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Regeneracja 1 transformacja zyta
(Secale cereale L))
w kulturach in vitro
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In vitro regeneration and transformation of rye {Secale cereale L.)
Summary

In vitro cultures are an integral part of plant transformation process. Gene-
tic manipulation can be performed only on a single cell level. Therefore in vitro
culture and regeneration of plants from a single cell are very important for suc-
cessful transformation in vitro culture of rye is more difficult to conduct than of
others cereals. Difficulties with in vitro regeneration of rye seems to be the main
factor limiting the development of rye transformation systems. Genetic trans-
formation process includes three main steps; single cell transformation, selec-
tion of transgenic cells and regeneration of plants from single cells. Efficiency of
each of these steps can influence the result of the transformation process. The-
refore optimisation of these steps is very important.

Transformation has been performed using the microprojecticle bombard-
ment with scutella of rye embryos as a target. Two constructs pDBI and pA-
Wact-Sec have been used in cotransformation. The pDBI contained marker bar
gene (phosphinotricine acetylotransferase) for Basta herbicide resistance and
repoter uidA gene (P-glucuronidase). The pAWact-Sec contained 196 bp frag-
ment of a sec-1 gene in antisense orientation. Using pAWact-Sec construct we
tried to block the expression of the endogenous gene sec-1 coding for co-secalin,
a storage protein of rye grain. We were able to regenerate transgenic rye plants
containing all introduced genes. The efficiency ofsec-1 expression blocking was
analysed by SDS-PAGE method. Among 50 analysed kernels of T| generation we
found 5 with lower co-secalin level. Complete blocking of co-secalin was not ob-
served.
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Regeneracja i transformacja zyta (Secale cereale L) w kulturach in vitro

1. Wprowadzenie

Rosliny uprawne podlegajg ciaggtemu procesowi udoskonalenia poprzez prace
hodowlane. Metody hodowli tradycyjnej maja jednak swoje ograniczenia i sa bardzo
czasochtonne. Chociaz tradycyjna hodowla pozwala na wymiane materiatu gene-
tycznego pomiedzy réznymi formami lub nawet gatunkami to proces przenoszenia
genow jest ograniczony tylko do tych form, ktére moga sie miedzy soba krzyzowac.
Zastosowanie inzynierii genetycznej w hodowli roslin otworzyto szereg nowych moz-
liwosci. Inzynieria genetyczna pozwala na przeniesienie wybranego, okreslonego
fragmentu DNA z genomu dawcy (od ktérego pochodzi DNA) do genomu biorcy
(ktéry przyjmuje DNA) z pominieciem procesu krzyzowania. Dzieki uniwersalnosci
kodu genetycznego mozliwe jest przenoszenie gendw pomiedzy wszystkimi organiz-
mami zywymi. Inzynieria genetyczna uzalezniona jest z jednej strony od klonowania
i poznawania funkcji poszczeg6lnych gendéw w organizmach, z drugiej za$ od tech-
nologii wprowadzania tych genéw do organizméw biorcy.

Chociaz metody klonowania i poznawania gendw sg w zasadzie takie same dla
wszystkich organizmoéw, to metody przenoszenia gendw rdznig sie znacznie i mu-
szg by¢ dostosowane do gatunku biorcy. Dlatego tez niezwykle istotne jest opraco-
wanie metod transformacji dla gatunkéw waznych ekonomicznie. Dzieki transfor-
macji mozemy skutecznie modyfikowac rosliny. Zakres tych modyfikacji jest ograni-
czony przede wszystkim dostepnos$cig gendw. Poprzez transformacje mozemy zwie-
ksza¢ odporno$¢ na choroby, szkodniki, zmienia¢ whasciwosci fizjologiczne czy
skiad biatek w ten sposob podnosi¢ plon i jako$¢ uprawianych roslin. Transgeniczne
rosliny mozna wykorzysta¢ do produkcji substancji biologicznych stosowanych
w medycynie, wolnych od ludzkich lub zwierzecych czynnikéw chorobotworczych.
Wykorzystanie roslin do tego celu jest ze wzgledéw etyki i bezpieczenstwa jak naj-
bardziej pozadane. Transformacja roélin moze by¢ tez doskonatym narzedziem
w pracach badawczych. Modyfikowanie ekspresji genéw w ro$linach transgenicz-
nych przynosi wiele informacji na temat funkcji gendw i ich produktéw. Stosowanie
konstruktéw plazmidowych w systemie ,,sens” i ,,antysens” staje sie zatem waznym
elementem badan podstawowych.

