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Jedna z najwigkszych zdobyczy nauki XX wieku jest nabycie umiejgtno$ci manipulowania ge-
nami. Do polowy tego wieku wyjasniono gléwne prawa rzadzace dziedziczeniem cech, cho¢ nadal
nie wiedziano czym wlasciwe jest gen. Byly to odkrycia tzw. genetyki klasycznej. W latach pigc-
dziesiatych zaczgta rozwijac si¢ genetyka molekularna, ktdrej rozwoj mozna podzieli¢ na dwa okresy.
Pierwszy rozpoczat si¢ okoto roku 1945 i trwat do poczatku lat siedemdziesiatych. Dokonano w tym
okresie wielu znaczacych odkry¢:

1. stwierdzono, ze u wszystkich organizméw geny to fragmenty ogromnych czasteczek zwanych DNA;

2. ustalono chemiczng struktur¢ DNA (opracowanie modelu czasteczki DNA przez Watsona i Cricka
w 1953 roku);

3. rozszyfrowano kod genetyczny, tj. zasady zapisu w DNA bialek warunkujacych poszczegdlne
cechy osobnicze, takie jak morfologia organizmu, podatnos$¢ na okreslone choroby i1 wiele in-
nych procesow.

Drugi okres zapoczatkowany okoto roku 1970 i trwajacy do dzis, rozpoczat si¢ wraz z wprowa-
dzeniem metod znanych pod wspolna nazwg sztucznej rekombinacji DNA lub inzynierii genetycz-
nej. Metody te umozliwity izolacj¢ i1 analiz¢ poszczegdlnych genow pochodzacych z wszelkich
organizméw: drobnoustrojow, roslin, zwierzat. Dalszy rozwdj tych metod umozliwit precyzyjna
diagnostyke chorob dziedzicznych, a takze nowotworowych i AIDS, a w przysztosci pozwoli by¢
moze na znalezienie skutecznych metod ich zwalczania. Metody inzynierii genetycznej wykorzy-
stywane sa rowniez w medycynie sagdowej do identyfikacji ofiar i sprawcoOw przestgpstw. Poza
sama diagnostyka, inzynieria genetyczna pozwala nam réwniez na wprowadzanie zmian w genach,
a co za tym idzie uzyskanie lepszych odmian hodowanych roslin i zwierzat. Wszystko to sprawia,
ze inzynieria genetyczna znajduje zastosowanie i wywiera wptyw na kierunki rozwoju wielu dzie-
dzin nauki i gospodarki takich jak : medycyna, farmacja, przemyst spozywczy, rolnictwo, biotech-
nologia. Szczegolnie ta ostatnia dziedzina intensywnie rozwija si¢ w ostatnich latach; powstato juz
wiele firm biotechnologicznych finansujacych badania nad uzyskaniem nowych odmian roslin i zwie-
rzat oraz zajmujacych si¢ wprowadzaniem produktow uzyskanych z tych odmian na rynek. Coraz
czesciej spotykamy si¢ z efektami pracy biologéw molekularnych zajmujacych si¢ manipulacja
genami. Juz w tej chwili powszechnie mowi si¢ o tzw. nowej zywnosci, czy tez zywnosci transge-

nicznej, okreslanej tez mianem zywnosci niekonwencjonalnej, a jednoczesnie temat ten wzbudza
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bardzo wiele kontrowersji. Oprécz wielu pozytywdw postep w dziedzinie inzynierii genetycznej
niesie ze soba wiele innych zagrozen, jak chociazby mozliwos¢ wykorzystania technik rekombina-
cji DNA do produkcji broni biologicznej. Nie wszyscy zdaja sobie sprawe, ze zanim dojdzie do
uzyskania ostatecznych produktow, ktére moga znalez¢ praktyczne zastosowanie i wzbudzi¢ nasze
zainteresowanie lub obawy, odby¢ trzeba dtuga drogg. Otrzymywanie konkretnych organizméw
transgenicznych, czy tez opracowywanie nowych metod nie zawsze polega na dokonywaniu zmian
w organizmie, ktéry bedzie ostatecznym produktem biotechnologicznym. Zwykle poprzedzajace
badania prowadzi si¢ na tzw. organizmach modelowych, czyli takich, ktdre s lepiej poznane jesli
chodzi o budowe genomu. Po sprawdzeniu, jak dany uktad do§wiadczalny lub metoda dziata na
takim wtasnie modelu, mozna je zastosowa¢ do innych organizmdw, dzigki temu, ze kod genetycz-
ny jest uniwersalny (taki sam u wszystkich organizméw uzytkowych). Taki wtasnie schemat ba-
dawczy zostat zastosowany w niniejszej pracy. Zostat w niej przedstawiony proces uzyskania rosli-
ny transgenicznej niezdolnej do rozmnazania; w opisanych tu badaniach jako model postuzyta

roslina tytoniu (Nicotiana tabacum).

1.1. Techniki biologii molekularnej umozliwiajgce konstrukcje
organizmow transgenicznych

Obecne techniki biologii molekularnej pozwalaja nie tylko na lepsze poznanie funkcjonowania
1 powstawania organizmow, lecz stwarzaja réwniez mozliwos¢ konstruowania nowych organizmow.
Tworzenie nowych organizméw w pewnym sensie odbywato si¢ juz duzo wezesniej, jako skutek
prowadzenia selektywnej hodowli. Zdecydowana wigkszo$¢ wspdtczesnych odmian roslin i zwie-
rzat jest efektem doboru sztucznego, czyli ludzkiej ingerencji w procesy genetyczne. Nie ulega
jednak watpliwosci, ze dopiero wspodlczesna biologia data ludziom narzgdzia pozwalajace na pre-
cyzyjne manipulowanie zarowno swoim wlasnym materialem genetycznym, jak i materiatem ge-
netycznym organizmdw nalezacych do innych gatunkéw (Berg i Singer 1997).

Pojawienie si¢ metod pozwalajacych na genetyczne modyfikacje lub otrzymywanie zupetnie
nowych organizmoéw pociagne¢to za sobg wyodrebnienie dyscypliny zwanej biotechnologia mole-
kularng. Mianem tym okresla si¢ technologie stuzace do wytwarzania za pomocg inzynierii gene-
tycznej uzytecznych zywych organizmdw, a takze do otrzymywania innych substancji pochodza-
cych z tych organizmdw lub ich czesci. Organizmy otrzymane za posrednictwem tych technologii
okresla si¢ skrotem GMO — (Genetycznie Modyfikowane Organizmy). Sa to organizmy, ktérych
genom zostat zmieniony (zmodyfikowany) za pomoca technik rekombinowanego DNA (FDA,1992).

Szczegotowa definicja GMO, sformutowana w ustawodawstwie Unii Europejskiej (UE) oraz

w ustawodawstwie polskim, podana jest nize;j.
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1.1.2. Definicje Genetycznie Modyfikowanych Organizmoéow
Wedlug ustawodawstwa UE:

Organizmy genetycznie zmodyfikowane sa to organizmy, ktérych materiat genetyczny zo-
stal zmieniony w sposéb inny, niz w drodze naturalnego rozmnazania lub krzyzowania (Dyrekty-

wa 90/220/EEC).

Wedlug ustawodawstwa polskiego:

Organizmy genetycznie zmodyfikowane oznaczajg organizmy, ktorych struktura genomu
zostata zmieniona przez usunigcie jednego lub wigcej genow albo zmiang jednego lub wigcej ge-
ndéw, a takze w drodze hodowli organizméw hybrydowych realizowanej z wykorzystaniem techniki
inzynierii genetycznej (Art.37a ust. 2 Ustawy o Ochronie Srodowiska z dnia 30.07.1997 roku, Dz.U.
nr 133 poz. 885 z dnia 29.10.1997).

1.1.3. Techniki otrzymywania GMO

Techniki uzyskiwania organizmdw transgenicznych sa rozne dla roslin i zwierzat.

Transformowanie komorek roslinnych

Obecnie stosuje si¢ wiele roznorodnych technik wektorowego i bezwektorowego transformo-
wania roslin. Kryterium wyboru metody sg lokalizacja oraz wydajno$¢ ekspresji genu przeniesio-
nego do rosliny biorcy. Poza tym, przy transformacji nalezy pamigtac, ze nie wszystkie komorki
roslinne sa kompetentne (zdolne do transformacji) i totipotentne (zdolne do regeneracji catych or-
ganizmdéw). Te cechy komorek zalezg od: gatunku, organu, stopnia rozwoju, indywidualnej historii
1 warunkdw wzrostu. Podstawa do proliferacji i regeneracji organéw z komdrek somatycznych jest
zdolnos¢ do tzw. odpowiedzi na zranienie (Kahl 1982) — powszechnej dla roslin dwuli$ciennych,
a bardzo rzadkiej u jednolisciennych.

Mozna wyrdznié trzy gldwne metody transformacji komdrek roslinnych stosowane w zalezno-
$ci od rodzaju transformowanych roslin. Najprostsza polega na bezposrednim wprowadzeniem
DNA do protoplastow czyli komorek pozbawionych sciany komorkowej. Drugi sposob to transfor-
macja za pomoca gram ujemnej bakterii glebowej Agrobacterium tumefaciens. Metoda ta jest naj-
czesciej stosowana i najskuteczniejsza dla roslin dwulisciennych. Trzecia metoda transformacji
polega na wstrzeliwaniu DNA do komorek roslinnych. Jest to najczesciej stosowany sposob trans-

formacji roslin jednolisciennych (Legocki 1990, Zimny 1996).
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Transformacja za pomoca Agrobacterium tumefaciens

Drobnoustroje z rodzaju Agrobacterium wspaniale opanowaty sztuke ,,kolonizacji genetycz-
nej” — wprowadzania wtasnych genéw do komdrek roslinnych. Agrobacterium tumetaciens to bak-
teria glebowa wywotujaca chorob¢ zwana guzowatoscia szyjki korzeniowej lub inaczej rakiem
szyjki korzeniowej. Zdolnosci tych bakterii wykorzystali naukowcy do otrzymywania nowych udo-
skonalonych odmian roslin transgenicznych poprzez wprowadzenie obcych genéw za posrednic-
twem Agrobacterium tumefaciens najlepiej poznanego gatunku zakazajacego rosliny dwuliscien-
ne. Odkryto, ze nie wszystkie szczepy Agrobacterium tumefaciens wywotuja chorobe. Poréwnania
szczepow dokonali w 1974 roku Schell J. 1 Van Montagu M. wraz ze wspolpracownikami (Zeski
1997). Potwierdzono wdwczas hipoteze, ze patogennos¢ zalezy od obecnosci lub braku w komorce
dodatkowej czasteczki DNA (plazmidu), poza gtownym DNA zawierajacym informacje genetycz-
na niezbedna do funkcjonowania komorki. Plazmid Agrobacterium zwany plazmidem Ti zawiera
geny, ktore inicjuja w komorce roslinnej synteze jej wlasnych hormondéw stymulujacych podzialy

komoérkowe: cytokininy i1 auksyny.

Rysunek 1. Infekcja komorki roslinnej przez Agrobacterium tumefaciens

g B
jadro komdrkowe
gldwny chromosem
bakterii
Ti plazmid i
s
! indukeja produkcji
llll cytokinin i auksyn
T-Dbk {

integracia fragmentu T
7 chromosomalnym
DA rosliny

Seesm) —

KOMORKA ROSLINNA

%

AGROBACTERILM

Zrédto: Opracowanie wiasne na podstawie teski, Wiedza i Zycie 1997
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Wskutek niekontrolowanej syntezy tych hormondw powstaje guz. Geny plazmidu Ti stymulu-
jace synteze¢ hormonow zlokalizowane sa we fragmencie plazmidowego DNA, zwanym T-DNA.
To wtasnie T-DNA, a nie caly plazmid Ti, wprowadzany jest do komorki roslinnej. Na obu koncach
T-DNA znajduja si¢ identyczne 25 nukleotydowe odcinki DNA. Noszg one nazwy odpowiednio:
lewej i prawej granicy (ramion) rejonu T i warunkuja skuteczng integracje catego fragmentu T do
chromosomu rosliny. Ramiona T umozliwiajg integrowanie z DNA gospodarza kazdego fragmen-
tu DNA, ktéry si¢ miedzy nimi znajduje. Ta korzystna cecha sprawita, ze plazmid Ti zostat wyko-
rzystany jako element umozliwiajacy wprowadzenie obcych genéw do DNA roslin dwulisciennych
(Jerzmanowski 1996). W tym celu zostal on ,,rozbrojony” przez usunigcie z fragmentu T gendéw
warunkujacych powstawanie guza, a takze innych wystepujacych tam genéw. Pomigdzy lewa i pra-
wa granice T wprowadzono nastgpnie nowe odcinki DNA, ktore pozwalajg na tatwe wprowadza-
nie tam dowolnych genow i zapewniajg ich ekspresje¢ w komorce roslinnej, a takze pozwalaja na
odréznienie komdrek transformowanych od nie transformowanych (Jerzmanowski 1996). Tak skon-

struowana czasteczka DNA nazywana jest wektorem transformacyjnym. (7ys. 2)

Rysunek 2. Wektor plazmidowy do transformacii roslin za pomoca Agrobacterium
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Wakne plapmidoswy da ransformes|i mdlin 20 pomocy Apeabicliviem B8] preed sstiwsnigm gera. bl
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a) przed wstawieniem genu, b) z wstawionym genem, ktéry ma by¢ wprowadzony do genomu rosliny.
Zrédto: Jerzmanowski 1996

Procedura transformacji polega na: (rys. 3)
1) wstawieniu w odpowiednie miejsce wektora wlasciwego fragmentu DNA,
2) wprowadzeniu wektora do Agrobacterium (tu nastgpuje jego namnozenie),
3) inkubacji bakterii niosacych wektor z fragmentem tkanki ro§linnej (kokultywacja),
4) po kokultywacji z bakteriami przenoszenie fragmentow tkanki na pozywke selekcyjno-regene-

racyjna z odpowiednim antybiotykiem,



Wstep

5) indukcja podziatow komorkowych i przeksztalcenie uformowanej juz i nie proliferowanej tkan-
ki w bezksztattna masg¢ dzielacych si¢ komorek zwang kalusem,

6) regeneracja roslin z komorek kalusa za pomocg pozywek zawierajacych hormony roslinne w se-
lekcyjnie dobranej proporcji co powstaje indukcj¢ pedu,

7) ukorzenianie rosliny w odpowiedniej pozywce,

8) przeniesienie rosliny do ziemii.

Rysunek 3. Schemat wprowadzania obcego genu do roliny z zastosowaniem wektora po$redniczacego
zawierajacego fragment plazmidu Ti (wg Chilton, 1982)

wektor .
> —-WIQCZony
e B @ plazmid T
rozciecie
e obcy DNA e '
o komorka
- tytoniu

~
™~ ligacgja P

plazmid o szerokim
wtgcezony zakresie gospodarza

fragment zrekombinowany
b plazmid

e o transtormowana
l rozciecie irozueue Komarka
\\ln gacja p e
@ wektor wyhodowane kolonie
posredniczqgcey kombrek
T DNAl plazmid Ti

szczepu dzikiego

regeneracja

wtqczony
plazmid Ti

wydalenie
plazmidu

transtormowana
komorka

Zrédto: Transformowanie i regeneracja roslin — poradnik laboratoryjny. Poznari 1990
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Metoda transformacji za pomoca wstrzeliwania DNA do rosliny

Ten sposob transformacji zyskuje ostatnio duza popularnosé. Polega on na ,,strzelaniu” do ro-
$lin z dziata genowego. Dziato jest urzadzeniem umozliwiajacym bombardowanie tkanek mikro-
skopijnymi kulkami powleczonymi warstewka DNA. Cis$nienie gazu w dziatku nadaje kulkom tak
wielkie przyspieszenie, ze z tatwoscia przenikaja one przez twarde elementy struktury tkanek i1 ko-
morek. Jednoczesnie sa na tyle mate, ze nie powoduja drastycznych uszkodzen komorek.

