DEVELOPMENT OF A REGENERATION AND GENETIC TRANSFORMATION
PROTOCOL FOR TOMATO (Solanum lycopersicum L.) cv. Rutgers

DESARROLLO DE UN PROTOCOLO DE REGENERACION Y TRANSFORMACION GENETICA
PARA TOMATE (Solanum lycopersicum L.) cv. Rutgers

Verénica A. Ochoa—]iménezl, Guillermo Berumen-Varelaa, Marisela Rivera—Dominguezz, Reginaldo Béez-Saﬁudol, Rosalba
Troncoso-Rojasl, Martin E. Tiznado-Hernandez'

1Coordinacién de Tecnologia de Alimentos de Origen Vegetal, Centro de Investigacién en
Alimentacién y Desarrollo, A. C. Carretera a la Victoria Km 0.6 83304, Hermosillo, Sonora,
México. (tiznado@ciad.mx). 2Coordinacién de Ciencia de los Alimentos, Centro de Investiga-
cién en Alimentacién y Desarrollo, A. C. Carretera a la Victoria Km 0.6 83304, Hermosillo,
Sonora, México. 3Unidad de Tecnologia de Alimentos-Universidad Auténoma de Nayarit. Ciu-

dad de la Cultura S/N. 63155. Tepic, Nayarit, México.

ABSTRACT

Tomato (Solanum lycopersicum) is important in genetic engineering
because it is a model for fruit postharvest studies. A requirement for
genetic transformation is a protocol to carry out the organogenesis
of transformed explants. However, current protocols of tomato
organogenesis are slow, expensive and time demanding. The
objective of this study was to develop an easy organogenesis
protocol for tomato cv. Rutgers. The hypothesis was that the
organogenesis of tomato using hypocotyl in combination with
an appropriate media and transformation method, reduces the
regeneration time to obtain full developed transgenic plants. The
experimental design included the evaluation of the efficiency
of five different regeneration media and tested in two types of
explant. Organogenesis response of callus, root and shoot tissues
were measured in all treatments. Tomato explants were genetically
transformed by Agrobacterium tumefaciens strain GV3101
infection and biolistic gun at helium pressure of 1200 psi (8.27
MPa), with 900 psi (6.20 MPa) shoot pressure as well as 6 and
9 cm of shooting distance using the vector pBl;,;. The optimal
treatment was the utilization of 9 cm distance along with the other
parameters. Integration of the binary vector was confirmed by PCR
amplification of the 7p#II gene and histochemical GUS staining.
The highest percentage (41.6%) of tomato plants regeneration
was found in the AGK-1 medium: MS 4.3 g L™ " salt, 30 g L ™!
sucrose, 0.5 mgmL ™! IAA, 0.5 mgmL ™" kinetin, 0.1 mgmL ™"
thiamine and 8 g L™ gelrite, tested in hypocotyl explant. In this
medium, shoots and roots were developed at the same time. We
obtained a large percentage of complete tomato transgenic plants

by direct organogenesis from hypocotyls in 10 weeks, which is a
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RESUMEN

En ingenierfa genética, el tomate (jitomate) (Solanum lycopersicum)
es un modelo importante para estudios poscosecha de frutos. Las
transformaciones genéticas requieren protocolos para la organogé-
nesis de los explantes transformados. Sin embargo, los protocolos
actuales para la organogénesis del tomate son lentos, costosos y
toman mucho tiempo. El objetivo de este estudio fue desarro-
llar un protocolo sencillo para la organogénesis del tomate cv.
Rutgers. La hipétesis fue que la organogénesis del tomate a partir
del hipocétilo, junto con un medio y método de transformacién
adecuados, disminuye el tiempo de regeneracién necesario para
obtener plantas transgénicas desarrolladas por completo. El disefio
experimental incluyd la evaluacién de la eficiencia de cinco medios
de regeneracion diferentes probados con dos tipos de explantes.
La respuesta de la organogénesis del tejido calloso, de raiz y tallo
se evalué en todos los tratamientos. La transformacion genética
de los explantes de tomate se realizé mediante la infeccién con la
cepa GV3101 de Agrobacterium tumefaciens. Ademds, se utilizé
un equipo para introducir nanoparticulas con vectores genéticos
(pBI,5; en este caso) en la célula vegetal (biobalistica), por medio
de helio a presién de 8.27 MPa (1200 psi), una presién de eyeccién
de 6.20 MPa (900 libras) y una distancia de disparo de 6 y 9 cm.
El tratamiento éptimo se obtuvo con la distancia de 9 cm junto
con otros pardmetros. La integracion del vector binario se confirmé
mediante la amplificacién por PCR del gen 7p#-1ly la tincién his-
toquimica GUS. El porcentaje mds alto (41.6%) de regeneracién
de plantas de tomate se encontré en el medio AGK-1: 4.3 g L™
de sales MS, 30 g L' de sacarosa, 0.5 mg mL™" de AIA, 0.5 mg
mL ™" de kinetina, 0.1 mg mL ™" de tiaminay 8 g L™ de gelrita,
evaluado en explantes de hipocétilo. En este medio, tallos y raices
se desarrollaron al mismo tiempo. Con la organogénesis directa
a partir del hipocétilo obtuvimos un alto porcentaje de plantas

de tomate transgénicas completas en 10 semanas, un tiempo
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rather short time as compared with previous tomato organogenesis
protocols. These results will be useful for genetic transformations

experiments to obtain stable transgenic tomato lines.

Key words: Solanum lycopersicum, hypocotyl, organogenesis,

biolistic, Agrobacterium tumefaciens, transgenic tomato plants.
INTRODUCTION

omato (Solanum lycopersicum L.) is one of

the most important worldwide crop species

due to its commercial value and it consumed
both fresh and in many processed products. Tomato
is a good model to carry out experiments with DNA
recombinant technology (Wing ez al., 1994) in
particular for research evaluating the genetic alteration
effects on the fruit postharvest development and
physiology. Although there are several protocols to
develop tomato plants by organogenesis available, an
efficient protocol for cv. Rutgers is still lacking.

The most important parameters for tomato plant
organogenesis protocol are the cultivar as well as
the concentration and type of growth regulators
used (Gubis ez al., 2003; Praveen and Rama, 2011).
Moreover, there are other factors, such as explant
and environmental conditions (Bhatia ez 4/, 2004;
Zhang et al., 2012). Protocols for in vitro regeneration
of tomato plants were developed from different
explants through organogenesis (Gerszberg ez al.,
2015), including leaf (Oktem ez al., 1999) and
cotyledon (Van Roekel ez al., 1993)1993 explants.
Besides, Pozueta-Romero ez al. (2001) regenerated
shoots of three tomato cultivars from hypocotyls after
eliminating the primary and axillary meristems. Jabeen
et al. (2005) reported different regeneration capacity
depending on the type of cultivar and explant, and
up to 80% of shoot formation by using shoot tips;
furthermore, the shoot developed into a plant required
a long time and utilization of several media. Gubis ez
al. (2004) developed a tomato regeneration protocol
by modifying the concentrations of zeatin and indole-
3-acetic acid, in which shoot formation required at
least 45 days. Besides, most of the protocols available
for tomato regeneration are specific for tomato cv.
Micro-Tom (Sun et al., 2006; Cruz-Mendivil ez al.,
2011; Guo et al., 2012; Chetty ez al., 2013). To our
knowledge, there is only one published report in which
the in vitro regeneration of cv. Rutgers was carried out

(Lech ez al., 1996).

726 | VOLUMEN 53, NUMERO 5

relativamente corto en comparacién con protocolos anteriores
para la organogénesis en tomate. Estos resultados serdn utiles en
los experimentos de transformacién genética para obtener lineas

estables de tomates transgénicos.

