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Genetic transformation of Rhododendron sp.
Summary

The aim of our study is to review the results of genetic transformation of
rhododendrons which has been published in scientific literature or presented
during scientific conferences so far. Despite complicated and work-consuming
protocol, genetic transformation has great potential to improve future orna-
mental plants. Rhododendrons of tomorrow could have desired morphological
architecture and flower pigmentation, resistance to diseases, pests and harmful
environmental conditions. Gene transfer experiments that were carried out so
far, proved successful. More and more significant factors are discovered during
each investigation. However, that study has to be worked out in order to opti-
mize the efficiency of genetic transformation. Then, we can speculate that tradi-
tional rhododendron breeding will be hastened. Breeders will have exclusive
plants whose genomes will be transformed in terms of desirable features.
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1. Wstep

Roézaneczniki naleza do atrakcyjnych krzewéw ozdobnych,
ktore ciesza sie coraz wiekszym zainteresowaniem w ogrodnic-
twie. Istniejace odmiany, pomimo duzego zr6znicowania cech mor-
fologicznych i fizjologicznych, nie spetniajg jednak wszystkich ocze-
kiwan konsumentéw i sg wciaz doskonalone. Duza wage obec-
nie przywigzuje sie do cech warunkujacych odpornos¢ roslin na
niekorzystne czynniki §rodowiska, takie jak: niskie temperatury,
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susza, zasolenie, a takze odporno$¢ na choroby i szkodniki. Obecnos$¢ tych cech po-
zwala na poszerzenie zasiegu uprawy, wplywa na jej ulatwienie, a tym samym
zwieksza popularnos$¢ rézanecznika zaréwno wsréd wykwalifikowanych producen-
tow jak i ogrodnikéw-amatorow.

Tradycyjna hodowla nowych odmian (krzyzowanie miedzyodmianowe, miedzy-
gatunkowe, selekcja warto$ciowych genotypow) jest trudna i diugotrwata ze
wzgledu na wysoki poziom heterozygotycznosci oraz wystepowanie barier prezy-
gotycznych i postzygotycznych. Wsréd potomstwa wystepuje duze rozszczepienie
cech, pojawiajg sie takze niekorzystne kombinacje. Pozadane cechy (odpornos¢ na
choroby, tolerancja na wysoka i niska temperature) czesto sg sprzezone z nieko-
rzystnymi wilasciwo$ciami, tj. stabym rozmnazaniem, czy nieodpowiednim pokro-
jem roslin (1). Ponadto dtugi okres rozwoju roslin reprodukowanych droga genera-
tywna ogranicza szybki postep hodowlany.

Rozwdj genetyki molekularnej w ostatnich dwudziestu latach stworzyl nowe
mozliwosci modyfikowania roslin poprzez transformacje genetyczng. Rosliny ozdobne, ze
wzgledu na swa specyficzng role, sa bardzo dobrymi obiektami dla ulepszania za po-
mocg transformacji. Nie stuzg one jako pozywienie dla ludzi czy zwierzat, dlatego ich
modyfikowanie nie budzi tylu kontrowersji (2). Zastosowanie transformacji genetycznej
pozwala na ominiecie wielu barier krzyzowania i umozliwia wiaczenie do genoméw
ro$linnych pojedynczych genéw kodujacych pozadane cechy. Metode te zastosowano
juz u szeregu gatunkoéw roslin ozdobnych uzyskujac interesujgce wyniki. Uzyskano
zmiane morfologii i pokroju roslin u rézy (3), zmiane barwy kwiatow u chryzantemy
(4), gerbery (5), rozy (6), pelargonii (7) i petunii (8), zwiekszenie produkgcji sktadni-
kéw zapachowych u pelargonii (9), poprawe trwatosci kwiatéw u gozdzikéw (10).

Prace nad transformacjg ré6zanecznikow rozpoczeto w potowie lat dziewiecdzie-
sigtych w kilku krajach, m.in. w Czechach, Niemczech i Japonii. Badania te wciaz
znajduja sie na etapie opracowania metodyki, ktoéra zapewnitaby uzyskanie od-
powiednio licznej i stabilnej populacji zmienionych genetycznie roslin. Celem
opracowania jest przeglad uzyskanych do tej pory wynikéw z zakresu transgenezy
r6zanecznikéw prezentowanych na konferencjach naukowych i zamieszczonych
w literaturze naukowe;j.

