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Polish transgenic cereal crops
Summary

First transgenic cereal plants have been obtained in Poland seven years ago.
Within the time other cereals like wheat, rye and barley have been also transfor-
med. The prerequisite for that was a very efficient regeneration system by so-
matic embryogenesis. Generally the basic study on transgenic cereals are quite
advanced but the question is how to include transgenic lines in to practical bre-
eding process? Most of genes, promoters and transformation methods are pa-
tented and probably Polish breeders will never afford to buy the licences. Though
there is a need to concentrate the future work in Polish institutes on identifica-
tion and isolation of genes of interest. Than to transfer them to plants and regi-
ster transgenic varieties. According to the Polish law it is allowed to carry out
the field experiments, but it is not possible to register the plant variety.
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1. Wstep

Odkad w latach piecdziesigtych odkryto ,szyfr zycia” bada-
cze na catym Swiecie zastanawiali sie Jak w spos6b celowy zmo-
dyfikowa¢ genom. W latach osiemdziesigtych uzyskano pierwsze
rosliny transgeniczne, a od poczatku lat dziewieédziesigtych za-
czeto skutecznie transformowac zboza. Dzi$ rosliny transgenicz-
ne sa ciagle wyzwaniem dla badaczy, a dla krajéw trzeciego
Swiata nadziejg na rozwiazanie probleméw z niedozywieniem.
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Umozliwig one poprawe jakosci roslin i wzrost plonow przez zwiekszanie ich od-
pornosci na choroby, odpornosci na wyleganie i wymarzanie, wcze$niejsze dojrze-
wanie, a takze tolerancje na stresy abiotyczne. Transformacja roslin otwiera réw-
niez nowe mozliwosci w produkcji pozadanych zwigzkdéw. Rosliny, do ktérych
wprowadzono odpowiednie geny zwierzece, moga wytwarza¢ biatka lub inne pro-
dukty, ktére dotad mozna byto izolowac tylko z tkanki zwierzecej. Roslinna produk-
cja przeciwciat lub jakichkolwiek innych komponentéw stosowanych w lecznictwie
zmniejsza ryzyko wprowadzenia czynnikdw chorobotwdrczych do organizmu czto-
wieka.

Nalezy pamietaé, ze inzynieria genetyczna to nie tylko przeniesienie obcych ge-
néw do roslin uprawnych, to réwniez mozliwos¢ modyfikacji ekspresji genow juz
obecnych w genomie rosliny. Rosliny transgeniczne sg takze doskonatym narzedziem
badawczym. Wiele informacji na temat funkcji nieznanego genu mozna uzyskac
zwiekszajac lub blokujac jego ekspresje w roslinach transgenicznych. Funkcje bada-
nego genu mozna wyjasni¢ analizujgc zmiany proceséw biochemicznych i fizjolo-
gicznych w zmodyfikowanych roslinach.

Wedtug ostatnich danych ponad 4500 linii roslin zmodyfikowanych genetycznie
zostato przetestowanych w polu, z ktérych okoto 40 zostato wprowadzonych do
uprawy, w tym 13 odmian kukurydzy, 11 pomidoréw i cztery odmiany soi. Skutkiem
tego prawie 50" kukurydzy, bawelny czy soi uprawianej w Stanach Zjednoczonych
w roku 1999 byto zmodyfikowane genetycznie. Odmiany te gtdwnie posiadaty geny
warunkujgce odporno$é na szkodniki i herbicydy. Do zalet uprawy takich roslin mo-
zna zaliczy¢ wzrost produktywnosci, zapobieganie erozji gleby, a takze zmniejsze-
nie stosowania herbicydow i insektycyddéw, ktére w rolnictwie tradycyjnym powo-
duja skazenie gleby i wody.

Uzyskanie roslin transgenicznych wymagato, jak dotad, opanowania metod:

1) biotogii motekularnej umozliwiajacych wyizolowanie genéw odpowiedzial-
nych za konkretng ceche,

2) wprowadzania genow do komorek,

3) regeneracji roslin w kulturach in vitro.

2. Kultury in vitro zb6z i regeneracja roslin

Uzyskanie zbéz transgenicznych mozliwe jest tylko przez transformacje poje-
dynczych komorek i regeneracje z nich roélin. Dlatego regeneracja w kulturach in
vitro jest procesem o podstawowym znaczeniu dla inzynierii genetycznej tych ro-
$lin.

