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sweet pepper

Summary

Plant transformation is a technology widely used in gene functional analysis
and crop improvement. In this article we have attempted to sum up the studies
on plant transformation carried out by the Department of Plant Genetics,
Breeding and Biotechnology, Warsaw University of Life Sciences, pointing out
to recent developments in this field. Efficient Agrobacterium-hased transforma-
tion protocols for cucumber and tomato were established and applied. Several
traits, including fruit taste (thaumatin gene), chilling tolerance (pGT::DHN24),
parthenocarpy (DefH9::iaalVI), and virus resistance (TSWV nucleoprotein gene),
were modified. Transgenic cucumber lines expressing mitochondrially targeted
GFP protein were developed. Sensory evaluation of fruit traits and of unin-
tended effects of cucumber expressing thaumatin gene was made. Cucumber
and tomato transformation was also applied with the aim to carry out gene
functional analysis. Having introduced overexpression, silencing, and promoter
gene constructs, we were able to obtain several transgenic tomato lines. At-
tempts have been made to set up an efficient method of sweet pepper transfor-
mation.

Key words;
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Wybrane aspekty transformacji genetycznej ogérka, pomidora i papryki

1. Wprowadzenie

Znaczenie gospodarcze ogorka jest duze, zarowno w warunkach Polski Jak tez
w wielu innych krajach Swiata. Oczekuje sie, ze biotechnologia przyczyni sie do po-
stepu w uprawie ogdrka i jego wykorzystaniu (1). Szczeg6lnie duze oczekiwania do-
tycza hodowli nowych odmian i nasiennictwa. Podobnie jest z innymi warzywami.
Prace nad transformacjg ogorka i pomidora w Polsce trwajg od 1996 r. i sg prowa-
dzone wylacznie w naszej katedrze. Na poczatku 2000 r. rozpoczeliSmy takze prace
z papryka. W tym artykule przedstawiamy gtéwnie informacje wskazujace na postep
jaki zanotowaliSmy w tym zakresie w naszej jednostce w stosunku do danych
sprzed 4 lat.

2. Haploidy i podwojone haploidy (DH)

Rosliny haploidalne moga stanowi¢ wazny element w strategii uzyskiwania ros-
lin genetycznie zmodyfikowanych, jest kilka warunkow, ktére nalezy spetni¢ aby za-
mierzenie takie byto realne. Podstawowym jest skuteczno$é uzyskiwania haploidow
i metoda regeneracji zapewniajgca wysoki udziat diploidow. U ogérka otrzymujemy
haploidy w wyniku procesu haploidalnej partenogenezy indukowanej zapyleniem
napromieniowanym pyitkiem. Metoda zostata wdrozona w trzech firmach hodowla-
no-nasiennych bedacych spotkami skarbu panstwa (2). Metoda jest doskonalona pod
katem uzyskiwania takiej liczby haploidéw, ktéra bylaby reprezentatywng proba se-
gregujacych gamet, a takze pod wzgledem diagnostyki molekularnej (3). Rozpocze-
to tez prace nad alternatywng metoda otrzymywania haploidow za pomocg kultury
pylnikdw lub uwolnionych mikrospor. Pierwsze wyniki wskazujg na mozliwo$¢ uzy-
skania kalusa i regeneracji roslin w kulturze pylnikéw.

Rosliny haploidalne ogorka mozna zaliczy¢ do stabilnych monoploidéw (n = 7)
i w trakcie ich rozwoju nie zaobserwowano spontanicznej diploidyzacji (4). Koniecz-
ne jest zatem stosowanie zabiegu podwajania liczby genoméw. Skuteczne okazaty
sie dwie metody: 1) bezposrednia regeneracja z mikroskrawkdw juwenilnych lisci
oraz 2) traktowanie kolchicyng stozkéw wzrostu roslin haploidalnych in vitro (5,6).

3. Wartos$é sensoryczna i efekty niezamierzone linii transgenicznych
ogorka z ekspresja genu taumatyny

Wykorzystujac gen kodujacy stodkie biatko taumatyne do transformacji ogérka
(Cucumis sativLis L.) zamierzaliSmy sprawdzi¢ mozliwo$¢ jego ekspresji i uzyskania
stodkiego smaku w roslinach dyniowatych. Linie transgeniczne ogorka z ekspresja
tego genu zostaty uzyskane metoda agrotransformacji (7). Niektére z linii transge-
nicznych zawieraty nowe wiasciwosci nie wynikajace ze sktadu konstrukcji, tak zwa-
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ne efekty niezamierzone (ang. unintended effect). Ich zakres oraz nasilenie byty zroz-
nicowane.

