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Generation of selectable marker-free transgenic plants
Summary

Since the first reports of successful plant transformation appeared, there
have been steady improvements of the transformation methods. Nowadays,
transgenic plants without the incorporation of selection genes for antibiotic or
herbicide resistance would be the only ones acceptable to the public, so elimi-
nation of these genes from transgenic crops prior to their field release and com-
mercialization seems inevitable. Several strategies have been developed to gen-
erate marker-free transgenic plants, including: positive selection, alternative
marker genes, co-transformation, site-specific recombination, transpozon-me-
diated approaches and intrachromosomal homologous recombination. The effi-
ciency of these methods is various as comparing to the traditional marker as-
sisted selection - higher in case of alternative procedures and lower in others.

Key words:

genetic transformation, elimination of marker/selectable genes, marker-free
transgenic plants, co-transformation, site-specific recombination, transposition,
positive selection, alternative marker genes.

1. Wstep

Transformacja genetyczna jest w biotechnologii podstawowg
metodg umozliwiajacg otrzymywanie roslin transgenicznych. Po-
zwolita ona ulepszy¢ okreslone wiasciwosci lub wprowadzi¢
nowe cechy u wielu gatunkéw uprawnych (1-3). Odmiany trans-
geniczne sg uprawiane w wielu krajach i w roku 2001 Swiatowy
areat uprawy osiagnat 50 min hektaréw (4). W procesie transfor-
macji uczestniczg dwie strony - dawca DNA i biorca. Dawcami



Uzyskiwanie roslin transgenicznych wolnych od genéw selekcyjnych

moga by¢ wektory zawierajgce transgen, jak bakterie lub wirusy. Do transformac;ji
mozna takze uzywa¢ DNA plazmidowego lub DNA innego pochodzenia. Biorcami sg
protoplasty, pojedyncze komorki oraz komérki zorganizowane w tkanki i organy
pochodzace z kultury in vitro, jak tez in planta. W zasadzie kazda skuteczna proce-
dura otrzymywania roslin transgenicznych przewiduje koniecznos¢ szybkiego, pro-
stego i jednoznacznego odrdznienia komorek, ktore ulegly transformacji. W tym
celu sg uzywane markery selekcyjne, najczesciej geny warunkujgce opornos¢ na an-
tybiotyki lub odporno$¢ na herbicydy. Stosowanie takich markeréw selekcyjnych ro-
dzi kilka probleméw. Podstawowym jest negatywny wplyw na regeneracje. Okazuje
sie, ze na pozywce selekcyjnej komorki, ktére nie ulegly transformaciji zamierajg i to
moze negatywnie wptywaé na stan fizjologiczny komérek transgenicznych oraz zna-
czgco utrudniaé regeneracje roslin (5,6). Réwniez komorki i r6zne organy roslin
transgenicznych mogg ujemnie reagowac na ekspozycje na czynnik selekcyjny. Na-
tezenie tych negatywnych efektow w duzym stopniu zalezy od gatunku. Sg jeszcze
inne mankamenty uzywania gendéw opornosci, sposrod ktérych do najbardziej istot-
nych nalezg wysoki brak akceptacji spotecznej oraz wymogi prawne. Te ostatnie wy-
znaczyly skale czasowag, w ktérej ma nastapi¢ zaprzestanie uzywania tych genéw
w roslinach uprawnych (7,8).

Stato sie to bodZzcem do opracowania réznych strategii pozwalajgcych na rezy-
gnacje z uzywania gendéw selekcyjnych (9-14). jedng z nich jest tzw. pozytywna se-
lekcja oraz uzycie alternatywnych genéw markerowych. Inne podejscia polegaja na
eliminacji genu selekcyjnego z transgenicznej tkanki lub rosliny. Sg to kotransfor-
macja, rekombinacja zlokalizowana, transpozycja oraz homologiczna rekombinacja
wewnatrz chromosomu. U niektérych gatunkdéw opracowano takze transformacje in
planta (15). Nie wymaga ona regeneracji roslin w kulturze in vitro, i tym samym nie
powoduje wspomnianych komplikacji wynikajacych z dziatania czynnika selekcyjne-
go na nietransgeniczne komoérki. Dzieki temu poprawia sie stan fizjologiczny roslin
i zmniejsza ich zmiennos$¢. Takze identyfikacja genéw bioracych udziat w embrioge-
nezie somatycznej i organogenezie daje w perspektywie mozliwos¢ manipulacji po-
tencjatem regeneracyjnym w miejsce dotychczas stosowanego sposobu selekciji.

