244

rozwijajaca si¢ $luznia, a pozniej zarodnie maworka
pokrewnego (Ryc. 14, 15). Z punktu widzenia nauko-
wego, niezmiernie interesujacy przypadek. Maworek
pokrewny jest w Polsce notowany na rozproszonych
stanowiskach, na $cidtce, szczatkach roslin i na korze.

Mozna by mnozy¢ przyktady roéznorodnych mi-
krosiedlisk antropogenicznych, zasiedlanych przez
$luzowce. Warto wigc nieco uwazniej przygladac sie
najblizszemu otoczeniu, bo $luzowce sa wsrod nas
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i cho¢ nie zawsze prezentujg si¢ atrakcyjnie, to jed-
nak moga zainteresowac jako jeden z wielu elemen-
tow bogactwa 1 r6znorodnosci przejawow zycia ota-
czajacego nas $wiata.

Sktadam serdeczne podzigkowania Pani mgr
Dominice Michalczyk za materiat z hodowli rzezuchy
oraz wszystkim autorom zdje¢ za udostepnienie tak
pieknych fotografii sluzowcow.

B Dr Anna Drozdowicz — Instytut Botaniki UJ w Krakowie. E-mail: anna.drozdowicz@uj.edu.pl.

Transformacj a genowa roslin metoda balistyczng (mikrow-
strzeliwanie) na przykladzie slonecznika Helianthus annuus L.

Monika Tuleja (Krakow)

Rozpoczeta rejestracja i dopuszczeniem w 1994 r.
do uprawy w USA zmodyfikowanej genetycznie
odmiany pomidora zwyczajnego ,,Flavr-Savr”, ko-
mercjalizacja ro$lin transgenicznych byta zaréwno
ukoronowaniem dotychczasowych badan nad mody-
fikacjg genetyczng roslin jak rowniez pociaggneta za
sobg intensyfikacj¢ dziatan w zakresie metod trans-
formacji roslin.

Aby transformowanie roslin bylo mozliwe i sku-
teczne, spelnione musza by¢ nastgpujace warunki:
tkanki docelowe musza by¢ zdolne do rozmnazania
lub regeneracji; nalezy opracowaé¢ wydajny system
dostarczania egzogennego DNA, selekcji tkanek
transgeniczych 1 efektywna metod¢ uzyskiwania
ptodnych roslin transgenicznych. Ponadto technika
transformacji powinna by¢ prosta, tania, powtarzal-
na i niezalezna od genotypu, a czas kultury in vitro
stosunkowo krotki, aby unikng¢ niekorzystnej w tym
przypadku zmiennosci somaklonalne;.

Jedng z szeroko stosowanych obecnie metod
transformacyjnych, obok transformacji wektoro-
wej z uzyciem Agrobacterium, jest metoda bezpo-
$redniego wprowadzania DNA do komorek docelo-
wych tzw. mikrowstrzeliwanie (ang. microprojectile
bombardment, particle bombardment). Metoda ta,
zwana rowniez balistyczng, opracowana przez San-
forda i in. (1987), a nastgpniec zmodyfikowana
przez Kleina i in. (1987) jest jedyng metoda, ktora
umozliwia dostarczanie DNA do komorek prak-
tycznie kazdego typu tkanki i kazdego organizmu
a nawet do organelli komorkowych, chloroplastow
i mitochondriéow. Polega ona na wstrzeliwaniu do
komorek mikroczgstek metali szlachetnych tzw.

mikronosnikéw stuzacych jako mikropociski. Sg one
natadowane czyli oplecione uprzednio naniesionym
nanie DNA, rzadziej RNA. Przy uzyciu aparatu do mi-
krowstrzeliwania zwanym tez strzelbg genowg (ang.
particie gun) rozpedzone do predkosci okoto kilku-
set m/s mikronos$niki przebijajg si¢ przez $ciany ko-
morkowe, penetrujg wnetrze komorki, a ,tadunek” —
czyli DNA wbudowuje si¢ w genom rosliny doce-
lowej. Sita przyspieszajaca mikronosniki moze by¢
np. rozpre¢zajacy sie gaz, czesto jest nim hel. W tym

