens. Metoda ta opiera sie na zachodzgcym w naturze zjawisku agroinfekcji.
Glowng role w tej grze odgrywa bakteria glebowa Agrobacterium tumefaciens. Bakte-
rie te zasiedlajg zraniong tkanke roslin i indukujg wytwarzanie w komoérkach roslin-
nych zwigzkéw zwanych opinami, ktére umozliwiajg rozmnazanie bakterii, jak to
sie dzieje? Bakterie te posiadajg kolisty fragment DNA zwany plazmidem Ti {tumor
inducing). Cze$é tego plazmidu zwana T-DNA jest wprowadzana przez bakterie do
komorki rodlinnej i tgczy sie z genomem roslinnym tej komorki. Fragment ten za-
wiera geny opinowe, a takze geny enzymow, ktére powodujg rozregulowanie wy-
twarzania roslinnych substancji wzrostowych. W trakcie podziatéw geny te sg prze-
noszone do kolejnych komdérek potomnych i powoduja powstawanie zrakowacen na
roslinach. Zjawisko to wykorzystano do wprowadzania do ro$lin obcych genéw. Naj-
pierw jednak trzeba bylo pozby¢ sie genédw powodujacych zrakowacenia. Tak zmie-
nione T-DNA wbudowano do plazmidu, ktéry moze namnaza¢ sie w réznych bakte-
riach i ktéry mozna przenosi¢ z jednej bakterii do innej. W taki plazmid mozemy te-
raz wbudowywac geny, ktore chcemy przenies¢ do roslin. Osiggajg one swoje miej-
sce przeznaczenia, jakim jest komorka roslinna, w trzech etapach. Najpierw plazmid
lokowany jest w bakteriach E. coli, ktdre stanowia ,,przechowalnik” dla naszego T-DNA.
Plazmid ten przekazywany jest do Agrobacterium poprzez koniugacje. Na koniec gen
razem z resztg T-DNA przenoszony jest przez Agrobacterium do komérki roslinnej.
W opisany sposob udato sie w latach osiemdziesiatych stransformowac wiele roslin
dwulidciennych. Przez wiele lat przyjmowano, ze rosliny jednoliScienne sg niewra-
zliwe na dziatanie Agrobacterium, poniewaz nie sa one jego naturalnymi gospodarza-
mi. Ostatnio pojawito sie jednak kilka doniesieri o przeniesieniu DNA z Agrobacte-
rium do komoérek roélin jednolisciennych takich jak kukurydza, ryz i pszenica. By¢
moze w dalszych badaniach uda sie ustali¢ jakie czynniki determinujg powinowac-
two roslin jednolisciennych w stosunku do Agrobacterium. Tymczasem jednak wie-
kszos$¢ badaczy starata sie rozwijac atternatywne metody transformacji. Bezposred-
niego przeniesienia DNA do protoplastéw mozna dokona¢ metodg elektroporacji
oraz z uzyciem glikolu polietylenowego (PEG), jednakze w obu przypadkach ko-
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nieczne jest dysponowanie totipotentnymi, czyli zdolnymi do zregenerowania rosli-
ny protoplastami, a takze dobrze opracowanym systemem regeneracji tkanki kalu-
sowej. W przypadku metody elektroporacji etap uzyskiwania protoplastow moze
by¢ catkowicie pominiety. Transgeniczne rosliny kukurydzy otrzymywano tq metoda
z niedojrzatych zarodkéw i embriogennego kalusa. Natomiast w innej, stosowanej
obecnie, metodzie ,,strzelby genowej” poruszajgce sie z duza predkoscig czastki
metalu (ok.l pm) sg uzywane do przenoszenia DNA poprzez sciany komorkowe
i membrany do wnetrza komorek roslinnych.

