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S u m m a r y

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.

Key words:

chemical mutagenesis, radiation mutagenesis, insertional mutagenesis,
transposable element, zinc finger nucleases (ZFN), functional genomics.

1. Wprowadzenie

Sekwencjonowanie genomów roœlin modelowych umo¿liwi³o
poznanie sekwencji nukleotydowych wielu genów. Zaistnia³a sy-
tuacja, w której znanych jest wiele sekwencji genów, brakuje na-
tomiast danych na temat ich funkcji. Tymi zagadnieniami zajmu-
je siê rozwijana obecnie genomika funkcjonalna. Metody genomi-
ki funkcjonalnej wymagaj¹ zak³adania kolekcji zawieraj¹cych wie-
le tysiêcy ró¿nego typu mutantów roœlinnych. Tworzone s¹ kolek-
cje, w sk³ad których wchodz¹ mutanty uzyskane metodami muta-
genezy fizycznej, chemicznej oraz genetycznej. Mutageny fizycz-
ne oraz chemiczne indukuj¹ mutacje w sposób losowy. Istniej¹
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jednak genetyczne metody ukierunkowanej mutagenezy, pozwalaj¹ce na precyzyjne
indukowanie mutacji w okreœlonym miejscu genomu. Nastêpnie dokonuje siê szcze-
gó³owej analizy mutantów w celu okreœlenia zaistnia³ych zmian morfologicznych,
histologicznych, cytologicznych i fizjologicznych. Analizowane s¹ tak¿e zmiany
w transkryptomie i proteomie roœlin. Pe³na analiza fenotypowa oraz genotypowa
mutantów umo¿liwia okreœlenie funkcji genów w roœlinie.

2. Wykorzystanie czynników fizycznych w mutagenezie roœlin

W mutagenezie roœlin wykorzystywane s¹: promieniowanie jonizuj¹ce (promie-
nie X, promienie gamma, alfa, beta, protony oraz neutrony), elektromagnetyczne
i ultrafioletowe. Efektem dzia³ania promieniowania jonizuj¹cego s¹ zmiany w se-
kwencji DNA i aberracje chromosomowe. Czêsto uszkodzenia radiacyjne prowadz¹
do powstania nietypowych pochodnych zasad azotowych wchodz¹cych w sk³ad de-
oksyrybonukleotydów (glikol tyminy, 2-oksyadenina, 8-oksyguanina i 5-formyloura-
cyl). Rodnik •OH, powstaj¹cy podczas radiolizy wody, atakuje podwójne wi¹zanie
C-5=C-6, wystêpuj¹ce w zasadach pirymidynowych wchodz¹cych w sk³ad nukleoty-
dów, indukuj¹c zmiany we w³aœciwoœciach parowania zasad azotowych. Promienie
X, wycinaj¹c nukleotydy pirymidynowe, powoduj¹ rozerwanie cz¹steczki DNA. Cha-
rakterystyczny dla puryn pierœcieñ imidazolowy jest oko³o dwukrotnie bardziej wra-
¿liwy na uszkodzenia radiacyjne ni¿ pierœcieñ pirymidynowy. Reakcje radiochemicz-
ne, przebiegaj¹ce w wyniku napromieniowania puryn, prowadz¹ czêsto do rozpadu
pierœcienia imidazolowego. W ten sposób powstaj¹ formamidowe pochodne pirymi-
dyn takie jak 4,6-diamino-5-formamidopirymidyna oraz 2,4-diamino-5-formami-
do-6-hydroksypirymidyna. Uszkodzenia pentoz buduj¹cych szkielet cukrowo-fosfo-
ranowy powoduj¹ pêkniêcia w jednej b¹dŸ w obu niciach DNA. Promienie � s¹ przy-
czyn¹ aberracji chromosomowych i mutacji punktowych typu delecji. Czêstoœæ mu-
tacji, bêd¹cych skutkiem napromieniowania, zale¿y od dawki oraz od czasu dzia-
³ania promieniowania na komórki. Wiadomo tak¿e, ¿e komórki intensywnie dzie-
l¹ce siê, s¹ bardziej podatne na mutagenne dzia³anie promieniowania jonizuj¹cego
ni¿ komórki nie ulegaj¹ce podzia³om. Wykazano, ¿e obecnoœæ tlenu zwiêksza liczbê
aberracji chromosomowych niemal trzykrotnie (1,2).

Neutrony to cz¹stki nie maj¹ce ³adunku elektrycznego, wykazuj¹ce silne dzia-
³anie jonizuj¹ce. Mutagenne dzia³anie szybkich neutronów objawia siê w postaci
mutacji typu delecji (1). Metoda Deleteagene, stosowana z powodzeniem do otrzy-
mywania mutantów Arabidopsis thaliana, polega na bombardowaniu nasion roœlin
typu dzikiego strumieniem szybkich neutronów. Kolekcjê roœlin, które wyros³y z na-
sion poddanych dzia³aniu szybkich neutronów, przeszukuje siê nastêpnie w celu
znalezienia mutacji w okreœlonym genie. Delecjê identyfikuje siê przy u¿yciu techni-
ki PCR, stosuj¹c startery oskrzydlaj¹ce badany gen. D³ugoœci sekwencji nukleotydo-
wych objêtych delecj¹ wynosz¹ od kilku pz do ponad 30 kpz (3,4).