Ryc.1. Ogoélna zasada wprowadzania obcego DNA do roslinnych ko-
morek docelowych w procesie mikrowstrzeliwania — a) przyspieszone
mikronos$niki (w powigkszeniu oplecione obcym DNA), b) oplecione
DNA mikrono$éniki trafiaja do komoérek docelowych, gdzie wprowadzony
DNA traci potaczenie z mikrono$nikami i taczy si¢ z chromosomowym
DNA rosliny, ¢) hodowla stransformowanych, dzielacych si¢ komorek,
z ktorych regeneruja rosliny w obecnos$ci pozywki selekcyjnej, d) zrege-
nerowane transgeniczne rosliny ukorzeniane sg na pozywce z czynnikiem
selekcyjnym, na ktérym rosliny niestransformowane nie ukorzeniaja sig,
e) po przeniesieniu do szklarni transgeniczne rosliny osiagaja dojrzatos¢
i wydaja nasiona.
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rodzaju aparatu mikronosniki optaszczone DNA nano-
szone s3 na plastikowe krazki zwane makronosnikami.
Podczas strzatu s3 one zatrzymywane na ekranie ha-
mujacym, a mikronosniki wypychane dalej (Ryc. 2).
Gléwnym czynnikiem ograniczajagcym wydajnosc¢ tej
metody jest jedynie przezywalno$¢ stransformowa-
nych komorek i ich zdolno$¢ do regeneracji, ktora za-
lezy od uwarunkowan genetycznych, fizjologicznych
i warunkéw kultury in vitro (Vain i in., 1993a).

Ryc. 2. Aparat do transformacji metoda mikrowstrzeliwania — PDS-1000/
He i schemat jego dziatania wgl. Malepszy 2001 (zmodyfikowane).

Mikrowsrzeliwanie z powodzeniem wykorzys-
tano do transformacji wielu gatunkow, jedno-
i dwuli$ciennych, m.in. Arachis, Avena, Glysine, Hor-
deum, Nicotiana, Triticum, Zea i wielu innych (zob.
np. Klein i in., 1988; McCabe i in., 1988; Hamilton
i in., 1992; van der Leede-Plegt i in., 1992; Vasil
i in., 1992; Pawlowski i Somers, 1998; Deng i in.,
2001; O’Connor-Sanches, 2002; Sairam 1 in., 2003,
Deng i in., 2009, Singh i in., 2010, Cho i in., 2011,
Jagga-Chungh i in., 2012). Eksperymenty nad

Ryc. 3. Pedy przybyszowe wyrastajace z hipokotyla niedojrzatego zarod-
ka stonecznika w trakcie kultury in vitro.
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transformacja genetyczng stonecznika prowadzone sg
od poczatku lat 90. XX w. W doswiadczeniach tych
stosowano metode¢ transformacji przy uzyciu Agro-
bacterium oraz mikrowstrzeliwanie.

Badania opisywane w tym artykule miaty na celu
opracowanie warunkow transformacji genetycznej
stonecznika Helianthus annuus L. (genotyp HA89B)
przy uzyciu strzelby genowej typu Biolistic PDS 1000/
He produkcji firmy Bio-Rad z wykorzystaniem genu
reporterowego GUS (plazmid pFS/35S-gus) jako ilo-
sciowego 1 polilosciowego markera, a nastgpnie genu
odpornosci na Plasmopara halstedii oraz warunkow
hodowli in vitro stransformowanych eksplantatow
wybranej linii stonecznika Helianthus annuus L.

Materiatem ros$linnym uzytym w tym do$wiadcze-
niu byly niedojrzate zarodki zygotyczne oraz trzy-
dniowe siewki genotypu HA89B, wysoko wydajne-
go pod wzgledem regeneracyjnym. Jako eksplantaty
wykorzystano liScienie i hypokotyle niedojrzatych
zarodkow zygotycznych cigtych 1 cale niedojrza-
fe zarodki zygotyczne oraz fragmenty merystemow
apikalnych todyg pigciodniowych siewek.