2. Geny stosowane w transformacji rézanecznika

Geny, ktére wykorzystuje sie w procesie transformacji moga by¢ wyizolowane
z organizmoéw nalezgcych do réznych grup systematycznych, tj. bakterii, grzybow, ros-
lin wyzszych i zwierzat. Do tej pory brak jest informacji o genach r6zanecznika prze-
noszonych do innych gatunkéw i odmian tych roslin. W procesie transformacji ko-
rzystano wylacznie z genéw wyizolowanych z innych gatunkéw roslin uprawnych.

W pierwszych badaniach do genomu roslin nalezacych do rodzaju Rhododendron
wprowadzano geny selekcyjne i reporterowe, co stuzylo opracowaniu efektywnej meto-
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dyki transformacji (tab.). Sposrod genéw selekcyjnych stosowano geny npt Il i hpt, wa-
runkujgce oporno$c¢ na antybiotyki. Ekspresja tych genéw w tkankach i komérkach ros-
linnych umozliwia prowadzenie selekcji komoérek, ktére ulegly transformagji i sg opor-
ne na antybiotyki lub herbicydy zawarte w pozywce. Sposréd genéw reporterowych
uzywany byt gen uidA (GUS) kodujgcy enzym B-D-glukuronidaze, ktérego ekspresja po-
zwala zidentyfikowa¢ transformowane komorki w tescie histochemicznym (11-21) i gen
2fp, kodujacy biatko zielonej fluorescencji, pochodzacy z Aequorea victoria, ktory powo-
duje Swiecenie stransformowanych tkanek po wzbudzeniu $wiattem UV (20,22). Do
identyfikacji transformantéw w zywej tkance na poziomie makroskopowym zapropo-
nowano takze zastosowanie gendéw kodujacych biatka strukturalne antocyjanow (17).

Tabela
Wyniki badaf nad transformacja rézanecznika
Rodzaj
Genotyp Metoda .. | Transgeny Eksplantat ! ste;ze.n N Efektywnoscu Literatura
transformacji czynnika transformacji
selekcyjnego
1 2 3 4 5 6 7
Rhododendron: | Agrobacterium GUS fragmenty fodygi | kanamycyna | zidentyfikowano | (11,13,25)
‘America’, tumefaciens nptll 20 mg/dm3 | obecnos¢  genu
‘Catawbiense LBA 4404 chs 50 mg/dm3 GUS u 27 roflin
grandiflorum sposrod 50 testo-
) 100 mg/dm3
roseum’, wanych
‘Madame Carvalho’,
‘Mars’,
‘Nova Zembla’
Rhododendron | Agrobacterium GUS fragmenty  liSci,| kanamycyna | zidentyfikowano | (14)
‘Percy Wiseman’ | fumefaciens nptl ogonkow  liscio-| 100 mg/dm3 | obecnos¢  genu
LBA 4404 wych, todyg GUS u 6 roslin na
120 eksplantatéw
(5%)
Rhododendron | Agrobacterium GUS fragmenty lisci kanamycyna | zidentyfikowano | (15,16)
Simsii tumefaciens nptll 10 mg/dm3 obecnos¢  genu
‘Hellmut Vogel | AGLO 20 mg/dm GUS u ok. 3 roslin
K na 100 eksplanta-
wankomyeyna | oo gory
400 mg/dm3
Rhododendron mikrowstrzeliwanie| GUS fragmenty liSci i| higromycyna | zidentyfikowano | (17)
‘Hino-crimson’ hpt todyg, stozki wzro-| 2 4 g obecnos¢  genu
‘Fuchsia’ stu pedu 16, 32, 64, | GUS u 22,2% eks-
128 mg/dm3 | plantatéw
Rododendron ssp.| Agrobacterium GUS fragmenty  lisci, - zidentyfikowano | (23)
tumefaciens stozki  wzrostu obecnos¢  genu
pedu GUS u 1-2 pedow
na 100 eksplanta-
tow
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1 2 3 4 5 6 7
Rhododendron | Agrobacterium nptll fragmenty pedow | cefotaxime zidentyfikowano | (22)
‘Catawbiense tumefaciens g 300 mg/dm3 | obecnosc genu gfp
Album’ L., €58, B6 w 3 eksplantatach
‘America’, Agrobacterium
Joe Paterno’, rhizogenes E8/73
‘Cunningham’s
White’