Transformacja roslin jest nieroztgcznie zwiazana z regeneracjg roslin in vitro.
Manipulacje genetyczne tatwiej jest przeprowadzi¢ na poziomie pojedynczych ko-
mérek niz catych tkanek. Dlatego tez istotnymi czynnikami warunkujagcymi powo-
dzenie w transformacji sg kultury in vitro i regeneracja roélin z pojedynczych komo-
rek.

Zyto {Secale cereale L) jest roéling ciagle popularng w krajach Europy Srodkowej
i Wschodniej. W Polsce uprawiane jest na obszarze 2298 tys. ha, co wsréd zb6z za-
pewnia mu drugg pozycje pod wzgledem areatu uprawy (1). Ze wzgledu na fakt, ze
zyto jest rosling obcopylng jego hodowla jest bardzo utrudniona (2-3). Wiele ist-
niejacych odmian to odmiany populacyjne co oznacza, ze sktadajg sie z osobnikow
podobnych tylko morfologicznie. Otrzymywanie homozygotycznych linii na drodze

BIOTECHNOLOGIA 4 (51) 88-92 2000 89



Stawomir Sowa, Aleksander Sowa, Janusz Zimny

chowu wsobnego pocigga za sobg jednak duza depresje wsobng. Poniewaz znacze-
nie gospodarcze zyta ograniczone jest do krajow Europy Srodkowej i Wschodniej
stosunkowo niewiele prac badawczych poswiecono kulturom in vitro zyta. Prowa-
dzenie kultur in vitro zyta jest takze trudniejsze niz innych zb6z ze wzgledu na brak
genetycznego wyréwnania odmian. Trudnosci z regeneracjg zyta w kulturach in vitro
sg gtdwnym czynnikiem ograniczajgcym opracowanie skutecznych systemdw trans-
formacji tego gatunku.

2. Cel pracy

Gtownym celem pracy bylo opracowanie metody transformacji zyta metoda
strzelby genowej (4) oraz otrzymanie ptodnych roslin transgenicznych. Pierwszym
krokiem w Kierunku opracowania metody transformacji zyta byto uzyskanie soma-
tycznej embriogenezy oraz identyfikacja genotypéw i warunkéw hodowli in vitro za-
pewniajacych wysokga efektywnosé tego procesu. Kolejnym krokiem byto zoptymali-
zowanie sposobu dostarczania obcego DNA do komérek zyta. Dodatkowym celem
byto zastosowanie systemu kotransformacji jako sposobu niezaleznego wprowadza-
nia genéw markerowego i uzytkowego, a takze uzyskanie modyfikacji ekspresji en-
dogennego genu zyta poprzez antysensowe RNA.

3. Transformacja

Proces genetycznej transformacji roslin sktada sie z trzech gtdwnych etapdw:
transformacji pojedynczych komorek, selekcji transgenicznych komérek oraz rege-
neracji rodlin in vitro z pojedynczych komdrek. Efektywno$¢ kazdego z tych etapdw
wptywa na wynik procesu transformacji.

4. Znaczenie pozywki dla somatycznej embriogenezy

w wielu pracach nad regeneracjg réznych gatunkéw roélin dowiedziono, ze
sktad pozywki ma istotne znaczenie dla procesu somatycznej embriogenezy.
W przedstawionych badaniach przetestowano pozywki, czesto stosowane w kultu-
rach in vitro roslin jednolisciennych: MS (5), CC (6) Kao (7). Kalus otrzymany z niedoj-
rzatych zarodkéw w stadium koleoptylarnym pieciu genotypéw zyta hodowano na
tych pozywkach i oceniano pod wzgledem efektywnosci i intensywnosci embrioge-
nezy. Najwyzszg efektywno$¢ okoto 70% i intensywno$¢ embriogenez/ u wszystkich
pieciu testowanych odmian uzyskano na pozywce MS. Dalsze badana byly prowa-
dzone na bazie tej pozywki.