2. Alternatywne geny selekg”jne

Alternatywne geny markerowe umozliwiajg selekcje tkanek transgenicznych bez
dodawania do pozywki antybiotykéw lub herbicyddw. Geny alternatywne, takie jak:
uidA (GUS, p-glukuronidaza) (16), luc (lucyferaza) (17), gfp (biatko zielonej fluore-
scencji) i jego mutacje {bfp, cfp i y/p) (18) oraz dsRED (biatko czerwonej fluorescenc;ji)
(19) umozliwiajg wizualng identyfikacje tkanki i organéw transgenicznych. Sg one
zazwyczaj stosowane w kombinacji z typowymi genami selekcyjnymi. Podejmo-
wane sg udane proéby stosowania tych gendéw reporterowych jako gendéw selek-
cyjnych.
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Histochemiczna analiza ekspresji GUS wigze sie z destrukcjg badanej tkanki, jed-
nak pozwolita na skuteczng identyfikacje transgenicznych korzeni wto$nikowatych
kalafiora i brokuta bez uzycia antybiotykdéw selekcyjnych (20). Do identyfikacji i se-
lekcji transgenicznego ryzu, tytoniu i Arabidopsis uzyto nowego genu GUSpli/s ze
Staphylococcus sp. Gen ten koduje stabilng p-glukuronidaze o wysokiej aktywnosci,
dzieki czemu tkanka poddana analizie histochemicznej nie ulega destrukcji i zacho-
wuje potencjat regeneracyjny (21). Aktywnos¢ lucyferazy mozna monitorowac in
vivo, ale wymaga to egzogennego substratu oraz dodatkowego wyposazenia. Bar-
dziej przydatne do selekcji jest, jak sie wydaje, gfp, ktdre daje prosta w detekcji flu-
orescencje w Swietle niebieskim lub UV. Dokonywana przy uzyciu mikroskopu od-
wréconego z przystawka fluorescencyjng obserwacja obecnosci biatka genu repor-
terowego w tkance nie jest metodg inwazyjng, nie wymaga stosowania dodatko-
wych substratéw i moze by¢ przeprowadzona z zachowaniem sterylnych warunkéw
kultury. Mimo wczes$niejszych doniesien o utrudnionej regeneracji roSWn Arabidopsis
wykazujgcych ekspresje gfp (22) opisano efektywng selekcje i regeneracje transge-
nicznego tytoniu przy uzyciu tego genu, pozwalajgcg takze na identyfikacje homo-
zygot (23). Selekcja byta wydajna, przeprowadzona we wczesnej fazie regeneraciji
i catkowicie eliminowata falszywe transformanty. Obiecujgce jest, jak sie wydaje, ze
dsRED jest tatwe do odrdznienia od gfp, co daje mozliwos¢ jednoczesnego uzycia
tych genéw.

Skuteczng identyfikacje tkanek i ros$lin transgenicznych umozliwia gen ipt po-
chodzacy z Agrobacterium. Koduje on transferaze izopentylenowa odpowiedzialng
za synteze cytokinin, powodujaca intensywng proliferacje komérek transgenicznych
i réznicowanie si¢ licznych peddéw przybyszowych na pozywce bez regulatoréw
wzrostu. Powstaje charakterystyczny fenotyp ,ipt-shooty”, pozbawiony dominaciji
wierzchotkowej i nie wytwarzajgcy korzeni. U tytoniu selekcja ta byla prawie 3-krot-
nie bardziej skuteczna niz przy uzyciu kanamycyny (24). Poniewaz konstytutywna
ekspresja tego genu powoduje zaburzenia rozwojowe, dla potrzeb selekcji wprowa-
dza sie go pod promotorem indukowanym (25) lub usuwa z genomu. Zastosowanie
ipt w polgczeniu z technikami wycinajgcymi marker bedzie szczegdtowo opisane
w dalszej czesci pracy.

Danieli i in. (26) uzyli do selekcji gen BADH (dehydrogenaza aldehydu betainy)
i zastosowali aldehyd betainy do selekcji po transformacji chloroplastéw tytoniu.
BADH przeksztalca aldehyd betainy do nietoksycznego zwigzku, wystepujgcego
pospolicie w chloroplastach niektérych gatunkéw odpornych na susze i zasolenie
(z rodzin Chenopodiaceae i Poaceae), gdzie stuzy jako osmoprotektant. Do selekcji za-
stosowano tu gen naturalnie wystepujacy w roslinach i uznany za bezpieczny. Uzy-
cie tej procedury spowodowato 25-krotne zwiekszenie efektywnosci transformacji
i skrécenie o potowe czasu potrzebnego do uzyskania zregenerowanych roslin
w poréwnaniu do stosowanej dotychczas selekcji na spektynomycynie.

Do selekcji transgenicznej soi uzyto ostatnio inhibitora biosyntezy lizyny, AEG
(2-aminoetylo-L-cysteiny). Somatyczne zarodki soi z wprowadzonym genem DHPS
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Z E. coli byly oporne na 2,5 mM AEC, co jest koncentracja toksyczng dla zarodkéw
dzikiego typu (27).

