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Poznań

1. Wstęp

Tylko ezęść komórek roślinnych, które poddawane są transformacji włącza 
obcy gen w swój genom. Takie transgeniczne komórki stanowią materiał, 
który wykorzystuje się w dalszych etapach pracy do regeneracji z nich roślin 

transgenicznych. Dlatego niezależnie od zastosowanej techniki transformacyj
nej, istnieje potrzeba wyłonienia z całej puli komórek użytych podczas trans
formacji tych, których genom został wzbogacony w obcy gen. W tym celu wyko
rzystywane są dwie grupy genów selekcyjnych: markerowe i reporterowe. 
W skład pierwszej grupy wchodzą geny: oporności na antybiotyki i odporności 
na herbicydy. Strategia, w której zakłada się użycie podczas selekcji tych ge
nów, polega na zastosowaniu w podłożu hodowlanym jednego ze znanych 
czynników selekcyjnych (antybiotyku lub herbicydu) zakłócającego w istotny 
sposób metabolizm komórkowy. Komórki transgeniczne, które obok wprowa
dzanego genu włączyły w swój genom również gen oporności (lub odporności) 
są zdolne do zneutralizowania użytego czynnika selekcyjnego i normalnego 
rozwoju. Zupełnie odmienna jest reakcja komórek, które nie uległy transfor
macji i nie włączyły w swój genom genu markerowego. Takie komórki zamie
rają w wyniku zabłokowania ich podstawowych szlaków metabolicznych. Geny 
reporterowe — stanowiące drugą grupę genów umożliwiających selekcję ko
mórek transgenicznych — kodują produkty, które mogą być wykrywane bez
pośrednio lub też białka enzymatyczne umożłiwiające tworzenie się łatwo wy
krywalnego produktu w komórkach roślinnych.

Użycie w systemach selekcji transgenicznych komórek roślinnych genów 
markerowych budzi obawy ekologów i innych grup związanych z ochroną 
przyrody. Środowiska te wskazują na możliwość przeniesienia się w natu
ralnych warunkach genów odporności na herbicydy do gatunków pokrew
nych i niezamierzone wprowadzenie do środowiska „superchwastu”, odpo
rnego na herbicydy. W przeprowadzonych ostatnio badaniach nad możliwo
ścią takiego horyzontalnego transferu genów z roślin transgenicznych wyka
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zano bardzo niskie prawdopodobieństwo realizaeji takiego seenariusza (1). 
Z ostatnio opublikowanyeh wyników prae holenderskieh badaezy z Instytutu 
Żywienia i Żywnośei w Zeist (TNO Nutrition and Food Researeh Institute) 
nad możliwośeią przeniesienia genów opornośei na antybiotyki stosowane 
podczas selekcji transformantów do bakterii przewodu pokarmowego zwie
rząt, wnioskować można, że taki proces nie zachodzi. Do doświadczenia użyto 
zmodyfikowanych genetycznie bakterii Lactobacillus oraz transgenicznych po
midorów Flavr Savr firmy Calgene. Autorzy pracy stwierdzają jednak, że 
w pewnych bardzo specyficznych warunkach, może dojść do przeniesienia 
genów oporności na antybiotyki do genomu bakterii jelitowych (2).

Przedstawione obawy skłoniły do poszukiwania rozwiązań, w których geny 
oporności na antybiotyki i odporności na herbicydy byłyby usuwane z ge
nomu roślin transgenicznych przed ich ostatecznym przeniesieniem z kon- 
trołowanych w pełni warunków (hodowła in vitro, szklarnia itp.) w pole. Kilka 
systemów uzyskiwania transformantów, które umożliwiają eliminację genów 
markerowych z genomów roślin transgenicznych jest już używanych w in
żynierii genetycznej roślin.

W prezentowanej pracy opisano większość stosowanych obecnie genów 
oporności na antybiotyki i genów odporności na herbicydy oraz genów re- 
porterowych. Przedstawiono ponadto zasady działania i przykłady kilku sy
stemów, stosowanych w inżynierii genetycznej roślin, które umożliwiają eli
minację genów selekcyjnych z genomu roślin transgenicznych.

