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Genetically modified trees in the forestry — benefits and risks

Summary

In forestry, genetic engineering is used to produce new varieties of trees
which have valuable traits such as increased herbicide-tolerance, pathogen- and
herbivore-resistance and high quality of wood. The developed research meth-
ods consisting of gene-engineering and transformation of the forest tree spe-
cies via Agrobacterium tumefaciens or particle bombardment techniques opened a
new field in forest genetics. Genetic modification as well as conventional breed-
ing techniques seek for genetic improvement of forest tree species in order to
make them more productive under certain environmental conditions. In con-
trast to traditional breeding based on natural variation of plant phenotype, in
genetic modification technologies the genes controlling desired traits are iso-
lated, their DNA sequences are determined, and recombinant genes are reintro-
duced into plant cells. Plantations of genetically modified trees require some
environmental protection measures in order to prevent any cross-pollination in
open field. Possible benefits of transgenic trees are associated with increasing
economic efficiency of forestry, and they can provide important environmental
benefit such as reduced use of pesticides or less pressure on native forests as
wood, fibre and energy suplier.
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Zastosowanie roélin transgenicznych w le$nictwie - perspektywy i zagrozenia

1. Wstep

Biotechnologia jest jedng z najbardziej dynamicznie rozwijajacych sie dziedzin
nauki, ktora taczy w sobie osiggniecia nauk biologicznych, chemicznych, fizycznych
i medycznych w celu otrzymania organizméw (komérek roslinnych, zwierzecych
i bakteryjnych) o nowych, korzystnych cechach hodowlanych. Od 15 lat biotechno-
logia, a szczegdlnie inzynieria genetyczna ukierunkowana na transformacje komo-
rek roslinnych, znalazta zastosowanie w le$nictwie (1,2).

Wspéiczesna biotechnologia stosowana w lesnictwie jest kontynuacja postepu
biologicznego w produkcji roslin bedacych Zrodtem pozywienia (np. ziemniak, rze-
pak, kukurydza) oraz gatunkdéw roslin przemystowych (bawetna, len), drzew sadow-
niczych (jabton, Sliwa) i leSnych m.in. topoli i sosny (3). Dzieki zastosowaniu nowo-
czesnych metod inzynierii genetycznej (klonowanie wybranych sekwencji genéw
i ich przenoszenie z genomu jednego gatunku do drugiego), mozliwa jest hodowla
drzew lesnych odpornych na czynniki chorobotworcze i srodki ochrony roslin (1,2).
Wazng gatezig biotechnologii jest mikrorozmnazanie wybranych gatunkow, w tym
réwniez drzew lesnych takich jak topola, brzoza, sosna, modrzew i $wierk, drogg
somatycznej embriogenezy i pozyskiwanie w ten sposob jednolitego materiatu roz-
mnozeniowego (4-9).

2. Genetyczna transformacja roslin drzewiastych

Modyfikacja genomu roslin, czyli ich genetyczna transformacja, polega na wpro-
wadzeniu specyficznej sekwencji obcego DNA do genomu komorki w celu otrzyma-
nia osobnikéw o nowych cechach jakosciowych. Informacja genetyczna danego ga-
tunku, zawarta w DNA, moze byé wzbogacona w dodatkowe sekwencje gendw,
wprowadzone do komorki na drodze transformacji.

Ogélnie wyrdzniamy dwa rodzaje transformacji komorek roslinnych:

- transformacje wektorowa, ktéra polega na zastosowaniu szczepoéw bakteryj-
nych (wektoréw) do wprowadzenia obcych genéw do rosliny, oraz

- transformacje bezwektorowa, opartg na bezposrednim transferze genéw mie-
dzy dawca a biorca.