3. Selekcja pozytywna

Selekcja pozytywna polega na stworzeniu komérkom transgenicznym prefe-
rencyjnych warunkéw wzrostu, podczas gdy tkanka typu dzikiego nie namnaza
sie, ale nie obumiera. Dzieki temu nie wystepujg negatywne efekty spowodowane
obecnoscia zamierajgcej tkanki, a dodatkowo zwieksza sie efektywnos¢ selekcji
w wyniku umozliwienia wzrostu takze komérkom o niskiej ekspresji genu selek-
cyjnego.

joersbo i Okkels (28) zastosowali u tytoniu gen GUS jako gen reporterowy i se-
lekcyjny rownoczesnie. Poniewaz tylko komérki z genem GUS przeksztatcaly gluku-
ronidowg pochodng cytokininy do aktywnej cytokininy, to zarazem mozliwa byta re-
generacja z komoérek transgenicznych na pozywce bez tego regulatora wzrostu. Ko-
morki typu dzikiego nie namnazaly sie, a efektywnos¢ selekcji byta dwukrotnie wyz-
sza niz z uzyciem kanamycyny. Jako czynniki selekcyjne zaproponowano glukuroni-
dowe pochodne benzyloadeniny i izopentenyloadeniny (29). Nowy gen kodujacy
P-glukuronidaze zastosowano do selekcji przy uzyciu CBA, ktéry jest hydrolizowany
do glukozy i kwasu glukuronidowego (21). W tym przypadku tylko komérki transge-
niczne produkujace glukoze dzielg sie na pozywce nie zawierajgcej zrodta wegla.

Selekcje wykorzystujacg gen pmi (manA) z Escherichia coli, kodujgcy izomeraze
fosfomannozy, zastosowano u buraka cukrowego (30). Wiekszos$¢ gatunkéw nie me-
tabolizuje mannozy, co powoduje gromadzenie sie fosforanu mannozy i zahamowa-
nie wzrostu komorek. Selekcja z uzyciem mannozy byta nie tylko 10-krotnie bar-
dziej efektywna niz z kanamycyna, ale rOwniez istotnie poprawiata zdolnos¢ do
ukorzeniania sie transgenicznych pedoéw. Gen pmi z powodzeniem wykorzystano
réwniez u kukurydzy (31-33) i pszenicy (33), uzyskujgc zwiekszong, w poréwnaniu
do dotychczasowych metod selekcji, efektywnos¢ transformacji oraz zmniejszenie
udziatu fatlszywych transformantéw.

U ziemniaka, pomidora i tytoniu zastosowano selekcje pozytywng przy uzyciu
ksylozy (34,35). Gen xylA pochodzit ze Streptomyces rubiginous lub Thermoanaerobacteriuni
thermosuifurogenes. Koduje on izomeraze ksylozy, ktéra przeksztalca nieprzyswa-
jalng dla psiankowatych D-ksyloze do metabolizowanej przez te gatunki D-ksylulo-
zy. Enzym ten (nazywany réwniez izomerazg glukozy) katalizuje takze reakcje prze-
ksztatcania glukozy w fruktoze i jest powszechnie uznany za bezpieczny dla prze-
mystu spozywczego. Zastosowanie ksylozy dato korzy$¢ podwéjng: zwiekszyto wy-
dajnos¢ transformacji okoto 9 razy i umozliwito szybsze o 2 tygodnie uzyskanie
w pemi rozwinietych roslin w poréwnaniu z kanamycyna.
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4. Kotransformacja

Kotransformacja polega na jednoczesnym wprowadzeniu do genomu rosliny
genu uzytkowego oraz genu selekcyjnego, ale umieszczonych na oddzielnych od-
cinkach T-DNA. jesli obydwa geny znajda sie w niesprzezonych loci, to w wyniku se-
gregacji w potomstwie powstang rosliny pozbawione genu selekcyjnego.

Istniejg trzy warianty metody kotransformaciji (rys. 1). Gen uzytkowy i gen selek-
cyjny moga by¢ umieszczone na: 1) jednym plazmidzie w oddzielnych odcinkach
T-DNA; 2) oddzielnych plazmidach w jednym szczepie Agrobacterium; 3) oddzielnych
plazmidach w réznych szczepach Agrobacterium. W podejsciach tych zaklada sie za-
réwno wysoka czestotliwos¢ kotransformaciji, jak i integracji genéw do réznych
chromosomow lub w znacznej odlegtosci na tym samym chromosomie. Transforma-
cja metodg Agrobacterium jest tutaj bardziej przydatna niz mikrowstrzeliwanie, kto-

[]

i) KOTRANSFORMACJA
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<S> MARKER SELEKCYJINY -K8&>jH
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Rys. 1. Otrzymywanie roslin transgenicznych bez genéw selekcyjnych/markerowych metoda ko-
transformacji. A-2 plazmidy/2 szczepy; B-2 plazmidy/l szczep: C-2 T-DNA/1 plazmid [za (10) zmienione;j.
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re wprawdzie pozwala uzyska¢ wysoka (do 70%) efektywnos$¢ kotransformacii, jed-
nak obydwa geny sg umieszczane w wielu kopiach w tym samym miejscu na chro-
mosomie, co uniemozliwia eliminacje genu markerowego na drodze segregacji w nas-
tepnym pokoleniu (36).