3.1. Warto$¢ sensoryczna owocow

Ocena sensoryczna i analiza skladu aromatow dotyczyta owocow kilku linii
transgenicznych pochodzacych z kilku pokoleh generatywnych. Ocene sensoryczng
przeprowadzity trzy rézne zespoty badawcze (7-9). Niezaleznie od zastosowanej
metody analitycznej, najwyzsza intensywnos¢ stodkiego smaku stwierdzano na ogét
w linii transgenicznej o wysokim stezeniu taumatyny. W niektorych liniach stwier-
dzono takze podwyzszong intensywnos$¢ zapachu $wiezego owocu, badz tez wyczu-
wany byt zapach nie typowy dla ogérka (10). W przeprowadzonej analizie ilosciowej
i jakosciowej zapachowych zwigzkéw lotnych wykazano wystepowanie réznic, wy-
facznie ilosciowych pomiedzy kontrolg i prébami transgenicznymi (9).

Za ksztattowanie aromatu ogérka odpowiedzialnych jest okoto 30 zwigzkéw lot-
nych, z ktérych najwazniejszymi sag (E,Z)-2,6-nonadienal i (E)-2-nonenal (11). Domi-
nujacym ilosciowo zwiazkiem lothym we wszystkich badanych liniach, wiaczajac
kontrole, okazat sie (E,Z)-2,6-nonadienal, zwigzek ktéremu przypisuje sie gtdwna
role w ksztattowaniu aromatu ogorka, jego stezenia w owocach linii transgenicznych
byly kilkakrotnie wyzsze niz w kontroli. Spowodowato to intensywniejszy zapach
owocow linii transgenicznych i moze ttumaczy¢ niskg ocene sensoryczng kontroli (9).

3.2. Efekty niezamierzone

Efekty niezamierzone moga by¢ spowodowane wieloma czynnikami (12). Zmiany
niezamierzone, ktdre wystapity w badanych liniach ogérka nie miaty jednak wptywu
zasadniczego na warto$¢ zywieniowg oraz na wiasciwosci w uprawie polowej. Zmiany
te dotyczyly: 1) zwiekszonej tolerancji na maczniak rzekomy, chorobe wywotywang
przez Pseudoperonospora cubensis (7), 2) struktury i ultrastruktury liscia (13) oraz 3)
sktadu chemicznego owocow i lisci (14,15, Szwacka, dane nie publikowane). W dal-
szych badaniach wykazano, ze warstwy woskow epikutykularnych i $ciany komorek
epidermalnych w lisciach linii transgenicznych sg grubsze niz w kontroli (13). Ponadto
woski linii transgenicznych wyrdzniaty sie inkrustacja, a sciany komorek epidermal-
nych, podobnie jak mezofilowych, zwartg strukturg (13). Wymienione cechy lisci, jak
sie wydaje, mogg przynajmniej czesciowo thumaczy¢ zwiekszong tolerancje na infekcje.

jednym z elementéw oceny efektéw danej modyfikacji genetycznej jest wptyw
roslin zmodyfikowanych na $rodowisko, w tym na organizmy nie docelowe. Prze-
prowadzone badania dotyczyly wystepowania szkodnikow i fauny pozytecznej na
transgenicznych ogérkach z ekspresjg genu taumatyny. Wykazano, ze fitofagi (np.
zmiennik lucernowiec, weciornastek tytoniowiec) zasiedlaty mniej licznie rosliny
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transgeniczne niz kontrolne, natomiast zageszczenie przedstawicieli fauny pozy-
tecznej byto podobne (16).

4. Wykorzystanie biatka dehydrynowego DHN24 do uzyskania ogérka
i pomidora tolerancyjnego na niskie temperatury

Stresy abiotyczne, do ktorych zalicza sie stresy spowodowane suszg, zasoleniem,
wysokg oraz niskg temperaturg sg jedng z gtéwnych przyczyn strat plondw w produk-
cji rolniczej. Stres spowodowany temperaturg ponizej 14°C jest szczegblnie istotny
w przypadku gatunkéw cieptolubnych, do ktérych zalicza sie m.in. ogérek i pomidor.
W ostatnich latach wyizolowano i scharakteryzowano wiele gendw zwigzanych z reak-
cja roslin na chtéd (17). Do oryginalnych polskich osiggnie¢ nalezy wyizolowanie przez
zespo6t prof. T. Rorata gendw kodujacych biatka zwigzane z aklimatyzacja roslin Solanum
sogarandinum Ochoa do niskich temperatur (18,19). W ramach wsp&tpracy KGHiBR
i IGR PAN podjelismy probe wykorzystania genu kodujacego biatko dehydrynowe
DHN24 do uzyskania roslin ogorka oraz pomidora tolerancyjnych na niskie temperatury.