Sposdb ten pozwala na dostarczenie DNA do dowolnej tkanki roslinnej. W dalszym etapie
procedury, z transformowanych komorek uzyskuje si¢ kalus, a postepowanie w kolejnych etapach
jest podobne, jak przy metodzie z zastosowaniem Agrobacterium tumefaciens (Jerzmanowski 1996).

Transformacja protoplastow

Jest to najprostsza metoda otrzymywania transformowanych roslin. Wykorzystuje sie¢ w tym celu komorki
sztucznie pozbawione $ciany (protoplasty). Sciane usuwa sie traktujac komérki mieszaning enzyméw pocho-
dzaca z przewodu pokarmowego slimaka, ktdre trawig sktadniki $ciany komorkowej nie niszczac blony i we-
wnetrznych struktur komorki. Dla tak otrzymanych komorek wystarczy zwigkszy¢ przepuszczalno$é zewnetrz-
nej blony za pomoca np. krétkiej inkubacji komorek w roztworze zawierajacym glikol polietylenowy, chlorek
wapnia lub poddanie ich krétkiemu dziataniu silnego pola elektrycznego (elektroporacja) aby wniknety do ich
wnetrza czasteczki plazmidowego DNA. Dalsze postgpowanie jest podobne jak w poprzednich metodach.

Jak wida¢ z powyzszych opisow sposoby transformacji nie sa zbyt skomplikowane, lecz na tym
nie koniec. Wazne jest aby transformacja byla skuteczna, co oznacza stabilng ekspresje wprowa-
dzonego genu. Czesto zdarza sie, ze wprowadzone do roslin geny nie ulegaja w ogdle ekspres;ji,
badz jest ona bardzo staba. Czgstg przyczyna tego zjawiska jest tzw. ,,wyciszanie genow”, ktorego
czesciowq konsekwencja jest przypadkowos¢ miejsca integracji obcych genow w DNA rosliny.

Prowadzone sa jednak ciagle badania nad sekwencjonowaniem genomow réznych roslin w tym
uzytkowych (pszenica, kukurydza, ryz) co by¢ moze pozwoli na skuteczniejsze dokonywanie trans-
formacji. Sekwencjonowanie ma na celu doktadne poznanie sktadu sekwencji wszystkich genow

ro$liny. Te informacje pozwolg na udoskonalenie metod transformacji organizmow.

Uzyskiwanie transgenicznych zwierzat
Zwierzeta transgeniczne uzyskuje si¢ obecnie trzema metodami:

1. Przez nastrzyknigcie in vitro DNA do jednego z przedjadrzy zaptodnionej in vivo komorki jajowej,
przed pierwszym podzialem. Jest to postgpowanie prawie rutynowe i dajace powtarzalne wyniki.

2. Przez infekcje wezesnego zarodka zrekombinowanym wektorem pochodzenia wirusowego.

3. Przez modyfikacje genetyczng pierwotnych komorek zarodkowych ES (ang. embryo stem) i wpro-
wadzenie ich do zarodka w stadium blastocysty. Ten ostatni zabieg udaje si¢ tylko w komoérkach

myszy (Fikus M. 1996).
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1.2. Tyton jako roslina modelowa

Tyton szlachetny (Nicotiana tabacum L.) nalezy do klasy roslin dwulisciennych. Osiaga wy-
soko$¢ od 75 do 300cm. Ma todyge prosta lub rozgatgziong o lisciach podtuznych lancetowa-
tych, utozonych naprzemianlegle. Kwiaty tytoniu sg duze, pachnace, zebrane w szczytowe pod-
baldachy. Kielichy kwiatowe sg podtuznie cylindryczne. R6zowa korona o dtugiej rurce i 5 za-
ostrzonych ptatkach, posiada 5 precikow z czego 4 sa réwne a, piaty krotszy oraz jeden stupek.
Owoce majg postaé torebek pekajacych na szczycie. Nasiona sg nerkowate, drobne i liczne. Ty-
ton zaliczany jest do rodziny Solonaceae (Psiankowate) do ktdrej nalezg rowniez ziemniak i po-
midor (Radomski, Jasnowski 1986).

Tyton, ktory obecnie nie jest znany w stanie dzikim, pochodzi prawdopodobnie z Ameryki
Poludniowej. Indianie zwali go ,,tobacco” i palili, wciagajac dym nosem. Tyton uwazany byt
wowczas za rosling lecznicza. Do Europy dotart w potowie XVI w., prawdopodobnie przez
Portugalig. W 1560 r. posel francuski na dworze portugalskim, Jean Nicot de Villemain prze-
stat nasiona tytoniu do Francji, zalecajac rosling jako uniwersalny $rodek leczniczy. Jego na-
zwisko uwiecznit Linneusz w nazwie rodzajowej tytoniu (nicotiana); od niego pochodzi takze
nazwa gléwnego alkaloidu zawartego w lisciach tytoniu. Obecnie tyton uprawiany jest w wigek-
szo$ci krajow $wiata.

Rodzaj Nicotiana obejmuje okoto 60 gatunkow. Tyton szlachetny jest w zasadzie rosling samo-
pylna. (Podbielkowski 1989, Rajewski 1992).

Od pewnego czasu tyton stat si¢ obiektem zainteresowan biologéow jako roslina wygodna
do transformacji. Ze wzgledu na pokrewienstwo z pomidorem i ziemniakiem moze stanowic
cenne zrodto informacji dotyczacych mozliwosci przeprowadzania do§wiadczen na tych wia-
$nie roslinach. Rowniez z innych wzgledéw jest on do$¢ wygodnym obiektem badawczym. Po
pierwsze, daje si¢ dos¢ tatwo hodowaé w warunkach szklarniowych, jak rowniez w warunkach
sterylnych na agarze i w pozywce ptynnej. Po drugie, charakteryzuje si¢ dos¢ krotkim czasem
generacji (okoto 3-4 miesiace). Po trzecie, jest dos¢ duzg rosling u ktorej tatwo jest zaobser-
wowac¢ wszelkie zmiany fenotypowe po transformacji. Po czwarte i najwazniejsze, jest podat-
ny na transformacje¢ za pomoca Agrobacterium, wykazujac przy tym duza zdolnos¢ do regene-
racji. Warto podkresli¢, ze metoda transformacji via Agrobacterium, a takze regeneracja sa
technikami stosunkowo prostymi. Rosliny tytoniu hodowane w optymalnych warunkach za-
pewniaja wystarczajaca ilo$¢ materiatu do wykonania wszelkich analiz molekularnych i bio-

chemicznych (Prymakowska-Bosak 1997).
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1.3. Rzeczywiste i potencjalne zagrozenia zwigzane
ze stosowaniem organizmow transgenicznych

Nowoczesne technologie konstruowania zmienionych genetycznie organizmdow znalazty zasto-
sowanie rowniez przy produkcji zywnosci. Nowe odmiany transgeniczne moga by¢ bardziej od-
porne na stresy biotyczne i abiotyczne, posiada¢ lepsze wtasciwos$ci sensoryczne oraz lepsze para-
metry technologiczne. Jednak ich zastosowanie wywoluje wiele kontrowersji i rodzi pytania zwia-
zane przede wszystkim z bezpieczenstwem takiej zywnosci. Wspotczesnie dostgpne techniki opar-
te sq na znajomosci biologii molekularnej, a zwlaszcza struktury genow. Biologia molekularna
umozliwia skorelowanie wtasciwosci i cech organizmdéw z rodzajem i struktura konkretnych cza-
steczek chemicznych. Oznacza to, ze wspdtczesni hodowcey potrafig skorelowaé takie cechy, jak
np. szybko$¢ wzrostu, czy odpornos$¢ na owady z konkretnym odcinkiem DNA (genem), biatkiem,
hormonem i innymi czasteczkami chemicznymi. Biatko enzymatyczna albo biatkowy hormon sg
»produktami” genu, ktory stanowi fragment genomu (kompletnej informacji genetycznej) - charak-
terystycznego molekularnego zapisu zywego organizmu. Mozliwe jest nie tylko ustalenie za co
odpowiada konkretny gen ale réwniez wydzielenie go i przeniesienie do innego uktadu, np. innej
rosliny lub zwierzecia. Mozliwe jest zatem kontrolowanie hodowli na poziomie molekularnym,
a nie wyltacznie w oparciu o cechy morfologiczne, jak to mialo miejsce w przypadku metod genety-

ki klasycznej (Twardowski 1997).

1.3.1. Mozliwosci modyfikacji genetycznych

Pierwsze eksperymenty z transgenicznymi roslinami przeprowadzono w USA, w 1986 roku na
tytoniu. Od tego czasu badania prowadzone sg na wielu innych gatunkach roslin. Réwnolegle pro-
wadzone sg badania nad transgenicznymi zwierzgtami oraz drobnoustrojami. Modyfikacje gene-
tyczne dokonane za pomoca metod inzynierii genetycznej maja przede wszystkim na celu poprawe
trwatosci produktow, a tym samym lepsza wydajnos¢ produkcyjna. Jak wiadomo, w produkcji zyw-
nosci zasadniczy udziat ma produkcja roslinna. O ogromnej roli ro$lin dla wyzywienia cztowieka
moze §wiadczy¢ fakt, ze stanowig one az 93% jego diety, a w pozostatych 7% uczestnicza w po-
$redni sposdb, bedac sktadnikiem pasz zwierzecych.

Nalezy tu réwniez pamigta¢ o drobnoustrojach, ktore wykorzystywane sa do produkcji tzw.
kultur starterowych. Kultury te uzywane sa do pozyskania bardziej urozmaiconego asortymentu,
waznych w codziennej diecie przetworow mlecznych (Bednarski 1997, Twardowski 1997a). Wy-
sokie wymagania stawiane kulturom starterowym (szczegdlnie tych wykorzystywanych w nowych
technologiach przetworstwa mleczarskiego) powoduja, ze wiele z nich poddaje si¢ modyfikacjom
genetycznym. Pierwszym GMO zastosowanym jako kultury starterowe byty drozdze piekarskie

Sacharomyces cerevisiae 352Ng (Bielecki i Kwapisz 1997). W przypadku mikroorganizméw waz-
13
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nym celem jest ich adaptacja do efektywniejszej produkcji zywnosci (np. wdrozenie technologii

produkcji reniny przez genetycznie modyfikowane szczepy bakterii lub drozdzy- do genomu kto-

rych wprowadzono geny z trawiencéw cielgcych, odpowiedzialne za biosynteze wymienionego

enzymu (Twardowska i Twardowski 1997, Bednarski 1997)

Jesli chodzi o rosliny transgeniczne zasadniczymi celami ich pozyskiwania sa:

1. poprawa wlasciwos$ci agronomicznych, takich jak: odporno$¢ na temperature, zasolenie, nie-
ktoére infekcje wirusowe, grzybowe i bakteryjne. Niesie to z soba mozliwos¢ zmniejszenia sto-
sowania substancji chemicznych w rolnictwie, a zatem obnizenie kosztéw produkcji oraz po-
prawe stanu srodowiska;

2. ulepszenie wlasciwosci produktu przez poprawe cech sensorycznych (smak, zapach i wyglad),
wydtuzenie czasu sktadowania, zwigkszenie zawartosci sktadnikdéw naturalnych (np. witamin
1 mikroelementéw) (Twardowski 1996);

W tabeli nr 1 przedstawiono mozliwe efekty transgenizacji roslin. Jak tatwo zauwazy¢ do naj-
czesciej wprowadzanych cech naleza: odporno$¢ na wirusy, odpornos¢ na herbicydy i owady, zwiek-

szona produkcja okreslonego sktadnika, przedtuzona trwatos¢.

Tabela 1. Przyktady roslin transgenicznych o zmienionych witasciwosciach

Roslina Efekt uzyskany za pomoca inzynierii genetycznej

Truskawka wyzsza stodkosé owocow
spowolnienie procesu dojrzewania poprzez kontrole poziomu etylenu
mrozoodpornoscé

Jabtka odpornos$¢ na owady

Banany odpornosc¢ na wirusy i grzyby

Winogrona odmiany bezpestkowe

Seler zwiekszenie krucho$ci

Brokuty spowolnienie dojrzewania

Cykoria zwiekszenie zawartosci cukrow

Kapusta odpornos¢ na szkodniki
mniejsze wymiary

Dynia odpornos¢ na grzyby

Pomidor wieksza zawartos¢ suchej substanciji

opoznione dojrzewanie i migkniecie

poprawa smaku

intensyfikacja barwy

ciensza skorka

odpornosé na wirusy

Soja odpornosé¢ na herbicydy

olej o obnizonej zawartosci kwasu palmitynowego
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Roslina Efekt uzyskany za pomoca inzynierii genetycznej
Rzepak zwiekszona zawarto$¢ kwasu laurynowego
olej o niskiej zawartosci nienasyconych kwaséw tluszczowych
Ziemniak wzrost zawartosci skrobi

produkcja cyklodekstryn

produkcja stodkiego biatka - taumatyny
odpornosc¢ na ciemnienie pouderzeniowe
skrobia amylopektynowa

mata zawartos¢ glikoalkaloidéw

mata zawartos¢ cukrow redukujacych
odpornosé na wirusy

odpornos¢ na stonke

odpornosé na herbicydy

Pszenica zwiekszona zawartosc¢ glutenu

Zrédto: Grajek, Malepszy 1997

1.3.2. Argumenty przeciwnikéw genetycznie modyfikowanych organizméow
Wiele organizacji pozarzadowych, dziatajacych na catym $wiecie, w tym réwniez w Polsce

czgsto okreslanych jako ,,zieleni”, jest przeciwna rozwojowi biotechnologii, a zwtaszcza inzynierii

genetycznej. Organizacja ,,Greenpeace” uwaza, ze brak szkodliwych efektéw organizmdw transge-

nicznych nie dowodzi bezpieczenstwa GMO. W zwigzku z tym twierdzi, ze stanowisko organizacji

miedzynarodowych (OECD i UNEP) jest nieodpowiedzialne 1 dlatego nalezy:

e wstrzymac wszelkie wprowadzanie GMO do srodowiska,

e przeprowadzi¢ szczegdtowq analize wszystkich zastosowan inzynierii genetycznej i jej wplywu
bezposredniego i1 posredniego na srodowisko, zdrowie ludzkie i warunki socjoekonomiczne,

e wprowadzi¢ zasad¢ peinej odpowiedzialnosci producenta za efekty spowodowane przez jego

produkty (Twardowski 1997b).