Metoda ta szybko upowszechnita sie pozwalajgc takze na wydajne transformo-
wanie roslin zbozowych. Dzieki zastosowaniu strzelby genowej stato sie mozliwe
wykorzystanie do transformowania obok niedojrzatych zarodkéw, takich eksplanta-
tow jak merystem wierzchotkowy lub mtody kwiatostan. Transformowana komérka
powinna charakteryzowaé sie zdolnoscia do podziatéw oraz wykazywaé totipoten-
cje. Na efektywnos¢ transformacji roslin majg wptyw takie czynniki jak parametry
transformacji i genotyp. Olbrzymie znaczenie majg tez warunki wzrostu roslin co
potwierdza wielu autorow.

4. Transformacja pszenzyta

Stosujgc dwa geny markerowe, jak w przypadku konstruktu plazmidu pDBI (8),
mozliwa jest selekcja na podstawie testu histochemicznego, ktdry wykazuje ekspre-
sje genu uidA (glukuronidazy) lub na podstawie odpornosci na herbicyd determino-
wanej genem bar. W ten spos6b w roku 1993 stransformowano pierwsze rosliny
pszenzyta (9). Roéliny te oraz ich potomstwo badano w kolejnych pokoleniach.
W przeprowadzonej analizie enzymatycznej, molekularnej oraz selekcji poprzez
oprysk herbicydem ro$lin pochodzacych z czterech niezaleznie stransformowanych
linii pszenzyta wykazano, ze w niektorych przypadkach mozliwe jest samoczynne
wyciecie wprowadzonego genu. W taki sam spos6b wykonano analize potomstwa
tych roélin i uzyskano ten sam wynik.

W przeprowadzonej analizie molekularnej potomstw rodlin transgenicznych
pszenzyta wykazano zanik genu bar u niektorych roslin jednej linii. U innej linii ob-
serwowano wyciszanie genu (gene silencing), co przejawiato sie brakiem aktywnosci
glukuronidazy, mimo ze obecno$¢ genu wykazano za pomoca hybrydyzacji do son-
dy DNA metoda Southerna lub metoda PCR. Problemy zwigzane ze stabilnoscig linii
transgenicznych komplikujg ich wprowadzanie do praktyki hodowlanej.

Z przeprowadzonych badan wynika, ze kazda z roélin reprezentuje aktywno$¢
glukuronidazy na réznym poziomie. Nawet rosliny nie posiadajace genu wykazujag
Sladowg aktywnos$¢ enzymu. Silna aktywnos$¢ PAT (fosfotransferaza neomycynowa
- produkt genu bar), obserwowana w dwdéch przypadkach, nie zawsze jest skorelo-
wana z silng aktywnoscig GUS. Mozliwe jest zatem wyselekcjonowanie ro$lin o sil-
nej ekspresji jednego genu i stabej drugiego.
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W przeprowadzonej analizie pokolen T] i T2 pod wzgledem segregacji wprowa-
dzonych gendéw wykazano zrdznicowang stabilnos¢ poszczeg6lnych linii. W celu
uzyskania stabilnych transformantéw zastosowano metode androgenezy, ktora pro-
wadzi do zregenerowania ptodnych i homozygotycznych roslin z mikrospor. W ra-
mach przeprowadzonego eksperymentu zregenerowano z pylnikdw pieciu linii
transgenicznych roéliny haploidalne. Dla roznych linii, z tysigca wytozonych pylni-
kéw zregenerowano od 0 do 102 ro$lin. Z 295 zielonych regenerantéw - 99 byito
ptodnych, a na podstawie analizy cytologicznej wykazano u nich diploidalng liczbe
chromosoméw (2n = 42). Potomstwo tych rodlin zapylano wsobnie i otrzymano
w ten sposéb linie homozygotyczne, stabilne pod wzgledem wprowadzonych ge-
néw. Testem x-Gluc (test na obecnos¢ glukuronidazy - produktu genu uidA) spraw-
dzono 1600 roslin z Kkilku linii pokolenia TDH3. Wszystkie rosliny wykazywaty ak-
tywnos¢ glukuronidazy co oznacza, ze linie homozygotyczne nie wykazywaty segre-
gacji cechy determinowanej przez wprowadzony gen uidA. Otrzymano 11 pokolen
rodlin transgenicznych pochodzacych od androgenicznych haploidéw. Odpornosé
na herbicyd nie zostata przetamana. Badania prowadzono w warunkach szklarnio-
wych. Obecnie, dzieki pojawieniu sie odpowiednich przepiséw, mozliwe jest prze-
prowadzenie doswiadczen polowych z organizmami modyfikowanymi genetycznie
i przeprowadzenie prac hodowlanych z wykorzystaniem transgenicznego pszenzyta.

