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1.Wstep

ylko eze$¢ komorek roslinnych, ktére poddawane sag transformaciji wigcza

obcy gen w swoéj genom. Takie transgeniczne komorki stanowig materiat,

ktory wykorzystuje sie w dalszych etapach pracy do regeneracji z nich roslin

transgenicznych. Dlatego niezaleznie od zastosowanej techniki transformacyj-
nej, istnieje potrzeba wytonienia z catej puli komdrek uzytych podczas trans-
formaciji tych, ktérych genom zostat wzbogacony w obcy gen. W tym celu wyko-
rzystywane sg dwie grupy gendéw selekcyjnych: markerowe i reporterowe.
W skiad pierwszej grupy wchodza geny: opornosci na antybiotyki i odpornosci
na herbicydy. Strategia, w ktorej zaklada sie uzycie podczas selekcji tych ge-
ndw, polega na zastosowaniu w podtozu hodowlanym jednego ze znanych
czynnikéw selekcyjnych (antybiotyku lub herbicydu) zakidcajgcego w istotny
sposéb metabolizm komodrkowy. Komorki transgeniczne, ktére obok wprowa-
dzanego genu wigczyly w swoéj genom réwniez gen opornosci (lub odpornosci)
sg zdolne do zneutralizowania uzytego czynnika selekcyjnego i normalnego
rozwoju. Zupetnie odmienna jest reakcja komorek, ktére nie ulegly transfor-
macji i nie wiaczyty w swéj genom genu markerowego. Takie komorki zamie-
raja w wyniku zabtokowania ich podstawowych szlakéw metabolicznych. Geny
reporterowe — stanowigce druga grupe genéw umozliwiajacych selekcje ko-
morek transgenicznych — kodujg produkty, ktére moga by¢ wykrywane bez-
posrednio lub tez bialka enzymatyczne umoziiwiajace tworzenie sie tatwo wy-
krywalnego produktu w komodrkach roslinnych.

Uzycie w systemach selekcji transgenicznych komérek roslinnych genow
markerowych budzi obawy ekologdéw i innych grup zwigzanych z ochronag
przyrody. Srodowiska te wskazujg na mozliwo$é przeniesienia sie w natu-
ralnych warunkach gendw odpornosci na herbicydy do gatunkdéw pokrew-
nych i niezamierzone wprowadzenie do $srodowiska ,superchwastu”, odpo-
rnego na herbicydy. W przeprowadzonych ostatnio badaniach nad mozliwo-
Scig takiego horyzontalnego transferu gendéw z roslin transgenicznych wyka-
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zano bardzo niskie prawdopodobienstwo realizaeji takiego seenariusza (1).
Z ostatnio opublikowanyeh wynikdw prae holenderskieh badaezy z Instytutu
Zywienia i Zywnosei w Zeist (TNO Nutrition and Food Researeh Institute)
nad mozliwoseig przeniesienia gendw opornosei na antybiotyki stosowane
podczas selekcji transformantéw do bakterii przewodu pokarmowego zwie-
rzat, wnioskowa¢ mozna, ze taki proces nie zachodzi. Do doswiadczenia uzyto
zmodyfikowanych genetycznie bakterii Lactobacillus oraz transgenicznych po-
midoréw Flavr Savr firmy Calgene. Autorzy pracy stwierdzajg jednak, ze
w pewnych bardzo specyficznych warunkach, moze dojs¢ do przeniesienia
gendw opornosci na antybiotyki do genomu bakterii jelitowych (2).

Przedstawione obawy sktonity do poszukiwania rozwigzan, w ktérych geny
opornosci na antybiotyki i odpornosci na herbicydy bylyby usuwane z ge-
nomu roslin transgenicznych przed ich ostatecznym przeniesieniem z kon-
trotowanych w petlni warunkéw (hodowta in vitro, szklarnia itp.) w pole. Kilka
systemoéw uzyskiwania transformantow, ktére umozliwiajg eliminacje genéw
markerowych z genomoéw roslin transgenicznych jest juz uzywanych w in-
zynierii genetycznej roslin.

W prezentowanej pracy opisano wiekszos¢ stosowanych obecnie gendéw
opornosci na antybiotyki i genéw odpornosci na herbicydy oraz genéw re-
porterowych. Przedstawiono ponadto zasady dziatania i przykiady kilku sy-
stemow, stosowanych w inzynierii genetycznej roslin, ktére umozliwiajg eli-
minacje genow selekcyjnych z genomu roslin transgenicznych.