Metodyka prowadzenia hodowli

Wysterylizowany wedtug standardowych procedur
materiat roslinny pochodzacy z niedojrzatych zarod-
kéw zygotycznych oraz z pigciodniowych siewek
(merystemy apikalne) utrzymywano przez cztery
dni w ciemnosci (tzw. kultury wstepne) na pozyw-
kach wykorzystywanych takze przy mikrowstrzeli-
waniu. Okazato si¢ bowiem, po licznych wstepnych
doswiadczeniach, ze pozywki zawierajace duze ste-
zenie cukru, a co za tym idzie zwigkszone cis$nienie
osmotyczne, ktéore miato wplyw na wzrost turgoru
komorek, sa dobrym podtozem ,,przygotowujacym”
niejako tkanke¢ roslinng do wydajnego przyswajania
obcego DNA wprowadzonego w procesie ,,particle
bombardment”. Po zakonczeniu mikrowstrzeliwania
hodowle przenoszono i nadal utrzymywano na po-
zywkach organogennych, na ktorych obserwowano
bezposrednia indukcje pedow przybyszowych.

Dla kazdego do$wiadczenia obliczono liczbe pe-
dow przybyszowych, liczbe zregenerowanych roslin
ukorzenionych w ziemi, liczb¢ wydanych nasion oraz
srednig ilo$¢ pedow przybyszowych na eksplantat.
Obliczono réwniez procent indukcji kalusa i soma-
tycznej embriogenezy dla niedojrzatych zarodkow
zygotycznych na pozywce z wysokim stezeniem
sacharozy. Ponadto obliczono liczbe niebieskich
plam (ang. blue spots) po mikrowstrzeliwaniu dla
niedojrzalych zarodkow zygotycznych i meryste-
moéw  wierzchotkowych todyg, oraz liczbe pedoéw
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przybyszowych pojawiajacych si¢ po mikrowstrzeli-
waniu na eksplantat.

Kultury bakterii Escherichia coli, ktore posiadaty
wykorzystywany do transformacji plazmid, hodowa-
no na pozywce (LB-Vollmedium; Lennox L Broth
Base, Sigma) przygotowanej wedlug wskazowek
producenta, do ktoérej po autoklawowaniu dodano
ampicyling w stezeniu 100 mg™.

W opisanych w niniejszej pracy do§wiadczeniach
transformacyjnych wykorzystano plazmid pFS 121.
Plazmid ten jest pochodng wektora Puc 13 nalezgce-
go do serii wektorow pUC — najczgsciej obecnie uzy-
wanych do transformacji E. coli. Omawiany plazmid
ma wielkos$¢ 5,7 kb i zawiera zapozyczony od pUC 13
gen opornosci na ampicyling. Ponadto posiada kasete
genowa GUS z genem reporterowym gusA (uidA)
dotaczong do niego z wektora pBI 121. Gen gusA
(uidA) kodujacy a-glukuronidazg (GUS) czyli hydro-
laze rozszczepiajaca dzikie odmiany a-glukuronidow
zostal pierwotnie wyizolowany z E. coli K12 (Jeffer-
son, 1987; Jefferson i in., 1987). Obszar ten w pla-
zmidzie znajduje si¢ pod kontrola promotora wirusa
mozaiki kalafiora CaMV 35S, a zakonczony jest ter-
minatorem NOS.

r
Ap Hind

pPFS 121 B . s

Puc 13 — dawca
z GUS — kaseta genowa pochodzaca z pBI 121

Ryec. 4. Plazmid pFS 121.

Plazmid-DNA izolowano z dobrze wyplukanej
kultury bakterii E. coli, ktéora namnazata si¢ przez
noc, wedlug zmodyfikowanej procedury Sambork
i in. 1989, a nastgpnie oznaczano st¢zenie 1 czystos$¢
otrzymanego roztworu DNA metoda fotometryczna
(Beckman DU-64 Spectralphotometer) (Sambork
1in. 1989). Elektroforetyczny rozdzial kwasow nukle-
inowych nastgpowat na 0,8% (w/v) zelu agarozowym
(Serva, Standard EEO) z dodatkiem 0,2 pg x ml!
bromku etydyny. Poprzez wbudowanie si¢ bromku
etydyny pomiedzy zasady DNA mozliwe bylo na
zakonczenie elektroforezy uwidocznienie i sfotogra-
fowanie przebiegu fragmentow DNA w $wietle UV
(Eagle Eye, Stratagene).
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Mikrono$nikami DNA w tym doswiadczeniu byty
odpowiednio przygotowane drobiny zlota, ktore ople-
cione zostaty konkretna ilo$cig kwasow nukleinowych
w obecnosci spermidyny i CaCl,. W konsekwencji na
jeden strzat uzyto 5 pl/12pl roztworu ztoto-DNA, co
odpowiadalo ilosci 250 pg/750ug ztota i 0,83/2 ng
DNA. W celu natadowania wysterylizowanych i osu-
szonych makrono$nikow, roztwor ztoto-DNA zostat
na nie w odpowiedniej, wspomnianej powyzej ilosci
nakroplony.

