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Transformation of selected genotypes of tomato with A. tumefaciens
Summary

Tomato belongs to important crops widely cultivated ail over the world. It
is also one of the five most popular vegetables grown in Poland. At the same
time, tomato is known to be a model species in modern biology and biotechno-
logy. Since 1985 a lot of reports on tomato transformation with the use ofAgro-
bacterium have been published. Recently, first transgenic varieties of this spe-
cies have also been developed. Flavr Savr™ obtained by Calgene, USA was the
first CLiltivar obtained as a result of genetic engineering, officially registered in
the United States.

In our Department the methods of tomato transformation with Agrobacte-
rium tumefaciens have been adapted and optimised. Numerous transgenic plants
have been obtained, such as commercial varieties (Beta, Potentat), inbred lines
as well as tomato mutants (non-ripening, lateral suppressor). The following genes
were introduced to the above forms: p-glucuronidase reporter gene (gusA),
thaumatin gene (sweet protein), isopentenyl transferase gene (ipt, coding the
key enzyme in cytokinin metabolic pathway) and thus homozygous lines were
developed (T2 generation).

Most recently, attempts have been made to incorporate mgfp5-ER gene co-
ding green fluorescence protein, nucleoprotein (N) gene from tomato spotted
wilt virus (TSWV) and cDNA of putative P450 cytochrome (CYP72) in order to
test gene expression and interaction.
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Grzegorz Bartoszewski i inni

1. Wprowadzenie

Pomidor jest wazna rosling uprawng na $wiecie. W Polsce zalicza sie do grupy
pieciu najwazniejszych warzyw. Pomidor jest réwnoczesnie jednym z podstawo-
wych gatunkéw modelowych we wspdtczesnej biologii i biotechnologii. Trwa pro-
wadzone na duzg skale sekwencjonowanie EST-6w {expressed sequence tags) u pomi-
dora. Ogtoszono juz ponad 65 000 tych sekwencji. Poczawszy od 1985 r. opubliko-
wano wiele prac dotyczacych transformacji pomidora za pomocg Agrobacterium.
W ostatnich latach w uprawie pojawily sie pierwsze transgeniczne odmiany pomido-
ra. Odmiana FlavrSavr™ wytworzona przez kalifornijska firme Calgene byta pierwszg
odmiang rosliny uprawnej otrzymang metodami inzynierii genetycznej, ktéra zo-
stata oficjalnie dopuszczona do uprawy w Stanach Zjednoczonych (1).

2. Materiaty i metody

w Katedrze Genetyki Hodowli i Biotechnologii Ro$lin SGGW zaadaptowano
i zoptymalizowano metodyke regeneracji (2,3), a nastepnie transformacji pomidora
za posrednictwem Agrobacterium tumefaciens (4). Uzyskano liczne transgeniczne ro-
Sliny (5,6).

Do transformacji pomidora wykorzystano nastepujace plazmidy binarne: pBI121
(7), pPRUR528 (8) oraz pHSCKn312 (9). Plazmid pB1121 posiadat w obszarze T-DNA
gen markerowy nptil nadajacy roslinom oporno$¢ na kanamycyne oraz gen reporte-
rowy gusA (uidA) kodujacy p-D-glukuronidaze. Plazmid pRUR528 zostat skonstru-
owany na bazie plazmidu pBI121. R6znit sie tym od pBI121, Ze zamiast sekwencji
kodujgcej gusA posiadat cDNA taumatyny (8). Taumatyna jest naturalnym stodkim
biatkiem wykorzystywanym jako stodzik, wytwarzanym w owocach przez afrykanska
rosline Thaumatococcus daniellii. Plazmid pHSCKn312 posiadat w obszarze T-DNA tak-
ze gen markerowy nptil oraz chimeralny gen hsp70-ipt (9). Konstrukcja hsp70-ipt
skladata sie z promotora genu biatka szoku cieplnego hsp70 z Drosophila melanoga-
ster (hsp70), sekwencji kodujacej enzym transferaze izopentenylowa pochodzaca
z plazmidu Ti (pTIB6S3) A. tumefaciens oraz sygnatu poliadenylacji matej podjednost-
ki karboksylazy RuBP groszku (rbcS 3'). Transferaza izopentenylowa (ipt) jest gtow-
nym enzymem w szlaku metabolicznym syntezy cytokinin typu zeatyny. Dzieki za-
stosowaniu promotora hsp70 w opisanej konstrukcji ekspresja genu ipt powinna za-
chodzi¢ tylko po podwyzszeniu temperatury do okoto 42-45°C, a pojawienie sie
produktow transkrypcji i translacji genu ipt powinno prowadzi¢ do wzmozenia syn-
tezy cytokinin w roslinie.

