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1. Wprowadzenie

omidory naleza do gatunkoéw czesto ulepszanych poprzez transformacje.

Odmiana Flavr Savr™®, otrzymana przez firme Calgene z Kalifornii i do-
puszczona do uprawy w 1994 r., byla pierwsza na Swiecie zalegalizowana
transgeniczng odmiang pomidora (1). Pomidor (Lycopersicon esculentum Mili.)
jest transformowany za pomoca Agrobacterium tumefaciens, chociaz wykorzy-
stuje sie rowniez inne metody, na przyktad elektroporacje i mikrowstrzeliwa-
nie. W pracy zostang omowione czynniki, ktére majg wptyw na efektywnoscé
transformacji pomidora, jak réwniez przyktady zastosowania transformacji w ba-
daniach podstawowych i hodowli.

2. Czynniki wpltywajqgce na efektywnos$¢ transformaciji

Pomidor jest gatunkiem rutynowo wykorzystywanym do transformacji od
czasu opracowania metody transformaciji krgzkéw lisciowych (2) oraz wyko-
rzystania konstruktéw binarnych (3). Ukazato sie wiele prac dotyczacych
metodyki i wskazujacych na czynniki istotne dla efektywnosci transformacji
pomidora (5,6,13-18). Czynniki te mozna podzieli¢ na dotyczace Agrobacte-
rium, dotyczace rosliny oraz interakcji obu tych elementow.

Do czynnikdw zwigzanych z Agrobacterium majacych wplyw na efekty
transformacji zaliczane sg; genotyp uzytego szczepu bakteryjnego, sposob
przygotowania Agrobacterium i gestos¢ inokulum. Bardzo duzy wplyw na
skutecznosc¢ transformacji ma konstrukt bakteryjny. Dotyczy to zaréwno chro-
mosomu bakteryjnego, plazmidu pomocniczego, jak i plazmidu binarnego.
Konstrukty te stajg sie coraz bardziej wyrafinowane i sg ciggle modyfikowane
pod katem przydatnosci w transformacji. Chociaz gtébwnymi czynnikami sg
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plazmidy, jednakze pewne znaczenie ma tez chromosom bakteryjny. Przy-
kladem moga by¢ szczepy, ktére maja zmutowany gen recA i dzieki temu
charakteryzuje sie ograniczong zdolnoscig do rekombinacji, a zatem wiekszg
stabilnoscig plazmidéw wprowadzonych do tego szczepu (4). W transformacii
pomidora wykazano znacznie lepszgq efektywnos¢ przy uzyciu szczepdw nio-
sacych plazmid pomocniczy, sucynamopinowy EHA105, okreslany tez jako
superwirulentny w poréwnaniu z plazmidami oktopinowym i nopalinowym (5).
Obecnie najczesciej wykorzystuje sie w transformaciji plazmidy binarne (fun-
kcje vir i T-DNA sa w ukiadzie trans). Geny markerowe i reporterowe wyko-
rzystywane w transformacji pomidora zestawiono w tabeli 1.

Tabela |

Geny markerowe i reporterowe, ktére wprowadzono do pomidora

Wprowadzony gen markerowy Nazwa skrétowa Zrédio
syntaza nopaliny nos Horsch i wsp., 1985, (2)
fosfotransferaza neomycyny npt2 Horsch i wsp., 1985, (2)
fosfotransferaza higromycyny hpt2 Rudenko i wsp., 1994, (7)
adenyltransferaza spektynomycyny aadA Scofield i wsp., 1994, (8)
acetyltransferaza fosfinotricyny bar de Block i wsp., 1987, (9)
P-D-glukuronidaza gusA (uidA) Comai i wsp., 1990, (10)
lucyferaza lucA Charng i wsp., 1994, (11)
acetyltransferaza chloramfenikolu cat Palm i wsp., 1990, (12)

Do czynnikdw zwigzanych z elementem roslinnym mozna zaliczy¢: genotyp
rosliny, typ i sposéb przygotowania eksplantatéw, zdolnosci do regeneraciji
w warunkach transformacji. W wielu eksperymentach wykazano, ze pewne
genotypy pomidora transformuje sie znacznie skuteczniej od innych. Dzieje
sie tak, dlatego ze poszczegdlne genotypy roéznig sie pomiedzy sobg wrazli-
woscig na stres transformacji, a takze zdolnosciami do regeneracji in vitro.
Juz w pier*fwszych eksperymentach dotyczacych transformacji pomidora,
McCormick i wsp. (6) pokazali, ze r6zne genotypy pomidora réznity sie kom-
petencja do transformaciji.

Do czynnikdbw zwigzanych z interakcjg Agrobacterium — roslina mozna
zaliczy¢: sposo6b inokulaciji, warunki kokuttury, zdolnosci do regeneraciji pe-
déw w warunkach selekcji transgenicznych komérek i eliminacji Agrobacte-
rium. Inokulacja najczesciej polega na umieszczeniu eksplantatow w inoku-
lurn na 10-30 minut.

Najwyzsze efektywnosci transformacji, wyrazone stosunkiem liczby eks-
plantatow wytwarzajacych transgeniczne pedy (ukorzeniajace sie w obecnosci
czynnika selekcyjnego) do liczby inokulowanych eksplantatéw wynosity 70-
100% (14). W innych eksperymentach otrzymywano nizsze efektywnosci: 9%
(5), 8 i 14% zaleznie od genotypu (18). Van Roekel i wsp. (5) podkreslajg.
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ze efektywnosci w przeprowadzonych przez nich transformacjach bardzo réz-
nity sie, chociaz wszystkie transformacje przeprowadzono w Scisle zdefinio-
wanych, takich samych warunkach.

Zregenerowane pedy, ktdére ukorzeniajg sie na pozirwce z czynnikiem se-
lekcyjnym poddawane sg r6znorodnym analizom, ktére pozwalaja blizej cha-
rakteryzowac i selekcjonowac¢ rosliny przydatne do dalszych prac. Pierwsza
analizg jest najczesciej metoda PCR, ktora pozwala na wyeliminowanie pedow
nie posiadajgcych spodziewanej wstawki. Nastepna jest ocena poziomu ploi-
dednosci transformantdw i eliminacja pedéw o zmienionej ploidalnosci. W przy-
padku pomidora czesto duzy udziat stanowig pedy tetraploidalne, a pojawia-
ja sie takze pedy oktoploidalne (17).

Kolejng wazng analizg jest Souihern-blot, pozwalajgcy na stwierdzenie po-
prawnosci integracji i liczby kopii transgenu. Dos¢ 'Czestym bowiem zjawi-
skiem jest niepelna integracja obszaru T-DNA, jak tez rearanzacje obszaru
T-DNA. Z analizy sprzezen przeprowadzonych przez Chyi i wsp. (19) wynika,
ze lokalizacja obszaru T-DNA w genomie pomidora jest losowa. W przypadku
pomidora opisywane sg wprowadzenia od 1 do 6 kopii transgenu (20), jed-
nakze u innych gatunkéw stwierdzano nawet do 20 kopii transgenu w ro-
Slinie (21). Najbardziej przydatne sag rosliny, ktére posiadajg 1 kopie trans-
genu i wykazuja dziedziczenie mendlowskie charakterystyczne dla pojedyn-
Cczego genu.

