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Physical, chemical and genetical methods of plant mutagenesis
Summary

The challenge for the plant functional genomics is to elucidate the function
of every gene in the plant genome. Definitive allocation of gene function re-
quires the introduction of mutations and further analysis of their phenotypic re-
percussions. Chemical and ionizing radiation mutagenesis are useful tools to
generate genetic variability for functional genomic studies. T-DNA fragments
and transposable elements can potentially generate mutations disrupting gene
continuity. ZFN mutagenesis method allows the introduction of genetic changes
precisely into the desired genome region.
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1. Wprowadzenie

Sekwencjonowanie genomow roslin modelowych umozliwito
poznanie sekwencji nukleotydowych wielu genéw. Zaistniata sy-
tuacja, w ktorej znanych jest wiele sekwencji genéw, brakuje na-
tomiast danych na temat ich funkcji. Tymi zagadnieniami zajmu-
je sie rozwijana obecnie genomika funkcjonalna. Metody genomi-
ki funkcjonalnej wymagaja zaktadania kolekcji zawierajgcych wie-
le tysiecy roznego typu mutantow roslinnych. Tworzone sg kolek-
cje, w skiad ktorych wchodzg mutanty uzyskane metodami muta-
genezy fizycznej, chemicznej oraz genetycznej. Mutageny fizycz-
ne oraz chemiczne indukuja mutacje w sposéb losowy. Istnieja
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jednak genetyczne metody ukierunkowanej mutagenezy, pozwalajgce na precyzyjne
indukowanie mutacji w okreslonym miejscu genomu. Nastepnie dokonuje sie szcze-
gb6lowej analizy mutantéw w celu okreslenia zaistniatych zmian morfologicznych,
histologicznych, cytologicznych i fizjologicznych. Analizowane sa takze zmiany
w transkryptomie i proteomie ro$lin. Petna analiza fenotypowa oraz genotypowa
mutantow umozliwia okreslenie funkcji genéw w roélinie.

2. Wykorzystanie czynnikéw fizycznych w mutagenezie roslin

W mutagenezie roslin wykorzystywane sg: promieniowanie jonizujace (promie-
nie X, promienie gamma, alfa, beta, protony oraz neutrony), elektromagnetyczne
i ultrafioletowe. Efektem dziatania promieniowania jonizujgcego s3 zmiany w se-
kwencji DNA i aberracje chromosomowe. Czesto uszkodzenia radiacyjne prowadza
do powstania nietypowych pochodnych zasad azotowych wchodzgcych w sktad de-
oksyrybonukleotydéw (glikol tyminy, 2-oksyadenina, 8-oksyguanina i 5-formyloura-
cyl). Rodnik *OH, powstajacy podczas radiolizy wody, atakuje podwdéjne wigzanie
C-5=C-6, wystepujace w zasadach pirymidynowych wchodzacych w skitad nukleoty-
dow, indukujac zmiany we wtasciwosciach parowania zasad azotowych. Promienie
X, wycinajac nukleotydy pirymidynowe, powodujg rozerwanie czgsteczki DNA. Cha-
rakterystyczny dla puryn pierScien imidazolowy jest okolo dwukrotnie bardziej wra-
zliwy na uszkodzenia radiacyjne niz pier$cien pirymidynowy. Reakcje radiochemicz-
ne, przebiegajgce w wyniku napromieniowania puryn, prowadzg czesto do rozpadu
pier$cienia imidazolowego. W ten spos6b powstajg formamidowe pochodne pirymi-
dyn takie jak 4,6-diamino-5-formamidopirymidyna oraz 2,4-diamino-5-formami-
do-6-hydroksypirymidyna. Uszkodzenia pentoz budujacych szkielet cukrowo-fosfo-
ranowy powoduja pekniecia w jednej badz w obu niciach DNA. Promienie y sg przy-
czyna aberracji chromosomowych i mutacji punktowych typu delecji. Czesto$¢ mu-
tacji, bedacych skutkiem napromieniowania, zalezy od dawki oraz od czasu dzia-
tania promieniowania na komoérki. Wiadomo takze, ze komorki intensywnie dzie-
lace sie, s bardziej podatne na mutagenne dziatanie promieniowania jonizujacego
niz komorki nie ulegajace podziatom. Wykazano, ze obecnos¢ tlenu zwieksza liczbe
aberracji chromosomowych niemal trzykrotnie (1,2).

