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Cell cultures and transgenic plants in biotechnology

Summary

The applications of cell cultures and transgenic plants in several aspects of
modern biotechnology are reviewed. The usefulness of cell cultures in bio-
synthetic pathway investigation, micropropagation, development of new variet-
ies, genetic mapping and gene functioning analysis and industrial production of
bioactive compounds are pointed out. The emphasis of this review is also laid
on scientific aspects of transgenic plants. They are successfully used for promot-
ers and other gene regulatory sequences study, investigation of plant primary
and secondary metabolite pathways and for improving both the productivity
and quality of crops. Since there is a risk to transgenic plant technology mainly
because of antibiotic resistance used for transgenes selection, several methods
have been worked out for release marker gene which are also briefly reviewed.

Key words:
cell cultures, transgenic plants, antibiotic resistance, marker genes.

1. Wprowadzenie

Poréwnawcza analiza rozwoju i przydatnosci badan w zakre-
sie roslinnych kultur komdrkowych i rosdlin transgenicznych jest
sensowna, ale pod pewnym warunkiem. Ograniczeniem jest fakt,
ze przy tworzeniu zdecydowanej wiekszosci roslin genetycznie
modyfikowanych etapem przejsciowym sg niezrdznicowane ko-
morki kalusowe. Zatem techniki tworzenia kultur komdrkowych
s integralng czeScig w ogolnej technologii transgenezy roslin.
Poréwnanie ma jednak istotne znaczenie, wtedy gdy zamiarem
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jest biotechnologiczne zastosowanie kultur komorkowych i organizmdw transge-
nicznych. Szczegdblnie w obecnym czasie, gdy tak wiele watpliwosci budzi hodowla
roslin transgenicznych i w zasadzie brak jest w naszym kraju spotecznego przyzwo-
lenia na otwarte uzycie GMO. Ogromne zaangazowanie organizacji spotecznych de-
zawuujacych osiagniecia inzynierii genetycznej sg podstawg tego braku przyzwole-
nia. Nadto wypowiadajacy sie na temat GMO eksperci nie maja szans na catosciowe
przedstawienie zagadnienia w $rodkach spotecznego przekazu i w zasadzie zostajg
przymuszani do odpowiedzi na takie pytania jak: jeS¢ czy nie jes¢ zywnosci pocho-
dzenia transgenicznego, lub, czy rosliny transgeniczne zagrazajg, lub nie, naszemu
srodowisku naturalnemu? W tak prymitywnie postawionych pytaniach nie sposéb
dociec sedna sprawy i z koniecznosci cze$¢ spoteczenstwa swoj stosunek do GMO
wyraza jako sympatie lub jej brak do wypowiadajacego opinie o organizmach mody-
fikowanych. Tymczasem w ogéle nie méwi sie i nie przybliza tej niezwykle precyzyj-
nej i jeszcze bardziej ztozonej technologii jakg jest transgeneza. Podstaws jej sg fi-
nezyjne techniki klonowania i identyfikacji genu, tworzenia konstrukcji genowych
zdolnych do wbudowania sie w genom, transformacji komorek i amplifikacji trans-
formowanych komorek w postaci komérek kalusa, a w koficu regeneracji organizmu
z pojedynczej komorki kalusowej. Zatem kultury komérkowe i organizmy transge-
niczne sa koncowymi etapami tego ztozonego i precyzyjnie planowanego przedsie-
wziecia jakim jest tworzenie organizmu zmodyfikowanego genetycznie. Poréwna-
nie zatem kultur komorkowych i roslin transgenicznych ma sens w aspekcie weryfi-
kacji szlakéw metabolicznych i ustalania nowych gatezi znanych szlakéw, mikroroz-
mnazania, tworzenia nowych odmian, mapowania genetycznego, oceny znaczenia
fizjologicznego gendw i przemystowej produkcji aktywnych biologicznie zwigzkow.
W dalszych rozdziatach bedg omoéwione najwazniejsze aspekty wykorzystania kul-
tur komorkowych i roslin transgenicznych jako systemdw biologicznych.