Na czestotliwos¢ kotransformacji z uzyciem Agrobacterium wptywa kilka czynni-
kéw. Gtéwnie zalezy ona od zastosowanej metody wprowadzania obydwu genow
i rodzaju eksplantatu. Bardzo wazne jest stworzenie takich warunkéw transforma-
cji, ktére zapewnig wysokg kompetencje komorek dawcy i biorcy oraz przytagczanie
sie wielu komérek bakteryjnych do komorki roslinnej. Przy uzyciu dwoch szczepéw
bakteryjnych co najmniej jedna komérka kazdego z nich musi przekazac tej samej
komoérce roslinnej swoje T-DNA. Przy zastosowaniu szczepu z dwoma T-DNA wy-
starczy przytaczenie jednej komorki bakterii, co teoretycznie powinno podnosic¢
czestotliwos¢ kotransformaciji. Depicker i in. (37) uzyskali wyzsza efektywnos¢ ko-
transformacji protoplastéw tytoniu przy uzyciu jednego szczepu Agrobacterium
niosacego dwa odcinki T-DNA w jednym plazmidzie (67%) anizeli po zastosowaniu
mieszaniny dwoch szczepoéw (45%). Ten ostatni sposéb dat efektywnos¢ zblizong do
dwdch niezaleznych zdarzen transformacyjnych, jednakze de Block i Debrouwer
(38) uzyskali u hipokotyli rzepaku wynik przeciwny, gdyz uzycie mieszaniny dwoch
szczepow dato wiekszg efektywnos¢ (do 85%) kotransformaciji anizeli dwie transfor-
macje niezalezne.

Istotna jest takze liczba kopii plazmidu w komorce bakteryjnej i jego budowa.
Jacob i Veluthambi (39) wykazali, ze umieszczenie genu uzytkowego w wielokopij-
nym (10-15 kopii) wektorze binarnym, a genu markerowego w pojedynczym wekto-
rze kointegracyjnym tego samego szczepu bakteryjnego, spowodowato okoto
6-krotny wzrost liczby otrzymanych roslin bezmarkerowych w poréwnaniu do konfi-
guracji odwrotnej. Ostatnio wykazano takze, ze odlegto$¢ miedzy dwoma fragmen-
tami T-DNA w tym samym plazmidzie nie musi by¢ znaczna (co najmniej 15 kb) (40).
Dzieki temu nie ma koniecznosci konstruowania duzych, tzw. superbinarnych wek-
torbw. Roéwniez uzycie standardowego, prostego wektora z dodatkowg krétka se-
kwencja graniczng RBI/LB oddzielajaca oba T-DNA pozwala otrzymac rosliny transge-
niczne bez markera selekcyjnego (41,42).

Istotnym czynnikiem wplywajacym na czestotliwos¢ rozdzielenia genu markero-
wego i uzytkowego podczas segregacji jest rodzaj zastosowanego szczepu bakteryj-
nego. Wykazano, ze szczepy oktopinowe dajg co prawda nizsze efektywnosci ko-
transformacji niz nopalinowe, jednak przy uzyciu tych ostatnich poszczegodlne frag-
menty T-DNA ulegajg integracji w sprzezonych loci (43-45).

Uzyskiwane efektywnosci kotransformacji mieszcza sie w zakresie od kilkunastu
do okoto 90%, natomiast udziat kotransformantéw, w ktérych potomstwie poszczegél-
ne T-DNA segregujg waha sie od 40 do 100% (12). Procedura ta wymaga dysponowania
4-krotnie wiekszg liczbg pierwotnych transformantow niz transformacja standardowa.

W ostatnich latach opracowano efektywne metody eliminacji genu markerowego
za pomoca kotransformacji zaréwno u roslin jedno-jak i dwulisciennych (41,46,47)
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oraz uzyskano rosliny kotransformowane kilkoma genami uzytkowymi przy uzyciu
pojedynczego markera selekcyjnego (48). jednak wyniki, jakie uzyskano, sg zrézni-
cowane na tyle, ze istnieje konieczno$¢ dalszego doskonalenia procedury.

5. Rekombinacja zlokalizowana

Eliminacja genu selekcyjnego za pomocg rekombinacji zlokalizowanej polega na
usunieciu markera, znajdujgcego sie pomiedzy zorientowanymi w tym samym Kkie-
runku dwoma sekwencjami, rozpoznawanymi przez odpowiednig rekombinaze spe-
cyficzng miejscowo. Gen uzytkowy i marker selekcyjny znajdujg sie w jednym frag-
mencie T-DNA, natomiast gen rekombinazy jest wprowadzany w oddzielnym pla-
zmidzie za pomoca powtérnej transformacji lub przez zapylenie pytkiem rosliny
transgenicznej zawierajacej ten gen (rys. 2). Uzywane sg trzy typy rekombinacji:
CrelloxP; FLP/frt oraz R/RS.