Palabras clave: Solanum lycopersicum, hipocétilo, organogénesis,
biobalistica, Agrobacterium tumefaciens, plantas transgénicas de

tomate.
INTRODUCCION

| tomate (Solanum lycopersicum L.) es uno de los

cultivos mds importantes a nivel mundial debi-

do a su valor comercial; se consume fresco y en
diversos productos procesados. El tomate es un buen
modelo para realizar experimentos con tecnologia de
ADN recombinante (Wing ez al., 1994), en particular
para evaluar los efectos de la alteracién genética en el
desarrollo y fisiologia poscosecha del fruto. Aunque
existen diversos protocolos para desarrollar plantas
de tomate mediante organogénesis, atin no se ha de-
sarrollado un protocolo eficiente para el cv. Rutgers.
Los pardmetros mds importantes para un protocolo
de organogénesis en plantas de tomate son el cul-
tivar, la concentracién y el tipo de reguladores de
crecimiento empleados (Gubis ez /., 2003; Praveen
y Rama, 2011). Ademds, existen otros factores, como
el tipo de explante y las condiciones ambientales
(Bhatia e# al., 2004; Zhang et al., 2012). Existen
protocolos para la regeneracion in vitro de tomate
a través de organogénesis a partir de diferentes ex-
plantes (Gerszberg et al., 2015), foliares (Oktem ez
al., 1999) y cotiledonales (Van Roekel ¢z al., 1993).
Aunado a esto, Pozueta-Romero ez al. (2001) rege-
neraron tallos de tres cultivares de tomate a partir
de hipocétilos después de eliminar los meristemos
primarios y axilares. Jabeen ez a/. (2005) reportaron
capacidad de regeneracién diferente dependiendo
del tipo de cultivar y explante, y una formacién de
tallos de hasta un 80% al utilizar yemas apicales;
asimismo, el desarrollo de una planta a partir del
tallo requirié de un periodo largo de tiempo y del
uso de medios diversos. Gubis§ ez 2/ (2004) desa-
rrollaron un protocolo de regeneracién de tomate
al modificar las concentraciones de zeatina y dcido
3-indolacético, en este protocolo la formacién del
tallo tardé al menos 45 dias. Ademds, la mayoria de
los protocolos disponibles para la regeneracién del
tomate son especificos para el tomate cv. Micro-Tom
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Tomato is one of the most studied vegetables,
but the lack of an efficient organogenesis protocol
for tomato plants is a major problem to create stable
transgenic tomato lines using T-DNA insertional
mutagenesis, such as that for Arabidopsis thaliana
(Herrera-Estrella ez al., 2004). Creation of transgenic
plants is the only scientifically accepted methodology
to prove the function of a protein encoded by a gene
found by in silico analysis.

The most common methods used for efficient
transformation in tomato are Agrobacterium tumefaciens
and biolistic gene gun. In this regard, the development
of a fast and easy protocol for tomato organogenesis
and genetic transformation will help to boost scientific
research using tomato transgenic plants. Based on the
above, the objective of this investigation was to test five
different media on hypocotyl and cotyledons explants
to develop an efficient, novel, fast and inexpensive
tomato organogenesis protocol to create transgenic
tomato plants cv. ‘Rutgers”. The hypothesis states that
it is possible to carry out the organogenesis of isogenic
and transgenic tomato plants from hypocotyl tissue
by using media including plant hormones.

MATERIALS AND METHODS
Plant material

Cotyledons and hypocotyls of tomato cv. Rutgers (S.
lycopersicum L.) were used as a source of explants in this research.
The seeds were disinfected by three methods: 1) Commercial
bleach solution (NaClO) at 2% for 10 min followed by three
washes with sterile distilled water for 2 min each and drying with
sterile filter paper; 2) ethanol solution at 70% for 2 min followed
by NaClO at 2% for 8 min and two washes with sterile distilled
water for 2 min each, and 3) ethanol solution at 70% for 2 min
followed by NaClO at 2% for 10 min and three washes with sterile
water for 2 min each and drying with sterile filter paper. For each
method, a total of 10 magenta boxes with 12 seeds per magenta

were used.
Germination media

The seeds were sown in magenta boxes containing three
germination media: 1) ¥2MS medium, which contains the basal
mixture of Murashige and Skoog 2.15 g Lt salts, 100 mg Lt
myo-inositol, 2 mg Lt thiamine, 0.5 mg L! pyridoxine, 0.5
mg L™ ! nicotinic acid, 10 g L™ 'sucrose and 8 gL_1 gelrite (Frary
and Van-Eck, 2004); 2) KCMS medium, which contains basal

(Sun et al., 2006; Cruz- Mendivil ez al., 2011; Guo et
al., 2012; Chetty ez al., 2013). Hasta donde sabemos,
solo existe un reporte publicado de la regeneracién
in vitro del cv. Rutgers (Lech ez al., 1996).

El tomate es uno de los vegetales mds estudia-
dos, pero la falta de un protocolo de organogénesis
eficiente para las plantas de tomate es un problema
importante en la creacién de lineas estables de toma-
tes transgénicos mediante mutagénesis por insercién
de ADN-T, como es el caso de Arabidopsis thaliana
(Herrera-Estrella ez al., 2004). La creacién de plantas
transgénicas es la inica metodologia cientificamente
aceptada para demostrar la funcién de una proteina
codificada por un gen encontrado mediante andlisis
in silico.

Los métodos mds comtnmente utilizados para la
transformacién eficiente del tomate son infeccién por
Agrobacterium tumefaciens y biobalistica. Por eso, el
desarrollo de un protocolo rdpido y sencillo para la
organogénesis y transformacién genética del tomate
impulsard la investigacion cientifica con plantas de
tomate transgénicas. Con base en los anterior, el ob-
jetivo de esta investigacién fue evaluar cinco medios
diferentes en explantes de hipocétilo y cotiledén para
desarrollar un protocolo eficiente, novedoso, rapido
y econdémico para la organogénesis del tomate y asi
crear plantas de tomate transgénicas cv. *Rutgers”. La
hipétesis establece que es posible realizar la organogé-
nesis de plantas de tomate isogénicas y transgénicas a
partir del tejido del hipocétilo con el uso de medios
con hormonas vegetales.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Cotiledones e hipocétilos de tomate cv. Rutgers (S.
lycopersicum L.) se usaron en esta investigacién para obtener
explantes. Las semillas se desinfectaron con tres métodos: 1)
Solucién de cloro comercial (NaClO) al 2% durante 10 min
seguido de tres lavados con agua destilada estéril durante
2 min cada uno y secado con papel filtro estéril; 2) solucién de
etanol al 70% durante 2 min seguida de cloro comercial al 2%
durante 8 min y dos lavados con agua destilada estéril durante
2 min cada uno, y 3) solucién de etanol al 70% durante 2 min
seguida de cloro comercial al 2% durante 10 min y tres lavados
con agua estéril durante 2 min cada uno y secado con un papel
filtro estéril. Para cada método, se utilizé un total de 10 cajas

magenta con 12 semillas por caja.

OCHOA-JIMENEZ et al. 727



AGROCIENCIA, 1 de julio - 15 de agosto, 2019

mixture of MS 4.3 g Lt salts, 100 mg L7t myo-inositol, 200
mg L ™! potassium phosphate monobasic, 1 mgL ™" thiamine,
1 mg L7t 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D), 1 mg Lt
kinetin, 30 g L™ ! sucrose and 5.2 g L! gelrite (Frary and
Van-Eck, 2004); and 3) MS1X-NT1 medium, which contains
basal mixture of MS 4.3 g Lt salts, 100 mg L! myo-inositol,
2 mg L7t thiamine, 0.2 mg Lt 2,4-D, 180 mg Lt potassium
phosphate monobasic, 30 g ™! sucrose and 8 g ™! gelrite.

The last media is a modification of the NT1 media reported
by (Frary and Van-Eck, 2004), with the addition of the 2,4 D in
this work.

The pH of all media was adjusted to 5.8 with KOH 0.1 N
and autoclaved. The seeds were grown in a chamber at 25 °C with
a photoperiod of 16:8 light:dark. Hypocotyls with the size of 10
cm and cotyledons explants of all media from 7-8 d old tomato

seedlings growing in vitro were aseptically removed.
Organogenesis culture media

We developed media AGK-1 to evaluate the morphogenic

response and compare it with four media, as shown below:

BIK Medium: Basal mixture of MS 4.3 g Lt salts, 30 g Lt
sucrose, 8 g Lt gelrite, 1 mg L™! indol-3-acetic acid (IAA),
4 mgL ™" kinetin and 5 mg L ™" benzyl aminopurine, as reported
by Cortina and Culidfiez-Macia (2004) with the modification of
kinetin addition.

27 Medium: Basal mixture of MS 4.3 gL_1 salts, 20 g Lt
sucrose, 5.2 gL_1 gelrite, 100 mg Lt myo-inositol, 2 mg Lt
zeatin and mixture of Nitsch vitamins (0.5 mg mL™! thiamine
HCI, 2 mg mL~! glycine, 5 mg mL ™! nicotinic acid, 0.5 mg mL ™!
pyridoxine HCI, 0.5 mg mL ™! folic acid, 0.05 mg mL ™! biotin
and 10 mg mL ™" myo-inositol) (Frary and Van-Eck, 2004).