£ukasz Sobkowiak, Zofia Szweykowska-Kuliñska

158 PRACE PRZEGL¥DOWE



Promieniowanie UV nie indukuje procesu jonizacji. Wnikaj¹c w g³¹b tkanki ulega
rozproszeniu na napotkanych atomach, wywo³uj¹c w nich stan wzbudzenia poprzez
wybijanie elektronów z zewnêtrznych orbit do poziomów o wy¿szej energii. Muta-
cje powstaj¹ w wyniku reakcji wzbudzonych atomów z atomami wchodz¹cymi
w sk³ad cz¹steczek DNA. Pod wp³ywem promieni UV tworz¹ siê cyklobutanowe di-
mery pirymidynowe np. 6,4-fotoprodukt i dimer tyminy. Dimery, powstaj¹ce przez
cyklizacjê s¹siednich pirymidyn jednej nici, zaburzaj¹ strukturê DNA, uniemo¿li-
wiaj¹c w ten sposób prawid³owy przebieg procesu replikacji. Podczas syntezy nici
potomnej indukowane s¹ mutacje punktowe (1,2).

3. Mutageneza chemiczna

Czynniki alkiluj¹ce s¹ zwi¹zkami chemicznymi najczêœciej stosowanymi w muta-
genezie roœlin. Posiadaj¹ zdolnoœæ modyfikowania puryn i pirymidyn. Modyfikacje
polegaj¹ na przenoszeniu grup alkilowych na pierœcienie zasad azotowych, przede
wszystkim na atom azotu w pozycji N7 guaniny oraz N3 adeniny. Czynniki alkiluj¹ce
równie czêsto reaguj¹ z atomem w pozycji O6 guaniny oraz z grupami fosfodiestro-
wymi buduj¹cymi wi¹zania pomiêdzy 3’OH i 5’ fosforanem s¹siednich nukleotydów.
Dzia³anie mutagenne objawia siê w zmianach w³aœciwoœci parowania zasad.
Przyk³adowo O6 alkiloguanina tworzy parê z tymin¹ zamiast z cytozyn¹, w rezulta-
cie dochodzi do tranzycji pary G/C � A/T. Czynniki alkiluj¹ce indukuj¹: tranzycje,
transwersje, delecje. Metylenosulfonian etylu (EMS), jest zwi¹zkiem chemicznym
standardowo stosowanym w chemicznej mutagenezie roœlin. Mutacje wprowadzane
przez EMS to przede wszystkim tranzycje G/C � A/T. EMS przekszta³ca guaninê
w O-6-metyloguaninê w wyniku przeniesienia grupy alkilowej mutagenu w pozycjê
O6 puryny. W rezultacie podczas replikacji dochodzi do tranzycji. Analiza sekwencji
nukleotydowych otaczaj¹cych alkilowan¹ guaninê ujawni³a pewne preferencje. Czêœ-
ciej w pozycjach –1 i +1 oskrzydlaj¹cych guaninê wystêpuj¹ puryny, przy czym ade-
nina pojawia siê czêœciej ni¿ guanina. Obecnoœæ pirymidyn jest rzadsza. Tymina czê-
œciej ni¿ cytozyna obserwowana by³a w pozycji –1, natomiast w pozycji +1 cytozyna
wystêpuje czêœciej ni¿ tymina (2,9,10).

Mutagenne dzia³anie N-metylo-N-nitrozomocznika (MNH) zwi¹zane jest z mody-
fikacjami zasad azotowych (2,5). Mutageneza roœlin przez jednoczesne stosowanie
MNH i NaN3 daje szerokie spektrum mutacji genowych. Ta metoda przyczyni³a siê
m.in. do wyselekcjonowania mutantów jêczmienia o zwiêkszonej tolerancji na tok-
syczne jony glinu Al3+ (5,7). Mutagenne dzia³anie innego zwi¹zku alkiluj¹cego, die-
poksybutanu (DEB), zwi¹zane jest z powstawaniem delecji, osi¹gaj¹cych rozmiary
do 1 kpz. DEB indukuje równie¿ mutacje punktowe. Mutagenezie poddawane s¹ na-
siona roœlin (8).

Czêœæ zwi¹zków chemicznych wykazuje cechy radiomimetyczne. Zwi¹zki o cha-
rakterze radiomimetycznym, takie jak etyloimina (EI) oraz N-nitrozo-N-etylomocz-
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nik (NEU), powoduj¹ w DNA uszkodzenia podobne do efektów dzia³ania promienio-
wania jonizuj¹cego. W mutagenezie roœlin wykorzystywany jest równie¿ azydek
sodu – NaN3. Mutagenami chemicznymi s¹ tak¿e analogi zasad azotowych i zwi¹z-
ki interkaluj¹ce (2,5,6).