Transformacja wektorowa zostata opracowana w latach osiemdziesigtych, kiedy
odkryto podstawowe zasady przebiegu infekcji tkanek roslinnych przez szczepy
bakteryjne (Agrobacteriuni tumefaciens i Agrobacteriuni rhizogenes) (10). Bakterie te,
zyjac w glebie, w naturalny sposéb infekujg zranione tkanki todyg i korzeni niekté-
rych roslin dwulisciennych. W trakcie infekcji, cze$¢ materiatu genetycznego bakte-
rii (zawartego w kolistym DNA, zwanym plazmidem pTi) jest przekazana do wnetrza
komorek rodliny i wkgczona do genomu gospodarza. W konsekwencji, zintegrowany
fragment DNA bakteryjnego przyczynia sie¢ do zmiany naturalnego poziomu sub-
stancji wzrostowych w roslinie i prowadzi do wytworzenia naro$li tumorowych
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W zainfekowanych organach ro$liny. Zjawisko infekcji wykorzystano do wprowadze-
nia do roslin obcych gendw, po uprzedniej modyfikacji struktury plazmidu bakteryj-
nego (m.in. pozbawiajagc go cech onkogennych) (10).

Waznym etapem, jaki poprzedza transformacje komorek roslin drzewiastych,
jest wyizolowanie sekwencji odpowiedniego genu, np. genu kodujacego syntaze
glutaminowg lub odpornosci na szkodniki z rzedu Lepidoptera (toksyna Bt) (1,11,12).
Poszukiwanie genéw odpowiedzialnych za wiele proceséw metabolicznych w rosli-
nie jest ostatnio mozliwe dzieki wykorzystaniu techniki mikromacierzy DNA (DNA
microarrays). Technika ta umozliwia identyfikacje i wstepng charakterystyke funkcji
gendéw na poziomie transkrypcji. W ten sposéb odkryto m.in. geny Leajy kontro-
lujace proces kwitnienia u Arabidopsis thaliana, geny enzymow szlaku syntezy kom-
ponentéw $ciany komdérkowej oraz wiele innych genéw, odpowiedzialnych za pro-
cesy wzrostu i rozwoju roslin pod wptywem dziatania hormondw takich jak auksy-
ny, gibereliny, etylen i kwas abscysynowy (2,4).

Prace majace na celu ustalenie funkcji genu, opieraja sie najczesciej na testowa-
niu samego procesu transformacji oraz ekspresji transgenu w roslinie poprzez uzy-
cie tzw. gendw markerowych. Najczesciej stosowanym genem markerowym w trans-
formacji drzew lesnych jest gen uidA, kodujacy P-D-glukuronidaze (GUS) pod kon-
trolg silnego promotora mozaiki kalafiora CaMV 35 S (13,14).

Bezwektorowa metoda transformacji komérek roslinnych polega na bezposred-
nim transferze wyizolowanych genéw do protoplastow przy uzyciu glikolu poliety-
lenowego (PEG) lub techniki zwanej elektroporacjg. Najczesciej stosowang metoda
bezwektorowg jest mikrowstrzeliwanie DNA za pomocg ,strzelby genowej”
(particie bombardment). Metoda ta, po raz pierwszy wykorzystana do transformacji
komorek kukurydzy w 1990 r., jest obecnie stosowana na szerokg skale w transfor-
macji komorek drzew iglastych takich jak sosna i $wierk (16,17).

Wyhodowane rosliny transgeniczne poddawane s nastepnie weryfikacji pod
katem obecnosci obcego genu w genomie komorki. W zaleznosci od zastosowane-
go konstruktu genowego, proces wstepnej weryfikacji moze by¢ przeprowadzany
za pomocy testdw ekspresji genéw kodujacych biatka markerowe, np. GUS. Osta-
teczna weryfikacja uzyskanych linii transgenicznych oraz ich potomstwa wymaga
przeprowadzenia molekularnych analiz (techniki Southern-, Northern- i Western-
blotting, PGR oraz testdbw enzymatycznych i immunochemicznych), potwierdza-
jacych integracje transgenu z genomem ros$liny oraz jego ekspresje w roslinie
(18,19).

3. Zastosowanie roslin transgenicznych w lesnictwie
Zastosowanie inzynierii genetycznej w lesnictwie dotyczy w pierwszym rzedzie

upraw roslin szybko rosnacych (topola), o duzym znaczeniu gospodarczym i stosun-
kowo tatwym sposobie rozmnazania. Dzieki transformacji roslin drzewiastych, mo-
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Zemy o wiele szybciej uzyska¢ pozadany efekt jakosciowy (np. odporno$¢ na herbi-
cydy i szkodliwe owady) w poréwnaniu do tradycyjnych metod selekcji.