1.3.3. Potencjalne zagrozenia wynikajace z zastosowania nowych
organizmow w zywieniu ludnosci

Ryzyko, jakie niesie za sobg stosowanie inzynierii genetycznej ukierunkowanej na produkcje
nowych organizméw wynika przede wszystkim z zakresu wykorzystania GMO. Innej ocenie be-
dzie podlegato zagrozenie wynikajace ze stosowania zmodyfikowanych genetycznie bakterii Esche-
richia coli stuzacej do przemystowej produkcji taniej insuliny w kontrolowanych warunkach ho-
dowli tego drobnoustroju, a innej wprowadzenie do uprawy polowej nowej odmiany rosliny, ktora
wyposazono w ceche innego gatunku, nie stosowanego dotychczas w zywieniu ludzi. Jezeli chodzi

o zakres wykorzystania GMO przy produkcji zywnos$ci, mozna go podzieli¢ w sposdb nastgpujacy:
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1. Produkty wytwarzane przez GMO stosowane bezposrednio w zywieniu ludzi (np. olej sojowy
o korzystniejszym sktadzie kwasow tluszczowych),

2. Produkty wytwarzane przez GMO jako dodatki do zywnosci (kwas cytrynowy, mlekowy),

3. Produkty wytwarzane przez GMO stosowane w przemysle spozywczym (np. enzymy),

4. GMO stosowane w przemysle spozywczym (np. zmodyfikowane drozdze),

5. GMO jako produkty bezposrednio stosowane w zywieniu ludzi (np. ziemniaki z cecha opornosci
na stonkg lub soja oporna na niektore herbicydy, pomidor o przedtuzonym okresie dojrzewania)
(Ludwicki 1998a).

Ocena ryzyka zwigzanego z zastosowaniem GMO lub ich produktéw w zywieniu ludzi wyma-
ga zidentyfikowania potencjalnych zagrozen wynikajacych z ingerencji w materiat genetyczny or-
ganizmu. Istnieja dwa podstawowe typy ingerencji w materiat genetyczny: wprowadzenie genu
kodujacego pozadang cechg i unieczynnienie genu kodujacego niepozadana ceche. Mimo ciaglych
postepdw inzynierii genetycznej nie mozna wykluczy¢, ze wraz z wprowadzeniem nowej, scisle
zdefiniowanej cechy wprowadzona zostanie rowniez inna cecha zakodowana w DNA dawcy mate-
riatu genetycznego. Poza tym, samo wprowadzenie nowej cechy do DNA moze spowodowac eks-
presj¢ gendw obecnych w materiale genetycznym gospodarza, ktdre dotychczas pozostawaty nie-
aktywne (uspione). Z podobnym efektem mozna si¢ liczy¢ po usunigciu fragmentu materiatu gene-
tycznego kodujacego niepozadana cechg. Dlatego tez przy ocenie zagrozen wynikajacych ze sto-
sowania GMO, nalezy bra¢ pod uwagg:
¢ konsekwencje bezposrednie (np. zywieniowe, toksykologiczne, alergenno$¢) wynikajace z obec-

nosci w zywnosci nowych produktéw kodowanych przez geny wprowadzone na drodze inzynie-
rii genetycznej;

e konsekwencje bezposrednie wynikajace ze zmian w dotychczasowym poziomie produktéw ko-
dowanych przez geny wprowadzone lub zmodyfikowane na drodze inzynierii genetyczne;j;

e posredni wptyw nowo wytwarzanych produktow na przebieg metabolizmu w organizmie gene-
tycznie zmodyfikowanym, co w konsekwencji moze prowadzi¢ do wytwarzania nowych sktad-
nikdw lub do zmienionego poziomu sktadnikow dotychczas wytwarzanych;

¢ konsekwencje mutacji wywotanych modyfikacja genetyczng w GMO, takich jak przerwanie se-
kwencji gendéw kontrolujacych represj¢ uspionych genow, co prowadzi do pojawienia si¢ no-
wych sktadnikow lub do zmienionego poziomu sktadnikdéw dotychczas wystgpujacych;

e konsekwencje transferu genéw z GMO lub produktéw pochodzacych od tych organizmoéw do
mikroflory zasiedlajacej przewod pokarmowy;

e mozliwo$¢ szkodliwego wplywu na zdrowie wynikajace ze stosowania w zywieniu mikroorgani-
zmdéw modyfikowanych genetycznie (Ludwicki 1998b).
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Rosliny transgeniczne sa przewidziane do bezposredniego spozycia w stanie surowym oraz jako
surowiec do przetwdrstwa spozywczego. Geny wprowadzone do roslin transgenicznych koduja bio-
synteze takich samych biatek jak te, ktére byly wytwarzane przez organizmy z ktorych pobrano gen.
W wyniku biosyntezy, a nastgpnie dziatania obcych biatek (enzymow), syntetyzowane sa przez rosli-
ne takie substancje, jak weglowodany, thuszcze, biatka. Sa one pod wzgledem chemicznym identycz-
ne z tymi, ktdre cztowiek spozywa codziennie w swojej diecie i podobnie trawione przez organizm.
Geny wprowadzone do roslin sa w catosci trawione w przewodzie pokarmowym cztowieka, podob-
nie jak kwasy nukleinowe z normalnych roslin. Nie ma wigc mozliwosci wbudowania obcych genow
spozywanych wraz z roslinami transgenicznymi do organizmu ludzkiego. Nalezy tu doda¢, ze wszel-
kie rodzaje zywnosci (niezaleznie od pochodzenia) zawierajg DNA, ktory jest trawiony i1 nie moze

zosta¢ wbudowany do ludzkiego genomu (Grajek, Malepszy 1997; Bednarski 1997;Fikus 1997).

1.3.4. Zywnos$é transgeniczna a bezpieczenstwo konsumenta

Ludzie oczekuja, aby ich pozywienie byto tak ,,naturalne” jak to tylko mozliwe. W potocznym
odczuciu, im bardziej naturalny jest dany produkt, tym lepszy i1 bezpieczniejszy dla konsumenta.
Natomiast techniki inzynierii genetycznej wydaja si¢ spoleczenstwu wysoce ,,nienaturalne” i oce-
niane sa jako niebezpieczne. Natomiast w opinii specjalistéw modyfikacja genetyczna w produkcji
zywnosci to tylko nagladowanie przyrody.

Ciekawe jest, co budzi szczegolne obawy jesli chodzi o konsumpcje artykutow spozywczych
zawierajacych materiat biologiczny, modyfikowany genetycznie. Obawy dotycza np. tego co stanie
si¢, gdy DNA zawarty w zywnosci nie zostanie strawiony. Czy geny pochodzenia bakteryjnego
wystepujace w nowej zywnosci — np. geny warunkujace oporno$¢ na antybiotyki, stosowane jako
specyficzne znaczniki (markery) genetyczne, moglyby spowodowac taka sama opornos¢ u flory
bakteryjnej systemu trawiennego? Moglyby wowczas wystapi¢ rozne problemy, np. zwigkszona
podatnos¢ na alergie. Z drugiej strony, opornos¢ na antybiotyki jest cecha charakterystyczna dla
wielu bakterii wystepujacych w zywnosci 1 regularnie spozywanych przez ludzi. Niezaleznie od
tego, marker opornosci na antybiotyki stosowany w pracach badawczych nad zywnos$cia, moze by¢
usuniety z produktéw zywnosciowych w odpowiedniej fazie prac genetycznych.

Stawiane sg rowniez pytania, dotyczace mozliwosci niebezpiecznego zwigkszenia poziomu
toksyn, nowych substancji czy tez alergenow w genetycznie modyfikowanych roslinach. Stanowi
to rdwniez realne zagrozenie w przypadku stosowania klasycznych metod uprawy i hodowli. Nale-
zy w tym miejscu zwrdci¢ uwage, ze niezaleznie od technologii otrzymywania zywnos$ci, obowiaz-
kiem producenta jest gwarantowanie jakosci i bezpieczenstwa sprzedawanych artykutow konsump-

cyjnych, jak réwniez zabezpieczenie przed obecnoscia wszelkich szkodliwych czynnikdw.
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Wystepuja takze obawy przed mozliwoscig zniszczenia przez genetycznie modyfikowane
rosliny uktadu biologicznej rownowagi w srodowisku. W przypadku zaniedbania kontroli 1 ostroz-
nosci, w trakcie rutynowych prac laboratoryjnych mogtaby zosta¢ omytkowo wykreowana nowa
roslina. Przypadkowo otrzymana genetycznie modyfikowana roslina mogtaby np. by¢ odporna na
okreslone herbicydy, charakteryzowac si¢ bardzo wysoka plennoscia, stanowiac niezwykle trudny
do usunigcia chwast. Gdyby dodatkowo nastapito jeszcze wprowadzenie odpornosci na owady, to
mogltoby mie¢ miejsce zaburzenie naturalnej rownowagi ekologicznej. Te przypuszczenia sa jed-
nak mato prawdopodobne. Chwasty sa silniejsze od wyhodowanych przez cztowieka roslin, dlate-
go ze sa lepiej zaadoptowane w wyniku doboru naturalnego i to dzigki temu majq tak uprzywilejo-

wanag, z punktu widzenia trybu zycia, charakterystyke genetyczng (Twardowski 1996, WHO 1996).

Nalezaloby tu jeszcze przytoczy¢ definicje bezpiecznej zywnosci jaka zostata sformutowana
i zapisana w Kodeksie Zywno$ciowym FAO/WHO:
bezpieczenstwo zywnosci jest to pewnos¢, ze nie spowoduje ona szkodliwych skutkow dla
konsumenta, o ile jest przygotowana i spozywana zgodnie z przeznaczeniem.

Wychodzac z tej definicji Swiatowa Organizacja Zdrowia przyjela stanowisko, ze zywno$é
uzyskana z udzialem organizméw zmodyfikowanych genetycznie lub same GMO shluzace jako
zywno$¢ powinny by¢ ocenione poprzez poréwnanie z odpowiednimi produktami oryginalnymi,
dla ktérych istniejq standardy bezpieczenstwa. Koncepcje t¢ rozwingta Organizacja ds. Wspotpra-
cy Ekonomicznej i Rozwoju (ORCD) przedstawiajac poglad, wedle ktdrego jesli nowa zywnos¢
lub jej sktadnik sa w znaczacym stopniu rownowazne z juz istniejacq zywnoscia (lub jej sktadni-
kiem) otrzymanymi metodami konwencjonalnymi, to w odniesieniu do bezpieczenstwa, powinny

by¢ traktowane w taki sam sposdb jak, jej konwencjonalny odpowiednik.

Zgodnie z ta koncepcja zywnos¢ podzielono na 3 grupy:
Grupa 1
Zywno$é lub skladniki zywno$ci identyczne z odpowiednikiem wsréd tradycyjnej zywnosci
(referencyjnej);

Dla okre$lenia zasadniczej rdwnowaznosci konieczne jest dokonanie charakterystyki genoty-
powej i sktadu na poziomie molekularnym. Porownanie to powinno obejmowac cechy fenotypowe
1 istotne sktadniki GMO.

Grupa 2

Zywno$é lub skladniki zywno$ci wystarczajaco podobne do odpowiednika wsrod zywnosci

tradycyjnej z wyjatkiem jednej lub kilku cech, ktére powinny by¢ przedmiotem oceny tok-
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sykologicznej. Wg Ludwickiego roznica zawsze polega na wytwarzaniu okreslonego bialka,
ktore moze by¢ podstawowym celem modyfikacji lub np. biatka enzymatycznego, dzieki ktore-
mu zmodyfikowany organizm wytwarza inne substancje, np. weglowodany, ttuszcze i inne sktad-
niki niskoczasteczkowe, ktorych obecno$¢ moze miec okreslone implikacje toksykologiczne lub
zywieniowe.

Grupa 3

Zywno$¢ lub skladniki zywnoSci, ktére nie sa ani identyczne ani wystarczajaco podobne do
tradycyjnej zywnoS$ci poniewaz roznice nie moga by¢ zidentyfikowane albo tez dlatego, ze nie
istnieje odpowiednik wsrod zywnosci tradycyjnej. Sa to naturalne dotychczas nie uzywane w pro-
dukcji zywnosci organizmy albo pochodzace z nich produkty badz produkty poddane nowym pro-
cesom przetwdrczym. Grupa ta wymaga wszechstronnych badan toksykologicznych a takze zywie-

niowych (Urbanek — Kartowska i Fonberg — Broczek 1998)

1.3.5. Odbior spoleczny nowej zywnosci w Polsce

W podrozdziale tym przedstawie poglady polskiego spoteczenstwa na temat zywnosci transge-
nicznej opracowane na podstawie badan Osrodka Badan Opinii Publicznej (OBOP) opublikowa-
nych w Biotechnologii nr 4(43) 1998 rok.

Badanie prowadzone byto w terminie 27 — 30 czerwca 1998 roku metoda sondazowa na probie
mieszkancow Polski powyzej 15 roku zycia dobranej metoda losowa, warstwowo - proporcjonal-
nie . Zestaw pytan adresowany do reprezentowanej proby spoleczenstwa przedstawiono roéwniez
polskim biotechnologom, w trakcie przygotowania uaktualnionej edycji informatora ,,Kto jest kim
w polskiej biotechnologii”. Jest to okoto 200 osdb, ktére w 90% reprezentuja srodowisko nauk
przyrodniczych.

Na poczatek zapytano badanych o zainteresowanie problematyka stosowania metod biotechno-

logii przy produkcji zywnosci i napojoéw. Odpowiedzi byty nastepujace:

W tak
50% - mtak, ale
45% - Onie
interesowato si¢ tym zagadnieniem 14%  40%
35%
nie interesowato si¢ 48%  30% A
] ) 25% -
nic o tym nie styszato 38%  pp9
15% -
10% -
5% -
0%
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Opinia biotechnologow:

interesowato si¢ tym zagadnieniem 93%
nie interesowato si¢ 7%
nic o tym nie styszato 0%

tak, styszatem(am) i
interesowatem (am)

100% - .
sie tym
80%
[ tak, styszatem(am),
60% - ale nie
interesowatem(am)
40% sie tym
20% | M nic o tym nie
styszatem(am)

0%-

Kolejne pytanie dotyczylo opinii na temat wykorzystania biotechnologii do produkcji zywnos$ci

1 napojéw. Uzyskano nastgpujace odpowiedzi:

twierdzi, ze jest to pozyteczne 58%
tak, ale 13%
twierdzi, ze nalezy tego zakaza¢ 13%
nie, ale 8%
trudno powiedzie¢ 8%

60% - tak, jest
poateczne

50% | b tak, ale

40% A nie, nalezy
zakazac

30% | Onie, ale

20% Bl trudno
powiedzie¢

10% -

0%-
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Opinia biotechnologow:

twierdzi, ze jest to pozyteczne

tak, ale

twierdzi, ze nalezy tego zakazaé

nie, ale

trudno powiedzie¢

72%
17%
5%
1%
5%
Atak, jest
pozteczne
Etak, ale
Elnie, nalezy
zakazac
Onie, ale
Bl trudno
powiedzie¢

Wynika z tego, ze ponad polowa badanych (57%) uwaza, ze nalezy zezwoli¢ na produkcje

1 sprzedaz zywnosci transgenicznej. Prawie jedna czwarta (23%) jest temu przeciwna, a jedna pigta

(20%) nie ma zdania na ten temat. Natomiast 2/3 biotechnologdéw jest zwolennikami produkcji

nowej zywnosci, a tylko jedna czwarta jest temu przeciwna.

Nastegpne pytanie brzmialo: czy Pana(i) zdaniem nalezy pozwoli¢, czy zakaza¢ produkcji

1 sprzedazy zywnosci transgenicznej, czyli otrzymywanej z zastosowaniem technik inzynierii ge-

netycznej? Odpowiedzi byty nastgpujace:

pozwolié

raczej pozwoli¢
raczej zakazac
zakazad

trudno powiedzie¢

20%
37%
15%
8%

20%

37%

pozwoli¢

Eraczej pozwoli¢

raczej zakazac

M zakazaé

Otrudno
powiedzie¢
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Wedlug opinii biotechnologéw:

pozwolié 53%
raczej pozwoli¢ 15%
raczej zakazad 8%
zakazac 16%
trudno powiedzie¢ 8%
60% - pozwoli¢
50%+ Elraczej
40% pozwolié
-
raczej
30% zakazac
20% M zakazacé
-
10% Otrudno
y powiedzie¢
0%-

Kolejne pytanie miato wykazac, jakie sa opinie Polakdw na temat tradycyjnych metod produkcji
przemystu rolno - spozywczego w poréwnaniu z metodami stosowanymi w inzynierii genetyczne;.

