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Obtaining double haploid transgenic tobacco lines by the tissue cul-
ture method

Summary

In the study on double haploid (DH) lines of tobacco, two cultivars -
MN944 and BY103 transformed with a construct carrying the coat protein gene
of Lettuce Mosaic Virus (LMV) CP were used. The hybrids F] from crossing trans-
genic line BY 103 with its non-transformed equivalent as well as transgenic
MNO944 line with cv. Wislica were used for producing haploids via inducted
androgenesis. Double haploids were received by regeneration from stem frag-
ments. The course of meiosis in pollen mother cells was analysed and pollen vi-
ability was estimated.
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1. Wstep

Transformacja odmian uprawnych tytoniu genem biatka
ptaszcza wirusa mozaiki sataty Lettuce Mosaic Virus (LMV) CP daje
mozliwos¢ otrzymania linii odpornych na wirus Y ziemniaka
Potato Virus Y (PVY), ktory jest rozpowszechniony w uprawach ty-
toniu, ziemniaka i innych ros$lin z rodzaju Soianaceae (1,2). LMV,
podobnie jak PVY nalezy do rodzaju Potyvirus, przy czym LMV nie
wywotuje objawdéw chorobowych na tytoniu (3).

Proces uzyskania stabilnych linii transgenicznych odpornych
na PVY przebiega w ciggu kilku pokoleh. Jednym ze sposobdéw
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przyspieszenia go jest tworzenie form homozygotycznych na drodze androgenezy,
czyli otrzymywania roslin z haploidalnych komoérek gametofitu meskiego (mikro-
spor) (4,5). Praktyczne wykorzystanie roslin haploidalnych jest czesto utrudnione
wskutek ich catkowitej bezptodnos$ci, zwigzanej z brakiem koniugacji chromosomo-
wej w procesie mejozy. Podwojenie liczby chromosomow jest zatem podstawowym
elementem przywrdécenia ptodnosci i wykorzystania linii homozygotycznych w dal-
szej hodowli. Poliploidyzacje mozna prowadzi¢ m.in. poprzez poddanie meryste-
mow wierzchotkowych dziataniu kolchicyny zaklocajgcej proces tworzenia wrzecio-
na kariokinetycznego (5) lub na drodze spontanicznej poliploidyzacji w trakcie rege-
neracji pedow w kulturze (6).

Uzyskano formy haploidalne z mieszancéw transgeniczej linii hodowlanej
MN944 Tl z nie transformowang odmiang Wislica oraz z mieszaricéw transgeniczej
linii hodowlanej BY103 Ti z jej nie transformowanym odpowiednikiem BY103.
W pracy tej przedstawiono sposéb otrzymania podwojonych haploidéw metoda kol-
chicynowania kietkujacych roslin haploidalnych oraz poprzez kulture fragmentow
walca osiowego todygi dojrzatych roslin haploidalnych.

2. Materiaty i metody

Materiat wyjsciowy do otrzymania podwojonych haploidéw stanowity mieszarice
Fi uzyskane ze skrzyzowania linii transgenicznych zawierajagcych gen biatka ptasz-
cza wirusa mozaiki sataty LMV CP, warunkujacy odpornosé na PVY, z nie transfomo-
wanymi odpowiednikami.

Produkcje haploidéw prowadzono z roslin mieszancowych odpornych na PVY.
W tym celu pobierano pylniki z pgkéw kwiatowych, odkazano przez 30 minut w 10%
roztworze podchlorynu wapnia, ptukano w sterylnej wodzie destylowanej i wykia-
dano je na pozywke wg Nitsch i Nitsch (7).

Dla uzyskania podwojonych haploidéw wszystkie kietkujace rosliny haploidalne
zanurzano w 0,3% roztworze kolchicyny na 5 godzin w temperaturze 23-25°C, a na-
stepnie ptukano 3-krotnie w sterylnej wodzie destylowanej i przenoszono na po-
zywke wg Linsmaier i Skoog (8).