2. Geny oporności no antybiotyki

2.1. Fosfotransferaza neomycynowa II (NPT-II)

Gen npt-II pochodzący z transpozonu Tn5 z Escherichia coli K12 (tab. 1) 
to najczęściej wykorzystywany w inżynierii genetycznej gen oporności na anty
biotyki. Produkt genu, enzym fosfotransferaza neomycynowa II, fosforyluje 
aminoglikozydowe pochodne neomycyny (paramomycynę, kanamycynę i ge- 
netycynę), powodując ich dezaktywację, czyli utratę zdolności wiązania się 
z rybosomami i blokowania na tej drodze biosyntezy białka (3). Wiele ga
tunków roślin zostało stransformowanych przy udziale genu nip-//jako genu 
markerowego. Dobiym przykładem są modelowe rośliny: tytoń (4) i rzodkiew- 
nik (5) oraz istotne gospodarczo: kukurydza (6), lyż (7), soja (8) i bawełna 
(9). Stężenia kanamycyny podczas selekcji transgenicznych komórek i tkanek 
w warunkach in vitro w pr2ypadku roślin dwuliściennych mieszczą się w gra
nicach od 2,5 do 100 mg/l. Na przykład dła gerbery stosowano stężenie 
2,5 mg/ł (10), dla rzepaku jarego optymalne stężenie kanamycyny podczas 
selekcji wynosi 15 mg/l (11), dla koniczyny (12) i ziemniaka 50 mg/l (13), 
a tytoń i ogórek wymagają do selekcji 100 mg kanamycyny na litr pożywki 
(14,15). W przypadku roślin jednoliściennych selekcja transformantów na 
kanamycynie jest trudna. Powodem jest między innymi obserwowany nie
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kiedy brak: wrażliwości na kanamycynę, co ogranicza jej użycie w systemach 
selekcyjnych niektórych gatunków. Pomimo tych problemów transgeniczną 
kukurydzę otrzymano na drodze selekcji transgenicznych komórek na poży
wkach z kanamycyną o stężeniu 200 mg/l (6).

Tabela 1
Geny oporności na antybiotyki stosowane jako markery selekcyjne w inżynierii genetycznej roślin

Antybiotyk Gen oporności Produkt genu Pochodzenie genu Literatura
kanamycyna,
neomycyna,
paramomycyna,
genetycyna

npt-II fosfotransferaza 
neomycynowa II

transpozon Tn5

3

hygromycyna B hpt fosfotransferaza
hygromycynowa

Escherichia coli
16

blastycydyna bsr deaminaza
blastycydyny

Aspergillus terreus 
i Bacillus cereus 19

metotreksat dhfr reduktaza
dwuhydrofolianowa

pR 67
18,20

bleomycyna,
fleomycyna

Ble* białko wiążące 
błeomycynę 
i fleomycynę

Streptoalloteichus 
hindustanus i 
transpozon Tn5

59

streptomycyna spt* fosfotransferaza
streptomycyny

transpozon Tn5
60

geny nie zostały omówione w pracy.

2.2. Fosfołransferaza hygromycynowa (HPT)
Gen htp (lub hph) wyizolowany z bakterii Escherichia coli koduje fosfo- 

transferazę hygromycynową. Enzym ten jest zdolny do unieczynnienia anty
biotyku hygromycyny B wywołującego letalne efekty u roślin. Mechanizm 
oddziaływania hygromycyny na metabolizm roślinny nie został do końca wy
jaśniony. Hygromycyna była z powodzeniem stosowana w selekcji transfor- 
mantów w przypadku wielu gatunków roślin i dawała równie dobre efekty 
selekcyjne jak kanamycyna. Większość gatunków roślin wykazuje wyższą 
wrażliwość na hygromycynę niż na kanamycynę czy genetycynę (16). Za po
mocą hygromycyny przeprowadzono selekcję roślin zbożowych, które wyka
zują wysoką oporność na kanamycynę i genetycynę (17). Stężenie hygromy
cyny stosowane podczas selekcji transformantów w warunkach in vitro mieści 
się w granicach od 25 do 200 mg/l (18); dla tytoniu 15 mg/l (14), a dla 
koniczyny 75 mg/l (12), Hygromycyna wykazuje jednak wysoką niestabilność 
w pożywkach, co powoduje, że rośliny muszą być często pasażowane, a to 
podnosi koszty selekcji.



Systemy selekcyjne w inżynierii genetycznej roślin 95

2.3. Deaminaza blasłycydynowa (BSR)
Gen hsr kodujący deaminazę blastycydynową wywołuje oporność na blasty- 

cydynę S. Antybiotyk ten jest produkowany w naturze przez Streptomyces gri- 
seochromogenes i był pierwotnie używany w Japonii jako fungicyd. Po wyka
zaniu jego toksyczności dla tytoniu i dzikiej róży oraz odkryciu bakterii opor
nych na blastycydynę {Aspergillus terreus oraz szczepy Bacillus cereus) użyto 
genu bsr jako selekcjonującego markera. Kodowany przez gen bsr enzym, de
aminaza blastycydynowa, inaktywujący blastycydynę, należy do grupy amino- 
hydrolaz. Stężenie wymagane przy selekcji tytoniu wynosi od 2 do 3 mg/l (19).

