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Transformacja rzepaku genem reporterowym
kodujacym biatko zielonej fluorescencji
za pomoca Agrobacterium tumefaciens

Agrobacterium tumefaciens-mediated transformation of rapeseed
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Segmenty hypokotyli rzepaku Brassica napus L.
odmiany Bor izolowane z 5-7 dniowych siewek
poddawano transformacji za pomoca Agrobac-
terium tumefaciens ABI zawierajacego plazmid
PMON30069 z genem selekcyjnym fosfotrans-
feraza neomycyny NPTII warunkujacym odpor-
nos¢ na kanamycyng oraz genem kodujacym
biatko zielonej fluorescencji (GFP) pod kontrola
konstytutywnego promotora z wirusa mozaiki
kalafiora P-e35S. Po 24-godzinnej kokulturze
eksplantaty wyktadano na pozywke stymulujaca
tworzenie pedéw (sole MS, witaminy B5, 5 mg/L
AgNO;3, 2 mg/L BAP, 0,5 mg/L ZEA, 0,01 mg/L
GA;). Roéznicujace si¢ pedy przenoszono na
pozywkg elongacyjna (sole MS, witaminy B5).
Pozywka indukujaca tworzenie pedéw oraz elon-
gacyjna zawieraty 20 mg/L kanamycyny jako
czynnika selekcyjnego i 500 mg/L karbenicyliny
hamujacej rozwoj Agrobacterium. Proces trans-
formacji kontrolowano przy pomocy mikros-
kopu fluorescencyjnego. Na podstawie fluores-
cencji w $wietle niebieskim stwierdzono eks-
presjec GFP w 2,3% peddw rzepaku uzyskanych
po transformacji.
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Hypocotyl explants excised from 5-7 day old
seedlings of Brassica napus cv. Bor were
transformed with Agrobacterium tumefaciens strain
ABI containing a binary plasmid pMON30069
with the neomycin phosphotransferase gene
(NPTII) and the green fluorescent protein gene
(GFP) driven by P-e35S promoter from cauliflower
mosaic virus. After 24 h co-incubation with
Agrobacterium the explants were transferred
to the shoot inducing medium (MS salts,
vitamins B5, AgNO; 5 mg/l, BAP 2 mg/l, ZEA
0.5 mg/l, GA; 0.01 mg/l). Shoots regenerated
from hypocotyl calli were transferred to the
elongation medium (MS salts, B5 vitamins).
Shoot inducing medium and elongation medium
contained 20 mg/l kanamycin for selection of
transformed cells and 500 mg/I carbenicillin to
control Agrobacterium growth. Microscopic
evaluation of GFP fluorescence was used to
monitor the transformation. The GFP expression
under blue light was detected in 2.3% of
rapeseed shoots obtained from transformation.
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Wstep

Rzepak jest jedna z najwazniejszych roslin oleistych uprawianych w Polsce
i waznych na $swiecie. Podobnie jak inne rosliny uprawne podlega on ciagtemu
procesowi udoskonalania poprzez prace hodowlane. Metody hodowli tradycyjnej
sa jednak czasochtonne, a proces przenoszenia genéw ograniczony tylko do tych
form, ktére moga sic miedzy soba krzyzowaé. Szereg nowych mozliwosci
stwarzaja kultury in vitro w potaczeniu z technikami transformacji roslin. Metody
te pozwalaja w stosunkowo krotkim czasie otrzymaé rosliny o zmodyfikowanym
genotypie, przy czym wprowadzanie genéw moze odbywaé sie niezaleznie od
stopnia pokrewienstwa miedzy dawca i biorca.