Kolejng fazg w analizie roslin transgenicznych jest analiza ekspresiji trans-
gendéw. Podstawowa analizg jest Northern-blot, pozwalajacy wykazac¢ ekspresje
transgenu na poziomie mMRNA. Stosowana jest takze metoda RT-PCR. W przy-
padkach, kiedy wprowadzany gen determinuje powstawanie biatka przepro-
wadzana jest analiza na tym poziomie. Moze to by¢ analiza Western-blot lub
test ELISA z wykorzystaniem specyficznych przeciwcial, czy tez oznaczenie
aktywnosci tego biatka lub tez produktéw reakcji enzymatycznej katalizowa-
nej przez nie (o ile jest to mozliwe).

3. Transformacja w badaniach genetycznych i w hodowli

Transformacja za pomoca Agrobacterium nabrata ogromnego znaczenia
zarowno w sferze badan genetycznych, jak i w hodowli nowych odmian po-
midora. Pozwala bowiem na wprowadzenie dowolnego fragmentu DNA do
genomu pomidora o wielkosci 25-30 tysiecy par zasad, co odpowiada mo-
zliwosci wprowadzenia 3-4 gendw jednoczesnie. Ostatnio skonstruowane we-
ktory BIBAC (ang. Binary Bacterial Artificial Chromosome), pozwalajga na prze-
niesienie fragmentdw znacznie wiekszych, rzedu 150 tysiecy par zasad (4).
Regulacja ekspresji transgenéw mozliwa jest dzieki scharakteryzowaniu wielu
sekwencji regulatorowych i potwierdzeniu ich funkcjonowania w pomidorze
(tab. 2).
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Tabela 2

Wybrane sekwencje regulatorowe, ktére byly wprowadzane do réznych form pomidora

Promotor
1
syntazy nopalinowej (nos)

matej podjednostki
karboksylazy RuBP

35S CamMV

syntazy mannopinowej

fragment 1400 par zasad
flankujacy koniec 5 cDNA
LAT59

sekwencji Lat52 kodujacej
biatko podobne do
inhibitora trypsyny typu
Kunitz

genu homologicznego do
dehydrogenazy alkoholowej
adhSa

fragment konca 5 cDNA

genu 9612

sekwencji TPRP-FI

E8 genu oksydazy ACC

genu poligalakturonazy

syntazy malatowej

genu RSI-L

genu HSCS80

ZA POMOCA A. tumefaciens

Specyfika ekspresji/miejsce
2
konstytutywna

konstytutywna, silniejsza
w poréwnaniu
z promotorem nos

konstytutywna, silniejsza
w poréwnaniu
z promotorem nos

konstytutywna silniejsza
w poréwnaniu
z promotorem nos

specyficzna dla pylnikéw
i pytku

pytek i faza kietkowania
pytku

dojrzate pylniki,
niedojrzate nasiona

znamie stupka, stupek

zalgznie

ekspresja specsd'iczna dla
owocow

zewnetrzny i wewnetrzny
perykarp

p6ézna embriogeneza, faza
po kietkowaniu

miejsca inicjacji korzeni
przybyszowych, czapeczka
korzeniowa, tkanka
przewodzaca

wierzchotki pedéw

i korzeni podczas
normalnego wzrostu oraz
pod wpltywem szoku
cieplnego

Pochodzenie
3
A. tumefaciens

soja, groszek,
petunia

wirus mozaiki

kalafiora CaMV

A. tumefaciens

pomidor

pomidor

pomidor

pomidor

pomidor

pomidor

pomidor

rzepak

pomidor

pomidor

Zrodio
4

Horsch i wsp.,
1985, (2)
McCormick
i wsp., 1986,
(6)
de Block
i wsp., 1987,
©)

Comai i wsp.,

1990, (10)
McCormick

i wsp., 1989,
(6)
Muschietti

i wsp., 1994,
(23)
Ingersoll

i wsp., 1994,
(24)

Budelier

i wsp., 1990,
(25)
Martineau

i wsp., 1995,
(26)
Deikman

i wsp., 1992,
27
Montgomery
i wsp.,

1993, (28)
Comai i wsp.,
1992, (29)
Taylor

i Scheuring
1994, (30)

Koning i wsp.,
1992, (31)
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1 2 3 4
genu kodujacego inhibitor podczas zranienia ziemniak Palm i wsp.,
proteinazy IIK 1990, (12)
kwasnej chitjmazy wokot Arabidopsis Samac i wsp.,
nekroz powodowanych thaliana 1991, (32)

przez Altemaria solani
i Phytophthora infestans

genu P-l,3-glukanazy podczas infekcji Nicotiana Ashfleld
Cladosporium fulvum plumbaginifolia i wsp., 1994,
(33)

3.1. Transpozony

Opracowanie skutecznej metodyki transformacji pozwala na wprowadzenie
do pomidora transpozondéw i umozliwia mutageneze transpozonowg. W 1988 r.
Yoder i wsp. (34) wykazali, ze element transpozycyjny Ac z kukurydzy ulega
transpozycji w komdrkach lisci pomidora. Jednoczes$nie nie stwierdzili oni um-
chamiania elementu Ds. W kolejnych pracach dowiedziono jednak, ze element
Ds jest rowniez aktywny, ale tylko w roslinach zawierajgcych Ac (35).

Intensywne badania prowadzone nad transpozycja elementéw Ac i Ds (36-
40), pozwolity na skuteczne zastosowanie mutagenezy transpozonowej do
izolacji genéw. Wykorzystujagc mutageneze transpozonowag sklonowano, zse-
kwencjonowano i poznano strukture waznych genéw: Cf-9 i Cf-2— odporno-
Sci na brunatng zgnilizne pomidora, powodowang przez wybrane izolaty Cla-
dosporium fuluum (41,42), Dwarf— samokonczacy typ wzrostu (43), DCL
zwigzany z rozwojem chloroplastéw (44), Dem zwigzany z defektem zarodka
i merystemu (Carroll i wsp., zgloszone do publikacji). Feebly [Diuaricata)
zwigzany ze sposobem wzrostu (45) i in. Stworzone zostato réwniez podioze
do mutagenezy transpozonowej genow zwigzanych z biosyntezg kwasu abs-
cyzynowego (46).

Bardzo interesujgca strategie mutagenezy transpozonowej genu CJ-9 za-
stosowali Jones i wsp. (41). Wykorzystali oni transgeniczna linie pomidora
z aktarvymymi transpozonami i genem odpornosci Cf-9 oraz transgeniczng linie
wykazujgcag ekspresje genu awirulenciji avr9 z grzyba C. fulvum. Skrzyzowane
linie daly letalne potomstwo. Tylko rosliny z transpozonem w obrebie genu
Cf-9 nie byly letalne.

Peterson i Yoder (47) opisali nowg mutacje pomidora: Mox — gen mody-
fikujacy locus Xa [Xanthophyllic-1), spowodowang transpozonem, objawiajaca
sie zmiennoscig barwy liscia.