Metody kultur in vitro wniosty, w ostatnich dziesieciu latach, znaczacy wkiad
w hodowle roslin. Pozwalajg one na badanie duzej liczby osobnikéw na matej po-
wierzchni i w krotkim czasie, a takze na selekcje odpornych lub tolerancyjnych na
stresy linii komorkowych, z ktérych moga byé regenerowane rosliny.
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Technika uzyskiwania haploidéw w kulturach in vitro pylnikéw (mikrospor) otwo-
rzyta praktycznej hodowli mozliwo$¢ otrzymywania, w krétkim czasie, linii homo-
zygotycznych, w ktorych allele genéw wystepuja w formie recesywnej. W latach osiem-
dziesiatych w Chinach i we Francji wprowadzono do produkcji, uzyskane tg metoda,
piervA'sze odmiany. Kultury in vitro staly sie zatem same w sobie metodg wykorzysty-
wang z powodzeniem w hodowli, a Jednoczesnie sa ogniwem posrednim w inzynie-
rii genetycznej roslin uprawnych.

Do poczatku lat osiemdziesigtych istniaty tylko pojedyncze doniesienia o rege-
neracji roslin zb6z z kultur tkankowych. W wielu przypadkach regeneracja byta spo-
radyczna i ograniczata sie do kilku genotypéw. W latach osiemdziesigtych poczatek
nowoczesnym badaniom w dziedzinie kultur tkankowych roslin zbozowych daty
cztery znaczace odkrycia, a mianowicie: a) okreslenie rodzaju uzywanego eksplanta-
tu i Jego fazy rozwojowej; b) zastosowanie prostej, syntetycznej pozywki wzboga-
conej auksyna: c) uzyskanie dtugotrwatych kultur embriogennego kalusa, w ktérym
regeneracja odbywa sie poprzez tworzenie somatycznych zarodkéw; d) uzyskanie
embriogennych zawiesin komoérkowych pochodzacych z embriogennego kalusa sta-
nowigcych zrodio totipotentnych protoplastow tzn. komoérek pozbawionych Sciany
komorkowe;j.

3. Sposoby regeneracji

Istniejg dwie drogi regeneracji roslin w kulturach in vitro: somatyczna embrioge-
neza i organogeneza. Obydwa procesy byty obserwowane w kulturach roslin z ro-
dziny Poaceae, do ktérych nalezg zboza. Somatyczna embriogeneza definiowana
Jako rozwdj zarodka z komorek innych niz gamety lub produktu ich fuzji - zygoty.
Jest najbardziej bezposrednia metoda regeneracji roslin.

Materiat roslinny uzyty do regeneracji powinien by¢ morfogenny i mie¢ zdolnos¢
do regeneracji. Embriogenne kultury moga by¢ zainicjowane z ontogenetycznie
miodych eksplantatow zawierajacych aktywne merystematycznie komorki. Z tego
powodu w badaniach wykorzystuje sie najczesciej czesci roslin zawierajgce tkanke
0 silnym potencjale podziatowym komdrek, takie Jak mtode pylniki, niedojrzate
zarodki, podstawe liscia, mtode kwiatostany, merystemy wierzchotkowe pedu
| korzenia.

Najczesciej stosowanymi eksplantatami zb6z sa obecnie niedojrzate zarodki
i mtode kwiatostany. Stosunkowo tatwo Jest tez otrzymac kalus z podstawy liscia.
Stwierdzono, ze stadium rozwojowe eksplantatu Jest czynnikiem krytycznym dla
otrzymania totipotentnej kultury. Tylko w bardzo krétkim przedziale czasowym
w trakcie rozwoju zarodkow, kwiatostanow i lisci sa one zdolne do tworzenia em-
briogennej kultury. W tym okresie pewne, wyselekcjonowane, komorki eksplantatu
majg charakter merystematyczny, sg tylko czesciowo zréznicowane i nie sa zdolne
do pelnienia zadnych wyspecjalizowanych funkgji.
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Potencjalnie zawiesiny komoérkowe moga by¢ z powodzeniem wykorzystywane
do selekcji w kulturach in vitro, a takze Jako znakomite zrodto protoplastow. Kultury
zawiesin mozna uzyska¢ wykorzystujac embriogenny kalus zainicjowany z tkanek
aktywnych merystematycznie znajdujacych sie w tarczkach niedojrzatych zarodkéw,
miodych kwiatostanach lub kalusie z mikrospor. W ostatnich latach wykazano silny
potencjat regeneracyjny zawiesin Jeczmienia i pszenicy pochodzacych z mikrospor.
Wada zawiesin komdérkowych zb6z Jest ich krotkotrwata zdolno$é do regeneracii.
U pszenzyta wykorzystywano, Jak dotad, tylko embriogenny kalus indukowany z nie-
dojrzatych zarodkow. Z takiej zawiesiny regenerowano rosliny, po kilku miesigcach
JeJ zdolnos¢ do regeneracji zanikata, ale wykorzystywano Ja Jako bardzo wydajne
zrodto protoplastow (7,8).