RM1-Z Medium: Basal mixture of MS 4.3 gL_1 salts, 30 g
Lt sucrose, 8 gL_1 gelrite, 0.5 mg Lt IAA, 0.5 mg L™ zeatin
and 0.1 mg L™ ! thiamine (Cortina and Culidfiez-Macia, 2004).

RM1-Dr Medium: Basal mixture of MS 4.3 g Lt salts,
30 gL_1 sucrose, 8 gL_I gelrite, 0.5 mg Lt IAA, 0.5 mg L7t
zeatin and mixture of Nitsch vitamins (0.5 mg mL ™! thiamine
HCI, 2 mg mL™! glycine, 5 mg mL ™! nicotinic acid, 0.5 mg
mL~! pyridoxine HCI, 0.5 mg mL ™! folic acid, 0.05 mg mL~!
biotin and 10 mg mL ™" myo-inositol), as reported by Cortina
and Culidfiez-Macia (2004) with the modification of Nitsch
vitamins addition.

AGK-1 Medium: Basal mixture of MS 4.3 gL_1 salts, 30 g
Lt sucrose, 8 gL_1 gelrite, 0.5 mg Lt IAA, 0.5 mg L™ kinetin
and 0.1 mg L™ ! thiamine HCL.

The pH of all media was adjusted to 5.8 with 0.1 N KOH

prior to autoclaving.
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Medios para germinacién

Las semillas se sembraron en cajas magenta con tres medios
de germinacién: 1) Medio %2MS, que contiene la mezcla basal de
2.15 g L ™! de sales de Murashige y Skoog, 100 mg L™ de myo-
inositol, 2 mg L7 de tiamina, 0.5 mg L™ ' de piridoxina, 0.5 mg
L™ de 4cido nicotinico, 10 g L™ ! de sacarosa y8g L™ de gelrita
(Frary y Van-Eck, 2004); 2) medio KCMS, que contiene la mezcla
basal de4.3 g L™ de sales de Murashige y Skoog, 100 mg L™ de
myo-inositol, 200 mg L™! de fosfato de potasio monobdsico, 1
mg L7 ' de tiamina, 1 mg L' de 4cido 2,4-diclorofenoxiacético
(2,4-D), 1 mg L7 de kinetina, 30 g L™ de sacarosa y52g Lt
de gelrita (Fray y Van-Eck, 2004); y 3) medio MSIX-NTT1, que
contiene la mezcla basal de 4.3 g L™" de sales de Murashige y
Skoog, 100 mg L™ ' de myo-inositol, 2 mg L™ ' de tiamina, 0.2
mg L™ de 2,4-D, 180 mg L™ " de fosfato de potasio monobdsico,
30 g L' de sacarosay 8 g L ™! de gelrita.

El tltimo medio es la modificacién para esta investigacion,
del medio NTT1 reportado por (Frary y Van-Eck, 2004), con la
adicién de 2,4 D.

El pH de todos los medios se ajusté a 5.8 con KOH 0.1 Ny se
esterilizaron en autoclave. Las semillas crecieron en una cimara a
25 °C con un fotoperiodo de 16:8 horas luz: oscuridad. Hipocétilos
de 10 cm y los explantes cotiledonales de pldntulas de tomate de
7-8 d de edad cultivadas in vitro se retiraron de manera aséptica

de todos los medios.
Medios para organogénesis

Desarrollamos el medio AGK-1 para evaluar la respuesta
morfogénica y compararla con los cuatro medios descritos a

continuacidn:

Medio BIK: Mezclabasal de4.3 g L™ ! desales de Murashige-
Skoog, 30 g L7 ! de sacarosa, 8 g L7 de gelrita, 1 mg L7 de
4cido 3-indolacético (AIA), 4 mg L' de kinetina y 5 mg L™!
de bencilaminopurina, de acuerdo a lo reportado por Cortina y
Culidnez-Macia (2004) modificado con la adicién de kinetina.

Medio 2Z: Mezcla basal de 4.3 g L7 ! sales de Murashige-
Skoog, 20 g L™ 'de sacarosa, 5.2 g L™ de gelrita, 100 mg L™ de
myo-inositol, 2 mg L™ de zeatina y mezcla de vitaminas de Nitsch
(0.5 mg mL ™! de clorhidrato de tiamina, 2 mg mL ™! de glicina,
5 mg mL ™! de 4cido nicotinico, 0.5 mg mL ™! de clorhidrato
de piridoxina, 0.5 mg mL ™! de 4cido félico, 0.05 mg mL ™' de
biotina y 10 mg mL ™" de myo-inositol) (Frary y Van-Eck, 2004).

Medio RM1-Z: Mezcla basal de 4.3 g L™ !sales de Murashige-
Skoog, 30 g L7 de sacarosa, 8 g L™ 'de gelrita, 0.5 mg L7 de
AIA, 0.5 mg L™ de zeatina y 0.1 mg L™ de tiamina (Cortina y
Culidfiez-Macia, 2004).
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The efficiency of each media was tested with five petri dishes
containing 12 explants per plate of both types, which were
incubated in a growth chamber at 25 °C with a photoperiod
of 16:8 light:dark. Every two weeks, explants were placed in a
fresh medium. After observing a clear morphogenic response in
each culture media (shoot and root induction), the callus tissue
was aseptically removed in cases in which tissue was present.
Thereafter, hypocotyls showing the development of shoots and
roots were transference without media to magenta boxes until the
development of shoot, leaves and roots.

Once the best disinfection, germination and organogenesis
media was found, the genetic transformation by biolistic and

Agrobacterium infection started.
Biolistic transformation

Hypocotyls from 7-8 days old tomato plantlets cv. *Rutgers’
were dissected, placed on an osmotic medium with sterile
filter papers (18 mg ™" mannitol and 18 g L™ sorbitol) and
incubated at 25 °C for 16 h. Gold particles were prepared and
coated with plasmid pBI,,; following the recommendations of
the manufacturer (BioRad Laboratories, CA, USA). The particle
bombardment containing plasmid pBI,,; binary vector in which
the B-glucuronidase (GUS) gene reporter is transcriptionally
controlled by CaMV35S promoter was performed on a
Helium-driven particle gun PDS-1000/He Du Pont Biolistics
Microparticle Acceleration System (BioRad Laboratories). All
bombardments were carried out using the following conditions:
helium pressure of 1200 pounds per square inch (8.27 MPa), shoot
pressure of 900 psi (6.20 MPa), six and nine cm of distance and a
vacuum of 25 Hg in. Each shot contained a DNA concentration
of 1.66 ugand 125 ug of gold nanoparticles (0.73 ym). Following
bombardment, explants were incubated for 48 h at 25 °C and
subsequently placed on AGK-1, which was found to be the best
organogenesis media, supplemented with kanamycin. Explants

were grown under a photoperiod of 16:8 light:dark conditions.
Agrobacterium tumefaciens transformation

Agrobacterium tumefaciens infection was carried out with the
strain GV3101 harboring the pBI;,; binary vector. Hypocotyls
from tomato plants cv. Rutgers were excised from 8-10 d old
tomato seedlings, following by immersion of A. rmumefaciens
suspension during 20 min. Subsequently, the hypocotyls explants
were placed in a co-cultivation medium (AGK-1 Medium: Basal
mixture of MS 4.3 gL_1 salts, 30 gL_1 sucrose, 8 gL_1 gelrite,
0.5 mg Lt IAA, 0.5 mg L™ ! kinetin and 0.1 mg L' thiamine
HCI) during 3 d. After that time, the explants were transferred
on AGK-1 fresh medium including 100 mg mL ™" kanamycin as

Medio RM1-Dr: Mezclabasal de 4.3 g L™ 'sales de Murashige-
Skoog, 30 g L7 de sacarosa, 8 g L™ de gelrita, 0.5 mg L7 de
AIA, 0.5 mg L™ de zeatina y una mezcla de vitamina de Nitsch
(0.5 mg mL ™! de clorhidrato de tiamina, 2 mg mL ™! de glicina,
5 mg mL ™! de 4cido nicotinico, 0.5 mg mL ™! de clorhidrato de
piridoxina, 0.5 mg mL ™! de 4cido folico, 0.05 mg mL ™! de biotina
y 10 mg mL™" de myo-inositol), conforme a lo reportado por
Cortina y Culidfiez-Macia (2004) con la adicién de las vitaminas
de Nitsch.