2. Geny opornosci ho antybiotyki

2.1. Fosfotransferaza neomycynowa Il (NPT-II)

Gen npt-1l pochodzacy z transpozonu Tn5 z Escherichia coli K12 (tab. 1)
to najczesciej wykorzystywany w inzynierii genetycznej gen opornosci na anty-
biotyki. Produkt genu, enzym fosfotransferaza neomycynowa Il, fosforyluje
aminoglikozydowe pochodne neomycyny (paramomycyne, kanamycyne i ge-
netycyne), powodujac ich dezaktywacje, czyli utrate zdolnosci wigzania sie
z rybosomami i blokowania na tej drodze biosyntezy biatka (3). Wiele ga-
tunkdéw roslin zostalo stransformowanych przy udziale genu nip-//jako genu
markerowego. Dobiym przykladem sg modelowe rosliny: tyton (4) i rzodkiew-
nik (5) oraz istotne gospodarczo: kukurydza (6), lyz (7), soja (8) i baweina
(9). Stezenia kanamycyny podczas selekcji transgenicznych komoérek i tkanek
w warunkach in vitro w priypadku roslin dwulisciennych mieszcza sie w gra-
nicach od 2,5 do 100 mg/l. Na przyktad dia gerbery stosowano stezenie
2,5 mg/t (10), dla rzepaku jarego optymalne stezenie kanamycyny podczas
selekcji wynosi 15 mg/l (11), dla koniczyny (12) i ziemniaka 50 mg/l (13),
a tyton i ogérek wymagaja do selekcji 100 mg kanamycyny na litr pozywki
(14,15). W przypadku roslin jednolisciennych selekcja transformantéw na
kanamycynie jest trudna. Powodem jest miedzy innymi obserwowany nie-
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kiedy brak: wrazliwosci na kanamycyne, co ogranicza jej uzycie w systemach
selekcyjnych niektérych gatunkéw. Pomimo tych problemdéw transgenicznag
kukurydze otrzymano na drodze selekcji transgenicznych komoérek na pozy-
wkach z kanamycynag o stezeniu 200 mg/l (6).

Tabela 1
Geny opornosci na antybiotyki stosowane jako markery selekcyjne w inzynierii genetycznej roslin

Antybiotyk Gen opornosci Produkt genu Pochodzenie genu Literatura
kanamycyna, npt-1l fosfotransferaza transpozon Tn5
neomycyna, neomycynowa I
paramomycyna, 3
genetycyna
hygromycyna B hpt fosfotransferaza Escherichia coli
hygromycynowa 16
blastycydyna bsr deaminaza Aspergillus terreus
blastycydyny i Bacillus cereus 19
metotreksat dhfr reduktaza pR 67
dwuhydrofolianowa 18,20
bleomycyna, Ble* biatko wigzace Streptoalloteichus
fleomycyna bteomycyne hindustanus i 59
i fleomycyne transpozon Tn5
streptomycyna spt* fosfotransferaza transpozon Tn5
streptomycyny 60

geny nie zostaly omoéwione w pracy.

2.2. Fosfotransferaza hygromycynowa (HPT)

Gen htp (lub hph) wyizolowany z bakterii Escherichia coli koduje fosfo-
transferaze hygromycynowg. Enzym ten jest zdolny do unieczynnienia anty-
biotyku hygromycyny B wywotujgacego letalne efekty u roslin. Mechanizm
oddziatlywania hygromycyny na metabolizm roslinny nie zostat do kornca wy-
jasniony. Hygromycyna byta z powodzeniem stosowana w selekcji transfor-
mantow w przypadku wielu gatunkéw roslin i dawata rownie dobre efekty
selekcyjne jak kanamycyna. Wiekszos¢ gatunkdéw roslin wykazuje wyzszag
wrazliwos¢ na hygromycyne niz na kanamycyne czy genetycyne (16). Za po-
mocag hygromycyny przeprowadzono selekcje roslin zbozowych, ktére wyka-
zujg wysokag opornos¢ na kanamycyne i genetycyne (17). Stezenie hygromy-
cyny stosowane podczas selekcji transformantéw w warunkach in vitro miesci
sie 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 wysokg niestabilnosc¢
w pozywkach, co powoduje, ze rosliny muszg by¢ czesto pasazowane, a to
podnosi koszty selekg;ji.
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2.3. Deaminaza blastycydynowa (BSR)

Gen hsr kodujacy deaminaze blastycydynowa wywoluje opornos¢ na blasty-
cydyne S. Antybiotyk ten jest produkowany w naturze przez Streptomyces gri-
seochromogenes i byt pierwotnie uzywany w Japonii jako fungicyd. Po wyka-
zaniu jego toksycznosci dla tytoniu i dzikiej r6zy oraz odkryciu bakterii opor-
nych na blastycydyne {Aspergillus terreus oraz szczepy Bacillus cereus) uzyto
genu bsr jako selekcjonujgcego markera. Kodowany przez gen bsr enzym, de-
aminaza blastycydynowa, inaktywujacy blastycydyne, nalezy do grupy amino-
hydrolaz. Stezenie wymagane przy selekcji tytoniu wynosi od 2 do 3 mg/l (19).