Rhododendron mikrowstrzeliwanie| GUS fragmenty liSci kanamycyna | uzyskano transge-| (18-20)
‘Catawbiense nptll 50 mg/dm3, | niczne rosliny
Album’ L. Ipt 100 mg/dm3 | (brak danych ilos-

higromycyna | ciowych)

o 2,5 mg/dm3

5 mg/dm3
Rhododendron | Agrobacterium 358rolB | fragmenty lisci - uzyskano 1-2% (12)
‘Cunningham’s | fumefaciens rol ABC transgenicznych
White’, Rh 10, Fro2 roslin
Rh 33, Rh 37
Rhododendron mikrowstrzeliwanie| GUS fragmenty lisci - zidentyfikowano | (21)
‘PJM Hybrid’ obecnos¢  genu

GUS w eksplanta-
tach (brak danych
ilosciowych)

W dalszym etapie prac nad transformacjg do genomu rézanecznikéw wprowadzano
geny uzytkowe, odpowiedzialne za zmiany morfologii roslin, rozwdj sytemu korzenio-
wego, czy przyswajanie zelaza. Przykladem tych eksperymentéw byta transformacja
ro$lin genami rolC pochodzacych z Agrobacterium rhizogenes, w celu zmniejszenia domi-
nacji szczytowej pedu i skrocenia dtugosci miedzywezli (14) oraz 35S-rolB i rolABC, od-
powiedzialne za dobre ukorzenianie sadzonek i poprawe systemu korzeniowego rosli-
ny (12,23). Autorzy otrzymali 14 transgenicznych linii r6zanecznikéw, z ktérych 11 byto
transformowane genem rolABC, a 3 genem 35S-rolB. Obserwowane zmiany (duze op6z-
nienie wzrostu, kartowaty wzrost, silnie rozwiniety system korzeniowy, mniejsze i/lub
zdeformowane liScie) mogtyby by¢ interesujace dla hodowcow zainteresowanych zmia-
ng pokroju lub adaptacja roslin do gleb wapniowych (12,23). Do genomu rézanecznika
wprowadzono takze gen Fro2 (reduktazy chelatow zelaza), ktéry pozwala na lepsze
przyswajanie zelaza z gleby o niskiej zawartos$ci tego pierwiastka. Na podstawie pomia-
row aktywnosci reduktazy zelazowej u wielu linii tych transgenicznych rézanecznikow,
hodowanych w kulturach wodnych o obnizonej zawartosci zelaza, stwierdzono wzrost
aktywnosci tego enzymu nawet o 50% (23).

Wazna cecha roslin ozdobnych jest barwa kwiatéw, ktérej zmiany moga by¢ tak-
ze dokonywane poprzez blokowanie biosyntezy flawonoidéw za pomocg genéw
sensowych i antysensowych (np. geny warunkujgce synteze antocyjanow: chs, chi,
dfr) lub transfer nowych genéw do genomoéw roslin (24). Pavingerova i wsp. otrzy-
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mali sekwencje specyficzne dla regionu 3’genu chs u Rhododendron cv. Catawbiense
grandiflorum, skonstruowali sekwencje antysensowego RNA i transformowali nimi
rosliny rézanecznika (badania kontynuowane) (25).

Planowane sa prace nad transformacjg ré6zanecznika pod katem uzyskania odpor-
nosci na szkodniki, np. Otiorrhynchus sulcatus L. (opuchlak truskawkowiec) oraz choro-
by grzybowe, tj. mgczniak prawdziwy, fytoftoroza, zgnilizna kwiatéw czy plamisto$§¢
lisci (23). Wedlug Knappa i wsp. wprowadzenie genéw odpornosci na choroby grzy-
bowe do rézanecznikow mogloby ograniczy¢é stosowanie fungicydow podczas
szkotkowania (19). Dla hodowcow rézanecznikéw interesujace bytoby takze pozyska-
nie roslin z genami warunkujgcymi wczesne kwitnienie, powtarzanie kwitnienia la-
tem lub jesienig, oryginalnag budowe i zapach kwiatow oraz genami odpornosci na
mro6z, wysoka temperature i zasolenie gleby.

3. Metody transformacji

Roézaneczniki transformowano giéwnie metoda posrednig przez Agrobacterium
tumefaciens. Do transformacji uzywano szczepéw bakteryjnych: LBA4404 (11,13,14)
i AGLO (15,16), cho¢ stosowano tez szczepy C58 i B6 oraz szczep E8/73 Agrobacterium
rhizogenes (22). Mieszance rézanecznikoéw wykazywaly r6zng podatnos¢ na infekcje.
Mertens i wsp. wykazali, ze réznice w efektywnosci transformacji przez szczep AGLO
zalezaly od niesionego plazmidu. Najwiekszg efektywnos¢ transformacji obserwowa-
no dla plazmidu pMOG410. Dzieki zastosowaniu tego wtasnie plazmidu uzyskano
transgeniczne azalie, u ktérych wprowadzony gen GUS dziedziczyt sie zgodnie z pra-
wami Mendla (15,16).