Zastosowano réwniez inng metode diploidyzacji roslin polegajaca na regeneracji
roslin z fragmentéw rdzenia todygi. W tym celu fragmenty todyg roslin haploidal-
nych odkazano w 10% roztworze podchlorynu wapnia przez 30 minut, ptukano
3-krotnie sterylng woda destylowang, a nastepnie wycinano tkanke walca osiowego
i wyktadano na pozywke wg Lloyd (9) zawierajgcg 2 mg/l kinetyny, 2 mg/l 1/M\'i 0,5
mg/l kwasu foliowego oraz 3% sacharozy i 0,8% agaru, pH = 5,6. Zregenerowane
pedy roslin przenoszono na pozywke wg Linsmaier i Skoog z dodatkiem 0,2 mg /I
NAA i 0,2 mg/l IAA, a po ukorzenieniu adaptowano do warunkoéw szklarniowych.

Analizy cytologiczne dojrzatych roslin haploidalnych, poddanych uprzednio
dziataniu kolchicyny, obejmowaty ustatenie liczby chromosomoéw w komaérkach mi-
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totycznych platkéw korony, pobranych z miodych pakéw kwiatowych. Materiat
traktowano przez 5 godzin 8-hydroksychinoling z maltozg w celu skrécenia i roz-
proszenia chromosomoOw. Nastepnie ptatki umieszczano w utrwalaczu Carnoya
w temperaturze pokojowej na 24 godziny, zgodnie z metoda podang przez Burns
(10). Utrwalony materiat hydrolizowano w roztworze utrwalacza Farmera i kwa-
su solnego w temperaturze 60°C, ptukano 3 razy woda destylowang i przenoszono
do utrwalacza. Preparaty mikroskopowe barwiono acetokarminem z dodatkiem jo-
now zelazowych.

Materiat do badan mejotycznych stanowity miode paczki kwiatowe, ktére prze-
trzymywano przez 12 godzin w temperaturze ok. 4°C w celu wyeliminowania lepko-
§ci chromosomoOw. Po wstepnej ocenie fazy mejotycznej w rozmazie acetokarmino-
wym przenoszono pylniki do utrwalacza Carnoya zgodnie z metodyka opisang przez
Burns (10). Preparaty barwiono acetokarminem z dodatkiem jonoéw zelazowych.
Konfiguracje mejotyczne obejmowaty koniugacje chromosoméw w diakinezie i me-
tafazie | oraz obserwacje dalszych faz mejotycznych. Zywotnosé pytku okreslano
jako procentowy udziat dojrzatych ziaren wybarwiajacych sie acetokarminem spo-
$rod ogolnej liczby 500 liczonych ziaren.

Detekcje transgenu u form mieszaricowych oraz roslin haploidalnych i podwojo-
nych haploidéw prowadzono metodg PGR. W tym celu izolowano genomowy DNA
(11). Probki DNA zawieszano w 100 pl sterylnej wody i przechowywano w temp.
4°C. Mieszanina reakcyjna do PGR w przeliczeniu na jedng prébke o objetosci 50 pl
zawierata: 0,5 x PGR bufor, 2 pl 25 mM MgGI2, 1 pl 10 mM dNTPs, po 25 ng odpo-
wiednich starterow (3), 0,75 jednostki polimerazy firmy Fermentas, | pl matrycy
DNA. Amplifikacje prowadzono przy uzyciu termocyklera Perkin-Elmer przy naste-
pujacych parametrach: 94°G - 4 min; 30 cykli: 95°G - 30 s, 58°G - 30 s, 72°G -
45 s; 72°G - 10 min. Produkty amplifikacji rozdzielano elektroforetycznie na 1,2%
zelu agarozowym z dodatkiem 0,2 pg/ml bromku etydyny w buforze ! x TBE
(100 mM Tris, 90 mM H3BO3, | mM EDTA, pH 8,5).

Badania odpornosciowe w kierunku PVY, prowadzono poprzez inokulacje roslin
wykazujacych obecnos$¢ transgenu. Inokulum przygotowano z roélin zainfekowa-
nych PVY i ocenionych uprzednio serologicznie. Z roslin pobierano liscie wierz-
chotkowe, ucierano w mozdzierzu i wyciskano sok, ktérym zakazano posypane ko-
rundem rosliny. Inokulacje prowadzono w stadium 5-6 lisci. W ciggu 48 h zakazone
rosliny chroniono przed bezposrednim wptywem Swiatta. Po ok. 3 tygodniach wyko-
nywano testy DAS-ELISA (Double Antibody Sandwich Enzyme Linked Immunosor-
bent Assay) przy uzyciu przeciwcial monoklonalnych skierowanych przeciwko réz-
nym szczepom wirusa Y (MoAbs anti Y) oraz skierowanych przeciwko szczepom ne-
krotycznym PVY (MoAbs anti Y*) produkowanych przez fime BIOREBA. jako kontrole
pozytywna uzyto porazone rosliny podatnej na wirus odmiany Samsun Fl. Kontrole
negatywnga stanowity rosliny nie zakazane i negatywne przeciwciata. Za zdrowe
uznawano rosliny bezobjawowe o wartosciach testu ponizej O,1
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Rys. 1. Roéliny haploidalne: (a,b) w kulturze in vitro, (c) kwiat - widoczne stabo wyksztatcone py#niki.