Tres$¢ pytania: Czy tradycyjne metody produkcji przemystu rolno — spozywczego w poréwna-
niu do metod inzynierii genetycznej sa Pana(i) zdaniem...

Odpowiedzi byty nastgpujace:

lepsze 36%

ani lepsze ani gorsze 34%

gorsze 9%

trudno powiedzie¢ 21%
40% 36% _34% Alepsze
35% ]
30% - Elani lepsze, ani
259% | gorsze
20% - gorsze
15% -
10% - Otrudno

5% powiedzie¢

0%

22



Wstep

Wedlug opinii biotechnologéw:
5%
60%
18%
17%

lepsze
ani lepsze ani gorsze
gorsze

trudno powiedzie¢

60% -
50%
40%-
30%-+
20%-+
10% -

0%-

5%
/4
Wy

lepsze

Elani lepsze,
ani gorsze

gorsze

O trudno

powiedzie¢

Wynika z tego, ze ponad jedna trzecia badanych opowiada si¢ za stosowaniem inzynierii gene-

tycznej (36%). Podobny odsetek twierdzi, ze zadna z metod nie jest ani lepsza ani gorsza (34%). Co

dziesiaty ankietowany preferuje metody tradycyjne (9%), a co piaty nie ma zdania na ten temat

(21%). Podobnie jak w poprzednim pytaniu 2/3 fachowcow jest zwolennikami, a 1/5 uwaza bio-

technologi¢ za gorsza od metod tradycyjnych lub nie ma na ten temat zdania.

Kolejne pytanie dotyczyto oznakowania zywnosci, a wigc problemu nad ktérym ciagle trwaja

dyskusje specjalistow. Badanym przedstawiono 5 rodzajow tej zywnosci. W kazdym przypadku

okoto 4/5 respondentow opowiedziato si¢ za specjalnym jej oznakowaniem.

Na pytanie: Czy Pana(i) zdaniem nalezy specjalnie oznacza¢ zywno$¢ otrzymana z zastosowa-

niem technik inzynierii genetycznej, czyli zywnos¢ transgeniczng?

uzyskano nastepujace odpowiedzi:

tak
nie
jest mi to obojetne

trudno powiedzie¢

84%
3%
7%
6%

100%

)

80%

60% -

40%-

20%-+

0%-
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Wedlug opinii biotechnologéw:
tak 71%
nie 14%
jest mi to obojetne 12%

trudno powiedzie¢ 3%

tak

El nie

B jest mi to
obojetne

Otrudno
powiedzie¢

Podsumowujac mozna powiedziec¢, ze z przeprowadzonych badan wynika ze:
e polskie spoteczenstwo akceptuje ,,zywnos¢ GMO”, ale wymaga jej kontroli i oznakowania;
e istotnym elementem tego stanowiska jest wskazanie oczekiwanych wyzszych wartosci zywnosci

uzyskanej za pomocg nowych metod (Twardowska — Pozorska, Twardowski 1998).

1.3.6. Uregulowania prawne dotyczagce GMO

W ostatnim okresie w §rodkach masowego przekazu coraz wigcej mowi si¢ na temat zywnosci
transgenicznej. W prasie codziennej pojawiaja si¢ liczne artykuty i wypowiedzi specjalistow od
biotechnologii.

Dyskutowane sa rowniez kwestje spoteczne i ekonomiczne dotyczace nowej zywnosci. MOwi
si¢ takze o znaczeniu nowoczesnych technologii dla przemystu (Huggrtt i Conzelmann 1997). Jak
mozna bylo przeczyta¢ w Rzeczpospolitej z 14.10.99 w przemysle spozywczym w Polsce metody
inzynierii genetycznej stosowane sg przy produkcji preparatéw enzymatycznych, np. podpuszczki
uzywanej w produkcji seréw dojrzewajacych. Takze w produkcji jogurtéw, kefirow 1 maslanki
wykorzystywane sg modyfikowane genetycznie szczepy bakterii mlekowych. Preparaty biatka so-
jowego sa uzywane do produkceji 60 — 70% wszystkich wedzonek i kietbas w Polsce, gdzie sa tak
zwanymi biatkami funkcjonalnymi (wiazg wodg). Sq one tansze od zwierzgcych biatek kolageno-
wych. Zaklady migsne nie sa informowane, czy preparaty biatka sojowego pochodza z soi gene-
tycznie modyfikowanej. Gtowni dystrybutorzy tych preparatow odpowiadaja, ze nie wiedza, jakim
surowcem dysponuja twierdzi Jan Kaliszewski ze Stowarzyszenia Ochrony Zdrowia Konsumen-

tow (Forowicz 1999).
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W naszym ustawodawstwie istnieje zapis o organizmach genetycznie modyfikowanych (usta-
wa z dnia 29 sierpnia 1997 roku o ksztattowaniu srodowiska oraz zmianie niektérych ustaw). Jak
wynika z art.1 pkt. 22 ktory wszedl w zycie z dniem 1 stycznia 1999 roku: po art.37 dodaje sig art.
37a w brzmieniu:

Art. 37a. 1. Zamierzone uwolnienie genetycznie zmodyfikowanych organizméw do srodowiska
w celach eksperymentalnych lub wprowadzenie do obrotu produktu zawierajacego organizmy ge-
netycznie modyfikowane lub sktadajacego sie z takich organizmoéow albo ich czesci wymaga ze-
zwolenia Ministra Ochrony Srodowiska, Zasobéw Naturalnych i Lesnictwa (Internet)

Nie ulega wigc watpliwosci, ze zywnos¢ transgeniczng nalezy znakowac , w tym celu prof.
Stanistaw Berger z SGGW zaproponowat litere ,,G” jak gen.

Mimo to wiele firm deklaruje, ze nie zamierza stosowaé w swoich produktach GMO np. Alima
— Gerber z Rzeszowa — producent zywnosci dla dzieci oraz Kraft — Jacobson — Suchard, Nutricia/
Milupa rowniez producenci zywnosci dla dzieci, poza tym Dr Oetker (dodatki kucharskie), Red-

band/Venco (cukiernie).

1.4. Metody zmniejszenia ryzyka stosowania organizméw
transgenicznych

Mozna zaryzykowaé twierdzenie, ze wszystkie nowe technologie i produkty budza nasze oba-
wy 1 watpliwosci. Cho¢ z pewnos$cia obawy zwiazana z reformami i zmianami w szkolnictwie nie
beda tak duze, jak te zwiazane z nowa zywnoscia, czyli dotyczace bezposrednio naszego zdrowia,
wartosci na ktérej najbardziej nam zalezy. Inny bedzie na pewno stosunek do nowo wynalezione;j
szczepionki, ktdra moze pomde w zwalczeniu powaznej choroby, inny zas do czegos, co moze si¢
znalez¢ na naszym stole. Jednak tak naprawde, oba produkty powstaja w podobny sposdb, przy
uzyciu podobnych metod i w podobnych laboratoriach. Dlatego tez zagrozenie zaczyna si¢ od
samego poczatku, tj. od etapu stolu laboratoryjnego. Od tego miejsca tez nalezy rozpoczaé stoso-
wanie metod zmniejszania ryzyka zwiazanego ze stosowaniem organizmow transgenicznych.

Podstawowq metoda zapobiegania niekontrolowanego rozprzestrzeniania si¢ materiatu biolo-
gicznego jest odpowiednie postgpowanie z odpadami po hodowlach drobnoustrojow, a wiec wszel-
kiego rodzaju pozywkami. Same hodowle powinny by¢ niszczone na terenie laboratorium a nie
wylewane do kanalizacji. Postgpowanie takie dotyczy nie tylko laboratoriow biotechnologicznych
ale 1 zakladow przemystowych pracujacych na materiale rekombinowanym.

Kolejng wazna rzecza przy pracy z tego rodzaju organizmami jest prowadzenie hodowli w her-

metycznie zamknigtych bioreaktorach, szczegolnie jesli mamy doczynienia z wirusami czy bakte-
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riami chorobotwdérczymi (uzywanymi przy produkcji szczepionek). Natomiast hale produkcyjne
powinny by¢ wykonane wedtug standardow uniemozliwiajacych wydostanie si¢ komoérek na ze-
wnatrz. Istotng role odgrywa tu rowniez monitorowanie doswiadczen w zakladzie czy laborato-
rium oraz poza nim.

Jedna z metod jest stosowanie szczepow, ktdre nie mogg si¢ rozwijaé poza bioreaktorem. Naj-
bardziej znanym tego typu drobnoustrojem sg bakterie Echerichia coli K12 (Grajek 1997).

Jezeli zas chodzi o préby polowe z transgenicznymi roslinami nalezy je prowadzi¢ w miejscach
do tego przeznaczonych i pod $cista kontrola.

Zaktadanie bankdéw gendw to kolejny sposob na zachowanie catej roznorodnosci 1 bogactwa
genetycznego przyrody (Jerzmanowski 1999). Trzeba pamigtaé o tym, ze wprowadzanie nowych
ulepszonych odmian moze spowodowac ,,zgubienie” pierwotnych dzikich odmian zwierzat i roslin
wystepujacych jeszcze obecnie na Ziemi.

Warto tu réwniez zauwazy¢, ze metody inzynierii genetycznej pozwalaja na prowadzenie prac
jedynie z fragmentem genomu, a czesto tylko z jednym jego genem, np. organizmu patogennego co
na pewno zmniejsza ryzyko w poréwnaniu z uzyciem catego jego genomu.

Prowadzone sa rowniez badania nad mozliwoscig usuwania z GMO wprowadzanych do nich
genow markerowych (najczesciej jest to opornos¢ na antybiotyk), ktore budza najwigcej watpliwo-
$ci wsérod spoteczenstwa.

Podsumowujac dziatania majace na celu zapewnienie bezpieczenstwa w biotechnologii winny
obejmowac:

e monitorowanie i analizowanie zagrozen,

e prowadzenie klasyfikacji biozagrozen,

e oceng ulepszen zabezpieczen,

e opracowanie przepisow i standardow regulujacych bezpieczenstwo prac,

e prowadzenie dziatan informacyjno-edukacyjnych.
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1.5. Histon H1 - biatko strukturalne chromosomoéw

Chromosomy sa miejscem, w ktorym przechowywane sa wszystkie geny komorkowe.
U wszystkich organizmow eukariotycznych DNA jadrowy wystepuje w postaci silnie upa-
kowanego kompleksu nukleoproteinowego, zwanego chromatyna. Jej podstawowa jednostka
strukturalna jest nukleosom, w sktad ktérego wchodzi odcinek DNA o dlugosci ok. 200
par zasad i biatka zwane histonami (van Holde, 1989). Oprécz histonow w chromatynie
wystgpuja jeszcze tzw. biatka niehistonowe, ktore petnig bardzo zréznicowane funkcje.
Nalezg do nich niehistonowe biatka strukturalne (HMG, biatka szkieletu chromosomowe-
g0), enzymy zwiazane z funkcjami DNA (DNA-i RNA-polimerazy), biatka zwigzane z mo-
dyfikacjami histonow (kinazy, metylazy, acetylazy), oraz biatka regulatorowe o nieznanej
dotychczas funkcji. Wsrod wszystkich organizméw eukariotycznych chromatyna zbudo-
wana jest w podobny sposéb (Jerzmanowski, Staron 1989). Stosunkowo najwigcej infor-
macji zebrano dotychczas na temat bialek histonowych, ktérych stosunek wagowy do DNA

wynosi w przyblizeniu 1:1.

1.5.1. Nukleosom

Badania prowadzone juz na poczatku lat 70-tych wykazaty, ze chromatyna zbudowana jest
z powtarzajacych si¢ podjednostek, nazywanych nukleosomami (Kornberg 1974). Nukleosom
ztozony jest z 8 czasteczek histonow rdzeniowych, ktére tworza tzw. oktamer (po dwie kazde-
go z rodzajow: H2A, H2B, H3, H4), jednej czastki histonu H1 oraz odcinka DNA o dtugosci
165-245 par zasad. Czastke takq mozna wyizolowaé z chromatyny trawiac ja endonukleazami
(np. nukleazg z Micrococcus), ktére preferencyjnie przecinaja tatwiej dostgpne miejsca mig-
dzy nukleosomami. Dalsze trawienie usuwa z nukleosomu konce DNA o zmiennej dtugosci
w roznych rodzajach komdrek. W ten sposob otrzymuje si¢ czastk¢ rdzeniowa zawierajaca
odcinek DNA o dtugosci 146 par zasad, ktory jest najsilniej zwigzany z oktamerem histonow
(bez histonu H1) (Staron 1996).

Badania krystalograficzne pozwolity na doktadne odtworzenie struktury tej czasteczki. Rdzen
nukleosomu przypomina dysk o $rednicy 11nm i grubosci 5,7 nm. DNA jest owiniety na ze-
wnatrz oktameru histonowego, tworzac 1,8 obrotu lewoskretnego superheliksu (Richmond i inni
1984; Staron 1996). Kompletny oktamer histonowy ma budowg trdjdzielna. Centralng jego
czgs$¢ tworzy tetramer zbudowany z dwéch heterodimeréw (H2A, H2B), ktore majq postaé

sptaszczonych sfer (rys 4).
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Rysunek 4. Utozenie histonow i DNA w nukleosomie (wg B. Lewin, Genes V, Oxford University Press, New York. 1994)

Plaszczyzna potaczen pomigdzy histonami w poszczegdlnych heterodimerach jest bardzo po-
dobna i jest okreslana jako uscisk dtoni (Arents i inni 1991). Kazdy histon rdzeniowy ma tancuch
N-koncowy, ktory wystaje poza DNA nukleosomalny oraz domeny C-koncowe, ktore uczestnicza
w oddzialywaniach migdzy histonowych wewnatrz nukleosomu. Natomiast histon H1, ktéry ma
okoto dwukrotnie wigksza mase czasteczkowa niz pozostate histony jest usytuowany poza rdze-
niem i przylacza si¢ do DNA nukleosomu w miejscu, w ktérym DNA ,,wchodzi” 1 ,,schodzi” z nu-
kleosomu (Allan et al.1980)

Opisujac doktadniej pozycje histonu H1 nalezy wspomnieé, ze jest on biatkiem trdjdomeno-
wym, ktorego czasteczka ma srodkowa domeng globularna i dwie silnie zasadowe, nie zestruktura-
lizowane domeny: N- i C-koncowa. Poza tym istnieja obecnie dwa modele opisujace utozenie H1
w nukleosomie. Pierwsza (do tej pory powszechnie przyjmowana) zaktada, ze domena globularna
H1 wiaze si¢ od strony zewnetrznej z obiema niémi ,,chromosomowego” DNA w miejscu gdzie
DNA wchodzi i schodzi z nukleosomu, stabilizujac pozycje tych odcinkdéw na powierzchni okta-
meru. Drugi model przedstawiony w 1996 roku przez A.Wolffego i E. Moundrianakisa zaktada, ze
histon H1 wiaze si¢ z chromatosomowym DNA (z duza bruzda) tylko w jednym miejscu, asyme-
trycznie w stosunku do osi symetrii nukleosomu, i jest umiejscowiony nie na zewnatrz, a od strony
wewngetrznej DNA owijajacego si¢ wokot oktameru. C-koncowy fragment H1 miatby by¢ utozony
wzdhuz podwdjnej helisy linkerowego DNA i skierowany w stron¢ nastepnego nukleosomu. Spdj-
nos¢ catego nukleosomu wynika ze specyficznego wigzania si¢ histonow w heterodimery, oddzia-
tywan typu biatko-biatko migdzy heterodimerami, oddziatywan DNA z oktamerem oraz wigzania
histonu H1 z DNA chromatosomu i (prawdopodobnie) z biatkami oktameru (Wolffe 1994).
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1.5.2. Budowa i rola histonu H1
Schemat budowy czasteczki jest wspdlny dla wszystkich histonow. Wszystkie histony sa

biatkami zasadowymi, zwieraja stosunkowo duzg liczbg lizyn i arginin. Zawartos$¢ tych aminokwa-
sOw jest zroznicowana w zaleznos$ci od histonu. Na przyktad H1 jest bogaty w lizyng, natomiast H3
1 H4, jako gléwny aminokwas zasadowy zawieraja argining. Wszystkie histony zawieraja nadwyz-
ke aminokwasow zasadowych nad kwasnymi, na skutek czego ich tadunek w fizjologicznym pH
jest zawsze dodatni. Jednak najsilniej dodatnie sa N-konce histonow (w przypadku histonu H1
takze ogon C-koncowy). W czgsci globularnej tadunki rozmieszczone sa bardziej rownomiernie.
Jest to zwiazane z r6zna funkcja tych domen (van Holde,1989).