2.4. Redukiaza dwuhydrofolianowa (DHFR)

Pochodzacy z bakterii Escherichia coli gen dhfr odpowiada za synteze en-
zymu reduktazy dwuhydrofolianowej Obecnos¢ tego enzymu w komorkach
roslinnych umozliwia przezycie na pozywkach zawierajgcych metotreksat (MTX).
Przy zastosowaniu genu dhfrjako selekcyjnego genu markerowego wyselek-
cjonowano miedzy innymi transgeniczny tyton i ryz oraz kilka innych roslin.
Stezenia selekcyjne metotreksatu byty relatywnie niskie i wynosity od 0,1 mg/I
dla tytoniu (20) do 2 mg/l dla ryzu (18). We wczesnych badaniach nad
metotreksatem wykazano niskg wydajnos¢ transformaciji tym genem, ponad-
to antybiotyk blokowal dziatanie hormondéw dodanych do pozywki. Obecnie
wykorzystywane sg metody, w ktdrych sg zmienione zasady selekcji oraz
ré6znorodne skltady pozywek, co pozwala uzyskiwac lepsze wyniki transfor-
maciji, Metotreksat jest zwigzkiem niezwykle toksycznym, nalezy zachowacd
duza ostroznos¢ w pracy, nigdy nie stosowac¢ w formie oprysku.

3. Geny odpornosci na herbicydy

3.1. Acelylotransferaza fosfinotrycyny (PAT)

Zidentyfikowane w genomie bakterii Streptomyces hygroscopicus gen bar
i gen pat w S. uiridochromogenes (tab. 2) sg odpowiedzialne za odpornosc¢
na fosfinotrycyne, skladnik wielu herbicydéw (21). Fosfinotrycyna hamuje
aktywnos$c¢ syntetazy glutaminianowej, co w rezultacie powoduje gromadzenie
sie toksycznego dla komoérek roslinnych amoniaku. Acetylofosfotransferaza
fosfinotrycyny, bedaca produktem genu bar, jest wysoce specyficzna i sku-
teczna w inaktywaciji fosfinotrycyny, a w konsekwencji herbicydu. Powstajaca
acetylowa pochodna nie posiada toksycznej akt}*wnosci czystego zwigzku.
Oprécz fosfinotrycyny istnieja rowniez pochodne zwigzki posiadajace zdol-
nos¢ tnhibowania syntetazy glutaminianowej, np. trojpeptyd z resztg fosfi-
notrycyny wytwarzany przez bakterie S. hygroscopicus nazywany bialafosem
(Herbiace, Meiji Seika), czy Samtetyczna fosfinotrycyna (glufosinat amonowy)
o nazwie handlowej Basta (Hoechst). Oba te preparaty sg uzywane jako
uniwersalne herbicydy, stuzg do selekcji transgenicznych komoarek.
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Gen bar byl uzywany jako selekcyjny gen markerowy dla roslin jedno-
i dwulisciennych. Obecnie nalezy do najczesciej stosowanych selekcyjnych
genéw markerowych w inzynierii genetycznej roslin. W pozywkach selekcyj-
nych stosowano zréznicowane stezenie czystej fosfinotrycyny zaleznie od ga-
tunku roslin. Czasami stosowany byt réwniez oprysk roslin. W przypadku
kukurydzy uzywano w pozywce stezenia od 1 do 3 mg /I bialafosu (22).
Natomiast pszenica byla w stanie normalnie sie rozwija¢ przy stezeniu 5 mg
Basty na litr poz}wki (23), koniczyna 10 mg/l (12), a ryz 10 mg/l fosfino-
tiycyny (18). Produkt genu bar moze by¢ identyfikowany réznymi technikami:
immunochemiczng, chromatografig cienkowarstwowsg i spektrofotometrycz-
na. Ciekawym rozwigzaniem jest potaczenie czynnika selekcyjnego z czerwo-
nym chlorofenolem, ktéry pod wplywem zmiany pH (rosliny metabolizujgc
zakwaszajg srodowisko) zmienia barwe pozywki z czerwonej w kierunku zoéktej
(23).

Tabela 2

Geny odpornosci na herbicydy stosowane jako markery selekcyjne w inzynierii genetycznej roslin

Herbicyd Gen L Enzym — produkt Pochodzenie genu Literatura
odpornosci genu

fosfinotrycyna bar acetylotransferaza Streptomyces

(biatafos. Basta) fosfinotrycyny hygroscopicus 21

bromoksynit bxn nitrytaza Klebsiella ozaenae
bromoksynitu 25

glifosat EPSPS syntaza EPSP Petunia hybrida 24

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

herbicydy imidazolino- ais syntaza mutanty Arabidopsis 26.27

we oraz sulfonylowe acetomteczanowa ’

atrazyna psbA* biatko Qb Amaranthus hybridus 62

* geny nie zostaly omoéwione w pracy.