90 PRACE ECSPERYMENTALNE



Regeneracja i transformacja zyta (Secale cereale L) w kulturach in vitro

5. Znaczenie genotypu

Zdolnos¢ do inicjowania somatycznej embriogenezy jest warunkowana gene-
tycznie (8-9), dlatego istotne znaczenie dla transformacji ma przebadanie réznych
genotypow i selekcja tych, ktore charakteryzujg sie wysoka intensywnoscig i efek-
tywnoscig embriogenezy. Znalezienie takich genotypdéw w duzym stopniu ufatwia
uzyskanie roélin transgenicznych. Wiasnie z tego wzgledu u roslin, dla ktérych
opracowano juz metody transformacji wiekszos¢ prac wykonywana jest na tych sa-
mych genotypach, bo tylko one dajg gwarancje powodzenia badan. W doswiadcze-
niu poréwnano intensywnos¢ i efektywno$¢ embriogenezy trzech odmian jarych
i piecdziesieciu linii ozimych zyta. Materiatem wyjSciowym dla kultur in vitro byty
izolowane, niedojrzate zarodki zyta w stadium koleoptylarnym (10). Efektywno$¢
somatycznej embriogenezy wahata sie od 16 do 88%. Badane genotypy réznity sie
takze znaczaco intensywnoscig embriogenezy. Ze wzgledu na wysoka intensywnos$¢
i efektywnos$é embriogenezy do transformacji wybrano nastepujace genotypy: Bet-
ka, Sorom, Karshulder i mieszance trojliniowe Tur, TD 1407 (1993 x 4475) x 2803
TD 1409-1410, TD 1415 (2592 x 2650) x 2803 TD 1409-1410, TD 1416(1792x2683)
x 2803 TD 1409-1410.

6. Optymalizacja parametrow transformacji metoda strzelby genowej

Optymalizacja transformacji tarczki zarodkowej niedojrzatych zarodkdéw zyta
byla oparta na analizie transformacji typu przejsciowego genem markerowym uidA.
Aktywnos¢ enzymatyczna genu uidA byta badana histochemicznie. Badano wplyw
cisnienia w komorze sprezania na czestotliwo$¢ wprowadzania DNA do komorek
tarczki niedojrzatych zarodkow zyta. Wraz ze wzrostem sity strzatu rosnie liczba sy-
gnatdéw ekspresji typu przejsciowego Srednio od 27 sygnatdw na zarodek przy cis-
nieniu 900 psi do 54 sygnatdéw przy cisnieniu 1550 psi. Dalsze zwiekszanie cisnienia
powodowato zmniejszenie liczby sygnatow.

7. Kotransformacja konstruktami pDBI i pAWact-Sec

Transformacje przeprowadzono stosujac dwa konstrukty jednoczesnie, pDBI
(11) zawierajacy gen markerowy bar kodujgcy acetylotransferaze fosfinotrycyny pod
kontrolg promotora 35S wirusa mozaiki kalafiora i gen reporterowy uidA kodujacy
P-glukuronidaze pod kontrolg promotora aktyny ryzu i pAWact-Sec zawierajgcy
fragment 196 pz 5' genu sec-1 zyta (12) w orientacji antysensowej pod kontrolg pro-
motora Act-1. Ostrzelano 6914 niedojrzatych zarodkéw 2-6 dni po izolacji, z kto-
rych w procesie selekcji zregenerowano 117 roélin. Oprysk herbicydem Basta prze-
zyto 15 rodlin. W przeprowadzonej analizie PGR i Southern biot na obecnos¢ genéw
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bar i uidA wykazano obecnos¢ obydwu wprowadzonych genéw w genomie siedmiu
roslin. Uzyskano 3 transgeniczne ro$liny genotypu Petka, 3 rosliny genotypu Tur
oraz jedng genotypu TD 1407 (1993 x 4475) x 2803 TD 1409-1410. W przeprowa-
dzonej analizie Southern biot tych siedmiu roslin wykazano obecno$¢ konstruktu
pAWact-Sec w genomie dwdch roslin.

8. Antysensowe wyciszanie genu Sec-1

w pracy podjeto probe wyciszenia endogennego genu zyta, sec-1 kodujgcego
biatko zapasowe co-sekaling poprzez transformacje konstruktem pAWact-Sec zawie-
rajagcym 196 pz 5' fragment genu sec-1 w orientacji antysensowej pod kontrolg pro-
motora aktyny (Act-1). Otrzymano dwie transgeniczne rosliny, w ktérych udoku-
mentowano wprowadzenie konstruktu pAWact-Sec za pomocg analizy Southern biot.
Przeprowadzenie analizy efektywnosci antysensowego wyciszania genu sec-1 jest
niemozliwe na poziomie roslin Tg, poniewaz dotyczy biatka zapasowego zyta gro-
madzonego w nasionach, a zatem w pokoleniu Tj. Efektywno$¢ antysensowego wy-
ciszania genu sec-1 analizowano elektroforetycznie metoda SDS-PAGE. Wsrod piec-
dziesieciu przebadanych nasion pokolenia T] rosliny Tur 15 pieé charakteryzowato
sie obnizong zawartoscig co-sekaliny. W zadnym przypadku nie odnotowano jednak
catkowitego zahamowania ekspresji genu sec-1.

Ostatecznym dowodem transformacji jest przekazanie wprowadzonych genow
do roslin potomnych (13). Wszystkie transgeniczne rosliny zyta bedace efektem wy-
konanej pracy byly ptodne i wydaty transgeniczne potomstwo, ktore przeanalizowa-
no metodami PCR i Southern biot.
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