2. Kultury komorkowe

Wytworzenie roélin transgenicznych jest na ogét réwnoznaczne z uzyciem kul-
tur komoérkowych, ale i na odwro6t, jesli zamierzeniem jest produkcja okreslonego
metabolitu naturalnie produkowanego w korzeniach ro$lin to zaktada sie kulture
komdrkowsa korzeni i poszukuje sposobow zoptymalizowania jej wzrostu oraz czyn-
nikdw zdolnych do maksymalnej indukcji syntezy tego metabolitu.

2.1. Szlaki biosyntezy
Kultury komérkowe sg niezastapione w ustalaniu szlakéw wtérnego metaboli-

zmu m.in., dlatego ze dajg mozliwos¢ bezposredniej aplikacji substratu do kazdego
etapu biosyntezy, jednym z przykfaddéw jest szlak syntezy lignanéw ze szczegdlnym
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uwzglednieniem podofylotoksyny (PT). Lignany mieszczg sie w og6lnym szlaku feny-
lopropanoidowym i sg definiowane jako |3{3-dimery alkoholu koniferylowego. Zain-
teresowanie lignanami wynika z ich zastosowania w farmakologii i zywieniu (1,2).
Lignany petnig funkcje ochronng przeciw nowotworzeniu w komoérkach piersi, ze
wzgledu na aktywno$¢ fitoestrogenowsa. Nadto ustalono cytotoksyczng aktywno$¢
dla wielu pochodnych lignanéw, co wzmaga zainteresowanie przemystu farmaceu-
tycznego tymi zwigzkami. Wszystkie lignany sa pp-dimerami pochodnych fenyloala-
niny. Aminokwas daje poczatek wielu innym waznym dla fizjologii roslin gateziom
szlaku fynylopropanoidowego, a w tym katecholaminom, flawonoidom, ligninom
i salicylanom. Biosynteza alkoholu koniferylowego z fenyloalaniny okazata sie szla-
kiem dos$¢ ztozonym (rys. 1).

W czterech etapach kontrolowanych kolejno przez amonioliaze fenyloalaninowg
(PAL), 4-hydroksylaze cynamonowa (C4H), ligaze CoA-hydroksycynamonowsg (4CL),
reduktaze CoA-cynamonowg (CCR) i dehydrogenaze alkoholu cynamonowego (CAD)
syntetyzuje sie alkohol koniferylowy. W dalszych trzech etapach katalizowanych
przez biatko kojarzace (ang. dirigent protein), reduktaze pinoresinol-lariciresinolowg
i reduktaze sekoizolariciresinolowa, alkohol zostaje przeksztatcony do materesino-
lu, bezposredniego substratu PT (3). Na podstawie inkubacji kultury komdrkowej
Linum album ze znakowanymi substratami fenylopropanoidowymi wykazano, ze
kwas ferulowy byt przeksztalcany do PT. Inkubacja komérek ze znakowanymi
zwigzkami takimi jak kwas dimetoksycynamonowy i synapinowy takze prowadzita
do syntezy PT. W eksperymencie wykazano, ze prawdopodobnie w przypadku poda-
nia kwasu dimetoksycynamonowego, istnieje szlak prowadzacy do PT bez koniecz-
nosci syntezy alkoholu koniferylowego. Te i inne eksperymenty, wykonane na ko-
moérkach w hodowli inkubowanych ze znakowanymi réznymi substratami szlaku fe-
nylopropanoidowego, daly nieoczekiwany rezultat, a mianowicie, ze wszystkie ros-
liny produkujace lignany wytwarzajg zwigzki roznigce sie miedzy sobg iloscig grup
hydroksylowych i metoksylowych oraz tworzg sie na wielu réznych drogach meta-
bolicznych.