Hydrochlorek 9-aminoakrydyny (9AA) jest mutagenem, który posiada zdolnoœæ
interkalowania pomiêdzy zasady azotowe w DNA. Interkalacja jest zjawiskiem pole-
gaj¹cym na tworzeniu stabilnych kompleksów pomiêdzy DNA i ligandami, które s¹
okreœlane mianem interkalatorów. P³aska konformacja cz¹steczki liganda umo¿liwia
wsuniêcie siê pomiêdzy pary puryn i pirymidyn, s¹siaduj¹ce ze sob¹ w helisie DNA.
9AA interkaluj¹c miêdzy pary zasad DNA staje siê przyczyn¹ delecji oraz addycji
podczas procesu replikacji. 9AA by³ przyk³adowo wykorzystywany w mutagenezie
chemicznej chloroplastów, w celu analiz systemów 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, okreœlany jest mianem T-DNA (ang.
transferred DNA). Plazmid Ti ma zdolnoœæ wprowadzania rejonu T do genomu j¹dro-
wego komórek roœlinnych, dziêki czemu jest wykorzystywany jako wektor w trans-
formacji oraz w mutagenezie. Dla potrzeb biologii molekularnej skonstruowano
szereg wektorów bêd¹cych pochodnymi plazmidu Ti. Mechanizm transformacji ko-
mórek roœlinnych przez A. tumefaciens zosta³ szczegó³owo opisany (11-19).

Mutageneza z udzia³em T-DNA, metoda najczêœciej stosowana w ostatnich cza-
sach, polega na insercji obcego DNA do genomu. Insert T-DNA mo¿e nie tylko rozbi-
jaæ sekwencjê genu, ale dodatkowo wprowadzaæ gen markerowy, np. gen opornoœci
na antybiotyk. Niew¹tpliw¹ zalet¹ mutagennego dzia³ania rejonu T jest jego fizycz-
na i chemiczna stabilnoœæ po integracji. Transpozony, które równie¿ wykorzystywa-
ne s¹ w insercyjnej mutagenezie roœlin, s¹ mniej stabilne i maj¹ tendencjê do prze-
mieszczania siê w genomie. T-DNA mo¿e zostaæ w³¹czony w ró¿ne miejsca w obrê-
bie genu (rys. 1). Insercja typu knock-out powoduje rozbicie ci¹g³oœci genu. Insercja
typu knock-down w rejonie promotora b¹dŸ 3’ UTR genu (ang. untranslated region) ha-
muje ekspresjê. Natomiast integracja konstruktu T-DNA, zawieraj¹cego silny pro-
motor 35S wirusa mozaiki kalafiora CaMV (ang. cauliflower mosaic virus) w rejonie
promotorowym genu, wzmacnia poziom ekspresji (ang. knock-on). Mo¿liwa jest rów-
nie¿ insercja w wiêcej ni¿ jednym miejscu genomu, wywo³uj¹ca zmiany w ekspresji
wielu genów (ang. knock-knock) (20,21).

Prawdopodobieñstwo odnalezienia insercji T-DNA w okreœlonym genie zale¿y od
trzech g³ównych czynników: wielkoœci genomu, rozmiaru danego genu i liczby in-
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sertów T-DNA w genomie po mutagenezie. Zaobserwowano, ¿e insercje T-DNA za-
chodz¹ preferencyjnie w rejonach bogatych w geny. W sekwencjach repetytywnych
insercja zachodzi rzadziej. Prawdopodobieñstwo znalezienia przynajmniej jednej
insercji T-DNA w okreœlonym genie o wielkoœci X kpz wystêpuj¹cym w genomie
o d³ugoœci Y kpz mo¿na obliczyæ korzystaj¹c z nastêpuj¹cego równania matema-
tycznego: P=1-[1-(X/Y x 105)]n (n oznacza liczbê insertów T-DNA) (22,23).

4.2 Mutageneza z wykorzystaniem mechanizmu transpozycji

Transpozony s¹ elementami ruchomymi, które mog¹ przemieszczaæ siê w obrê-
bie genomu wykorzystuj¹c mechanizm transpozycji. Pomiêdzy sekwencjami termi-
nalnymi (o tej samej, b¹dŸ przeciwnej orientacji), nios¹ one geny niezbêdne w pro-
cesie transpozycji, a tak¿e geny, które nie s¹ zaanga¿owane w ten proces (np. geny
opornoœci na antybiotyki). Przemieszczanie siê transpozonów stanowi Ÿród³o
zmiennoœci genetycznej. Transpozony s¹ tak¿e czynnikiem mutagennym, fizycznie
inaktywuj¹cym geny.