Histony nalezace do grupy H1 (facznikowe) sa czesciowo zwigzane z DNA pomigdzy
czasteczkami nukleosomow. Istnieje wiele wariantdw histonéw tacznikowych, nawet w ob-
rebie jednego organizmu. Za pomoca analizy genetycznej polegajacej na transkrypcji i trans-
lacji genow in vitro, analizy biochemicznej polegajacej na wydzieleniu i mikrosekwencjo-
nowaniu odpowiednich bialek i analizy za pomoca specyficznych przeciwcial wykazano, ze
w roslinach tytoniu wystepuje 6 wariantow sekwencyjnych histonu H1: dwa warianty glow-
ne H1A i1 H1B oraz 4 warianty dodatkowe: HIC, HID, H1E, HIF. Ponadto, eksprymujac
w tytoniu gen histonu HIB w odwrotnej orientacji, umieszczony pod kontrola silnego, nie-
specyficznego promotora uzyskano rosliny transgeniczne, w ktérych poziom wariantow gtow-
nych H1 zostat obnizony o 75%. Stwierdzono, ze brak histonéw HI1A i H1B jest w roslinach
transgenicznych kompensowany przez niemal réwnowazny wzrost zawartosci wariantow
dodatkowych. Zmiany morfologiczne i funkcjonalne w roslinach z obnizona zawartoscia
H1A i H1B przypominaja zmiany charakterystyczne dla mutantéw z cytoplazmatyczna me-
sko sterylnoscia (Prymakowska-Bosak 1999).

Wsréd wielu funkeji histonu H1 wymienia si¢ jego zdolnos¢ do stabilizacji struktury nukleoso-
mu. Potozenie H1 w stosunku do DNA powoduje, ze kolejne nukleosomy ulozone sg we wtdknie
w sposob zygzakowaty. Widkno to nazywane jest czgsto ,,wtoknem 10nm”, gdyz jego srednica
zblizona jest do $rednicy nukleosomu. Ponadto w fizjologicznych warunkach jonowych wtdkno
takie fatduje si¢ spontanicznie w grubsze wtokno o $rednicy ok. 30nm. W stabilizacji wtdkna bie-
rze udziat histon H1 oraz N-koncowe zasadowe cze¢sci histondw tworzacych rdzen nokleosomu.
Chromatyna pozbawiona histonu H1 nie tworzy regularnego wtokna 30nm. Te wtasciwosci histo-
nu H1 decyduja prawdopodobnie o jego wptywie na regulacj¢ transkrypcji i replikacji.

Wykazano, ze chromatyna aktywna transkrypcyjnie zawiera mniej histonow tacznikowych niz
nieaktywna. Dlatego tez H1 jest uwazany za rodzaj ogolnego represora transkrypcji na poziomie

inicjacji 1 elongacji tancucha RNA (O’Neil 1995).
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Najlepiej poznanym przyktadem dziatania H1 jako represora specyficznego jest regulacja transkrypcji
genow SSRNA w trakcie rozwoju embrionalnego u Xenopus levis. W poczatkowych etapach rozwoju
embrionalnego u Xenopus transkrypcji ulegaja dwie rodziny genéw SSRNA: geny 5S typu oocytarnego
1 geny 5S typu somatycznego. Réznice pomiedzy oocytarnymi a somatycznymi genami SSRNA dotycza
przede wszystkim sekwencji DNA, ktdre otaczaja te geny. Jak wiadomo po obu stronach genu oocytarnego
znajduja si¢ obszary bogate w pary AT, geny somatyczne otoczone sa w sekwencje bogate w pary GC.
W badaniach in vitro wykazano, ze zamiana sekwencji otaczajacych tych genéw powoduje represje przez
HI transkrypcji genu somatycznego i uwalnia od represji przez H1 transkrypcje genu oocytarnego. Wyka-
zano doswiadczalnie, ze przyczyna takiego efektu H1 jest jego selektywne wiazanie si¢ z sekwencjami AT-
bogatymi, ktore stanowig naturalne otoczenie genu oocytarnego SSRNA (Jerzmanowski i Cole 1990).
Dalsze analizy wykazaly istnienie charakterystycznych réznic w strukturze chromatyny badanych genow.

Tomaszewski i Jerzmanowski w badaniach in vitro, ustalili, ze sekwencje bogate w AT otacza-
jace oocytarne geny SSRNA stanowia silny sygnat, ktory indukuje zalezna od H1 reorganizacje
chromatyny w obszarze badanych genéw. Wynikiem oddziatywania histonu H1 z sekwencjami
bogatymi w AT jest zwigkszenie odlegtosci migdzynukleosomowej i czesciowa stabilizacja roz-
mieszczenia nukleosomow. Pozycjonowane nukleosomy chronig gen oocytarnego SSRNA i powo-
duja represj¢ jego transkrypcji w uktadzie in vitro. Podobny efekt histonu H1, nie wystepuje w przy-
padku rekonstytucji chromatyny zawierajacej somatyczne geny SSRNA, ktore pozbawione sg bo-
gatych w AT sekwencji oskrzydlajacych (Tomaszewski 1997).

Poza tym, same oktamery histonowe maja pewna mozliwo$¢ poruszania si¢ wzdtuz DNA. Dla-
tego tez mogg zajmowacé wiele pozycji translacyjnych w obrebie sekwencji genu SSrTRNA. Jak
wykazano dos§wiadczalnie sekwencje w obrebie ruchliwych oktameréw histonowych sa dostgpne
dla polimerazy III, ale obecnos¢ histonu tacznikowego ogranicza t¢ dostepnos$¢ poprzez pozycjo-
nowanie nukleosomu, co pociaga za sobg represj¢ transkrypcji genu (Tomaszewski 1998)

Badania nad rola histonu H1 w organizmach roslinnych i jego udzialu w regulacji rozwoju
zostaty zapoczatkowane niedawno. Doswiadczenia z nadekspresja H1 w roslinach tytoniu prowa-
dzita Prymakowska-Bosak ze wspolpracownikami. W roslinach tych zaobserwowano: mniejszy
wzrost w porownaniu z kontrola oraz problemy z kwitnieniem i zawigzywaniem owocow (opada-
nie pakéw kwiatowych, nie zawiazywanie owocow). Jezeli zag chodzi o obserwacje ultrastruktu-
ralne to stwierdzono zwigkszong heterochromatynizacj¢ w jadrach komorek roslin z podwyzszong
ekspresja histonu Hl w poréwnaniu z roslinami kontrolnymi.

Kolejne doswiadczenia dotyczyty obnizenia ekspresji histonu H1 w chromatynie roslin tytoniu.
Zaobserwowano zaburzenia w podziatach komorkowych (gléwnie mejozie) oraz wystgpowanie
mutacji homeotycznych w kwiatach.
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Dogtebna analize wptywu obnizonej ilosci histinu H1 w roslinach tytoniu przeprowadzit Li-
chota w 1999 z tego samego laboratorium. Jego badania dotyczyty wplywu obnizenia H1 na geny,
ktére sa odpowiedzialne za rozwdj kwiatu w tytoniu.

Do analizy wybrano nastgpujace geny:

e Tac 25 - gen aktyny eksprymowany specyficznie w ziarnach pytku;

e Ta29 - gen eksprymowany w komorkach tapetum, kodujacy biatko bogate w glicyne.

e Nap 3 — jest homologiem genu Apetala 3 u Arabidopsis thaliana — jednego z gtéwnych elemen-
tow regulacji rozwoju kwiatu, ktory jest wyrazany tylko w precikach i ptatkach korony.
Analizie zostaty poddane paki kwiatowe w pierwszych czterech stadiach rozwoju oraz poszcze-

gblne elementy kwiatu. Otrzymano nastgpujace wyniki:

e w roslinach z obnizong ekspresja H1 zaobserwowano indukcje genu Ta29 juz w 1 stadium roz-
woju, w roslinach kontrolnych dopiero w 3 stadium, natomiast w dojrzatych kwiatach nie zaob-
serwowano sygnatu ekspresji genu Ta29;

e jezeli za$ chodzi o gen Tac25, to obnizenie ekspresji gtdwnych wariantow histonu H1 nie wpty-
nelo na czasowy 1 przestrzenny wzor ekspresji charakterystyczny dla roslin kontrolnych. Zaob-
serwowano najwyzszy poziom ekspresji genu w precikach dojrzatych kwiatéw w obydwu ro-
dzajach roslin, co jest zrozumiale, biorac pod uwage fakt, ze gen ten jest specyficznie eksprymo-
wany w pyltku;

e natomiast w przypadku genu Nap 3 zaobserwowano selektywny spadek ekspresji tego genu w sta-
dium 3 i 4 rozwoju kwiatu w poréwnaniu z kontrola. Wygaszenie to moze by¢ przyczyna muta-
cji homeotycznych, ktore pojawiajq si¢ ze zwigkszona czgstoscia w roslinach z obnizong eks-
presja histonu H1 i dotycza witasnie precikdéw i ptatkéw korony.

Jak wiadomo wzor ekspresji zalezy od dostgpnosci tkankowo specyficznych czynnikdéw trans-
krybcyjnych. Poniewaz w roslinach z obnizonym H1 zaobserwowano tylko zaburzenia czasowego
wzoru ekspresji gendw nap3 i Ta29 mozna przypuszczac, ze histon HI1 jest zaangazowany w specy-
ficzne mechanizmy regulacyjne dziatajace ,,ponad” czynnikami transkrypcyjnymi, np. przez blo-

kowanie lub wzmacnianie transkrypcji w ich obecnosci
(Lichota 1999).
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2. Cel pracy

Celem pracy byto uzyskanie za pomoca trwatego zaburzenia w sktadzie wariantéw histonu H1,

ro$lin transgenicznych niezdolnych do rozmnazania.
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3. Materialy i metody

3.1. Szczepy bakteryjne, bakteriofagi i wektory plazmidowe
3.1.1. Stosowane szczepy bakteryjne

e Pochodne Escherichia coli K12
DH5a

e Pochodne Agrobacterium tumefaciens:

LBA4404: Rif" (Ooms i inni., 1982)

3.1.2. Wektory plazmidowe
e pROK2 (Bevan, 1984).

e pFF 19 (Timmermans i inni., 1990)
e pBluescript (pBI) [Stratagene].

3.2. Materiatl roslinny
Do transformacji za pomoca A. tumefaciens wykorzystywano rosliny Nicotiana tobacum od-

miany Petit Havana SRI (Maliga i inni., 1973)

3.3. Podloza do hodowli bakterii i roslin, stosowane antybiotyki
i hormony roslinne
3.3.1. Podtloza do hodowli bakterii

Do hodowli bakteryjnych uzywano nastepujacych podtozy:

e LB(Luria — Bertani)

bacto-trypton 10g/Im

ekstrakt bakto-drozdzowy 10g/1

NaCl 10g/1

pH-7,0 (Ausubel i in., 1987),
e pozywka YEB

(ekstrakt wotowy 5 g/l

ekstrakt drozdzowy 5 g/l

pepton 5 g/l

sacharoza 5 g/l

2mM MgSO,

pH- 7,2 (Legocki i inni., 1990)
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Po autoklawowaniu, jezeli bylo to konieczne, dodawano nastgpujace antybiotyki: ampicylina

(50 mg/ml), kanamycyna (50-100 mg/ml), rifampicyna (50-100 mg/ml).

3.3.2. Podloza do hodowli roslin

A. MS- wedlug Murashige-Skooge’a (1962)
e Makroelementy MS 10 st¢zone (g/l)

NH,NO, 16.5
KNO, 19.0
MgSO, x 2H,0 3.7
KH,PO, 1.7
CaCl,x 2 H,0 4.4

e Mikroelementy MS 1000 x stezone (mg/100ml)

MnSO, x 4H,0 2230
KI 83
ZnSO, x TH,0 860
CoCl, x 6H,0 2,5
CuSO, x 5H,0 2.5
H,BO, 620

Na,MoO, x 2H,0 25

e Witaminy MS 1000 x stezone (mg/100ml)

kwas nikotynowy 50
pirydoksyna 50
tiamina 10

Roztwory przechowywano zamrozone w -20°C.

e Fe-EDTA 100 »tezone (g/l)
Fe-EDTA 4.3

Przechowywano w ciemnej butelce w 4° C.
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Podloze MS

1x sole MS

1x witaminy MS

I1x Fe-EDTA

myo-inozytol 100 mg/1

MES 0.5 g/l

sacharoza 10 g/l

pH 5.7 doprowadzane 1IN KOH

agar 8 g/l (dla pozywki stalej)
Podloze MST
1x sole MS
1x witaminy MS
I1x Fe-EDTA
myo-inozytol 100 mg/1
MES 0.5 g/l
sacharoza 30 g/l
NAA (kwas 3-naftylooctowy) 0.1 mg/1
BAP (6-benzyloaminopurynal.0 mg/l
pH 5.7 (doprowadzane 1N KOH)
agar 8 g/l ( dla pozywki stalej)
Pozywki poddawano sterylizacji w autoklawie w temp. 120°C,przy ci$nieniu 1,0 atm. przez 15 mi-
nut, po schtodzeniu pozywek dodawano antybiotyki kanamycyng w ilosci 100 mg/1, claforan- S00mg/1.

3.3.3. Roztwory hormonéow
1. Auksyny: NAA rozpuszczano w 2-3 ml etanolu i dopelniano woda destylowana, do 100 ml, lub

zawieszano w DMSO i sterylizowano przez filtrowanie.
2. Cytokininy: BAP rozpuszczano w 1 ml 0.5 M HCl i delikatnie podgrzewajac dopelniano woda
destylowang do 100 ml.