Wymienione konstrukcje wykorzystano do transformacji 3 réznych genotypow
pomidora: odmiany Beta (odmiana gruntowa, sztywnotodygowa), linii ,Is” (lateral
suppressor, nie wytwarza pedéw bocznych) oraz linii ,,nor” (non-ripening, owoce tej li-
nii nie dojrzewajg).
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3. Wyniki i dyskusja

w wyniku transformacji konstruktem pBIlI21 (7) uzyskano 36 transgenicznych
roslin, w tym 25 transgenicznych roélin odmiany Beta oraz 11 transgenicznych ro-
$lin linii ,,nor”. Tylko 2 rodliny odmiany Beta i 2 rosliny linii ,,nor” wykazywaty eks-
presje p-D-glukuronidazy (GUS) na poziomie pozwalajgcym na histochemiczng wizu-
alizacje jej aktywnosci. W przeprowadzonych analizach wykazano, ze cze$¢ zrege-
nerowanych roélin posiadata zmieniony poziom ptoidalnosci (4,5). Uzyskano ! rosli-
ne tetraploidalng dla odmiany Beta i 5 roslin tetraploidalnych w przypadku linii
,»nor”. W przeprowadzonych analizach molekularnych PGR i Southern biot wykazano,
ze tylko te rosliny, ktére wskazywaty aktywnos¢ GUS posiadaty poprawnie zintegro-
wany transgen - gen gusA. W przypadku pozostatych rodlin doszto do niepopraw-
nej integracji genu gusA badz do rearanzacji transgenu w obszarze tego transgenu.
Nie jest jasne dlaczego tak mato rostin posiadato poprawnie zintegorowany gen
gusA. Dla dwoch roslin odmiany Beta i jednej rosliny linii ,,nor” uzyskano potomstwo
TI, wytypowano homozygotyczne pojedynki i uzyskano homozygotyczne pokolenie
T2.

Przeprowadzone transformacje konstruktem pRUR528 (8) pozwolity na uzyska-
nie 25 transgenicznych roélin, w tym 14 transgenicznych roélin odmiany Beta,
7 transgenicznych roélin linii ,,Is" oraz 4 transgenicznych roélin linii ,,nor”. W wyniku
przeprowadzonej selekcji sposréd tych roslin uzyskano 14 homozygotycznych
transgenicznych linii (T2) w tym 8 dla odmiany Beta, 3 dla linii ,Is” oraz 3 dla linii
»hor”. Wszystkie linie odmiany Beta posiadaty poprawnie zintegrowany chimaralny
gen taumatyny w jednym locus. Uzyskane transgeniczne linie ,,Is” rowniez posiadaty
poprawnie zintegrowany transgen, ale jedna z nich posiadata az 4, a inna 2 miejsca
integracji. Jezeli chodzi o transgeniczne linie ,,nor” to tylko jedna z trzech posiadata
poprawnie zintegrowany transgen. Wszystkie 3 badane linie posiadaty tylko ! miej-
sce integracji. W przeprowadzonych analizach Northern biot oraz Western biot wyka-
zano, ze wprowadzony transgen ulega ekspresji. Linie rdznity sie poziomem ekspre-
sji transgenu. Najnizszy poziom ekspresji na poziomie mRNA w lisciach stwierdzono
w przypadku linii ,Is” posiadajacej 4 miejsca integracji transgenu. Co ciekawe, trans-
geniczne linie ,,nor”, ktére nie posiadaty poprawnie zintegrowanego transgenu cha-
rakteryzowaty sie najwyzszym poziomem mRNA i biatka taumatyny w owocach.