2.4. Redukłaza dwuhydrofolianowa (DHFR)

Pochodzący z bakterii Escherichia coli gen dhfr odpowiada za syntezę en
zymu reduktazy dwuhydrofolianowej. Obecność tego enzymu w komórkach 
roślinnych umożliwia przeżycie na pożywkach zawierających metotreksat (MTX). 
Przy zastosowaniu genu dhfr jako selekcyjnego genu markerowego wyselek
cjonowano między innymi transgeniczny tytoń i ryż oraz kilka innych roślin. 
Stężenia selekcyjne metotreksatu były relatywnie niskie i wynosiły od 0,1 mg/l 
dla tytoniu (20) do 2 mg/l dla ryżu (18). We wczesnych badaniach nad 
metotreksatem wykazano niską wydajność transformacji tym genem, ponad
to antybiotyk blokował działanie hormonów dodanych do pożywki. Obecnie 
wykorzystywane są metody, w których są zmienione zasady selekcji oraz 
różnorodne składy pożywek, co pozwala uzyskiwać lepsze wyniki transfor
macji, Metotreksat jest związkiem niezwykle toksycznym, należy zachować 
dużą ostrożność w pracy, nigdy nie stosować w formie oprysku.

3. Geny odporności na herbicydy

3.1. Acełylołransferaza fosfinołrycyny (PAT)
Zidentyfikowane w genomie bakterii Streptomyces hygroscopicus gen bar 

i gen pat w S. uiridochromogenes (tab. 2) są odpowiedzialne za odporność 
na fosfinotrycynę, składnik wielu herbicydów (21). Fosfinotrycyna hamuje 
aktywność syntetazy glutaminianowej, co w rezultacie powoduje gromadzenie 
się toksycznego dla komórek roślinnych amoniaku. Acetylofosfotransferaza 
fosfinotrycyny, będąca produktem genu bar, jest wysoce specyficzna i sku
teczna w inaktywacji fosfinotrycyny, a w konsekwencji herbicydu. Powstająca 
acetyl owa pochodna nie posiada toksycznej akt}^wności czystego związku. 
Oprócz fosfinotrycyny istnieją również pochodne związki posiadające zdol
ność tnhibowania syntetazy glutaminianowej, np. trójpeptyd z resztą fosfi
notrycyny wytwarzany przez bakterię S. hygroscopicus nazywany bialafosem 
(Herbiace, Meiji Seika), czy S3mtetyczna fosfinotrycyna (glufosinat amonowy) 
o nazwie handlowej Basta (Hoechst). Oba te preparaty są używane jako 
uniwersalne herbicydy, służą do selekcji transgenicznych komórek.
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Gen bar był używany jako selekcyjny gen markerowy dla roślin jedno- 
i dwuliściennych. Obecnie należy do najczęściej stosowanych selekcyjnych 
genów markerowych w inżynierii genetycznej roślin. W pożywkach selekcyj
nych stosowano zróżnicowane stężenie czystej fosfinotrycyny zależnie od ga
tunku roślin. Czasami stosowany był również oprysk roślin. W przypadku 
kukurydzy używano w pożywce stężenia od 1 do 3 mg /I bialafosu (22). 
Natomiast pszenica była w stanie normalnie się rozwijać przy stężeniu 5 mg 
Basty na litr poż}wki (23), koniczyna 10 mg/l (12), a ryż 10 mg/l fosfino- 
tiycyny (18). Produkt genu bar może być identyfikowany różnymi technikami: 
immunochemiczną, chromatografią cienkowarstwową i spektrofotometrycz- 
ną. Ciekawym rozwiązaniem jest połączenie czynnika selekcyjnego z czerwo
nym chlorofenolem, który pod wpływem zmiany pH (rośliny metabolizując 
zakwaszają środowisko) zmienia barwę pożywki z czerwonej w kierunku żółtej 
(23).

Tabela 2
Geny odporności na herbicydy stosowane jako markery selekcyjne w inżynierii genetycznej roślin

Herbicyd
Gen

odporności
Enzym — produkt 

genu Pochodzenie genu Literatura

fosfinotrycyna 
(białafos. Basta)

bar acetylotransferaza
fosfinotrycyny

Streptomyces
hygroscopicus 21

bromoksynił bxn nitryłaza
bromoksyniłu

Klebsiella ozaenae
25

głifosat EPSPS syntaza EPSP Petunia hybrida 24

2-4 D tfdA* monooksygenaza 2-4D Alcaligenes eutrophus 61

herbicydy imidazolino- 
we oraz sułfonyłowe

ais syntaza
acetomłeczanowa

mutanty Arabidopsis
26,27

atrazyna psbA* białko Qb Amaranthus hybridus 62

* geny nie zostały omówione w pracy.