Najczesciej stosowana metoda transformacji roslin z rodzaju Brassica jest
transformacja przy pomocy Agrobacterium tumefaciens zawierajacego wektory
binarne (Radke i in. 1988, De Block i in. 1989, Stefanov iin. 1994, Babic i in.
1998, Zhang i in. 2000). Proces transformacji jest wieloetapowy i kontrolowany
dzieki ekspresji specyficznych genéw w Agrobacterium i w roslinie. W tym
procesie fragment DNA (T-DNA) z wektora binarnego zostaje wbudowany do
genomu roslinnego na drodze niehomologicznej rekombinacji. Wydajnos¢ tego
procesu jest r6zna w zaleznosci od genotypu rosliny, odmiany, wieku, a takze od
rodzaju uzytego eksplantatu (Zhang i in. 1999, Poulsen 1996, Stefanov i in. 1994).
Waznymi parametrami decydujacymi o integracji T-DNA w genomie roslinnym sa
rowniez warunki i czas prowadzenia kokultury oraz wrazliwosé roslin na czynnik
selekcyjny stosowany podczas regeneracji. Uzycie genu selekcyjnego warunku-
jacego odporno$¢ na antybiotyki lub herbicydy pozwala wyeliminowaé wigkszosé
komorek niestransformowanych. Dodatkowo wprowadzenie do wektora genu,
reporterowego, ktérego produkt swiadczy nie tylko o wbudowaniu genu ale takze
0 jego ekspresji, pozwala na monitorowanie procesu transformacji. Jednym z genéw
reporterowych powszechnie uzywanych w transformacji roslin jest gen kodujacy
biatko zielonej fluorescencji (GFP) wyizolowany z Aequorea victoria. Obserwacja
ekspresji tego genu jest mozliwa w czasie naswietlania materiatu roslinnego
Swiattem UV lub niebieskim, ktére wzbudza autooksydacje biatka i jego fluores-
cencje. Detekcja nie wymaga wiec niszczenia tkanki, uzywania substratow i ko-
faktorow reakcji (Chalfie i in. 1994).

Celem niniejszej pracy byto przetestowanie metody transformacji i oceny jej
efektywnosci dla rzepaku ozimego odmiany Bor za pomoca Agrobacterium
tumefaciens zawierajacego plazmid binarny z genem selekcyjnym NPTII oraz
genem GFP pod kontrola konstytutywnego promotora P-e35S.



Transformacja rzepaku genem reporterowym ... 571

Materialy i metody

Nasiona rzepaku rzepaku ozimego (Brassica napus L., odmiana Bor)
sterylizowano 3 minuty w 70% etanolu i 10 minut w 30% handlowym preparacie
podchlorynu sodu. Po sterylizacji nasiona ptukano dwukrotnie sterylna woda
i wyktadano na pozywke PK. Pozywki stosowane w niniejszym doswiadczeniu
(tab. 1) zawieraty sole mineralne MS (Murashige i Skoog 1962) oraz witaminy MS
lub B5 (Gamborg i in. 1968). Po 5-7 dniach kultury hypokotyle siewek cigto na
odcinki o dtugosci 0,5-1 cm. Otrzymane fragmenty hypokotyli przemywano
30 minut pozywka podstawowa PP, a nastepnie przenoszono na pozywke induku-
jaca kalus PIK i wytrzasano przez 24 godziny. Tak przygotowane eksplantaty
poddawano transformacji wedtug procedury opisanej przez Bade i Damma (1995).

Kulture Agrobacterium tumefaciens szczep ABI zaktadano okoto 4 dni przed
transformacja hodujac bakterie na pozywce agarowej LB z antybiotykami (100 mg/L
spectynomycyny, 50 mg/L kanamycyny i 25 mg/L chloramfenikolu). Agrobacterium
zawierato wektor binarny pMON30069, ktérego T-DNA posiada gen selekcyjny
kodujacy fosfotransferaze neomycyny oraz gen reporterowy kodujacy biatko zielonej
fluorescencji (rys. 1). Gen GFP posiada mutacje seryny do treoniny w pozycji 65
i optymalizowane kodony pozwalajace na znacznie wyzsza fluorescencije i ekspresje
u roslin w poréwnaniu do genu GFP formy dzikiej (Sheng-Zhi i in. 1996). Po
dwach dniach pojedyncze kolonie Agrobacterium przenoszono na ptynna pozywke
LB z antybiotykami w celu namnozenia bakterii. Po kolejnych dwéch dniach
wzrostu kulture bakterii wirowano, a osad komérek zawieszano w pozywce PP.

