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My adventure with Monsanto
Summary

Professor Wojciech Kaniewski after solid education in his native Poland was
engaged for past 30 years in research in the United States. His first assignment
was to solve epidemic of hop viruses in US. The program was so successful that
he got his next assignment by USDA to work on potato viruses in Pacific NW.
While working there, he was contacted by leading biotechnology company
Monsanto to try using modern genetic engineering to protect major crops from
virus infection. For the first few months he and his team generated tobacco and
tomato resistant to several viruses using transgenic coat protein approach.
These accomplishments were sufficient enough to be hired for permanent posi-
tion at Monsanto research center in Chesterfield, MO. He spent there 19 years
until his retirement and now is still consulting for this company. His major ac-
complishment was creation of few American potato varieties resistant to PVX
and PVY. Later, he was asked to generate commercial products — potatoes re-
sistant to PVY, PLRV (where it was necessary to use replicase technology) and
Colorado potato beetles using Bt technology. This program ended up success-
fully with commercial application in US and Canada. Next, he worked on corn,
wheat, soybean, canola and cotton virus resistance, having good results but no
practical products. After these research successes, he was assigned to help de-
veloping countries with virus and insect problems using transgene technology.
His consulting started with potato for Mexico, followed with sweetpotato re-
search in Kenya, Uganda, Tanzania and South Africa. Later, he was helping 5
countries in SE Asia to develop papaya resistant to PRSV and 3 countries in East-
ern Europe to develop potatoes resistant to beetles. These researches ended up
with valuable products which will be in practical use after registration. At pres-
ent, Professor Kaniewski is teaching biotechnology at Poznan University and
continues his conslutation in various agricultural products development.
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Moja przygoda z Monsanto nie bytaby mozliwa bez wcze$niejszych wizyt w USA.
W 1978 r. zostatem wytypowany do pracy nad wirusami chmielu w Washington Sta-
te University. Praca nad opanowaniem epidemii wywolanej przez te wirusy w pot-
nocno-zachodnich Stanach skonczyta sie sukcesem naukowym i praktycznym. Jesz-
cze podczas pracy nad wirusami chmielu dostatem oferte USDA, dotyczgcg rozpra-
cowania problemu wiruso6w ziemniaka w po6tnocno-zachodnich Stanach. Na moje
nieszczescie postanowitem wrdcic na kréotko do Polski, a tu odebrano mi paszport
stuzbowy, niezbedny do legalnego wyjazdu i podjecia pracy. W efekcie dopiero
w styczniu 1986 r., po wielu interwencjach USDA odzyskatem paszport i zglositem
sie do pracy w laboratorium dr Pete Thomasa w Prosser, Washington. Tam ze-
tknatem sie po raz pierwszy z praktyczng wirusologia i po raz pierwszy bylem na
polach eksperymentalnych. Tam takze nauczono mnie, ze aby rozwigza¢ problem
najlepiej zaufa¢ tylko sobie i wszystkie istotne etapy doswiadczen wykonywac sa-
modzielnie. Wszystkie te do§wiadczenia zaprocentowaly podczas pdzniejszej pracy
w Monsanto.

W owym czasie (a doktadnie w 1983 r.) 6wczesny dyrektor naukowy Monsanto
dr Ernest Jaworski postanowit rozbudowac i zrestrukturyzowac dziat badan nauko-
wych w firmie. Uznat trafnie, ze przysztos¢ lezy w badaniach nad poprawianiem jako-
$ci roslin uprawnych metodami inzynierii genetycznej. Byta to wielce ryzykowna de-
cyzja, gdyz w tamtych czasach rozwigzywanie jakichkolwiek probleméw natury tech-
nicznej wigzato sie z koniecznos$cia przeprowadzenia wszelakich badan podstawo-
wych. Dr Jaworski pobudowat ogromne, nowoczesne laboratoria w Chesterfield (Missouri),
pozwalajgce na zatrudnienie okofo 1200 naukowcoéw, a zaczal od zatrudnienia
trzech mtodych ludzi $wiezo po doktoratach do ,specjalnych poruczen”. Dr Robb
Fraley (obecny dyrektor naukowy Monsanto) podjal badania nad konstruktami po-
trzebnymi do wprowadzania obcych genéw do roslin, dr Steve Rogers (obecnie na
emeryturze) zajal sie usuwaniem z plazmidu Agrobacterium tumefaciens genu powo-
dujagcego tworzenie sie guzow na porazonych roslinach, a dr Rob Horsch (obecnie
doradca Bila Gatesa do spraw akgcji charytatywnych dla krajow rozwijajacych sie) roz-
poczat doswiadczenia nad transformacjg roslin. Wszyscy trzej, po zakonczeniu etapu
badan wstepnych, zaczeli rozmysla¢ nad praktycznym zastosowaniem swoich wyni-
kéw. Po wielu dyskusjach i konsultacjach uznano za celowe podjecie dalszych, ukie-
runkowanych na praktyke badan w nastepujacych obszarach: uodpornienie roslin na
produkowany przez Monsanto herbicyd Roundup (dr Gerard Barry), uodpornienie ros-
lin na owady genem Bt pochodzgcym z bakterii Bacillus thuringiensis (dr Fred Perlak),
uzyskanie odpornosci roslin na wirusy (dr Nilgun Tumer) oraz badan nad op6znio-
nym dojrzewaniem (dr Harry Klee), i rozpoczeto tworzenie grup badawczych dla re-
alizagji tych celow.