Medio AGK-1: Mezcla basal de 4.3 g L™ ! sales de MS,30¢g
L™ de sacarosa, 8 g L™ de gelrita, 0.5 mg L™ de AIA, 0.5 mg
L ™" de kinetina y 0.1 mg L ™" de clorhidrato de tiamina.

Antes de esterilizar el medio en autoclave, el pH de todos los
medios se ajusté a 5.8 con KOH 0.1 N.

La eficiencia de los medios de cultivo se evalué con cinco
cajas de Petri que contenfan 12 explantes de ambos tipos por
caja, los cuales se incubaron en una cdmara de crecimiento a 25
°C con un fotoperiodo de 16:8 horas luz: oscuridad. Cada dos
semanas, los explantes se cambiaron a un medio nuevo. Después
de observar una respuesta morfogénica evidente en cada medio de
cultivo (brotes de tallo y raiz), retiramos asépticamente el tejido
calloso (no diferenciado) cuando estuvo presente. Después, los
hipocétilos con desarrollo de tallos y raices se transfirieron sin
el medio a cajas magenta hasta observar el desarrollo del tallo,
hojas y raices.

Una vez que determinamos el mejor método de desinfeccién
y los mejores medios para la germinacién y organogénesis, proce-
dimos a iniciar la transformacién mediante biobalistica e infeccién

por Agrobacterium.
Transformacién mediante biobalistica

Los hipocétilos de pldntulas de tomate cv. *Rutgers” de 7-8
d de edad se disectaron, colocaron en un medio osmético con
papel filtro estéril (18 mg L™ " de manitol y 18 g ™" de sorbitol),
¢ incubaron a 25 °C durante 16 h. Preparamos las particulas
de oro y las recubrimos con el pldsmido pBI;,, siguiendo las
recomendaciones del fabricante (BioRad Laboratories, CA, EE.
UU.). El bombardeo de particulas con el vector binario pBI, 5,
en el cual el promotor CaMV35S controla la transcripcién del
gen reportero de la f-glucoronidasa (GUS), se realizé con una
pistola de genes a base de helio PDS-1000/He registrada como
“Sistema biobalistico de Aceleracién de Microparticulas” de
Du Pont (BioRad Laboratories). Los bombardeos se realizaron
bajo las siguientes condiciones: presién de helio de 1200 libras
por pulgada cuadrada, una presion de disparo de 900 libras por
pulgada cuadrada, seis y nueve cm de distancia y un vacio de
25 pulgadas de mercurio. Cada disparo contenia una concen-

tracion de ADN de 1.66 ugy 125 ug de nanoparticulas de oro
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a selectable marker and 250 mg mL ™! ticarcillin-cefotaxime to
eliminate the A. tumefaciens.

For both transformation methods, kanamycin resistant plants
were selected. Also, the integration of the vector in the genome of
tomato plants generation T, was demonstrated by S-glucuronidase

histochemical assay and amplification of the 7p#-II gene by PCR.
PCR analysis

Tomato genomic DNA was isolated from young leaves of
transformed tomato plants using the cetyl trimethylammonium
bromide (CTAB) method (Sivankalyani ez al., 2014). The
amount and quality of the DNA were evaluated with a nanodrop
ND-1000 UV-Vis spectrophotometer and by agarose gel
electrophoresis. The right integration of the pIB;,; vector was
tested by amplifying a 407 bp size fragment of the selectable marker
neomycin phosphotransferase gene (1p#-1I) using forward primer
5 -AAGATGGATTGCACGCAGGTT-3" and reverse primer
5"-GATGTTTCGCTTGGTGGTCGAAT-3".

The amplification of the gene was carried out by PCR using
GoTaq® Core System I kit (PROMEGA, W1, USA), containing
2 mL MgCl, solution (25 mM), 5 mL 5X colorless GoTaq® flexi
buffer, 0.5 mL PCR nucleotide Mix (10 mM each), 1 mL Primer
forward (10 mM), 1 mL Primer reverse (10 mM), 1 mL DNA (100
ng mL™Y), 0.125 mL GoTaq® DNA Polymerase (5U mL~ 1, and
14.375 mL free DNase water per reaction. The PCR reaction was
performed in a Labnet Multigene Optimax thermocycler with the
following conditions: 94 °C for 5 min, 35 cycles of 94 °C for 45 s,
60 °C for 1 min, 72 °C for 1 min and final extension of 72 °C for
10 min. The amplified product was separated by electrophoresis
on 1 % (w/v) agarose gel, stained with GelRed® and visualized on
a Vilber Lourmat UV transilluminator equipped with an Olympus

sp-310/350 digital camera.
Histochemical GUS assay

Histochemical assay to detect S-glucuronidase enzymatic
activity (GUS staining) was performed according to the method
of Jefferson et al. (1987). Callus and leaves samples from
transgenic tomato plants harboring the pBI;,; vector were
placed in GUS staining solution containing 0.5 mM of 5-bromo-
4-chloro-3-indolyl-beta-D-glucuronic acid (X-gluc), 0.1 M
NaHPO, pH 8.0, 0.5 mM K3Fe(CN);, 0.5 mM K Fe(CN)g,
0.01 M EDTA pH 8.0 and 0.1% Triton X-100 and incubated
overnight at 37 °C. After staining, the tissues were washed with
a mixture of methanol:acetone (3:1) for 2-3 times to remove
the chlorophyll. Finally, the different tissues were visualized in
a stereoscope. The presence of blue color in the tissue was taken

as a positive result for plant genetic transformation.
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(0.73 um). Después del bombardeo, los explantes se incubaron
durante 48 h a 25 °Cy posteriormente se colocaron en el medio
AGK-1, el cual se determiné que era el mejor medio para la
organogénesis, con suplemento de kanamicina. Los explantes

crecieron bajo un fotoperiodo de 16:8 h luz: oscuridad.
Transformacién mediante Agrobacterium tumefaciens

La cepa GV3101 de Agrobacterium tumefaciens, con el vector
binario pBI;,; se utilizé para realizar la infeccién. Disectamos
los hipocétilos de pléntulas de tomate cv. Rutgers de 8-10 d de
edad, después los sumergimos en una suspensién de A. rumefa-
ciens durante 20 min. Colocamos los explantes de hipocétilos
en un medio de co-cultivo (Medio AGK-1: Mezcla basal de
43¢ L™! de sales de MS, 30 ¢g L7 de sacarosa, 8 g L™ de
gelrita, 0.5 mg L7 de AIA, 0.5 mg L™ ! de kinetina y 0.1 mg
L™" de clorhidrato de tiamina) durante 3 d. Después de este
periodo, transferimos los explantes a un medio fresco de AGK-1
adicionado con 100 mg mL ™! kanamicina como marcador de
seleccién y 250 mg mL ™" ticarcilina-cefotaxima para eliminar
a A. tumefaciens.

Para ambos métodos de transformacién, seleccionamos las
plantas resistentes a la kanamicina. También, demostramos la
integracién del vector al genoma de la generaciéon T, de plantas de
tomate por medio del ensayo histoquimico de la b-glucoronidasa

y la amplificacién del gen 7p#II mediante PCR.
Andlisis mediante PCR

El ADN gendémico del tomate se aislé a partir de las hojas
jovenes de plantas de tomate transformadas utilizando el mé-
todo de bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB, por sus siglas
en inglés) (Sivankalyani ez al., 2014). La cantidad y calidad del
ADN se determiné mediante un espectrofotémetro de ultra
bajo volimen UV-Vis nanodrop ND-1000 y electroforesis en gel
de agarosa. La correcta integracion del vector pBly,; se evalué
mediante la amplificacién de un fragmento de 407 pb del gen
de seleccién neomicina fosfotransferasa (np#I1), con el cebador
directo 5'-AAGATGGATTGCACGCAGGTT-3" y el iniciador
inverso 5'-GATGTTTCGCTTGGTGGTCGAAT-3".