Neutrony to czastki nie majgce tadunku elektrycznego, wykazujace silne dzia-
lanie jonizujgce. Mutagenne dziatanie szybkich neutron6w objawia sie¢ w postaci
mutacji typu delecji (1). Metoda Deleteagene, stosowana z powodzeniem do otrzy-
mywania mutantéw Arabidopsis thaliana, polega na bombardowaniu nasion roslin
typu dzikiego strumieniem szybkich neutronéw. Kolekcje roslin, ktére wyrosly z na-
sion poddanych dziataniu szybkich neutronéw, przeszukuje sie nastepnie w celu
znalezienia mutacji w okreslonym genie. Delecje identyfikuje sie przy uzyciu techni-
ki PCR, stosujac startery oskrzydlajace badany gen. Dtugosci sekwencji nukleotydo-
wych objetych delecja wynosza od kilku pz do ponad 30 kpz (3,4).
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Promieniowanie UV nie indukuje procesu jonizacji. Wnikajgc w gtab tkanki ulega
rozproszeniu na napotkanych atomach, wywotujac w nich stan wzbudzenia poprzez
wybijanie elektronoéw z zewnetrznych orbit do poziomoéw o wyzszej energii. Muta-
cje powstaja w wyniku reakcji wzbudzonych atomoéw z atomami wchodzgcymi
w sktad czasteczek DNA. Pod wplywem promieni UV tworza sie cyklobutanowe di-
mery pirymidynowe np. 6,4-fotoprodukt i dimer tyminy. Dimery, powstajgce przez
cyklizacje sasiednich pirymidyn jednej nici, zaburzajg strukture DNA, uniemozli-
wiajac w ten sposob prawidiowy przebieg procesu replikacji. Podczas syntezy nici
potomnej indukowane sg mutacje punktowe (1,2).

3. Mutageneza chemiczna

Czynniki alkilujace sa zwigzkami chemicznymi najczesciej stosowanymi w muta-
genezie roslin. Posiadajg zdolnos¢ modyfikowania puryn i pirymidyn. Modyfikacje
polegaja na przenoszeniu grup alkilowych na pier$cienie zasad azotowych, przede
wszystkim na atom azotu w pozycji N7 guaniny oraz N3 adeniny. Czynniki alkilujgce
rownie czesto reagujg z atomem w pozycji O° guaniny oraz z grupami fosfodiestro-
wymi budujacymi wigzania pomiedzy 3’0OH i 5’ fosforanem sasiednich nukleotydow.
Dziatanie mutagenne objawia sie w zmianach wlasciwosci parowania zasad.
Przykladowo 0° alkiloguanina tworzy pare z tyming zamiast z cytozyng, w rezulta-
cie dochodzi do tranzycji pary G/C — A/T. Czynniki alkilujgce indukuja: tranzycje,
transwersje, delecje. Metylenosulfonian etylu (EMS), jest zwigzkiem chemicznym
standardowo stosowanym w chemicznej mutagenezie roslin. Mutacje wprowadzane
przez EMS to przede wszystkim tranzycje G/C — A/T. EMS przeksztalca guanine
w O-6-metyloguaninge w wyniku przeniesienia grupy alkilowej mutagenu w pozycje
0% puryny. W rezultacie podczas replikacji dochodzi do tranzygji. Analiza sekwencji
nukleotydowych otaczajgcych alkilowang guanine ujawnita pewne preferencje. Czes-
ciej w pozycjach -1 i +1 oskrzydlajacych guanine wystepujg puryny, przy czym ade-
nina pojawia sie cze$ciej niz guanina. Obecnos¢ pirymidyn jest rzadsza. Tymina cze-
$ciej niz cytozyna obserwowana byta w pozycji —1, natomiast w pozycji +1 cytozyna
wystepuje czesciej niz tymina (2,9,10).

Mutagenne dziatanie N-metylo-N-nitrozomocznika (MNH) zwigzane jest z mody-
fikacjami zasad azotowych (2,5). Mutageneza roslin przez jednoczesne stosowanie
MNH i NaN3 daje szerokie spektrum mutacji genowych. Ta metoda przyczynita sie
m.in. do wyselekcjonowania mutantéw jeczmienia o zwiekszonej tolerancji na tok-
syczne jony glinu AR+ (5,7). Mutagenne dziatanie innego zwigzku alkilujacego, die-
poksybutanu (DEB), zwigzane jest z powstawaniem delecji, osiagajacych rozmiary
do 1 kpz. DEB indukuje rowniez mutacje punktowe. Mutagenezie poddawane sg na-
siona roslin (8).

Czes$¢ zwigzkow chemicznych wykazuje cechy radiomimetyczne. Zwigzki o cha-
rakterze radiomimetycznym, takie jak etyloimina (El) oraz N-nitrozo-N-etylomocz-
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nik (NEU), powoduja w DNA uszkodzenia podobne do efektow dziatania promienio-
wania jonizujgcego. W mutagenezie roslin wykorzystywany jest rowniez azydek
sodu — NaN3. Mutagenami chemicznymi sg takze analogi zasad azotowych i zwigz-
ki interkalujgce (2,5,6).