Totipotencja komorek roslinnych wskazuje na dostepnos$¢ w kazdej z nich kom-
pletnego materiatu genetycznego rosliny i sugeruje, ze mozliwa jest synteza wszyst-
kich metabolitow wtérnych w kulturze komoérkowej w warunkach in vitro. Pokazano
jednak wielokrotnie, ze komorki w hodowli nie zawsze gromadza w sensie iloscio-
wym i jakosciowym te same produkty obserwowane w roslinach, z ktérych komorki
pochodzg. Niemniej jednak z powodzeniem zakonczyly sie proby syntezy paklitak-
selu, L-DOPY, kwasu rozmarynowego, koniferyny i innych zwigzkéw w hodowlach
komérkowych in vitro (4). W podobnym systemie i na duzg skale (500 | fermentory)
podjeto wytwarzanie PT w kulturze komérkowej Linum album, jednak obliczono, ze
produkcja jest nieoptacalna ze wzgledu na niskg wydajnos¢ i niestabilnos¢ komorek
i dalsze préby sa podejmowane dla optymalizacji procesu i obnizenia kosztéw wy-
twarzania zwigzku. Dziatania podejmowane w Kierunku zwigkszenia optacalnosci
takiej produkcji zdefiniowano w trzech punktach, po pierwsze nalezy tak modyfiko-
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wac szlak syntezy oczekiwanego zwiazku, aby dominowat w takim sensie, ze sub-
straty reakcji sg przede wszystkim kierowane do tego szlaku i rownocze$nie ograni-
czy¢ wyptyw zwigzkéw do odgatezien szlaku, po drugie zwiekszy¢ liczbe komdrek
produkujacych zgdany metabolit, kultury sg zazwyczaj heterogenne zawierajgce
rowniez komorki nieprodukujace, po trzecie zmniejszy¢ katabolizm syntetyzowane-
go zwigzku. Poziom przemystowy produkcji metabolitu zazwyczaj osigga sie w fer-
mentorach o pojemnosci od kilkuset do kilku tysiecy litrobw. Poziom ten osiggnieto
przyktadowo dla komorek Aralia cordata produkujacych antocyjany i hodowli ko-
morkowej Vitis vinifera produkujacych zenszeniowy (ginseng) preparat korzeniowy

(5).

2.2. Mikrorozmnazanie

Mikrorozmnazanie jest bodaj najbardziej eksploatowanym zastosowaniem kul-
tur komérkowych. Opracowane postepowania mikrorozmnazania pozwolity na po-
zyskanie wietu bezcennych roélin szczeg6lnie tych o medycznym zastosowaniu (6).
Mikrorozmnazanie wykorzystano do wydzielenia i rozmnozenia ro$lin gatunku Mentha
odznaczajgcych sie wysoka produkcjg mentolu. Zdolno$¢ komorek roslinnych do re-
generacji zaréwno z komdrek organdw roslinnych, jak i komdérek embrionalnych
wykorzystano do rozmnazania roslin na duza skale i do pewnej automatyzacji pro-
cesu. Wiele roélin o znaczeniu uzytkowym jak ziemniaki, banany i rosliny ozdobne
(filodendrony, Lilium, Narcissus) sa rozmnazane przez somatyczng embriogeneze
w bioreaktorach.

