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Summary

Prerequisites for successful transformation are developed protocols on effi-
cient regeneration of adventitious shoots or somatic embryos. The most impor-
tant works concerning regeneration, the objectives and achievements in rose
transformation are discussed.
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1. Wstep

Réza jest najbardziej popularng roéling ozdobng. Wzras-
tajacy z kazdym rokiem popyt na kwiaty stymuluje intensy*wna
hodowle nowych odmian. Pomimo Ze opisano ponad 240 gatun-
kow roz, to wspditczesnie uprawiane odmiany pochodzg z prze-
krzyzowania zaledwie od dziesieciu do dwudziestu gatunkow
(4). Prowadzona od stuleci selekcja ukierunkowana na bardzo
podobne cechy, spowodowata znaczne zawezenie puli genetycz-
nej. Wspotczesne odmiany maja bardzo wysoka wartos¢ dekora-
cyjna i wysoka produktywnos$é, ale rdwnoczesnie sg podatne na
prawie wszystkie choroby i szkodniki r6z, co powoduje koniecz-
nos¢ wielokrotnego stosowania pestycydéw, zar6wno w nasa-
dzeniach ogrodowych i rabatowych, jak i w czasie produkcji
kwiatéw. Zaawansowanie metod biotechnologicznych spowodo-
wato, ze takze hodowcy roz widzg w transformacji genetycznej
sposob na wprowadzanie pojedynczych genéw uzytkowych, bez
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rozchwiania genotypow. Najwieksze zainteresowanie budza geny podwyzszajace
odpornos¢ na choroby i szkodniki oraz stresy powodowane czynnikami Srodowiska
w czasie uprawy, transportu i sprzedazy, a takze modyfikujgce kolor i zapach
(3,4,10,29,31,34,35). Warunkiem wstepnym do uzyskania roslin transgenicznych
jest znajomos¢ sposobu wydajnej regeneracji pedéw przybyszowych lub zarodkéw
somatycznych z pojedynczych komorek.

2. Organogeneza

Hill (12) pierwszy donidst o wytworzeniu peddw przybyszowych na kalusie otrzy-
manym z merystemu wierzchotkowego pedu. Istniejg jednak watpliwosci co do
przybyszowego charakteru tych peddw (17), gdyz mogly wyrosngé z merystemow
bocznych, wprowadzonych do kultur z wierzchotkiem wzrostu, ktéry tylko obrdst
kalusem. W celu wyeliminowania takiej mozliwosci, nalezy indukowac regeneracje
z blaszek lub ogonkoéw lisciowych, korzeni oraz miedzyweztowych segmentéw todyg.