3. Wyniki i dyskusja

Detekcja molekularna form mieszaficowych oraz badania odpornosciowe po-
zwolity na wyselekcjonowanie ros$lin zawierajgcych gen LMV CP oraz wykazujacych
odpornos$¢ na PVY. Uzyskano 5 roslin pochodzacych z krzyzowania MN944 Ti X Wié$-
lica oraz 6 z krzyzowania BY 103 Ti x BY 103, ktore zawieraty transgen i wykazywaty
odpornos¢ na PVY. Metodg androgenezy uzyskano 100 roslin haploidalnych (rys. 1).

3.1. Uzyskiwanie podwojonych haploidow metodg kolchicynowania

W wyniku traktowania kietkujacych roélin haploidalnych roztworem kolchicyny
cze$€ ulegta zatruciu, co przejawiato sie silnym niedorozwojem systemu korzenio-
wego, badz degeneracja catych roslin. Uzyskano 37 roslin pochodzacych z krzyzéw-
ki MN944 TI X Wislica oraz 34 rosliny otrzymane z krzyzowki BY103 Ti x BY103
i poddano je badaniom na obecnos$¢ transgenu i odpornos$¢ na PVY.

Wiekszos¢ roslin wykazywata obecnos¢ transgenu (tab. 1, rys. 2), natomiast ob-
serwowano duze zréznicowanie pod wzgledem odpornosci na PVY w obrebie bada-
nych genotypdw, pochodzacych z dwdch réznych form mieszancowych (tab. 1). Zde-
cydowanie wiecej roslin odpornych uzyskano w obrebie tych, ktérych formg oj-
cowska byta odmiana Wislica. Mogto to wynika¢ z czesciowej odpornosci tej odmia-
ny na PVY, zdecydowanie przewyzszajgcej odmiane BY103 (12).

W przeprowadzonych analizach cytologicznych odpornych roslin transgenicz-
nych, poddanych uprzednio dziataniu kolchicyny, wykazano, ze wiekszo$¢ roslin po-
chodzacych z obydwu form mieszancowych zawierata 24 chromosomy mitotyczne
(tab. 2), co wskazywato na ich haploidalny charakter.
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Rys. 2. Analiza elektroforetyczna produktéw amplifikacji DNA z roélin haploidalnych. Sciezki: (1-5)
MNO944T, X Widlica, (6-10) BY103 Tl X BY103, 11 - kontrola negatywna (roslina nie transformowana),
12 - kontrola pozytywna (pKYLMVCP), M - marker mas czasteczkowych.

Tabela 1
Detekcja transgenu LMV CP i odporno$¢ haploidalnych roslin transgenicznych na PV\'
Liczba roélin
Badana cecha
MN944 TI X Wislica BY103 Tl X BY103
1 31 34
obecnos¢ transgenu - 6 8
razem 37 42
zdrowe 22 7
odporno$¢ na PVY chore 9 27
razem 31 34
(4-) obecnos¢ transgenu, (-) brak transgenu.
Tabela 2
Badania cytologiczne form haploidalnych poddanych dziataniu kolchicyny
) Liczba roslin
Liczba chromosoméw o
MN944 TI X Wislica BY103 Tl X BY103
24 30 43
24 lub 48 8 3
razem 38 46

W niektorych roslinach stwierdzono obecno$¢ komoérek zawierajagcych 48 chro-
mosomOw somatycznych oraz komorki 24-chromosomowe (rys. 3). Formy te, okres-
lono Jako miksoploidalne, tzn. tylko w czesci ich komérek doszto do podwojenia
liczby chromosomoéw pod wptywem kolchicyny. Rosliny te okazaly sie nieptodne.