Inne wykorzystanie transpozondéw opisuje Goldsbrough i wsp. (48). Ele-
ment Ds zostatl wykorzystany do eliminacji gendw markerowych w transge-
nicznych pomidorach. Strategia autoréw polegata na tym, ze gen markerowy
nptil lub gen reporterowy gus byl umieszczony w obrebie funkcjonujacego
elementu Ds, sprzezonego z sekwencjg transpozazy. Transpozycja obejmo-
wala zatem obok elementu Ds réwniez gen markerowy, znajdujacy sie w ob-
rebie Ds. Chimeryczny transpozon ulegat integracji w réznych miejscach ge-
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nomu. Sprzezenie genu markerowego z pozostala czescia obszaru T-DNA
ulegato rozbiciu. Przenoszony wraz z transpozonem gen markerowy wykazy-
walt rézna site ekspresiji zgleznie od miejsca integraciji. Autorzy przypuszczaja,
ze system ten moze by¢ wykorzystany réwniez do generowania transgenicz-
nych roslin o odpowiednim poziomie ekspresiji transgenu.

3.2. Regulatory transkrypcji

U pomidora znane sag geny kodujgce czynniki transkrypcyjne typu MADS-
box, ktére odgriwajg wazng role m.in. w morfogenezie kwiatu. Mozliwos¢
transformaciji pozwolita blizej je scharakteryzowaé¢. Jednym z gendéw tego
typu jest gen TAG-1, homolog genu AGAMOUS z Arabidopsis thaliana. Wpro-
wadzenie do pomidora tego genu w ukladzie antysensowym, pod kontrolg
promotora 35S CaMV, jak rowniez nadekspresja tego genu — wprowadzenie
w uktadzie sensowym pod kontrolg promotora 35S CaMV, powodowato ho-
meotyczne zmiany morfologii kwiatow. W ukladzie antysensowym preciki byly
przeksztatlcone w ptatki, a stupki w pseudostupki, podczas gdy w ukiadzie
nadekspresji genu TAG-1 dziatki kielicha byly przeksztalcone w liscie, za$s
ptatki korony w sterylne pylniki (49). Innymi genami typu MADS-box u po-
midora sg: gen TM-5 i gen TM-6. Wprowadzenie cDNA tych genéw w uktadzie
.<antysens” pod kontrolg promotorg 35S CaMV pozwolito na okreslenie feno-
typowych konsekwencji ich ,wylaczenia”. Ekspresja antysensowego RNA ge-
nu TM-5 nie spowodowala zmian w czesci wegetatywnej roslin pomidora.
Czeé¢ transgenicznych roslin miata zielone ptatki korony, ktére nie opadaly,
jak roéwniez zielone pylniki, zas stupki byly pokryte wloskami. Wywotane
zmiany nie mialy charaktem homeotycznego. Ekspresja antysensowego RNA
genu TM-6 nie powodowata zasadniczych zmian fenotypowych (50).

Innym typem regulatoréw transkrypcji sg biatka wykazujgce homologie
do onkogendéw z rodziny bialek Myc. Jednym z nich jest biatko kodowane
przez gen delila [del) pochodzacy z Antirrhinum, wplywajacy na zabarwienie
kwiatoéw poprzez regulacje poziomu transkrypcji kilku gendéw stmkturalnych
szlaku syntezy antocjandw. Gen delila zostat wprowadzony pod kontrolg pro-
motora 35S CaMV do pomidora. Konstytutywna ekspresja tego genu spowo-
dowata antocjanowe zabarwienie wiekszosci tkanek wegetatywnych. W kwie-
cie tylko nerwy ptatkéw korony wykazywatly antocjanowe zabarwienie. Miode
owoce nie wykazjrwaly antocjanowego zabarwienia. W zabarwionych tkan-
kach wykazano silnie podwyzszony poziom ekspresji (na poziomie mRNA)
genu reduktazy dihydroflawonolowej i niewiele podwyzszony poziom ekspres;ji
syntazy chalkonowej. Otrzymano takze transgeniczne rosliny, do ktérych wpro-
wadzono chimeryczny gen del z transpozonem Ac. Konstrukcja genu powo-
dowata, ze po wycieciu transpozonu gen del odzyskiwat swg funkcje. Otrzy-
mane rosliny mialy mozaikowe, antocjanowe plamy na liSciach. Sektory an-
tocjanowe byty wyrazne, o réznych ksztattach (51).

W ekspresiji genu Knotted-1 pochodzacego z kukurydzy, zawierajacego ho-
meobox, wykgzano, ze jest to regulator transkrypcji determinujgcy archite-
kture lisci réwniez u pomidora (52).
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3.3. Cechy odpornosci uzyskane w transgenicznych roslinach pomidora

3.3.1. Tolerancja na herbicydy

Mozliwos¢ transformacji pozwolita otrzymac rosliny charakteryzujgce sie
tolerancjag na herbicydy takie jak glufosinat (Basta) i glifosat (Roundup).
Tolerancje na herbicyd Basta otnymano wprowadzajgc do genomu pomidora
gen bar, kodujgcy acetylotransferaze fosfinotricyny (9). Wprowadzenie zmu-
towanego genu aroA (kodujgcego syntaze 5-endopirogrono-szikimo-3-fosfora-
nowa) pozwolito otrzymac rosliny toleraiieyjne na glifosat (14,22).

3.3.2. Odpornosci na wirusy

Pomidor jest rosling porazang przez wiele wiruséw. Zmudne i czesto maio
skuteczne wprowadzanie odpornosci do odmian uprawnych pomidora przy
uzyciu klasycznych metod hodowlanych, spowodowato intensywne prace nad
wytwarzaniem odpornych na wirusy roslin pomidora na drodze inzynierii
genetycznej. Wykorzystane zostaly bardzo r6zne mechanizmy odpornosci na
wirusy (tab. 3). Wprowadzenie genu N, odpornosci na TMV (ang. Tobacco
Mosaic Virus) z tytoniu pozwolifo na otrzymanie roslin pomidora wykazuja-
cych odpornos¢ na tobamowirusy (59). W przeprowadzonych testach poka-
zano, ze otrzymane rosliny wykazywaly odpornos¢ po zainokulowaniu wiru-
sami: TMV izolat Ul, TMV izolat Cg i ToMV (ang. Tomato Mosaic Virus) (59).

3.3.3. Odpornosci na choroby grzybowe i bakteryjne

Transformacja pozwolita na identyfikacje i weryfikacje funkcji genéw od-
pornosci na infekcje bakteryjne i grzybowe pomidora, sklonowanych w wy-
niku mutagenezy transpozonowej lub w oparciu na zageszczonej molekular-
nej mapie genetycznej.

Martin i wsp. (60) wykorzystali transformacje do zidentyfikowania klonu
cDNA niosacego gen odpornosci na chorobe pomidora powodowang .“rzez
bakterie Pseudomonas syringae pv. tomato. Autorzy wyselekcjonowali 2 klony
cDNA: CD 186 i CD 127 wykorzystujagc marker molekularny, sprzezony z ge-
nem odpornosci. Wprowadzenie tych klondéw poprzez transformacje do wra-
zliwego na chorobe powodowang przez bakterie P. syringae pu. tomato ge-
notypu pomidora i analiza odpornosci transgenicznych roslin pozwolity na
wykazanie, ze klon CD 186 niesie gen odpornosci na te chorobe. Po zsekwen-
cjonowaniu klonu zidentyfikowano gen odpornosci Pto. Tymczasem, drugi
klon cDNA — CD 127, wysoce homologiczny do klonu CD 186 i lezagcy w bli-
skim sasiedztwie, nidst gen wrazliwosci na insektycyd fosforoorganiczny
— fenthion (gen Fen). Wprowadzanie tego klonu pod kontrolg promotora
35S CaMV do genotypu odpornego na fenthion, spowodowato, ze otrzymane
rosliny nabyly wrazliwos¢ na insektycyd: wykazywaly nekrotyczne plamy po
spryskaniu insektycydem (61). Podobna strategia zostata wykorzystana pod-
czas identyfikacji genéw znajdujgcych sie w locus Cf-2 (odpornos¢ na bru-
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Tabela 3