Pedy przybyszowe moga powstawac bezposrednio na eksplantatach tkankowych
lub z wytworzonego na nich kalusa. Do celéw otrzymywania roélin transgenicznych,
bardziej przydatna, jak sie wydaje, jest regeneracja z kalusa, poniewaz na ogét pedy
zregenerowane w sposéb bezposredni po kokultywacji nie sa transgeniczne, ale
moga by¢ chimerami. Pierwsze oznaki bezposredniej regeneracji, to widoczne po
dziesieciu, czternastu dniach male, zielone, zaczatki pedéw na gdrnej powierzchni
proksymalnej czesci blaszki, na skrzyzowaniu gtdwnych nerwow i nasadzie ogonka
lisciowego. Roznicowanie peddw nastepuje w wyniku podziatow komorek warstwy
SLibepidermalnej lub z mezofilu, w miejscach przylegtych bezposrednio do wigzek
przewodzacych (6). Regeneracja zalezy w duzym stopniu od typu eksplantatu. W do-
Swiadczeniach Lloyd i wsp. (17) bezposrednia regeneracja z lisci byta mozliwa
u trzech genotypow (R. persica x xanthina, R. laevigata, R. wichuraiana), natomiast re-
generacje z korzeni i z kalusa otrzymanego z fragmentéw pedu uzyskano tylko
u R. persica x xanthina. W tym przypadku pedy wyrastaly z perycykla korzeni oraz
z punktéw merystemowych na powierzchni kalusa lub bezposrednio pod jego po-
wierzchnia. Dubois i de Vries (6) badali zdolno$¢ do bezposredniej regeneracji roz-
nych czesci czterech najmtodszych 5-listkowych lisci, pobranych z ro$lin uprawia-
nych w szklarni. Najwyzsza wydajno$¢ regeneracji ocenianej po 30 dniach kultury
wykazaty dolne czesci listkow wraz z ogoneczkami oraz ogonek lisciowy z przylist-
kami. W naszych doswiadczeniach prowadzonych wg metody Dubois i de Vries (6)
wynik regeneracji byt uzalezniony od pory roku, a nawet przebiegu pogody (na-
stonecznienia) w okresie pobierania ze szklarni eksplantatéw do regeneracji. Dodat-
kowym czynnikiem utrudniajgcym w tej metodzie jest konieczno$¢ odkazania po-
wierzchniowego eksplantatéw przed zainicjowaniem regeneracji i nieuniknione, tak
jak we wszystkich kulturach inicjalnych, ujawnianie sie zakazen wniesionych z ze-
wnatrz. ProwadziliSmy zatem regeneracje z najmtodszych lisci, pobranych z pedow
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namnazajacych sie in vitro. Na przebieg regeneracji korzystnie wpltywala etiolacja
kultur w 4°C (25) oraz kondycjonowanie kultur matecznych przez dwa i cztery tygo-
dnie na pozywce z tidiazuronem (36).

Stosowane pozywki do regeneracji bezposredniej lub posredniej, zawieraly sole
mineralne i witaminy Murashige i Skooga - MS (23), sacharoze i agar oraz cytokini-
ne i auksyne, ale rodzaj, stezenie i wzajemne proporcje tych regulatoréw wzrostu
byly zalezne od innych czynnikéw chemicznych i fizycznych, a przede wszystkim od
genotypu (tab. 1). Przetomowe dla wydajnosci i rozszerzenia liczhy regenerujacych
genotypow bylo zastosowanie tidiazuronu (TDZ) do zaindukowania regeneracji

(6,13,27).

Tabela 1
Warunki stosowane do regeneracji pedéw przybyszowych réz
ik
Eksplantat Regulatory . . Czynn : .
Genotyp o Reakcja najwazniejszy lub Literatura
inicjalny wzrostu (mg/l) L
usprawniajacy
1 2 3 4 5 6
Rosa hybrida merystem wierz-  KO0,2,NAA,2K1  kalus, zaczatki pe-  zmiana regulatorow w ko- 12
,,The Doctor” chotkowy dow lejnych pozywkach (?)
R. hybrida odcinki weztowe BA 1-2, GA3 1-2,  kalus wysokie stezenienie BA, 32
,White Dream” bez merysteméw  BA 5, IBA 0-0,1, pedy genotyp, sktadniki mine-
,,Darling” GAs 0,1-2 ralne
,Goldy”
R. perska xxan-  miedzywezla BA 12, NAA Kkalus stezenie BA, genotyp, eks- 17
thina 0,1-0,3 plantat
BA3,NAA0,1-0,3  pedy
R. laevigata, liscie BA 0,5 bezposrednie pedy
R. perska x .xan-
thina
R. wichuraiana
R. wichuraina korzenie BA 2 bezposrednie pedy
R. damascena miedzywezla NAA 1,9, BA 2,3, kalus pedy NH4NO3, dodatek jonofo- 14
IAA 0,2 ru wapnia
R. hybrida liscie, korzenie BA 1-2,6, NAA  bezposrednie pedy  rodzaj eksplantatu 1
.Meirutral” 0,005-0,2
liscie, kalus
przylistki, patki, pedy
dziatki, pylniki,
miedzywezla
R. hybrida liscie, ogonki TDZ 1,5, NAAO,5 indukcja rodzaj eksplantatu, geno- 6
,Madelon” BA 0,5, NAA0,01  bezposrednie pe-  typ, dodatek AgNo3
,Only love” dy