3.2. Synłaza 5’-enolopirogronylo-sziklmo-3’-fosforanowa (EPSPS)

Gen syntazy EPSP został wyizolowany z wyselekcjonowanych linii Petunia 
hybrida odpornych na herbicyd glifosat. Glifosat, składnik m.in. popularnego 
herbicydu Roundup, zakłóca przebieg szlaku szikimowego w roślinach, po- 
2^alającego na powstawanie aminokwasów aromatycznych. Rośliny z wyse
lekcjonowanych linii wykazywały dwudziestokrotny wzrost akt3rwności enzy
mu. Transformowana petunia toleruje stężenie 0,5 mM glifosatu, identyczne 
stężenie toleruje kalus (24). Wykazano również tolerancję roślin transgeni- 
cznych na oprysk herbicydem Roundup w dawce dwukrotnie wyższej niż 
letalna.
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Gen bxn zidentyfikowany w genomie bakterii Klebsiella ozanae koduje 
specyficzną nitrylazę rozkładającą herbicyd bromoksynil (3,5-dwubromo-4- 
hydroksybenzonitryl). Herbicyd bromoksynil blokuje fotosystem II hamując 
w ten sposób transfer elektronów. Uzyskano transgeniczny tytoń z genem 
bxn pod kontrolą promotora genu kodującego mniejszą podjednostkę „rubi- 
sco” (25), który był odporny na bromoksynil. Tkankami docelowymi bromo
ksynilu są fotosyntetyzujące części roślin i tam powinna zachodzić specyfi
czna ekspresja genu bxn, jak również powinien być aktywny jedynie u or
ganizmów prowadzących fotosyntezę. Kontrolne próby tolerowały stężenie her
bicydu stukrotnie niższe niż rośliny transgeniczne.

3.4. Syntaza acetomleczanowa (ALS)
Gen ais jest odpowiedzialny za degradację wielu herbicydów, m.in. grupy 

herbicydów imidazolinowych, powodujących zaburzenie szlaku biosyntezy 
leucyny, izoleucyny i waliny. Herbicydy te są inhibitorami syntazy acetomle- 
czanowej. Transgeniczny kalus rzodkiewnika z genem ais był w stanie nor
malnie się rozwijać nawet przy stężeniu 100 pM herbicydu w pożywce (26). 
Herbicydy sulfonylowe takie jak: chłorosulfuron czy metylowany sulfomelu- 
ron powodują blokowanie szlaku biosyntezy aminokwasów, związanych z in
hibicją syntazy mleczanowej. Transgeniczne rośliny zawierające zmutowaną 
wersję genu ais (mutacja punktowa — 870 nukleotyd) były odporne na te 
herbicydy. Kalus transgenicznego tytoniu był w stanie rozwijać się na poży
wkach zawierających 100 nM chlorosulfuronu, podczas gdy rośliny kontrolne 
zamierały pod wpływem stężenia dziesięciokrotnie niższego (27).

4. Geny indukcji negatywnej

Do transformacji roślin używano genów indukcji negatywnej takich jak 
geny reduktazy azotynowej i deaminazy cytozyny. Geny typu counter-selec
table powodują konwersję nieszkodliwego czynnika selekcyjnego do toksycz
nego. Geny indukcji negatywnej służą do analiz dziedziczenia transgenów, 
inaktywacji lub eliminacji niekorzystnych mutantów, a także w badaniach 
aberracji chromosomowych. Pierwszym takim genem użytym do transforma
cji roślin był gen iaoH [tms 2) kodujący hydrolazę przetwarzającą indoloace- 
tamid w toksyczny kwas indolooctowy. Z genu tego jednak zrezygnowano 
z powodu endogennej aktywności niespecyficznych hydrolaz. Reduktaza azo
tanowa jest enzymem katalizującym przejście azotanów do azotynów i po
wodującym toksyczność chloranów. Przeprowadzone doświadczenia nad eks
presją genu Nia i jego zmutowanej formy nia (28), wykazały różnice ekspresji 
w zależności od źródła azotu w pożywce. Ekspresja transgenu kodującego 
reduktazę azotanową w roślinach typu Nia była zależna od obecności azo
tanów, a w mutantach nia od obecności azotanów lub amoniaku. Selekcja

biotechnologia 4 (47) ’99



98 Marcin Morąg, Przemysław Lehmann

zachodziła pod wpfywem amoniaku. Deaminaza cytozyny kodowana przez 
prokariotyczny gen codA pochodzący z Escherichia coli powoduje konwersję 
nieaktywnej 5-fluorocytozyny do toksycznego 5-fluorouracylu (29). W bada
niach nad genami białek szoku termicznego gen dehydrogenazy ałkohołowej 
był pod kontrołą promotora genu białka szoku termicznego (30). Produkt 
genu powodował przejście alkohołu ałłiłowego do toksycznego ałdehydu akro- 
łeinowego. W temperaturze 37°C i w stężeniu 10 mM ałkohołu dochodziło 
do stuprocentowej śmiertełności rośłin.