Odpornosci na wirusy wytworzone w pomidoi”™~ch z wykorzystaniem transformacji

Wprowadzony gen/pochodzenie Nazwa skrotowa Cecha Zrodio
gen biatka ptaszcza wirusa AM1V-CP odpornos¢ na Turner i wsp.,
mozaiki lucerny AIMV AM1V 1987, (53)
satelitarne sekwencje wirusa cDNA T73- odpornos¢ na CMV Saito i wsp.,
mozaiki ogéorka CMV satRNA 1992, (54)
gen biatka ptaszcza wirusa CP TMV odporno$¢ na Sanders
mozaiki tytoniu TMV i gen CP ToMV TMV i ToMV i wsp., 1992,
biatka plaszcza wirusa mozaiki (55)
pomidora
gen kodujacy biatko N-TSWV odpornos¢ na Kim i wsp.,
nukleokapsydu wirusa TSWV TSWV 1994, (56)
(tomato spotted wilt uinis) Ultzen i wsp.,

1995, (57)
gen kodujacy biatko VI otoczki CP-V1-TYLCV odpornos¢ na Kunik i wsp.,
biatkowej wirusa TYLCV (tomato TYLCV 1994, (58)
yellow leaf curl virus)
gen odpornosci na wirusa N odpornos¢ na Whitham i
mozaiki tytoniu TMV z tytoniu TMV-Ut, TMV-Cg, wsp., 1996,

ToMV (59)

natng zgnilizne powodowang przez niektére izolaty Cladosporiumfulvum). Do
podatnego na infekcje grzybem C. fulvum genotypu pomidora wprowadzono
cztery rézne klony kosmidowe. W przeprowadzonej analizie odpornosci trans-
genicznych roslin wykazano, ze dwa klony nadawaly roslinom pomidora od-
pornos¢ na brunatng zgnilizne, powodowang przez grzyb C. fulvum. W wy-
niku dalszych prac stwierdzono, ze obydwa klony zawieraly r6zne geny od-
pornosci (42). Wykazano zatem, ze w locus Cf-2 znajdujg sie 2 geny odpor-
nosci na brunatng zgnilizne pomidora.

Zaproponowano model systemu nadajgcego odpornos¢ na szerokie spek-
trum choréb (62). System ten oparty jest na otrzymaniu transgenicznych
roslin niosgcych gen Cf-9 pod kontrolg promotora indukowanego przez pa-
togena i gen avr9 pod kontrola konstytutywnego promotora. Gen avr9 po-
chodzi z grzyba C. fulvum i koduje biatko awirulencji Avr9, bedace biatkiem
sygnalnym (Ugand, ktdérego receptorem jest biatko Cf-9). Wykazano, ze eks-
presja tych dwoéch gendw jednoczesnie powoduje reakcje nadwrazliwosci, pro-
wadzaca do lizy komorki zaatakowanej przez patogena (63), a to ogranicza
infekcje. Jednakze warunkiem funkcjonowania takiego ukladu, nadajacego
rostinie odpornos$¢, jest odpowiedni promotor ,reagujacy” na infekcje.

Udato sie otrzymac transgeniczne rosliny pomidora o podwyzszonej od-
pornosci na infekcje Fusanum oxysporum fsp. lycopersicL Do roslin pomi-
dora wprowadzono geny pochodzace z tytoniu, kodujace chitynazy ! i 1l klasy
oraz p-l,3-glukanazy ! i 11 klasy. Jedynie rosliny, ktore wykazywaly ekspresje
chitynazy | klasy i p-1,3-glukanazy | klasy charakteryzowaty sie podwyzszong
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odpornoscia na chorobe powodowana przez grzyb F. oxysporum f.sp. lyco-
persici (64).

3.3.4. Odpornosci no owady

Dzieki poznaniu gendéw pochodzacych z Bacillus thuringiensis, kodujacych
toksyny szkodliwe dla réznych grup owadow, mozliwe bylo otrzymanie po-
midoréw odpornych na niektére owady. Wprowadzono do pomidora rézne
wersje genéw z grupy Bt: CrylA(b), CrylA(c) i CrylC (65-67).

3.4. Cechy dotyczace dojrzewania owocow

W 1988 r. Smith i wsp. (68) wykazali, ze mozliwe jest zahamowanie eks-
presji genu poligalakturonazy (PG) w stabilnie stransformowanych roslinach
pomidora, wykazujacych ekspresje antysensowego RNA genu PG. Strategia
zastosowana przez Smith i wsp. (68) okazata sie bardzo przydatna w bada-
niach dotyczacych dojrzewania owocéw pomidora (79). Z powodzeniem sto-
sowano ja do ,wytaczania” enzymow zwigzanych z metabolizmem Sciany ko-
morkowej, takich jak: wymieniona PG, (68-73), esterazy pektynowe (74,75)
jak réwniez enzymy szlaku syntezy etylenu: oksydaza ACC (77,78) i syntaza
ACC (80) oraz enzymoéw zaangazowanych w s}mteze karotenoidéw — syn-
taza fytoenowa (83). Zastosowanie takiej metodyki pozwolilo tez na ustalenie
i zweryfikowanie funkcji kilku klonéw cDNA specyficznych dla owocéw: TOMI 3
— oksydaza ACC (77) i TOM5 — syntaza fytoenowa (83).

3.4.1. Ingerencja w metabolizm $Sciany komérkowe;j

Poligalakturonaza ma znaczenie w dojrzewaniu owocoéw pomidora. Powo-
duje miekniecie owocow przez czesciowa depolimeiyzacje frakcji pektyn scia-
ny komodrkowej. PG syntetyzowana jest de novo w wyniku nagromadzenia
sie MRNA PG podczas dojrzewania owocéw. Chimeryczny gen skonstruowany
przez Smith i wsp. (68) skiadat sie z promotora 35S CaMV, fragmentu cDNA
PG o dlugosci 730 par zasad, zawierajacego 50 par zasad obszaru nie trans-
krybowanego oraz poczatek transkrybowanej sekwencji i byt zakonczony ter-
minatorem syntazy nopalinowej (nos). Sposrdod transgenicznych roslin zostaly
wybrane 3 rosliny, wykazujace ekspresje antysensowego RNA w lisciach i te
rosliny poddano dalszym analizom. Dwie sposréd nich wykazaly ekspresje
antysensowego RNA w owocach, réwnoczesnie wykazaly one zredukowang
0 90% ekspresje mMRNA endogennej PG. Aktywnos¢ PG w homozygotycznych
roslinach transgenicznych byla zredukowana o 99%. Jednoczes$nie w owo-
cach transgenicznych roslin nie stwierdzono zahamowan w Simtezie likope-
nu. Pomimo ograniczenia akumulacji mRNA PG i redukcji aktywnosci enzy-
mu, réznica w migeknieciu owocoéw transgenicznych w poréwnaniu z dzikimi
byta niewielka. Wprowadzenie genu PG w orientacji sensowej do naturalnego
mutanta pomidora rin, charakteryzujgcego sie brakiem aktywnosci PG w owo-
cach i twardymi owocami, nie spowodowato ich miekniecia podczas dojrze-
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Wania (71). Zahamowanie ekspresji genu PG wplywa jednak istotnie na ja-
kos¢ owocow; sa one bardziej odporne na marszczenie i pekanie podczas
przejrzewania, jak rowniez majg lepsze wilasciwosci przetwodrcze: otrzymuje
sie z nich wiecej koncentratu. Nastepstwem tych eksperymentdéw sg 2 trans-
geniczne odmiany pomidora: FlavrSavr™ (72, 73) i odmiana firmy Zeneca/Pe-
toSeeds (tab. 4).