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

Gen syntazy EPSP zostat wyizolowany z wyselekcjonowanych linii Petunia
hybrida odpornych na herbicyd glifosat. Glifosat, sktadnik m.in. popularnego
herbicydu Roundup, zakléca przebieg szlaku szikimowego w roslinach, po-
Nalajgcego na powstawanie aminokwasow aromatycznych. Rosliny z wyse-
lekcjonowanych linii wykazywaty dwudziestokrotny wzrost aktsrwnosci enzy-
mu. Transformowana petunia toleruje stezenie 0,5 mM glifosatu, identyczne
stezenie toleruje kalus (24). Wykazano réwniez tolerancje roslin transgeni-
cznych na oprysk herbicydem Roundup w dawce dwukrotnie wyzszej niz
letalna.
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3.3. Nitrylaza bromoksynilu (BXN)

Gen bxn zidentyfikowany w genomie bakterii Klebsiella ozanae koduje
specyficzng nitrylaze rozkiladajgcg herbicyd bromoksynil (3,5-dwubromo-4-
hydroksybenzonitryl). Herbicyd bromoksynil blokuje fotosystem Il hamujac
w ten sposéb transfer elektronéw. Uzyskano transgeniczny tytorn z genem
bxn pod kontrolga promotora genu kodujacego mniejsza podjednostke ,rubi-
sco” (25), ktory byt odporny na bromoksynil. Tkankami docelowymi bromo-
ksynilu sg fotosyntetyzujgce czesci roslin i tam powinna zachodzi¢ specyfi-
czna ekspresja genu bxn, jak réwniez powinien by¢ aktywny jedynie u or-
ganizmow prowadzacych fotosynteze. Kontrolne préby tolerowaly stezenie her-
bicydu stukrotnie nizsze niz rosliny transgeniczne.

3.4. Syntaza acetomleczanowa (ALS)

Gen ais jest odpowiedzialny za degradacje wielu herbicydéw, m.in. grupy
herbicydow imidazolinowych, powodujacych zaburzenie szlaku biosyntezy
leucyny, izoleucyny i waliny. Herbicydy te sg inhibitorami syntazy acetomle-
czanowej. Transgeniczny kalus rzodkiewnika z genem ais byt w stanie nor-
malnie sie rozwija¢ nawet przy stezeniu 100 pM herbicydu w pozywce (26).
Herbicydy sulfonylowe takie jak: chiorosulfuron czy metylowany sulfomelu-
ron powodujg blokowanie szlaku biosyntezy aminokwasoéw, zwigzanych z in-
hibicja syntazy mleczanowej. Transgeniczne rosliny zawierajgce zmutowang
wersje genu ais (mutacja punktowa — 870 nukleotyd) byly odporne na te
herbicydy. Kalus transgenicznego tytoniu byt w stanie rozwija¢ sie na pozy-
wkach zawierajgcych 100 nM chlorosulfuronu, podczas gdy rosliny kontrolne
zamieraly pod wplywem stezenia dziesieciokrotnie nizszego (27).

4. Geny indukcji negatywnej

Do transformacji roslin uzywano genéw indukcji negatywnej takich jak
geny reduktazy azotynowej i deaminazy cytozyny. Geny typu counter-selec-
table powodujg konwersje nieszkodliwego czynnika selekcyjnego do toksycz-
nego. Geny indukcji negatywnej stuza do analiz dziedziczenia transgenow,
inaktywacji lub eliminacji niekorzystnych mutantéw, a takze w badaniach
aberracji chromosomowych. Pierwszym takim genem uzytym do transforma-
cji roslin byt gen iaoH [tms 2) kodujacy hydrolaze przetwarzajgca indoloace-
tamid w toksyczny kwas indolooctowy. Z genu tego jednak zrezygnowano
z powodu endogennej aktywnosci niespecyficznych hydrolaz. Reduktaza azo-
tanowa jest enzymem katalizujgcym przejScie azotanéw do azotyndéw i po-
wodujacym toksycznos¢ chloranéw. Przeprowadzone doswiadczenia nad eks-
presja genu Nia i jego zmutowanej formy nia (28), wykazaly ré6znice ekspres;ji
w zaleznosci od zrédia azotu w pozywce. Ekspresja transgenu kodujgcego
reduktaze azotanowg w roslinach typu Nia byla zalezna od obecnosci azo-
tanéw, a w mutantach nia od obecnosci azotanéw lub amoniaku. Selekcja
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zachodzita pod wpfywem amoniaku. Deaminaza cytozyny kodowana przez
prokariotyczny gen codA pochodzacy z Escherichia coli powoduje konwersje
nieaktywnej 5-fluorocytozyny do toksycznego 5-fluorouracylu (29). W bada-
niach nad genami biatek szoku termicznego gen dehydrogenazy atkohotowej
byt pod kontrotg promotora genu biatka szoku termicznego (30). Produkt
genu powodowat przejscie alkohotu altiftowego do toksycznego atdehydu akro-
teinowego. W temperaturze 37°C i w stezeniu 10 mM atkohotu dochodzito
do stuprocentowej Smiertetnosci rostin.