Rekombinacja typu Cre//oxP pochodzi z bakteriofaga PI. U ro$lin zostata po raz
pierwszy zaadaptowana do usuniecia markera selekcyjnego u tytoniu. Dale i Ow (49)
oraz Russel i in. (50) uzyskali bardzo wysokg wydajnos¢ procesu wycinania (powyzej
90%), wprowadzajac rekombinaze za pomocg retransformacji (powtérnej transfor-
macji), a wyciete fragmenty DNA nie ulegaly reintegracji w innym miejscu genomu.
Rekombinaza wprowadzona za pomocg krzyzowania roslin transgenicznych nie byta
tak efektywna. Wynika to prawdopodobnie z niskiej ekspresji cre w zarodku i mery-
stemie apikalnym albo z niskiej frekwencji rekombinacji w tych tkankach. W przy-
padku wprowadzenia rekombinazy przez powtdrng transformacje wyciecie markera
selekcyjnego nastepuje bardzo wczesnie, przed rozpoczeciem organogenezy. Na
efektywnos¢ rekombinacji, jak sie zdaje, nie ma wpltywu ani miejsce integracji loxP
T-DNA, ani to czy gen rekombinazy jest w roslinie zapylanej czy zapylajgcej. System
ten opisano takze u ryzu (51), gdzie gen cre wprowadzono za pomocg krzyzowania.
Efektywnos¢ wyciecia genu selekcyjnego wynosita okoto 58% i nie byto istotnej réz-
nicy miedzy sytuacja gdy cre byt niesiony przez rosline matecznag czy ojcowska.

Uzyskanie tymi metodami roslin wolnych od genu selekcyjnego wymaga roz-
mnozenia generatywnego, poniewaz oddzielenie markera selekcyjnego wprowa-
dzonego wraz z genem cre od genu uzytkowego odbywa sie dzieki segregacji. Meto-
de te dostosowano do gatunkéw rozmnazanych wegetatywnie lub o diugim cyklu
rozwojowym, wykorzystujgc ekspresje przejsciowg. Cleave i in. (52) wykorzystali
ekspresje przejsciowag genu rekombinazy do uzyskania roslin tytoniu pozbawionych
markera selekcyjnego bez koniecznosci krzyzowania, jednakze z bardzo niskg wy-
dajnoscia (<0,3%). Innym rozwigzaniem jest wstawienie genu cre i markera selekcyj-
nego pomiedzy sekwencjg loxP, a genu uzytkowego na zewnatrz (53), z tym, ze cre
znajduje sie pod promotorem regulowanym Swiattem. Ekspresje cre wywolywano
dopiero po zregenerowaniu roslin, a z ich chimeralnych lisci regenerowano rosliny
bezmarkerowe (bez cre i markera selekcyjnego) z czestotliwoscig 6-92% w zalezno-
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Rys. 2. Otrzymywanie roslin transgenicznych bez genéw selekcyjnych/markerowych metoda rekom-
binacji zlokalizowanej. 1,2 - oddzielne wektory [za (10) zmienionej.

Sci od rosliny matecznej. Zwazywszy na duzy wybér promotoréw indukowanych
i wydajnos¢ tej metody, jest to ciekawa alternatywa. Podobne podejscie (indukcja
cre w obecnosci P-estradiolu) zastosowali Zuo i in. (54). Tutaj wyciecie fragmentu
pomiedzy sekwencjami loxP wystepowalo z czestotliwoscig 30-60%. U ziemniaka
skuteczna byla podobna konstrukcja z promotorem hsp70 indukowanym wysoka
temperaturag (55).
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Rekombinacje typu Cre//oxP zaadaptowano nie tylko do usuniecia genu markero-
wego, ale takze do wyciecia wielokrotnych tandemowych kopii transgenu u pszeni-
cy (56). jest to szczegolnie przydatne u roslin zbozowych, gdzie trudno uzyskac in-
tegracje pojedynczej kopii genu - nawet za pomoca Agrobacterium.

Tego typu rekombinacje stosowano takze do usuwania gendw selekcyjnych
z transgenicznych plastydéw (3). Gen cre wprowadzany byt do genomu jagdrowego
tytoniu przez powtdrng transformacje lub krzyzowanie (57,58). Transportowana do
plastydéw rekombinaza wycinata geny selekcyjne, a jej eliminacje uzyskiwano na
drodze segregacji w potomstwie. To postepowanie jest o wiele bardziej wydajne od
stosowanej wczesniej dla plastydéw rekombinacji homologicznej (59), poniewaz
umozliwia zsynchronizowane i szybkie wyciecie markeréw selekcyjnych ze wszyst-
kich kopii genomu plastydowego (a jest ich 1000-10 000 w komorce).