3.4. Transformacja bakterii

Transformacj¢ komorek E.coli wykonywano za pomocg CaCl, (Maniatis i inni, 1990) Selek-

cj¢ transformantéw przeprowadzono na podtozach petnych z odpowiednimi antybiotykami.
Transformacj¢ komorek A. tumefaciens prowadzono metoda elektroporacji opisang przez pro-
ducenta aparatu do elektroporacji (Bio-Rad). Selekcje transformantow prowadzono tak jak w przy-

padku transformacji E. coli.
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3.5. Transformacja i regeneracja tytoniu (wg. Horsch 1986)
3.5.1. Sterylizacja nasion tytoniu (wg. Valvekensa 1988 i lwkiewicza 1993)

Nasiona umieszczano w 70 % etanolu. Po 2 minutach sterylng pipeta usuwano etanol, a do
nasion dodawano 5% wody Javell’a (Eao de Javel, Yplon, Belgia) -rodzaj bielinki (ang. comercial
bleach), 0.05% Tween 20 i pozostawiano na 15 minut. W tym czasie nasiona regularnie i delikatnie
mieszano. Nastgpnie przemywano je 5 razy sterylng woda. Tak przygotowane sterylne nasiona

wysiewano na odpowiednie pozywki.

3.5.2. Transformacja 2-3 tygodniowych siewek tytoniu

Przygotowanie bakterii: Z hodowli nocnej Agrobacterium (w pozywce YEB z dodatkiem
odpowiednich antybiotykdw), prowadzonej w temperaturze 28°C, zaszczepiano 30 ml pozywki
YEB, zawierajacej rifampicyng¢ i kanamycyn¢. Hodowlg prowadzono przez noc w temperaturze
28°C z intensywnym wytrzasaniem. Bakterie odwirowywano przez 10 min przy 5000 obr/min.
Osad bakterii zawieszano w 20 ml 10mM MgSO, i ponownie wirowano w tych samych warun-
kach. Nastgpnie ptukanie powtarzano jeszcze dwa razy. Koncowy osad bakterii zawieszano w 20
ml 10mM MgSO,

Siewki tytoniu w wieku 2-3 tygodni, hodowane na sterylnej zwilzonej woda bibule przenoszo-
no do sterylnej zakrecanej probéwki o pojemnosci 15 ml, zalewano wczesniej przygotowanymi
bakteriami i mieszano nie dopuszczajac do powstania babli powietrza.

Probowki z siewkami zanurzonymi w zawiesinie bakteryjnej umieszczano w sterylnym eksy-
katorze 1 inkubowano pod proznig przez 5-10 min. Rosliny odsaczano od bakterii na sterylnej
bibule, a nastgpnie rozktadano na szalce z pozywka MST. Kokultywacj¢ prowadzono przez 3 dni
w 26°C (fotoperiod 16h). Po 3 dniach ro$liny przenoszono na pozywke¢ MST z dodatkiem antybio-
tykow (claforan 500mg/1, kanamycyna 100 mg/l). Hodowl¢ prowadzono w warunkach podanych
wyzej. Eksplantaty przenoszono na nowe podtoze co okoto 7 dni. Regenerujace pedy o dtugosci
okoto 1 cm odcinano od kalusa i przektadano na podtoze MS z kanamycyna. Po ukorzenieniu,

rosliny przenoszono do ziemi.

3.6. 1zolacja DNA
6.1. 1zolacja DNA plazmidowego z E.coli

DNA plazmidéw izolowano zmodyfikowana metoda lizy alkalicznej (Birnboim i Doly, 1979).
Nocng hodowlg bakteryjng wirowano w mikrowiréwce, a nastepnie zawieszano w 100 pll roztworu
GTE (50mM glukoza, 10mM Tris-HCl pH 8.0 1 ImM EDTA) i dodawano 5 pl RNA-azy A o stgze-
niu 10mg/ml. Po catkowitym zawieszeniu bakterii prowadzono liz¢ komoérek w 200 pl roztworu

alkalicznego SDS (200mM NaOH 1 1% SDS) przez 5 minut w lodzie, a nastgpnie dodawano 150 pl
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7.5M octanu amonu. Po energicznym zmieszaniu inkubowano mieszaning przez dalsze 10 minut
w lodzie, a nast¢gpnie wirowano przez 5-15 minut w mikrowirdwce. Do zebranego supernatantu
dodawano 900 pl etanolu w celu wytracenia DNA. Wytracony DNA plazmidowy osadzano na dnie
probowki przez wirowanie w mikrowirowcee, plukano w 70% etanolu, a nastgpnie suszono i zawie-

szano w wodzie.

3.6.2. I1zolacja DNA plazmidowego z A. tumefaciens

DNA plazmidowy, podobnie jak w przypadku komoérek E. coli izolowano za pomoca lizy

alkalicznej stosujac jedynie dodatkowo wstgpne plukanie bakterii w 0.1% sarkozylu.

3.6.3. I1zolacja DNA chromosomalnego z roslin
DNA z tkanki roslinnej izolowano metodg opisana przez Doyle i Doyle (1987). Do ho-

mogenizacji brano 1 gram §wiezych lisci lub zamrozonych wczesniej w cieklym azocie i prze-
chowywanych w - 70°C. Material ro§linny zamrozony w cieklym azocie ucierano w moz-
dzierzu. Nastepnie dodawano 5 ml podgrzanego do 60°C buforu do ekstrakcji DNA [100mM
Tris-HCI, pHS8.0, 1.4M NaCl, 20 mM EDTA, 2% bromek cetylotrimetyloamoniowy (CTAB)
1 0.2% b-merkaptoetanol] oraz 10ml RNA-azyA o st¢zeniu 10mg/ml. Prébke inkubowano
w 60°C przez 30 minut. Nastgpnie do schtodzonej do temperatury pokojowej mieszaniny
dodawano jednakowa objetos¢ chloroformu z alkoholem izoamylowym (24:1) i prowadzono
ekstrakcje¢ delikatnie mieszajac przez 15 minut. Po 15 minutowym wirowaniu przy 10000
obr./min. w rotorze SS34 (wirdwka Sorval), zbierano faz¢ wodna do §wiezych probowek
i dodawano 2/3 objetosci zimnego izopropanolu, wytracajac DNA. Wytracony DNA zbiera-
no za pomoca kapilary, przenoszono do probéwek Eppendorfa i ptukano zimna mieszaning
70% etanolu i 10mM octanu amonu przez 20 minut, a nastgpnie czystym 70% etanolem,

suszono i1 zawieszano w TE.

3.7. Rekombinacja DNA in vitro
3.7.1 Trawienie DNA enzymami restrykcyjnymi

Wszystkie trawienia za pomoca enzymow restrykcyjnych prowadzono w warunkach (ilo$¢ tra-
wionego DNA, sktad buforu do trawienia, temperatura i czas trwania reakcji oraz ilo$¢ enzymu)
opisanych przez producenta enzymu lub w warunkach standardowych opisanych przez Maniatisa
i innych (1990).

W przypadku, gdy enzym ulegal termicznej inaktywacji, w celu zatrzymania reakcji mieszaning
reakcyjng inkubowano przez 10-15 minut w temperaturze 65°C. W pozostatych przypadkach en-

zym inaktywowano za pomocg fenolowania. (Maniatis i inni, 1990)
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3.7.2. Subkionowanie fragmentéw DNA

Fragmenty DNA i wektory przygotowywano do klonowania trawiac je odpowiednimi enzyma-
mi restrykcyjnymi a takze, o ile to byto konieczne, inkubujac je z enzymami modyfikujagcymi struk-
tury koncow otrzymywanych fragmentdw restrykcyjnych (np: z T4 DNA polimeraza lub fragmen-
tem Klenowa polimerazy I), wedtug procedur opisanych przez Ausubel’a i innych (1987). Frag-
menty DNA ligowano za pomoca T4 DNA ligazy w warunkach opisywanych przez producenta

enzymu, lub w warunkach standardowych (Ausubel i inni, 1987).

3.8. Elektroforeza kwasow nukleinowych w zelach
agarozowych

Rozdzielanie fragmentéw DNA prowadzono w 0.8 % zelach agarozowych pod napigciem 5-10 V/cm
w buforze do elektroforezy o sktadzie: 90 mM Tris-HCI (pHS,0), 90 mM kwas borny, 2.5 mM EDTA
pHS8.3 (TBE). Do nanoszenia probek stosowano 30% roztwor glicerolu z barwnikami (0.25% cjanoksy-
len, 0.25% biekit bromofenolowy). W celu detekeji kwaséw nukleinowych dodawano do Zeli bromek
etydyny (1mg/ml) 1 ogladano Zele w swietle UV (Maniatis i inni, 1990).

3.9. I1zolacja DNA z zeli agarozowych

Fragmenty DNA z zeli agarozowych izolowano metoda elektroelucji do woreczkdéw dializacyj-
nych (Maniatis i inni, 1990) oraz metoda elektroforetycznego wpedzania na filtry wykonane z DE-
AE-celulozy (Maniatis i inni, 1990).

Stosowano takze zestaw do izolacji DNA z zeli agarozowych firmy Biorad. DNA izolowano
zgodnie z zaleceniami producenta.

Stosowane skroty: CTAB — bromek cetylotrimetyloamoniowy, EDTA — kwas etylenodiamini-
tetraoctowy, SDS — s6l sodowa siarczanu dodecylu, GS 3, GSA, SS-34 — typy rotoréw do wirowki
Sorvall (Du Pont).

3.10. Analiza hybrydyzacyjna DNA
3.10.1. Transfer DNA z zeli agarozowych na membrany nylonowe

W celu depurynacji DNA, po elektroforezie, zel inkubowano w 0.25M HCI do czasu zmiany
koloréw barwnikéw do elektroforezy. Nastepnie zel plukano woda i inkubowano dwukrotnie przez
30 minut lub do momentu przywrdcenia koloréw barwnikéw, w buforze do denaturacji DNA (1.5M
NaCl, 0.5M NaOH). Po przeptukaniu zelu w wodzie destylowanej DNA renaturowano przez 40
minut w roztworze 1.5M NaCl, 0.5M Tris-HCI pH7.2 1 ImM EDTA (Maniatis i inni. 1990). Trans-
fer DNA z zelu na membrang Hybond-N prowadzono wedtug przepisu podanego przez producenta

membrany.
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3.10.2. Hybrydyzacja
Hybrydyzacja DNA/DNA

Jako sond do hybrydyzacji uzywano denaturowanych przez 10 min. w 100°C znakowanych izoto-
pem fragmentdw DNA. Sondy hybrydyzowano do DNA zwiazanego na filtrach nylonowych w 5-
10ml roztworu o sktadzie 5x SSC, 5x roztwdr Denhardta, 0.5% SDS oraz 20-40*g/ml sonifikowanego
DNA z grasicy cielgcej, w temp. 65°C przez noc. Po hybrydyzacji filtry ptukano przez 20 min. w
temperaturze pokojowej w roztworze 2x SSC, 0.1% SDS, nastepnie przez 20 min. w temp. 65°C w
roztworze 1x SSC, 0.1% SDS oraz dwukrotnie przez 20 min. w temp. 65°C w roztworze 0.1x SSC,

0.1% SDS. Po hybrydyzac;ji filtry poddawano autoradiografii.

3.11. Preparatyka bialtek
3.11.1. Preparatyka catkowitych histonéw z tkanek roslinnych

Zastosowano tu technike ekstrakcji histonow z otrzymanej uprzednio chromatyny metoda opi-
sang przez Moehsa i wsp. (Moehs 1 inni, 1988), bedaca zmodyfikowana wersja wczesniej opraco-
wanej metody izolacji histondw z roslin (Simon & Becker, 1976; Spiker, 1982). Fragmenty lisci
0 masie 3g pozbawione unerwienia, homogenizowano w homogenizatorze (Waring blender) w 200ml
buforu zawierajacego 0.4M sacharoze, 10mM Tris-Cl pH 8.0, 10mM MgCl,, SmM 2-merkapto-
etanol. Homogenat saczono przez 4 warstwy gazy i 2 warstwy Miracloth (Calbiochem, La Jolla,
CA, USA), anastgpnie wirowano w rotorze GS 3 (Sorvall) przy 10000 obr/min przez 10min w temp.
2°C. Supernatant odrzucano, za$ osad zawieszano (w homogenizatorze) w roztworze o skladzie:
0.25 sacharoza, 10mM Tris-ClI pH 8.0, 10mM MgCl,, 1% Triton X-100, SmM 2-merkaptoetanol
1 zwirowywano jak poprzednio. Nast¢pnie osad chromatyny poddawano ekstrakcji rozcienczonym
kwasem siarkowym (metoda skrocona). Osad zawieszano w 15 ml 0.4 N H,SO, w homogenizato-
rze Pottera-Elvehjema (Wheaton, USA). Probke pozostawiano do ekstrakeji przez 2 godz. w chtodni
na mieszadle magnetycznym, po czym zwirowywano przez 15min. w rotorze SS-34 przy 18000
obr/min. Osad odrzucono, a wyekstrahowane biatka wytracano przez dodanie 3.5 obj¢tosci zimne-
go acetonu i1 pozostawienie przez kilka godzin lub cata noc na mieszadle magnetycznym. Osad
zwirowano (SS-34, 30min., 185000br/min), suszono do sucha zimnym powietrzem i rozpuszczano
w matlej ilosci (0.8 ml) wody.

W celu doczyszczenia preparatu, probke dializowano wobec 11 wody przez 1.5 godziny. Na-
stgpnie preparat zatgzano w wiréwce prozniowej do objetosci ok. 150-200ml.

Probke zamrazano i przechowywano w -20°C.

Wszystkie czynnosci wykonywano w temp. 4°C. Do wszystkich roztworow dodawano PMSF

w stezeniu 0. ImM.
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3.11.2. Preparatyka histonu H1 z tkanki lisSciowej (Mazzolini i inni, 1989)

Liscie pozbawione unerwienia ucierano na proszek w ciektym azocie. Utarty materiat zalewano zimnym
5% PCA, w stosunku 2-3ml na gram zamrozonej tkanki. Ekstrakcje przeprowadzano mieszajac przygotowa-
ny material w chtodni przez okoto 10 godzin. Cato$¢ zwirowywano w rotorze GSA przy 10000 obr/min przez
10 min. Zebrany supernatant ponownie wirowano w tych samych warunkach, a nastepnie filtrowano go przez
2 warstwy Miracloth. Do roztworu dodawano 50 lub 100% (w/v) kwas trichlorooctowy (TCA) tak, aby
stezenie koncowe TCA wynosito 18%. Biatko zwirowywano przy predkosci 12500 obr/min w rotorze GSA
przez 40 min. Osad zawieszano w okoto 3 ml wody 1 dializowano wobec wody zawierajacej 0.1mM PMSF

przez 5 godzin, a nastgpnie zatgzano w wirdwce proézniowej. Preparat przechowywano w -20°C.

3.12. Rozdzial elektroforetyczny biatek w zelu poliakrylamidowym
3.12.1. Elektroforeza biatek w zelu poliakrylamidowym w uktadzie kwas
octowy-mocznik

Rozdziat bialek w elektroforezie kwas octowy-mocznik zalezy nie tylko od masy (tak, jak w SDS
PAGE), ale 1 od tadunku biatka. W niniejszej pracy zastosowano zmodyfikowana wersj¢ elektrofo-
rezy (Spiker, 1980; Hames & Rickwood, 1981).

Stosowano 15% zel rozdzielajacy zawierajacy 0.9M kwas octowy i 2.5M mocznik (pH 2.7)
oraz 7.5% zel zat¢zajacy z 2.5M mocznikiem i1 0.375M octanem potasu o pH 4.0. Jako bufor do
elektroforezy stosowano 0.9N kwas octowy, za$ bufor do naktadania probek miat sktad: 30% sa-
charoza, 0.375 M octan potasu pH 4.0, 0.1% pyronina Y (barwnik). Elektroforez¢ prowadzono
przy statym napigciu 200V przez ok. 5 godzin. Po wylaniu zelu rozdzielajaccego, a przed wyla-
niem zelu zatgzajacego, prowadzono preelektroforezg przy 200V przez co najmniej 2 godziny.