2.3. Przygotowanie nowych odmian

Stale zmieniajace sie warunki srodowiskowe, jak zasolenie lub inne zanieczysz-
czenie gleb, zanieczyszczenie powietrza spowodowane rozwojem motoryzacji, Cig-
gte doskonalenie mikroorganizméw infekujacych rosliny, to tylko niektére z diugiej
listy czynnikdw wptywajacych na produktywnosé roslin i dla ktérych ominiecia, stale
prowadzi sie prace nad wyselekcjonowaniem, a nastepnie uprawa roslin adaptu-
jacych sie chetniej do tych zmiennych warunkéw. Selekcja dobrze adaptujacych sie
roslin do niekorzystnych warunkéw w uprawie jest sposobem na pozyskanie ulep-
szonych odmian, jednak jest procesem diugotrwatym i nie gwarantujgcym, nawet
w odlegtej perspektywie, sukcesu. Wyjsciem z sytuacji jest z catg pewnoscia induk-
cja zmiennosci somaklonalnej w komérkach w kulturze, a nastepnie regeneracja
roslin i selekcja tych o najwiekszej przydatnosci. Polgczenie zatem klasycznej upra-
wy z kulturami komdrkowymi jest korzystnym postepowaniem przede wszystkim
dlatego, ze uzyskuje sie duzg zmienno$¢ w regenerantach. Raz wyselekcjonowany
materiat roslinny moze byé rozmnazany réwniez przez kultury komérkowe z duza
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wydajnoscig. Przyktadowo regeneracja i amplifikacja przez organogeneze i soma-
tyczng embriogeneze réz zaowocowato uzyskaniem zdrowych, wolnych od choréb
infekcyjnych, roslin (7). W podobny sposéb wyselekcjonowano, zamplifikowano i prze-
chowuje sie rzadkie genotypy rodlin o znaczeniu medycznym z rodzaju Apocynaceae
(Catharanthus roseus), Scrophulariaceae {Bacopa monnieri), Solanaceae (Datura metel)
i Liliaceae (Chlorophytum borivilianum). Regeneracji tych roslin dokonano przez orga-
nogeneze i embriogeneze komorek stymulowanych auksynami i cytokininami (8).
Réwnie cenne bylo zastosowanie mikrorozmnazania do udomowienia Yucca valida, ros-
liny produkujacej steroidowe saponiny. Tradycyjny sposob polegajacy na wysiewa-
niu nasion pochodzacych z réznych gatunkéw, w celu ich udomowienia, nie daty za-
dowalajgcego wyniku, ze wzgledu na wolny wzrost roélin, natomiast zastosowanie
mikroskrawkow roslin pozwolito na uzyskanie duzej ilosci klonéw, z ktérych udato
sie wyselekcjonowaé takie, ktore daty satysfakcjonujacy wzrost (9).

2.4. Mapowanie genetyczne i identyfikacja genéw

Rozw6j metod klonowania duzych fragmentow genomu i coraz doskonalsze
techniki ich sekwencjonowania w duzej mierze zautomatyzowane sprawiajg, ze co-
raz wiecej genomoéw roslinnych bedzie kompletnie zsekwencjonowanych. jednak,
jak na razie, dostepno$¢ tych metod, ze wzgledu na koszty, nie jest powszechna
i dlatego do w miare szybkiej i stosunkowo niedrogiej identyfikacji odmian i lokali-
zacji istotnych wiasciwosci roslin w ich genomie, jak odporno$¢ na zmienne srodo-
wisko, positkujemy sie mapami genowymi utworzonymi z uzyciem odpowiednich
markeréw. Do tworzenia takich map markeréw nadajg sie komdrki w hodowli, po-
niewaz posiadajg kompletny genom organizmu, z ktérego pochodzg i sg tatwe w u-
zyciu.

Hodowla komorek in vitro moze prowadzi¢ do zmiennos$ci genetycznej nazywa-
nej zmiennoscig somaklonalng. Pojawienie sie tej zmiennosci jest zalezne od tkanki,
z ktorej komorki pochodza, czasu hodowli i zwykle indukuje sie na etapie tkanki ka-
lusowej.

Zmiennos¢ somaklonalna komorek moze by¢ przyczyng niestabilnosci genetycz-
nej, ale tez jest przyczyng pojawienia sie korzystnych cech w regenerantach. Przy-
ktadowo uzyskano linie klonalne Inu o zwiekszonej odpornosci na fuzarioze (10).
Ostatnio za pomocg takiego wiasnie podejscia badawczego udato sie zidentyfikowac
dwa geny w jednym z gatunkéw palm. Somatyczna embriogeneza dawata rosliny
o0 kwiatach w oponczy (ang. mantled) r6znigce sie od kontrolnych. Poniewaz ten feno-
typ kwiatowy jest pochodzenia epigenetycznego to jego detekcja jest niemozliwa
z uzyciem standardowej techniki strukturalnych markeréw molekularnych. Na pod-
stawie analizy ekspresji genow w tkance kalusowej, nie dajacej zmiennosci w kwit-
nieniu i ze zmienionym kwitnieniem, wykazano zwiekszong akumulacje dwoch tran-
skryptow w tej ostatniej, jeden z transkryptéw nalezy do biatek wczesnej odpowie-
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dzi na auksyny o nieznanej funkcji, natomiast drugi byt podobny do syntetazy aspa-
raginowej. Zatem zmienno$¢ somaklonalna, ktdra objawita sie zmienno$cig podobng
do znanego fenotypu jest wywotana zwiekszong ekspresjg dwdéch gendw. Nadto po-
kazano, ze oba transkrypty gromadza sie rowniez w odpowiedzi na dziatanie auksy-
nami (11). Oba geny moga réwniez postuzyc¢ jako wczesne markery klonalne.