Eksplantaty umieszczano w zawiesinie Agrobacterium na okres 20 minut,
po czym usuwano pozywke PP, z bakteriami a segmenty hypokotyli przemywano
pozywka PIK. Kokulture hypokotyli z Agrobacterium prowadzono na pozywce
PIK delikatnie wytrzasajac. Po 24 godzinach pozywke PIK usuwano, a eksplantaty
przemywano pozywka PM zawierajaca karbenicyling. Przemyte fragmenty
hypokotyli wyktadano na pozywke PIP indukujaca tworzenie pedéw, zawierajaca
20 mg/L kanamycyny oraz 500 mg/L karbenicyliny. Co 2 tygodnie segmenty
przenoszono na $wieza pozywke PIP. Pojawiajace si¢ pedy z lisémi o diugosci
1-2 cm przenoszono na pozywke elongacyjna PE. Po uptywie okoto 2 tygodni
wydtuzone pedy pasazowano na pozywke ukorzeniajaca PU. Kontrole w doswiad-
czeniu stanowity eksplantaty nie infekowane Agrobacterium, ktére wyktadano na
pozywke z czynnikiem selekcyjnym, kanamycyna (kontrola Km®). Réwnolegle
prowadzono ocene zdolnosci regeneracji hypokotyli rzepaku odmiany Bor na
stosowanych pozywkach bez kanamycyny (kontrola Knm).

Otrzymane rosliny analizowano na obecnos¢ biatka zielonej fluorescencji
przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego firmy Zeiss. W tym celu izolowano
epiderme z lisci i obserwowano fluorescencje przy swietle wzbudzenia o dtugosci
fali A 490 nm i nastepnie fotografowano.
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T-DNA zawarte jest miedzy sekwencjami granicznymi oznaczonymi jako RB (sekwencja graniczna
prawa) i LB (sekwencja graniczna lewa); P-NOS-NPTII-NOS3’ — gen fosfotransferazy neomycyny
wraz z promotorem (P-NOS) isekwencja terminacyjna (NOS3’); P-e35S — promotor z wirusa
mosaiki kalafiora, L-GmHSP17.9 — sekwencja liderowa genu HSP17.9 z soi; S65TGFP — gen GFP
z mutacja seryny do treoniny w pozycji 65 zawierajacy intron ST-LS1 z ziemniaka; NOS3" —
sekwencja terminacyjna; Spec/Str — gen odpornosci na spektomycyne i streptomycyne ktory
pozwala na utrzymanie i selekcje plazmidu w E. coli i Agrobacterium; pMB1 — sekwencja warun-
kujaca replikacje wektora w Escherichia coli; oriV — sekwencja warunkujaca replikacje wektora
w Agrobacterium; rop — gen Kkontrolujacy ilos¢ kopii wektora w komérce bakterii. Miejsca cigcia

enzymami restrykcyjnymi Notl, Hindlll, i Ncol sa oznaczone.

The T-DNA region is enclosed between border repeats marked as RB (right border) and LB (left
border); P-NOS-NPTII-NOS3’” — the neomycin phosphotransferase gene flanked by promoter
(P-NOS) and terminator (NOS3’); P-e35S — promoter form cauliflower mosaic virus, L-GmHSP17.9
— a leader from soybean HSP17.9 gene; S65TGFP — the GFP gene with serine 65 to threonine
mutation contains intron ST-LS1 from potato; Spec/Str — a spectinomycin and streptomycin
resistance gene allows the vector to be maintained and selected in E.coli and Agrobacterium: pMB1
— Escherichia coli origin of DNA replication; ori-V — A. tumefaciens origin of DNA replication;
rop — a gene that regulates plasmid copy number in bacterial cells. Restriction enzymes Notl, HindIl1

and Ncol recognition sites are marked.
Rys. 1. Wektor binarny pMON30069 — A binary vector pMON30069



Transformacja rzepaku genem reporterowym ... 573

Tabela 1
Sktad pozywek stosowanych podczas transformacji rzepaku
Composition of the media used in rapeseed transformation
Skiadniki pozywek Pozywki — Media
Media components PK PP PIK | PM | PIP PE PU