Transferu genéw do rézanecznikow dokonywano takze metodg bezposrednia,
poprzez mikrowstrzeliwanie — microprojectile bombardment. Hsia i Korban wykorzy-
stali te technike do okres$lania szczeg6léw metodycznych transformacji réznych
mieszancow na podstawie chwilowej ekspresji wprowadzonych genéw — transient
expression. Badali oni efektywno$¢ transformacji dla réznych cisnien gazu w komo-
rze dziala biobalistycznego PDS-1000/He (uzywanego do rozpedzania drobin wol-
framu) oraz réznych odleglosSci miedzy ekranem zatrzymujagcym gaz a bombardo-
wang tkanka (17). Moore i Tripepi na podstawie chwilowej ekspresji genu GUS oce-
niali wptyw warunkéw regeneracji in vitro na efektywnos$¢ transformacji Rhododendron
(21). Knapp i in. badali przydatnos¢ mikrowstrzeliwania u r6zanecznikéw pod ka-
tem produkgcji stabilnych transformantéw. Histochemiczna analiza i metody moleku-
larne potwierdzily obecnos$¢ wprowadzonych genéw u badanych roslin, ich integra-
cje oraz stabilno$¢ w potomstwie rozmnazanym wegetatywnie (18-20) (tab.).
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4. Czynniki wplywajace na efektywno$¢ transformacji

Mozliwosci uzyskiwania transgenicznych r6zanecznikéw na masowa skale sg ograni-
czone, ze wzgledu na niska zdolnos$¢ regeneracji oraz matg liczbe pedéw uzyskiwanych
na transformowanych eksplantatach.

Pavingerova i wsp., prowadzacy badania nad transformacja rézanecznikéw katawbij-
skich, stwierdzili, ze zdolno$¢ regeneracyjna zalezy od genotypu (13). Potwierdzono to
w badaniach innych autoréw dotyczacych transformacji roslin z grupy Rododendron
‘Catawbiense-Hybridum’. Sposrod badanych genotypéw najlepiej regenerowaly rosliny od-
miany ‘Cunningham’s White’ (22). Decydujacy wptyw na przebieg regeneracji ma takze ro-
dzaj uzytego eksplantatu (26). U Rhododendron sp. najczesciej transformowano: fragmenty
lisci, todygi, ogonki liSciowe oraz stozki wzrostu pedu (tab.). W badaniach in vitro dobre
rezultaty uzyskano prowadzac regeneracje z pakow kwiatowych (27), kultur zalgzkow
(28), kalusa (29) i fragmentow lisci (30). Badacze niemieccy obserwowali regeneracje kalu-
sa z eksplantatow lisciowych poddanych transformacji (wydajnosé 1-2%), ale nie uzyskali
prawie w ogdle pedow, podczas gdy w doswiadczeniu kontrolnym regeneracja kalusa
i pedéw z eksplantatow nietransformowanych wynosita 90-100% (23). Inni badacze sto-
sujac eksplantaty liSci r6zanecznikow, uzyskali dla regeneracji posttransformacyjnej
wydajnos¢ 2,9% (15,16). Po transformacji fragmentéw pedu Pavingerova i wsp. ziden-
tyfikowali obecno$¢ genu GUS u 27 roslin sposréod 50 zregenerowanych roslin
(11,13).

Kolejnym waznym czynnikiem wplywajacym na przebieg regeneracji posttransforma-
cyjnej byt skfad pozywki. Do regeneracji transformowanych tkanek rézanecznikow stoso-
wano najczesciej pozywke Andersona z 1984 r. (14,15,17), pozywke Andersona z 1980 r.
z dodatkiem 2iP (6-dimetyloaliloaminopuryna), IAA (kwas indolilo-3-octowy) oraz PVP (po-
liwinylopirolidon), ktore redukowaly negatywny wplyw zwiazkéw fenolowych w czasie
hodowli in vitro (11,13), pozywke dla roslin drzewiastych WPM z dodatkiem 2iP (22). Mo-
ore i Tripepi zaobserwowali, ze ekspresja genu GUS w eksplantatach ré6zanecznikéw re-
generowanych na pozywce z dodatkiem sacharozy bylfa nizsza niz na pozywce bez tego
cukru. Zwiekszong ekspresje genu GUS stwierdzili w eksplantatach inkubowanych przed
transformacja na pozywce regeneracyjnej przez 6-12 dni w ciemnosci (21). Skuteczno$¢
takiej prekultury potwierdzili takze Dunemann i wsp., ktorzy regenerujgc eksplantaty lis-
ciowe przez 1-2 miesigce przed kokultywacjg z Agrobacterium, otrzymali 1-2% stabilnych
transformantow (23).