Amplificamos el gen mediante una PCR con el uso del kit
GoTaq® Core System I (PROMEGA, WI, EE. UU.), con una
solucién de 2 mL de MgCl, (25 mM), 5 mL del amortiguador
incoloro 5X GoTaq® flexi, 0.5 mL de mezcla de nucleétidos para
PCR (10 mM de cada uno), 1 mL de iniciador directo (10 mM),
1 mL de iniciador inverso (10 mM), 1 mL de ADN (100 ng
mL™Y), 0.125 mL de la ADN Polimerasa GoTaq® (5U mL™h
y 14.375 mL de agua libre de ADNasa por reaccion. La amplifi-

cacién por PCR se realizd en un termociclador Labnet Multigene
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Plantlet establishment

In vitro rooted transgenic plants derived from hypocotyls
explants were washed with distilled water and placed in plastic pots
containing peat moss. Each plant in the plastic pot was covered
with a magenta box and transferred to the greenhouse. After three
days, the magenta box was removed, and the regenerated plants

were maintained in the greenhouse to allow normal development.
Experimental design

The experiment was carried out to determine the efficiency of
five different regeneration media, each of these media was tested
in two types of explant (hypocotyl and cotyledon) from tomato
cv 'Rutgers’, evaluating the time and percentage of regeneration.
For each germination media, four magentas with 12 seeds each
were used, with a total of 48 seeds per media. The regeneration
experiment was performed with five petri dishes containing 12
explants, for a total of 60 explants for each tissue and regeneration
media. For the transformation stage, the best regeneration media
was used. Transformation was performed by A. rumefaciens

infection and biolistic gene gun.
Statistical analysis

The organogenesis analysis was performed based on a
completely randomized design with a 2X5 factorial design
arrangement of treatments (two explants and five regeneration
media). The response variable was the number of calli, root and
stem tissue developed. The germination experiment results were
not statistically analyzed because the response variable was the

per centage.

The results were analyzed by a two-way ANOVA and means were
compared using Tukey test (p=<0.05). An interaction effect analysis
was also evaluated. All statistical analyses were carried out using

STATA 12 program (https://www.stata.com/).
RESULTS AND DISCUSSION
Seed germination

The contamination percentage recorded for the
seed disinfection methods was 50, 80 and 10 for
methods 1, 2 and 3, respectively. We found that it is
important to dry the seeds with sterile filter paper to
decrease contamination.

The most efficient medium was ¥2MS showing
93.75% of germinated seeds in 5 d. And, 79.1%

Optimax bajo las siguientes condiciones: 94 °C durante 5 min, 35
ciclos de 94 °C durante 45 s, 60 °C durante 1 min, 72 °C durante
1 min y extensién final de 72 °C durante 10 min. Separamos el
producto amplificado mediante una electroforesis en gel de agarosa
al 1% (p/v), el cual tefiimos con GelRed® y visualizamos en un
transiluminador Vilber Lourmat UV equipado con una cdmara

digital Olympus sp-310/350.
Prueba histoquimica de la enzima GUS

La prueba histoquimica para detectar la actividad enzimdtica
de la B-glucoronidasa (tincién de GUS) se realizé de acuerdo
al método de Jefferson ez al. (1987). Las muestras de tejido no
diferenciado y hojas de plantas de tomates transgénicas que
alojaban el vector pBI;,; se colocaron en una solucién 0.5 mM
de tincién de GUS (4cido 5-bromo-4-cloro-3-indolil-beta-D-
glucorénico (X-gluc) NaHPO, 0.1 M a pH 8.0, K3Fe(CN)40.5
mM, K Fe(CN)s 0.5 mM, EDTA 0.01 M a pH 8.0 y Tritén
X-100 al 0.1%) y se incubaron toda la noche a 37 °C. Después
de la tincién, lavamos los tejidos con una mezcla de metanol:
acetona (3:1) 2-3 veces para retirar la clorofila. Finalmente,
visualizamos los diferentes tejidos en un estereoscopio. La pre-
sencia de un color azul en el tejido es un indicador positivo de

la transformacién genética de la planta.
Establecimiento de la pldntula

Lavamos con agua destilada las plantas transgénicas enraizadas
in vitro obtenidas de los explantes de hipocétilos y las colocamos
en macetas de pldstico con sustrado de peat moss. Cubrimos cada
planta en maceta de pldstico con una caja magenta y las transfe-
rimos al invernadero. Después de tres dias, retiramos las cajas
magenta y mantuvimos en el invernadero las plantas regeneradas

para permitir un desarrollo normal.
Disefio experimental

La finalidad de este experimento fue determinar la eficiencia
de cinco medios de regeneracion diferentes. En cada uno de estos
medios evaluamos el tiempo y porcentaje de regeneracién de dos
tipos de tejidos (hipocétilo y cotiledén) obtenidos de plantas de
tomate cv ‘Rutgers”. Para cada medio de germinacién, utilizamos
cuatro cajas magenta con 12 semillas cada una, para un total
de 48 semillas por medio. El experimento de regeneracién se
realiz6 con cinco cajas de Petri, cada una con 12 explantes, 60
para cada tipo de tejido y medio de regeneracién. Para la etapa
de transformacién utilizamos el mejor medio de regeneracidn.
La transformacién se realizé mediante la infeccién con A. tume-

Jaciens y biobalistica.
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germination in 8 d and 50% germination in 12 d
were recorded for KCMS and MS1X-NT1 media
(Table 1). In the case of the germination time, our
results are different as compared with Fuentes ez
al. (1998) who reported a seed germination time
in tomato seed cv. "Campbell” in the range of
12-16 d, which is a little higher than the present
study. These results can be ascribed to the genetic
differences between the two tomato cultivars (Jabeen
et al., 2005). Indeed, an experiment with tomato
cultivars from USSR, Canada, Turkey and USA
recorded differences in the germination time using
experimental conditions similar to the ones utilized
in the present experiment (Scott and Jones, 1982).

Tomato plant organogenesis

After four weeks, the induction of both shoots and
roots tissues was scored (Table 2). All media tested
were able to induce callus tissue from hypocotyl
and cotyledon tissues. In the case of BIK media, no
shoot development was recorded from either explant
tested, whereas, in the case of RM1-Z and AGKI1
media, shoots were observed in the case of hypocotyl
tissue. Further, root development occurred in all
media tested except for RM1-Dr in which no root
development was recorded in both cotyledons and
hypocotyls tissues. The maximum number of callus
and root induction was observed on AGK-1 medium
(p=<0.05). Moreover, AGK-1 medium induced
the highest number of shoot development using
hypocotyl explants among all treatments (p=<0.05).
Furthermore, the statistical analysis indicated that an
interaction effect exists between the medium and the
type of explant on callus and shoot response, while no

Andlisis estadistico

El andlisis de la organogénesis se basé en un disefio completa-
mente aleatorizado con un arreglo factorial 2X 5 de los tratamien-
tos (dos explantes y cinco medios de regeneracién). La variable de
respuesta fue el nimero de callos (tejido no diferenciado), raices
y tallos desarrollados. Los resultados del experimento de germi-
nacién no se analizaron estadisticamente debido a que la variable
de respuesta fue el porcentaje.

Analizamos los resultados con un ANDEVA de dos vias y
las medias se compararon con una prueba de Tukey (p=<0.05).
También se realizé el andlisis del efecto de interaccién. Realizamos
todos los andlisis estadisticos con el programa STATA 12 (https://

www.stata.com/).
RESULTADOS Y DISCUSION
Germinacién de semillas

Registramos un porcentaje de contaminacién de
50, 80 y 10 para los métodos de desinfeccién de se-
millas 1, 2 y 3, respectivamente. Observamos que es
importante secar las semillas con un papel filtro estéril
para disminuir la contaminacién.

El medio ¥2MS fue el mds eficiente, debido a que
en 5 d germiné el 93.75% de las semillas. En los me-
dios KCMS y MS1X-NT1 germiné el 79.1% de las
semillas alos 8 d y el 50% a los 12 d, respectivamente
(Cuadro 1). Nuestros tiempos de germinacién difieren
de los resultados de Fuentes ez al. (1998), quienes
documentaron un tiempo de germinacién de semilla
de tomate cv. ‘Campbell” de 12- 16 d, ligeramente
mayor al del presente estudio. Estos resultados se
pueden atribuir a las diferencias genéticas entre los dos
cultivares de tomate (Jabeen ez al., 2005). En efecto,

Table 1. Effect of the different media tested on the percentage of germinated seeds and germination time.
Cuadro 1. Efecto de los diferentes medios evaluados en el porcentaje de semillas germinadas y el tiempo de

germinacion.
Media Total number of seeds Gem(l;/:; ton Germination time (days)
»MS 48 93.75 5
KCMS 48 79.1 8
MSIX-NT1 48 50 12

For each germination media, four magentas with 12 seeds per magenta were used. The germination was
considered complete when the emergence of the radicle was observed. < Para cada medio de germinacién
utilizamos cuatro cajas magenta con 12 semillas por caja. La germinacién se consideré completa cuando se

observé el desarrollo inicial de la radicula.
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Table 2. Effect of the different media tested on callus, root and shoot development from cotyledon and hypocotyl explants.
Cuadro 2. Efecto de los diferentes medios evaluados en el desarrollo de tejido no diferenciado, raices y tallos a partir de explantes de
cotiledén e hipocétilo.

