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The significance of plant genetic transformation for modern research

Summary

It has been over ten years now since genetically modified plants, obtained
due to genetic transformation, started to be cultivated in many countries all over
the world. As a rule, a GM plant is characterized by a new trait developed as a re-
sult of introduction of gene/genes (T-DNA), derived from another organism.

It seems that no sufficient attention has been paid to the fact that genetic
transformation has provided a useful tool for functional plant genomics. The
identification of genome sequences of a few species (such as Arabidopsis
thaliana, Oryza saliva i Medicago truncatula) and significant progress in genome
sequencing of some others, including trees (Populus trichocarpa), lead to an inev-
itable question about the function of genes. It is the knowledge of the function
of DNA sequences that allows for their practical applications.

Insertional mutagenesis, based on T-DNA incorporation, meant to cause
gene modification resulting in the development of new plant phenotypes. Mu-
tant phenotype ensures isolation and identification of the modified gene. In or-
der to identify the function of a gene which does not bring about phenotype
changes, it is necessary to supplement an inserted DNA segment with sequences
enabling the monitoring of gene expression. Gene silencing technology is an-
other way to get the information about gene function and to control genes.
New techniques are being enriched with improved chemical and physical muta-
tion methods.

Further studies and new applications are greatly facilitated by the detection
of gene functions with the use of insertional mutagenesis, gene silencing strat-
egy and evaluation of gene expression.
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Znaczenie transformacji genetycznej w nowoczesnych badaniach roslin

1. Wprowadzenie

Od ponad dziesieciu lat roéliny genetycznie modyfikowane (uzyskane w wyniku
transformacji genetycznej) sq uprawiane w réznych krajach na catym Swiecie. Z re-
guly maja one nowa ceche po wprowadzeniu genu/éw (T-DNA) pochodzacego z in-
nego organizmu. Wykorzystanie roslin genetycznie modyfikowanych jest przedmio-
tem goracych dyskusji zaréwno w Polsce jak i na catym Swiecie.

Mniej uwagi natomiast zwraca sie na fakt, ze transformacja genetyczna stala sie
niezwykle przydatnym narzedziem wgenomice funkcjonalnej roslin (1). Poznanie se-
kwencji genomow kilku gatunkéw roslin (Arabidopsis thaliana, Oryza sativa i Medicago
truncatula), a takze szybko powstajgce bazy sekwencji genomdéw innych gatunkow
roslin, w tym drzew {Populus trichocarpa), zmusza do postawienia pytania o funkcje
genow. Znajomos¢ funkcji poznanych sekwencji pozwala na ich wykorzystanie.

2. Metody badania funkcji genu

Ustalenie funkcji genéw dokonuje sie przez poréwnanie do poznanych wczes$-
niej genow (in silico), a nastepnie przez analize eksperymentalna.

2.1. Genomika pordwnawcza {in silico)

Poszukiwanie podobieristwa badanego genu do wszystkich dostepnych sekwen-
cji gendw w bazie danych dostarcza nam z reguty informacji przyblizonej. Informa-
cja ta dotyczy z jednej strony rodziny genéw o podobnych wiasciwosciach produktu
biatkowego, a z drugiej procentowego udziatu sekwencji identycznych z wybranymi
genami. Sekwencje DNA najczesciej przeksztatca sie w sekwencje aminokwaséw,
gdyz brak homologii jest tatwiej wykrywalny na tym poziomie. Poréwnanie sekwen-
cji DNA lub sekwencji aminokwaséw moze doprowadzi¢ do wykrycia domen zasad-
niczych, ktére petnig takie same funkcje. Wyniki poréwnania sekwencji w bazach
danych z reguty dajg informacje niekompletng, o réznym stopniu uzytecznosci. Po-
maga ona jednak w planowaniu analiz eksperymentalnych.

2.2. Genomika eksperymentalna

Do DNA mikroorganizméw stosunkowo tatwo mozna wprowadzaé wybrane geny
(np. opornosci na antybiotyk) wbudowane do odpowiednich kaset, jesli na koncach
kasety zostang dobudowane sekwencje homologiczne do sekwencji genu, ktéry
chcemy inaktywowa¢ (bada¢) to pomiedzy wprowadzonym DNA i znajdujagcym sie
w komodrce mikroorganizmu dojdzie do rekombinacji homologicznej. Komorke za-

BIOTECHNOLOGIA 4 (75) 164-167 2006 165



Katarzyna Niemirowicz-Szczytt

wierajacg wymieniony odcinek tatwo identyfikowaé, gdyz bedzie oporna na antybio-
tyk. Nastepnie takie komdrki mozna bada¢ pod katem utraconej funkcji.