Hydrochlorek 9-aminoakrydyny (9AA) jest mutagenem, ktory posiada zdolnos¢
interkalowania pomiedzy zasady azotowe w DNA. Interkalacja jest zjawiskiem pole-
gajacym na tworzeniu stabilnych komplekséw pomiedzy DNA i ligandami, ktére sg
okreslane mianem interkalatoréw. Ptaska konformacja czgsteczki liganda umozliwia
wsuniecie sie pomiedzy pary puryn i pirymidyn, sgsiadujgce ze sobg w helisie DNA.
9AA interkalujac miedzy pary zasad DNA staje sie przyczyng delecji oraz addygji
podczas procesu replikacji. 9AA byt przyktadowo wykorzystywany w mutagenezie
chemicznej chloroplastow, w celu analiz systeméw naprawczych cpDNA (6).

4. Mutageneza genetyczna

4.1. Mutageneza z zastosowaniem T-DNA

Rejon T w plazmidach Ti (ang. tumor inducing) Agrobacterium tumefaciens oraz Ri
(ang. root inducing) Agrobacterium rhizogenes, okreslany jest mianem T-DNA (ang.
transferred DNA). Plazmid Ti ma zdolno$¢ wprowadzania rejonu T do genomu jadro-
wego komorek roslinnych, dzieki czemu jest wykorzystywany jako wektor w trans-
formacji oraz w mutagenezie. Dla potrzeb biologii molekularnej skonstruowano
szereg wektorow bedacych pochodnymi plazmidu Ti. Mechanizm transformacji ko-
morek roslinnych przez A. tumefaciens zostal szczegbétowo opisany (11-19).

Mutageneza z udziatem T-DNA, metoda najcze$ciej stosowana w ostatnich cza-
sach, polega na insercji obcego DNA do genomu. Insert T-DNA moze nie tylko rozbi-
jac sekwencje genu, ale dodatkowo wprowadzac gen markerowy, np. gen opornosci
na antybiotyk. Niewatpliwag zaletg mutagennego dziatania rejonu T jest jego fizycz-
na i chemiczna stabilno$¢ po integracji. Transpozony, ktore rowniez wykorzystywa-
ne sa w insercyjnej mutagenezie roslin, sa mniej stabilne i maja tendencje do prze-
mieszczania sie w genomie. T-DNA moze zosta¢ wigczony w rézne miejsca w obre-
bie genu (rys. 1). Insercja typu knock-out powoduje rozbicie ciggtosci genu. Insercja
typu knock-down w rejonie promotora badz 3’ UTR genu (ang. untranslated region) ha-
muje ekspresje. Natomiast integracja konstruktu T-DNA, zawierajacego silny pro-
motor 35S wirusa mozaiki kalafiora CaMV (ang. cauliflower mosaic virus) w rejonie
promotorowym genu, wzmacnia poziom ekspresji (ang. knock-on). Mozliwa jest row-
niez insercja w wiecej niz jednym miejscu genomu, wywotujaca zmiany w ekspresji
wielu genéw (ang. knock-knock) (20,21).

Prawdopodobienstwo odnalezienia insercji T-DNA w okreslonym genie zalezy od
trzech gtéwnych czynnikow: wielko$ci genomu, rozmiaru danego genu i liczby in-

160 PRACE PRZEGLADOWE



Fizyczne, chemiczne i genetyczne metody mutagenezy roslin

knock-out knock-down
i 358 CaMV % %
knock-on knock-knock

Rys. 1. R6zne przypadki integracji T-DNA z genomem ro$liny w obrebie genu lub jego promotora.
Opis schematu jest zawarty w tekscie. P — sekwencja promotorowa genu, GEN — sekwencja kodujgca
genu, 35S CaMV - sekwencja promotorowa wirusa mozaiki kalafiora. Czarne strzatki oznaczajg miejsce
integracji T-DNA.

sertow T-DNA w genomie po mutagenezie. Zaobserwowano, ze insercje T-DNA za-
chodza preferencyjnie w rejonach bogatych w geny. W sekwencjach repetytywnych
insercja zachodzi rzadziej. Prawdopodobienstwo znalezienia przynajmniej jednej
insercji T-DNA w okreslonym genie o wielko$ci X kpz wystepujagcym w genomie
o diugosci Y kpz mozna obliczy¢ korzystajac z nastepujgcego réwnania matema-
tycznego: P=1-[1-(X/Y x 10°)| (n oznacza liczbe insertow T-DNA) (22,23).