W metabolizm sciany komodrkowej dojrzewajacych owocéw pomidora zaan-
gazowane sa rowniez esterazy pektynowe (PE). W przeciwienstwie do PG,
ktora jest kodowana przez 1 gen (w owocach wystepuje kilka form PG, naj-
prawdopodobniej efekt obrébki posttranslacyjnej) PE sa kodowane przez ro-
dzine gendw. Wprowadzenie pojedynczego transgenu antysensowej PE nie
pozwala catkowicie zahamowac¢ aktywnosci esteraz pektynowych, jednakze
owoce transgenicznych roslin charakteiyzowaly sie wiekszg zawartoscia su-
chej masy (74).

Seymour i wsp. (76) wykazali, ze za pomoca pojedynczego chimerycznego
transgenu w orientacji sensowej mozna ,wytaczy¢” jednoczesnie, wykorzy-
stujgc zjawisko kosupresji, geny PG i PE. Osiagneli ten efekt dzieki skon-
struowaniu specjalnego chimerycznego genu. Gen ten skladat sie z fragmen-
tu cDNA PG (244 par zasad konca 5' kodujgce 71 aminokwaséw) potgczonego
z fragmentem 1320 par zasad cDNA PE (kodujace petna PE) — obydwa
fragmenty byly w orientacji sensowej, potaczone z promotorem 35S CaMV
i terminatorem syntazy nopalinowej (nos). Transgeniczne rosliny pomidora
wykazywaly konstytutywna ekspresje mRNA transgenu i wysoce ograniczong
ekspresje mRNA PG i mRNA PE, jak tez ograniczong aktywnos¢ tych enzy-
mow w owocach. Jednoczesnie autorzy nie stwierdzili ekspresji transgenu
na poziomie biatka (analiza aktywnosci PE w lisciach).

3.4.2. Ingerencja w metabolizm etylenu

Przeprowadzenie analizy transgenicznych roslin pomidora z antysensowg
sekwencjg klonu TOM 13, specyficznego dla owocéw pozwolito na zidentyfi-
kowanie funkcji kodowanej przez ten klon, a takze na stwierdzenie, ze pro-
dukt klonu TOM13 jest zaangazowany w synteze etylenu (77). W dalszych
pracach, a mianowicie w przeprowadzonej analizie ekspresji tego klonu
w drozdzach i oocytach Xenopus laevis pokazano, ze produktem tego genu
jest oksydaza 1l1l-aminocyklopropano-l-karboksylanu (oksydaza ACC) (78).

Owoce roslin stransformowanych genem oksydazy ACC w ukladzie antysen-
sowym mialy zmieniony fenotyp. Charakteryzowaly sie zmniejszong akumulacjg
likopenu oraz byly bardziej odporne na marszczenie i pekanie podezas przej-
rzewania. Na poziomie molekularnym eharakteiyzowaly sie zmniejszong eks-
presja wielu mRNA eharakteiystycznych dla dojrzewania m.in. syntazy fytoe-
nowej (zaangazowanej w synteze karotenoidow). Owoce zerwane na poczatku
dojrzewania posiadaly lepsze wlasciwosci przechowalnicze. Potraktowane etyle-
nem dojrzeweily, wykazujgc jednak odpornos¢ na marszczenie i pekanie (79).

Innym, gtébwnym enzymem zaangazowanym w synteze etylenu jest syntaza
1-aminocyklopropano-1-karboksylanu (syntaza ACC). Enzym ten jest kodo-
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wany przez rodzine gendw, sposrdod ktoérych dwa sg aktywne podczas doj-
rzewania owocow pomidora — klony cDNA: LE-ACC2 i LE-ACC4. Ekspresja
chimerycznego genu 35SCaMV/ACC2 w orientacji antysensowej ograniczyfa
produkcje etylenu w owocach o 99,5%. Owoce roslin transgenicznych nie
dojrzewaly nawet po 90-120 dni od zapylenia, podczas gdy normalne owoce
dojrzewaly w 48-50 dni od zapylenia. Po potraktowaniu etylenem lub pro-
pylenem owoce roslin transgenicznych dojrzewaty normalnie (80).

Innymi genami, ktére znalazty zastosowanie do obnizania poziomu etylenu
w dojrzewajgcych owocach sg; deaminaza l-aminocyklopropano-I-karboksy-
lanu (deaminaza ACC) i hydrolaza S-adenozylometioniny (hydrolaza SAM).
Deaminaza ACC degraduje ACC do kwasu a-keto-mastowego i zostata wy-
izolowana z bakterii Pseudomonas sp. szczep 6G5. Jej ekspresja w pomidorze
pozwolita na ograniczenie syntezy etylenu o 97%. Owoce transgenicznych
roslin charakteryzowaly sie op6znionym dojrzewaniem i lepszymi wtasciwo-
Sciami przechowalniczymi. Mozna je bylo przechowywac¢ o 6 tygodni diuzej
(81). Hydrolaza SAM zostala wyizolowana z bakteriofaga T3. Wprowadzona
pod kontrolg specyficznego promotora E8 (indukowany przez etylen, specy-
ficzny dla owocow) hamowala synteze etylenu w dojrzewajacych owocach
0 80% (82).

Mutant pomidora Never-ripe [Nr) charakteryzuje sie zahamowaniem doj-
rzewania owocow. Jest to wynikiem braku wrazliwosci na etylen. Wilkinson
1 wsp. (83) wykazali, ze klon cDNA — TXTR-14, wyizolowany z pomidora,
ktéry wykaz}wat podobienstwo do genu ETR-1, pochodzacego z A. thaliana,
kodujgcego receptor etylenu, kosegregowat z locus Nr. Poréwnujac sekwencje
domniemanych biatek ETR-1 i TXTR-14 wykazano ich duze podobienstwo,
za$ wprowadzenie zmutowanej sekwencji TXTR-14 (leucyna zamiast protiny
w pozycji 36 biatka) pod kontrolg promotora 35S CaMV do linii pomidora
wrazliwej na etylen pozwolito uzyskac¢ transgeniczne rosliny, ktdre nie byly
wrazliwe na etylen, wykazujace fenotyp Nr. Potwierdzito to przypuszczenie,
ze mutacja Nr pomidora jest spowodowana zmiana pojedynczego aminokwa-
su w biatku o wysokiej homologii do receptora etylenu ETR-1 z A. thaliana
(83).