Morphogenic response

Media Explant Callus per Root per Shoot per
explant £SD explant £SD explant £SD
BIK Cotyledon 12+2.2360 be 6x1.118a 0x0a
Hypocotyl 9+1.089 be 12+2.5495 a 0x0a
RM1.Z Cotyledon 7+2.1.479 abc 1+0.433 a 0x0a
Hypocotyl 5+0.433 abc 8+2.4494 a 2x05a
Cotyledon 4+0.7071 ab 0*0a 4*1a
RMI1-Dr Hypocotyl 22+1.6583 ¢ 0+0a 6+1.1180a
27 Cotyledon 0+0a 0+0a 0+0a
Hypocotyl 0+0a 0+0a 0+0a
Cotyledon 60%+0.433d 60+0.433 b 0+0a
AGK-1 Hypocotyl 60%0.8291 d 60+0.8291 b 25+3.03 b

Numbers in table indicates means of explant obtained and the standard deviation (counts/plates). Means with different letters are statistically
significant (Tukey, p<0.05). Different letters in a column are indicating statistical differences (p=<0.05). " The experiment was performed
with 60 explants for each tissue. 9To evaluate the effect of type of explant and the culture media, an interaction analysis was carried out
showing these results. Callus: B=0.00, A=0.047 y AB=0.0020; Root: B=0.00, A=0.065 y AB=0.6; Shoot: B=0.0001, A=0.0009 y
AB=0.0001. Superior values of 0.05 show significant effect. Meaning of letters: B=Media, A=Explant, AB=Interaction. SSD=Standard
deviation. % Los nimeros en el cuadro indican las medias de los explantes obtenidos y la desviacién estdndar (nimero/placa). Las medias
con letras diferentes son estadisticamente significativas (Tukey, p=<0.05). Las diferentes letras en una columna indican diferencias esta-
disticas (p=<0.05). "El experimento se realizé con 60 repeticiones para cada tejido. ‘Para evaluar el efecto del tipo de explante y el medio
de cultivo, realizamos un anilisis de interaccidn, el cual mostré los siguientes resultados. Tejido no diferenciado: B=0.00, A=0.047 y
AB=0.0020; Raiz: B=0.00, A=0.065 y AB=0.6; Tallo: B=0.0001, A=0.0009 y AB=0.0001. Los valores superiores a 0.05 muestran

un efecto significativo. Significado de las letras: B=Medio, A=Explante, AB=Interaccién. SSD=Desviacién estandar.

interaction was observed in case of root regeneration
(Table 2). Due to the interaction effect, an interaction
analysis was carried out, besides the Tukey means
test. These results strongly suggest that both factors
(media and type of explant) are required to improve
the regeneration process. According to the statistical
analysis, the best regeneration medium was AGK-1 in
all tested tissues (callus, root and shoot).

Previous studies have shown callus and shoot
development after two and five weeks of cotyledon
incubation of tomato cv ‘Zuiken’, respectively
(Ichimura and Oda, 1995). Furthermore, in the case
of cotyledon from the tomato cultivars ‘Ibadan’,
‘Ife” and *JM94/46°, shoots were observed after 28 d
and roots after 38 d (Ajenifujah-Solebo ez /., 2012).
Also, shooting and rooting from cotyledons and
hypocotyl of tomato cv. *Arka Ahuti” were observed
after 20 and 50 d, respectively (Namitha and Negi,
2013), In contrast, in our study, the beginning of
shoot and root development in the AGK-1 was
recorded after 14 and 28 d of explant incubation,

un experimento con cultivares de tomate provenientes
dela URSS, Canadd, Turquia y EE. UU. registré dife-
rencias en el tiempo de germinacién bajo condiciones
experimentales similares a las que utilizamos en este
experimento (Scott y Jones, 1982).

Organogénesis de la planta de tomate

Después de cuatro semanas, registramos la induc-
cién de la raiz y del tallo (Cuadro 2). Todos los medios
evaluados indujeron tejido no diferenciado a partir
del hipocétilo y del cotiledén. En el medio BIK, no
se encontrd desarrollo del tallo a partir de ninguno
de los tejidos evaluados, mientras que en los medios
RM1- Z y AGK1 si observamos el desarrollo de ta-
llos a partir del hipocétilo. Mas aun, el desarrollo de
raices ocurrié en todos los medios evaluados excepto
en el RM1-Dr, en el cual no hubo desarrollo radical
a partir de ninguno de los explantes evaluados. El
méximo nimero de induccién radical y de tejido no
diferenciado (callo) se registré en el medio AGK-1
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respectively. Similar results were obtained with
the organogenesis of cotyledons and hypocotyls of
tomato cv. ‘Solan Vajr’, in which shoots, and roots
were observed after 14 and 21 d, respectively (Sharma
and Srivastava, 2014). On Rutgers cultivar, Pozueta-
Romero et al. (2001) used plantlets showing the
beginning of the true leaf development and recorded
2.8 shoots per explant using a solid medium with no
exogenous hormones after 14 d. In this experiment,
the plantlets most likely were at least one week older
than the ones utilized in the present work. Besides,
it was shown that media supplemented with kinetin
plus IAA induced a faster growth and improved
regeneration efficiency, at a lower cost and with
less manipulation. Moreover, by using the AGK-1
medium, it was possible to induce shoots and roots
at the same time in the same media without a media
change. In contrast, Kut and Evans (1982) described
the utilization of different media for the induction
of shoots and roots, something which is clearly more
inefficient since the protocol demands more tissue
manipulation and it is more expensive. Furthermore,
a study carried out by Ramirez-Malagon and Ochoa-
Alejo (1991) reported different media for shoot and
root induction in several varieties of tomato.

The in vitro plant development response was
different depending upon the components present in
the media, including kinetin and IAA as well as the
type of explant. However, in most of the literature
reports, it is recommended the utilization of zeatin
instead of kinetin as the best auxin, which brings an
increase in the cost of the medium due to the higher
price of the zeatin. Dang ez a/. (2010) showed that
1 uM IAA in combination with zeatin, is the most
efficient auxin and cytokinin combination, for shoot
induction from leaf explant of different tomato
varieties. In our research, 0.5 mg L~ ! kinetin and 0.5
mg L ™" TAA was the best combination for shoot and
root induction from hypocotyl explant based on the
amount of tissue obtained and the time length.

Hypocotyls showed higher shoot regeneration
during the in vitro organogenesis of tomato, as
compared with cotyledons (Gubis ez al., 2003;
Yasmeen, 2009; Manamohan ez /., 2011).
Furthermore, Mathews ez 2/ (2003) showed that
hypocotyls allowed easier manipulation in the tomato
cv. Micro-Tom. Additionally, from hypocotyls,
it is possible to get a higher number of explants
tissue from tomato seedlings as compared with

734 VOLUMEN 53, NUMERO 5

(p=<0.05). Ademds, el medio AGK-1 indujo el nu-
mero mds alto, entre todos los tratamientos, de tallos
a partir de tejido de hipocétilos (p=0.05). Aunado a
esto, el andlisis estadistico indic6 que existe un efecto
de interaccién entre el medio y el tipo de tejido en
la respuesta del tejido no diferenciado y de tallos,
mientras que no se observé alguna interaccién en el
caso de la regeneracién del tejido radical (Cuadro 2).
Debido a que la interaccién resulté estdisticamente
significativa, se realizé un andlisis de interaccién ade-
mis de la prueba de medias de Tukey. Estos resultados
sugieren claramente que se requiere de ambos factores
(medio y tipo de explante) para mejorar el proceso de
regeneracién. De acuerdo con el andlisis estadistico, el
mejor medio de regeneracién es el AGK-1 para todos
los tejidos evaluados (tejido no diferenciado, raiz y
tallo).