5. Inne geny selekcyjne

5.1. Fosforybozylotransferaza adeninowa (APRT)
Gen aprt, używany z dobrym skutkiem w badaniach zwierzęcych, może 

być genem sełekcyjnym również u rośłin (31). Koduje on enzym, fosfoiy- 
bozyłotransferazę adeninową, katalizującą powstawanie AMP z adeniny. Z ko
lei AMP jest prekursorem ATP. AMP jest produkowany w komórkach in vivo 
z powstałych na nowo puryn poprzez inozyłomonofosforan i adeninosukcy- 
nian. Po zablokowaniu tego szlaku na skutek obecności azaseryny i ałano- 
zyny jest uruchamiany szlak katalizowany przez APRT (rys. 1). Dodanie do 
pożywki obu czynników blokujących oraz adeniny pozwala zidentyfikować 
rośliny transgeniczne. Selekcja ukierunkowana na rośliny z zaburzonym „cy
klem APRT” może być prowadzona w obecności analogów adeniny (2-6-dwu- 
aminopuiyny). Są one przekształcane przez APRT w toksyczne pochodne, 
przez co przeżywają tylko rośliny z zablokowanym działaniem enzymu. Za
chodzi zatem selekcja negat}rwna roślin transgenicznych. Niedogodnością me
tody u wielu gatunków roślin jest wysoki, endogenny poziom APRT.

nowe puiyny

alanozyna

IMP ------ ► adeninosukcynian AMP ATP

azaseryna adenina APRT

Rys. 1. Alternatywny szlak syntezy AMP z adeniny po zablokowaniu (obecność alanozyny 
i azaseryny) tradycyjnego szlaku biosyntezy AMP.
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5.2. Dekarboksylaza łryptofanu (TDC)
Pozwala na selekcję roślin transgenicznych wykazujących brak endogen

nej aktywności dekarboksylazy tryptofanu, kodowanej przez gen tdc. Gen 
tdc został zidentyfikowany w genomie Catharanthus roseus. Enzym powoduje 
przemiany toksycznych analogów tryptofanu takich jak 4-metylotryptofan do 
pochodnych tiyptaminy, koniecznych do syntezy alkaloidów indolowych. Gen 
tdc wykorzystano do transformacji tytoniu, który nie wykazuje endogennej 
aktywności dekarboksylazy tryptofanu (32). Kontrolne rośliny zamierały już 
przy stężeniach 0,05-0,1 mM czynnika selekcyjnego. Przy wysokiej aktyw
ności dekarboksylazy tryptofanu transformanty rozwijały się normałnie, na
wet gdy stężenie czynnika sełekcyjnego osiągało 0,5 mM. Białko enzymu 
bardzo łatwo oznacza się za pomocą metod immunołogicznych, HPLC, czy 
FLPC (33).

6. Geny reporterowe

6.1. (3-glukuronidaza (GUS)

Gen gus (uidA) to jeden z najpowszechniej stosowanych genów reporte- 
rowych w inżynierii genetycznej roślin, szczególnie szeroko używany w ba
daniach podstaw molekularnych metabolizmu roślin (tab. 3). Poziom produ
ktu genu gus, (3-glukuronidazy, można łatwo okreśłać ze wzgłędu na reakcje 
barwne jakie katalizuje. Jest szczególnie użyteczna przy badaniu specyficz
ności tkankowej (34). p-glukuronidaza jest hydrolazą, która katalizuje hy
drolizę wielu glukuronidów. Pochodzący z Escheńchia coli gen koduje duże, 
termostabilne białko, nie wymagające kofaktorów w reakcjach enzymatycz
nych. Dla pełnej aktywności glukuronidaza wymaga obecności niektórych 
kationów metali (np. miedzi i cynku). Optymalną aktywność wykazuje w pH 
5,2-8,0 (34).

System wykorzystujący gen gus zawiera kilka bardzo korzystnych cech. 
Wykazuje bardzo wysoką czułość i łatwość przy iłościowej ocenie poziomu 
ekspresji. Jest wysoce specyficzny i umożłiwia histochemiczną lokalizację 
reakcji w tkankach roślinnych. Poziom substratów dla glukuronidazy jest 
łatwy w ocenie przy zastosowaniu standardowych technik spektrofotome
try cznych, fluorometiycznych i histochemicznych. W roślinach nie jest wy
krywalna endogenna aktywność glukuronidazy w warunkach reakcji wyko
nywanych w testach. Poziom enzymu bada się najczęściej czułą metodą fluo- 
rymetiyczną. Substratem jest z reguły 4-metyło-umbelliferylo-p-D glukuronid 
(4-MUG). Enzym powoduje konwersję 4-MUG do 4-metyło-umbelliferonu, któ
ry jest pochodną kumaryny i daje efekty świetłne przy jonizacji gmp hydro
ksylowych. Technika ta jest tysiąc razy czulsza od metody kolorymetrycznej. 
Metoda spektrofotometiyczna jest często używaną, tanią techniką, w której 
wykorzystuje się różnice absorbancji pomiędzy ekstraktami inkubowanymi 
z substratem a próbą zerową. Metodą dającą równie dobre rezultaty jest
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technika histochemiczna, szczególnie przy użyciu X-Gluc (5-bromo-4-chlo- 
ro-3-indoliloglukoronid) jako substratu. Jest to bardzo przydatna metoda do 
mikro- i makroskopowego obserwowania specyficzności tkankowej transge- 
nów.