,Presto”, ,,Sonia”
,» Tineke”
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1 2 3 4 5 6

R. hybrida liscie, miedzywe-  NAA 2, kalus glukoza, genotyp, rodzaj 13
,Carefree Beauty”  Zla TDZ 5, GA3 1,1 pedy eksplantatu

R. chinensis mi-

nima

Red Sunblaze”

,Baby Katie”

R. hybrida liscie jak Dubois i de  bezposrednie pedy  kultury —mateczne na 36
,Compassion” Vries pozywce z dodatkiem TDZ
Florentina”

,White Gem”

BA - benzyloaminopuryna, K - kinetyna, TDZ - tidiazuron, IAA - kwas indolilo-3-octowy, NAA
kwas naftylo-1-octowy, IBA - kwas indolilo-3-mastowy, GA3 - kwas giberelowy.

Niezbedne do regeneracji auksyny i cytokininy stymulujg biosynteze etylenu
w tkankach (2). W kulturach rdz in vitro etylen hamuje wytwarzanie pedow przyby-
szowych i przyspiesza starzenie sie kultur. Dubois i de Vries (6) wykazali, ze na
pozywce zawierajacej 10 mg/l AgNO3 pedy przybyszowe pojawialy sie wczesniej,
a 0gblna wydajnos¢ regeneracji byta wyzsza o 29%. Ishioka i Tanimoto (14) wskazali
na pozytywny wptyw jonoforu wapnia na regeneracje pedéw z kalusa utworzonego
na miedzywezlach R. damascena. Bezposrednia regeneracja pedéw przybyszowych
pozwala na uzyskanie roslin w czasie od czterech do szesciu tygodni, a regeneracja
z zarodkoéw somatycznych nastepuje w czasie od czterech do osiemnastu miesiecy
(15,24,28) i powoduje mniejsze zagrozenie pojawieniem sie mutacji somaklonal-
nych, poniewaz nie wystepuje tu etap indukcji na pozywkach z wysokim stezeniem
auksyny. Krytycznym czynnikiem sg wiasciwosci genotypu. Wéréd 24 badanych od-
mian procent eksplantatow regenerujacych pedy przybyszowe wynosit od 65 do
100, a liczba pedow z eksplantatu od 0,5 do 4 (7).

3. Regeneracja zarodkéw somatycznych

Somatyczna embriogeneza w kulturach in vitro moze zachodzi¢ bezposrednio na
eksplantatach tkankowych lub czesciej na kalusie lub w zawiesinach komoérkowych.
Do wytworzenia embriogennego kalusa najczesciej stosowano auksyny syntetyczne
2,4-D, pCPA, NAA i NOA, w stezeniach od 0,05 do 11 mg/l (tab. 2). Réznicowanie za-
rodkdw prowadzono zazwyczaj na pozywkach takich samych jak indukcyjne,
0 zmniejszonym stezeniu auksyn (0,022-3 mg/l) lub bez dodatku auksyn. Dojrzewa-
nie zarodkoéw, czyli formowanie merystemu pedowego i korzeniowego odbywato
sie najczesciej na pozywce z dodatkiem BA i GA3 i/lub ABA. Kietkowanie catkowicie
uksztattowanych zarodkdéw moze by¢ stymulowane obecnoscig gibereliny. Na in-
dukcje embriogenezy somatycznej rozy maja wptyw, poza genotypem, takie czynni-
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ki, jak pochodzenie eksplantatu, sktad pozywki, a takze intensywno$¢ oswietlenia
(5,15,18,22,24,33).