Istotng role w biotechnologii roslin odgrywaja techniki zwiazane z izolacjg i kul-
turg komérek pozbawionych $ciany komorkowej - protoplastéw. Protoplasty sta-
nowig Jednorodng populacje, do ktorej kazdy czynnik eksperymentalny dociera
w tym samym czasie i z takim samym nasileniem. Zaktada sie, ze wskutek fuzji pro-
toplastéw roslin odlegtych systematycznie i somatycznej hybrydyzacji bedzie mo-
zna otrzymaé odmiany, a nawet gatunki o pozadanych cechach uzytkowych. Wszyst-
kie wymienione techniki kultur in vitro znalazty lub znajdg zastosowanie w bioinzy-
nierii roslin, takze zbozowych.

Polskie prace dotyczace kultur in vitro i regeneracji zb6z prowadzone byty w la-
tach siedemdziesiatych i osiemdziesigtych najczesciej we wspotpracy z Instytutem
Maxa Plancka w Kolonii (IMP). Przetomowym momentem byt rok 1985 kiedy to Ryb-
czynski i Zimny w Ogrodzie Botanicznym PAN w Warszawie i Stolarz w IMP w Kolo-
nii udokumentowali otrzymanie somatycznych zarodkOw pszenzyta i zyta (1-5).
Dzieki zastosowaniu metody somatycznej embriogenezy mozna byto osiem lat pdz-
niej uzyska¢ pierwsze polskie zboza transgeniczne.

4. Transformacja

Przez wiele lat czynnikiem limitujagcym rozwdj inzynierii genetycznej rodlin zbozowych
byt brak efektywnej metody transformacji oraz trudnosSci ze zregenerowaniem roslin
z protoplastéw. Najpierw prébowano transformowac protoplasty zb6z za pomoca gli-
kolu polietylenowego (PEG) (6-8), ale nie udato sie uzyska¢ roslin z transformowanych
protoplastow. W ciggu ostatnich dziesieciu lat zastosowano kilka innych metod trans-
formowania zbd6z. Jedna z nich Jest metoda z uzyciem bakterii glebowej. Metoda ta
opiera sie na zachodzacym w naturze zjawisku agroinfekcji. Gtéwng role w tym proce-
sie odgrywajg bakterie glebowe z rodzaju Agrobacterium {A. tumefaciens \A. rhizogenes).
Bakterie te zasiedlajg zraniong tkanke roslin i indukuja wytwarzanie w komérkach ro-
$linnych zwigzkéw zwanych opinami, ktére umozliwiaja ich rozmnazanie. Zmodyfi-
kowanym Agrobacter/um zakazana Jest tkanka rosliny (cze$¢ liscia, korzenia, pedu). T-DNA
zawierajgce transgen przenoszone Jest przez Agrobacterium do komérki roslinnej.
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Do niedawna przyjmowano, ze ro$liny jednoliscienne nie moga by¢ transformo-
wane przez agroinfekcje, poniewaz nie sg one naturalnymi gospodarzami dla Agro-
bacterium. Ostatnio pojawito sie Jednak wiele doniesien o przeniesieniu DNA zAgro-
bacterium do komdrek roslin Jednolisciennych, takich Jak kukurydza, ryz. Jeczmien
i pszenica. Metodg tg uzyskano. Jak dotad, w IHAR Jeczmien do ktérego wprowa-
dzono gen hemoglobiny. Metoda ta nie Jest tak wydajna Jak sie spodziewano i wiek-
szo$¢ prac nad transformowaniem zbéz prowadzona Jest z wykorzystaniem metody
»Strzelby genowej”.

Polega ona na wstrzeliwaniu do komérek plazmidéw zawierajagcych pozadane
sekwencje DNA, zaadsorbowanych na mikroskopijnych czastkach ztota. Metoda ta
wymaga réwniez doskonatego systemu regeneracji, ale Juz nie z protoplastéw, lecz
z embriogennej tkanki roslinnej. Stosowanie tej metody szybko sie upowszechnito,
pozwalajgc takze na wydajne transformowanie roslin zbozowych. Dzigki zastosowa-
niu ,,strzelby genowej” mozliwe stato sie wykorzystanie do transformowania obok
niedojrzatych zarodkow, takich eksplantatowjak merystem wierzchotkowy lub mio-
dy kwiatostan.