Jednym z pierwszym z osiagnie¢ w dziedzinie inzynierii genetycznej w le$nic-
twie byta hodowla transgenicznych siewek topoli (Populus tAchocarpa x P. deltoides)
odpornych na $rodki ochrony roslin, takie jak herbicyd Roundup, powszechnie sto-
sowany do zwalczania chwastéw szerokolistnych i trawiastych (15). Aktywny sklad-
nik tego preparatu - glifosat, blokuje podstawowy enzym - syntaze kwasu 5-en-
do-pirogronoszikimo-3-fosforanowego (EPSPS) w biosyntezie aminokwaséw aroma-
tycznych w komdrkach roslin wyzszych. W celu uzyskania odpornosci siewek topoli
na glifosat, wyizolowano z komérek bakteryjnych {Salmonella typhimurium) gen aroA,
ktory koduje zmutowane biatko EPSPS i wprowadzono go do genomu rosliny (2).
Nadekspresja genu awA pod kontrolg promotora CaMV 35S u topoli prowadzi do
akumulacji zmutowanego biatka EPSPS w komorkach, co jest przyczyng zmniejsze-
nia powinowactwa biatek docelowych dla herbicydu, bez wptywu na droge biosynte-
zy aminokwasow aromatycznych. Dzieki temu, stosowany w uprawach topoli herbi-
cyd, hamuje selektywnie wzrost chwastow jednolisciennych, nie wptywajac na roz-
woj siewek topoli (1,2,15). Podobnie, otrzymano odpornos¢ na glifosat u siewek
modrzewia {Larix decidua Mill.) oraz mieszanca topoli {Populus tremula x alba) (2).

Innym waznym zastosowaniem inzynierii genetycznej w leSnictwie jest hodowla
transgenicznych siewek topoli {Populus tiichocarpa x P. deltoides) odpornych na owa-
dy z rodziny stonkowatych, takich jak Chrysomela scripta (1,15). Zerujac na miodych
lisciach topoli, szkodnik ten przyczynia sie do zahamowania wzrostu drzew w upra-
wach plantacyjnych. Najczesciej stosowanymi Srodkami ochrony lasu przed szkodli-
wymi gatunkami owaddw sg, jak dotgd, preparaty zawierajgce ekstrakty z bakterii
Bacillus thuringiensis Berliner (12). Bioinsektycydy oparte na B. thuringiensis zaliczane
sg do najbardziej selektywnych sposrdd stosowanych obecnie srodkéw owadobdj-
czych, charakteryzujg sie szerokim spektrum dziatania m.in. na owady z rzedow
btonkowek {Lepidoptera), muchéwek {Diptera) i chrzaszczy {Coleoptera), przy czym sa
one bezpieczne dla cztowieka i zwierzat (20,21). Stosowane na szeroka skale che-
miczne preparaty ochrony drzew lesnych przed owadami wywotuja szereg nieko-
rzystnych zmian w srodowisku, wiacznie z zanieczyszczeniem wody pitnej substan-
cjami chemicznymi, wyniszczeniem pozytecznej entomofauny dla sprawcéw choro-
by, oraz zwieksza ryzyko uodpornienia sie szkodliwych organizmoéw na dziatanie in-
sektycydow (22,23). Ponadto, preparaty chemiczne charakteryzujg sie zbyt krotkim
dziataniem owadobdjczym na lisciach opryskanych roslin (zwigzki chemiczne ule-
gaja degradacji pod wptywem promieniowania UV), jak réwniez posiadaja ograni-
czong przestrzen i czas dziatania. Aby temu zapobiec, zwiekszono odpornos¢ mie-
szanca topoli Populus trichocarpa x P. deltoides przez wprowadzenie do embriogen-
nych komérek roslinnych konstruktu genowego zawierajagcego gen kodujacy 6-en-
dotoksyny crylA(a), crylA(b) lub cryiA(c) z Bacillus thuringiensis (12,15,20). Zintegrowa-
ny z DNA roslinnym gen Bt koduje toksyczne biatko dla zerujgcych na blaszkach lis-
ciowych larw (12). W ten sposéb, transformacja topoli genem Bt umozliwita uprawe
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tego gatunku na plantacjach bez zastosowania chemicznych srodkéw ochrony roslin
(insektycydow).