Dr Tumer poczatkowo skoncentrowata sie na wyszukaniu biologéw molekular-
nych, ktérych rolg bytoby poszukiwanie genéw odpornosci na wirusy i opracowanie
strategii dla uzyskania ich ekspresji w roslinach. W 1986 r. postanowita zatrudni¢
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takze wirusologa, ktorego zadaniem bytaby ocena efektow dzialania transgenow
w roslinach. Etat wirusologa jako bardzo specyficzny miat by¢ kontraktem na 2 lata,
mozliwym do przediuzenia wytacznie w przypadku uzyskania dobrych wynikéw. Nie
byto to atrakcyjne dla naukowcéw z uczelni i oferte odrzucito wielu znanych wiruso-
logéw, miedzy innymi dr Thomas, méj 6wczesny szef z Prosser. To wiasnie on za-
proponowal, aby na ten krétki kontrakt zatrudni¢ mnie (oczywiscie po zakonczeniu
mojej pracy dla USDA). Pojechatem na ,interwiew” do Monsanto z przegladowym
wykladem przedstawiajacym techniki stosowane w wirusologii. Na spotkanie to za-
proszono réowniez wirusologéw z pobliskich uczelni. Szczegoélnie interesujgca dla
mnie byla rozmowa z dr Rogerem Beachy z Washington University, ktory probowat
uodporni¢ tyton na wirusa mozaiki tytoniu metodami inzynierii genetycznej i uzy-
skat rosline, u ktorej objawy chorobowe wystepowaty o 1-2 dni pézniej niz w rosli-
nie nie transformowanej.

Wyniki rozmowy kwalifikacyjnej byty dla mnie korzystne — miatem zosta¢ w try-
bie natychmiastowym konsultantem dla Monsanto, szkoli¢ nowo zatrudnionych pra-
cownikow w laboratoriach USDA i w marcu 1987 r. przenie$c¢ sie do St. Louis. Nale-
zato jeszcze uporac sie z problemem dotyczacym zgody dyrektora mojej macierzy-
stej, polskiej uczelni i Ministerstwa Rolnictwa. Dyrektor w liScie do mnie wyrazit
obawe, ze podjecie pracy w ,fabryce” moze by¢ wstydliwe dla naukowca, jednak po
wyjasnieniu jakiego rodzaju firma jest Monsanto, wyrazit zgode na moje zatrudnie-
nie na 6 miesiecy. Potem jeszcze trzykrotnie przedtuzal zgode na kolejne sze$¢ mie-
siecy.

Wyniki naszych badan w Monsanto byly juz wéwczas na tyle zaawansowane, ze
dyrekcja firmy zaoferowata mi staly etat kierownika Pracowni Wirusologii oraz po-
moc w uzyskaniu statej wizy. Uzyskanie stalej wizy i podjecie pracy w USA wyma-
gato zezwolenia ze strony rzadu polskiego. Strona amerykanska zasugerowata przy-
jecie statusu uchodzcy politycznego (dosc¢ tatwy wtedy do uzyskania). Nie wyrazifem
na to zgody, bo nie czutem sie szczegoélnie przesladowany przez wiadze dwczesnej
Polski i wybratem trudniejszg droge jako ,specjalista niezbedny dla gospodarki
USA”. W tym celu Monsanto zatrudnito biuro Head Hunters (fowcy gtow), ktoére
skompletowato dziesie¢ kryteriow do spetnienia przez kandydata i po skontaktowa-
niu sie z wieloma amerykanskimi naukowcami udowodnito, ze nikt oprécz mnie nie
spetnia wszystkich warunkéw potrzebnych do zatrudnienia na wymienionym etacie
w Monsanto. Firma zatrudnita takze adwokata, ktérego zadaniem bylo przekonanie
wiadz USA, ze powinni zrezygnowac z wymogu mojego powrotu na 2 lata do Polski.
Adwokat zaskoczyt mnie prosba, bym szybko skompletowal swoje dokumenty (stos
papieréw o wysokosci 30 cm!). Na szczeScie miatem juz wtedy sporo publikacji i ich
kopie daly pierwsze kilkanascie centymetrow. Skompletowane dokumenty zostaty
rozestane do urzednikéw w Washington (DC). W koncu wize i etat dostatem, a przy
okazji udalo sie zatatwi¢ formalnosci wizowe dla mojej zony.

Praca w Monsanto od poczatku mnie zafascynowata. Firma zapewnita nam do-
skonate warunki pracy, w tym laboratoria wyposazone w najlepszy, nowoczesny
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sprzet, zautomatyzowane, programowane komory klimatyczne i szklarnie (ponad
1 hektar na dachu budynku laboratoryjnego). Poniewaz uzywali$my sprzetu jednora-
zowego uzytku na szeroka skale, nasz szef dr Fraley, ktéry zwykt odwiedzac¢ nas po
potudniu w laboratorium, po ilo$ci zuzytych ,jednorazéwek” szacowatl aktywnos¢
pracowni. Nie byto zadnych ograniczen finansowych na sprzet i odczynniki ani zad-
nych skomplikowanych rozliczen z wydatkéw. Nieograniczony byt dostep do najlep-
szych konsultantow i literatury fachowej. Raz w tygodniu mieliSmy spotkania ze
wspotpracownikami i konsultantami, na ktorych kazdy samodzielny pracownik refe-
rowal przez 5 minut wyniki uzyskane w ciggu tygodnia, a przez dalsze 15-30 minut
przedstawial swoje plany na nastepny tydzien. Plany te byty korygowane w trakcie
dyskusji, a wspétpracownicy zawsze byli chetni do dyskusji i wspotpracy. No i co tez
wazne, mieli§my dobre pensje i ubezpieczenia pozwalajace na komfortowe zycie
i koncentracje na pracy. Mimo ze nie byto zadnej kontroli obecno$ci ani godzin pra-
¢y, entuzjazm byt tak wielki, ze o kazdej porze dnia i nocy mozna byto spotkac ko-
go$, kto akurat konczyt jakie$ ciekawe doswiadczenie w laboratorium. Wiekszos¢
kolegéw pracowata 12-15 godzin na dobe, czesto takze w weekendy. Ja nalezatem
do tych, ktorzy pracowali zazwyczaj tylko od 8 do 10 godzin. Bylem za to czesto
krytykowany przez dr Fraley, stworzytem zatem haslto, ktére powiesitem w swoim
biurze Who work hard and smart, does not need to work long. Od tego czasu rozliczano
mnie tylko z wynikéw.