W naszych badaniach wykorzystaliSmy konstrukcje genowa pGT::Dhn24 (20).
Konstrukcja ta skiadata sie z promotora transferazy glukozowej aktywowanego
czynnikami stresowymi (21) oraz sekwencji kodujacej biatko dehydrynowe o masie
24kDa (22). We wstepnych pracach wykonano transformacje linii B ogorka konstruk-
cja pGT::Dhn24 i uzyskano transgeniczne rosliny pochodzace z 5 niezaleznych zda-
rzen transformacyjnych. Na podstawie oceny tolerancji na niskie temperatury roslin
TI wykonanej w warunkach in vitro wykazano, ze rosliny te moga by¢ tolerancyjne
na niskie temperatury (20). W kolejnym doswiadczeniu uzyskano rosliny z 47 nieza-
leznych zdarzen transformacyjnych i wydajno$¢ transformacji 1,6%. W kolejnych eta-
pach pracy wybrano 12 homozygotycznych linii (pokolenie T3) posiadajacych | miej-
sce integracji transgenu. Wykonywana jest obecnie ocena tolerancji tych linii na ni-
skie temperatury (Bartoszewski i wsp., dane nie publikowane).

Konstrukcja pGT::Dhn24 zostata takze wprowadzona do bardzo wczesnej pol-
skiej odmiany gruntowej pomidora ‘Beta 11’. Uzyskano transgeniczne rosliny z pie-
ciu niezaleznych zdarzen transformacyjnych. Z ro$lin tych otrzymano trzy linie z po-
jedynczym miejscem integracji transgenu. Ekspresje transgenu potwierdzono me-
todg RT-PCR (23). Prace te sg kontynuowane.

5. Linie transgeniczne ogorka z biatkiem GFP lokujacym sie
w mitochondriach

Ogorek jest unikatowym gatunkiem ze wzgledu na specyficzng biologie mito-

chondriéw. Genom mitochondrialny og6rka jest jednym z najwiekszych znanych ge-
noméw mitochondrialnych (24), jest dziedziczony ojcowsko (25), a w kulturach
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tkankowych indukowane sg kompleksowe rearanzacje w mtDNA (26,27). W naszej
katedrze uzyskano serie mutantéw mitochondrialnych ogérka nazwanych MSC, jed-
nakze podtoze genetyczne tych mutacji nie jest do konca wyjasnione (28,29). W ce-
lu lepszego zrozumienia mechanizméw zwigzanych z dziedziczeniem i funkcjono-
waniem genomu mitochondrialnego ogérka uzyskalis$my linie transgeniczne z biat-
kiem GFP lokujagcym sie w mitochondriach.

Do transformacji wykorzystano konstrukcje genowa udostepniong przez prof.
M. Hanson (Cornell Univ., USA), skladajaca sie z genu kodujgcego biatko GFP lo-
kujace sie w mitochondriach (coxIV-S65TmGFP4) oraz sekwencji regulatorowej skia-
dajacej sie z podwadjnego promotora 35SCaMV i enhancera AMV (30). tacznie uzy-
skano rosliny pochodzace z 10 niezaleznych zdarzen transformacyjnych. Na podsta-
wie mikroskopii konfokalnej oraz analiz molekularnych potwierdzono, ze biatko
GFP ulegato ekspresji i lokowato sie w mitochondriach (31). Wybrane rosliny krzy-
zowano z mutantem mitochondrialnym MSCIG, co pozwolito uzyska¢ linie MSC16 z biat-
kiem GFP lokujacym sie w mitochondriach. Otrzymane linie B-mtGFP i MSC16-mtGFP
stanowig unikatowy materiat badawczy i moga sta¢ sie liniami modelowymi w bio-
technologii organellarnej ogorka.