Uzyskanie miksoploidéw stanowigcych 8]% otrzymanych w wyniku kolchicyno-
wania mtodych roslin bananowca w kulturze in vitro opisat takze Roux (13).
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Rys. 3. Chromosomy mitotyczne w komérkach roslin haploidalnych i podwojonych haploidéw:
(a) komérka haploidalna - widoczne 24 chromosomy, (b) komérka o podwojonej liczbie chromosomoéw
- widocznych 48 chromosomow.

Metoda uzyskania podwojonych haploidéw droga kolchicynowania nie przyniosta
w naszych warunkach oczekiwanych rezultatdbw. Powodem tego byfa najprawdopo-
dobnigj silna selekcja pod wzgledem obecnosci transgenu oraz odpornosci na PVY.
Mozna wnosi¢, ze podwojone haploidy nie zostaty uwzglednione w dalszych bada-
niach z powodu braku transgenu, a przede wszystkim wskutek podatnosci na PVY.
Celem pracy bylo bowiem uzyskanie podwojonych haploidéw odpornych roslin
transgenicznych. Otrzymywanie ro$lin DH przy uzyciu kolchicyny daje na og6t do-
bre efekty. Burk i in. (14) stosujgc te metode uzyskali podwojone haploidy tytoniu
(do podwojenia liczby chromosoméw doszto w 31,71% roslin haploidalnych trakto-
wanych kolchicyng) przy zastosowaniu podobnych warunkéw (0,4% roztwor kolchi-
cyny przez 3-4 h).

3.2. Uzyskiwanie podwojonych haploidow metoda regeneracji fragmentow
todyg

Do badan nad uzyskaniem transgenicznych roslin DH przeznaczono rosliny ha-
ploidalne zawierajace transgen oraz charakteryzujace sie wysoka odpornoscig na
PVY. Fragmenty todyg tych roslin wytozono na pozywke regeneracyjna. Po ok. dwu-
dziestu dniach obserwowano regeneracje roslin z wiekszosci wytozonych skraw-
kow.

W badaniach cytologicznych ukorzenionych regenerantéw stwierdzono obec-
no$¢ zaréwno ro$lin haploidalnych - zawierajagcych 24 chromosomy jak tez po-
dwojonych haploidéw - majacych 48 chromosoméw w komérkach somatycznych.
Liczebnos¢ roslin haploidalnych byta wyzsza, jednakze ta metodg uzyskano 66 ros-
lin DH, co stanowito 34% wszystkich zregenerowanych roslin (tab. 3).
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Tabela 3
Diploidyzacja roslin metodg regeneracji w kulturze in vitro
Liczba zregenerowanych roslin
Genotyp . i .
haploidy podwojone haploidy razem
MN944 TI X Wislica 96 40 136
BY103 Tl X BY103 32 26 58

Na podstawie doniesien literaturowych wiadomo, ze mozliwe jest otrzymanie ta
metoda wiekszej liczby podwojonych haploidéw (45,7% zregenerowanych roslin)
przy zastosowaniu nieco odmiennych warunkéw. Fragmenty todyg w kulturach in
vitro przechowywano przez 28 dni w ciemnosci, a nastepnie przepasazowano na
pozywke wzbogacong o 6-benzylaminopuryne (BAP) i 4-krotnie wiekszg zawarto$¢
kinetyny (15).

3-3. Przebieg mejozy i ptodnos$¢ pytku roslin DH

Analizy mejotyczne obejmowaty obserwacje koniugacji chromosomow w diaki-
nezie, metafazie | i Il oraz w pézniejszych stadiach (rys. 4). W przeprowadzonej ana-
lizie konfiguracji mejotycznych w komoérkach macierzystych pytku dwunastu wybra-
nych roslin podwojonych haploidéw nie wykazano w wigkszosci z nich zadnych nie-
prawidtowosci w przebiegu tego procesu. Obserwowano prawidtowsg liczbe - 24
biwalenty, co $wiadczyto o wysokiej homologii chromosomoéw. Nie stwierdzono
obecnosci uniwalentéw. W metafazie | komorkek macierzystych pytku chromosomy
tworzyty regularng ptytke metafazows.

W nielicznych komorkach macierzystych pytku dwéch roslin DH pochodzacych
z mieszancow BY103 Ti x BY 103 zaobserwowano zakldcenia w pOzniejszych sta-
diach mejozy: chromosomy opdéznione w anafazie | oraz opdznianie sie chromoso-
méw w telofazie |, ktore nie zostaly wigczone do jader potomnych tworzac mi-
krojada.