Estudios previos han demostrado el desarrollo del
tejido no diferenciado y del tallo después de dos y
cinco semanas de incubacién del cotiledén del tomate
cv ' Zuiken’, respectivamente (Ichimuray Oda, 1995).
Ademis, en el caso de los cotiledones de los cultivares
de tomate ‘Ibadan’, ‘Ife” y "JM94/46’, se observa-
ron tallos después de 28 d y raices después de 38 d
(Ajenifujah-Solebo ez al., 2012). También, el desarrollo
del tallo y la raiz a partir de cotiledones e hipocétilos
del tomate cv. *Arka Ahuti” se observé después de 20
y 50 d, respectivamente (Namitha y Negi, 2013). En
cambio, en nuestro estudio, el inicio del desarrollo del
tallo y la raiz en el medio AGK-1 se registr6 después de
14y 28 d de incubacién, respectivamente. Resultados
similares se obtuvieron con la organogénesis de coti-
ledones e hipocétilos del tomate cv. *Solan Vajr’, en
la que se observaron tallos y raices después de 14y 21
d, respectivamente (Sharma y Srivastava, 2014). En el
cultivar de Rutgers, Pozueta-Romero ez a/l. (2001) uti-
lizaron pldntulas que presentaban el desarrollo inicial
de hojas verdaderas y registraron 2.8 tallos por tejido
empleando un medio sélido sin hormonas exégenas
después de 14 d. En dicho experimento lo mds proba-
ble es que, las pldntulas tuvieran al menos una semana
mds de edad que las que utilizamos en ese estudio.
Ademds, se demostr6 que los medios suplementados
con kinetina mds AIA indujeron un crecimiento mds
ripido y mejoraron la eficiencia de la regeneracién, a
un menor costo y con menos manipulacién. También,
con el medio AGK-1 fue posible inducir tallos y raices
al mismo tiempo en el mismo medio sin cambiarlo. En
contraste, Kut y Evans (1982) describieron el uso de
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cotyledons. Mohamed ez al. (2010) evaluated tomato
organogenesis from hypocotyls and cotyledons using
different concentrations of 6-benzylaminopurine
(BAP), and they observed a better efficiency using
cotyledons as an explant, with a BAP concentration
of 2 mg mL™ ! In contrast, Gubi et al (2004)
and Sheeja er al. (2004) did not find statistically
significant differences among the number of shoots
developed from hypocotyls and cotyledons at
different concentrations of BAP.

The results of our research strongly suggest
that IAA and kinetin are a better combination of
phytohormones for in vitro organogenesis from
hypocotyl of tomato cv. ‘Rutger’, and they agree
with those reported by Sun ez al. (2015), who tested
hypocotyl and cotyledons as explants, changing
the media to induce roots in tomato, which were
produced after 20 to 30 d of culture. In contrast, the
medium developed in our study induced both shoots
and roots at the same time from the same tissue and
in shorter time. On Rutgers cultivar, our results were
similar to the findings of Lech ez al. (19906) regarding
the induction of shoots and roots that were induced
using only one media supplemented with IAA and
BA. However, they used leaves as explant and no
transformation protocol was tested.

Tomato organogenesis from hypocotyl as explant
on AGK-1 medium is shown in Figure 1. After two
weeks, most of the hypocotyls developed shoots,
callus and/or leaves, in the same media (Figure 1A).
The development of shoots and leaves was observed at
one end of the hypocotyl, whereas root development
was observed on the opposite end (Figure 1B). These
results are important because we developed a system
in which the generation of two types of organs can be
achieved simultaneously, from hypocotyls as explants
in combination with a single media (AGK-1 media),
leading to a reduction in cost, manipulation and
time. Plantlets were obtained approximately after nine
weeks (Figure 1C). Plants with roots, regenerated from
hypocotyl, roots were rinsed with distilled water in
order to remove agar medium. Afterward, they were
planted in plastic pots containing soil and were covered
with a magenta box in order to maintain relative
humidity (RH) at 80-90%. Plants remained in the
greenhouse for adaptation and development. The total
organogenesis time to get a complete tomato plant was

around 10 weeks, reaching a size greater than 10 cm
(Figure 1D).

diferentes medios para inducir tallos y raices, lo cual es
evidentemente ineficiente, ya que el protocolo exige la
manipulacién excesiva de los tejidos y es mds costoso.
Aunado a esto, un estudio realizado por Ochoa-Alejo
(1991) reporté diferentes medios para la induccién de
tallos y las raices en diferentes variedades de tomate.

La respuesta iz vitro del desarrollo de la planta fue
diferente dependiendo de los componentes presentes
en el medio, incluyendo kinetina y AIA, al igual que
el tipo de explante. Sin embargo, la mayoria de los
estudios reportados recomienda el uso de zeatina en
lugar de la kinetina como la mejor auxina, lo cual
aumenta el costo del medio debido al precio mds alto
de la zeatina. Dang ez al. (2010) demostraron que el
AIA 1 mM combinado con zeatina, es la combinacién
de auxinay citoquinina mds eficiente para la induccién
del tallo a partir del explante de hoja de diferentes
variedades de tomate. En nuestra investigacion, la
combinacién de 0.5 mg L™" de kinetina y 0.5 mg
L™ de AIA fue la mejor para la induccién del tallo y
la raiz a partir del tejido de hipocétilo, considerando
la cantidad de tejido obtenido y el tiempo necesario
para su desarrollo.

En los hipocétilos se observé una mayor genera-
cién del tallo durante la organogénesis in vitro del
tomate, en comparacion con los cotiledones (Gubis
et al., 2003; Yasmeen, 2009; Manamohan ez 4/,
2011). Ademds, Mathews et a/. (2003) demostraron
que los hipocétilos son mds ficiles de manipular en
el tomate cv. Micro-Tom. También, es posible ob-
tener un mayor nimero de explantes de hipocétilos
que de cotiledones a partir de pldntulas de tomate.
Mohamed ez al. (2010) evaluaron la organogénesis
del tomate a partir de hipocétilos y cotiledones con
diferentes concentraciones de 6-bencilaminopurina
(BAP), y encontraron que los tejidos de los cotile-
dones son mds eficientes, con una concentraciéon de
BAP de 2 mg mL ™. En cambio, Gubis e 2/, (2004)
y Sheeja ez al. (2004) no observaron diferencias esta-
disticamente significativas entre el nimero de tallos
desarrollados a partir de hipocétilos y cotiledones a
diferentes concentraciones de BAP.

Los resultados de nuestra investigacion sugieren
claramente que el AIA y la kinetina son una mejor
combinacién de fitohormonas para la organogénesis
in vitro a partir del hipocétilo del tomate cv. *Rut-
ger’, y coinciden con los reportados por Sun ez al.
(2015), quienes evaluaron explantes de hipocétilo
y el cotiledén, con cambio de medios para inducir

OCHOA-JIMENEZ et al. 735



AGROCIENCIA, 1 de julio - 15 de agosto, 2019

Figure 1. Different stages of tomato organogenesis in medium AGK-1. A) Hypocotyl with shoot
developed after two weeks. B) Hypocotyl with leaves and roots developed after four

weeks. C) Plantlet growing in vitro plant after 9 weeks. D) Regenerated plant after

10 weeks.

Figura 1. Diferentes estadios de la organogénesis del tomate en el medio AGK-1. (A) Hipocétilo con
desarrollo de tallo después de dos semanas. (B) Hipocétilo con hojas y raices después de

cuatro semanas. (C) Pldntula creciendo iz vitro después de 9 semanas. (D) Planta regenerada

después de 10 semanas.

The utilization of different complex culture media,
needs a higher manipulation of tissues, leading
potentially to higher rates. Fuentes ez al. (1998)
reported the development of buds in the leaf cut zone
after four weeks. Most of the methods used until now
require several types of media in order to develop
different tissues. Ghada er 2/ (2008) used different
induction media under 7 vitro conditions and found
differentiated tissues after 10-12 d of incubation,
and shoot generation was observed after three weeks.
Based on the above mentioned, AGK-1 medium is
an improved medium to obtain a complete tomato
plant cv. Rutgers at lower cost and in a shorter period
of time.

Khaliluev ez al. (2014) tested in vitro organogenesis
on different tomato lines, concluding that there is an
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raices en tomate, las cuales se produjeron después
de 20 a 30 d de cultivo. En cambio, el medio que
desarrollamos para este estudio indujo el desarrollo
simultdneo de tallos y raices a partir del mismo tejido
y en un menor tiempo. En el cultivar de Rutgers,
nuestros resultados fueron similares a los informados
por Lech ez al. (1996) en cuanto a la induccién de
tallos y raices con el uso de un medio tnico adiciona-
do con AIA y BA. Sin embargo, ellos utilizaron hojas
como explantes y no evaluaron ningtin protocolo de
transformacion.