Elementy transpozycyjne (TE, ang. transposable elements) podzielono na dwie kla-
sy w zale¿noœci od mechanizmu transpozycji. Transpozony klasy I s¹ retrotranspo-
zonami dokonuj¹cymi transpozycji za poœrednictwem RNA, natomiast TE klasy II do-
konuj¹ transpozycji za poœrednictwem DNA. Retrotranspozony stanowi¹ du¿¹ klasê
eukariotycznych TE, podzielon¹ na dwie grupy: retrotranspozony LTR (ang. long ter-
minal repeat) oraz retrotranspozony nie zawieraj¹ce na swych koñcach powtórzeñ
LTR (non-LTR). Retrotranspozony LTR posiadaj¹ na koñcach powtórzenia sekwencji
nukleotydowych o d³ugoœci od oko³o 100 pz do kilku kpz. W grupie retrotranspozo-
nów LTR istnieje podzia³ na dwie podgrupy: Ty1-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 I nale¿¹ce do
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Rys. 1. Ró¿ne przypadki integracji T-DNA z genomem roœliny w obrêbie genu lub jego promotora.
Opis schematu jest zawarty w tekœcie. P – sekwencja promotorowa genu, GEN – sekwencja koduj¹ca
genu, 35S CaMV – sekwencja promotorowa wirusa mozaiki kalafiora. Czarne strza³ki oznaczaj¹ miejsce
integracji T-DNA.



podgrupy Ty1-copia oraz Ty3-gypsy zawieraj¹ geny gag i pol koduj¹ce bia³ka zaanga-
¿owane w proces retrotranspozycji. Geny gag koduj¹ bia³ka strukturalne natomiast
geny pol koduj¹ bia³ka enzymatyczne. Do bia³ek enzymatycznych kodowanych przez
geny pol zaliczane s¹: odwrotna transkryptaza (RT), integraza (INT), RNaza H oraz
proteaza (PRO) bior¹ca udzia³ w proteolitycznej aktywacji bia³ek. Transpozony klasy
II dokonuj¹ transpozycji na zasadzie „tnij i w³¹czaj”. Mechanizm transpozycji wyma-
ga obecnoœci transpozazy, która rozpoznaje krótkie, odwrotne powtórzenia se-
kwencji nukleotydowych ulokowane na koñcach TE (TIR, ang. terminal inverted repe-
at). Do klasy II transpozonów nale¿¹: autonomiczne elementy transpozycyjne, nie-
autonomiczne elementy transpozycyjne oraz MITEs (ang. miniature inverted-repeat
transposable elements). Autonomiczne elementy transpozycyjne klasy II nios¹ gen
transpozazy. Elementy nieautonomiczne posiadaj¹ delecyjnie uszkodzony gen transpo-
zazy i mog¹ przemieszczaæ siê w obrêbie chromosomu tylko w obecnoœci transpo-
zazy pochodz¹cej z innego TE. W mutagenezie roœlin wykorzystywane s¹ retrotrans-
pozony Tnt1, Tto1, Tos17, a tak¿e transpozony Ac/Ds, En/Spm, Mu oraz MITE (24,25).

Retrotranspozon Tnt1, wystêpuj¹cy naturalnie w Nicotiana tabacum, wykazuje
mutagenne dzia³anie zarówno w naturalnym gospodarzu, jak równie¿ w uk³adach
heterologicznych: Medicago truncatula i Arabidopsis thaliana (26,27). Tnt1 mo¿na
z powodzeniem wprowadziæ do roœliny poprzez transformacjê eksplantatów szcze-
pem bakteryjnym EHA105 A. tumefaciens nios¹cym plazmid Tnk23 (pochodna wekto-
ra binarnego pBin19) zawieraj¹cy sekwencjê nukleotydow¹ retrotranspozonu (28).
Tnt1 zosta³ wykorzystany w genomice funkcjonalnej M. truncatula (29).

Czêœæ genów, pe³ni¹cych podstawow¹ rolê w regulacji rozwoju kwiatów i kwia-
tostanów, nale¿y do rodziny genowej MADS – box. Funkcje niektórych z tych ge-
nów nadal nie s¹ poznane. W celu wyjaœnienia ich roli u M. truncatula wykorzystano
mutagenezê transpozycyjn¹ z zastosowaniem retrotranspozonu Tnt1. Powsta³¹
w ten sposób kolekcjê mutantów przeszukiwano nastêpnie w celu identyfikacji
osobników zawieraj¹cych insercje w genach nale¿¹cych do rodziny MADS – box.
Identyfikacji dokonano w reakcji PCR z wykorzystaniem starterów zaprojektowa-
nych na ewolucyjnie zachowane sekwencje genów nale¿¹cych do rodziny MADS –
box w kombinacji ze starterami komplementarnymi do sekwencji LTR retrotranspo-
zonu Tnt1. W wyniku amplifikacji PCR i póŸniejszej analizy sekwencyjnej otrzymane-
go produktu zidentyfikowano insercjê w genie MtPIM, bêd¹cym homologiem genu
PIM (ang. Proliferating Inflorescence Meristem) wystêpuj¹cego u Pisum sativum. Analiza
fenotypów mutantów mtpim, nios¹cych mutacjê w genie MtPIM, umo¿liwi³a pozna-
nie funkcji tego genu (29).