W St. Louis masowo transformowano rosliny tytoniu i pomidoréw réznymi gena-
mi. Zespo6t dr Beachy z Washington University wykonywat konstrukty, przekazywat
je do Monsanto, a nastepnie odbierat stransformowane rosliny i analizowat poziom
DNA metodg Southern blot, ilo§¢ RNA metoda Northern blot oraz obecnos¢ i wiel-
kos¢ biatka metodg Western blot. Po zanalizowaniu kilkudziesieciu roslin dla kazde-
go konstruktu wybierano od jednego do trzech transformantéw w celu zbadania ich
odpornosci na wirusa. Testowano pojedyncze rosliny uzyskane bezposrednio po
transformacji (tzw. T0). Wiekszo$¢ analizowanych ro$lin nie wykazywata odporno-
Sci, a kilka roslin jedynie nieznaczne op6znienie w pojawieniu sie pierwszych obja-
wow chorobowych. System ten wymagal wykonywania tysiecy analiz, na podstawie
ktorych dokonywano selekgji kilku roslin. Poza tym zakazanie matych, ostabionych
transformacjg roslin TO moglo utatwia¢ wnikanie wirusa do rosliny i jego namna-
zanie sie.

Postanowitem zrezygnowac catkowicie z analiz DNA i RNA i zastgpi¢ praco-
chionny test Western blot iloSciowym testem ELISA. Test ten wykonywatem dla
bialek kodowanych przez wprowadzony transgen (wéwczas zwykle bylo to biatko
ptaszcza wirusa) i biatko NPTIl uzywane do selekgji. Ze wszystkich uzyskanych po
transformacji roslin pobieralem nasiona i wysiewalem w celu sprawdzenia segrega-
¢ji, zachowujac w T1 tylko linie segregujace 3:1, a zatem posiadajace jedna kopie
transgenu. Opracowatem prostg i niezbyt pracochtonng metode selekgcji linii homo-
zygotycznych w pokoleniu T2. Wysiewatem nasiona tylko z jednej rosliny z popula-
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cji T1, tej ktéra w tesScie ELISA wykazywala najwiekszg ilo$¢ biatka transgenu, za-
ktadajac, ze roslina ta produkuje biatko na matrycy 2 kopii DNA transgenu (czyli, ze
jej potomstwo bedzie homozygotyczne). Postepowanie takie sprawdzilo sie
w znacznej wiekszos$ci przypadkow dla wszystkich testowanych roslin. Wszystkie
pozostate rosliny z populacji T1 zakazatem wirusem i jesli stosunek liczby roslin
niezakazonych do liczby roslin zakazonych byt 3:1, to bylo pewne, ze w pokoleniu
T2 linia homozygotyczna bedzie catkowicie odporna. Ten system dziatal znakomicie
i pozwalat na szybka selekcje linii o jednej kopii genu, homozygotycznej w pokole-
niu T2 i catkowicie odpornej na homologicznego wirusa.

Po szybkim wyselekcjonowaniu linii pomidora odpornych na TMV postanowilis-
my natychmiast zrobi¢ test polowy, tak abysmy mogli jako pierwsi na $wiecie wyka-
zac praktyczng warto$¢ uzyskanych przez nas roslin transgenicznych. Zespot na-
ukowcow i prawnikoéw rozpoczat starania o zgode na test w warunkach polowych,
podczas gdy my potwierdzili§my mozliwos$ci uzyskania odpornych linii na poziomie
T1. Stan Missouri odrzucil petycje, ale uzyskaliSmy zgode na ocene polowa naszych
pomidoréw w Jerseyville, Illinois (z wieloma ograniczeniami). W ramach tego ze-
zwolenia mogliSmy testowac linie transgeniczne wyselekcjonowane jako odporne
na TMV, linie pomidoréw stransformowanych genem odpornosci na Roundup i rosli-
ny stransformowane genem Bt (odporne na stonke ziemniaczang). Ze wzgledéw po-
litycznych nie pozwolono nam wysadzi¢ na pole tytoniu, ktérego selekcja byta bar-
dziej zaawansowana.

Test biologiczny wypadt wspaniale. Porazone rosliny kontrolne (nie transformo-
wane) mozna byto odr6zni¢ gofym okiem od roslin odpornych, stransformowanych
genem CP TMV. Niestety, ku rozpaczy moich kolegéw doswiadczalne pomidory zo-
staly zniszczone Roundupem albo zjedzone przez stonke, bowiem w tym okresie
uzyskanie silnej ekspresji niektérych wiekszych genéw bylo jeszcze niemozliwe.
Problem rozwiazal dopiero nieco pdzniej dr Perlak poprzez zaprogramowanie
i zsyntetyzowanie syntetycznego genu, co pozwolito na ponad 3000-krotny wzrost
poziomu ekspresji Bt w ziemniaku.

Wkrotce potem uzyskaliSmy tyton i pomidory odporne na ToMV, AIMV, CMV,
PVX, PVY. Odkrylismy tez, ze r6zne geny w réznych konstruktach prowadza do uzy-
skania réznego odsetka roslin catkowicie odpornych, czesciowo odpornych i w 0go-
le nieodpornych. Pomimo wykonania wielu badan wcigz nie rozumiemy tego zjawi-
ska, a wiec praktyczne rozwigzanie musi obejmowac oznaczenie liczby (%) roslin od-
pornych, uzyskanych z danego konstruktu i stransformowanie tylu eksplantatow
(przy znanej wydajnosci transformacji), aby mozna bylo wybra¢ najlepsze linie do
testow polowych i do potencjalnej komercjalizacji.