5. Zakonczenie

Konsekwencjg wprowadzenia obcego genu do genomu komorki bylo zregenero-
wanie rostin transgenicznych pszenzyta. Naturalng dalszg konsekwencjg winno byé
zarejestrowanie i wprowadzenie do uprawy odmiany transgenicznej. W pierwszej
potowie lat dziewiecdziesigtych w USA zaczeto uprawiaé rosliny zmodyfikowane ge-
netycznie. W roku 1993 powstaty pierwsze polskie transgeniczne rosliny uprawne.
Ze wzgledu na ryzyko zwigzane ze stosowaniem w zywieniu ludzi i zwierzat pro-
duktow pochodzacych z organizmoéw modyfikowanych genetycznie, a takze z uwagi
na ekologiczne aspekty uwalniania ich do $rodowiska oraz pojawiajace sie zastrze-
zenia natury moralnej powstata potrzeba prawnego uregulowania zasad prowadze-
nia doswiadczen nad GMO oraz ich praktycznego wykorzystania. Jednocze$nie pod-
jete przez Polske zobowigzania miedzynarodowe powodujg, ze prawo dotyczgce
GMO winno pozostawa¢ w zgodzie z dokumentami normatywnymi o zasiegu mie-
dzynarodowym.

W Stanach Zjednoczonych wydano dotad ponad 2000 zezwoleh na eksperymenty
potowe z rodlinami transgenicznymi, w Europie kilkadziesigt, a w Polsce kilkanascie.

W ostatnich latach firmy zachodnie zaczely zabiega¢ o wprowadzenie swoich
odmian i produktéw transgenicznych na rynki Europy Wschodniej, a w tym na rynek
Polski. Poczawszy od 1997 r. na mocy indywidualnych zezwolenn ministra rolnictwa
i gospodarki zywnosciowej transgeniczne odmiany roslin uprawnych pojawity sie

70 PIERWSZY KRAJOWY KONGRES BIOTECHNOLOGII



Konsekwencje stransformowania embriogennej komorki Triticale w analizie wielopokoleniowej

W Scisle kontrolowanych doswiadczeniach polowych w Polsce, gdzie nie istniaty
dotad regulacje prawne sankcjonujace stosowanie organizmoéw transgenicznych w pro-
dukcji zywnosci czy medycynie. Rozwijanie metod biotechnologicznych bedzie
miato w najblizszej przysztosci przetozenie na wyniki ekonomiczne rotnictwa takze
w Polsce. Implikuje to konieczno$¢ powstania przepisow regulujgcych postepowa-
nie z GMO. Temu problemowi poswiecone byly ostatnio zorganizowane w Radziko-
wie warsztaty pt. ,,Krajowy program bezpieczeristwa biologicznego, realizowane
w ramach projektu UNEP GF/1200-98-84. Celem warsztatow byto dokonanie prze-
gladu i oceny dotychczasowego stanu bezpieczenstwa stosowania biotechnologii
w Polsce, a materialty pochodzace z tych warsztatow postuza do tworzenia polskie-
go ,prawa genowego”. Regulacje takie wyjda naprzeciw potrzebom rolnictwa
i umozliwig prace hodowlane z wykorzystaniem roélin transgenicznych, takze
pszenzyta.
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