Sole — Salts MS MS MS MS MS LMS | %MS
Witaminy — Vitamins MSV B5 B5 B5 B5 ¥%B5 ¥%.B5
Sacharoza — Sucrose % 2 3 3 3 3 1 1
MES 500 500 500 500 500 500 500
Agar g/l 8 8 8 8
pH 58 58 5,8 58 5,8 58 58
AgNO; mg/L 5

ZEA mg/L 0,5

BAP mg/L 2

GA; mg/L 0,01

2,4-D mg/L

Kinetyna — Kinetin mg/L

IBA mg/L 01
Karbenicylina mg/L 500 500

Carbenicillin

Kanamycyna mg/L 20 20 10
Kanomycin

MS  — sole Murashige i Skooga — Murashige and Skoog salt mixture

% MS — potowa soli MS — half-strength MS salts
MSV — witaminy wg Murashige i Skooga (1968) — Murashige and Skoog vitamin mixture

B5 — witaminy B5 wg Gamborga i in. (1968) — Gamborg B5 vitamin mixture
MES — 2-(N-morpholonino)-ethanosulfonic acid
BA  — benzylaminopurine

ZEA — zeatinribioside;

GA; — gibberellic acid;

2,4-D — 2,4-dichlorophenoxyacetic acid
IBA — indole-3-butyric acid

Wyniki i dyskusja

Po uptywie okoto dwoch tygodni od rozpoczecia kultury na fragmentach
hypokotyli nie poddawanych transformacji w miejscach ciecia tworzyta sie tkanka
kalusowa. Pierwsze pedy regenerujace z kalusa rozwijaty si¢ po 3 tygodniach
prowadzenia kultury na pozywce PIP (fot. 1A). Pedy z lis¢mi o diugosci okoto
1 cm odcinano i pasazowano na pozywke elongacyjna PE. Wydajnos¢ procesu
regeneracji okreslono na podstawie liczby uzyskanych peddéw w przeliczeniu na
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wyjsciowa liczbe eksplantatéw uzytych w doswiadczeniu. Wyniosta ona 52% dla
hypokotyli inkubowanych na pozywce kontrolnej bez czynnika selekcyjnego
(kontrola Km") (tab. 2). Tworzenie tkanki kalusowej i regeneracje pedow
obserwowano réwniez na eksplantatach nie infekowanych Agrobacterium hodowa-
nych na pozywce z czynnikiem selekcyjnym (kontrola Km®), jednak wszystkie
pedy po diuzszym okresie kultury bielaty i zamieraty.

Tabela 2
Regeneracja i transformacja eksplantatéw hypokotyli rzepaku odmiany Bor
Regeneration and transformation efficiency of rapeseed cv. Bor from hypocotyl explants

Liczba Eksplantaty Pedy wykazujace
eksplantatow tworzace pedy obecnos¢ GFP
No. of explants | Explants forming shoots | GFP positive shoots
[%] [%]
Kontrola — Control Km~ 150 52,0 -
Kontrola — Control Km* 150 15,3 -
pPMON 30069 630 27,8 23

Hypokotyle po infekcji bakterii regenerowaty ze znacznym opdznieniem
w stosunku do kontroli Km™ (fot. 1B) oraz mniej efektywnie (tab. 2). Obnizenie
wydajnosci regeneracji po transformacji jest czesto obserwowanym efektem.
Przyczyna tego moga by¢ warunki i czas kokultury eksplantatdw z Agrobacterium,
zastosowanie czynnika selekcyjnego w pozywce regeneracyjnej oraz stezenie
uzytej kultury bakteryjnej (Radke i in. 1988, Zhang i in. 1999).