Testy przeprowadzone na roslinach z jednoczesng odpornoscia na TMV i ToMV
na Florydzie potwierdzity przydatno$¢ uzyskanych transformantow dla praktyki rol-
niczej. Myslalem wowczas, ze mam pierwszg transgeniczng rosline uprawng, go-

BIOTECHNOLOGIA 2 (81) 199-211 2008 203



Wojciech K. Kaniewski

towa do komercjalizacji. Niestety, bylo na to jeszcze za wcze$nie, gdyz nie istnialy
przepisy niezbedne do rejestracji i legalnej uprawy takich roslin, a biznesmeni
z Monsanto nie mieli pojecia, jak mozna na tym zarobi¢. W efekcie nasiona poszty
do przechowalni, a program naukowy zostal zawieszony.

W tym okresie w Monsanto opracowano metode transformacji ziemniaka. Na-
tychmiast zrobiliSmy konstrukt zawierajacy geny biatka ptaszcza dwéch wirusow
PVX i PVY, uzyskalismy 20 interesujgcych transformantéw i zaczeliSmy je bada¢. Tu
strategia musiafa by¢ inna, gdyz nie mieli$my do dyspozycji nasion ani linii homozy-
gotycznych, a jedynie pojedyncze stransformowane rosliny, ktére mozna byfo zaka-
za¢ dopiero gdy urosty. Doswiadczenia te byly trudne ze wzgledu na rézny wiek
i wielkos$¢ roslin doswiadczalnych oraz relatywnie dtugi czas oczekiwania na sadze-
niaki do namnozen, ale tu z pomocg przyszty nam kultury in vitro, dzieki ktérym ma-
lenkie, dopiero co zregenerowane po transformacji rosliny zostaty szybko namno-
zone do oczekiwanej przez nas jednorodnej populacji testowej.

Na podstawie wynikéw testéw przeprowadzonych na transgenicznych ziemnia-
kach wykazalismy, ze jedna linia byta catkowicie odporna na oba wirusy, cztery linie
byly czesciowo odporne, a reszta roslin charakteryzowata sie podatnos$cig na zaka-
zenie wirusami. Ciggle mato wiedzieliSmy o korelacji ekspresji i odpornosci rosliny,
postanowili§my zatem przebadac¢ dokladnie rosliny wszystkich linii. Ku naszemu
zdziwieniu w tkankach roslin linii catkowicie odpornej wykryliSmy duzo biatka PVX
i nieznaczne iloSci biatka PVY. Reszta roslin zawierata r6zne ilosci obu biatek, co
utrudniato wykazanie jakiejkolwiek korelacji. ZrobiliSmy wiele doswiadczen, by zro-
zumie¢, czy dwie linie roslin wykazujacych identyczng ekspresje sg odporne czy po-
datne na wirusa i (...) do dzi$ tego nie wiemy. WykonaliSmy tez serie do$wiadczen
ze szczepieniem tych roslin z zakazonymi roslinami nietransgenicznymi w réznych
kombinacjach. I tu spotkata nas kolejna niespodzianka — w wyniku szczepienia na-
sza calkowicie odporna linia 303 stata sie podatna na PVX i niewrazliwa na zaka-
zanie PVY. Fakt ten oraz odwrotna korelacja z ekspresjg biatka obu tych wiruséw su-
gerowala istnienie ro6znych mechanizmoéw transgenicznej odpornosci na rézne wiru-
sy, co potwierdziliSmy w pézniejszych do$wiadczeniach.

Odpornos¢ linii 303 ziemniaka zostala potwierdzona w warunkach polowych.
Niestety, zwiazek producentow stwierdzit, ze nie jest zainteresowany roslinami od-
pornymi na PVX, bo w efekcie certyfikacji sadzeniakow wirus ten przestal by¢ pro-
blemem w uprawie ziemniakow. Wtedy udostepnilisSmy linie 303 uniwersytetom do
badan. Do dzi$ nikomu nie udato sie zakazi¢ tych roslin ani zrozumie¢, dlaczego
wtlasnie ta linia jest tak odporna. Konstrukt PVX/PVY udostepnili$my Meksykowi do
transformagji ich lokalnych odmian ziemniaka Alpha, Rosita i Nortena. Naukowcy
meksykanscy przeszli szkolenie w moim laboratorium. Uzyskali po kilka catkowicie
odpornych linii z tych trzech odmian, co potwierdzili piecioma latami testow polo-
wych. Produkty te jednak wcigz nie sa w uprawie z powodu przeciagajacych sie pro-
cedur rejestragji.
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W wyniku przeprowadzonych rozméw z przedstawicielami biznesu wykazalis-
my, ze najwieksze straty ekonomiczne spowodowane chorobami wirusowymi byly
odnotowane dla ziemniaka odmiany Russet Burbank (50 % catej powierzchni uprawy
ziemniakéw w USA) porazanego masowo wirusem liSciozwoju ziemniaka (PLRV).
Ziemniaki z pola, na ktérym stwierdzono kilkuprocentowe porazenie nie nadawaty
sie do sprzedazy ze wzgledu na czarne przebarwienia bulw (tzw. ,net necrosis”)
i nawet cotygodniowe opryski przeciwko mszycom, bedgcym wektorami PLRV, nie
zabezpieczaly przed tym wirusem. Pola catkowicie porazone (co nie byto rzadko-
Scia) byly zaorywane. W tej sytuacji zapadta decyzja, ze ziemniak odporny na PLRV
bedzie pierwszym produktem Monsanto charakteryzujgcym sie odpornos$cig na wi-
rusy. Pierwotnie wydawatlo sie, ze osiggniecie tego celu bedzie tatwe. Tymczasem
zrobili$my kilka konstruktow z genem biatka ptaszcza PLRV i we wstepnych testach
wykazalismy brak odpornosci u transformantéw. ZaczeliSmy robi¢ nowe konstrukty
modyfikujac gen biatka ptaszcza, duplikujgc ten gen, a nawet uzywajac genéw syn-
tetycznych. W sumie do transformacji uzyliSmy 24 r6znych konstruktéw CP. W efek-
cie z dwoch konstruktéw uzyskaliSmy kilka linii statystycznie odporniejszych niz
ziemniak niestransformowany i jedna linie (1040) catkowicie odporng w do$wiad-
czeniach w komorach klimatycznych. Natychmiast postanowiliSmy potwierdzi¢ na-
sze rezultaty w testach polowych. Ku naszemu przerazeniu linia catkowicie odporna
w laboratorium byla kompletnie porazona w polu. Myslelismy o pomylce przy
namnazaniu sadzonek do testu polowego, ale po zakazaniu linii 1040 wirusem po-
branym z ziemniakéw porazonych w polu uzyskaliSmy w komorach klimatycznych
100% porazenie roslin. UznalisSmy, ze w polu byt inny, niehomologiczny szczep wiru-
sa, ktory przetamat odpornos¢. ChcieliSmy zrozumieé, co jest przyczyng tego zjawi-
ska i zsekwencjonowaliSmy gen biatka ptaszcza transgenu i wirusa z pola. Byly iden-
tyczne! Niestety nie pozwolono nam kontynuowa¢ badan, gdyz nawet gdyby$my
znalezli przyczyne, nie przyspieszytoby to procesu uzyskania produktu.