Kolejnym retrotranspozonem, wykazuj¹cym mutagenne dzia³anie, jest Tto1
o d³ugoœci 5300 pz. Naturalnym gospodarzem Tto1 jest N. tabacum, ale retrotrans-
pozon jest równie¿ aktywny w uk³adach heterologicznych. Tto1 aktywowano w ko-
mórkach ry¿u i A. thaliana. Mutanty uzyskane na drodze mutagenezy insercyjnej
przez zastosowanie retrotranspozonu Tto1 stanowi¹ dobry materia³ badawczy dla
potrzeb genomiki funkcjonalnej roœlin (30,31).
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Endogenny retrotranspozon Tos17, naturalnie wystêpuj¹cy w ry¿u, równie¿ wy-
kazuje mutagenne dzia³anie, co znalaz³o zastosowanie w genomice funkcjonalnej
ry¿u. Retrotranspozon ma d³ugoœæ 4114 pz i wystêpuje w genomie ry¿u w liczbie od
1 do 5 kopii. Tos17 preferencyjnie lokuje siê w obszarach genomu bogatych w geny.
Poniewa¿ œrednia wielkoœæ pojedynczego genu ry¿u wynosi oko³o 5 kpz, uzyskanie
50 000 linii mutacyjnych daje 99% szanse znalezienia mutacji w ka¿dym genie (32).

W sk³ad rodziny transpozonów En/Spm, naturalnie wystêpuj¹cych w Zea mays,
wchodz¹ autonomiczne elementy En/Spm (ang. enhancer/suppresor mutator) o d³ugo-
œci 8287 pz oraz nieautonomiczne elementy I/dSpm (ang. inhibitor/defective Spm), sta-
nowi¹ce delecyjne pochodne elementów En/Spm. Wykazano, ¿e transpozony z ro-
dziny En/Spm s¹ aktywne w naturalnym gospodarzu, jak równie¿ w uk³adach hetero-
logicznych: A. thaliana i O. sativa. Z tego powodu znalaz³y one zastosowanie w muta-
genezie insercyjnej wymienionych roœlin (33-36).

Transpozony En/Spm mo¿na wprowadziæ do heterologicznego gospodarza wyko-
rzystuj¹c klasyczn¹ metodê transformacji eksplantatów konstruktem T-DNA nio-
s¹cym transpozon. W celu mutagenezy insercyjnej O. sativa zaprojektowano kon-
strukt zawieraj¹cy unieruchomiony element Spm, nieautonomiczny element dSpm
oraz sekwencje nukleotydowe genów koduj¹cych fluoryzuj¹ce bia³ka DsRed i GFP.
Unieruchomiony przez delecjê koñców transpozon Spm, uzyskany na drodze trawie-
nia enzymami restrykcyjnymi, nadal zawiera³ sekwencjê genu koduj¹cego transpo-
zazê i wykorzystywany by³ jako Ÿród³o bia³ka niezbêdnego dla procesu transpozycji
elementu dSpm. Element dSpm uzyskano przez delecjê wewnêtrznej sekwencji nu-
kleotydowej kompletnego elementu Spm. W elemencie dSpm zachowano jedynie
1014 pz z koñca 5’ oraz 1193 pz z koñca 3’. W nastêpstwie insercji wymienionego
fragmentu T-DNA do genomu roœliny nastêpowa³a transpozycja elementu dSpm
z udzia³em transpozazy pochodz¹cej z elementu Spm pozbawionego odwrotnych
powtórek na swych koñcach. Bia³ko czerwonej fluorescencji pochodz¹ce z Discosoma
sp. (bia³ko DsRed) oraz bia³ko zielonej fluorescencji (bia³ko GFP) wykorzystane zo-
sta³y w celu analizy transformantów. Na podstawie analizy sekwencji oskrzydla-
j¹cych miejsca insercji dSpm (FSTs, ang. flanking sequence tags) wykazano, ¿e 70,3%
insercji zasz³o w sekwencjach koduj¹cych (36).

Transpozony nale¿¹ce do rodziny Mu (Mutator), wystêpuj¹ce w Zea mays, wyka-
zuj¹ bardzo silne w³aœciwoœci mutagenne. Transpozycja nieautonomicznych ele-
mentów Mu jest regulowana przez bia³ka MURA i MURB, które powstaj¹ w wyniku
ekspresji genów murA i murB, wystêpuj¹cych w sekwencji nukleotydowej autono-
micznego elementu MuDR. Bia³ko MURA o masie 120 kDa wykazuje aktywnoœæ
transpozazy natomiast bia³ko MURB, posiadaj¹ce masê 23 kDa, jest zaanga¿owane
w insercjê transpozonu Mu do genomu roœliny podczas procesu transpozycji
(37-39). W sekwencjach TIR, wystêpuj¹cych na koñcach transpozonu Mu, znajduj¹
siê miejsca wi¹¿¹ce bia³ko MURA, które jest niezbêdne w procesie transpozycji
(40). Transpozon Mu znalaz³ zastosowanie w mutagenezie insercyjnej Z. mays
(41,42).
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Obecnoœæ miniaturowych elementów transpozycyjnych (MITE) wykazano w ge-
nomach ró¿nych organizmów eukariotycznych. Elementy MITE, nale¿¹ce do TE kla-
sy II, charakteryzuj¹ siê d³ugoœci¹ < 500 pz i wystêpuj¹ powszechnie u roœlin oraz
u zwierz¹t w liczbie 3 x 103 – 104 kopii/genom (43). Elementy MITE nie zawieraj¹
sekwencji koduj¹cych transpozazê i dlatego wymagaj¹ obecnoœci specyficznych
partnerów, dostarczaj¹cych tego niezbêdnego bia³ka. Wystêpuj¹cy u ry¿u element
mPing o d³ugoœci 430 pz mo¿e insercyjnie inaktywowaæ geny. Partnerem elementu
mPing jest autonomiczny element Pong. mPing/Pong aktywowano w komórkach ry¿u
w kulturach pylników oraz w warunkach stresu wywo³anego dzia³aniem promieni
gamma. Mutageneza insercyjna wykorzystuj¹ca element mPing mo¿e stanowiæ na-
rzêdzie przydatne w genomice O. sativa (44,45).