Tabela 3
Geny f^porterowe stosowane w inżynierii genetycznej roślin

Gen Białko - produkt genu Pochodzenie genu Literatura
gus (uidA) P-głukuronidaza Escherichia coli 34

afp zielono fluoryzujące białko Aequorea victoria 35,36

luc lucyferaza Photinus pyralis 39,40

cat acetylotransferaza chloramfenikolu Escherichia coli 42,43

6.2. Zielono fluoryzujące białko (GFP)

Gen gfp kodujący zielono fluoryzujące białko (Green Fluorescent Protein) 
pochodzi z genomu meduzy [Aequorea victoria). Białko występuje w fotocy- 
tach i bierze udział w procesie fluorescencji (35). Powszechnie używa się go 
podczas transformacji rośłin, zwierząt, bakterii i owadów. Jest niezwykle 
użyteczne, gdyż nie wymaga substratów, kofaktorów ani enzymów. Fluore- 
scencja białka następuje po wzbudzeniu światłem o długościach 395 nm 
oraz 475 nm, przy emisji światła 509 nm (36). Prowadzone są szerokie ba
dania nad uzyskaniem zmutowanego genu qfp dającego białko o innych ma
ksymach wzbudzenia i termoodporności. Gen gfp wykazuje wysoki poziom 
ekspresji w komórkach, niska ekspresja jest zazwyczaj związana z dełecją 
odcinka kodującego 28 aminokwasów. Delecja powoduje upodobnienie się 
genu do intronu rośłinnego, czym tłumaczy się nieudane próby uzyskania 
ekspresji transgenu u niektórych gatunków roślin. Udane próby uzyskania 
wysokiej ekspresji genu wykazano u transgenicznego tytoniu (37) oraz trzciny 
cukrowej (38). Przeprowadzono także udane próby zligowania genu z se
kwencjami docelowymi. Dokonano tego w celu doprowadzenia do ekspresji 
w wybranych rejonach komórki, a następnie obserwacji tam fluorescencji.

6.3. Lucyferaza (LUC)
Gen luc wyizolowany z genomu świetlików amerykańskich {Photinus py- 

ralis) kontroluje syntezę lucyferazy, katalizującą zależne od ATP utlenianie 
lucyfeiyny owadziej (39). Gen luc ulega ekspresji w komórkach roślinnych 
po transformacji (40). Produkt genu, lucyferazę, można oczyścić z materiału 
roślinnego i badać jej poziom w warunkach in vitro. Możliwe jest również 
badanie zmian poziomu ekspresji genu luc w warunkach in vivo w roślinach 
transgenicznych (41). Ocena jest szybka i łatwa, wymaga jednak stosowania
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luminometru dla pomiaru luminiscencji. Czułość testu 2rw1ązanego z pomia
rem poziomu lueyferazy jest najwyższa, gdy porówna się ją z innymi genami 
reporterowymi (wystarcza tylko około 2000 cząsteczek enzymu do wykrycia 
aktywności). Pewną niedogodnością tego systemu jest niska stabilność lu
eyferazy w warunkach in vivo.

6.4. Acetylołransferaza chloramfenikolowa (CAT)

Gen cat został zidentyfikowany i wyizolowany z bakterii Escherichia coli. 
W obecności acetylo-CoA acetylotransferaza chloramfenikolowa przekształca 
chloramfenikol w acetylowaną pochodną z równoczesnym powstaniem zre
dukowanego CoA.

acetylotransferaza

chloramfenikol + acetylo-CoA------ ► acetylochloramfenikol + CoA-SH

chloramfenikolowa

Powstający CoA-SH może być oznaczony spektrofotometrycznie, densy- 
tometiycznie lub metodami izotopowymi (42,43). Pewną niedogodnością w przy
padku zastosowania genu cat jako genu reporterowego jest obserwowana 
endogenna aktywność acetylotransferazy chloramfenikolowej. Poziom tej aktyw
ności jest zróżnicowany w poszczególnych gatunkach roślin. Obserwuje się 
wysoką aktywność endogennej acetylotransferazy w rodzaju Brassica, pod
czas gdy w rodzinie Solanaceae, nie stwierdzono takiej aktywności (44).