4.2 Mutageneza z wykorzystaniem mechanizmu transpozycji

Transpozony sa elementami ruchomymi, ktére moga przemieszczac sie w obre-
bie genomu wykorzystujagc mechanizm transpozycji. Pomiedzy sekwencjami termi-
nalnymi (o tej samej, badz przeciwnej orientacji), niosg one geny niezbedne w pro-
cesie transpozycji, a takze geny, ktore nie sa zaangazowane w ten proces (np. geny
oporno$ci na antybiotyki). Przemieszczanie sie transpozonow stanowi Zzrodto
zmiennoS$ci genetycznej. Transpozony sg takze czynnikiem mutagennym, fizycznie
inaktywujacym geny.

Elementy transpozycyjne (TE, ang. transposable elements) podzielono na dwie kla-
sy w zaleznosci od mechanizmu transpozycji. Transpozony klasy | sg retrotranspo-
zonami dokonujgcymi transpozycji za posrednictwem RNA, natomiast TE klasy Il do-
konuja transpozycji za posrednictwem DNA. Retrotranspozony stanowig duzg klase
eukariotycznych TE, podzielona na dwie grupy: retrotranspozony LTR (ang. long ter-
minal repeat) oraz retrotranspozony nie zawierajgce na swych koncach powtorzen
LTR (non-LTR). Retrotranspozony LTR posiadaja na koncach powtérzenia sekwengji
nukleotydowych o diugosci od okoto 100 pz do kilku kpz. W grupie retrotranspozo-
now LTR istnieje podziat na dwie podgrupy: Tyl-copia oraz Ty3-gypsy. Retrotranspo-
zony non-LTR podzielono z kolei na podgrupy LINEs (ang. long interspersed nuclear
elements) oraz SINEs (ang. short interspersed nuclear elements). TE klasy | nalezace do
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podgrupy Tyl-copia oraz Ty3-gypsy zawieraja geny gag i pol kodujace biatka zaanga-
zZowane w proces retrotranspozycji. Geny gag koduja biatka strukturalne natomiast
geny pol koduja biatka enzymatyczne. Do biatek enzymatycznych kodowanych przez
geny pol zaliczane s3: odwrotna transkryptaza (RT), integraza (INT), RNaza H oraz
proteaza (PRO) biorgca udziat w proteolitycznej aktywacji biatek. Transpozony klasy
Il dokonuja transpozycji na zasadzie ,tnij i wigczaj”. Mechanizm transpozycji wyma-
ga obecnoSci transpozazy, ktéra rozpoznaje krotkie, odwrotne powtoérzenia se-
kwencji nukleotydowych ulokowane na koncach TE (TIR, ang. terminal inverted repe-
at). Do klasy Il transpozonow naleza: autonomiczne elementy transpozycyjne, nie-
autonomiczne elementy transpozycyjne oraz MITEs (ang. miniature inverted-repeat
transposable elements). Autonomiczne elementy transpozycyjne klasy Il niosa gen
transpozazy. Elementy nieautonomiczne posiadajg delecyjnie uszkodzony gen transpo-
zazy i moga przemieszczac sie w obrebie chromosomu tylko w obecnosci transpo-
zazy pochodzacej z innego TE. W mutagenezie roslin wykorzystywane sg retrotrans-
pozony Tntl, Ttol, Tos17, a takze transpozony Ac/Ds, En/Spm, Mu oraz MITE (24,25).

Retrotranspozon Tnt1, wystepujacy naturalnie w Nicotiana tabacum, wykazuje
mutagenne dziatanie zarébwno w naturalnym gospodarzu, jak rowniez w uktadach
heterologicznych: Medicago truncatula i Arabidopsis thaliana (26,27). Tnt1 mozna
z powodzeniem wprowadzi¢ do rosliny poprzez transformacje eksplantatow szcze-
pem bakteryjnym EHA105 A. tumefaciens niosgcym plazmid Tnk23 (pochodna wekto-
ra binarnego pBin19) zawierajgcy sekwencje nukleotydowa retrotranspozonu (28).
Tnt1 zostal wykorzystany w genomice funkcjonalnej M. truncatula (29).