Nieprawidtowosci w przebiegu mejozy obserwowano tez w nielicznych roslinach
tytoniu innych odmian. Zaktécenia dotyczyly gtéwnie anafazy, gdzie obserwowano
pojedyncze op6znione chromosomy oraz pojedyncze mostki chromatydowe, a tak-
ze obecno$¢ mikrojgder w stadium tetrad. Wystepowanie takich konfiguracji zo-
stato opisane jako przypuszczalny wynik amplifikacji identycznych lub bardzo po-
dobnych sekwencji DNA, kt6ra zachodzi¢ moze w trakcie trwania androgenezy lub
przed nig. Zmiany takie ujawniaja sie¢ w wyrazniejszy sposob w potomstwie mieszan-
cow DH x odmiana rodzicielska (16,17).

Prawidlowy przebieg mejozy zanotowany w wigkszosci roslin DH potwierdzony
zostat w wynikach badania zywotnosci pytku, jakie przeprowadzono u 27 roslin DH
(20 pochodzacych z krzyzoéwki MN944Ti x Wislica oraz 7 z krzyzéwki BY103 Ti x BY 103),
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Rys. 4. Konfiguracje mejotyczne w komdrkach macierzystych pytku podwojonych haploidéw: (a) me-
tafaza |, (b) telofaza 1, (c) metafaza Il, (d) tetrada.

(tab. 4). W przypadku podwojonych haploidéw MN944 Ti x Wislica zywotnos¢ pytku
poszczegoblnych rodlin byta podobna, o czym Swiadczy niska warto$¢ wspétczynnika
zmiennosci (cv) i wahata sie w przedziale 82-95,6%. Natomiast w przypadku podwojo-
nych haploidéw BY 103 Ti x BY103 dwie rosliny, w ktérych obserwowano niepra-
widtowosci w konfiguracjach mejotycznych wykazaly jednoczesnie mniejszg zywot-
nos$é pytku (45,9 i 43,2%), podczas gdy zywotno$¢ pytku pozostatych roslin oceniono
na 62,3-89,7%.

Tabela 4
Zywotno$é pytku podwojonych haploidow

Genotyp Srednia zywotnosé pytku (%) o
MN944 T| X Wislica 90,7 3,86
BY103 T| X BY103 69,7 27,85

cv - wspotczynnik zmiennosci.
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Rowniez Hamada (15) podaje, ze wiekszo$¢ roslin DH tytoniu, jakie uzyskat, wy-
kazywata zywotnos¢ pytku powyzej 90%, niektore ponizej 80%, a tylko nieliczne
traktowane uprzednio w formie haploidalnej czynnikiem mutagennym - 17,7%.
U tych ostatnich zanotowano niewlasciwy przebieg mejozy (24 biwalenty, sp6znio-
ne chromosomy, tetrady z pustymi mikrosporami).

4. Podsumowanie

Prawidtowy przebieg mejozy oraz wysoka zywotno$¢ pytku wiekszosci transge-
nicznych roslin DH $wiadczy o tym, ze obecno$¢ obcego genu, jak rowniez haploidy-
zacja roslin, a pozniej podwojenie liczby chromosoméw nie powoduja zaktocen w
procesie powstawania i dojrzewania mikrospor. Daje to mozliwo$¢ uzyskania kolej-
nych pokolern podwojonych haploidéw, ktére pozwolg na ocene sposobu dziedzi-
czenia genu LMV CP, a takze wyprowadzenie linii wysoce odpornych na PVY.

Zestawienie wynikéw dwdch metod uzyskiwania linii DH: chemicznej przy uzyciu
kolchicyny oraz regeneracji z fragmentéw todygi, wskazuje jednoznacznie na wyzszg
wydajnos¢ tej drugiej. Ma to szczegdlne znaczenie w przypadku uzyskiwania podwo-
jonych haploidow majacych spetnia¢ dodatkowe kryteria, jak obecno$é transgenu
i odporno$¢ na choroby. Skuteczno$¢ metody regeneracyjnej wynikata zapewne
z faktu, ze do podwojenia liczby chromosoméw przeznaczono roéliny o pozadanych
cechach, tj. zawierajgcych transgen i jednoczes$nie odpornych na PVY.
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