Transformacje z wykorzystaniem konstruktu pHSCKn312 (9) wykonano gtdwnie
na roslinach linii ,,Is" oraz linii ,,nor” i odmiany Beta. Obserwowano, ze efektywno$¢
regeneracji transgenicznych peddw dla linii ,,Is” (linia ta charakteryzuje sie tym, ze
nie wytwarza peddw) jest znacznie wyzsza w poréwnaniu z linig ,,nor” i odmiang
Beta (2,3). jednakze duzo zregenerowanych peddw tracono podczas ukorzeniania
oraz przenoszenia do szklarni ze wzgledu na jednopedowy charakter wzrostu tych
roslin. W wyniku przeprowadzonych eksperymentéw uzyskano okoto 80 transge-
nicznych roslin. Sposrod nich tylko czes¢ wytypowano do dalszych badan i dla 9 ro-
$lin uzyskano homozygotyczne pokolenie T2. Otrzymano 5 transgenicznych linii
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.18, 2 transgeniczne linie ,,nor” oraz 2 transgeniczne linie odmiany Beta. W prze-
prowadzonych analizach molekularnych wykazano, ze 6 sposréd tych linii posiada
poprawnie zintegrowany gen hsp-ipt. Tylko 4 z 8 linii posiadaty pojedyncze miejsce
integracji, pozostate 4 linie posiadaty po 2 miejsca integracji transgenu. Linie te po-
siadaty wprowadzony gen ipt, ktérego ekspresja jest regulowana przez promotor
genu biatka szoku cieplnego hsp70 z muszki owocowej. Tak zatem gen ipt powinien
ulegaé tylko po przejsciu przez rosling stresu cieplnego. W przeprowadzonych ana-
lizach Northern biot wykazano, ze gen ipt ulega ekspresji po potraktowaniu roslin
wysokg temperaturg. Stwierdzono jednak, ze w przypadku jednej z linii gen ipt nie
ulegal w ogdle ekspresji. Okazato sie takze, ze w przypadku 2 linii gen ipt ulegat
ekspresji podczas wzrostu roslin w normalnych, nie stresowych warunkach.

4. Konkluzje i perspektywy

W przeprowadzonych eksperymentach pokazano, ze skuteczno$¢ transformacji
pomidora za posrednictwem A. tumefaciens jest zalezna od wielu czynnikéw. Sg one
zwigzane zaréwno z konstrukcjg genowa wprowadzang do genomu biorcy, jak i z ge-
notypem biorcy. Petna kontrota warunkéw transformacji jest trudna co powoduije,
ze czesto trudno jest powtdrzy¢ udany eksperyment transformacji.

Obecnie trwaja prace nad wprowadzeniem do pomidora genu kodujacego biatko
N wirusa TSWV (nadaje odporno$é na tego wirusa). Uzyskano pierwsze transgenicz-
ne rosliny. Rozpoczeto takze prace nad wprowadzeniem do pomidora genu ko-
dujacego biatko zielonej fluorescencji {mgfp5-ER), oraz ¢cDNA przypuszczalnego cy-
tochromu P450 (CYP72) w celu badania ekspresji i interakcji transgenow.

Praca ta byta wykonywana w ramach grantu KBN 5 PO6A 02511 oraz grantu Il Funduszu M. Skiodow-
skiej-Curie MR/USDA-97-295.
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