2.5. Przemystowa produkcja biomasy i czynnikdw bioaktywnych

Systematycznie rosnie ticzba produkowanych czynnych biologicznie zwigzkéw w
kulturach komoérkowych. Ginseng, Shikonin i Paclitaxel nalezg do pierwszych,
a Taxol do jednych z ostatnich metabolitéw, ktorych produkcje przemystowa uru-
chomiono (12). Z produkcji niektorych preparatow w kulturach komérkowych rezy-
gnuje sie na korzys$¢ ich produkcji w roslinach transgenicznych. W japonskiej firmie
Plant Celi Culture Technology, Inc. zrezygnowano z produkcji antocyjanéw w kultu-
rach in vitro na korzys¢ ich ekstrakcji z roslin modyfikowanych uprawianych w warun-
kach polowych (13). Biorac pod uwage restrykcyjne przepisy, ktorych spetnienie
nakfada na producenta niebagatelne koszty (koszt jednej analizy gleby i otoczenia na
obecno$¢ GMO wynosi okoto 1000 zt), uprawa roslin transgenicznych produkujacych
zadany metabolit bedzie raczej nieoptacalna w porédwnaniu z kulturami in vitro.

3. Rosliny transgeniczne

Postep w zakresie tworzenia konstrukcji genowych, optymalizacja metod trans-
formacji roslin, dopracowanie warunkéw regeneracji roslin z pojedynczych komo-
rek, duza biomasa produkowana przez rosliny, sa przyczynami, dla ktérych stale
rosnie liczba transformowanych gatunkoéw roslin w celu identyfikacji funkcji genu
lub ustalenia szlaku biosyntezy metabolitow, lub wreszcie jako miejsce produkcji
zwigzkoéw na skale przemystowa.

3.1. Ustalanie znaczenia sekwencji regulatorowych

Niezastgpiong metoda analizy promotoréw gendw i innych sekwencji regulato-
rowych sg konstrukty genéw reporterowych wprowadzanych do ro$lin transgenicz-
nych. Na podstawie analizy ekspresji reportera dowiadujemy sie o potencjalnej swo-
istosci tkankowej promotora i sposobach jego regulacji czynnikami biotycznymi i a-
biotycznymi. W takim postepowaniu udato sie wydzieli¢ i scharakteryzowaé wiele
promotoréw o przydatnosci biotechnologicznej. Przyktadowo promotor genu ko-
dujacego jedna z izoform biatek 14-3-3 jest swoisty dla wigzek przewodzacych, kto-
re skiadaja sie na widkna Iniane.
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Rys. 2. Histochemiczna analiza skrawkoéw bulw ziemniaka transformowanych wektorem binarnym
zawierajacym gen reporterowy GUS pod kontrolg promotora 35S (A), promotora transferazy glukozowej
(B) i promotora genu 14-3-3 kodujacego izoforme 16R (C).

