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1. Wstep

aczanie pojedynczych gendéw dowolnego pochodzenia do genomu dowol-
Wnego biorcy roslinnego w drodze transformaciji jest obiecujaca metoda
ulepszania odmian uprawnych. Krzyzowanie prowadzi do zmieszania cech
obydwu partneréw i wymaga diugotrwalej selekcji segregujacych mieszancow.
Potgczenie dalece oddalonych komponentow roslinnych w drodze krzyzowania
jest w ogdle niemozliwe, tym bardziej nie ma mozliwosci przeptywu genow
pomiedzy roslinami a zwierzetami. Wprowadzanie pojedynczych genéw wyizo-
lowanych nawet z odleglych taksonéw nie zaklbca metabotizmu biorcy tub
zakiébca go w znacznie mniejszym stopniu. Pozwala to hodowcom na zreali-
zowanie dwoch celéw — unikniecia sprzezen pomiedzy genami i przekrocze-
nia barier krzyzowania. Wsréd scharakteryzowanych chemicznie gendéw sa
takze geny uzyteczne dla ulepszania roslin ozdobnych, ktére modyfikujg kolor
i budowe kwiatéw, pokrdj roslin, przedtuzajg trwatos¢ kwiatéw, oraz geny pod-
wyzszajgce odpornos¢ na choroby wirusowe, bakteryjne i szkodniki, a takze
na herbicydy w uprawach polowych. Prace przegladowe na ten temat przed-
stawiali Robinson i Firoozabady (20), Orlikowska i Nowak (18) oraz Deroles
i wsp. (5), Elomaa i wsp. (6) donosili o uzyskaniu transgenicznej gerbery
0 zmienionej barwie kwiatostanow. Wydajnos¢ regeneracji pedow transgeni-
cznych byta jednak bardzo niska, co skilania do kontynuowania badan nad
doskonaleniem metody (5). Gerbera zajmuje szé6ste miejsce w handlu sSwia-
towym kwiatami cietymi, a w Polsce jej pol~cja jest jeszcze wyzsza. Mozliwosé
ulepszania odmian gerbery na drodze transformowania bylaby atrakcyjng me-
toda, takze dla polskich hodowcoéw. Celem pracy byto doswiadczalne okresle-
nie warunkow transformowania gerbeiy przy uzyciu wektora LBA 4404/pBI 121
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Agrobacterium tumefaciens z genami markerowymi npfli i gus. W pracy tej
przedstawiono wplyw réznych eksplantatow inicjalnych na wydajnos¢ trans-
formaciji u kilku odmian.

2. Materiat i metody

2.1. Kultury bakteryjne

Doswiadczenia prowadzono ze szczepem bakteryjnym LBA 4404/pBl1121,
ktory posiada chromosom Ach 5 z genem odpornosci na streptomycyne (1).
Plazmid pBI121 posiada w obrebie T-DNA gen nptil kodujacy odpornos¢ na
kanamycyne z promotorem i terminatorem syntazy nopaliny oraz gen gus
z promotorem CMV35S i terminatorem syntazy nopaliny. Bakterie namna-
zano w ciemnosci, w temperaturze 25°C, na pozywkach statych i ptynnych
LB (24), przy 250 rpm.

2.2 Ustalenie poziomoéw selekcyjnych kanamycyny

Badano wptyw kanamycyny na eksplantaty nie zakazane, w warunkach
typowych dla wszystkich stadidow regeneracji i rozmnazania. Kanamycyne
sterylizowania przez filtrowanie i dodawano do przestudzonej pozywki w na-
stepujacych stezeniach (mg/l): 0; 1,0; 2,5; 5,0; 7,5; 10,0; 20,0; 50,0 i 100,0.