Wykazano, ¿e elementy transpozycyjne MITE nale¿¹ce do rodziny Tourist, by³y
przyczyn¹ mutacji w genie waxy, koduj¹cym enzym bior¹cy udzia³ w syntezie skrobi
i wp³ywaj¹cy na zawartoœæ amylozy w endospermie Z. mays (25,46).

4.3. Bia³ko fuzyjne ZFN – w poszukiwaniu wydajnej metody ukierunkowanej
mutagenezy roœlin

W ukierunkowanej mutagenezie dro¿d¿y oraz myszy stosowane s¹ metody opar-
te na rekombinacji homologicznej (HR, ang. homologous recombination). Takie podej-
œcie nie sprawdza siê jednak w przypadku roœlin wy¿szych, u których g³ównym me-
chanizmem naprawy pêkniêæ w obu niciach cz¹steczki DNA (DSB, ang. double strand
breaks) jest ³¹czenie niehomologicznych koñców DNA (NHEJ, ang. nonhomologous end
joining). Z tego powodu ukierunkowana mutageneza (GT, ang. gene targeting) z wy-
korzystaniem rekombinacji homologicznej nie jest wydajn¹ metod¹ mutagenezy
u tych organizmów. Uwa¿a siê, ¿e bia³ka fuzyjne ZFN (ang. zinc finger nucleases)
mog¹ stanowiæ przydatne narzêdzie do ukierunkowanej mutagenezy roœlin. ZFN
charakteryzuj¹ siê zdolnoœci¹ jednoczesnego nacinania okreœlonych sekwencji nu-
kleotydowych w obu niciach cz¹steczki DNA. Podczas naprawy DNA, drog¹ NHEJ,
powstaj¹ niewielkie insercje oraz delecje (rys. 2) (47,48). Bia³ka fuzyjne ZFN stano-
wi¹ po³¹czenie ZFP (ang. zinc finger proteins) z niespecyficzn¹ nukleaz¹ – endonu-
kleaz¹ FokI (49). Enzym restrykcyjny FokI, izolowany z bakterii Flavobacterium okeano-
koites, zbudowany jest z dwóch domen bia³kowych: N-terminalnej domeny rozpo-
znaj¹cej specyficzn¹ pentanukleotydow¹ sekwencjê DNA oraz z C-terminalnej do-
meny odpowiedzialnej za aktywnoœæ nukleazow¹ (50). FokI jest zaliczany do restryk-
taz klasy IIS. Enzymy tej klasy rozpoznaj¹ specyficzne sekwencje DNA, lecz ciêcia
dokonuj¹ poza sekwencj¹ zgodn¹ w sta³ej odleg³oœci od rozpoznanej sekwencji.
Wówczas gdy domena wi¹¿¹ca DNA odnajdzie specyficzn¹ sekwencjê, dochodzi do
wzbudzenia aktywnoœci w domenie nukleolitycznej (prawdopodobnie na drodze in-
terakcji allosterycznych). FokI, dziêki N-terminalnej domenie, rozpoznaje pentanu-
kleotydowe sekwencje 5’-GGATG-3’ oraz 5’-CATCC-3’. W sk³ad N-terminalnej dome-
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ny enzymu wchodz¹ trzy subdomeny: D1, D2, D3. Domena C-terminalna katalizuje
hydrolizê wi¹zania 3’,5’-fosfodiestrowego w nici o orientacji 5’ � 3’ w odleg³oœci
9 pz od rozpoznawanej sekwencji oraz w odleg³oœci 13 pz w nici o orientacji 3’ � 5’.
Enzym restrykcyjny FokI funkcjonuje w formie dimeru i wymaga obecnoœci jonów
magnezu Mg2+ (49,51,52). Obecnoœæ dwóch domen bia³kowych, zwi¹zanych z od-
rêbnymi funkcjami, stwarza mo¿liwoœæ zaprojektowania chimerycznego enzymu re-
strykcyjnego. Istnieje bowiem mo¿liwoœæ zast¹pienia domeny N-terminalnej inn¹
domen¹ o nowej specyficznoœci wi¹zania do sekwencji nukleotydowej. Pierwszym
chimerycznym enzymem restrykcyjnym uzyskanym w ten sposób by³ Ubx-FN, w któ-
rym do C-terminalnej, nukleolitycznej domeny FokI przy³¹czono homeodomenê Ul-
trabithorax (Ubx) pochodz¹c¹ z Drosophila melanogaster. Homeodomena Ubx, odgry-
waj¹ca wa¿n¹ rolê w rozwoju zarodkowym D. melanogaster, zawiera motyw heli-
sa-skrêt-helisa i wi¹¿e siê z DNA w sekwencji zgodnej 5’-TTAAT(G/T)(G/A)CC-3’. Re-
kombinowany enzym Ubx-FN hydrolizowa³ wi¹zania 3’,5’fosfodiestrowe w liniowej
formie wektora pUC13, zawieraj¹cej insert o d³ugoœci 31 pz, w którego sekwencji
znajdowa³ siê rejon rozpoznawany przez homeodomenê Ubx (53).