6. Cecha partenokarpii w ogérku

Partenokarpia u ogorka nie jest nowg cechg uzytkowa, ale jej uzyskanie na dro-
dze modyfikacji genetycznej mogtoby przynies¢ kilka waznych korzysci. Dlatego
podjelismy probe uzyskania takich roslin wprowadzajac konstrukcje DefH9::iaaM
(32). Wynikiem tych prac byto uzyskanie 9 niezaleznych linii transgenicznych, z kto-
rych 5 bylo tetraploidami, a 4 diploidami. Linie diploidalne wykazywaty wysoki po-
ziom partenokarpii, zarowno w pokoleniu T] jak tez T2 jednoczesnie nie roznity sie
od ro$lin kontrolnych innymi cechami morfologicznymi, chociaz miaty nieco mniej-
sze i bardziej wydtuzone owoce na skutek braku nasion. Ich zdolno$¢ do tworzenia
nasion byta zréznicowana, zawsze nizsza od kontroli (do 50%), nawet po krzyzowa-
niu linii z kontrola (FI). W fazie kultury in vitro zaobserwowalismy wydtuzenie czasu
oraz pojawienie sie wielu nietypowych zarodkéw i pedéw. W efekcie czas potrzeb-
ny do regeneracji roslin wydtuzyt sie o ok. 30% w stosunku do innych konstrukcji
w tej samej odmianie. W wyniku analizy segregacyjnej dwdch diploidalnych linii wy-
kazano jednogenowy charakter dziedziczenia. Istotng réznicg w stosunku do trans-
formacji innymi konstrukcjami byt fakt, ze w tym eksperymencie regeneracja roslin
z kalusa byta znacznie utrudniona, a czas potrzebny do otrzymania roslin gotowych
do wysadzenia w szklarni byt o 30% dtuzszy. Prawdopodobnie byto to przynajmniej
w czesci niezamierzong ekspresjg transgenu, a w efekcie i zwiekszong produkcja
auksyn we wczesnej fazie regeneracji.
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7. Ulepszanie wybranych cech uzytkowych pomidora

Opracowana przez nas metodyka transformacji pomidora jest modyfikacjg meto-
dy Frary i Earle (33) i pozwala uzyskiwac rosliny transgenicznie z efektywnoscig
Srednio od 2 do 6% oszacowang jako udziat eksplantatéw liscieniowych, z ktérych
uzyskuje sie transgeniczne ro$liny Tq. Srednio dla 50-60% uzyskanych ro$lin Tq moz-
liwe jest wyprowadzenie homozygotycznych linii transgenicznych z pojedynczym
miejscem integracji transgenu (Czarny i Bartoszewski, dane nie publikowane). Wyz-
szg efektywnosc¢ transformacji pomidora uzyskiwano stosujgc szczepy/l. tumefaciens
0 umiarkowanej wirulencji takie jak GV3101 czy tez LBA4404 (34).

Podjeto prébe poprawy waloréw smakowych owocéw pomidora przez wprowa-
dzenie do genomu pomidora konstrukcji z genem kodujacym biatko stodkosci tau-
matyne. Konstrukcje te wprowadzono do trzech genotypow pomidora m.in. do linii
nor charakteryzujacej sie silnie op6znionym dojrzewaniem owocOw. Linie z tg muta-
Ccja sa wykorzystywane w hodowli mieszancowej pomidora gdyz pozwalajg na uzy-
skiwanie odmian z owocami o przedtuzonej trwatosci. Dwie z uzyskanych linii wy-
kazywaly ekspresje taumatyny w owocach, a ocena sensoryczna tkanki perykarpu
wykazata charakterystyczny posmak (35).

jedng z waznych choréb wirusowych pomidora jest brazowa plamistos$¢ lisci.
Chorobe te wywotuje tospowirus TSWV. W celu uzyskania odpornosci na te choro-
be wykorzystano konstrukcje genowg z genem kodujacym nukleoproteing N bulgar-
skiego izolatu wirusa TSWV (36). Do transformacji wykorzystano dwie polskie linie
hodowlane i odmiane ‘Potentat’. Uzyskano transgeniczne ro$liny Tq pochodzace
z 12. niezaleznych zdarzen transformacyjnych, z ktérych 7 roslin wytworzyto nasio-
na. Sposrdd tych roélin uzyskano 4 transgeniczne linie, ktére akumulowaty nukle-
oproteine N na stosunkowo niskim poziomie i wykazywatly pewien poziom odpor-
nosci na polski izolat TSWV (37).