2.3. Zakazanie bakteriami, regeneracja i selekcja

Badania prowadzono na pieciu odmianach gerbery: Amber, Boy, Ferrari,
Mariola i Tamara. Zakazano najmiodsze listki z ogonkami od 3 do 7 mm
dlugosci (czasem dodatkowo uszkadzane) lub rozgniatane wierzchoitki pedow,
z dwutygodniowych kultur pedowych gerbery (pozywka wzrostowa z tabeli
1, ale z 2 mg/l kinetyny). Proces zakazania i selekcji oparto gtéwnie na
metodzie transformacji opracowanej dla krokosza barwierskiego — Cartha-
mus tinctorius (17). Do zakazania uzywano 18-godzinnych kultur ptynnych,
namnazanych w obecnosci streptomycyny, kanamycyny i 10 mg/l octanu
syringonu. Kultury bakterii wirowano, a osad zawieszano w pozywce Muras-
hige i Skooga (13) — MS z glukozg i octanem syringonu w rozcienczeniu
1:5 lub 1:10 ( w stosunku do objetosci kultury). Czas moczenia w zawiesinie
bakterii trwat okolo 3 minut, po czym eksplantaty byly osagczane na sterylnej
bibule i wykiadane na pozywke indukujaca regeneracje. Po 3 dniach kokul-
tywacji eksplantaty przekiadano na taka sama pozywke, ale z dodatkiem
czynnika hamujgcego rozmnazanie bakterii — 250 mg/l Biotaksymu (polski
preparat antybiotyku cefotaksim). Po 2 tygodniach kultury przenoszono na
Swiatto. Powstajacy zielony kalus przekiadano co miesiac na Swiezg pozywke
regeneracyjna, odcinajac wytworzone pedy. Pedy przenoszono na pozywke
wzrostowg dla rozmnozenia i ukorzeniania. Dla pobudzenia regeneracji pe-
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doéw kalusy przeszczepiano na pozdrwke z azotanem srebra. Sklad pozywek
podano w tabeli 1.

Sktadniki
w mg/l

sole MS
NaH2P04
witaminy
sacharoza g/l
TDZ

BAP
kinetyna
IAA

NAA
siarczan ad.
agar g/l

pH
Biotaksym
kanamycyna

azotan srebra

Pozywka
indukujgca
regeneracje

X 1/2
85
WPM
10
0,5

0,05

8 Bacto (Difco)

5,8

Tabela 1

Pozywka
regeneracyjna

X 1
85
WPM
30
0,01 -0,05
ew. 1
0,05
0,01
20

8 Bacto (Difco)

5,8
250
1-10

10 (co kilka pasazy)

Sk#ad pozywek dla kultur gerbery

Pozywka
wzrostowa
(i do namnazania
pedoéw)
X 1
85
WPM

30

1)
0,05
20
7 Plant (Duchefa)
5,8
250
5

Pozywka
do ukorzeniania

WPM
30

7 Plant (Duchefa)

5,8
250
10

Proces selekcji komoérek i tkanek stransformowanych rozpoczynano réw-
noczesnie z eliminacjg bakterii lub od kilku do kilkudziesieciu dni pd&zniej.
Poziom kanamycyny w czasie regeneracji wynosit od 1 do 10 mg/l. Pozostate
procedury zostaly podane przy omawianiu wynikodw doswiadczen.

2.4. Sprawdzanie obecnosci genu gus na podstawie ekspresiji
w Srodowisku zawierajgcym substrat X-gluc

Sprawdzanie obecnosci genu prowadzono wg metody podanej przez Samac
i Shah (23). Fragmenty peddw wykazujgce aktywnos¢ genu gus wykladano
na pozywke bakteryjng (LB lub Leifert i Waites-Sigma kat. L1906) dla spraw-
dzenia, czy zrodtem niebieskiego koloru nie jest bakteria zasiedlajaca tkanki

pedu.
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2.5. Sprawdzanie obecnosci genéw npfll i gus metodqg amplifikacji
enzymatycznej

Plazmidowe DNA wyizolowano metoda opisang przez Krzymowska (15).
Izolacje DNA roslinnego wykon}rwano wg metody E. Craiga z Uniwersytetu
Stanowego Montany, Bozeman (1 listek homogenizowano z buforem ekstra-
kcyjnym 50 mM Tris pH 8,0; 5 mM EDTA i 100 mM NaCl na lodzie, pod-
grzewano przez 5 min w 95°C, wirowano 4 minuty, a supernatant rozcien-
czano buforem TE 10 mM Tris pH 8,0; 1| mM EDTA jak 1:10), wg Gawet
i Jarret (8) oraz wg Boom i wsp. (4) (zmodyfikowana przez T. Malinowskiego
ISK).