7. Metody eliminacji genów selekcyjnych z genomów roślin 
transgenicznych

Używanie genów selekcyjnych w transformacjach roślin wiąże się z trzema 
głównymi zagadnieniami: 1) składniki selekcyjne pożywki, odpowiednie dla 
danego genu selekcyjnego użytego w transformacji, wpływają negatywnie na 
metabolizm i rozwój transgenicznych roślin. Wysokie stężenia antybiotyków, 
C7>f herbicydów mogą opóźniać wzrost i rozwój roślin transgenicznych; 2) 
użycie genów selekcyjnych jest, jak wspomniano, krytykowane przez ekolo
gów, obawiających się zaburzeń w funkcjonowaniu naturalnych ekosyste
mów, 3) przy kolejnych transformacjach trzeba używać innych genów sele
kcyjnych. W związku z tym opracowano metody usunięcia tych genów 
z transformowanych roślin w trakcie kolejnych etapów prac nad przygoto
waniem linii transgenicznych (45).
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7.1. Kotransformacja
Jedną z metod umożliwiających eliminację selekcyjnych genów markero

wych jest metoda kotransformacji. Polega ona na użyciu genów markerowych 
w pierwszym etapie transformacji do selekcji transformantów, a następnie 
usunięciu ich poprzez segregację w kolejnych pokoleniach. Kotransformacja 
może być przeprowadzana za pomocą jednego binarnego plazmidu z dwoma 
oddzielnymi fragmentami T-DNA (46,47), względnie przy użyciu dwóch od
dzielnych binarnych plazmidów poprzez kokultywację z jednym wybranym 
szczepem Agrobacterium tumefaciens (48,49) lub z kilkoma szczepami tej 
bakterii (46,47,50,51). Eliminacja genu selekcyjnego zależy od skuteczności 
transformacji oraz integracji obu odcinków DNA na różnych chromosomach, 
a co za tym idzie wysokiej częstotliwości niezależnej segregacji obu genów 
(wprowadzanego i selekcyjnego) w kolejnych pokoleniach. Doświadczenia pro
wadzone w wielu laboratoriach nad różnymi gatunkami roślin wykazały wy
soką skuteczność kotransformacji w eliminacji genów selekcyjnych. Problemy 
z uzyskaniem dużej ilości transformantów, niezależnie segregujących obie 
cechy, wynikają z zastosowanej metody transformacji, użycia różnych typów 
wektorów oraz z odmiennymi wymaganiami każdego transformowanego ga
tunku. Ważn3mi elementem kotransformacji jest wybór odpowiedniego szcze
pu Agrobacterium. Plazmidy oktopinowe pozwalają, np. uzyskać więcej trans
formantów segregujących w kolejnych pokoleniach, niż plazmidy nopalinowe.

7.2. Wykorzystanie właściwości elementów zdolnych do transpozycji 
do eliminacji genów selekcyjnych

Właściwości elementów zdolnych do transpozycji kukurydzy wykorzystano 
do eliminacji genów selekcyjnych z genomów roślin transgenicznych. Element 
Ac, jeden z dwóch składników systemu Ac/Ds, jest zdolny do reinsersji w no
wym miejscu w genomie, nie tylko u kukurydzy, ale również u kilku innych 
gatunków. Drugi składnik tego systemu — Ds — nie posiada tej zdolności 
i może ją nabyć; albo w obecności elementu Ac, albo gdy dołączy się do 
niego gen kodujący transposazę z elementu Ac. Analogiczną właściwość na
bywają również sekwencje (w tym i całe geny) umieszczone pomiędzy odwró
conymi powtórzeniami terminującymi elementu Ds. Obsei*wacja ta jest pod
stawą przy tworzeniu wektorów transformacyjnych umożliwiających oddzie
lenie wprowadzanego genu, od genu selekcyjnego i w efekcie eliminację tego 
ostatniego z linii transgenicznych.