W tym czasie powstal w Monsanto nowy dzial poprawy jakos$ci zywnosci kiero-
wany przez dr Ganesh Kishore, ktory zazyczyt sobie, aby wirusologia przeszia do
nowego dziatu. Kiedy zreferowalem mu trudnosci zwigzane z uzyskaniem odporno-
$ci na PLRV byt wsciekly, poniewaz jego plany zwigzane byly z wykazaniem sie tym
nowym produktem. Po naszej rozmowie zadecydowal, ze jesli przez rok nie uzyska-
my ziemniaka catkowicie odpornego na PLRV zlikwiduje grupe wirusologiczna. Gru-
pa liczyla wéwczas 15 os6b. Postanowilem z desperacji zastosowac podejscie zu-
petnie nienaukowe, z pogranicza loterii. Naszym biologom molekularnym polecitem
strawi¢ genom PLRV réznymi enzymami w dowolny sposo6b i wszystkie produkty tra-
wienia uzy¢ do wytworzenia konstrukcji do transformacji. Wszystkie linie transfor-
mantéw rozmnozyliSmy w kulturach in vitro i uzyskane rosliny zakazaliSmy wirusem.
Dwie sposréd nich okazaty sie catkowicie odporne na PLRV. Natychmiast zaczelismy
namnazanie roslin dla potrzeb testow polowych. Jednocze$nie zanalizowaliSmy
dziatajace geny i okazatlo sie, ze jeden z nich posiada duzy fragment genomu PLRV,
a drugi tylko kréciutki fragment replikazy z charakterystycznym dla niej motywem
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GDD. W tym czasie okazalo sie, ze dr Zaitlin uzyskal patent na odpornos¢ na wirusy
poprzez ekspresje okrojonych lub zmutowanych replikaz. Wobec tego wyizolowa-
lisSmy caty gen replikaz z naszego duzego fragmentu, uzyskaliSmy patent na kom-
pletna, niezmutowana replikaze i ten gen miat sie sta¢ podstawa dla naszych trans-
genicznych produktéw. Rownoczesnie w doswiadczeniach polowych potwierdzilis-
my catkowitg odpornos$¢ wybranych linii z obu konstruktéw. Pomimo ze dr Zaitlin
w swojej pracy donosit o bardzo wysokiej specyficznosci odpornosci w wyniku eks-
presji replikazy, nasze rosliny wytrzymaty naturalne warunki polowe i infekcje natu-
ralnie wystepujacymi szczepami i izolatami w trzech Stanach. Bylismy uratowani!
OgtosiliSmy, Ze jesteSmy gotowi do przygotowania linii z kompletna replikaza do
zarejestrowania i komercjalizacji.

W tym samym czasie uzyskaliSmy ziemniaki odporne na PVY. Nie nastreczato to
zadnych trudnosci, gdyz kazdy zastosowany gen z genomu tego wirusa zadziatal. Ze
wzgledu na korzystng sytuacje patentowa konstrukt zastosowany komercyjnie byl
oparty na biatku plaszcza PVY. Jesienia 1991 r. bylismy gotowi do komercjalizacji.

Tymczasem przyszly nowe decyzje. Dr Perlak ogtlosil, ze jest gotowy do komer-
cjalizacji ziemniakéw odpornych na stonke i dyrekcja Monsanto zadecydowala, ze
nie powinnismy konkurowac na rynku z trzema wiasnymi produktami. Uznano, ze
najpierw wprowadzone zostang na rynek ziemniaki odporne na stonke, a potem
bedg one zastagpione roslinami odpornymi na stonke i PLRV dla zachodnich Stanéw
oraz ro$linami odpornymi na stonke i PVY dla centralnej i wschodniej Ameryki (USA
i Kanada). Strategia zastgpienia dobrego produktu lepszym byta rozsadna, ale to
oznaczalo, ze nasz gotowy produkt, rosliny odporne na wirusy PLRV i PVY, nie mogt
by¢ bezposrednio wprowadzony na rynek i musieli§my zacza¢ prace nad nastepnym
produktem od poczatku. Nie wiedzieliSmy, jakie trudnosci beda zwigzane z uzyska-
niem ziemniaka odpornego jednoczes$nie na stonke i wirusa, a mieli§my wyselekcjo-
nowac linie z potencjatem komercyjnym w ciggu roku. Potaczyliémy nasze konstruk-
ty z genem Bt i rozpoczeliSmy transformacje ziemniaka Russet Burbank z genami
Bt/PLRV (15 000 eksplantow) i z genami Bt/PVY (5000 eksplantow). Otrzymalismy
ogromna liczbe linii transgenicznych, niemozliwg do przetestowania testem biolo-
gicznym. UsuneliSmy zatem wszystkie linie stabo rosngce i wygladajgce nietypowo,
linie na ktérych larwy stonki zbyt diugo zyly, potem linie, ktére w tescie ELISA wy-
kazywaly mniej niz 10 ppm biatka Bt, a na koncu te linie, ktére w PCR wykazywaty
obecnos¢ sekwencji spec-strep z plazmidu. Pozostato ponad 1000 linii Bt/PLRV i po-
nad 500 Bt/PVY, ciaggle za duzo na testy w komorach klimatycznych i testy polowe.
W wyniku desperackiej decyzji namnozyliSmy wszystkie linie pozostate po wstepnej
selekcji (40 sadzonek na linie). WysadziliSmy je bezposrednio w pole (w Waszyngto-
nie i Idaho) w ukfadzie dwoch powtorzen po 10 roslin w kazdym, dodalismy 40 po-
wtoérzen nietransgenicznych roslin kontrolnych i pole obsadziliSmy dookofa zaka-
zonymi ziemniakami. Nastepnie uwolniliSmy na tym terenie kilka milionéw mszyc,
ktadac na kazda rosline okofo 10 mszyc zainfekowanych wirusem. Wkrétce na