Amplifikacje enzymatyczna do fragmentéw genu npdl o wielkosci 792 p.z.
i genu gus o wielkosci 1800 p.z. wykonywano na aparacie Perkin Elmer
przy uzyciu zestawow Perkin Elmera i Biometry, postugujgc sie starterami
podanymi przez Robertson i wsp. (22); 5 CAA GAT GGA TTG GAC GCA GGT
TCT C 3 i 5'GAA TCG GGA GCG GCG ATA CCG TAA A 3 (npdl) oraz
5'CTC GCA TTA, CCC TTA CGC TGA AGA G 3'i B5ATT GTT TGC CTC CCT
GCT GCG GTT T 3 (pus). T*mplifikacje prowadzono wg nastepujgcego pro-
gramu: 1 cykl: 94°C - 5 min, 60°C - 1 min, 72°C - 2 min, 30 cykli: 94°C -
1 min, 60°C - 1 min, 72°C - 2 min, 1 cykl: 72°C, 4°C - 4 min. Reakcje am-
plifikacyjne rozdzielano elektroforetycznie na 1% agarozie i barwiono brom-
kiem etydyny.

3. Wyniki

3.1. Okreslenie stezen selekcyjnych kanamycyny

Listki gerbery wylozone na pozywke indukujaca regeneracje i przetozone
po 3 dniach na takg samag pozywke z dodatkiem kanamycyny zotkly i nie
tworzyly kalusa przez okres 5 tygodni, nawet przy stezeniu 2,5 mg/l. Listki
przenoszone na pozywke selekcyjng po 14 dniach pozostawaly zielone przez
5 tygodni kultury, a na koncach ogonkéw tworzyt sie kalus z zielonymi
punktami merystematycznymi. Dlatego, w przypadku opdznienia selekcji (po
wytworzeniu kalusa), stezenie kanamycyny podwyzszano stopniowo do 5 lub
10 mg/l. Pedy gerbery wyszczepione na pozywke do namnazania pedow ka-
towych nie tworzyly nowych pedéw juz przy stezeniu kanamycyny 5 mg/l
cho¢ ich liscie pozostawaly zielone po 4 tygodniach. Stezenie 10 mg/l po-
wodowato bielenie miodych lisci i przejasnienia na nerwach lisci starszych,
a po diuzs*m okresie czerwienienie ogonkéw lisciowych i tworzenie ,spo-
czynkowych” wierzchotkdw wzrostu. Pedy wyszczepione na pozywke do uko-
rzeniania z dodatkiem kanamycyny nie zmieniaty wygladu w czasie 4 tygodni.
Bez kanamycyny ukorzenialo sie od 90 do 100% peddéw (w zaleznosci od
odmiany), przy 5 mg/l od 0 do 50%, natomiast przy stezeniu 10 mg/l i wyz-
szych korzenie nie tworzyly sie wcale. Do selekcjonowania transgenicznych
pedéw mozna poleci¢ nastepujace stezenia kanamycyny: w okresie induko-
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wania regeneracji z kokultywowanych lisci 2,5 mg/l, dla etapu regeneracji
z kalusa 5-10 mg/l, namnazania peddéw katowych oraz ukorzeniania pedéw
10 mg/l.

3.2. Kokultywacja, regeneracja i selekcja peddw transgenicznych

Pedy stransformowane pojawialy sie po kilku miesigcach przeszczepiania
kalusa na pozywki regeneracyjne z czynnikiem selekcyjnym i Biotaksymem.
Kulture prowadzono w taki sposoéb, aby kalus posiadat zdolnos¢ do regene-
racji pedow w czasie kilku miesiecy. Bylo to mozliwe przy zastosowaniu
niskich stezen TDZ (od 0,01 do 0,05 mg/l) i auksyny. Czynnikiem sprzyja-
jacym wznowieniu regeneracji okazato sie dodawanie do pozywki raz na kilka
pasazy 10 mg/l azotanu srebra.