3.4.3. Manipulacja syntezq karotenoidéw

Wprowadzenie innego klonu TOMS5 (réwniez specyficzny dla owocow)
w orientacji antysensowej do genomu pomidora pozwolito na potwierdzenie,
ze produkt tego klonu jest zaangazowany w synteze karotenoidéw. Rosliny
transgeniczne charakteryzowaly sie jasnozoitym zabarwieniem platkdw ko-
rony kwiatéw i z6ttymi nie dojrzewajagcymi owocami (84). W przeprowadzo-
nym tescie komptementaciji transgenicznej linii i naturalnego mutanta yellow
flesh o bardzo podobnym fenotypie oraz w dalszych analizach wykazano, ze
produktem tego klonu jest syntaza lytoenowa, jeden z enzymoéw biosyntezy
karotenoidow.
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3.5. Modulacja poziomu auksyn i cytokinin

Zrédiem gendéw zwigzanych z metabolizmem auksyn i cytokinin sg genomy
Agrobacterium twnefaciens i Agrobacterium rhizogenes. Bakterie te posiadaja
plazmidy Ti (A. tumefaciens) i Ri (A. rhizogenes), ktore w obszarach T i R
maja geny, wsrdod ktérych sa geny zwigzane z metabolizmem auksyn i cy-
tokinin. Wiekszos$¢ z nich zidentyfikowano i wykorzystano do transformaciji
pomidora.

3.5.1. Geny Agrobacterium rhizogenes

W obszarze R plazmidu Ri zidentyfikowano m.in. geny rolA, rolB i rolC.
Ich ekspresja powoduje podwyzszenie wrazliwosci tkanki roslinnej na au-
ksyny. Gen rolB koduje (j-glikozydaze, zdolna do hydrolizy indolilo-P-gliko-
zydéw, zas rolC P-glikozydaze cytokininowa, zdolng do hydrolizy N-glikozy-
dow. W eksperymentach przeprowadzonych przez Altvorst i wsp. (85) otrzy-
mane zostaly rosliny pomidorow wykazujace ekspresje gendow: roLA, rolB
i roLABC. Rosliny z wprowadzonym genem rolLA byty bardzo zmienione, miaty
mate ciemnozielone i pomarszczone liscie, wydluzone miedzywezla oraz
w przypadku diploidalnych transformantéw brak wioskéw na todydze. Wy-
twarzaly one bardzo duzo kwiatéw, ale o mniejszych rozmiarach i wykazu-
jacych meska sterylnosé. Rosliny z wprowadzonym genem rolB mialy szersze,
ale kroétsze liscie, nie byly one pomarszczone i wykazywaly ograniczenie do-
minacji wierzchotkowej. Rosliny posiadajgce geny rolABC niewiele réznity sie
fenotypowo od roslin kontrolnych, jednakze miaty zdecydowanie stabiej roz-
winiety system korzeniowy. Wszystkie transgeniczne rosliny wytwarzatly bar-
dzo malo nasion lub tez nie wytwarzaly ich wcale (roLA). Krazki lisciowe
i pytek transgenicznych roslin wykazywaly wiekszg wrazliwos¢ na auksyne
kwas naftylooctowy (NAA).

3.5.2. Geny A. fumefaciens

Bardzo waznym genem jest gen kodujacy transferaze izopentenylowg [ipt).
Produkt tego genu jest zasadniczym enzymem w metabolizmie cytokinin.
Ekspresja genu ipt pod kontrolga promotora specyficznego dla zalazni pozwo-
lita podwyzszy¢ poziom endogennych cytokinin w poczatkowych fazach roz-
woju owocu pomidora. Efektem tego bylo podwyzszenie zawartosci suchej
masy w owocach, jednakze byly one mniejsze. Rosliny transgeniczne zawia-
zywaly wiecej owocow (26). Czes¢ z nich, posiadajacych gen ipt pod kontrolg
promotora 2A11, dojrzewata normalnie, a cze$¢ miata zielone plamy (w ob-
rebie tego samego grona). W wynikach uzyskanych z przeprowadzonej analizy
molekularnej wykazano podwyzszony poziom ipt mRNA w zielonych obsza-
rach w poréwnaniu z czerwong czescig owocu. Dalej analizowano ilosciowo
cytokininy w owocach i stwierdzono, ze czerwone czesci owocu zawieraja
znacznie wiecej cytokinin w poroéwnaniu z czescig zielong. Jednoczesnie za-
uwazono, ze podwyzszony poziom cytokinin w owocach indukowat ekspresje
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mRNA biatek zwigzanych z patogeneza: PR-1, chitynazy i inhibitora metalo-
karboksypeptydazy w lisciach transgenicznych roslin. Po zerwaniu owocow
i kwiatow nie stwierdzono w lisciach podwyzszonego poziomu mRNA wymie-
nionych biatek (86).

Storti i wsp. (87), badajac podatnos¢ transgenicznych linii komérek po-
midora na infekcje Fusanum oxysoporum wykazali, ze transgeniczna linia
kalusowa z wprowadzonymi genami iaaH i ipt charakteryzowala sie wyzszg
zawartosciag kallozy, podwyzszong aktywnoscig peroksydazy i odpornoscig na
kwas fumarowy. W testach wykazano ograniczony rozwdj Fusarium w przy-
padku tej linii. Podobnymi wtasciwosciami charakteryzowata sie linia kalu-
sowa z wprowadzonymi genami iaoH i iaoM, jednakze nie hamowata rozwoju
FusanwTL

Znany jest mutant pomidora lateral suppressor (Is). Charakteryzuje sie
on tym, ze nie wytwarza w ogéle lub wytwarza sporadycznie pedy boczne,
ale tez ma obnizong ptodnosé, zdeformowane korony kwiatéw i mate owoce.
Wykazano takze, ze poziom cytokinin w pedach mutanta Is jest znacznie
obnizony. Groot i wsp. (88) badali wplyw genu ipt (pod kontrola oryginalnego
promotora tego genu) na morfologie mutanta Is. Transgeniczne rosliny wy-
kazywaly duze zréznicowanie morfologiczne i zostaly podzielone na 4 klasy
fenotypowe zaleznie od: dlugosci miedzywe?zli, ograniczenia dominacji wierz-
chotkowej, zmniejszenia powierzchni lisci oraz zaburzen w wytwarzaniu ko-
rzeni. Oprécz tego liscie Il i W klasy transformantéw mialy jasnozielone
zabarwienie. Podwyzszony poziom endogennych cytokinin nie przywrécit mu-
tantowi Is zdolnosci do wytwarzania pedéw bocznych. Autorzy obserwowali
Lsbulwkowate” struktury, zorganizowane histologicznie, w katach lisci.

Gen zwigzany z syntezg auksyn iaoH zostat wykorzystany do selekcji spon-
tanicznych haploidéw pomidora (89) jako dominujacy negatywny marker.
Transgeniczne rosliny z wprowadzonym pod kontrolg oryginalnego promotora
genem nie wykazywaly zmian morfologicznych.

