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1. Wprowadzenie

pracowane w Katedrze Genetyki

Hodowli i Biotechnologii RoSlin
systemy regeneracji u ogorka, zaréwno
z eksplantatow bardzo miodych lisci
(1), z ustalonych kultur zawiesinowych
(2) oraz protoplastéw (3), pozwolity na
przeprowadzenie r6znych doswiadczen
nad optymalizacjg metody transforma-
cji. Przy elektroporacji i mikrowstrze-
liwaniu zastosowano kasety ekspresyj-
ne zawierajgce wylgcznie geny
markerowe (4,5). Natomiast, przy me-
todzie wektorowej zastosowano kasete
zawierajgca gen o znaczeniu uzytko-
wym — cDNA genu taumatyny 1l ko-
dujgcego monomeiyczne biatko (22
kDa), ktére wzbudza szczegbéine zain-
teresowanie ze wzgtedu na wtasciwoscé
wywolywania u czlowieka wrazenia
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Rys. 1. Obszar T-DNA w wektorze pRUR528s; nos p. — promotor genu syntazy nopalinowej;
npt II — sekwencja kodujgca genu neomycynowej fosfotransferazy Il; nos t — terminator genu
syntazy nopalinowej: CaMV 35S — promotor 35S RNA z wirusa CaMV; taumatyna Il — cDNA
genu taumatyny Il.

— sekwencje graniczne.

stodkiego smaku (6). Gen ten ulega ekspresiji wylgcznie w owocu aftykanskiej
rosliny Thaumatococcus danielli, z ktérego zostat otrzymany (7). W kilku pra-
cach wskazano na wystepowanie znaczacej homotogii w sekwencji aminokwa-
sOw taumatyny z biatkami zaangazowanymi w mechanizmach obronnych u ro-
Slin (8-11).

Nasze zainteresowanie wprowadzeniem genu taumatyny do ogorka wynika
z dwoéch powodow. Po pierwsze, zamierzamy sprawdzi¢ mozliwos¢ jego eks-
presji i stodkiego smaku w roslinach dyniowatych. Po drugie, zamierzamy
okresli¢ ewentualny wplyw na odpornos¢ na choroby u ogérka. Praca ta
zawiera doniesienie o uzyskaniu transgenicznych roslin ogérka wykazujacych
ekspresje genu taumatyny Il i jest to pierwsza informacja dla rosliny z ro-
dziny Cucurbitaceae. Ekspresje genu taumatyny Il do tej pory wykazano
u Solarium tuberosum (12).

Doniesienia o genetycznej transformacji ogérka dotyczg zaréwno bezpo-
Sredniego wprowadzania obcego DNA do protoplastéw lub fragmentéw tkanek
(mikrowstrzeliwanie, elektroporacja), jak tez za posrednictwem Agrobacte-
rium. Trzy z nich dotyczyly uzyskania transgenicznych roslin o nowych inte-
resujacych cechach uzytkowych, wskutek wprowadzenia do ich genomu genu
biatka otoczki wirusa CMV oraz genéw kodujgcych enzymy o dzialaniu prze-
ciwgrzybowym (13-15).

2. Wyniki badan nad transformacjq Cucumis sotivus L.

Do wszystkich doswiadczen zastosowano jeden genotyp — linie wsobng
z odmiany Borszczagowski. Eksplantaty pobierano z roslin uprawianych
w kulturze in vitro (3). Do transformacji ogoérka postuzylty nastepujace we-
ktory binarne: [1] pBI121, [2] pPCV6NFHGusInt oraz [3] pRUR528s (rys. 1),
pochodna plazmidu pROK2 (16).

2.1. Bezwektorowa transfekcja fragmentow lisci i protoplastéw

W badaniach podjeto prébe okreslenia optymalnych warunkéw elektro-
poracji protoplastéw, uzyskanych z ptynnej kultury meiysteméw pedowych
(2). Przy wykorzystaniu tej metody i wektora pBl 121 wprowadzono do pro-
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toplastéow Ogérka gen kodujacy P-glukuronidaze (GUS) pod kontrolg promo-
tora 35S CaMV (4). Okreslono parametry elektryczne pozwalajgce na uzy-
skanie najwyzszych poziomoéw ekspresji przejsciowej GUS. Wysokie poziomy
ekspresji przejsciowej biatka reporterawego uzyskiwano w przypadku stoso-
wania, w 10-sekundowych odstepach, trzech impulséw elektrycznych o na-
pieciu wyjsciowym: 250 V - 350 V, powstalych w wyniku roztadowania kon-
densatora o pojemnosci 140 pF. Wazne bylto stezenie roztworu plazmidowego
DNA (50-70 pg/1l) i rownoczesne dodanie 50 pg/l nosnikowego eukariotycz-
nego DNA. Poziom ekspresiji przejsciowej genu (3-glukuronidazy mierzono me-
toda spektrofluorymetryczng (17), po 24 godzinach od zabiegu elektroporacji.
System transformacji bezwektorowej w potgczeniu z wydajnym systemem
bezposredniej regeneracji roslin z protoplastow, jak sie wydaje, moze byc¢
zastosowany do uzyskiwania transgenicznych roslin tego gatunku. Omawia-
ny system regeneracji jest jednak obarczony znaczna zmiennoscig protoklo-
nalng (18).