5.Inne geny selekcyjne

5.1. Fosforybozylotransferaza adeninowa (APRT)

Gen aprt, uzywany z dobrym skutkiem w badaniach zwierzecych, moze
by¢ genem setekcyjnym réwniez u rostin (31). Koduje on enzym, fosfoiy-
bozylotransferaze adeninowa, katalizujacg powstawanie AMP z adeniny. Z ko-
lei AMP jest prekursorem ATP. AMP jest produkowany w komoérkach in vivo
z powstatych na nowo puryn poprzez inozytlomonofosforan i adeninosukcy-
nian. Po zablokowaniu tego szlaku na skutek obecnosci azaseryny i atano-
zyny jest uruchamiany szlak katalizowany przez APRT (rys. 1). Dodanie do
pozywki obu czynnikéw blokujacych oraz adeniny pozwala zidentyfikowac
rosliny transgeniczne. Selekcja ukierunkowana na rosliny z zaburzonym ,.cy-
klem APRT” moze by¢ prowadzona w obecnosci analogéw adeniny (2-6-dwu-
aminopuiyny). Sa one przeksztalcane przez APRT w toksyczne pochodne,
przez co przezywaja tylko rosliny z zablokowanym dziataniem enzymu. Za-
chodzi zatem selekcja negat}rwna roslin transgenicznych. Niedogodnoscig me-
tody u wielu gatunkoéw roslin jest wysoki, endogenny poziom APRT.

alanozyna

nowe puiyny IMP --—---)» adeninosukcynian AMP ATP

azaseryna adenina APRT

Rys. 1. Alternatywny szlak syntezy AMP z adeniny po zablokowaniu (obecno$¢ alanozyny
i azaseryny) tradycyjnego szlaku biosyntezy AMP.
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5.2. Dekarboksylaza tryptofanu (TDC)

Pozwala na selekcje roslin transgenicznych wykazujgcych brak endogen-
nej aktywnosci dekarboksylazy tryptofanu, kodowanej przez gen tdc. Gen
tdc zostat zidentyfikowany w genomie Catharanthus roseus. Enzym powoduje
przemiany toksycznych analogéw tryptofanu takich jak 4-metylotryptofan do
pochodnych tiyptaminy, koniecznych do syntezy alkaloidéw indolowych. Gen
tdc wykorzystano do transformacji tytoniu, ktéry nie wykazuje endogennej
aktywnosci dekarboksylazy tryptofanu (32). Kontrolne rosliny zamieraly juz
przy stezeniach 0,05-0,1 mM czynnika selekcyjnego. Przy wysokiej aktyw-
nosci dekarboksylazy tryptofanu transformanty rozwijaly sie normatnie, na-
wet gdy stezenie czynnika selekcyjnego osiggatlo 0,5 mM. Biatko enzymu
bardzo tatwo oznacza sie za pomocg metod immunotogicznych, HPLC, czy
FLPC (33).

6. Geny reporterowe

6.1. (3-glukuronidaza (GUS)

Gen gus (uidA) to jeden z najpowszechniej stosowanych gendw reporte-
rowych w inzynierii genetycznej roslin, szczegodlnie szeroko uzywany w ba-
daniach podstaw molekularnych metabolizmu roslin (tab. 3). Poziom produ-
ktu genu gus, (3-glukuronidazy, mozna fatwo okresta¢ ze wzgledu na reakcje
barwne jakie katalizuje. Jest szczegdlnie uzyteczna przy badaniu specyficz-
nosci tkankowej (34). p-glukuronidaza jest hydrolaza, ktéra katalizuje hy-
drolize wielu glukuronidéw. Pochodzacy z Eschernchia coli gen koduje duze,
termostabilne biatko, nie wymagajace kofaktoréw w reakcjach enzymatycz-
nych. Dla peilnej aktywnosci glukuronidaza wymaga obecnosci niektérych
kationobw metali (np. miedzi i cynku). Optymalna aktywnos¢ wykazuje w pH
5,2-8,0 (34).

System wykorzystujacy gen gus zawiera kilka bardzo korzystnych cech.
Wykazuje bardzo wysokag czulos¢ i tatwos¢ przy itosciowej ocenie poziomu
ekspresji. Jest wysoce specyficzny i umoztiwia histochemiczng lokalizacje
reakcji w tkankach roslinnych. Poziom substratow dla glukuronidazy jest
tatwy w ocenie przy zastosowaniu standardowych technik spektrofotome-
trycznych, fluorometiycznych i histochemicznych. W roslinach nie jest wy-
krywalna endogenna aktywnos$¢ glukuronidazy w warunkach reakcji wyko-
nywanych w testach. Poziom enzymu bada sie najczesciej czulg metodg fluo-
rymetiyczng. Substratem jest z regulty 4-metyto-umbelliferylo-p-D glukuronid
(4-MUG). Enzym powoduje konwersje 4-MUG do 4-metyto-umbelliferonu, kto-
ry jest pochodng kumaryny i daje efekty sSwiettne przy jonizacji gmp hydro-
ksylowych. Technika ta jest tysigc razy czulsza od metody kolorymetrycznej.
Metoda spektrofotometiyczna jest czesto uzywana, tanig technikg, w ktorej
wykorzystuje sie réznice absorbancji pomiedzy ekstraktami inkubowanymi
z substratem a préba zerowg. Metoda dajgca réwnie dobre rezultaty jest