Kultura tkankowa znajdowata si¢ w $srodku wyzna-
czonej okregiem powierzchni (2,4 cm) szalik (@ 90 mm)
z pozywka z wysokim st¢zeniem sacharozy. Na je-
den strzat, co odpowiadalo jednej szalce, przypadato
z reguty 30 niedojrzalych zarodkow zygotycznych
dla doswiadczenia z niedojrzalymi zarodkami zygo-
tycznymi i 40 fragmentoéw merystemow wierzchot-
kowych pedu dla doswiadczenia z merystemami
wierzchotkowymi pedu.

Mikrowstrzeliwanie nastgpowalo po wcze$niej-
szym wytworzeniu prozni 27 mm Hg. Po wstgpnym
przetestowaniu warunkow (odlegto$¢ pomiedzy: prze-
pona a makrono$nikiem — siatkg stopujaca — szalka
z hodowla tkankowa oraz warto$¢ cisnienia gazu)
wybrano te najbardziej obiecujace.

Ryc. 5. Fragment stransformowane;j tkanki zarodka stonecznika H. annuus L.
z widocznymi ,,blue spots”, czyli histochemicznie zaznaczonymi miejscami
z obcym DNA, widoczne rowniez miode pedy przybyszowe.

W celu histochemicznego oznaczenia aktywnos$ci
GUS pobrane eksplantaty inkubowano w roztworze
barwiacym (X-Gluc) przez 48 godz. w temperaturze
37°C w wyniku czego miejsca tkanki roslinnej, w kto-
re wbudowany zostal egzogenny DNA, wybarwione
zostaty na niebiesko (tzw. blue spots). Kontrole sta-
nowity eksplantaty nie poddane mikrowstrzeliwaniu
oraz eksplantaty ostrzelane nie natadowanym ztotem
(bez plazmidu).

Technike mikrowstrzeliwania charakteryzuje niska
efektywnos$¢ transformacji. PrzejSciowa ekspresje
gendw reporterowych wykazuja te komorki, w kto-
rych mikrono$niki z DNA umiejscowily si¢ w jadrze
komodrkowym jest to najczesciej tylko kilka procent,
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pozostaltych 70-80% zazwyczaj laduje w wakuoli.
Penetracja mikronosnikow jest zwykle plytka np.
w transformowanych eksplantatch stonecznika obec-
nos¢ ,,.blue spots” obserwowano w epidermie oraz
w warstwach subepidermalnych kory pierwotnej hi-
pokotyla.

Metoda ta ma tez negatywny wplyw na przezywal-
no$¢ komorek docelowych w wyniku mechanicznych
uszkodzen przy wprowadzaniu mikronosnikow, dla-
tego tak istotne jest dostosowanie optymalnych wa-
runkow hodowli tkanek docelowych przed i po mi-
krowstrzeliwaniu.

Pomimo tych niekorzystnych cech, do ktérych
nalezy zaliczy¢iwysokie koszty sprzetu, mikrowstrze-
liwanie jest szeroko stosowang metoda transformacji,
szczegblnie przydatng dla roslin jednolisciennych,
u ktorych transformacja przy pomocy Agrobacterium
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jest mato skuteczna lub nawet niemozliwa. Przy
uzyciu strzelby genowej transformowano juz wszyst-
kie gatunki zboz, trzcing cukrowg i rosliny ozdobne
np. tulipana. Metodg¢ balistyczng stosuje si¢ rowniez
jako metod¢ uzupeiajaca transformacje wektorowa
przy uzyciu Agrobacterium. W przypadku stoneczni-
ka zwigkszono wydajno$¢ transformacji 1 regeneracji
merystemoéw wierzchotkowych pieciodniowych sie-
wek ostrzeliwujac tkanke merystemow apikalnych
pustymi (pozbawionymi DNA) pociskami, uzysku-
jac tym samym specyficzne zranienia tkanek, ktore
nastepnie infekowano prowadzac kulture w obecno-
$ci zmodyfikowanych bakterii. Dzigki tej metodzie
transfromowac¢ mozna praktycznie wszystkie rodzaje
tkanek roslinnych, a coraz czg$ciej znajduje ona row-
niez zastosowanie w transformacji bakterii, grzybow,
glonow i zwierzat, w tym ssakow.