Inne badania dotyczyly optymalizacji warunkéw promujgcych transfekcje
fragmentéw lisci ogdrka przy wykorzystaniu mikrowstrzeliwania i kasety eks-
presyjnej zawierajaca gen markerowy hpt Il oraz gen reporterowy aid A (5).
Zastosowano linearyzowane DNA plazmidu pPCVGNFHGusInt (C. Koncz,
Max-Planck Institut) i mikronosniki wolframowe, uzyskujac genetycznie
transformowane tkanki nie wykazujgce zdolnosci do morfogenezy. Obecnosé
w nich aktywnej P-glukuronidazy potwierdzono po 48 godzinach, za pomocag
barwienia histochemicznego. Otrzymane zarodki somatyczne nie wykazywalty
ekspresiji genu reporterawego i nie ulegaly konwersji u rostiny.

2.2. Transformacja za posrednictwem Agrobacterium

Z dobrym skutkiem zastosowalismy metode wprowadzania obcych genéw
za posrednictwem A. twnefaciens. Najpierw okreslono czynniki istotnie wpty-
wajgce na wydajnosc¢ transformacji krgzkéw lisciowych C. sativus nierozbro-
jonym wektorem plazmidowym pTiB6S3 (19), za posrednictwem oktopinowego
szczepu A. tumejaciens B6S3. Zawiesine komorek szczepu B6S3 przygotowano
w zmodyfikowanej pozywce 1/2 MS, zawierajacej 1/2 makroelementéw, mi-
kroelementy i witaminy wg Murashige i Skooga (20). Takie postepowanie mia-
to wplyw na kondycje eksplantatu po transformacji. Do kultury tkanek ro-
Slinnych zastosowano pozywki o analogicznym skiadzie, ewentualnie uzupetl-
nione regulatorami wzrostu (0,8 mg/l 2,4-D i 0,4 mg/l 2iP). Innym waznym
czynnikiem byto stezenie bakteriostatykéw podczas selekcji transformantéw
(500 mg/l Carbenicyllin i 300 mg/l Cefatoxime) (21). W optymalnych warun-
kach wydajnos¢ transformaciji, wyrazona stosunkiem liczby eksplantatow two-
rzacych kalus w nieobecnosci hormonalnych regulatoréw wzrostu do liczby
zakazanych eksplantatow, osiggneta 18%. Wyniki transformacji za posrednic-
twem szczepu A. tumejaciens B6S3 potwierdzone zostaty metoda hybrydyzaciji
catkowitego DNA kalusa przy zastosowaniu sondy (fragment DNA o diugosci
7500 pz) odpowiadajacej wprowadzonemu fragmentowi DNA bakteryjnego. Za
pomocg konstrukcji kasety ekspresyjnej zawierajgcego cDNA genu taumatyny
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Il (A. Palucha, IBB PAN, Warszawa) pod kontrolg promotora 35S RNA z wirusa
mozaiki kalafiora (35S CaMV) (rys. 1) zapoczatkowaliSmy prace nad otrzymy-
waniem roslin ogoérka zawierajgcych transgeny o znaczeniu uzytkowym. Usta-
lono czynniki decydujace o wydajnej regeneracji roslin po transformaciji tym
konstruktem genowym za posrednictwem A. tumefaciens (22). Wsréd nich
wyrézniono: 1) poziom regulatoréow wzrostu (1 mg/l 2,4-D oraz | mg/l 2iP)
na etapie wstepne] kultury eksplantatéw i selekcji transformantéw oraz 2)
zastosowanie selekcji dwustopniowej (100 mg/l kanamycyny, a nastepnie
150 mg/l). W wyniku przeprowadzonych dwdch doswiadczen, przy wykorzy-
staniu selekcji dwustopniowej i bezposredniej regeneracji roslin (procedura
1), selekcji jednostopniowej i regeneracji roslin poprzez faze kalusa (procedura
Il A) oraz selekcji dwustopniowej i regeneracji roslin poprzez faze kalusa (pro-
cedura Il B) otrzymano szereg transgenicznych roslin (tab. 1). Do kultury
tkanek i roslin zastosowano pozywki opracowane przez Burze i Malepszego
(). Analiza wybranych transformantdow obejmowata badanie opornosci na
kanamycyne oraz analize hybiydyzacyjng calkowitego DNA, w celu potwier-
dzenia integracji obu transgendéw oraz badanie obecnosci transkryptu genu
taumatyny Il przy wykorzystaniu hybrydyzacji typu Northern. U wiekszosci
przebadanych transformantéw (29/31) potwierdzono wystepowanie aktywnego
genu npt Il. Na pozywce z kanamycynga (100 mg/l) fragmenty lisci tworzyty
kalus tak intensywnie, jak przy braku antybiotyku (fot. 1 i 2).