8. Wykorzystanie transformacji genetycznej w analizie funkcjonalnej
genow

Transformacja genetyczna jest waznym narzedziem w analizie funkcjonalnej ge-
now. Wykorzystujemy jg zaréwno u ogorka (38) oraz pomidora (39, dane nie publi-
kowane). W ostatnich latach podjeliSmy prébe uzyskania serii transgenicznych linii
pomidora pozwalajagcych na szczeg6towa analize funkcjonalng kilku genéw, ule-
gajacych podwyzszonej ekspresji po zainfekowaniu korzeni pomidora przez matwi-
ka ziemniaczanego Globodera rostochiensis Wolf. (40). Badania takie mogg sie przy-
czyni¢ do opracowania nowych metod walki z tymi pasozytami (41). Wsréd wytypo-
wanych do szczegétowej analizy funkcjonalnej genéw byty m.in. geny kodujace
przypuszczalnie syntaze fiawonolu (FLS) oraz reduktaze dihydroflawonolu (DFR).
Skonstruowano dla tych gendw serie kaset ekspresyjnych pozwalajacych na: | na-
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dekspresje, 2) ukierunkowane wyciszenie genéw oparte na zjawisku interferencji
RNA oraz 3) monitorowanie aktywnosci promotoréw (konstrukcje skiadajace sie
z promotora badanego genu potaczonego z sekwencjg genu reporterowego uidA).
Do transformacji wykorzystano odmiane ‘Moneymaker' podatng na G. rostochiensis.
W wyniku przeprowadzenia serii inokulacji z wykorzystaniem tych konstrukcji uzy-
skano zestawy transgenicznych roslin Tq, a nastepnie transgenicznych linii (pokole-
nie T2), ktdre sa obecnie przedmiotem szczeg6towej analizy (Czarny i wsp., dane
nie publikowane: Dabrowska i wsp., dane nie publikowane).

9. Transformacja genetyczna papryki

Od mniej wiecej dekady prowadzone sg w naszej katedrze takze doswiadczenia
nad opracowaniem metodyki otrzymywania transgenicznej papryki (Capsicum annuum L.).
Papryka okazata sie bardzo trudnym obiektem do transformacji (42). Wskazuja na to
wyniki uzyskiwane przez nasz zespot oraz dane innych autoréw. Trudno jest zrege-
nerowa¢ prawidtowe roéliny z eksplantatbw pochodzacych z miodych siewek,
szczegOlnie po inkubacji z A. tumefaciens czy A. rhizogenes i kulturze na pozywkach
z czynnikiem selekcyjnym. Pojedyncze transgeniczne rosliny czesto zamierajg za-
réwno in vitro jak i ex vitro. W ostatnich latach uzyskalismy pojedyncze rosliny trans-
geniczne papryki w wyniku regeneracji z kalusa indukowanego z eksplantatow lis-
cieniowych.

10. Podsumowanie

KGHIBR dysponuje wydajng metodyka transformacji dwéch waznych gatunkéw
warzyw, pomidora i ogorka. Metody te sa wykorzystywane do badania funkcji ge-
néw oraz otrzymywania linii transgenicznych z okre$lonymi modyfikacjami. W os-
tatnich latach uzyskaliSmy linie transgeniczne ogérka i pomidora z wprowadzonymi
konstrukcjami zawierajgcymi m.in. geny: taumatyny, dehydryny (GT-DHN24), mono-
ksygenazy IAA (Defl9-iaaM), biatka zielonej fluorescencji (GFP) i biatka N wirusa
TSVW. Niektdre z tych linii wykazywaty zmienione wazne cechy uzytkowe. Na po-
trzeby analizy funkcjonalnej uzyskaliSmy szereg transgenicznych linii wykazujacych
nadekspresje, wyciszenie oraz posiadajagcych wprowadzone konstrukcje promoto-
rowe. Zestawy takich linii otrzymalismy m.in. dla gendw kodujacych przypuszczal-
nie syntaze fllawonolu (FLS), reduktaze dihydroflawonolu (DFR) i kilku innych. Zakon-
czylisSmy takze kompleksowe badania nad oceng sensoryczng i efektami niezamie-
rzonymi linii transgenicznych ogoérka wytwarzajacych taumatyne. Podjete zostaly
prace, ktérych celem jest opracowanie metodyki transformacji papryki.

Badania finansowane cze$ciowo z projektéw: N302 003 32/0746, PZB-MNiSW-2/3/2006/3.
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