I Dr Monika Tuleja — Instytut Botaniki UJ. E-mail: monika.tuleja@uj.edu.pl.

ROSLINY UZYTKOWE W OGRODZIE
BOTANICZNYM UJ W KRAKOWIE

Piotr Klepacki (Krakow)

Mieszkancom wielkiego miasta roslina kojarzy si¢
prawie wytacznie z zielenia, ktorej w miastach braku-
je. Nieco rzadziej odsyta do powszedniosci — poran-
nej kawy, wygodnego krzesla czy trzymanej w reku
ksigzki. Jeszcze bardziej dalekie od codziennych do-
swiadczen wydaja si¢ rosliny symboliczne i sakralne.
Ogrdd botaniczny jest doskonalym miejscem, by na
nowo odnalez¢ z tymi roslinami kontakt, obejrzec je
jako eksponat, sg przeciez na swoj sposob wyjete ze
swego kulturowego i uzytkowego kontekstu.

Wisnia pitkowana (Prunus serrulata) to drzewo
budzace wielkie emocje, zwlaszcza w Japonii. Miesz-
kancy ,.kraju kwitnacej wisni” kazdej wiosny tlumnie
wylegaja na ulice, by podziwia¢ urod¢ tych drzew.
Rowniez w Krakowie jest to mozliwe, Ogrod Bota-
niczny ma w swojej kolekcji trzy odmiany tego ga-
tunku. Inne kwiaty o duzym znaczeniu symbolicznym
to chryzantemy. W Polsce ich funkcja ozdobna spro-
wadza si¢ do statusu ,,.kwiatow pamigci”, stawianych
na grobach. Niepisane reguly nie pozwalaja wreczac
ich jesienia np. z okazji imienin. W Chinach, gdzie
uprawiane sg od ponad trzech tysigcy lat, razem z wi-
$nig pitkowang, bambusem 1 storczykiem wchodza
w sklad kanonicznej grupy ro$lin przedstawianych
w sztuce. Chryzantemy obecne sg takze w sztuce in-
nych panstw regionu. W Japonii chryzantema stanowi

herb cesarski, wystepuje w znakach instytucji pan-
stwowych 1 herbach rodowych oraz w najwazniej-
szym odznaczeniu panstwowym (Najwyzszy Order
Chryzantemy). Zreszta inne rosliny takze znajduja
swoje miejsce w symbolice tamtejszych instytucji
panstwowych. Kwitngca paulownia (Paulownia to-
mentosa) znajduje si¢ w znaku premiera Japonii.
W Europie wicksza popularnoscia ciesza si¢ symbo-
le zwierzece (np. orly, byki, niedzwiedzie), kwiaty
wystepuja znacznie rzadziej. Oczywiscie sa wyjatki,
cieckawym przyktadem jest herb miasta Monki. Po-
wstat w latach 90. XX w. przez przeksztalcenie her-
bu Rawicz (panna w koronie i czerwonej sukni na
niedzwiedziu). W herbie Moniek panna nie siedzi na
niedzwiedziu, ale pochyla si¢ nad kwiatem ziemnia-
ka (Solanum tuberosum), wskazujac tym samym na
podstawowe zrodlo utrzymania mieszkancoOw miasta
i najblizszej okolicy.

Palmy to w naszych warunkach ro$liny przede
wszystkim ozdobne. Ale na tym nie konczy si¢ ich
rola, o czym wiedzg specjalisci z branzy spozywcze;j.
Palmy dostarczajg oleju roslinnego, ktory uzywany
jest do wyrobu margaryn, ciast, stodyczy itp. Lokal-
nie, w krajach, gdzie sg uprawiane, majg zastosowa-
nie réwniez jako surowiec do produkcji cukru, alko-
holi oraz maczki skrobiowej — sago. Ich mtode pedy