Rekombinacje typu FLP/frt zaobserwowano u Saccharomyces cerevisiae i przebiega
analogicznie do remkombinacji Cre/loxP. Zastosowano ja do eliminacji genéw selek-
cyjnych u kukurydzy (60) i tytoniu (61), jednak w potomstwie pojawialy sie rosliny
chimeralne. Ponadto konstytutywna ekspresja FLP moze by¢ szkodliwa dla niekto-
rych gatunkéw, co uniemozliwia jej wykorzystanie, np. u Arobidopsis (61).

Rekombinacja typu R/RS zachodzi u Zygosaccharomyces rouxi. Ostatnio ukazato
sie wiele prac, w ktérych bezmarkerowe ros$liny uzyskiwano dzieki rekombinacji
typu R/IRS w potaczeniu ze wspomnianym juz genem ipt. Skonstruowano wektor
MAT (multi-auto-transformation) (62-64), ktory dawat mozliwos¢ selekcji transgenicz-
nych roslin tytoniu na podstawie fenotypu ,;pt-shooty”, a nastepnie identyfikacje
tych u ktérych nastapito wyciecie markera na podstawie przywrécenia fenotypu
dzikiego. Procedura ta nie wymaga krzyzowania i segregacji, co jest niewatpliwg za-
leta. Ponadto czestotliwosS¢ powstawania roslin bezmarkerowych byta wysoka (do
70%). Dzieki zastosowaniu promotora rekombinazy (GST-II-27), indukowanego
przez herbicyd Safener uzyskane rosliny posiadaty pojedyncza kopie transgenu.
Wektor ten zostat z powodzeniem wykorzystany do wprowadzenia kolejnych ge-
now uzytkowych przez powtdrng transformacje z uzyciem tego samego genu selek-
cyjnego (65). U otrzymanych roslin nie stwierdzono rearanzacji pierwotnie wprowa-
dzonych gendéw, co mogtoby nastgpi¢ w wyniku rekombinacji pomiedzy kolejno
wprowadzanymi sekwencjami RS. Udoskonalona wersja wektora GST-MAT, zawie-
rajgcego oprocz ipt geny iaaM/H, pozwolita zwiekszy¢ efektywnosé regeneraciji
0 okoto 20% w poréwnaniu z wektorem zawierajgcym tylko ipt (66). Skonstruowano
takze wektory typu ro/-MAT, zawierajgce gen roi z Agrobacterium rhizogenes (67-69).

Niewatpliwg wadg opisanych procedur jest to, ze po wycieciu fragmentu miedzy
specyficznymi sekwencjami jedna z nich pozostaje w genomie rosliny. Przy kolej-
nych transformacjach moze to prowadzi¢ do delecji, inwersji lub translokacji. Roz-
wigzaniem byloby stosowanie za kazdym razem innego wariantu sekwencji specy-
ficznych. Czas potrzebny do uzyskania roslin pozbawionych markeréw selekcyjnych
jest diuzszy niz w przypadku kotransformaciji jesli wprowadzenie genu rekombinazy
wymaga retransformacji lub krzyzowania, ale potrzebna liczba pierwotnych trans-
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formantéw jest 4-krotnie mniejsza. Opisany wektor MAT znacznie skraca czas pracy
(do 1/3) i szczegolnie nadaje sie do gatunkéw o dtugim cyklu rozwojowym oraz roz-
mnazanych wegetatywnie.

6. Transpozycja

Transpozycja polega na przemieszczaniu sie okreslonych odcinkéw DNA w geno-
mie. Odcinki te sg ograniczone odwrotnie powtdérzonymi sekwencjami specyficzny-
mi. Jezeli pomiedzy tymi sekwencjami zostanie umieszczony gen selekcyjny (albo
uzytkowy), to w wyniku transpozycji zostanie on przemieszczony w inne miejsce
genomu, a segregacja doprowadzi do uzyskania roslin posiadajgcych tylko gen uzyt-
kowy (rys. 3).

hks>;t2Xg>4"

J
O

<S> MARKER SELEKCYJNY TRANSPOZYCJA
@ GEN UZYTKOWY

(T) GEN TRANSPOZAZY

» <« ODWROTNIE POWTORZONE
SEKWENCJE SPECYFICZNE
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I

o< "T=>
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Rys. 3. Otrzymywanie roslin transgenicznych bez genéw selekcyjnych/markerowych z wykorzysta-
niem transpozycji [za (10) zmienionej.
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Do Otrzymania roslin pozbawionych markera selekcyjnego wykorzystano po-
chodzacy od kukurydzy transpozon AcjDs, a technike te po raz pierwszy zastosowa-
no u pomidora (70). Miedzy sekwencjami Ds umieszczono gen selekcyjny, albo gen
uzytkowy i w segregujagcym potomstwie powstaty rosliny pozbawione markera se-
lekcyjnego z czestotliwoscig do 7%. Korzystne bylo umieszczenie genu uzytkowego
miedzy sekwencjami specyficznymi, gdyz dato to mozliwos¢ nie tylko rozdzielenia
go od genu selekcyjnego, ale takze lokalizacje w réznych miejscach genomu (efekt
pozycji zwigzany z r6znym poziomem ekspresji genu), jednoczesnie umieszczenie
markera selekcyjnego miedzy odcinkami Ds daje pewno$¢ pozbycia sie tych odcin-
kéw, co umozliwia wprowadzanie kolejnych genéw z wykorzystaniem tej metody.