ZFN zawieraj¹ motywy palców cynkowych (ang. ZF) typu Cys2His2. Motyw ten po
raz pierwszy zidentyfikowany zosta³ u ¿ab z rodzaju Xenopus w czynniku transkryp-
cyjnym TFIIIA wspó³dzia³aj¹cym z polimeraz¹ RNA III w transkrypcji genów 5S rRNA.
Podobny motyw jest obecny w czynniku transkrypcyjnym Sp1. Motyw palca cynko-
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Rys. 2. Mechanizm mutagenezy wykorzystuj¹cy bia³ka fuzyjne ZFN. A. Trzy palce cynkowe (ZF) obec-
ne w ZFN rozpoznaj¹ specyficznie sekwencjê o d³ugoœci 9 nt (trzy nt na ka¿dy palec cynkowy). Domena
endonukleolityczna FokI jest aktywna w formie dimeru. Wydajne ciêcie w obu niciach cz¹steczki DNA
nastêpuje gdy sekwencje rozpoznawane przez ZFN s¹ oddalone od siebie o 4 – 6 nt. B. Produkty tra-
wienia DNA endonukleaz¹ Fok1. C. Podczas naprawy DNA, zachodz¹cej zgodnie z mechanizmem NHEJ,
powstaj¹ niewielkie insercje lub delecje (w tym przypadku delecja).



wego zbudowany jest z oko³o 30 reszt aminokwasowych, zwiniêtych w strukturê
zawieraj¹c¹ dwa odcinki � oraz jedn¹ helisê �, która oddzia³uje z du¿ym rowkiem
helisy DNA. Ka¿da z dwóch konserwatywnych reszt cysteiny, zlokalizowana w obrê-
bie struktur �, oraz konserwatywne reszty histydyny, w C-koñcu helisy �, wi¹¿¹ ko-
ordynacyjnie jon cynku Zn2+. Za specyficzne oddzia³ywanie ZF z DNA odpowiedzial-
ne s¹ ³añcuchy boczne aminokwasów wchodz¹cych w sk³ad helisy �. Podstawow¹
rolê w specyficznym wi¹zaniu motywu palca cynkowego, obecnego w ZFN, do DNA
odgrywaj¹ aminokwasy le¿¹ce w pozycjach –1 +1 +2 +3 +4 +5 +6 licz¹c od
pocz¹tku helisy �. Odpowiednia zamiana aminokwasów le¿¹cych w wymienionych
pozycjach krytycznych umo¿liwia tworzenie palców cynkowych wi¹¿¹cych siê
w okreœlonych sekwencjach DNA (49,54,55). Dane strukturalne pochodz¹ce z badañ
krystalograficznych oraz wyniki uzyskane przy zastosowaniu techniki NMR (ang.
nuclear magnetic resonance) przyczyni³y siê w znacznej mierze do rozwoju wiedzy na
temat oddzia³ywañ DNA z bia³kami zawieraj¹cymi motywy palców cynkowych. Naj-
lepiej poznane s¹ struktury palców cynkowych obecnych w mysim czynniku tran-
skrypcyjnym Zif 268 oraz w ludzkim czynniku transkrypcyjnym Sp1 (56-60). Ponie-
wa¿ motywy palców cynkowych rozpoznaj¹ specyficznie sekwencje o d³ugoœci 3 nu-
kleotydów, konstrukcja biblioteki palców cynkowych, zdolnych do wi¹zania wszyst-
kich 64 tripletów, pozwoli³aby projektowaæ bia³ka fuzyjne ZFN rozpoznaj¹ce wiele
specyficznych sekwencji w DNA. Ukierunkowana mutageneza fragmentów DNA ko-
duj¹cych motywy palców cynkowych dobrze poznanych czynników transkrypcyj-
nych umo¿liwi³a charakterystykê palców cynkowych o ró¿nej specyficznoœci od-
dzia³ywañ z zasadami azotowymi DNA. W literaturze dostêpne s¹ informacje na te-
mat palców cynkowych wi¹¿¹cych wiêkszoœæ tripletów GNN, ANN, CNN oraz TNN
(N – ka¿dy nukleotyd). Bia³ko fuzyjne ZFN zawiera trzy motywy palca cynkowego,
zatem mo¿liwe jest konstruowanie bia³ek ZFN zawieraj¹cych palce cynkowe o zna-
nej specyficznoœci oddzia³ywañ z DNA (61-66).