Barwienia zeli - identycznie, jak po SDS PAGE.

3.13. Sprzet laboratryjny:

e standardowe wyposarzenie pracowni biologii molekularne;j
e wirdwka Sorvall® RC- 5B (Du-Point)

e Komora do hodowli roslin

3.14. Programy komputerowe:
° Microsoft Word

° Microsoft Excell
o Corel Draw 6.0
o Adobe Photoshop 5.0
° Netscape Communicator
o Adobe Page Maker 6.5
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4. Wyniki

4.1. Konstrukcja wektora do transformacji siewek tytoniu.

Wektor — jest to czasteczka DNA mogaca by¢ nosnikiem interesujacego nas odcinka genomu,
ktéra posiada zdolnos$¢ do autonomiczne;j replikacji w danym typie komoérek. Umozliwia powiela-
nie wprowadzonego fragmentu DNA, czyli jego klonowanie, a czasami takze wydajna synteze
kodowanego przez te fragmenty bialka (transkrypcj¢ i translacje).

Nie istnieje uniwersalny wektor do wszystkich rodzajéw komorek. Roznice w przebiegu proce-
sow replikacji, transkrypcji i translacji migdzy Prokaryota a Eukaryota, a takze miedzy réznymi
gatunkami nalezacymi do kazdej z tych dwoch klas organizméw, zmuszaja do dobierania wekto-
row w zaleznos$ci od tego, w jakich komorkach zamierzamy klonowaé dany gen.

Najwazniejszym elementem warunkujagcym specyficznos$¢ wektora sg sekwencje odpowiedzialne
za inicjacje replikacji tzw. sekwencje ori (ang. origin). Najprostsze wektory posiadaja wylacznie
jedno, unikalne miejsce restrykcyjne, w ktore mozna wprowadzi¢ obcy DNA. Obecnie najczesciej
jest to tzw. polilinker — syntetyczny odcinek DNA, w ktérym znajduje si¢ zwykle kilkanascie miejsc
rozpoznawanych przez rozne restryktazy.

Poza tym wektory posiadaja zwykle geny markerowe, czyli geny odpowiedzialne za tatwo
wyrdznialne cechy fenotypowe, jak np. opornos¢ na antybiotyki, czy tez zdolnos¢ do syntezy tatwo
wykrywalnego enzymu (np.3- galaktozydaza lub acetylaza chloramfenikolu). Wektor musi by¢ tak
skonstruowany aby istniata mozliwos¢ selekcji tych komoérek, do ktérych wniknat (Encyklopedia
multimedialna 1999).

W przypadku roslin wykorzystuje si¢ pochodne tych nielicznych wiruséw roslinnych, kto-
rych materiatem genetycznym jest DNA. Przyktadem takiego wirusa jest wirus mozaiki kalafiora.
Jednak najczesciej stosowanym wektorem jest pochodzacy z Agrobacteriom tumefacjens plazmid

Ti (oméwiony juz wezesniej).

W przedstawionej pracy do transformacji roslin postuzyty dwa konstrukty: pROKF19 stoso-
wany jako kontrola oraz pPROKFH 1ta zawierajacy wlasciwy transgen.

Plazmid pROKF19 zostat skonstruowany przez dr M. Prymakowska- Bosak. Do jego konstruk-

cji postuzyt binarny plazmid pROK?2. Plazmid ten zawiera w obszarze T-DNA marker selekcyjny

w postaci kasety opornosci na kanamycyng oraz dogodny polilinker zawarty pomigdzy promoto-
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rem 35S RNA wirusa mozaiki kalafiora (ang.cauliflower mosaic virus — CaMV) a sekwencja ter-
minatora syntazy nopalinowej (Bevan, 1985).

Aby uzyskaé wyzszy poziom ekspresji w plazmidzie pPROK2, w miejsce kasety zawierajacej
promotor 35S CaMYV oraz terminator nopalinowy wprowadzono fragment DNA pochodzacy z pla-
zmidu pFF19 zawierajacy zawezony promotor 35S CaMV wraz z tzw. enhanserem, tj. sekwencja
wzmagajaca sile promotora, bardzo dogodny polilinker oraz terminator 35S CaMV (rys.1). Wedtug
autorow plazmidu pFF19, zmodyfikowany promotor 35S CaMV wraz z enhanserem daje okoto

dziesigciokrotnie wyzszy poziom ekspresji genu niz sam promotor 35S CaMV.

Rycina nr 1. Konstrukcja plazmidu pROKF19

Hiredll EaiA

| e
- B § v e

LEELEALED N I o

.F-
£

PROKF19

i ENrTY

1.Plazmid pFF19 z promotorem 355caMV, enhanser i terminator 358S.

2.Plazmid pROK2 stuzacy do transformacji roslin, zawiera promotor 356ScalV oraz nopalinowy terminator transkrypcji.
3. Plazmid pROKF19 powstat w wyniku przeniesienia obszaru promotora 355CalM\V z enhanserem i terminatorem
transkrypcji 35S do plazmidu pROK2, w miejsce promotora 35ScaMV, oraz nopalinowego terminatora transkrypcji.
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Konstrukcja plazmidu binarnego zawierajacego cDNA histonu H1 z tytoniu w orietacji ,,antysens”.

W celu obnizenia poziomu natywnego histonu H1 w tytoniu skonstruowano plazmid pPROKFH1ta

zawierajacy cDNA histonu H1 w orientacji odwrdconej (,,anty-sens”).

Rycina nr 2. Plazmid zawierajacy cDNA histonu H1 z tytoniu w orientacji ,antysens” (strzatka oznaczono
orientacje wstawki)

LB RB
-J KAN u 35S enh. prom. u < CDNA H1 tyt U353 polyA L-

kaseta opornosci na kanamycyne

nos
KAN ———————» | nos prom. npt Il polyA
nos prom. promotor nopalinowy
358 prom.| 35S CaMV-promotor wirusa mozaiki kalafiora
35Senh. | 358 CaMV+enhancer
prom
nos li . t Kk ..
polyA nopalinowy terminator transkrypcji
358 terminator transkrypcji wirusa mozaiki kalafiora
polyA YpC|
LB

lewa granica T-DNA

prawa granica T-DNA

npt Il

gen fosfotransferezy neomycyny

cDNA H1 tyt

cDNA histonu H1 z tytoniu
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4.2. Regeneracja roslin

Do transformacji uzyto 2 tygodniowych siewek roslin tytoniu (Nicotiana tabacum ,,Petit Hava-
na” SR1). Bezposrednio po transformacji rosliny zostaly wytozone na szalki z pozywka MST bez
antybiotykéw. Kokultywacje prowadzono przez 3 dni w 26°C (fotoperiod 16h) w specjalnej komo-
rze do hodowli roslin. Po tym czasie roslinki przenoszono na pozywke o takim samym skladzie
lecz z dodatkiem antybiotykow (kanamycyna 100mg/1 i claforan 500mg/l). Kanamycyna to anty-
biotyk pozwalajacy na identyfikacje roslin transgenicznych, claforan natomiast to antybiotyk ha-
mujacy wzrost Agrobacterium.

Nastepnie regeneracj¢ prowadzono przez okoto 3 miesiace przenoszac rosliny co 10 dni na
nowa pozywke.

Po uptywie pierwszych 8-10 dni na transformowanych siewkach zaczynat pojawiac si¢ kalus.

Kalus to niezréznicowana tkanka powstajaca w miejscu zranienia rosliny i rosnaca w postaci
mniej lub bardziej zwartej grudki o nieregularnych ksztaltach, co pokazuje zdjecie nr 1.

Z takiej tkanki kalusowej dzigki obecnosci w podtozu odpowiednich hormonéw nastgpuje re-

generacja nowej rosliny.

Po uptywie kolejnych 10 dni zaobserwowano regeneracj¢ pierwszych roslin z kalusa jak na
fotografii nr 2. W momencie gdy regenerujacy ped osiagal odpowiednig wielko$¢ byt odcinany
przy pomocy skalpela i przenoszony na pozywke MS z dodatkiem kanamycyny w stezeniu 100mg/1.

Na tym podtozu rosliny przebywaty do momentu ukorzenienia sig.
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Po ukorzenieniu si¢ rosliny, przenoszono do ziemi i prowadzono dalej hodowlg w warunkach

szklarniowych (zdjecie nr4)

Zdjecie nr 4

W takich warunkach rosliny hodowano do osiagnigcia pelnego wzrostu w celu obejrzenia ich
fenotypow. Tak samo postepowano roslinami zawierajacymi wlasciwy transgen oraz z roslinami

kontrolnymi.
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4.3. Analiza fenotypu roslin tytoniu uzyskanych
po transformacji plazmidem pROKFH1ta w poréwnaniu
z roSlinami kontrolnymi pROKF19

Do roslin tytoniu wprowadzono plazmid pROKFH 1ta, ktéry zawiera cDNA tytoniowego bial-
ka histonu H1 w orientacji ,,antysens” pod kontrola promotora 35ScaMV z enhanserem. Transfor-
macj¢ przeprowadzono przy pomocy Agrobacterium w celu uzyskania roslin z obnizong zawarto-
$cig tego bialka. Po regeneracji uzyskano 30 roslin opornych na kanamycyne. U wszystkich zrege-
nerowanych roslin zaobserwowano zmiany fenotypowe. Nalezy tu nadmienié, ze podobne wyniki
uzyskano przy czterech niezaleznych transformacjach przeprowadzonych przy uzyciu tego samego
knstruktu. Rowniez w pozostatych do§wiadczeniach ponad 90% roslin wykazywato zmiany feno-
typowe (Prymakowska-Bosak i inni 1999).

Transformacja plazmidem pROKF19 pozwolita na uzyskanie 30 roslin kontrolnych, ktérych
fenotyp byt identyczny jak u dzikich roslin tytoniu (tabela nr 2).

Tabela nr 2. Transformacja siewek tytoniu via Agrobacterium plazmidami pROKFH1ta i pROKF19

plazmid binarny liczba zregenerowanych roslin
wprowadzony do roslin opornych na kanamycyne
pROKFH1ta 30
PROKF19 30

Jak przedstawiaja ponizsze zdjecia rosliny zregenerowane po transformacji plazmidem pROKFH 1ta

wykazywaty w stosunku do roslin kontrolnych (pROKF19) znaczne réznice fenotypowe.

Zdjecie nr 5 Zdjecie nr 6

Zdjecie nr 5. Rosliny kontrolne transformowane plazmidem pRF19 o fenotypie roslin dzikiego tytoniu. Charakteryzujg sie
Jjednym pedem gtéwnym z kwiatostanem na szczycie. Z6tta miarka na zdjeciu ma dtugosé 1m.

Zdjecie nr 6 Rosliny uzyskane po transformacji plazmidem pROKFH1ta. Sg nizsze od ro$lin kontrolnych, majg mniejsze
liscie niz kontrola i u wigkszoSci brak dominacji pedu gtéwnego.
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Zdjecie nr 7 Kwiaty kontrolnej rosliny tytoniu, znamiona stupka i pylniki s na tej samej wysokoSci. Na pedzie widoczne

$g zawigzki owocow.
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Zdjecie nr 8 Zmienione fenotypowo kwiaty roslin po
transformacji plazmidem pROKFH1ta. We wszystkich
kwiatach znamig stupka wystaje ponad korong
kwiatu, pylniki sg gteboko ukryte w koronie.



Wyniki

Zdjecie nr 9. Poréwnanie kwiatu kontrolnego i transformowanego pROKFH1ta. Widoczna jest réZnica w potoZeniu
znamienia stupka w stosunku do pylnikow(heterostylia).

Zdjecie nr 10. Stadia rozwoju kwiatu u rosliny zmignionej fenotypowo transformowanej plazmidem pROKFH1ta. Znamig
stupka wystaje ponad korone kwiatowg, owoc sie nie zawigzuje i kwiat usycha.

Zdjecie nr 11

Zdjecie nr 11. Stadia rozwoju kwiatu u rosliny kontrolnej az do stadium owocu.
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Wszystkie rosliny kontrolne miaty pokroj taki sam jak rosliny tytoniu dzikiego. Charaktery-
styczna cechg tych roslin jest wystgpowanie jednego pedu gtdwnego na wierzchotku ktérego
tworzy sie kwiatostan (zdjg¢cie nr 5). Natomiast u roslin transformowanych pROKFH1ta zaob-
serwowano zmniejszonga dominacj¢ pedu gtéwnego, co objawiato si¢ nizszym wzrostem i krza-
czastym pokrojem roslin (zdjgcie nr 6). Wyrazniejsze zmiany obserwowano jesli chodzi o roz-
woj kwiatu 1 tworzenie si¢ owocow. Rosliny z transgenem nie tworzyly owocow, a ich kwiaty
usychaty na pedzie kwiatowym (zdjecie nr 9, 10, 11). Zmiany w kwiecie polegaty na niewielkim
wydtuzeniu szyjki stupka i znacznym skréceniu nitek precikow, co doprowadzito do heterostylii
1 uniemozliwilo samozapylenie, a co za tym idzie wytworzenie owocoéw. W zwiazku z brakiem
zawigzywania owocOw a wigc 1 brakiem nasion z roslin transgenicznych uzyskano tyton nie
zdolny do rozmnazania.

Poza niezdolnoscia do wytwarzania owocoéw ze wzgledu na nieprawidlowos¢ budowy kwiatu
obserwowano inne anomalie jesli chodzi o t¢ budowe. Niektore kwiaty roslin RFHta oprécz hete-
rostylii charakteryzowaty si¢ mutacjami homeotycznymi polegajacymi na deformacji ptatkéw ko-

rony i precikow i przeksztatcaniu si¢ jednych czgsci kwiatu w drugie (zdjecie nr 12).

Zdjecienr 12

Strzatka pokazuje ptatek
korony przeksztatcony
w precik

4.4. Analiza molekularna roslin tytoniu uzyskanych
po transformacji plazmidem pROKFH1ta.

4.4.1. Analiza hybrydyzacyjna typu Southern -
sprawdzenie obecnosci transgenu

W celu wykrycia obecnosci transgenu wyizolowano catkowity DNA z ro$lin transformowa-
nych plazmidem pROKFH 1ta. Nastgpnie DNA poddano trawieniu enzymem restrykcyjnyn EcoRI
1 hybrydyzacji z sonda, ktora stanowit cDNA tytoniowego histonu H1 znakowany izotopowo. Tak
przygotowana sonda wykrywata dwa fragmenty: 1)o dlugosci 3kb, w obrebie ktoérego znajduje si¢

gen dla histonu H1, oraz 2) o dlugosci 1kb, odpowiadajacy wprowadzonemu transgenowi. Analiza
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hybrydyzacyjna catkowitego DNA roslin transgenicznych wykazata, ze wszystkie zregenerowane
rosliny zawieraja wprowadzony transgen (Zdjgcie 13)

Na autoradiogramie sg widoczne dodatkowe fragmenty DNA tuz nad fragmentem o wielko$ci
1kb, wykrywane sonda w DNA niektérych roslin (Zdjecie 13; $ciezki 4,6,11,13,14,19,21,26,29),

swiadczy to o zmianach jakie nastgpity w integrujacym do genomu roslinnego T-DNA.

123 45 6 7 89 101112131415 wt

&< 3kb

< 1kb

3 kb

1kb

Zdjecie nr 13. Autoradiogram hybrydyzacji wedtug Southerna catkowitego DNA izolowanego z kolejnych transgenicznych
ro$lin tytoniu transformowanych plazmidem pROKFH1ta, catkowite DNA zostato strawione restryktaza EcoRl, sondg byto
znakowane izotopowo cDNA histonu H1 z tytoniu(wszystkie badane rosliny wykazywaty zmiany fenotypowe).