Tabela 1
Porownanie trzech procedur transformacji fragmentow lisci ogorka
KONSTRUKTEM GENOWYM ZAWIERAJACYM cDNA GENU TAUMATYIVY Il | REGENERACJI ROSLIN

Procedura . . Liczba (%) eksplantatéw, Liczba
. Liczba zakazanych .
transformaciji . z ktéiych zregenerowanych
. - eksplantatow L) L
i regeneracji zregenerowano rosliny roslin
1 138 1 (0,7) 1
A 229 3 (1,3) 11
B 206 8 (3,9 30

Wyniki doswiadczen, w ktorych integracje genu npt Il do genomu ogodrka
potwierdzono przy wykorzystaniu techniki PCR przedstawiono na fotografii
2. Standardowg ilos¢ (100 ng) genomowego DNA lisci roslin transformowa-
nych, izolowanego metodga Dellaporta i in. (23), poddano amplifikacji przez
30 cykli (94/60/72°C), przy uzyciu pary specyficznych starterow, ktorych
sekwencje nukleotydowe — NPI: 5 gaggctattcggctatgactg 3' i NP2: 5
atcgggagcggcgataccgta 3' w peini pokrywaty sie z opublikowanymi przez E.
Becka i in. (24). U wiekszosci przebadanych roslin (9/11) zidentyfikowano
fragment o dlugosci 700 pz, swoisty dla genu npt 11. Natomiast, integracje
cDNA genu taumatyny Il do genomu ogodrka potwierdzono metoda hybrydy-
zacji wedlug Southema. Kolejnym etapem analizy molekularnej transgenicz-
nych roslin ogérka bylo wykazanie ekspresji genu taumatyny 1l na poziomie
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Fot. 2. Produkty amplifikacji fragmentu genu npt Il (700 pz) z genomu roslin transformowa-
nych wektorem pRUR 528s (Sciezki: 2-12); z genomu rosliny nietransformowanej (Sciezka 13)
i z DNA wektora pRUR 528s (Sciezka 14); sciezka 5* — roslina 209; 1 kpz ladder firmy Gibco
— BRL (Sciezka 1).

RNA. Zastosowano catkowite RNA izolowane z mtodych lisci roslin uprawia-
nych w szklarni, a w przypadku jednej rosliny, RNA izolowano z owocu (25).
Prawie wszystkie z analizowanych roslin (10/11) zawieraty mRNA taumatyny
Il, ale poziom ekspresji wprowadzonego transgenu w poszczego6lnych rosli-
nach byt zréznicowany. Sugeruje sige, ze na poziom ekspresji transgenu wply-
wa miejsce jego integraciji (26).

Nalezy stwierdzi¢, ze uzyskane wyniki potwierdzajga przydatnos¢ Agrobac-
tenum jako wektora do transformacji ogoérka i kanamycyny jako markera
selekcyjnego, przeciwnie do genetycyny. We wczesniejszych doswiadcze-
niach wykonanych na fragmentach lisci ogdérka i z wykorzystaniem gene-
tycyny dowiedziono negatywnego wptywu selekcji z uzyciem tego antybiotyku
na morfogeneze materialu roslinnego transformowanego za posrednictwem
A. tumefaciens (27). Wyjasnienia wymaga takze przydatnos¢ higromycyny
jako markera selekcyjnego dla metody transformacji wykorzystujgcej tech-
nike mikrowstrzeliwania.

3. Podsumowanie

z przebadanych sposoboéw transformaciji, tylko w przypadku wektorowej
transformacji i kanamycyny jako markera selekcyjnego uzyskano wiele ptod-
nych transgenicznych roslin ogoérka, zawierajacych gen taumatyny Il. Rosliny
Tq roznity sie nieznacznie morfologig i przebiegiem rozwoju. Dla wybranych
roslin przeprowadzono analize hybrydyzacyjng typu Northern i wykazano.
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u prawie wszystkich obecnos¢ mRNA taumatyny Il, ale poziom ekspresji byt
zréznicowany.

Wykaz stosowanych skrétéw:
2,4-D - kwas 2,4-dichlorofenoksyoctowy, 2iP - 6-(y, y-dimetyloalliloamino)puryna
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Transformation of cucumber Cucumis sativus L.
Summary

Different transformation methods were investigated. However a lot of fertile plants were
obtained only in the case of A. tumefaciens and thaumatin with kanamycin as a selective marker.
Small differences in the plant morphology and development were observed in Tgq generation.
Most of the plants showed the presence of the transgene but the level of mMRNA was different.
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cucumber, transformation, thaumatin, transgenic plants.
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