Ciekawym przykladem wykorzystania genéw zwigzanych z syntezg auksyn
jest praca Carmi i wsp. (90). Autorzy wykorzystali promotor genu TPRP-FI
(ang. tomato fruit expressed proline-rich protein) ulegajacy ekspresji w zalgz-
niach i owocach oraz geny iaoH i rolB do wprowadzenia partenokarpii. Trans-
geniczne rosliny wykazujgce ekspresje chimerycznego genu pTPRP-Fl-iaoH
zawigzywaly partenokarpiczne owoce w wykastrowanych kwiatach po potrak-
towaniu prekursorem auksyny (kwasu naftylooctowego, NAA) — amidem
naftylooctowym (NAM). Z kolei transgeniczne rosliny wykazujgce ekspresje
genu pTPRP-FI-roLB wykazywaly fakultatywnag partenokarpie, polegajaca na
tym, ze tylko czes¢ owocoéw zawierata nasiona. Owoce nie byty znieksztalcone
i normalnie dojrzewaly. Efekt ten zostat osiggniety dzieki ,nadwrazliwosci”
na auksyny stymulowanej przez gen rolB. W praktyce ogrodniczej czesto
stosuje sie zabieg harmonizacji — traktowania miodych kwiatdow auksyna,
by zaindukowac¢ rozwdj owocéw. System wykorzystujgcy chimeryczny gen
pTPRP-FI-ro/B nie wymaga traktowania kwiatow auksynami lub ich prekur-
sorami.
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3.6. Metabolizm i transport weglowodanow

Wprowadzanie do pomidora i ekspresja genu syntazy 6-fosfosaeharozy
(limitujgcy enzym w syntezie sacharozy, SPS) pochodzacej z kukurydzy pod
kontrolg promotora matej podjednostki karboksylazy RuBP z tytoniu spowo-
dowalo istotne zmiany w gospodarce weglowodanami (91). Aktywnos¢ endo-
gennej SPS w pomidorze jest regulowana przez Swiatlo. Natomiast rosliny
transgeniczne wykazywaly stalg aktywnos¢ SPS. W roslinach transgenicz-
nych inna byla dystrybucja weglowodanow: zwiekszyta sie akumulacja we-
glowodanéw w pedach, za$ zmniejszyta w korzeniach. Transgeniczne rostiny
wykazujace wysoka aktywnos¢ kukurydzianej SPS miaty wyzszy o 20% wspot-
czynnik fotosyntezy, jednoczesnie nie stwierdzono kosupresiji endogennej SPS
(92).

Innym, limitujgcym synteze skrobi enzymem regulowanym allosterycznie,
jest pirofosforylaza ADP-glukozy (ADPGPP). Do pomidora wprowadzono chi-
meryczny gen skladajacy sie z sekwencji glgC16 (z E. coli) potgczony z se-
kwencjg CTP (fragment matej podjednostki karboksylazy RuBP z Arabidopsis
thaliana), kodujaca peptyd odpowiedzialny za przeniesienie sprzezonego
z nim biatka do chloroplastéw. W lisciach transgenicznych roslin stwierdzo-
no podwyzszong zawartos¢ skrobi. W ekspresji innej formy biatka ADPGPP,
kodowanej przez sekwencje glgC, ktéra wymaga aktsAvatora pokazano, ze po-
mimo ekspresji ADPGPP poziom skrobi w lisciach transgenicznych roslin nie
ulegt zmianie (93).

Wprowadzenie do pomidora genu apoptastowej inwertazy z drozdzy pod
kontrola promotora 35S CaMV miatlo powazne konsekwencje. Otrzymane ro-
Sliny, ktére wykazywaly ekspresje inwertazy miaty silnie zahamowany wzrost,
charakteryzowaty sie zo6ttymi i nekrotycznymi plamami na lisSciach oraz skre-
ceniem lisci. Liscie znajdujgce sie w cieniu nie wykazywaly takich objawdw.
Przetrzymanie tisci przez 24 godziny w ciemnosci prowadzito do zaniku skrobi
w chloroplastach roslin kontrolnych, podczas gdy nie obserwowano tego efektu
u roslin transgenicznych. Przyczyng opisanych zmian fenotypowych transge-
nicznych ros$lin moze by¢ zahamowanie transportu sacharozy z komorek me-
zofilu do floemu poprzez apoplast na skutek hydrolit® sacharozy (94).

3.7. Regulacja innych proceséw

3.7.1. Fitochrom

Wprowadzona do pomidora pod kontrola promotora 35S CaMV sekwencja
cDNA fitochromu owsa ulegata ekspresji i dawala funkcjonujacy, zdolny do
fotokonwersji fitochrom. Fenotyp transgenicznych roslin réznit sie od kon-
troli. Rosliny te byty kartowe, mialy ciemnozielone liscie i owoce, zas$ siewki
pokolenia R1 mialy skrécone hipokotyle i podwyzszong zawartos¢ antocjanéw
(95).
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3,7.2. Biatka o stodkim smaku — nnonelina

Monelina jest bialkiem 100 000 mzy stodszami od sacharozy (molarnie).
Biatko to naturalnie wystepuje w owocach rosliny afrykanskiej Dioscorephyl-
lam cumminsU Diels. i jest heterodimerem. Penarrubia i wsp. (96) otrzymali
transgeniczne rosliny pomidora, do ktérych wprowadzono chimeryczne geny
moneliny. Cze$¢ roslin miata wprowadzong sekwencje moneliny (kodujaca
obydwie podjednostki) pod kontrola konstytutywnego promotora 35S CaMV,
za$ czes¢ miata gen moneliny pod kontrola promotora E8, specyficznego dla
dojrzewajgcych owocoéw i indukowanego przez etylen. Wykazano, ze w przy-
padku genu E8-monelina ekspresja na poziomie biatka zachodzi w dojrze-
wajacych i dojrzalych owocach. W przypadku genu 35S CaMV-monelina nie
stwierdzono wystepowania moneliny w owocach. Potraktowanie etylenem nie-
dojrzatych owocoéw roslin z genem E8-monelina indukowato ekspresje mo-
neliny, tak ze zawartos¢ moneliny w dojrzatych owocach wynosita okoto 0,92%
wszystkich biatek zawartych w owocach. Jest to poziom 10 razy wyzszy od
minimalnego stezenia w roztworze wodnym, ktére jest wykrywane organolep-
tycznie. Autorzy (96) zauwazajg, ze koncentracja biatek stodkosci powinna
by¢ wyzsza od 1%, by mogta wptyna¢ na smak owocow.

3.7.3. Produkcja szczepionki przeciwko wsciekliznie w pomidorze

Produkcja szczepionek przeciwko chorobom ludzkim i chorobom zwierzat
w roslinach jest jednym z bardziej intrygujacych zastosowan biotechnologii.
Jako szczepionka przeciwko wsciekliznie stosowana jest m.in. glikoproteina
wirusa wscieklizny, ktéra podawana doustnie, immunizuje organizm. McGar-
vey i wsp. (97) wytworzyli transgeniczne rosliny pomidora, ktére produkowaty
to biatko. Wprowadzili oni do pomidora za pomoca A. tumejaciens chimery-
czny gen kodujacy glikoproteiny wirusa wscieklizny ze szczepu ERA, wraz
z sekwencjg peptydu sygnalnego pod kontrolg promotora 35S CaMV. Eks-
presje genu zbadano metoda Westem-blot i wykryto 2 biatka o wielkosSci
60 kDa i 62 kDa. Biatko sztucznie namnozonego wirusa miato wielkosé
66 kDa. Autorzy ttumaczag to tym, ze glikozylacja w komoérkach roslinnych
przebiega troche inaczej niz w komoérkach zwierzecych (biatko to ma 3 miej-
sca glikozylacji, a masa biatka, ktére w ogodle nie ulegto glikozylacji zostata
oszacowana na 58,6 kDa). Bialka byty zlokalizowane w aparatach Golgiego,
plazmalemmie i Scianie komoérkowej parenchymy. W ekstrakcie z lisci biatko
to stanowito 0,1-1,0% wszystkich bialek. Prowadzone sg dalsze prace, majace
oszacowacé wiasciwosci immunizacyjne transgenicznych pomidorow.