En la Figura 1 se presenta la organogénesis del
tomate utilizando al hipocétilo como explante en el
medio AGK-1. Después de dos semanas, la mayoria
de los hipocétilos desarrollé tallos, tejido no diferen-
ciado (callo), u hojas, en el mismo medio (Figura 1A).
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important influence of genotype, explant source and
component of culture medium on shoot induction.
So far, there are thousands of tomato cultivars, and
for that reason it is difficult to establish one universal
protocol for tomato organogenesis. In this regard, it is
important to have a tissue culture protocol easy, novel
and short for tomato regeneration, which is a key
step for genetic transformation. Additionally, before
Agrobacterium infection, we tested this protocol on
tomato cv. Ohio 8245 obtaining similar results (data
not shown).

Creation of transgenic tomato tissues

On Agrobacterium-mediated genetic transformation
with the binary vector pBI,,;, we could not regenerate
any type of transgenic tissue. We believe this is due
to the long time utilized during the Agrobacterium
infection step. However, on biolistic gene gun
transformation, after particle bombardment using 9
cm of shooting distance, it was possible to achieve
tissue regeneration with the AGK-1 medium and
hypocotyl as an explant. Histochemical GUS assay
was performed on callus and hypocotyl bombarded
with pBI;,; plasmid after maintenance on the
AGK-1 medium with kanamycin as a selectable
marker.

The presence of blue color on callus, hypocotyl and
leaves confirmed the presence of an active transgene
(Figure 2A, 2B), showing the efficiency of the biolistic
gun method for tomato genetic transformation.
Besides, a PCR analysis to test the stable integration
of the construct into tomato genome and using
specific primers to amplify np#II gene was used, a
407 bp fragment was found in transformed plants
tested (Figure 2C). Therefore, GUS and PCR results
confirmed the integration of the T-DNA into the plant
genome.

Based on our results, it seems that particle
bombardment favors the recovery of transgenic
plants and demonstrates transgene expression, which
was previously reported by Altpeter ez al. (2005).
One of the major advantages of biolistic gene gun
method is the insertion of single copy events on
plants in comparison with Agrobacterium-mediated
transformation, which could insert the construct at
multiple loci (Altpeter et al., 2005). This behavior is
not desirable to obtain stable homozygous transgenic
plants.

El desarrollo del tallo y las hojas se observé en uno
de los extremos del hipocétilo, y el desarrollo radical
se observé en el extremo opuesto (Figura 1B). Estos
resultados son importantes ya que desarrollamos un
sistema en el cual se generan dos tipos de 6rganos
de forma simultdnea utilizando hipocétilos como
explantes y en combinacién con un tnico medio
(medio AGK-1), lo cual reduce costos de mani-
pulacién y tiempo. Obtuvimos pldntulas después
de aproximadamente nueve semanas (Figura 1C).
Lavamos con agua destilada las raices, regeneradas
del hipocétilo, de las plantas para retirar el agar del
medio. Después, las plantamos en macetas de pldstico
con suelo y las cubrimos con una caja magenta para
mantener la humedad relativa (HR) a 80-90%. Las
plantas permanecieron en el invernadero para su
adaptacién y desarrollo. El tiempo total de organo-
génesis para obtener una planta de tomate completa
fue de aproximadamente 10 semanas, hasta alcanzar
un tamano mayor a 10 cm (Figura 1D).

El uso de diferentes medios de cultivo complejos
requiere de una mayor manipulacién de los tejidos, lo
que puede generar mayores porcentajes de contamina-
cién. Fuentes ez al. (1998) reportaron el desarrollo de
yemas en el drea de corte de la hoja después de cuatro
semanas. La mayoria de los métodos utilizados hasta
ahora requieren diversos tipos de medios para desa-
rrollar diferentes tejidos. Ghada ez /. (2008) usaron
diferentes medios de induccién bajo condiciones in
vitro y encontraron tejidos diferenciados después de
10-12 d de incubacidn, y observaron la generacién del
tallo después de tres semanas. Con base en lo ya men-
cionado, el medio AGK-1 es un medio mejorado para
obtener una planta completa de tomate cv. Rutgers a
un menor precio y en menor tiempo.

Khaliluev ez al. (2014) evaluaron la organogénesis
in vitro en diferentes lineas de tomate, y concluyeron
que hay una importante influencia del genotipo, tipo
de tejido y los componentes del medio de cultivo, en
la induccién del tallo. Hasta ahora, existen miles de
cultivares de tomate y por lo tanto es dificil establecer
un protocolo universal para la organogénesis de esta
planta. Al respecto, es importante tener un protocolo
de cultivo de tejido que sea fécil, novedoso y corto para
la regeneracién del tomate, lo cual es un paso clave
para la transformacién genética. Ademds, antes de la
infeccién con Agrobacterium, evaluamos este protocolo
en el tomate cv. Ohio 8245 y obtuvimos resultados
similares (datos no presentados).
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Figure 2. Genetic transformation of tomato. GUS staining of (A) callus and leaves of transformed tomato

plants by biolistic gun method. (B) Wild type callus and leaves of the negative control. (C) PCR
amplification of 407 bp np#1I gene fragment of the transgenic tomato plants. Lane 1 and 2 represents
transgenic plants harboring the pBI;,; vector. Lane C corresponds with the wild-type tomato plants

as the negative control. Lane AHindIII MM is indicating the Lambda DNA/Hind III molecular
weight markers.

Figura 2. Transformacion genética del tomate. Tincién de GUS en el (A) tejido no diferenciado y de las hojas

de las plantas de tomate transformadas mediante el método de biobalistica. (B) Tejido no diferen-
ciado y hojas silvestres del control negativo. (C) Amplificacién por PCR del fragmento de 407 pb
del gen np#-1I de las plantas de tomate transgénicas. Los carriles 1 y 2 corresponden a las plantas
transgénicas que alojan el vector pBl,,;. El carril C corresponde a las plantas de tomate silvestres
como control negativo. El carril AHindIIT MM corresponde al marcador de pesos moleculares de

ADN AHind III.

Based on the results, AGK-1 medium in
combination with hypocotyl explants and biolistic
gun method, provide an easier, cheaper, faster, more
efficient and novel method for regeneration and
genetic transformation of tomato cv. Rutgers in a
relatively short period of time. It is possible that the
same media can be utilized for other tomato cultivars.

CONCLUSIONS

AGK-1 medium and the utilization of hypocotyl
as a source of explant was used to develop a complete
tomato plant cv. Rutgers being one of the first
complete reported protocol for this variety. It was
possible to design a novel, quicker, efficient and
easier organogenesis and genetic transformation
protocol for tomato which can be utilized during the
protocols of tomato genetic transformation and also
for micropropagation of numerous plantlets in shorter
periods of time.

Perhaps the protocol designed in our research can
be utilized to create a T-DNA insertion collection of
tomato plant to be able to carry out reverse genetics in
a similar way as it has been carried out with Arabidopsis
thaliana.
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Creacién de tejidos de tomate transgénicos

En la transformacién genética mediada por
Agrobacterium con el vector binario pBl;,;, no pu-
dimos regenerar ningtn tipo de tejido transgénico.
Pensamos que esto podria ser el resultado del largo
periodo de tiempo utilizado durante la infeccién con
Agrobacterium. Sin embargo, en la transformacién
mediante biolistica, después del bombardeo con par-
ticulas con una distancia de disparo de 9 cm, pudimos
regenerar tejidos en el medio AGK-1 al usar el hipocé-
tilo como explante. La prueba histoquimica GUS se
realizé en el tejido no diferenciado y en el hipocétilo
bombardeado con el plismido pBI,; después del
mantenimiento en el medio AGK-1 con kanamicina
como marcador de seleccién.

La presencia de color azul en el tejido no dife-
renciado (callo), el hipocétilo y las hojas confirmé
la presencia del transgén activo (Figura 2A, 2B), y
demostr6 la eficiencia del método de biobalistica para
la transformacién genética del tomate. Ademds, utiliza-
mos un andlisis de PCR para determinar la integracién
estable del constructo en el genoma del tomate con
el uso de iniciadores especificos para amplificar el gen
npt-11, y encontramos un fragmento de 407 pb en las
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