Czes$¢ gendw, pelnigcych podstawowa role w regulacji rozwoju kwiatéw i kwia-
tostanéw, nalezy do rodziny genowej MADS — box. Funkcje niektoérych z tych ge-
néw nadal nie sg poznane. W celu wyjasnienia ich roli u M. truncatula wykorzystano
mutageneze transpozycyjng z zastosowaniem retrotranspozonu Tnt1. Powstalg
w ten sposob kolekcje mutantéw przeszukiwano nastepnie w celu identyfikacji
osobnikéw zawierajacych insercje w genach nalezacych do rodziny MADS - box.
Identyfikacji dokonano w reakcji PCR z wykorzystaniem starteréw zaprojektowa-
nych na ewolucyjnie zachowane sekwencje geno6w nalezacych do rodziny MADS —
box w kombinacji ze starterami komplementarnymi do sekwencji LTR retrotranspo-
zonu Tnt1. W wyniku amplifikacji PCR i p6zZniejszej analizy sekwencyjnej otrzymane-
go produktu zidentyfikowano insercje w genie MtPIM, bedacym homologiem genu
PIM (ang. Proliferating Inflorescence Meristem) wystepujacego u Pisum sativum. Analiza
fenotypéw mutantéw mtpim, niosgcych mutacje w genie MtPIM, umozliwita pozna-
nie funkcji tego genu (29).

Kolejnym retrotranspozonem, wykazujagcym mutagenne dziatanie, jest Ttol
o dlugosci 5300 pz. Naturalnym gospodarzem Ttol jest N. tabacum, ale retrotrans-
pozon jest rowniez aktywny w uktadach heterologicznych. Tto1 aktywowano w ko-
moérkach ryzu i A. thaliana. Mutanty uzyskane na drodze mutagenezy insercyjnej
przez zastosowanie retrotranspozonu Ttol stanowig dobry material badawczy dla
potrzeb genomiki funkcjonalnej roslin (30,31).
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Endogenny retrotranspozon Tos17, naturalnie wystepujacy w ryzu, rowniez wy-
kazuje mutagenne dziatanie, co znalazto zastosowanie w genomice funkcjonalnej
ryzu. Retrotranspozon ma dlugos¢ 4114 pz i wystepuje w genomie ryzu w liczbie od
1 do 5 kopii. Tos17 preferencyjnie lokuje sie w obszarach genomu bogatych w geny.
Poniewaz $rednia wielko$¢ pojedynczego genu ryzu wynosi okoto 5 kpz, uzyskanie
50 000 linii mutacyjnych daje 99% szanse znalezienia mutacji w kazdym genie (32).

W sktad rodziny transpozonéw En/Spm, naturalnie wystepujacych w Zea mays,
wchodzg autonomiczne elementy En/Spm (ang. enhancer/suppresor mutator) o diugo-
Sci 8287 pz oraz nieautonomiczne elementy I/dSpm (ang. inhibitor/defective Spm), sta-
nowigce delecyjne pochodne elementow En/Spm. Wykazano, ze transpozony z ro-
dziny En/Spm sg aktywne w naturalnym gospodarzu, jak réwniez w uktadach hetero-
logicznych: A. thaliana i O. sativa. Z tego powodu znalazty one zastosowanie w muta-
genezie insercyjnej wymienionych roslin (33-36).

Transpozony En/Spm mozna wprowadzi¢ do heterologicznego gospodarza wyko-
rzystujgc klasyczna metode transformacji eksplantatow konstruktem T-DNA nio-
sgcym transpozon. W celu mutagenezy insercyjnej O. sativa zaprojektowano kon-
strukt zawierajacy unieruchomiony element Spm, nieautonomiczny element dSpm
oraz sekwencje nukleotydowe genéw kodujgcych fluoryzujgce biatka DsRed i GFP.
Unieruchomiony przez delecje koncéw transpozon Spm, uzyskany na drodze trawie-
nia enzymami restrykcyjnymi, nadal zawieratl sekwencje genu kodujacego transpo-
zaze i wykorzystywany byt jako zrédio biatka niezbednego dla procesu transpozycji
elementu dSpm. Element dSpm uzyskano przez delecje wewnetrznej sekwencji nu-
kleotydowej kompletnego elementu Spm. W elemencie dSpm zachowano jedynie
1014 pz z konca 5’ oraz 1193 pz z konca 3’. W nastepstwie insercji wymienionego
fragmentu T-DNA do genomu rosliny nastepowata transpozycja elementu dSpm
z udziatem transpozazy pochodzacej z elementu Spm pozbawionego odwrotnych
powtérek na swych koncach. Bialko czerwonej fluorescencji pochodzace z Discosoma
sp. (bialko DsRed) oraz biatko zielonej fluorescencji (biatko GFP) wykorzystane zo-
staly w celu analizy transformantéw. Na podstawie analizy sekwencji oskrzydla-
jacych miejsca insercji dSpm (FSTs, ang. flanking sequence tags) wykazano, ze 70,3%
insercji zaszto w sekwencjach kodujacych (36).