4. Transgeniczne odmiany pomidora jako przyktad
wykorzystania w hodowli

Pierwszg transgeniczna odmiang rosliny uprawnej, dopuszczong do obro-
tu handlowego w krajach uprzemystowionych byly pomidory Flavr Savr™.

biotechnologia 1 (40) '98
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Zgode na komercjalng sprzedaz i dopuszczenie do spozycia odmiany wydata
w maju 1994 r. FDA (Food and Drug Administration of the Government of
the USA). Sprzedaz owocow rozpoczela sie w tym samym miesigcu. Konsu-
menci pozytywnie zaakceptowali nowe pomidory. Odmiana Flavr Savr™” zo-
stata wytworzona w wyniku transformacji za pomocg A. tumefaciens z wy-
korzystaniem wektora binarnego. Wprowadzono gen poligalakturonazy w ukita-
dzie antysensowym pod kontrolg promotora 35S CaMV z terminatorem syn-
tazy nopalinowej co spowodowato obnizenie poziomu poligalakturonazy, en-
zymu degradujgcego pektyny, a jednoczesnie spowolnienie procesu rozpadu
Scian komérkowych zwigzanych z mieknieciem owocu (72,73).

Z danych opublikowanych przez ISAAA (International Service for the Aqui-
sition of Agri-Biotech Application) (1) wynika, ze aktualnie (1 lipiec 1996 r.)
w Stanach Zjednoczonych zostatlo dopuszczonych do uprawy 5 odmian po-
midora otrzymanych w wyniku transformaciji (tab. 4).

Tabela 4
Odmiany pomidoréw powstate w wyniku transformacji i dopuszczone do sprzedazy
W stanach zjednoczonych, i lipiec 1996 R. (NA PODSTAWIE (I), ZMODYFIKOWANE)

. Zmodyfikowana Rok dopuszczenia . Powierzchnia
Firma . . Nazwa odmiany
cecha (mechanizm) do sprzedazy uprawy*
Calgene opoéznione
dojrzewanie 1994 Flavr Savr ™ okeia 10 000
akrow
(PG antysens)
DNA Plant opo6znione Endl
Technology dojrzewanie 1995 s n eTs,i,\, ?
(syntaza ACC) ummer
Monsanto opo6znione
dojrzewanie 1995 ? ?

(syntaza ACC)

Zeneca/Peto grubsza skorka,

Seeds zmieniona 5 2
zawartos¢ pektyn 1995 ) '
(PG antysens)

Agritope poprawione

: . 1996 ? ?
dojrzewanie

* w stanach Zjednoczonych uprawia sie rocznie ponad 500 000 akréw pomidoréw: 40% do
spozycia w stanie Swiezym, pozostate do przetwoérstwa.

Jezeli chodzi o Europe to odmiany firm Calgene i Zeneca sg w trakcie
procedury' pozwalajgcej na wprowadzenie ich do handlu, zas odmiana firmy
Zeneca/Peto Seeds zostala dopuszczona do sprzedazy w Wielkiej Brytanii,
jednak mozliwa jest tylko sprzedaz importowanych produktéw otrzymanych
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z tej odmiany, podczas gdy nie jest dozwolona jej uprawa w Anglii. Odmiana
Flavr Savrr firmy Calgene zostata réw™niez dopuszczona w 1995 r. do sprze-
dazy w Meksyku. Wiadomo takze, ze od 1994 r. w Chinach sg uprawiane
transgeniczne pomidory z odpornoscig na wirusy, jednakze nie znane sg
blizsze szczegély dotyezace skali produkeji jak i rodzaju odpornosei.

Nie jest jasne dlaezego na lynku amerykanskim nie pojawity sie trans-
geniezne odmiany pomidora z toleraneja na herbieydy (Basta i Roundup),
odpornoscia na wirusy (TMV, ToMV, CMV, TSWV) i owady (odpornos¢ oparta
na genach Bt). Wiadomo, ze firmy biotechnologiczne wytworzyty transgeni-
ezne linie pomidora eharakteryzujgce sie takimi odpomosciami, zas dopu-
szczone do uprawy zostaty inne gatunki niosgee te tub bardzo podobne geny
odpornosci.

5. Perspektywy

Dotychczasowe osiggnieeia zwigzane z transformacja pomidora zaowoco-
waly pierwszymi transgenicznymi odmianami, ktére z powodzeniem sg upra-
wiane w Stanach Zjednoczonych, Meksyku i w Chinaeh. Dopuszezenie do
sprzedazy w Anglii produktéw otrzymanych z owocéw transgenicznych od-
mian pomidora swiadczy o tym, ze wkrétee takze w Europie, mozna spo-
dziewac¢ sie upraw transgenicznych pomidoréw.

Gwaltowny postep biologii molekularnej dostarcza coraz wiekszej wiedzy
dotyczgcej transformaeji, jak tez zasad funkejonowania genomu pomidora.
Aktualnie pojawiaja sie doniesienia na temat nowyeh wektoréw binarnych
oferujacych zupetnie nowe mozliwosci. Skonstruowano wektory binarne, kt6-
re moga przenosi¢ do genomu roslinnego fragmenty DNA o wielkosei kilkuset
tysieey par zasad (4). Oznaeza to mozliwos¢ wprowadzania do roslin klonéw
niosacych cale szlaki metaboliczne, rodziny genéw odpornosci, cechy iloscio-
we (QTL), jak tez konstruowanie bibliotek w tym wektorze, dajgcych mozli-
wos¢ analizy ekspresji klonéw w roslinie. Réwnoezes$nie wyizolowany zostat
i jest charakteryzowany molekularnie pierwszy loeus QTL pomidora (98).
W}imiki badan Mlynarowej i wsp. (99,100) dotyczgaee sekweneji MAR-owyeh
(ang. Matrix Associated Regions) pozwalajg przypuszczac, ze rOwniez w pew-
nym stopniu opanowany zostat mechanizm stabilnej ekspresji transgenow,
eliminujacy efekt pozyciji.

Coraz wiecej gendw, bardzo waznych z punktu widzenia praktycznej ho-
dowli jest poznawanyeh na poziomie molekularnym, poehodzacyeh zaréwno
z pomidora jak tez innych gatunkéw. Mozna spodziewac¢ sie zatem dalszego
postepu w transformacji pomidora, dajgcego zupeilnie nowe mozliwosci do-
skonalenia odmian.
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Tomato transformation with Agrobacterium tumefaciens
Summary

Tomato is one of the model species used for crop transformation. The first transgenic tomato
variety, known as Flavr Savr™, was approved for sale in the USA in 1994. The introduced trait
of this cultivar is delayed ripening. In 1996, its acreage was reported to be 10,000 acres. Another
variety characterised by delayed ripening is Endless Summer™”?, approved in 1995. There are
some other cultivars with new traits, such as thicker skin, altered pectin or resistance to viruses
(TSWV, ToMV) either approved or pending approval. In addition, a wide range of basic research
on tomato transformation has been carried out, including studies on resistance to herbicides,
viruses, fungi, bacteria, insects as well as on altered transcription regulation, ripening, carotenoid
synthesis, level of auxines and cytokinines, carbohydrates, proteins and specific vaccines. Furt-
her improvement of tomato varieties is expected with the use of Agrobacterium tumefaciens.

Key words:
tomato, transformation. Agrobacterium, transgenes, metabolism regulation, resistance, trans-

genic varieties.
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