biotechnologia 4 (47) '99



100 Marcin Morag, Przemystaw Lehmann

technika histochemiczna, szczegdlnie przy uzyciu X-Gluc (5-bromo-4-chlo-
ro-3-indoliloglukoronid) jako substratu. Jest to bardzo przydatna metoda do
mikro- i makroskopowego obserwowania specyficznosci tkankowej transge-
now.

Tabela 3
Geny fNporterowe stosowane w inzynierii genetycznej roslin

Gen Biatko - produkt genu Pochodzenie genu Literatura
gus (uidA) P-gtukuronidaza Escherichia coli 34
afp zielono fluoryzujace biatko Aequorea victoria 35,36
luc lucyferaza Photinus pyralis 39,40
cat acetylotransferaza chloramfenikolu Escherichia coli 42,43

6.2. Zielono fluoryzujgce biatko (GFP)

Gen gfp kodujacy zielono fluoryzujace biatko (Green Fluorescent Protein)
pochodzi z genomu meduzy [Aequorea victoria). Bialtko wystepuje w fotocy-
tach i bierze udziat w procesie fluorescencji (35). Powszechnie uzywa sie go
podczas transformacji rostin, zwierzat, bakterii i owadéw. Jest niezwykle
uzyteczne, gdyz nie wymaga substratow, kofaktoréw ani enzymoéw. Fluore-
scencja bialka nastepuje po wzbudzeniu sSwiattem o dlugosciach 395 nm
oraz 475 nm, przy emisji Swiatta 509 nm (36). Prowadzone sg szerokie ba-
dania nad uzyskaniem zmutowanego genu gfp dajgcego biatko o innych ma-
ksymach wzbudzenia i termoodpornosci. Gen gfp wykazuje wysoki poziom
ekspresji w komoérkach, niska ekspresja jest zazwyczaj zwigzana z detecja
odcinka kodujgcego 28 aminokwasow. Delecja powoduje upodobnienie sie
genu do intronu rostinnego, czym tlumaczy sie nieudane préby uzyskania
ekspresji transgenu u niektérych gatunkéw roslin. Udane proby uzyskania
wysokiej ekspresiji genu wykazano u transgenicznego tytoniu (37) oraz trzciny
cukrowej (38). Przeprowadzono takze udane proby zligowania genu z se-
kwencjami docelowymi. Dokonano tego w celu doprowadzenia do ekspresiji
w wybranych rejonach komorki, a nastepnie obserwacji tam fluorescenciji.

6.3. Lucyferaza (LUC)

Gen luc wyizolowany z genomu swietlikbw amerykanskich {Photinus py-
ralis) kontroluje synteze lucyferazy, katalizujgca zalezne od ATP utlenianie
lucyfeiyny owadziej (39). Gen luc ulega ekspresji w komodrkach roslinnych
po transformacji (40). Produkt genu, lucyferaze, mozna oczysci¢ z materiatu
roslinnego i bada¢ jej poziom w warunkach in vitro. Mozliwe jest réwniez
badanie zmian poziomu ekspresiji genu luc w warunkach in vivo w roslinach
transgenicznych (41). Ocena jest szybka i tatwa, wymaga jednak stosowania



Systemy selekcyjne w inzynierii genetycznej roslin 101

luminometru dla pomiaru luminiscenciji. Czutos¢ testu arwigzanego z pomia-
rem poziomu lueyferazy jest najwyzsza, gdy poréwna sie jg z innymi genami
reporterowymi (wystarcza tylko okoto 2000 czagsteczek enzymu do wykrycia
aktywnosci). Pewnag niedogodnoscig tego systemu jest niska stabilnos¢ lu-
eyferazy w warunkach in vivo.

6.4. Acetylotransferaza chloramfenikolowa (CAT)

Gen cat zostal zidentyfikowany i wyizolowany z bakterii Escherichia coli.
W obecnosci acetylo-CoA acetylotransferaza chloramfenikolowa przeksztalca
chloramfenikol w acetylowang pochodng z réwnoczesnym powstaniem zre-
dukowanego CoA.

acetylotransferaza
chloramfenikol + acetylo-CoA------ » acetylochloramfenikol + CoA-SH

chloramfenikolowa

Powstajacy CoA-SH moze by¢ oznaczony spektrofotometrycznie, densy-
tometiycznie lub metodami izotopowymi (42,43). Pewng niedogodnoscig w przy-
padku zastosowania genu cat jako genu reporterowego jest obserwowana
endogenna aktywnos¢ acetylotransferazy chloramfenikolowej. Poziom tej aktyw-
nosci jest zréznicowany w poszczego6lnych gatunkach roslin. Obserwuje sie
wysoka aktywnos¢ endogennej acetylotransferazy w rodzaju Brassica, pod-
czas gdy w rodzinie Solanaceae, nie stwierdzono takiej aktywnosci (44).