ANTOCYJANINY LIGNANY

LEUKOANTOCYJANIDYNY

DESI DFR 10 DFR DFR 10

Rys. 3. Bulwy ziemniakdw kontrolnych (DESI) transgenicznych (DFR 10), w ktérych dokonano nadek-
spresji reduktazy dihydroflawonolu, gtéwnego enzymu syntezy antocyjanéw i leukoantocyjanidyn, kon-
strukt genowy umieszczono pod kontrolg swoistego promotora GT. Widoczne zabarwienie wiazek prze-
wodzacych (gorny lewy panel) w bulwie transgenicznej i perydermie pod skérka (dolny lewy panel).
Réwnoczes$nie obserwowano zmniejszenie zawartosci lignin (skrawki barwione floroglucynolem) w bul-
wach transgenicznych (gérny, prawy panel) i zwiekszenie syntezy proantocyjanidyn w perydermie (dol-
ny, prawy panel).
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Wprowadzono konstrukcje genowg produkujaca polihydroksymaslan we widk-
nach wiasnie za pomocg tego promotora (14). Réwnolegle uzyty popularny promo-
tor 35S gwarantujacy ekspresje we wszystkich komdrkach okazat sie bezuzyteczny
z punktu widzenia biotechnologicznego poniewaz synteza PHB we wszystkich ko-
morkach powodowata dramatyczne zahamowanie wzrostu roslin.

Innym waznym biotechnologicznie promotorem jest promotor, niedawno wy-
dzielony z genu transferazy glukozowej, silnie indukowany $wiattem UV i 0 swoisto$-
ci tkankowej ograniczonej do wiazek przewodzacych i komorek perydermy bulw
(rys. 2B) ziemniaka (15).

Promotor z powodzeniem zostat zastosowany do syntezy flawonoidéw (rys. 3)
w ziemniakach co spowodowato zwiekszong ich ochrone przed infekcja patogenna.
Nadto ustalono przeptyw metabolitdw miedzy roznymi gateziami szlaku fenylopro-
panoidowego. Intensyfikacji syntezy antocyjanéw i leukoantocyjandéw towarzyszyt
spadek syntezy lignin. Jeszcze innym przyktadem jest niedawno przez nas wydzielo-
ny i scharakteryzowany promotor indukowany patogenami i kwasem salicylowym
(16).

3.2. Weryfikacja szlakéw biosyntezy

Rodliny transgeniczne sg wielce przydatnym narzedziem oceny waznosci genu,
jednak monocistronowa translacja roslinnych genéw jadrowych jest o tyle nieko-
rzystna, ze nie pozwala na réwnoczesna manipulacje wieloma genami. W pierw-
szych prébach trzyetapowej syntezy polihydroksymaslanu wprowadzano pojedyn-
cze geny do roslin, a nastepnie rosliny krzyzowano miedzy sobg uzyskujac w koncu
kompletny szlak biosyntezy (17). W podobny sposéb zakonczono sukcesem wpro-
wadzenie trzech genoéw syntezy p-karotenu do ryzu, ale cato$¢ prac zajeta az sie-
dem lat (18). Sposobem na przezwyciezenie tej niedoskonatosci jest transformacja
chloroplastéw. W przeciwienstwie do genoéw jgdrowych wiekszo$¢ genéw chloro-
plastowych jest transkrybowana policistronowo, ktore nastepnie dojrzewajg do
transkryptu translatowanego. Istnieje zatem sposob, aby wprowadzaé transgen
w formie operonu, czyli przez pojedynczg transformacje mozna wprowadzi¢ kilka
gendw. Pomyst pozytywnie zweryfikowano z uzyciem trzygenowego operonu cry-
2Aa2 z Bacillus subtilis (19), a nastepnie z powodzeniem uzyto do uzyskania roslin
przydatnych w fitoremediacji ekspresjonujacych mer operon zawierajacy geny re-
duktazy jondw rteciowych i liazy, pochodnych organicznych rteci (20). W aktualnych
doniesieniach informuje sie o modyfikacji chloroplastowego DNA w taki sposob,
aby zapewni¢ roslinie odporno$¢ na patogeny i herbicydy oraz do wydajnej syntezy
w nich biatek o znaczeniu farmaceutycznym, a w tym szczepionek.
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4. Eliminacja gen6éw opornosci