Pedy transgeniczne otrzymano zaréwno z kalusa wyrastajacego po kokul-
tywacji na nasadach ogonkoéw lisciowych, jak i z kalusa powstajgcego z miaz-
dzonych wierzchotkéw wzrostu. Udziat pedéw transgenicznych zalezal, m. in.
od wiasciwosci odmiany. W tabeli 2 przedstawiono wyniki z doswiadczenia,
gdzie zakazano najmtodsze listki odmian Boy i Mariola. Selekcje rozpoczeto
bezposrednio po kokultywacji na pozywce z ! mg/l kanamycyny, a po 2
tygodniach dawke podwyzszono do 5 mg/l. W siédmym miesigcu regeneraciji
kalusy przetozono na pozywke z dodatkiem 10 mg/l azotanu srebra najeden
pasaz, po ktérym zaobserwowano znacznie intensywniejsza regeneracje.
Otrzymano pedy transgeniczne obydwu odmian, wiecej w odmianie Mariola,
ktdra ma znacznie wiekszy potencjat regeneracyjny niz odmiana Boy.

Tabela 2
Regeneracja gerbery zakazanej bakteria Iba 4404 po 10 miesigcach.
SREDNIE OZNACZONE TA SAMA LICZBA NIE ROZNIA SIE ISTOTNIE PRZY P = 0,05

Regenerujace Srednio pedéw

listki Srednio pedéw  Liczba pedéw . Pedy
. . . : transgenicznych .
Odmiany (inicjalna na listek transgenicznych na listek transgeniczne
liczba listkéw) regenerujacy ogotem zakazany (%)
(%)
Boy 34,3 a (99) 2,0 a 4 0,04 5,3
Mariola 69,4 b (108) 19 a 25 0,18 18,0

W celu zwiekszenia liczby komérek kompetentnych dla przyjecia T-DNA
wykonano doswiadczenie, w ktéorym dodatkowo raniono listki gerbery odmian
Amber, Ferrari, Mariola i Tamara. Kulturg bakterii zakazano listki uprzednio
spreparowane w ten sposoéb, ze nasady ogonkéw miazdzono ptaskim koricem
bagietki szklanej lub zdrapywano skalpelem witoski. Po 3 dniach kokuitywaciji
listki przelozono na pozywke indukcyjng zawierajagcg 0,01 mg/l TDZ i 1 mg/l
kanamycyny. Po miesigcu poziom kanamycyny zwiekszono do 2 mg/l, a po
nastepnym do 5 mg/l, dodajgc azotan srebra przez okres jednego pasazu
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dla przywrécenia regeqeracji pedéw z kalusa. Pedy transgeniczne otrzymano
w kazdej kombinacji. Srednia liczba pedéw transgenicznych na 1 listek za-
kazony nie byla wyzsza niz w doswiadczeniu bez dodatkowego kaleczenia,
ale wyraznie wzrést udzial pedéw transgenicznych (tabela 2 i 3).

Tabela 3
Regeneracja gerbery po zakazeniu bakterig Iba 4404 po 9 miesiacach, w zaleznosci od sposobu
PREPAROWANIA EKSPLANTATOW. SREDNIE OZNACZONE TA SAMA LITERA NIE ROZNI SIE ISTOTNIE PRZY P =0,05

Listki Srednio
A Sredni . d6
Sposéb regehgrmqee rej nio Llczpa pe on Pedy
. . (inicjalna pedéw na pedow transgenicz- g
Odmiana preparowania . . . transgeniczne
eksplantatu liczba listek transgenicz- nych na )
listkdw) regenerujacy nych ogoétem listek
(%) zakazony
Amber miazdzone 38,2 b (120) 1,1 a 6 0,05 18,8
zdrapane 29,8 ab (50) 12 a 4 0,08 28,6
Ferrari miazdzone 37,6 b (70) 1,4 ab 9 0,13 23,7
zdrapane 33,3 b (80) 1,4 ab 4 0,05 12,1
Mariola  miazdzone 13,7 a (80) 1,5 ab 5 0,06 50,0
zdrapane 24,7 ab (70) 1,8 ab 17 0,24 41,5
Tamara miazdzone 24,8 ab (60) 12 a 4 0,07 23,5
zdrapane 29,8 ab (40) 200b 15 0,25 50,0