U roslin podobnie, mozna wprowadzi¢ T-DNA wywotujgce zmiany w genie. Przy-
czynia sie to do powstawania nowych fenotypow. Roslina o fenotypie mutanta (mu-
tageneza insercyjna) utatwia izolacje i identyfikacje zmienionego genu. Ostatnie do-
niesienia $wiadczg o intensywnych badaniach ryzu przy zastosowaniu mutagenezy
insercyjnej (2-4). Mozna réwniez przeprowadzi¢ transformacje genetyczng zmie-
rzajaca do zwiekszenia ekspresji (nadekspresji) genu np. przez zastosowanie odpo-
wiednio silnego promotora. Z kolei wprowadzenie genu o znanej funkcji moze spo-
wodowac¢ ekspresje nietypowg dla tego genu (ekspresja ektopowa).

Doktadne badanie funkcji genu i jego produktu biatkowego jest mozliwe po za-
stosowaniu mutagenezy ukierunkowanej, ktora w przypadku roslin bedzie polegata
na odcinaniu poszczegolnych czesci genu, wprowadzaniu zmniejszonego odcinka
genu do wektora i przeprowadzaniu transformacji. Mozliwe sg nie tylko delecje, ale
réwniez inne manipulacje (np. insercje, substytucje) na wytypowanym do badan ge-
nie. Wymaga to jednak przygotowania wielu wektoréw i przeprowadzenia wielu
transformacji komorek roslinnych. Wprowadzone ukierunkowane zmiany w genie
moga powodowaé Smier¢ komérki, a co za tym idzie brak informacji o funkcji genu.

Whprowadzanie genéw do roélin jest duzo trudniejsze niz do mikroorganizméw.
Tego typu eksperymenty mozna przeprowadzi¢ stosunkowo tatwo tylko z Arahidopsis
thaliana, Nicotiana tabacum czy Oryza sativa, ale beda trudne lub niemozliwe do prze-
prowadzenia w przypadku wielu gatunkéw roslin wyzszych (5). Dlatego tez konstru-
uje sie uktady modelowe (np. Arahidopsis thaliana) dla programoéw systematycznego
poznawania genomoOw z kolekcjami mutantéw (5) i form o skrajnie wyrazonych ce-
chach, opracowanymi metodami transgenezy (mozliwie proste, tanie, z prostg struk-
turg zintegrowanego locus) i metodami badania ekspresji gendw. Najczesciej do ko-
morek roslinnych geny sg wprowadzane przy uzyciu plazmidu Ti Agrobacterium
tumefaciens, rzadziej przy uzyciu metod biolistycznych, chociaz ta metoda jest do-
skonalona i wykorzystywana do stabilnych, miejscowo specyficznych transformaciji
(6). Znajomos¢ mechanizméw powstawania locus transgenu jest zasadnicza dla in-
terpretacji poszukiwanej funkcji genu (7,8).

Dla wykrycia funkcji genu, ktéry nie powoduje zmian fenotypu, do insertowane-
go odcinka DNA dodaje sie sekwencje umozliwiajgce monitorowanie ekspresji ge-
nu, np. geny reporterowe (9).

Technologia wyciszania genéw dostarcza informacji o funkcji genu, a takze po-
zwala na regulowanie dziatania genéw. Prébuje sie nowych metod wyciszania ge-
néw, uzywajac technologii transformacji przy uzyciu dsRNA (10), a nawet dsDNA
(11). System badania wyciszania genéw za pomocg RNAi ma pewne ograniczenia
(12) . Pojawiajg sie tez informacje o wykorzystaniu wiruséw jako wektoréw do wyci-
szania gendéw w ro$linach (13). Do nowych mozliwosci dodaje sie ciggle udoskonala-
ne metody mutacji chemicznych i fizycznych (5).
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Podsumowanie

Odkrywanie funkcji za pomocg mutagenezy insercyjnej, strategia wyciszania i o-

cena ekspresji daje mozliwosci dalszego poznania i wykorzystania gendéw u roslin.
Postep w tej dziedzinie jest mozliwy rowniez dzieki doskonaleniu technik transfor-
macji genetycznej komorek roslinnych.
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