Transpozony nalezgce do rodziny Mu (Mutator), wystepujace w Zea mays, wyka-
zuja bardzo silne wlasciwosci mutagenne. Transpozycja nieautonomicznych ele-
mentow Mu jest regulowana przez biatka MURA i MURB, kt6re powstajg w wyniku
ekspresji genéw murA i murB, wystepujacych w sekwencji nukleotydowej autono-
micznego elementu MuDR. Biatko MURA o masie 120 kDa wykazuje aktywnos¢
transpozazy natomiast biatko MURB, posiadajace mase 23 kDa, jest zaangazowane
w insercje transpozonu Mu do genomu rosliny podczas procesu transpozycji
(37-39). W sekwencjach TIR, wystepujacych na koncach transpozonu Mu, znajduja
sie miejsca wigzace biatko MURA, ktére jest niezbedne w procesie transpozycji
(40). Transpozon Mu znalazl zastosowanie w mutagenezie insercyjnej Z. mays
(41,42).
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Obecnos$¢ miniaturowych elementoéw transpozycyjnych (MITE) wykazano w ge-
nomach réznych organizméw eukariotycznych. Elementy MITE, nalezace do TE kla-
sy 1I, charakteryzujg sie dlugoscig < 500 pz i wystepuja powszechnie u roslin oraz
u zwierzat w liczbie 3 x 103 — 104 kopii/genom (43). Elementy MITE nie zawieraja
sekwencji kodujacych transpozaze i dlatego wymagajg obecnosci specyficznych
partneréw, dostarczajgcych tego niezbednego biatka. Wystepujacy u ryzu element
mPing o dtugos$ci 430 pz moze insercyjnie inaktywowaé geny. Partnerem elementu
mPing jest autonomiczny element Pong. mPing/Pong aktywowano w komérkach ryzu
w kulturach pylnikéw oraz w warunkach stresu wywolanego dzialaniem promieni
gamma. Mutageneza insercyjna wykorzystujaca element mPing moze stanowi¢ na-
rzedzie przydatne w genomice O. sativa (44,45).

Wykazano, ze elementy transpozycyjne MITE nalezace do rodziny Tourist, byty
przyczyng mutacji w genie waxy, kodujacym enzym bioracy udziat w syntezie skrobi
i wplywajacy na zawarto$¢ amylozy w endospermie Z. mays (25,46).

4.3. Biatko fuzyjne ZFN — w poszukiwaniu wydajnej metody ukierunkowanej
mutagenezy roslin

W ukierunkowanej mutagenezie drozdzy oraz myszy stosowane sg metody opar-
te na rekombinacji homologicznej (HR, ang. homologous recombination). Takie podej-
Scie nie sprawdza sie jednak w przypadku roslin wyzszych, u ktérych giéwnym me-
chanizmem naprawy peknie¢ w obu niciach czgsteczki DNA (DSB, ang. double strand
breaks) jest taczenie niehomologicznych koncéw DNA (NHE], ang. nonhomologous end
Joining). Z tego powodu ukierunkowana mutageneza (GT, ang. gene targeting) z wy-
korzystaniem rekombinacji homologicznej nie jest wydajng metodg mutagenezy
u tych organizméw. Uwaza sie, ze biatka fuzyjne ZFN (ang. zinc finger nucleases)
moga stanowi¢ przydatne narzedzie do ukierunkowanej mutagenezy roslin. ZFN
charakteryzujg sie zdolnoscia jednoczesnego nacinania okreslonych sekwencji nu-
kleotydowych w obu niciach czasteczki DNA. Podczas naprawy DNA, droga NHE],
powstaja niewielkie insercje oraz delecje (rys. 2) (47,48). Biatka fuzyjne ZFN stano-
wig pofaczenie ZFP (ang. zinc finger proteins) z niespecyficzng nukleazg — endonu-
kleaza Fokl (49). Enzym restrykcyjny Fokl, izolowany z bakterii Flavobacterium okeano-
koites, zbudowany jest z dwoch domen biatkowych: N-terminalnej domeny rozpo-
znajacej specyficzna pentanukleotydowa sekwencje DNA oraz z C-terminalnej do-
meny odpowiedzialnej za aktywnos¢ nukleazowa (50). Fokl jest zaliczany do restryk-
taz klasy IIS. Enzymy tej klasy rozpoznajg specyficzne sekwencje DNA, lecz ciecia
dokonuja poza sekwencja zgodna w stalej odlegtosci od rozpoznanej sekwengji.
Woéwczas gdy domena wigzaca DNA odnajdzie specyficzng sekwencje, dochodzi do
wzbudzenia aktywnosci w domenie nukleolitycznej (prawdopodobnie na drodze in-
terakgji allosterycznych). Fokl, dzieki N-terminalnej domenie, rozpoznaje pentanu-
kleotydowe sekwencje 5’-GGATG-3’ oraz 5’-CATCC-3’. W sktad N-terminalnej dome-
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5 AGGCCAAAT NNNNNN ATTTGGCCT
3 TCCGGTTTA NNNNNN TAAACCGGA