W Belgii, Francji i Stanach Zjednoczonych prowadzone sg aktualnie badania nad
transgenicznymi gatunkami drzew lesnych o zmienionym skladzie wigzan fenylo-
-propenowych w $Scianach komoérkowych, co umozliwia zastosowanie mniej szkodli-
wych dla $srodowiska procesoéw technologicznych w przemysle papierniczym (2,3,
24-26). Modyfikacja gtéwnych enzymoéw w fancuchu biosyntezy lignin (ligaza CAL,
dehydrogenaza CAD, liaza PAL) umozliwita uzyskanie siewek transgenicznej topoli
0 zmniejszonej zawartosci lignin w $cianach komdrkowych (2,3,24,27). Zmiana
w ekspresji genu ligazy kumarynowej C4L, ktéra jest podstawowym enzymem
w biosyntezie lignin, prowadzi np. do zwiekszenia o 30" zawarto$ci widkien celuto-
zy w komorkach produkowanego drewna (27).

4. Perspektywy zastosowania roslin transgenicznych w le$nictwie

Biotechnologia otwiera szerokie mozliwosci dla modyfikacji cech genetycznych
drzew le$nych. Wiele jednostek naukowych pracuje nad optymalizacjg metod trans-
formacji réznych gatunkow drzew lesnych w celu zwiekszenia odpornosci na jeden
lub kilka czynnikéw biotycznych i abiotycznych. Poznanie proceséw biochemicz-
nych, regulujgcych mechanizm wegetatywnego rozmnazania gatunkéw drzew les-
nych stanowi cel badan wielu osrodkéw naukowych. Sam proces transformacji gene-
tycznej powoduje bowiem zwykle zmniejszenie efektywnosci regeneracji zarodkow
somatycznych z komérek sosny i brzozy in vitro (14). W przypadku Pimis taeda, za-
uwazono, ze proces transformacji komorek kalusa powoduje zmniejszenie efektyw-
nosci regeneracji o 40% (9). Rozmnazanie sosny (Pimis taeda L.) i $wierka (Picea abies
L. Karst.) in vitro nie jest jeszcze w sposOb zadowalajacy opracowane, a napotkane
trudnosci majg podtoze genetyczne (ekspresja gendw) lub fizjologiczne (biatka kon-
trolujgce proces embriogenezy, np. reduktaza glutationowa). W zwigzku z tym,
trwajg intensywne badania nad poznaniem mechanizméw indukujacych powstawa-
nie zarodkdéw z dojrzatych komorek sosny i Swierka, tak aby w niedalekiej
przysztosci mozna bylo rozmnaza¢ wegetatywnie drzewa elitarne ww. gatunkdéw
(6,16). Rozmnazanie cennych linii hodowlanych réznych gatunkéw drzew leSnych
drogg somatycznej embriogenezy pozwala uzyska¢ duzg ilo$¢ rozmnazanego mate-
rialu o wyselekcjonowanym genotypie. Poznano, jak dotgd, np. czynnik transkryp-
cyjny CHAP3a, ktory indukuje ekspresje gendw bioracych udziat w regeneracji ko-
morek Swierka in vitro (Rutledge i wsp., dane nie publikowane) i mozna przypusz-
czaé, ze podobny mechanizm wystepuje rowniez u innych gatunkéw drzew lesnych.
Dalsze prace bedag postepowaé¢ w kierunku identyfikacji innych czynnikéw tran-
skrypcyjnych, lokalizacji genéw odpowiedzialnych za indukcje procesu somatycznej
embriogenezy oraz ich aktywno$¢ w czasie formowania sie zarodkdw drzew iglas-
tych.
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Na szczegdlng uwage zastuguje réwniez udoskonalenie metod weryfikacji stabil-
nosci transgenéw w liniach zmodyfikowanych genetycznie.