W procesie transformacji duze znaczenie ma szybka i tatwa detekcja komorek
wykazujacych ekspresje wprowadzonego genu. Zastosowanie gendw reporte-
rowych, ktérych produkty mozna wykry¢ réznymi metodami utatwia opracowanie
warunkdéw transformaciji. W wyniku zastosowanej metody otrzymano pedy wyka-
zujace ekspresje wprowadzanego genu GFP. Uzyskana efektywnos¢ transformaciji,
wyrazona liczba peddw, w ktorych stwierdzono obecnos¢ biatka zielonej
fluorescencji w stosunku do wszystkich zregenerowanych pedéw wyniosta 2,3%.
Wydajnosé¢ transformacji byta poréwnywalna do wynikéw otrzymanych przez
innych autordw dla roslin z rodzaju Brassica (Radke i in. 1988, Stefanov i in. 1994,
Dabert i Augustyniak 1997, Zhang i in. 2000). W celu jej zwigkszenia wydtuza si¢
czas inkubacji i kokultury eksplantatéw z Agrobacterium (Radke i in. 1988, Zhang
i in. 2000). Podobny efekt mozna uzyska¢ poprzez obnizenie pH oraz dodanie do
pozywki kokultywacyjnej acetosyringonu. Wzmaga to infekcyjnos¢ bakterii,
a zatem zwieksza szanse otrzymania wiekszej liczby zmienionych genetycznie
roslin (Vernade i in. 1988, Stachel i in. 1986). Transgeniczne pedy nie réznity si¢
morfologicznie od pedéw nie stransformowanych jednak ich rozwdj przebiegat
znacznie wolniej w stosunku do kontroli Km'(fot. 2A, B).
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Fot. 1. Tworzenie kalusa oraz pedéw na pozywce PIP na eksplantatach hypokotyli: A — kontrolnych

(Km"), B — transformowanych — Callus and shoots formation on hypocotyl explants cultured
on PIP medium: A — control (Km™), B — transformed
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Fot. 2. Zregenerowane pedy po 4 tygodniach kultury na pozywce PE: A — kontrolne (Km"),
B — transgeniczne — Regenerated shoots after 4 weeks of culturing on PE medium: A — control
(Km"), B — transgenic

A — zielona fluorescencja biatka GFP w rosli- B — czerwona fluorescencja chlorofilu w roslinie
nie transgenicznej — Green fluorescence in  kontrolnej — chlorophil induced red fluorescence
transgenic plant transformed with GFP cassette  in nontransgenic plant

Fot. 3. Fluorescencja obserwowana po wzbudzeniu $wiattem o diugosci 490 nm — Fluorescence
of epidermal cells from rapeseed leaves
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Na wiekszosci pedéw uzyskanych po transformaciji, poczatkowo zielonych,
po odcigciu i przeniesieniu na pozywke elongacyjna zawierajaca 20 mg/L kanamy-
cyny obserwowano antocjanowe przebarwienia, catkowite bielenie lub czgsciowa
utrate chlorofilu. W sektorach zielonych stwierdzano obecnos¢ biatka GFP, co
mogto swiadczy¢ o chimerycznej naturze niektérych transformantéw. Po przenie-
sieniu takich pedéw na pozywke ukorzeniajaca zawierajaca 10 mg/L kanamycyny
nie obserwowano tworzenia korzeni. Pojawienie sie pedow albinotycznych oraz
chimer sektorialnych odnotowuja réwniez inni autorzy (Starzycki i in. 1997,
Orlikowska i Dyer 1993).

Ekspresje¢ GFP sprawdzano w epidermie lisci i tkankach subepidermalnych
zregenerowanych zielonych pedéw, ktére ukorzeniano na pozywce PU z dodat-
kiem kanamycyny (fot. 3B). Zielona fluorescencja najlepiej byta widoczna
w komorkach szparkowych oraz w epidermie, ze wzgledu na niska zawartos¢
lub brak chlorofilu, ktérego intensywna fluorescencja maskuje fluorescencje GFP.
Niemniej obecnos¢ biatka stwierdzono réwniez w tkankach parenchymatycznych.
Podobne efekty obserwowano w tkankach transgenicznego tytoniu, kukurydzy,
rzodkiewnika (Sheng-zZhi i in. 1996), pszenicy (Kaeppler i in. 2001) i rzepaku
(Halfhill i in. 2001).

Wysoka wydajnos¢ regeneracji rzepaku odmiany Bor otrzymana na pozywce
kontrolnej bez kanamycyny oraz po transformacji z Agrobacterium s$wiadczy,
ze metoda opisana przez Bade i Damm (1995) jest uzyteczna dla tej odmiany.
Jednak niewielka liczba pedéw wykazujacych ekspresje genu GFP wskazuje,
ze zastosowane warunki kokultury i selekcji wymagaja dalszych badan.
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