Powaznym ograniczeniem stosowania techniki transgenezy dla celéw biotechno-
logicznych jest konieczno$¢ uzycia gendéw markerowych do ich selekcji. Ze wzgledu
na skuteczno$¢ najczestszymi markerami sg geny opornosci antybiotykowej. Naj-
czesciej stosowanymi sg nptil (kanamycyna czynnikiem selekcjonujgcym), aadA
(spektynomycyna i streptomycyna), hph (selekcja na hygromycynie) i bar (selekcja na
herbicydzie). Wiekszo$¢ zastrzezen roznych organizacji spotecznych do GMO bierze
sie z obecnosci gen6w dajacych antybiotykowa oporno$¢. Zastrzezenia dotyczg moz-
liwosci transformacji bakterii wspdtzyjacych lub infekujgcych organizm genami
opornosci na antybiotyki, przez co nieskuteczne bedzie leczenie organizmu anty-
biotykami. Czesciowym wsparciem dla takiego zastrzezenia stato sie odnalezienie
we krwi myszy karmionych plazmidem fragmentéw DNA o wielkosci 976 pz (21).
200-nukleotydowe fragmenty DNA plastydowego znaleziono niemal we wszystkich
organach zwierzat karmionych roslinami (22). Niektére bakterie, jak Acinetobacter
calcoaceticus i Bacillus subtilis, nabierajg kompetencji do transformacji, gdy sa gtodzo-
ne (23,24). Z przedstawionych danych wynika, ze DNA roslinny nie jest catkowicie
trawiony w przewodzie pokarmowym, a takze, iz moze przechodzi¢ przez Sciane je-
lita. Teoretycznie istnieje zatem mozliwo$¢ transformacji bakterii materiatem gene-
tycznym zjadanym z pozywieniem. Stad opracowano kilka metod pozwalajgcych na
usuwanie markerow selekcji po wyselekcjonowaniu roslin transgenicznych. Naj-
prostszym sposobem jest wykorzystanie endogennej rekombinazy i umieszczenie
genu markera pomiedzy dwoma identycznymi i krétkimi sekwencjami identycznie
zorientowanymi. Bezposrednie powtorzenia sekwencji na koncach genu sg niezbed-
ne do zainicjowania homologicznej rekombinacji. Rekombinaza oddziatuje z obu
koricami genu i dochodzi do usuniecia sekwencji znajdujacej sie miedzy powtérze-
niami. W ten spos6b usuwano gen aadA z transformantow plastydowych, umiesz-
czajac go pomiedzy 418-nukleotydowymi powtdrzeniami. Uzyskano okoto 24% ros-
lin transgenicznych nie zawierajacych markera (25).

Innym sposobem jest wprowadzenie réwniez genu rekombinazy, jednak aby nie
dochodzito do usuniecia sekwencji markera przed selekcjg roélin, to gen rekombi-
nazy jest pod kontrolg promotora indukcyjnego, jeszcze innym sposobem jest
umieszczenie genu reporterowego w otoczeniu sekwencji transpozonowej utat-
wiajgcej usuniecie markera w trakcie rozwoju organizmu transgenicznego. Chociaz
wytworzono metody pozwalajgce na usuniecie markera, to postepowanie jest za-
zwyczaj ucigzliwe i kosztowne, stad wprowadza sie metody selekcji oparte na pozy-
tywnym dziataniu reportera. Przyktadem jest gen izomerazy fosfomannozowej, kto-
rego produkt przeksztatca fosfomannoze do fosfofruktozy, co ma pozytywny wplyw
na wzrost roslin transgenicznych (26). Cen zostat uzyty do modyfikacji wielu roslin
uzytkowych, w tym buraka cukrowego, ziemniakdw, rzepaku, kukurydzy i pszenicy.
Powszechne zastosowanie izomerazy fosfomannozowej staje jednak pod znakiem
zapytania, poniewaz zaobserwowano, ze gen ma znaczenie w wirulencji ssakow
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przez grzybowe patogeny oraz, ze D-mannoza indukuje zmiany w komérkach po-
dobne do tych pojawiajacych sie w komdrkach apoptotycznych (27).
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