Obecnie, w wielu laboratoriach trwajg prace nad transformacjg waznych prze-
mystowo gatunkoéw drzew lesnych, w celu nadania odpornosci na herbicydy oraz czyn-
niki chorobotworcze takie jak grzyby, owady, wirusy (2,3). W Stanach Zjednoczonych
i w Hiszpanii hodowane sg w warunkach szklarniowych transgeniczne odmiany brzozy
i sosny, odporne na owady z rzeddw Lepidoptera, Diptera i Coleoptera (12,27). W Finlan-
dii uzyskano juz pozytywna transformacje komorek brzozy Betula pendula Roth., do
ktorej wprowadzono gen transferazy metylowej PtCOMT z Populus tremuloides. Otrzy-
mane tg droga transgeniczne brzozy wykazujg zwiekszong odpornos¢ na owady z rze-
du Coleoptera w warunkach szklarniowych (27). Transgeniczna brzoza brodawkowata,
posiadajaca gen chitynazy IV, jest odporna na wiele szczepdw bakteryjnych (m.in.
Streptomyces) i grzybowych (np. Phytophthora infestans) (Lohtander i wsp., dane nie pu-
blikowane). W Szwecji, zmodyfikowano genetycznie osobniki mieszanca P. tremula
X P. tremuloides w celu poprawy jakosci drewna, zwiekszenia przemiany weglowoda-
néw w roélinie, zwiekszonej syntezy giberelin oraz nadanie odpornosci na owady
z rzedow Coleoptera, Lepidoptera i Diptera poprzez ekspresje toksyny Pt.

W Stanach Zjednoczonych i w Izraelu opracowywana jest metoda uzyskania od-
pornosci na niekorzystne warunki klimatyczne (mréz, susza) i Srodowiskowe (zaso-
lenie, wysokie stezenie jondw rteci w podtozu) oraz o zwigkszonej asymilacji jondw
amonowych (NH4+) u topoli i sosny (3,11). W Belgii i Francji prowadzone sg badania
nad transgeniczng topolg o zmienionym skiadzie wigzan fenylo-propenowych li-
gnin, co umozliwi zastosowanie mniej szkodliwych dla srodowiska proceséw tech-
nologicznych w przemysle papierniczym (24).

Transformacje genetyczne nad wprowadzeniem zmian metabolizmu komérko-
wego sg obecnie prowadzone gtéwnie u takich gatunkéw drzew lesnych jak Pinus taeda,
P. radiata, P. sylvestris, Picea abies, Betula pendula, Pseudotsuga menziesii, Populus tremula
x P. tremuloides i Populus nigra (2). jakkolwiek w wigkszosci prace te dotyczg transfor-
macji i ekspresji genéw markerowych (GUS), rozpoczeto juz préby wprowadzenia
do komdrek drzew lesnych takich gendw jak: geny odpornosci na herbicydy (BASTA)
(2,3), geny kodujace enzymy szlaku biosyntezy terpendw, ktérych ekspresja w rosli-
nach transgenicznych zwieksza odpornos¢ drzew na szkodniki i patogeny grzybowe
u Swierka, np. Phytium dimorphum i Ceratocystis polonica (28), geny cyklazy karboksy-
lowej (ACC), ktére wprowadzone do komorek sosny zwyczajnej i brzozy brodawko-
watej, przyczyniajg sie do zwiekszonej produkcji etylenu i indukcji dojrzewania za-
rodkéw somatycznych in vitro (Lu i wsp., dane nie publikowane).

Waznym osiggnieciem w hodowli zmodyfikowanych genetycznie drzew bedzie
wyhodowanie osobnikéw charakteryzujacych sie kontrolowanym procesem kwitnienia.
Proces ten mozna przyspiesza¢ powodujac nadekspresje genow LEAFY lub APETALA
u topoli, lub blokowaé¢ rozwoj pagkoéw kwiatowych poprzez wyciszanie genéw (2,3).
Zahamowanie procesu kwitnienia w roslinach transgenicznych eliminuje ryzyko
uwolnienia transgenu do $rodowiska.
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Wiele przedsigbiorstw przemystu drzewnego, takich jak SweTreeTechnology AB
(Szwecja), ArborGen lic. (USA), Rubicon Ltd. (USA), Trees and Technology (USA), Ge-
nesis Research and Development Corp. (Nowa Zelandia) oraz miedzynarodowa
spotka CellFor Inc., wspierajg finansowo badania naukowe w poszukiwaniu genéw
odpowiedzialnych za cenne przemystowo cechy drewna oraz finansujg wdrozenie
uzyskanych gatunkoéw transgenicznych drzew do produkcji. Dla przykfadu, spotka
ArborGen lic. przeprowadza testy hodowlane transgenicznej topoli na 50 poletkach
doswiadczalnych gtdwnie w USA, Brazyhii i Nowej Zelandii (dla gatunkéw Pinus
i Populus), gdzie produkcja transgenicznych sadzonek P. taeda siega ok. 150 000
sztuk rocznie.