Tabela 2
Warunki stosowane do regeneracji zarodkéw somatycznych réz
Pozywka/regulatory wzrostu i prolina w mg/l
Genotyp E_kfp_lantat sacharoza i maltoza w g/l Literatura
inicjalny indukcja kalusa rdznicowanie dojrzewanie
embriogennego zarodkow i kietkowanie
R. hybrida blaszki lisciowe 0,5 X MS, sacha- jak indukcja MS, sacharoza 30, 5
,,Domiago” roza 20, K 0,1, NAA BA 2, 1A\ 1
,Wickev Brown” 0,05 lub K 017,
NOA 0,1
R. hybrida nitki pylnikowe B-5 (9) zmodyfi- MS, gelrite, NAA MS, sacharoza 20, 24
LRoyalty” kowane, witaminy 0,25, Z 15, GA3 1  gelrite, GA3 1, ABA
KM, gelrite 2,4-D 0,2-2
2,215
R. hybrida korzenie przyby- SH (30), wita- bez 2,4 D MS, sacharoza, 3
»Sonia’, ,,Presto”,  szowe miny, kwasy orga- agar BA 0,5, NAA
Landora”, ,Melo- niczne i cukry KM, 0,01
dy”, , Tineke”, gelrite, 2,4-D 11
,White Weekend”
R. hybrida ptatki kwiatowe SH, sacharoza 30  SH, sacharoza 30, S-H, agaroza 18
,, Trumpeter” korzenie agaroza, 2,4-D 5 agaroza, 2,4-D 3, dojrzewanie: sa-
,Glad Tidings” prolina 300 prolina 300 charoza 30, chtéd,
24-D 1, ABA 1
GA3 0,3
kietkowanie:
maltoza 30, BA 1,
IBA 0,1
R. hybrida platki kwiatowe M-S, dicamba ! MS, 2,4-D 0,022, 05 X M-S 22
LArizona” 2iP 2,45 dojrzewanie: ABA
0,25
kietkowanie: NAA
0,5, PG 100
R. hybrida korzenie SH, gelrite, 2,4-D  SH, gelrite SH, gelrite 33
»,Monemay” 1
R. hybrida liscie ze szklarni MS, sacharoza 30,  jak indukcja MS,  intensywne 15
nSorayt” pCPA 10, K 1 Swiatto, BA 1,2, IAAI

MS - pozywka wg Murashige i Skooga (23), SH - pozywka wg Shenk i Hildebrandt (30), B-5 -
pozywka wg Gamborg i Miller (9), BA - benzyloaminopuryna, K - Kkinetyna, 2iP - 6(y, y-dimetyloalli-
loamino)-puryna, Z - zeatyna, IAA - kwas indolilo-3-octowy, NAA - kwas naftylo-1-octowy, NOA -
kwas 2-naftoksyoctowy, 2,4-D - kwas 2,4-dichlorofenoksyoctowy, pCPA - kwas p-chlorofenoksyocto-
wy, ABA - kwas abscysynowy, GA3 - kwas giberelowy, PG - floroglucyna.
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Zarodki somatyczne otrzymywano z kalusa pochodzacego z lisci (5,13,15,28), ni-
tek precikowych (24), niedojrzatych nasion (16), korzeni przybyszowych (33), ogon-
kow lisciowych i korzeni (18) oraz ptatkow kwiatowych (22). Zdolnos¢ réz do rege-
neracji drogg embriogenezy somatycznej jest w duzym stopniu uzalezniona od ge-
notypu. Z naszych obserwacji wynika, ze geneotypy o matym potencjale do regene-
racji pedow przybyszowych maja wieksza sktonno$¢ do regeneracji zarodkéw (dane
nie publikowane).

Noriega i Sondahl (24) doniesli o mozliwosci utrzymania potencjatu embriogen-
nego kalusa przez 18 miesiecy. Kalus taki nie tracit zdolnosci embriogennych po
przechowywaniu w cieklym azocie przez 24 miesigce (8). Kalus z dtugoterminowsg
zdolnoscig do tworzenia zarodkéw somatycznych otrzymali réwniez Hsia i Korban
(13) oraz Marchant i wsp. (18). Gelrite i dodatek substancji organicznych zwiekszat
wydajnos¢ regeneracji (33). L-prolina (300 mg/l) stosowana we wczesnych stadiach
embriogenezy wzmagata tworzenie zarodkdéw somatycznych, a w pozniejszych sta-
diach kultury zwiekszata czestotliwo$¢ wystepowania anormalnych zarodkéw (18).
Wydajnos¢ kietkowania zarodkow moze zwieksza¢ zastosowanie BAP i chtodu. In-
dukcja i r6znicowanie zarodkéw prowadzone sg zazwyczaj w ciemnosci lub na Swie-
tle o niskiej intensywnos$ci. Wysoka intensywnos¢ Swiatta jest natomiast istotna dla
dojrzewania i kietkowania zarodkéw (8,13,15,16,24,28).