206 KORESPONDENCJA



Moja zyciowa przygoda z Monsanto

wszystkich roslinach nietransgenicznych wystgpily objawy chorobowe. W puli roslin
transgenicznych byly zupetnie nieodporne, czesciowo odporne lub wykazujace od-
pornos¢. Kolejna selekcja polegala na wyborze roslin charakteryzujacych sie silnym
wzrostem i brakiem objawow chorobowych. W przypadku Bt/PLRV sprawdzono
rowniez brak net necrosis. Te testy przeszto 39 linii Bt/PLRV i 18 Bt/PVY. Dalsza selek-
cja (gtéwnie pod katem plonowania) przebiegata rownolegle do analiz wymaganych
do rejestracji.

W efekcie zarejestrowano 3 linie z PLRV i 2 linie z PVY i utworzono samorzadny
dzial Monsanto do spraw ziemniaka, ktéry nazwano NatureMark. W 1995 r. wpro-
wadzono na rynek ziemniaki odporne na stonke pod nazwg NewlLeaf, a w rok p6z-
niej te z dodatkowg odpornoscia na PLRV (NewLeaf+) i te z dodatkowa odpornoscia
na PVY (NewLeafY). Sprzedaz rozpoczela sie jednoczesnie w USA i w Kanadzie.
Gtoéwnym problemem byto zbyt powolne produkowanie sadzeniakéw. Rolnicy byli
zachwyceni, konsumenci chetnie kupowali te ziemniaki (byly oznaczone dla infor-
magji konsumenta i z powodu naszej dumy), a przetwoércy zabiegali o nie ze wzgle-
du na cene i wysoka jakos$¢ bulw.

Jednoczes$nie stransformowano tymi genami cztery inne, popularne w Stanach
odmiany ziemniakéw i wprowadzono do sprzedazy. Bardzo chciatem, aby Polska
byta pierwszym krajem w Europie, uprawiajgcym rosliny transgeniczne i zatatwilem
w Monsanto zgode na nieodptatng uprawe ziemniaka odpornego na stonke w kraju.
Trzyletnie testy polowe (1996-1998), przeprowadzone w Instytucie Ochrony Roslin
wypadty znakomicie. Stransformowalismy takze polskg odmiane Bzura, ale niestety
zaczela sie nagonka na GMO i stransfomowana ‘Bzura’ nie zostata nawet przetesto-
wana. Pod naciskiem pseudoekologéw i zdezorientowanych konsumentéw koncern
McDonald ogtlosit, ze w jego restauracjach na calym S$wiecie sprzedawane beda
wylacznie produkty z ziemniakéw nietransgenicznych. Za McDonaldem ,,poszly”
wszystkie tego rodzaju restauracje. Przetwércy wstrzymali zakup i przer6ob ziemnia-
kéw transgenicznych, a byt to gtowny ich odbiorca. Dobrze rozwijajacy sie przemyst
zaczat sie chwiaé. W efekcie, w 1999 r. firma Monsanto postanowifa sprzeda¢ Natu-
reMark (z produktami, patentami, aparaturg i ludzmi). ByliSmy na Kongresie Wiruso-
logicznym w Australii, gdy w srodku nocy obudzil mnie telefon informujacy o tej de-
cyzji. Na szczescie zazadano takich kwot, ze nikt nie zdecydowal sie na kupno,
zwlaszcza, ze atmosfera wokol zywnosci genetycznie zmodyfikowanej robita sie co-
raz gorsza. Ostatecznie NatureMark zostalo rozwigzane, ludzie przeszli do innych
dziatbw w Monsanto albo zostali zwolnieni, a badania ziemniakéw zostaly zawie-
szone bezterminowo.

Mnie udato sie kontynuowa¢ prace w wirusologii. We wczesnej fazie batalii
o ziemniaki zajmowali$my sie takze wirusami kukurydzy: MDMV, MCDV i MRDV. Ba-
dania nad konstruktami byty do$¢ zaawansowane, ale wtedy byly jeszcze kiopoty
z metodyka transformacji dla tej rosliny, a poza tym ekonomicznie wazniejsze byty
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prace nad uzyskaniem roslin odpornych na owady i herbicydy. MieliSmy za to kilka
zlecen z zewngatrz m.in. pewna firma dunska zlecita wykonanie konstruktu warun-
kujacego odpornos¢ buraka cukrowego na BNYVV (do dzi$§ nie zastosowanego
w praktyce). Firma Seminis zaproponowata nam opracowanie konstruktéw warun-
kujacych odpornos¢ roslin na ZYMV, WMVII i CMV oraz potréjnego konstruktu z od-
pornoscia na te trzy wirusy jednocze$nie. Wszystkie konstrukty zostaty uzyte do
transformacji dyniowatych, a uzyskane rosliny zarejestrowane i wprowadzone
do produkgji. BralisSmy takze udzial w programie dotyczacym wytwarzania transge-
nicznej papai, odpornej na PRSV (obecnie wiekszos¢ roslin uprawianych na Hawa-
jach jest stransformowana).