Do najczesciej stosowanych antybiotykéw selekcyjnych w pracach nad transformacjg
rézanecznikéw nalezaty: kanamycyna, higromycyna, wankomycyna i cefotaxime. Jednak
stosowanie czynnika selekcyjnego bezposrednio po zakonczeniu kokultywacji hamowato
regeneracje roélin. W dotychczas przeprowadzonych badaniach okres miedzy zakaze-
niem a zastosowaniem pozywki selekcyjnej byt r6zny: 24 godziny (11,13), 48 godzin (15),
4 dni (14), 6 tygodni (22).

Duzy wplyw na regeneracje transformowanych tkanek miato stezenie antybiotykow
dodawanych do pozywki selekcyjnej. Niskie stezenie nie eliminowato wszystkich komé-
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rek niestransformowanych (,,uciekinierzy”) (31), podczas gdy wysokie hamowato regene-
racje. Hsia i Korban obserwowali zahamowanie regeneracji z fragmentéw lisci na pozyw-
ce z dodatkiem higromycyny o stezeniu powyzej 5 mg/dm? (17). Pavingerova i in. okreslili
optymalne stezenie kanamycyny jako 100 mg/dm?3 (11).

5. Weryfikacja transgenicznego charakteru roslin

Proces tworzenia GMO nie konczy sie wraz z uzyskaniem zregenerowanych roslin.
Kolejnym waznym etapem prac jest sprawdzenie obecnosci i integragji transgenu z geno-
mem biorcy, ocena przebiegu transkrypgji i ewentualnej translagji. Dlatego wszystkie uzy-
skane w wyniku transformagji rosliny powinny by¢ zbadane nie tylko metoda histoche-
miczna, ale rowniez metodami molekularnymi.

Transformowane rézaneczniki badano najczesciej metoda histochemiczng pozwala-
jaca na ocene ekspresji wprowadzanego genu GUS. Metode te stosowano wyltacznie do
oceny chwilowej ekspresji w warunkach niesprzyjajgcych regeneracji, w celu szybkiego
okreslenia efektywnosci transformacji (17,21). W celu wykrycia wprowadzonego transge-
nu poza metodg histochemiczng w pozostatych badaniach stosowano réowniez techniki
PCR oraz Southern blotting (11,13,14,18,19). Do oceny przebiegu transkrypgji genéw mar-
kerowych i selekcyjnych Mertens i wsp. stosowali metode Northern blotting (16).

Transgeniczne rézaneczniki wykazywaly rézny poziom ekspresji wprowadzonych ge-
néw. Bardzo wysoka byfa ekspresja genu GUS wsrdéd eksplantatow badanych wkroétce po
transformacji (70-100%) (23), podczas gdy po regeneracji uzyskiwano od 1 do 5% stabil-
nych transformantéw (tab.). Pavingerova i wsp. wyttumaczyli to zjawisko powstawaniem
tworéw chimerycznych, ktore poczatkowo wykazuja ekspresje transgenu, ale rozmna-
zane wegetatywnie ,,tracg” wbudowane geny. Ten niekorzystny efekt mozna przezwycie-
zy¢ poprzez transformowanie pojedynczych komoérek roslinnych lub stosowanie wyz-
szych stezen antybiotyku (11).

6. Podsumowanie

Transformacja rodzaju Rhododendron niesie ze soba bardzo duze szanse uzyska-
nia w przyszlosci r6zanecznikéw o pozgdanym pokroju i barwie kwiatéw, odpor-
nych na choroby, szkodniki i niekorzystna temperature. Obecnie giéwnym czynni-
kiem ograniczajgcym zastosowanie tej metody w hodowli r6zanecznikow jest niska
wydajno$¢ procesu transformacji i regeneracji. Ich zoptymalizowanie moze znacz-
nie przyspieszy¢ tradycyjng hodowle, ktéra bedzie wéwczas dysponowac elitarnymi
roslinami o pozadanych cechach.
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