7. Metody eliminacji genéw selekcyjnych z genomaow roslin
transgenicznych

Uzywanie genéw selekcyjnych w transformacjach roslin wigze sie z trzema
gtéwnymi zagadnieniami: 1) skladniki selekcyjne pozywki, odpowiednie dla
danego genu selekcyjnego uzytego w transformaciji, wplywaja negatywnie na
metabolizm i rozwoj transgenicznych roslin. Wysokie stezenia antybiotykow,
C7>f herbicyddw moga opo6znia¢ wzrost i rozw6j roslin transgenicznych; 2)
uzycie genow selekcyjnych jest, jak wspomniano, krytykowane przez ekolo-
goéw, obawiajacych sie zaburzen w funkcjonowaniu naturalnych ekosyste-
moéw, 3) przy kolejnych transformacjach trzeba uzywac¢ innych genéw sele-
kcyjnych. W zwigzku z tym opracowano metody usuniecia tych gendw
z transformowanych roslin w trakcie kolejnych etapdéw prac nad przygoto-
waniem linii transgenicznych (45).
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7.1. Kotransformacja

Jedna z metod umozliwiajgcych eliminacje selekcyjnych genéw markero-
wych jest metoda kotransformaciji. Polega ona na uzyciu gendéw markerowych
w pierwszym etapie transformaciji do selekcji transformantéw, a nastepnie
usunieciu ich poprzez segregacje w kolejnych pokoleniach. Kotransformacja
moze by¢ przeprowadzana za pomocg jednego binarnego plazmidu z dwoma
oddzielnymi fragmentami T-DNA (46,47), wzglednie przy uzyciu dwéch od-
dzielnych binarnych plazmidéw poprzez kokultywacje z jednym wybranym
szczepem Agrobacterium tumefaciens (48,49) lub z kilkoma szczepami tej
bakterii (46,47,50,51). Eliminacja genu selekcyjnego zalezy od skutecznosci
transformaciji oraz integracji obu odcinkdw DNA na réznych chromosomach,
a co za tym idzie wysokiej czestotliwosci niezaleznej segregacji obu genow
(wprowadzanego i selekcyjnego) w kolejnych pokoleniach. Doswiadczenia pro-
wadzone w wielu laboratoriach nad réznymi gatunkami roslin wykazaty wy-
soka skutecznos¢ kotransformacji w eliminacji genéw selekcyjnych. Problemy
z uzyskaniem duzej ilosci transformantéw, niezaleznie segregujacych obie
cechy, wynikajg z zastosowanej metody transformacji, uzycia réznych typow
wektorow oraz z odmiennymi wymaganiami kazdego transformowanego ga-
tunku. Waznami elementem kotransformaciji jest wybor odpowiedniego szcze-
pu Agrobacterium. Plazmidy oktopinowe pozwalajg, np. uzyskac¢ wiecej trans-
formantow segregujacych w kolejnych pokoleniach, niz plazmidy nopalinowe.

7.2. Wykorzystanie wlasciwosci elementéw zdolnych do transpozycji
do eliminacji gendw selekcyjnych

Wiasciwosci elementdw zdolnych do transpozycji kukurydzy wykorzystano
do eliminacji genéw selekcyjnych z genomdw roslin transgenicznych. Element
Ac, jeden z dwéch skiadnikéw systemu Ac/Ds, jest zdolny do reinsersji w no-
wym miejscu w genomie, nie tylko u kukurydzy, ale réwniez u Kilku innych
gatunkéw. Drugi skladnik tego systemu — Ds — nie posiada tej zdolnosSci
i moze ja nabyc¢; albo w obecnosci elementu Ac, albo gdy dofaczy sie do
niego gen kodujgcy transposaze z elementu Ac. Analogiczng wlasciwos¢ na-
bywajg rowniez sekwencje (w tym i cale geny) umieszczone pomiedzy odwro-
conymi powtorzeniami terminujacymi elementu Ds. Obsei*wacja ta jest pod-
stawg przy tworzeniu wektorow transformacyjnych umozliwiajgcych oddzie-
lenie wprowadzanego genu, od genu selekcyjnego i w efekcie eliminacje tego
ostatniego z linii transgenicznych.