o 'II'II'II

ZF ZF ZF

C
5 AGGCCNNATTTGGCCT 3
3 TCCGGNNTAAACCGGA 5

Rys. 2. Mechanizm mutagenezy wykorzystujacy biatka fuzyjne ZFN. A. Trzy palce cynkowe (ZF) obec-
ne w ZEN rozpoznajg specyficznie sekwencje o dtugosci 9 nt (trzy nt na kazdy palec cynkowy). Domena
endonukleolityczna Fokl jest aktywna w formie dimeru. Wydajne ciecie w obu niciach czasteczki DNA
nastepuje gdy sekwencje rozpoznawane przez ZFN sg oddalone od siebie 0 4 — 6 nt. B. Produkty tra-
wienia DNA endonukleaza Fok1. C. Podczas naprawy DNA, zachodzgcej zgodnie z mechanizmem NHE],
powstaja niewielkie insercje lub delecje (w tym przypadku delecja).

ny enzymu wchodza trzy subdomeny: D1, D2, D3. Domena C-terminalna katalizuje
hydrolize wigzania 3’,5-fosfodiestrowego w nici o orientacji 5> — 3’ w odleglos$ci
9 pz od rozpoznawanej sekwencji oraz w odleglosci 13 pz w nici o orientacji 3’ —> 5.
Enzym restrykcyjny Fokl funkcjonuje w formie dimeru i wymaga obecnosci jonow
magnezu MgZ* (49,51,52). Obecno$¢ dwoch domen biatkowych, zwigzanych z od-
rebnymi funkcjami, stwarza mozliwos$¢ zaprojektowania chimerycznego enzymu re-
strykcyjnego. Istnieje bowiem mozliwo$¢ zastgpienia domeny N-terminalnej inna
domeng o nowej specyficzno$ci wigzania do sekwencji nukleotydowej. Pierwszym
chimerycznym enzymem restrykcyjnym uzyskanym w ten sposob byt Ubx-Fy, w kto-
rym do C-terminalnej, nukleolitycznej domeny Fokl przytaczono homeodomene Ul-
trabithorax (Ubx) pochodzaca z Drosophila melanogaster. Homeodomena Ubx, odgry-
wajgca wazna role w rozwoju zarodkowym D. melanogaster, zawiera motyw heli-
sa-skret-helisa i wigze sie z DNA w sekwencji zgodnej 5’-TTAAT(G/T)(G/A)CC-3’. Re-
kombinowany enzym Ubx-Fy hydrolizowal wigzania 3’,5’fosfodiestrowe w liniowej
formie wektora pUC13, zawierajacej insert o dtugosci 31 pz, w ktorego sekwencji
znajdowal sie rejon rozpoznawany przez homeodomene Ubx (53).