Badano takze mozliwos¢ uzyskiwania stransformowanych pedéw w wyni-
ku zakazania bakterig wierzchotkdbw pobranych z namnazajacych sie kultur.
Po usunieciu lisci wierzchotki pedéw o diugosci 3-5 mm rozgniatano w za-
wiesinie bakterii. Po 5 minutach eksplantaty osuszano i umieszczano na
pozywce indukcyjnej z 0,01 mg/l TDZ. Po 3 dniach kokultywacji listki ptu-
kano przez 3 godziny w roztworze TDZ 0,1 mg/l i Biotaksymu 500 mg/I.
Selekcje rozpoczeto po 2 tygodniach przy poziomie kanamycyny 2 mg/l, a po
2 miesigcach podwyzszono do 5 mg/l. Wiekszos¢ wierzchotkéw wytworzyta
kalus, z ktérego powstawaly pedy transgeniczne. W doswiadczeniu tym wy-
kazano, ze w przypadku odmiany o mniejszym potencjale regeneracyjnym
ogonkow lisciowych (Boy), korzystniejsze jest zakazanie wierzchotkéw pedow
i stymulowanie regeneracji pedéw z powstajacego kalusa (tab. 4).

tacznie z 3 doswiadczen, w ktorych zakazono 777 listkbw i 234 wierz-
chotki otrzymano 162 niezaleznie stransformowane pedy, w tym 14 w od-
mianie 'Amber’, 45 'Boy’, 13 'Ferrari’, 71 'Mariola’ i 19 'Tamara’. Po rozmno-
zeniu uzyskano 24 wzglednie stabilne linie.



Fot. 1. Ekspresja przejsciowa genu gus na koncu ogonka lisciowego gerbery.

Fot. 2. Ekspresja przejSciowa genu gus na catej blaszce lisciowej gerbery.

Fot. 3. Ekspresja genu gus w wigzkach przewodzacych i na catej blaszce lisSciowej transgenicz-
nego pedu gerbery.

Fot. 4. Ekspresja genu gus w wigzkach przewodzacych liscia transgenicznego pedu gerbery.

Fot. 5. Ekspresja genu gus we witoskach na powierzchni lisci transgenicznego pedu gerbery.
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Tabei™ 4
ReGENEP"CJA gerbery, ktérej wierzchotki byly zakazane bakteria +ba 4404 PO 9 MIESIACACH.
SREDNIE OZNACZONE TA SAMA LITERA NIE ROZNIA SIE ISTOTNIE PRZY P = 0.05

Wierzchotki
regenerujace Srednio pedéw  Liczba pedéw
Odmiana (inicjalna liczba na wierzchotek transgenicznych

Srednio pedéw
transgenicznych
na wierzchotek

Pedy
transgeniczne

wierzx;;);)}kéw) regenerujacy ogotem zakazony (%)
Amber 47,0 a (72) 2,4 ab 4 0,06 5,0
Boy 86,5 b (63) 30b 41 0,65 28,2
Mariola 69,7 b (99) 22 a 24 0,24 16,4

3.3. Obserwacja aktywnosci genu gus

Obserwacja aktywnosci genu gus w tkankach byta bardzo pomocna dla
upewnienia sie, czy wykonane zakazenia tkanek byly skuteczne. Ekspresja
przejsciowa pojawiata sie juz czwartego dnia od rozpoczecia zakazania na
prawie wszystkich eksptantatach. Niebieskie plamy i punkty zajmowatly calg
powierzchnie eksplantatu lub byly zlokalizowane tylko w obrebie podstawy
ogonkow lisciowych (fot. 1 i 2). Z czasem udziat listkbw wykazujgacych nie-
bieskie zabarwienie zmniejszat sie i niebieski kolor byt najczesciej widoczny
tylko na niewielkich fragmentach tkanek ogonka lub blaszki liSciowej, a p6z-
niej na sektorach kalusa i powstajacych pedach.