We Wioszech pod koniec lat osiemdziesigtych ubiegtego wieku zaczeta sie epi-
demia na plantacjach pomidoréw. Wtosi zdiagnozowali chorobe jako spowodowang
przez dwa rozne szczepy CMV - na potudniu panowat szczep PG13, zimnolubny,
ktory w kilkanascie dni od infekgji zabijat rosliny, a na potnocy rozprzestrzeniat sie
cieptolubny szczep CMV 22, ktéry powodowal wystepowanie czarnego migzszu
owocoéw. Rzad wtoski poprosit o pomoc, a firma Monsanto wystata mnie na negocja-
cje, zaznaczajac, ze zalezy im na wprowadzeniu upraw roélin transgenicznych do
Europy, a wiec moge zgodzic¢ sie na pomoc nieodplatng. Ostatecznie zapropono-
watem symboliczng kwote 1 miliona dolaréw, czyli znacznie ponizej kosztéw. Pro-
gram wydawat sie ciekawy i tatwy, gdyz wtedy mieliSmy juz transgeniczny tyton od-
porny na CMV. Jednakze stransformowane naszym konstruktem pomidory nie wyka-
zywaly zadnej odpornosci. Okazalo sie, ze ekspresja biatka uzyskana dla tego same-
go konstruktu jest w tytoniu okoto 20 razy wyzsza niz w pomidorze. UlepszyliSmy
konstrukty przez dodanie lidera, intronu i przez zastosowanie silnego promotora
FMV. Ekspresja wzrosla i tatwo bylo znalez¢ linie catkowicie odporne zaréwno przy
zakazaniu szczepem homologicznym jak i heterologicznym. Na wszelki wypadek
zrobilisSmy tez konstrukt podwdjny z genami biatka plaszcza obu wioskich szcze-
pow. Doswiadczenia laboratoryjne wypadty pozytywnie i szybko uzyskatem linie ho-
mozygotyczne, catkowicie odporne na oba szczepy CMV. UzyskaliSmy zgode wiadz
wloskich na testy polowe. Piecioletnie testy na p6inocy, w centrum i na potudniu
Wrtoch potwierdzily petng odporno$¢ naszych pomidoréw w naturalnych warunkach
rolnictwa wloskiego. Kiedy juz nadszed! czas na rejestracje i komercjalizacje, nastal
jednak nowy minister rolnictwa i zakazal wszelkich prac nad roslinami transgenicz-
nymi we Wtoszech. W ramach wyjatkowego marnotrawstwa pomidory te do dzi$ nie
sg uprawiane.

Rownolegle do badan nad odpornoscig witoskich pomidoréw prowadziliSmy
w USA prace nad uzyskaniem odporno$ci na wirusy WSMV i BYDV pszenicy. Po-
czatkowo problem stanowila metodyka transformacji roslin. Istniala opracowana
metoda transformacji tylko dla odmiany Bob White (particle gun). Praca byta szalenie
frustrujaca, gdyz z 760 zregenerowanych transformantéow tylko cztery mialy poje-
dyncza kopie nieuszkodzonego genu i jedynie czeSciowo byly odporne na WSMV.
Dopiero, gdy do transformacji zastosowano szczepy Agrobacterium tumefaciens pro-
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gram mozna bylo uruchomi¢ w miare normalnie. W wyniku przeprowadzania
w ciggu dwoch lat doswiadczen polowych w Illinois i w stanie Indiana potwierdzilis-
my, ze mamy linie o potencjale do praktycznego zastosowania, ale niestety na tym
etapie wspomniane badania zostaly zatrzymane. W kooperacji z Calgene probowa-
liSmy uzyskac takze rosliny pomidora odporne na TGMV i TLCV (geminiwirusy).
Rowniez te doswiadczenia nie zostaly dokonczone.

W tym czasie prace w Monsanto zostaly skoncentrowane na uzyskaniu
odpornosci na choroby grzybowe. Choroby grzybowe powodowaly trzykrotnie wiek-
sze straty niz te, ktorych przyczyng byly choroby wirusowe, a dodatkowo zapobie-
ganie chorobom grzybowym byto zwigzane ze zuzyciem duzych ilo$ci pestycydéw.
Powotano ogromnag, szesc¢dziesiecioosobowa grupe majgcg rozwigzac ten problem.
Grupa wirusologiczna zostata wtedy zredukowana do szes$ciu os6b, a mnie przy-
padia w udziale funkcja opracowywania metod analizy transgenéw dla innych grup.
Szczegolnie wazne bylo opracowanie doktadnych ilosciowych metod analizy ekspre-
sji biatka dla celéw rejestracji. Opracowatem analityke biatka CP4, analityke biatka
Bt, a wraz z zona opracowali$my trudng metode ilo$ciowej analizy biatka markero-
wego NPTII oraz wszystkich biatek przeciwgrzybowych, ktére probowano testowac
w roélinach uprawnych. Metody te sa stosowane do dzisiaj.

W kwietniu 2001 r. zorganizowano sesje planowania prac w wirusologii na ko-
lejne 5 lat. Dobrze sie przygotowalismy i mieliSmy rzeczowe prezentacje doty-
czace naszych planow na przyszios¢, ale niestety po miesigcu dowiedzieliSmy sie,
ze nasza grupa (podobnie jak grupa badajgca odpornos$¢ na choroby grzybowe) zo-
stala rozwigzana. Mysle, ze to bylo postanowione jeszcze przed sesja planowania,
ze wzgledu na konieczne oszczednosci. Monsanto byto wtedy w tarapatach finan-
sowych i musiato skoncentrowac sie na gtéwnych produktach generujacych pewne
dochody.