ZFN zawierajg motywy palcow cynkowych (ang. ZF) typu Cys,His,. Motyw ten po
raz pierwszy zidentyfikowany zostal u zab z rodzaju Xenopus w czynniku transkryp-
cyjnym TFIIIA wspétdziatajagcym z polimerazg RNA 11l w transkrypcji genéw 5S rRNA.
Podobny motyw jest obecny w czynniku transkrypcyjnym Sp1. Motyw palca cynko-
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wego zbudowany jest z okolo 30 reszt aminokwasowych, zwinietych w strukture
zawierajacg dwa odcinki  oraz jedng helise o, ktéra oddziatuje z duzym rowkiem
helisy DNA. Kazda z dwéch konserwatywnych reszt cysteiny, zlokalizowana w obre-
bie struktur 3, oraz konserwatywne reszty histydyny, w C-koncu helisy a, wiazg ko-
ordynacyjnie jon cynku Zn2+. Za specyficzne oddziatywanie ZF z DNA odpowiedzial-
ne sg tancuchy boczne aminokwaséw wchodzgacych w sktad helisy a.. Podstawowa
role w specyficznym wigzaniu motywu palca cynkowego, obecnego w ZEN, do DNA
odgrywajg aminokwasy lezace w pozycjach -1 +1 +2 +3 +4 +5 +6 liczac od
poczatku helisy o.. Odpowiednia zamiana aminokwaséw lezacych w wymienionych
pozycjach krytycznych umozliwia tworzenie palcow cynkowych wigzacych sie
w okreslonych sekwencjach DNA (49,54,55). Dane strukturalne pochodzgce z badan
krystalograficznych oraz wyniki uzyskane przy zastosowaniu techniki NMR (ang.
nuclear magnetic resonance) przyczynily sie w znacznej mierze do rozwoju wiedzy na
temat oddziatywan DNA z biatkami zawierajacymi motywy palcéw cynkowych. Naj-
lepiej poznane sg struktury palcéw cynkowych obecnych w mysim czynniku tran-
skrypcyjnym Zif 268 oraz w ludzkim czynniku transkrypcyjnym Sp1 (56-60). Ponie-
waz motywy palcow cynkowych rozpoznaja specyficznie sekwencje o dtugosci 3 nu-
kleotydéw, konstrukcja biblioteki palcow cynkowych, zdolnych do wigzania wszyst-
kich 64 tripletéw, pozwolitaby projektowac biatka fuzyjne ZFN rozpoznajace wiele
specyficznych sekwencji w DNA. Ukierunkowana mutageneza fragmentéw DNA ko-
dujgcych motywy palcéow cynkowych dobrze poznanych czynnikéw transkrypcyj-
nych umozliwita charakterystyke palcow cynkowych o réznej specyficznosci od-
dziatywan z zasadami azotowymi DNA. W literaturze dostepne sg informacje na te-
mat palcéw cynkowych wigzacych wiekszos¢ tripletéw GNN, ANN, CNN oraz TNN
(N - kazdy nukleotyd). Bialko fuzyjne ZFN zawiera trzy motywy palca cynkowego,
zatem mozliwe jest konstruowanie biatek ZFN zawierajacych palce cynkowe o zna-
nej specyficznosci oddzialywan z DNA (61-66).

Bialko fuzyjne ZFN zastosowano eksperymentalnie u A. thaliana w celu spraw-
dzenia jego przydatnosci w ukierunkowanej mutagenezie roslin. W tym celu zapro-
jektowano konstrukt zawierajacy sekwencje kodujacg ZFN oraz sekwencje doce-
lowa, ktoéra byta rozpoznawana przez kodowane biatko ZFN. Konstrukt znajdowat
sie pod kontrolg promotora zaangazowanego w ekspresje genéow szoku cieplnego.
Tak zaprojektowany konstrukt wprowadzano do rosliny droga transformacji z udzia-
tem Agrobacterium tumefaciens. Aktywnos¢ nukleolityczng ZFN indukowano w dzie-
sieciodniowych roslinach przez zanurzanie na 2 h w wodzie o temperaturze 40°C.
Na podstawie analizy DNA izolowanego z badanych roslin wykazano obecnos$¢ mu-
tacji w sekwencji docelowej. Wiekszos$¢ znalezionych w ten spos6b mutacji stano-
wily delecje o rozmiarach 1-52 pz. Mniej licznie obserwowano insercje o rozmiarach
1-4 pz. Wykazano, ze zastosowanie biatek fuzyjnych ZFN umozliwia wprowadzenie
mutacji w sposéb ukierunkowany z czestoscia 0,2/docelowa sekwencje nukleoty-
dowa (47,48). Do tej pory nie pojawily sie jednak publikacje na temat zastosowania
mutagenezy przez ZFN w genomice funkcjonalnej roslin.
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5. Podsumowanie

Mutageneza stanowi wazne narzedzie wykorzystywane w genomice funkcjonal-
nej roslin. Cho¢ znanych jest wiele sposobow wprowadzania mutacji do genomoéw
ros$linnych, nadal poszukiwane sg nowe, bardziej wydajne techniki cechujace sie co-
raz wiekszg precyzjg. Odkrywanie funkcji genéw jest zadaniem czasochtonnym, wy-
magajacym analizy wielotysiecznych kolekcji mutantéow. Genetyczne sposoby ukie-
runkowanej mutagenezy, umozliwiajgce wprowadzenie mutacji do sekwencji nukle-
otydowej Scisle okresSlonego genu, pozwalajag badaczom przyspieszy¢ prace wyja-
$niajace funkcje gendéw. W ostatnich latach wyjasniono role wielu genow roslinnych
zaangazowanych w regulacje szlakow biosyntetycznych i waznych etapéw rozwoju.
Genomika funkcjonalna roslin dysponuje coraz doskonalszymi metodami umozli-
wiajacymi poznawanie funkcji genéw oraz zrozumienie zalezno$ci pomiedzy po-
szczego6lnymi produktami ekspresji genow.

Praca powstata w ramach realizacji grantéow finansowanych przez MNiSW, grant nr PBZ — KBN -
110/P04/2004, PZ — 11/11/2004.
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