Obraz aktywnosci genu gus w kalusie i tkankach peddéw zregenerowanych
byt zréznicowany. W listkach gerbery pochodzgacych z peddéw zregenerowa-
nych, ktére przezyly selekcje na kanamycynie niebieski kolor byt widoczny
gtébwnie w tkance naczyniowej i we wtoskach kutnerowych, rzadko na calej
blaszce lisciowej (fot. 3-5). Zabarwienie miato r6zng intensywnos¢ — od gra-
natowego, do ledwie widocznego bladoniebieskiego. Nie stwierdzono zwigzku
lokalizacji ani intensywnosci zabarwienia z odmiang gerbery. W zadnym
przypadku testowania lisci z niebieskim zabarwieniem, pobranych z pedéw
selekcjonowanych przez wiele miesiecy na kanamycynie z dodatkiem Biota-
ksymu, nie stwierdzono wzrostu bakterii z fragmentéw pedéw wylozonych
na pozywke bakteryjng.

3.4. Sprawdzanie obecnosci genéw npfll za pomocq amplifikacji
enzymatycznej

Fragmenty o wielkosci 792 par zasad do primeréw genu npdl kodujgcego
odporno$¢ na kanamycyne otrzymano na wzorcach DNA wyizolowanych
z plazmidu oraz z DNA roslinnego izolowanego wszystkimi podanymi meto-
dami natomiast nie uzyskiwano fragmentow 1800 p.z. z DNA wyizolowanego
z roslin (fot. 6).
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gus pBI121 1 Fot. 6. Produkt am-
plifikacji enzymatycznej
fragmentu genu nptll o
gus #10 3 wielkosci 792 p.z. w li-
niach transgenicznych
oraz plazmidzie i genu

giLS #9 2

gus #11 4

nptll #9 5 gus w plazmidzie.
nptll #10 6
nptll #11 7
nptll pBl121 8

drabinka DNA 500 p.z.9

4. Dyskusja

o wytwarzaniu roslin transgenicznych za posrednictwem Agrobactenum
tumefaciens decyduje wiele czynnikébw. Mozna je podzieli¢ na trzy grupy.
Pierwsza, to wirulencja bakterii i wiasciwa konstrukcja T-DNA, druga jest
zwigzana ze zdolnoscia do masowe] regeneracji zorganizowanych struktur
przybyszowych rosliny biorcy (pakéw lub zarodkéw somatycznych), a trzecia
ze sposobem selekcji stransformowanych komoérek, kalusa i pgkow.

Wadg zastosowanego w omawianych doswiadczeniach wektora bakteryj-
nego jest wykazywanie aktywnosci genu gus takze w bakteriach, co moze
prowadzi¢ do falszywych, pozyt}jwmych ocen. Matzk i wsp. (9) wykazali na
podstawie obserwacji w mikroskopie elektronowym, ze bakterie mozna spot-
ka¢ w tkankach roslinnych w kulturach in vitro nawet po 12 miesigcach od
zakazenia, a takze jeszcze po kilku miesigcach wzrostu w szklarni. Nalezy
zatem zachowac¢ ostroznos$¢ decydujac o statusie transgenicznym pedu tylko
na podstawie niebieskiego zabarwienia po podaniu substratu X-gluc, gdy
nie uzywa sie konstrukcji gus z intronem. Z tego powodu fragmenty pedoéow
zakazanych bakteria LBA 4404, wyselekcjonowane na pozywce z kanamycy-
ng i wykazujgce niebieskie zabarwienie byly testowane takze na pozywkach
bakteryjnych. W zadnej z tak testowanych przez nas na pozywkach bakte-
ryjnych linii transgenicznych bakterie nie wyrosty.

Waznym C/~ynnikiem jest czas rozpoczecia selekcji. Zbyt pdzne przenie-
sienie kultur na pozywki selekcyjne moze obnizac jej skutecznosc¢. Selekcja
rozpoczeta bezposrednio po kokultywaciji przy wysokim stezeniu kanamycyny
calkowicie hamowata regeneracje pedéw (dane nie publikowane). Najwiecej
pedoéw transgenicznych otrzymano w przypadku, gdy selekcje rozpoczeto bez-
posrednio po zakonczeniu kokultywacji przy niskim stezeniu kanamycyny
(1-2 mg/l), a nastepnie podwyzszono stezenie do 5-10 mg/l. Elomaa i wsp.
(6) selekcje w kulturach gerbery rozpoczynali po 2 tygodniach przy stezeniu
kanamycyny wynoszgacym 25 mg/Il.