Tym razem uratowalo mnie moje zaangazowanie w tematyke pomocy krajom
rozwijajagcym sie. Zaproponowano mi, bym kontynuowat ten program jako jedno-
osobowa jednostka. Realizacje programu rozpoczelismy w 1991 r. od stodkiego
ziemniaka dla Afryki i ziemniakow dla Meksyku (w obu przypadkach chodzito o od-
pornos$¢ na wirusy), a polegat on na szkoleniu naukowcéw z biedniejszych panstw
oraz na nieodptatnym udostepnianiu naszych elementéw genetycznych, metod
i wsparciu finansowym na cele laboratoryjne. ZaczeliSmy od Kenii, gdzie prowadzo-
ne byly prace nad odpornoscig stodkiego ziemniaka na SPFMV i SPCSV. Transgenicz-
ne stodkie ziemniaki byly testowane w potudniowej Karolinie, a potem w czterech
regionach Kenii. Niebawem do tego programu dotaczyla Uganda, Tanzania i Repu-
blika Potudniowej Afryki, a do celéw wigczono prace nad odpornoscig manioku na
wirusy i kukurydzy na strige. W Meksyku sprawnie przeprowadzono prace nad uzy-
skaniem ziemniaka odpornego na PVX/PVY, lecz dodanie odpornosci na trzeciego
wirusa, PLRV wcigz sprawiato trudnosci.
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W 1999 r. pie¢ panstw z potudniowo-wschodniej Azji zwrdcilo sie z prosbg o po-
moc w uzyskaniu papai odpornej na PRSV. Program ten réwniez rozpoczal sie od
szkolen i od przygotowywania konstruktow w rodzimej firmie (dr Stanistaw Flasin-
ski). Obecnie notuje sie znaczny postep w realizacji programu Tajlandii, Malezji i na
Filipinach, nieco gorszy w Wietnamie i staby w Indonezji. Na Filipinach podjeto tak-
ze program majacy na celu uzyskanie stodkiego ziemniaka odpornego na SPFMV.

W 1999 r. trzy kraje europejskie (Rosja, Buigaria i Rumunia) zwrocily sie do Mon-
santo w kwestii pomocy przy uzyskaniu lokalnych odmian ziemniaka odpornych na
stonke. W ramach programu udostepniliSmy nieodpfatnie konstrukty, metode trans-
formagji i metody analityczne, tacznie z koniecznymi odczynnikami. W Rosji strans-
formowano 6 odmian, ktore obecnie sg gotowe do komercjalizacji. W Butgarii ulep-
szono 3 odmiany, ktére sg w trakcie rejestracji. W Rumunii (ktorej laboratoria byty
kompletnie wyposazone przez Monsanto) wystartowano po6zniej, ale dwie wtasne
transgeniczne odmiany sg juz wprowadzone do testow polowych.

We wszystkich projektach miedzynarodowych przez caly czas pomagata mi moja
zona Maria Berezowska-Kaniewska.

Od czasu pierwszej komercjalizagji roslin odpornych na wirusy USDA bylo bom-
bardowane pytaniami o bezpieczenstwo roslin transgenicznych dla ludzi i $srodowi-
ska. Probowalismy odpowiedzie¢ na te pytania na drodze eksperymentalnej. Bezpie-
czenstwo transgenu w zywnosci fatwo byto uzasadnié¢, gdyz od wiekéw takie biatka
byly konsumowane w roslinach porazonych wirusami i to w ilo$ciach tysigce razy
wiekszych niz istniejgce w roslinach transgenicznych. Zarzuty dotyczace rekombina-
¢ji, transkapsydacji, synergizmu i komplementacji odparliSmy do$wiadczeniami po-
réwnujgcymi te zjawiska w ukfadzie podwojnej infekcji wirusowej (PVY/PVA) z infek-
¢ja rosliny transgenicznej (ziemniak z genem PVY CP) przez niehomologicznego wi-
rusa PVA. Z doswiadczen tych wynikalo, ze zjawiska te wystepujg wielokrotnie czes-
ciej w przypadku podwadjnej infekcji rosliny niz w transgenicznej roslinie porazonej
niehomologicznym wirusem, a wiec transgeniczne rosliny odporne na wirusy sa
bezpieczniejsze. Postawiono nam zarzut, ze PLRV poraza wytgcznie komorki flo-
emu, a nasz transgen replikazy jest obecny we wszystkich komoérkach liScia ziemnia-
ka. PostanowiliSmy opracowac¢ metode RNA tissue printing umozliwiajgca wykrywa-
nie wirusa w komorkach i wielokrotnie czulszg od dotychczas stosowanej metody
immunologicznej. Okazalo sie, ze RNA wirusa jest obecne we wszystkich komor-
kach porazonego liScia ziemniaka. Co wiecej, wykryliSmy minusowg ni¢ RNA we
wszystkich komérkach, co dowodzi, ze PLRV nie tylko jest tam obecny, ale sie tam
replikuje. ObaliliSmy w ten sposo6b piecdziesiecioletni dogmat i uspokoiliSmy obawy
USDA.

Pod koniec 2003 r. Monsanto zdecydowato sie zawiesi¢ subsydiowanie progra-

moéw miedzynarodowych ze wzgledu na oszczednosci finansowe. Zaproponowano
mi prace w innym dziale lub przej$cie na emeryture. To byto inne Monsanto niz to,
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w ktorym zaczynalem moja przygode. Nowe Monsanto ukierunkowato sie gtéwnie
na zyski finansowe, a ciekawych badan bylo jak na lekarstwo. Nie widziatem sie
w zadnej z proponowanych mi grup i zdecydowatem sie na druga opcje, pod warun-
kiem, ze nadal bede prowadzit programy miedzynarodowe i konsultacje.

Nie sposob opisac¢ w tak krotkim tek$cie wszystkiego, co przezylem przez te lata
pracy w Monsanto. Zaczynatem swoja kariere od najnizszego szczebla przewidzia-
nego dla naukowca po doktoracie (Scientist) a skonczylem na najwyzszym mozli-
wym do osiggniecia dla naukowca tytule — Principal Scientist. Wcigz jestem zwig-
zany z Monsanto, a co najwazniejsze, ciagle pomagam w programach dla krajow
rozwijajacych sie. Dziekuje bardzo za to wszystko moim przefozonym i wspélpra-
cownikom.
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