Zdolno$¢ r6z do regeneracji przez embriogeneze somatyczng jest zalezna od ge-
notypu i ograniczona tylko do pewnych odmian, okres regeneracji jest dtugi, wydaj-
no$¢ niska, a stosowanie wysokich stezen auksyny do indukcji embriogennego katu-
sa powoduje nagromadzenie w kulturze mutacji spontanicznych, prowadzacych do
wytworzenia nienormalnych zarodkdéw i roélin o fenotypie odmiennym jak u form
wyjsciov\tych (1,11).

4. Transformacja

Nad transformacjg rézy pracuje sie w kilku osrodkach naukowych, przedsiebior-
stwach hodowlanych i biotechnologicznych. Do tej pory nie ma jednak odmiany
transgenicznej, chociaz sg doniesienia o wprowadzeniu gendw uzytkowych. Derks
i wsp. (3) otrzymali zarodki somatyczne odmiany ,,Sonia” stransformowane genem
cekropiny B. Celem tej pracy byto wprowadzenie odpornosci na bakterie ,,wazono-
we” i przedtuzenie trwatosci kwiatow po Scieciu. Souq i wsp. (31) transformowali
odmiane M. Delbard przez kokultywacje embriogennego kalusa z A. tumefaciens, za-
wierajacg gen roi C lub gen syntazy chalconu w formie antysensu. W pierwszym
przypadku otrzymano rosliny kartowate, z matymi nieptodnymi kwiatami o inten-
sywnym kolorze ptatkdw, zredukowanym systemie korzeniowym i zwiekszonej zdol-
nosci do krzewienia. Rosliny z genami antysensu CHS miaty jasniejszg barwe kwia-
tow. Van der Salm i wsp. (34) transformowali podkiadke rozy ,,Moneyway” genami
roi A, B i C, przez kokultywacje odcinkéw peddéw z A. rhizogenes i indukcje kalusa
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embriogennego z odpornych korzeni. Uzyskano rosliny o zahamowanej dominacji
wierzchotkowej, skréconych pedach i bardzo wysokiej zdolnosci do ukorzeniania.
Marchant i wsp. (19) do komérek kalusa embriogennego odmiany ,,Glad Tidings”,
wrazliwej na czarng plamistos¢, wprowadzili metoda biolistyczng gen chitynazy kla-
sy 1, wyizolowany z ryzu. Roéliny transgeniczne byly w mniejszym stopniu porazone
grzybem. Stopien zwiekszenia odpornosci byt skorelowany z poziomem chitynazy.

Problemem pojawiajagcym sie po kokultywacji z A. tumefaciens jest wyeliminowa-
nie bakterii z eksplantatéw rodlinnych. WykazalisSmy, ze azotan srebra, ktéry sprzyja
regeneracji pedow przybyszowych, moze by¢ takze wykorzystany jako czynnik bak-
teriobdjczy po kokultywacji (25), jesli pozywka nie zawiera organicznych form azo-
tu i moze zastgpic karbenicyline i cefotaksym, przynajmniej podczas pierwszego pa-
sazu po kokultywacji z bakteriami.

5. Whioski

Wszystkie transgeniczne rosliny réz (3,8,19-21,31,34) otrzymano z embriogen-
nego kalusa. Mozna zatem wnioskowaé, ze tylko w systemie kultury zdolnej do
dtugotrwatej regeneracji peddw przybyszowych lub zarodkéw somatycznych jest
mozliwe wyselekcjonowanie komérek stransformowanych, a z nich roslin transge-
nicznych.
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