Poniewaz okoto ]0% wycietych przez transpozaze elementdéw nie ulega reinte-
gracji w genomie, tylko zostaje przemieszczona do chromatydy siostrzanej i utraco-
na w wyniku somatycznej segregacji (71), to identyfikacja takich przypadkéw po-
zwala zrezygnowac z krzyzowania w celu uzyskania eliminacji przez segregacje. Ta-
kie wyciecie markera selekcyjnego wraz z genem transpozazy uzyskano za pomocg
wektora typu ipt-MAT (68), ale ro$liny bezmarkerowe powstawaty z bardzo niskag
czestotliwosciag (0,03%).

7. Rekombinacja homologiczna wewnagtrz chromosomu

Rekombinacja homologiczna wewnatrz chromosomu zachodzi u roslin z bardzo
niska czestotliwoscig (ok. 10"). Zubko i in. (73) podjeli prébe zwiekszenia tej fre-
kwencji przez zastosowanie sekwencji attP z faga X. Sekwencja ta stuzy do integra-
cji faga w genomie E. coli, przez rekombinacje w miejscu attP przy udziale fagowej
integrazy (int) i bakteryjnego czynnika integracyjnego (IHF). Autorzy uzyskali rosliny
tytoniu pozbawione markeréw selekcyjnych na skutek rekombinacji homologicznej
miedzy attP z nadspodziewanie wysokg frekwencjg, mimo braku czynnikéw int
i IHF. W przeprowadzonych analizach molekularnych pokazali, ze 2 z 23 roslin po-
zbawionych genéw selekcyjnych uzyskano wiasnie w ten sposob. Do tej pory nie
wyjasniono jednoznacznie przyczyn tak pozytywnego wyniku (9,74). Przypuszcza
sie, ze moze to by¢ efektem zwiekszonej podatnosci niezréznicowanych komoérek
kalusa na tego typu rekombinacje, chociaz bardziej prawdopodobna jest obecnosc
tzw. goracego miejsca (w sekwencji transgenu lub w miejscu integracji). Miejsca attP
moga réwniez rekombinowaé same z siebie, bez obecnosci dodatkowych biatek.

8. Podsumowanie

Wprowadzanie do genomu rosliny DNA pochodzacego z odlegtych filogenetycz-
nie gatunkow stalo sie metodg rutynowa, jest ona nadal ulepszana. Stopniowo rezy-
gnuje sie ze stosowania gendw selekcyjnych nadajgcych odpornos¢ na antybiotyki
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lub herbicydy, metody transformaciji ulegajg uproszczeniu, zwieksza sie ich efektyw-
nos¢ oraz powtarzalnosé. Pod naciskiem opinii publicznej priorytetem stato sie za-
pewnienie maksymalnego bezpieczenstwa uprawy i spozycia roslin modyfikowa-
nych genetycznie (75). Peing realizacje tych ambitnych zamierzen, m.in. przy uzyciu
omoéwionych strategii przewiduje sie w ciggu najblizszych 5-10 lat (76).

W tej pracy skoncentrowano sie na przedstawieniu strategii umozliwiajacych re-
zygnacje z dotychczas uzywanych gendéw selekcyjnych. Mozna podzieli¢ je na dwie
grupy: pierwsza bazuje na eliminacji z genomu rosliny transgenicznej markera uzy-
tego do selekcji, a druga na zastosowaniu alternatywnych, uznanych za bezpieczne
genoéw selekcyjnych lub stworzeniu komérkom transgenicznym preferencyjnych wa-
runkéw wzrostu. Mozna to uczyni¢ na drodze zmian w metabolizmie albo poprzez
zwiekszenie potencjalu regeneracyjnego. Metody te pod wzgledem pracochtonno-
§ci nie rdznig sie zasadniczo od dotychczasowych, natomiast czesto przewyzszajq je
znacznie pod wzgledem skutecznosci. Oczekuje sie rowniez, ze prace nad identyfi-
kacja gendéw bioracych udziat w somatycznej embriogenezie i organogenezie zna-
czgco przyczynig sie do wzrostu efektywnosci transformaciji poprzez zwiekszenie
efektywnosci regeneracji. Potencjalnymi kandydatami do wykorzystania sg zidentyfi-
kowane geny biorgce udziat w embriogenezie somatycznej: LEC (77,78), SERK (79)
i AMPI (80) oraz uniezalezniajagce komoérke od egzogennych cytokinin: CKIl (81),
CREI (82) i CHK (83).