5. Zasady stosowania roslin transgenicznych

w zwigzku z bardzo szybkim postepem, jaki dokonat sie ostatnio w dziedzinie
transformacji réznych gatunkéw roslin, wiele panstw wprowadzito w zycie szereg
przepisow prawnych, regulujacych zasady uzytkowania GMO (Genetically Modified Or-
ganisms). Wprowadzenie do $rodowiska roslin o zmienionym genotypie niesie ze
sobg wiele niebezpieczenstw, zwigzanych m.in. z ryzykiem przenoszenia nowych
cech genetycznych z jednej populacji do drugiej drogg pytku. Niekontrolowany
przeptyw pytku moze przyczyni¢ sie do powstania nowych populacji drzew o zre-
kombinowanych losowo, nie zawsze korzystnych cechach (29). Wprowadzenie do
ekosystemu lesnego roslin drzewiastych o zwigkszonej odpornosci na niektére
owady niesie ze sobg ryzyko uodpornienia sie szkodnikéw na czynnik owadobdjczy,
syntetyzowany przez ro$line (15,22). Dos$wiadczenia laboratoryjne wykorzystujgce
zmutowane organizmy bakteryjne do hodowli szklarniowej GMO powinny przebie-
ga¢ w scisle kontrolowanych warunkach (np. w pomieszczeniach wyposazonych
w system oczyszczania wody i powietrza). Ogoélnie przyjete zasady hodowli GMO
w warunkach polowych dotycza podstawowych kwestii bezpieczenstwa dla $rodo-
wiska. W niektérych krajach, takich jak Szwecja, producent GMO ponosi wszelka
odpowiedzialno$¢ za ewentualne szkody wyrzadzone w $rodowisku na skutek
niekontrolowanego przeptywu transgenu z upraw roslin zmodyfikowanych gene-
tycznie.

W Polsce, od 22 czerwca 2001 r. obowigzuje Ustawa 0 organizmach genetycznie
zmodyfikowanych, ktéra zawiera podstawy prawne m.in. dla zamknietego uzycia
GMO (manipulacje genetyczne i transformacja w Scisle kontrolowanych warunkach
laboratoryjnych), wprowadzenia GMO do $rodowiska (zaostrzone zasady upraw po-
lowych), wprowadzenia do obrotu handlowego produktéw GMO (badanie szkodli-
wosci produktéw spozywczych zawierajagcych GMO dla konsumenta, znakowanie
transgenicznej zywnosci) oraz zasady wywozu za granice i tranzytu GMO na terenie
Polski (Dz. U. z 2001 r., nr 76, poz. 811 z pbZniejszymi zmianami).
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6. Podsumowanie

Zapotrzebowanie na produkty przemystu drzewnego stale rosnie wraz ze zwiek-
szajaca sie liczbg ludnosci na Swiecie. Produkcja sektora drzewnego zmierza do
zwiekszenia i ulepszenia gospodarki leSnej. Wazng role w tej dziedzinie spetnia bio-
technologia wraz z nowoczesnymi narzedziami transformacji drzew lesnych w celu
otrzymania nowych, lepszych jakosciowo gatunkéw hodowlanych. Klonowanie no-
wych odmian drzew leSnych droga somatycznej embriogenezy stanowi wazny as-
pekt w szybkim rozmnazaniu wyselekcjonowanych gatunkéw dla celow przemy-
stowych.

Biotechnologia drzew le$nych cieszy sie coraz wiekszym zainteresowaniem wie-
lu jednostek badawczych i lesnych przedsiebiorstw przemystu papierniczego.
W przeciagu ostatnich dwudziestu lat, odnotowano ogromne postepy w transfor-
macji i hodowli roznych gatunkéw drzew lesnych. Produkcja drewna na plantacjach
transgenicznych odmian drzew lesnych, przy zachowaniu podstawowych zasad bez-
pieczenstwa hodowli, ogranicza nadmierng eksploatacje naturalnych drzewostanéw
oraz zmniejsza ryzyko zanieczyszczenia $rodowiska chemicznymi Srodkami ochrony.
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