Na liczbe uzyskanych niezaleznych transformantéw ma wplyw potencjat
regeneracyjny genotypu i tkanki. Dlatego prace nad transformacjg zostaty
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poprzedzone doswiadezeniami nad regeneracja gerbery. Opracowano metode
o zadowalajacej wydajnosci, dostatecznej do zastosowania w transformaciji.
Odbywa sie- ona w dwoch etapach — indukcji (przy wyzszym stezeniu cy-
tokininy oraz auksyny) i regeneracji pedéw bezposrednio z nasady ogonkdéw
lisciowych, i posrednio z tworzacego sie kalusa. W zaleznosci od odmiany
regenerowalo od 50 do 90% listkbw, a w czasie 3 miesiecy tworzylo sie
Srednio od 2,5 do 6,0 pedéw na eksplantat regenerujacy. Bardzo powazng
zaletg tej metody jest utrzymywanie sie zdolnosci regeneracyjnej kalusa po-
wstatlego na ogonkach lisciowych przez wiele miesiecy (publikacja w przygo-
towaniu). StwierdziliSmy takze, ze stopniowo zmniejszajaca sie zdolnos¢ do
regeneracji mozna pobudzi¢ przez wilaczanie do pozywki co kilka pasazy azo-
tanu srebra. Taki spos6b ma znaczenie dla regenerowania pedéw transge-
nicznych, ktére powstajg po kilku miesigcach od kokultywacji. Umieszczanie
ogonkoéw lisciowych na pozywce z kanamycyng ogranicza regeneracje bezpo-
Srednig i opodznia regeneracje z kalusa. Krens i wsp. (14) podaja, ze bezpo-
Sredni sposéb regeneracji buraka mniej sprzyjat transformacji niz regenera-
cja z kalusa. Wigzg to z tym, ze odrdéznicowanie komoérek powoduje zwie-
kszenie ich kompetencji do stransformowania. Mukhopadhyah i wsp. (12)
donosza, ze tylko pedy pochodzagce z regeneracji kalusa wytworzonego na
liScieniach Brassica campestris byly stransformowane. Pedy W3n*astajace bez-
posrednio pochodzity z meiysteméw wytworzonych 450-625 |im pod powie-
rzchnig, z komoérek do ktérych T-DNA nie dotarto. Podobnie Lowe i wsp.
(16) uwazaja, ze u chiyzantemy komorki wrazliwe na transfer T-DNA znaj-
duja sie w tkance przewodzacej; z nich tworzy sie wolno kalus, podczas gdy
organogeneza z komoérek epidermy rozpoczyna sie po juz 14 dniach.

O uzytecznej metodzie transformowania mozna moéwi¢ wowczas, jesli jest
mozliwe uzyskanie co najmniej kilkunastu roslin transgenicznych w jednym
procesie transformaciji. Jest to konieczne, poniewaz spos$réd nich trzeba
wyselekcjonowac¢ takie, ktore nie zostaly zmienione w inny sposob, jak tylko
przez obecnos¢ dodatkowej informacji wniesionej na T-DNA. Proces wiaczania
obcego DNA moze spowodowa¢ mutacyjne zmiany genetyczne typu delecje
lub powtdrzenia, zwigzane z okresowag utratg ciggtosci na chromosomie. Wia-
czenie T-DNA do miejsc wysoce repetytywnych moze wywota¢ trwaty brak
aktywnosci. Podobny efekt moze mie¢ wilaczenie do genomu rosliny wielu
kopii T-DNA, co powoduje trwalg inaktywacje wprowadzonych gendow
(7,10,11). Trzeba liczy¢ sie zatem z koniecznoscig prowadzenia selekcji wsrod
stransformowanych roslin.

W jedynej pracy dotyczacej transformacji gerbery za posrednictwem Agro-
bacterium kokultywowano mate fragmenty ogonkéw lisciowych odmiany Ter-
ra Regina (6). Autorzy przeprowadzili kilka eksperymentéw. W kazdym z nich
liczebnos$¢ eksplantatéw wynosita 1200. Uzyskali 7 pedéw transgenicznych,
z ktérych 4 przezyly wszystkie etapy selekcji. W pordwnaniu z tymi wynikami
nasza metoda wydaje sie skuteczniejsza.