W Polsce uzyskano w ten sposéb rosliny pszenzyta w roku 1993 (9). W ciggu mi-
nionych siedmiu lat przeprowadzono wielostronng analize potomstwa tych roslin.
Najpierw trzeba byto spetni¢ warunki niezbedne aby roslina zostata uznana za trans-
geniczng. Udowodnienie transformacji integratywnej wymaga speinienia nastepu-
jacych warunkéw: a) zastosowania kontroli w trakcie transformacji i analizy,
b) Scistej korelacji miedzy metodg i oczekiwanym wynikiem, c¢) Scistej korelacji mie-
dzy danymi fizycznymi {Southern biot) i fenotypowymi (test enzymatyczny), d) wyko-
nania kompletnej analizy typu Southern (sygnat w obszarze o wysokim ciezarze mo-
lekularnym), wykazania obecnosci kompletnego genu, oraz braku kontaminacji DNA
(kontrola negatywna), e) posiadania danych pozwalajacych na wyrdznienie falszy-
wych i prawdziwych transformantéw, f) korelacji fizycznych i fenotypowych dowo-
déw z przekazaniem gendéw potomstwu, g) przeprowadzenia molekularnej analizy
potomstwa.

Warunki te zostaty ogtoszone przez Potrykusa (10) i dla solidnych autorév/ i re-
cenzentéw staty sie prawem obowigzujacym. Rosliny transgenicznego pszenzyta
odpowiadaty tym wymaganiom (9). Nastepnie badano ,,efekt pozycji” czyli wptyw
miejsca ulokowania transgenu na chromosomach na ich ekspresje. Okazato sie, ze
geny lokowane sg w genomie w sposob przypadkowy, a miejsce ich wigczenia nie
ma wptywu na poziom ekspresji (11). Kolejnym krokiem byto ustabilizowanie linii
transgenicznych w ten sposéb, aby transgeny nie segregowaty w kolejnych pokole-
niach. Linie te ujawniaty Jednoczesnie inne cechy ciekawe z hodowlanego punktu
widzenia. W ostatnich siedmiu latach rozmnozono 11 pokolen linii transgenicznego
pszenzyta. U linii tych nie obserwowano zaniku lub ostabienia intensywnosci cech
determinowanych wprowadzonymi genami. Dysponujemy obecnie materiatem na-
siennym niezbednym do rozpoczecia eksperymentow polowych. W mysl artykutu
37" Ustawy o ochronie $rodowiska w Polsce mozliwe Jest przeprowadzanie do-
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Swiadczen polowych po uzyskaniu zezwolenia, ale nie ma mozliwosci zarejestrowa-
nia odmian transgenicznych i sprzedazy materiatlu nasiennego. Dalsze prace nad
transformowaniem pszenzyta doprowadzity do uzyskania w IHAR linii posiadajacych
gen odpornosci na wirus BrSMV lub gen dapA wywotujacy nadprodukcje lizyny.
W minionych latach prowadzono tez w kraju badania nad transformacja pszenicy.
W roku 1996 uzyskano w Instytucie Biochemii i Biofizyki PAN transgeniczne pszeni-
ce posiadajace geny bar i uidA (12). W roku 2000 ukazata sie praca wykonana cze-
sciowo w Ogrodzie Botanicznym PAN na temat udanej transformacji pszenicy od-
pornej na bialafos. Linie te jednocze$nie zawieraly gen plaszcza wirusa mozaiki
pszenicy lub gen RNAzy 111 (13). W IHAR wyprowadzono kilkadziesiat linii pszenicy
odpornych na fosfinotricyne oraz wykazujacych ekspresje genu uidA. Linie te przy-
gotowane sg do doswiadczen polowych. Pszenice odmiany Veery 5 z translokacjg
IRs stransformowano genem secaliny w orientacji antysens ograniczajac wytwarza-
nie tego biatka (dane nie publikowane). Tym samym genem stransformowano zyto
uzyskujac podobny efekt (14). jednoczesnie uzyskano linie zyta i jeczmienia odpor-
ne na fosfinotricyne, przy czym jeczmien stransformowano metoda agroinfekciji.

5. Uwagi koncowe

W wielu laboratoriach w kraju powstajg rosliny transgeniczne, ale status prawny
tak badan jak i uprawy tych roslin jest tylko tymczasowy. Odrebny akt prawny -
prawo genowe jest przygotowywany i zostanie wprowadzony w zycie okoto roku
2002. Wobec narastajgcej niecheci Europejczykéw do zywnosci transgenicznej, jak
sie wydaje, najpierw zyskajg na znaczeniu rosliny, ktére beda produkowaty
pozadane zwigzki farmakologicznie czynne, jak szczepionki, hormony czy enzymy,
a takze zwigzki nie zwigzane bezposrednio z zywnoscia.

W artykule wzmiankowane sg badania wasne autoréw oraz opublikowane prace
innych autoréw polskich (tab. 1).
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