W praktyce laboratoryjnej wykorzystuje sie w tym celu dwa typy wektorow
transformacyjnych. Odwrécone powtérzenia flankujace element Ds otaczaja
albo wprowadzany gen albo gen selekcyjny. W przypadku gdy do transfor-
macji uzywa sie Agrobacterium tumefaciens zaréwno gen otoczony sekwen-
cjami Ds, jak i drugi gen znajduja sie we fragmencie T-DNA. Zachodzaca
rekombinacja umozliwia segregacje potomstwa pod katem obecnosci albo
genu selekcyjnego albo genu wprowadzanego (zaleznie od uzytego typu we-
ktora do transformaciji).
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Dobrym przyktadem wykorzystania elementéw zdolnych do transpozyciji
w systemach eliminacji genéw selekcyjnych jest wektor MAT. Wektor trans-
formacyjny MAT zawiera gen ipt, kodujacy transferaze izopentenylowa bio-
raca udzial w syntezie cytokinin. Gen ipt zostat wprowadzony w rejon ele-
mentu Ac. Cytokininy stymulujgc organogeneze, pozwalajg na szybkag rege-
neracje transformantéw bez dodawania tych hormondéw do pozywki. Rosliny
transgeniczne z genem ipt wykazuja zwiekszone zdolnosci regeneracyjne, co
powoduje, ze rosliny z wprowadzonym genem sg tatwo identyfikowane. Ele-
ment Ac posiada zdolnosci do transpozycji w inne miejsce tego samego chro-
mosomu lub na inny chromosom, co pozwala na segregacje obu genéw i usu-
niecie genu selekcyjnego ipt. System umozliwia wielokrotng transformacje
tym samym konstruktem i zwiekszanie liczby kopii pozagdanego genu w ro-
Slinie (52).

7.3. Miejscowospecyficzny system rekombinacji

Duzg nadzieje w inZsmierii genetycznej roslin wigze sie z metodami usu-
wania genu selekcyjnego za pomoca systemow opartych na specyficznych
miejscach rekombinacji (45). Najbardziej rozpowszechnionymi sa systemy:
pochodzacy z drozdzy FRT/FLP (53), Cre/tox pochodzacy z bakteriofaga Pl
(54,55), pSRI (56), a takze Gin rekombinaza (57), System FRT/FLP zostat
uzyty w wielu badaniach w inzynierii genetycznej roslin (np. lyz, kukurydza)
(53,63). Wykor~stuje on specyficzne wycinanie sekwencji umieszczonych mie-
dzy zgodnie ustawionymi sekwencjami FRT. Reakcje te katalizuje rekombi-
naza FLP, ktérej gen wprowadza sie podczas kolejnej transformacji. Usta-
wienie sekwencji FRT w orientacji przeciwnej do siebie powoduje odwrdcenie
genu bedacego pomiedzy nimi, a tym samym, unieczyrmienie go. Analogiczny
mechanizm wykorzystano w modelu Cre/lox rozpowszechnionym w bada-
niach roslinnych (54,55). Enzym CRE katalizuje wyciecie genu znajdujgcego
sie pomiedzy sekwencjami loxP ustawionymi w odpowiedniej orientacji. En-
zym wycina sekwencje w 95% przypadkéw. Systemy te sg rowniez badane
pod wzgledem uzytecznosci w kontrolowanym wiaczaniu transgenu do ge-
nomu roslin.

7.4. Tkankowospecyficzna ekspresja selekcyjnych genéw markerowych

Kompromisowag metoda eliminacji ekspresji genéw selekcyjnych jest trans-
formowanie roslin konstruktami, w ktérych geny selekcyjne bytyby pod kon-
trolg promotoréw tkankowospecyficznych. Takie podejscie pozwala na sele-
kcje transformantéw, a réwnoczesnie wyklucza ekspresje genéw selekcyjnych
w dojrzatych roslinach. Za pomoca tej techniki uzyskano m.in. transgeniczny
tyton stransformowany genem npt-Il pod kontrolg indukowanego zranieniem
promotora AoPRI wyizolowanego z Asparagus officinalis. W pocietych krgaz-
kach lisciowych transformowanego tytoniu wykazano obecno$¢ genu opor-
nosci na antybiotyk, natomiast doroste rosliny wykazywaty nikla ekspresje
lub jej brak (58).
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7.5. Podsumowanie

Selekcja komoérek transgenicznych jest waznym etapem procesu transfor-
macji roslin. Obok genu wprowadzanego do genomu biorcy wprowadzany
jest réwnoczesnie gen markerowy, ktory umozliwia identyfikacje komorek
transgenicznych poprzez nadawanie im zdolnosci do neutralizowania czyn-
nikéw selekcyjnych (antybiotykéw lub herbicydéw). Druga mozliwoscig wyko-
rzystywana w tym celu jest uzycie podczas selekcji komoérek transgenicznych
genoéw reporterowych kodujgcych produkty, ktére moga by¢ tatwo wykrywane
w komoérkach roslinnych. Poniewaz stosowanie w systemach selekcyjnych
gendw opornosci na antybiotyki i odpornosci na herbicydy budzi zastrzezenia
ekologéw, opracowano szereg skutecznych metod umozliwiajgcych eliminacje
tych genéw z materiatdw 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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