Z przeprowadzonych przez nas doswiadczen wynika, ze miode liscie tatwo
regenerujgcych odmian gerbery sg bardzo dobrym obiektem do transformaciji,
ale dla odmian o mniejszym potencjale regeneracyjnym lepsze wyniki mozna
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uzyska¢ zakazajgc bakteriami rozgniecione wierzchotki peddéw, jednakze
w tym prz}rpadku potrzebne sg znacznie wieksze mateczniki. Prawdopodo-
bienstwo uzyskania transgenicznych pedéw gerbery wzrasta, gdy dodatkowo
uszkadza sie listki przez miazdzenie lub zeskrobywanie wioskow, ktore jak
stwierdzono podczas obserwaciji ekspresiji przejsciowej gus, stanowig ochrone
przed bakterig.

Ro6znice w sile ekspresji genéw markerowych dotyczyly zmieniajgcej sie
wrazliwosci na czynnik selekcyjny i zabarwienia o réznej intensywnosci i nie-
jednakowej lokalizacji w tkankach, w obecnosci substratu X-gluc. Najczesciej
obserwowaliSmy niebieski kolor w nerwach lisciowych, wtoskach kutikular-
nych, komodrkach aparatéw szparkowych, w pagkach oraz w catej blaszce
najmiodszych lisci. Nigdy nie stwierdzono niebieskiego koloru w korzeniach.
Chociaz promotor CaMV 35S, w ktory jest zaopatrzony gen gus ma charakter
konstytutywny juz Battraw i Hall (3) stwierdzili, ze funkcjonuje on gtéwnie
w komorkach epidermy lisci, mezofilu i wigzkach przewodzacych, ajest malo
aktywny w komoérkach epidermy korzeni. Renou i wsp. (21) donosili, ze
aktywnos¢ genu gus w lisciach chryzantemy byta najsilniejsza w lisciach
najmiodszych, pgkach, kalusie, strefach meiystematycznych i wigzkach prze-
wodzacych.

Obserwowano takze niestabilnos¢ ekspresji wprowadzonych genéw w ob-
rebie potomstwa otrzymanego przez rozmnozenie pakéw katowych. Stwier-
dzano réznice pomiedzy pedami w obrebie jednej linii i pomiedzy kolejnymi
rozmnozeniami. Aktywnos¢ genu gus pojawiala sie i znikata w kolejnych
pasazach. Przyczyna lezy albo w budowie chimerycznej tkanek albo w przej-
Sciowej utracie aktywnosci gendw. Niestabilnos¢ roslin transgenicznych pier-
wszego pokolenia jest czesta (11). Ustabilizowanie ekspresji mozna osiggnac
przez rozmnozenie generatywne lub regeneracje pedéw dodatkowych z poje-
dynczych komorek.
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Effect of initial explant on effectivity of Agrobacterium tumefaciens-rr\e¢\a-
ted transformation of Gerbera hybrida

Summary

An efficient method for genetic Agrobacterium tumejaciens-mediated transformation of five
cultivars Gerbera hybrida was established. The youngest leaves and shoot tips from proliferating
in vitro cultures were co-cultivated with disarmed strain LBA 4404/pBl1121 carrying the chimaeric
genes nptll and gus. The inoculated explants were repeatedly cultured on regeneration medium
with kanamycin and Biotaksym. After 9-10 months from 0.04 to 0.25 independently transformed
shoots from one inoculated leaf and from 0.06 to 0.65 from one inoculated shoot tip were
obtained, depending on cultivar and additional treatment. Transformed shoots accounted for 5.0
to 50.0% of all regenerated shoots. Additional wounding of leaves before inoculation by squeezing
and scratching off increased transformation efficiency. Better results for recalcitrant to regene-
ration cultivars were obtained if squeezed shoot tips were inoculated. Regenerating shoots were
selected on kanamycin, screened for gas expression with X-gluc and tested by PCR for nptll
and gus genes. All together 162 transgenic shoots were obtained in cvs Amber, Boy, Ferrari,
Mariola and Tamara, but only 24 relatively stable lines were established.
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