W praktyce laboratoryjnej wykorzystuje się w tym celu dwa typy wektorów 
transformacyjnych. Odwrócone powtórzenia flankujące element Ds otaczają 
albo wprowadzany gen albo gen selekcyjny. W przypadku gdy do transfor
macji używa się Agrobacterium tumefaciens zarówno gen otoczony sekwen
cjami Ds, jak i drugi gen znajdują się we fragmencie T-DNA. Zachodząca 
rekombinacja umożliwia segregację potomstwa pod kątem obecności albo 
genu selekcyjnego albo genu wprowadzanego (zależnie od użytego typu we
ktora do transformacji).
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Dobrym przykładem wykorzystania elementów zdolnych do transpozycji 

w systemach eliminacji genów selekcyjnych jest wektor MAT. Wektor trans
formacyjny MAT zawiera gen ipt, kodujący transferazę izopentenylową bio
rącą udział w syntezie cytokinin. Gen ipt został wprowadzony w rejon ele
mentu Ac. Cytokininy stymulując organogenezę, pozwalają na szybką rege
nerację transformantów bez dodawania tych hormonów do pożywki. Rośliny 
transgeniczne z genem ipt wykazują zwiększone zdolności regeneracyjne, co 
powoduje, że rośliny z wprowadzonym genem są łatwo identyfikowane. Ele
ment Ac posiada zdolności do transpozycji w inne miejsce tego samego chro
mosomu lub na inny chromosom, co pozwala na segregację obu genów i usu
nięcie genu selekcyjnego ipt. System umożliwia wielokrotną transformację 
tym samym konstruktem i zwiększanie liczby kopii pożądanego genu w ro
ślinie (52).

7.3. Miejscowospecyficzny system rekombinacji

Dużą nadzieję w inŻ3mierii genetycznej roślin wiąże się z metodami usu
wania genu selekcyjnego za pomocą systemów opartych na specyficznych 
miejscach rekombinacji (45). Najbardziej rozpowszechnionymi są systemy: 
pochodzący z drożdży FRT/FLP (53), Cre/tox pochodzący z bakteriofaga PI 
(54,55), pSRl (56), a także Gin rekombinaza (57), System FRT/FLP został 
użyty w wielu badaniach w inżynierii genetycznej roślin (np. lyż, kukurydza) 
(53,63). Wykor^stuje on specyficzne wycinanie sekwencji umieszczonych mię
dzy zgodnie ustawionymi sekwencjami FRT. Reakcję tę katalizuje rekombi
naza FLP, której gen wprowadza się podczas kolejnej transformacji. Usta
wienie sekwencji FRT w orientacji przeciwnej do siebie powoduje odwrócenie 
genu będącego pomiędzy nimi, a tym samym, unieczyrmienie go. Analogiczny 
mechanizm wykorzystano w modelu Cre/lox rozpowszechnionym w bada
niach roślinnych (54,55). Enzym CRE katalizuje wycięcie genu znajdującego 
się pomiędzy sekwencjami loxP ustawionymi w odpowiedniej orientacji. En
zym wycina sekwencję w 95% przypadków. Systemy te są również badane 
pod względem użyteczności w kontrolowanym włączaniu transgenu do ge
nomu roślin.

7.4. Tkankowospecyficzna ekspresja selekcyjnych genów markerowych
Kompromisową metodą eliminacji ekspresji genów selekcyjnych jest trans

formowanie roślin konstruktami, w których geny selekcyjne byłyby pod kon
trolą promotorów tkankowospecyficznych. Takie podejście pozwala na sele
kcję transformantów, a równocześnie wyklucza ekspresję genów selekcyjnych 
w dojrzałych roślinach. Za pomocą tej techniki uzyskano m.in. transgeniczny 
tytoń stransformowany genem npt-II pod kontrolą indukowanego zranieniem 
promotora AoPRl wyizolowanego z Asparagus officinalis. W pociętych krąż
kach liściowych transformowanego tytoniu wykazano obecność genu opor
ności na antybiotyk, natomiast dorosłe rośliny wykazywały nikłą ekspresję 
lub jej brak (58).
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7.5. Podsumowanie
Selekcja komórek transgenicznych jest ważnym etapem procesu transfor

macji roślin. Obok genu wprowadzanego do genomu biorcy wprowadzany 
jest równocześnie gen markerowy, który umożliwia identyfikację komórek 
transgenicznych poprzez nadawanie im zdolności do neutralizowania czyn
ników selekcyjnych (antybiotyków lub herbicydów). Drugą możliwością wyko
rzystywaną w tym celu jest użycie podczas selekcji komórek transgenicznych 
genów reporterowych kodujących produkty, które mogą być łatwo wykrywane 
w komórkach roślinnych. Ponieważ stosowanie w systemach selekcyjnych 
genów oporności na antybiotyki i odporności na herbicydy budzi zastrzeżenia 
ekologów, opracowano szereg skutecznych metod umożliwiających eliminację 
tych genów z materiałów transgenicznych.
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Selection systems in genetic engineering of plants

Summary

Systems are required which allow selection of transformed cells. Genes that confer a selec
table advantage to transformed cells are included in the transformation system. They include 
the use of antibiotics, herbicides or other compounds. In this review, we describe the systems 
developed for selective elimination of selectable marker genes from the transgenic plants.

Key words:
plant transformation, selectable marker, reporter genes, selective agent, marker-free trans

genic plants.
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