Sciezka wt zawiera catkowity DNA dzikiej rosliny tytoniu trawiony enzymem restrykcyjnym EcoRl.
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4.4.2. Analiza preparatéow biatkowych

Analizie poddano obraz catkowitych histonéw niektorych roslin transgenicznych uzyskanych
po transformacji plazmidem pROKFHIta. W wyniku ekspresji wprowadzonego genu uzyskano
obnizenie zawarto$ci biatka histonu linkerowego w transformowanych roslinach. Wszystkie anali-
zowane rosliny wykazaly obnizong ilos¢ histonu H1; pojawity si¢ nawet rosliny, w ktérych catko-

wita zawartosc bialka histonu byta obnizona prawie do zera (Zdjg¢cie nr 14 $ciezka 1-2)

warianty
histonu H1

histony
rdzeniowe

— H4

]

Zdjecie nr 14. Obraz histondéw ekstrahowanych z chromatyny izolowanej z lisci ro$lin transgenicznych, transformowa-
nych plazmidem pROKFH1ta. Rozaziat histondw wybranych roslin na Zelu poliakrylamidowym w obecnoSci mocznika

i kwasu octowego. Sciezka wt zawiera catkowite histony pochodzace z dzikiej rosliny tytoniu. Strzatka zaznaczono
potozenie na zelu histonu H1.
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5. Dyskusja

Dotychczasowe tendencje rozwojowe w przemysle spozywczym wskazuja, ze procesy biotech-
nologiczne sa coraz szerzej stosowane do produkcji zywnosci.

Zastosowanie mikroorganizmdw oraz enzymdw (dwoch gtownych czynnikdw biotycznych) w
przetwdrstwie zywnosci jest powszechne i obejmuje zdecydowang wiekszos¢ branz przemystu spo-
zywczego. Procesy biotechnologiczne pozwalajg na produkowanie zywnosci mato przetworzonej
oraz utylizacj¢ odpadéw produkceyjnych i odczyszczanie $ciekow.

Wspélczesnie wazna rolg w ekspansji metod biotechnologicznych, szczegdlnie w odnie-
sieniu do produkcji surowcow roslinnych odgrywa inzynieria genetyczna. Jednoczesnie otrzy-
mywanie produktéw roslinnych wspomnianymi metodami budzi wiele obaw 1 watpliwosci.
Pamigtaé nalezy, ze prawie cata konsumowana przez nas zywno$¢ pochodzi z organizmow
otrzymanych w wyniku krzyzowek i specjalnych metod hodowli tzw. dobor sztuczny. Tech-
niki inzynierii genetycznej, podobnie jak konwencjonalna genetyka stosowana w uprawie
czy hodowli, polegaja na wprowadzaniu nowego materialu genetycznego do genomu danego
uktadu biologicznego. R6znica polega na tym, ze inzynieria genetyczna oferuje mozliwosci
wymiany materiatu genetycznego pomigdzy gatunkami, co wczes$niej nie byto mozliwe.
Metody inzynierii genetycznej pozwalaja na uzyskanie nowych odmian transgenicznych ro-
$lin 1 zwierzat, ktére moga by¢ odporne na stresy biotyczne i abiotyczne, posiadac lepsze
wlasciwosci sensoryczne oraz lepsze parametry technologiczne. Jednak zaakceptowanie przez
konsumentow tak otrzymanej zywno$ci wymaga odpowiedzi na wiele pytan zwigzanych
przede wszystkim z jej bezpieczenstwem. Nalezy pamigtac, ze to nie naukowcy zajmujacy
si¢ inzynieria genetyczng i zywnoscia transgeniczng wprowadzili jako pierwsi geny do na-
szego menu. Kazdy czlowiek, czy zwierze odkad istnieje 1 zjada produkty spozywcze pocho-
dzenia roslinnego czy zwierzgcego zjada rowniez geny i ich produkty. Zjadajac geny czto-
wiek nie moze skorzysta¢ z zawartej w nich informacji genetycznej. Wszystkie geny znajdu-
jace si¢ w pozywieniu poddawane sg procesowi trawienia przewodzie pokarmowym. Osta-
tecznie, produkty degradacji DNA, mate i proste czasteczki, przenikaja do krwi, ktora roz-
prowadza je do wszystkich komdérek organizmu, gdzie moga by¢ uzyte jako materiat budul-
cowy do syntezy nowych kwaséw nukleinowych. Wlasne geny organizm czlowieka musi

jednak zbudowac¢ sam wewnatrz swoich komorek. I tylko wtasne geny przekaza¢ moze, po-
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przez komoérki rozrodcze swojemu potomstwu. Cztowiek od wiekéw spozywat i nadal spo-
zywa geny ryb, kurczakow i roslin, nie stajac si¢ ich nosicielem. Geny ro$lin zielonych nie
sprawily, ze organizm ludzki zaczal asymilowac azot czasteczkowy. Warto jeszcze raz pod-
kresli¢, ze to co spozywamy obecnie, zostalo takze zmodyfikowane przez pokolenia hodow-
cow i selekcjonerow, ktoérzy zmieniali geny, nie kontrolujac tego procesu. Dopiero wspot-
czesne metody inzynierii genetycznej pozwalaja na wprowadzanie kontrolowanych zmian
oraz doktadne ich badanie na etapie laboratorium.

Jedna z takich metod zostala przedstawiona w niniejszej pracy. Obiektem badan byta roslina
tytoniu do ktorej wprowadzano specjalnie skonstruowany plazmid wektorowy w celu uzyskania
obnizenia poziomu biatka histonu H1. Bialka histonowe sa podstawowym elementem struktural-
nym chromatyny. Wspottworza jednostke strukturalng jaka jest nukleosom i oddziatuja z DNA na
catej dlugosci chromosomu. Histon H1 nie wchodzi w sktad rdzenia nukleosomu, lecz wiaze si¢ z
nim ,,0od zewnatrz”.

Wczesniejsze badania prowadzone w laboratorium prof. Jerzmanowskiego w Prcowni
Biologii Molekularnej Roslin UW wykazaty, ze zaktdcenie stosunku histonu H1:DNA nie
zaburza podzialéw komdrkowych, wzrostu i wezesnych stadiow rozwoju rosliny. Wskazuje
to, ze stosunek HI1:DNA nie jest czynnikiem krytycznym dla represji transkrypcji w przy-
padku wiekszosci genow. Jednak moze on mie¢ znaczenie dla proceséw wystgpujacych pdz-
niej w rozwoju, a takze podlegajacych bardziej skomplikowanej regulacji genetycznej, ta-
kich jak proces reprodukcji. Jak wykazaty opisane w tej pracy badania wszystkie rosliny
zawierajace transgen pROKFH1ta, ktory wplywat na poziom histonu H1, wykazywaty cha-
rakterystyczne zmiany w rozwoju kwiatu. Rosliny z zaktéconym stosunkiem H1:DNA cha-
rakteryzowaty si¢ zrzucaniem badz usychaniem kwiatéw i w konsekwencji brakiem owo-
cow. Jak zaobserwowano, bezposrednim brakiem zapylenia u transgenicznych roslin byto
wystepowanie heterostylii. Zjawisko to §wiadczy o tym, ze mozliwe jest uzyskanie takich
roslin transgenicznych, ktore nie wydajq nasion, a tym samym nie maja mozliwos$ci rozprze-
strzenienia si¢ i krzyzowania z innymi dziko rosngcymi ro§linami. Ros$liny takie mozna wy-
korzystywa¢ do analizowania réznych cech transgenu bez obawy o ich nie kontrolowane
rozprzestrzenianie si¢. Badania tych roslin przeprowadzone za pomoca technik mikroskopii
elektronowej w laboratorium prof. Kurasia wykazaty powazne zmiany w procesie powsta-
wania gamet me¢skich (Prymakowska-Bosak 1999). Wskazuje to na bardzo selektywny wplyw
zaburzenia stosunku H1:DNA na lini¢ generatywna komorek roslinnych, co prawdopodob-

nie lezy u podtoza obserwowanego fenotypu.
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Jak wynika z niniejszej pracy, mozliwe jest uzyskanie roslin transgenicznych o niezakto-
conej zdolnosci do wzrostu wegetatywnego, ktére jednak - ze wzgledu na selektywne zakto-
cenie w linii komorek plciowych - sa niezdolne do rozmnazania. Rosliny te moga by¢ cen-
nym - bo bezpiecznym modelem do badania cech roslin modyfikowanych za pomoca technik
inzynierii genetycznej. Tego rodzaju modele badawcze moga umozliwi¢ usprawnienie tech-
nologii manipulacji genami i przyczynic¢ si¢ do wyeliminowania nowych, §ladowych zagro-
zen, jakie dzi$ jeszcze wiaze si¢ z masowym stosowaniem organizmow zmodyfikowanych

genetycznie.
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6. Podsumowanie

W niniejszej pracy opisano metodg transformacji roslin za pomoca Agrobacterium tumefacjens
oraz otrzymanie za jej pomoca transgenicznych roslin tytoniu. Rosliny te zawieraty gen histonu H1
w orientacji ,,antysens”, co spowodowato obnizenie poziomu gtéwnych wariantdw histonu H1 w
roslinie. Analiza fenotypowa wykazata roznice w wygladzie roslin transgenicznych w pordwnaniu
do roslin kontrolnych. Réznice te dotyczyty przede wszystkim procesu kwitnienia i owocowania.
Tyton z obnizonym poziomem biatka histonu H1 posiadal kwiaty charakteryzujace si¢ heterostylia,
czyli skréceniem dtugosci precikow w stosunku do stupka. Zmiany te spowodowaty, ze u roslin
tych nie wystapilo zawiazanie owocow, a kwiat usychat na pedzie. W ten sposob uzyskano rosliny
nie zdolne do rozmnazania. W celu potwierdzenia obecnosci transgenu w roslinach poddano je
analizie molekularnej, w wyniku ktorej wykazano obecnos¢ transgenu oraz zmiany w poziomie
biatka histonu H1. Uzyskany tyton transgeniczny charakteryzuje si¢ niezdolnoscia do rozmnaza-
nia, moze by¢ cennym modelem badawczym w pracach zmierzajacych do poprawy bezpieczen-

stwa procedur stosowanych do otrzymywania zywnosci zmodyfikowanej genetycznie.
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7. Stownik pojeé

biblioteka — biblioteka zrekombinowanego DNA jest zbiorem identycznych czasteczek wektora, z
ktérych kazda zawiera inng wstawke DNA — rézne wstawki razem mogg reprezentowac caty
genom, na przyktad ludzki (ludzka biblioteka genomowa); lub zbior kopii mRNA izolowanego

z komorek okreslonego typu przeksztatconych do postaci cDNA (biblioteka cDNA)

biologia molekularna — dziedzina biologii badajaca procesy komdrkowe za pomoca metod stano-

wiacych potaczenie biochemii i genetyki

biotechnologia — dziedzina na pograniczu biologii i techniki, polegajaca na wytwarzaniu na
skalg przemystowa roznych produktow przez organizmy zywe. Podstawa biotechnologii jest
uzyskanie odpowiednich szczepdw organizmow, ktére beda produkowaly w znacznych ilo-
$ciach pozadang substancje. W konstrukcji takich organizmow podstawowa role¢ odgrywa in-

zynieria genetyczna.

c¢DNA —ni¢ DNA powstata przez skopiowanie nici RNA przez odwrotng transkryptaze; sekwencja

cDNA jest komplementarna do RNA uzytego jako matryca

chromatyna — substancja sktadajaca si¢ z dwuniciowego DNA zwinigtego i skondensowanego

dzigki oddzialywaniom z biatkami

chromosomy — struktury jadra komdrkowego, kazdy z nich zawiera wysoko skondensowana po-

dwdjna helise DNA zwiazang z biatkami
ekspresja genu — proces wykorzystywania informacji zawartej w genomie do produkcji sktadnika

komorki; na ekspresje sktadaja sie: transkrypcja genowej sekwencji DNA na RNA oraz dla

wigkszosci gendw, translacja sekwencji RNA do postaci polipeptydu
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elektroforeza — proces, podczas ktérego mieszanina czasteczek, takich jak DNA, RNA i biatka
jest rozdzielana zgodnie z masg i tadunkiem elektrycznym w ptytce zelatynopodobnej substan-

cji (zelu elektroforetycznym) umieszczonej w polu elektrycznym

enzym restrykcyjny (restryktaza) — enzymy rozpoznajace krotkie sekwencje nukleotydow w DNA

1 dokonujace przeciecia podwojnego heliksu, czgsto wewnatrz rozpoznawanej sekwencji

gen — odcinek DNA lub RNA, ktéry stanowi jednostke informacji genetyczne;j

genom — calo$¢ informacji genetycznej komorki; opisuje geny i inne sekwencje DNA

hybrydyzacja — proces, w ktorym dwie komplementarne, jednoniciowe czasteczki kwaséw nukle-

inowych taczg si¢ ze soba, tworzac podwdjna helisg

klonowanie — wytwarzanie kopii organizmu wielokomorkowego przy wykorzystaniu materialu

genetycznego pochodzacego z jego komodrki somatycznej

komorki somatyczne — komoérki budujace organizm wielokomérkowy z wyjatkiem komorek ptciowych

kod genetyczny — ,,stownik™ przektadajacy sekwencje nukleotydow DND i RNA na aminokwasy w
biatku; stowa kodu (kodony) sa seria trdjek kolejnych nukleotydéw (takich jak AGG, GCA itp.);

kazdy kodon wyznacza jeden z aminokwasdw albo poczatek badz koniec sekwencji kodujacej

nukleotyd — pojedyncze sktadniki budulcowe DNA i RNA

organizmy transgeniczne — zwierzeta i rosliny, ktorych genom zostat zmieniony przez wprowa-
dzenie nowej sekwencji DNA w taki sposéb, ze ich potomstwo bedzie dziedziczyto nowa

sekwencje

plazmid — kolist dwuniciowa czasteczka DNA, ktéra moze ulegac replikacji niezaleznie od geno-

mu komorki

promotor — sekwencja nukleotydowa DNA poprzedzajaca sekwencj¢ kodujaca, konieczna do roz-
poczecia transkrypcji genu przez polimeraz¢g RNA
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replikacja — proces powielania DNA lub RNA

sonda — odcinek DNA lub RNA wyznakowany radioaktywnym izotopem (lub tatwo wykrywalna
grupa chemiczng) uzywany do wykrywania komplementarnych odcinkéw kwaséw nukleino-

wych metoda hybrydyzacji

transgen — gen, ktory zostat eksperymentalnie wprowadzony do genomu organizmu i jest przeka-

zywany jego potomstwu (organizmom transgenicznym)

transkrypcja — proces wytwarzania czasteczki RNA na matrycy jednego tancucha DNA zgod-
nie z regulg komplementarnosci zasad. Ostatecznym produktem transkrypcji w przypadku
genow kodujacych biatko jest czasteczka mRNA, ktora jest potrzebna do produkeji biatka,

czyli translacji

translacja — wytwarzanie biatka na podstawie informacji genetycznej przenoszonej z jadra komor-

kowego do cytoplazmy przez czasteczkg mRNA

wektor — czasteczka DNA, z ktéra mozna potaczy¢ odcinek obcego DNA — tak zrekombinowany

DNA mozna wprowadzi¢ do komorki, w ktorej bedzie replikowany
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