Na podstawie dostepnych danych trudno natomiast jednoznacznie oceni¢ przydat-
no$¢ metod polegajacych na usunieciu genu selekcyjnego z genomu roslinnego. Wyni-
ka to z duzego zréznicowania gatunkéw, eksplantatéw i warunkéw eksperymental-
nych. Ponadto autorzy podajg niepetne dane dotyczgce efektywnosci procesu (np. in-
formujg tylko o czestotliwosci kotransformacji czy rekombinacji, nie podajac liczby
uzyskanych roslin bezmarkerowych). Generalnie ta grupa metod wydtuza o rok (jedno
pokolenie) czas potrzebny do uzyskania zatozonego efektu. W tabeli zestawiono pod-
stawowe strategie eliminacji genéw selekcyjnych. Procedura jest wydtuzona w czasie
wszedzie tam, gdzie rosliny bez markeréw selekcyjnych uzyskiwane sg w wyniku se-
gregacji dopiero w nastepnym pokoleniu. Dotyczy to kotransformaciji oraz czesci stra-
tegii wykorzystujgcych transpozycje lub rekombinacje zlokalizowang. Dodatkowo,
w przypadku rekombinacji, wprowadzenie genu rekombinazy wymaga powtérnej
transformacji albo przekrzyzowania, co takze zwieksza pracochtonnos$¢ w poréwnaniu
z tradycyjng metodyka transformacji. Najbardziej perspektywiczne w uzyskiwaniu ros-
lin transgenicznych pozbawionych markerowych genéw selekcyjnych, jak sie wydaje,
sg wektory typu ipf-MAT. Lgczg one uzycie dominujgcego genu umozliwiajacego selek-
cje wizualng z usunieciem go za pomocg rekombinacji R/RS. Gen rekombinazy jest tu
wprowadzany w tym samym wektorze co gen uzytkowy. Nie jest wymagana powtorna
transformacja ani rozmnozenie generatywne, a czas i niezbedna liczba pierwotnych
transformantéw sg zblizone do metod wykorzystujgcych tradycyjne geny selekcyjne.
Przy uzyciu tego wektora rosliny bezmarkerowe uzyskiwano z wysoka, w poréwnaniu
z pozostatymi strategiami, czestotliwoscig (do 70%).
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Tabela

Poréwnanie niektérych metod stosowanych do eliminacji genéw markerowych z ros$lin transgenicznych pod
wzgledem czasochtonnoséci i efektywnosci

Metoda i jej modyfikacje

kotransformacja (2 plazmi-
dy/2 szczepy, 2 plazmidy/l
szczep; 2 T-DNA/1 plazmid)
rekombinacja zlokalizowana
Crellox - wprowadzenie re-
kombinazy przez powtdrnag
transformacje

rekombinacja zlokalizowana
Cre/lox - wprowadzenie re-
kombinazy przez krzyzowanie

rekombinacja zlokalizowana
Crellox z wykorzystaniem
ekspresji przejsciowej genu
rekombinazy

rekombinacja zlokalizowana
Cre/lox - wprowadzenie re-
kombinazy w tym samym plaz-
midzie pod promotorem in-
dukowanym

rekombinacja zlokalizowana
FLP/frt

rekombinacja zlokalizowana
FLP/frt

rekombinacja zlokalizowana
R/IRS - wektor MAT

transpozycja - wprowadze-
nie transposazy w tym samym
plazmidzie
transpozycja - wektor MAT
z wykorzystaniem bledéw
transpozycji

44

Powtérna
transformacja

w celu wprowa-
dzenia genu re-
kombinazy

w celu wprowa-
dzenia genu re-
kombinazy

w celu wprowa-
dzenia genu re-
kombinazy

Krzyzowanie

niezbedne w celu
segregacji

niezbedne w celu
segregaciji

w celu wprowa-
dzenia genu re-
kombinazy, a ko-
lejne niezbedne w
celu segregacji

w celu wprowa-
dzenia genu re-
kombinazy

niezbedne w celu
segregacii

Efektywnos$¢

40-100%
bezmarkerowych

roslin

>90%
wos¢ rekombina-
cji; do 25% roslin

czestotli-

bezmarkerowych
54% czestotliwosé

rekombinacji

0,25% roslin bez-
markerowych

30-60% czestotli-
wos¢ rekombina-
cji

20-25% czestotli-
woé¢ rekombina-
cji

10% czestotliwosé
rekombinacji

25-70% roslin
bezmarkerowych

2-7% roslin bez-
markerowych

0,032% roslin
bezmarkerowych

Autorzy

Komari i in. (1996);
Daley i in. (1998)

Dale i Ow (1991);

Russell i in. (1992)

Dale i Ow (1990

Cleave i in. (1999)

Zuo i in. (2001)

Lyznik i in. (1995)

Kilby i in. (1995)

Sugita i in. (1999);
Sugita i in. (2000);
Endo i in. (2002)
Goldsbrough i in.
(1993)

Ebinuma i in.
(1997b)
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