Bia³ko fuzyjne ZFN zastosowano eksperymentalnie u A. thaliana w celu spraw-
dzenia jego przydatnoœci w ukierunkowanej mutagenezie roœlin. W tym celu zapro-
jektowano konstrukt zawieraj¹cy sekwencjê koduj¹c¹ ZFN oraz sekwencjê doce-
low¹, która by³a rozpoznawana przez kodowane bia³ko ZFN. Konstrukt znajdowa³
siê pod kontrol¹ promotora zaanga¿owanego w ekspresjê genów szoku cieplnego.
Tak zaprojektowany konstrukt wprowadzano do roœliny drog¹ transformacji z udzia-
³em Agrobacterium tumefaciens. Aktywnoœæ nukleolityczn¹ ZFN indukowano w dzie-
siêciodniowych roœlinach przez zanurzanie na 2 h w wodzie o temperaturze 40°C.
Na podstawie analizy DNA izolowanego z badanych roœlin wykazano obecnoœæ mu-
tacji w sekwencji docelowej. Wiêkszoœæ znalezionych w ten sposób mutacji stano-
wi³y delecje o rozmiarach 1-52 pz. Mniej licznie obserwowano insercje o rozmiarach
1-4 pz. Wykazano, ¿e zastosowanie bia³ek fuzyjnych ZFN umo¿liwia wprowadzenie
mutacji w sposób ukierunkowany z czêstoœci¹ 0,2/docelow¹ sekwencjê nukleoty-
dow¹ (47,48). Do tej pory nie pojawi³y siê jednak publikacje na temat zastosowania
mutagenezy przez ZFN w genomice funkcjonalnej roœlin.
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5. Podsumowanie

Mutageneza stanowi wa¿ne narzêdzie wykorzystywane w genomice funkcjonal-
nej roœlin. Choæ znanych jest wiele sposobów wprowadzania mutacji do genomów
roœlinnych, nadal poszukiwane s¹ nowe, bardziej wydajne techniki cechuj¹ce siê co-
raz wiêksz¹ precyzj¹. Odkrywanie funkcji genów jest zadaniem czasoch³onnym, wy-
magaj¹cym analizy wielotysiêcznych kolekcji mutantów. Genetyczne sposoby ukie-
runkowanej mutagenezy, umo¿liwiaj¹ce wprowadzenie mutacji do sekwencji nukle-
otydowej œciœle okreœlonego genu, pozwalaj¹ badaczom przyspieszyæ prace wyja-
œniaj¹ce funkcje genów. W ostatnich latach wyjaœniono rolê wielu genów roœlinnych
zaanga¿owanych w regulacjê szlaków biosyntetycznych i wa¿nych etapów rozwoju.
Genomika funkcjonalna roœlin dysponuje coraz doskonalszymi metodami umo¿li-
wiaj¹cymi poznawanie funkcji genów oraz zrozumienie zale¿noœci pomiêdzy po-
szczególnymi produktami ekspresji genów.

Praca powsta³a w ramach realizacji grantów finansowanych przez MNiSW, grant nr PBZ – KBN –
110/P04/2004, PZ – 11/II/2004.

Literatura

1. Bryszewska M., Leyko W., (1997), Biofizyka dla biologów, PWN, Warszawa.
2. Maluszyñska J., Maluszyñski M., Szarejko I., (2003), Crop improvement. Mutation techniques, 186-201.
3. Li X., Zhang Y., (2002), Funct. Integr. Genomics, 2, 254-258.
4. Zhang Y., (2001), Plant Journal, 27, 3, 235-242.
5. Szarejko I., Maluszyñski M., (1999), Mutation Breeding, 44, 28-31.
6. Guha-Majumdar M., Baldwin S., Sears B. B., (2004), Theor. Appl. Genet., 108, 543-549.
7. Nawrot M., Maluszyñski M., Szarejko I., (2002), Mutations, In vitro and molecular Techniques for Envi-

ronmentally Sustainable Crop Improvement, Kluwer Academic Publishers, Holandia, 121-137.
8. Leung H., (2005), Plant Molecular Biology, 59, 85-97.
9. Lewontin R. C., Gelbart W., Miller M., Griffiths A. J. F., (1999), Modern Genetic Analysis, W. H. Fre-

eman & Company.
10. Henikoff S., (2003), Genetics, 164, 731-740.
11. Malepszy S. (red), (2005), Biotechnologia roœlin, PWN, Warszawa, 233-238.
12. Joubert P., Beaupe`re D., Lelie`vre P., Wadouachi A., Sangwan R. S., Sangwan-Norreel B. S., (2002),

Plant Science, 162, 733-743.
13. Pansegrau W., Schoumacher F., Hohn B., Lanka E., (1993), Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90, 11538-

-11542.
14. Tzfira T., Li J., Lacroix B., Citovsky V., (2004), Trends in Genetics, 20, 375-383.
15. Durrenberger F., Crameri A., Hohn B., Koukolfkova-Nicola Z., (1989), Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 86,

9154-9158.
16. Jakubowski S. J., Cascales E., Krishnamoorthy V., Christie P. J., (2005), Journal of Bacteriology, 187,

3486-3495.
17. Kado C. I., (2000), Current Opinion in Microbiology, 3, 643-648.
18. Duckely M., Hohn B., (2003), FEMS Microbiology Letters, 223, 1-6.
19. Ziemienowicz A., Merkle T., Schoumacher F., Hohn B., Rossi L., (2001), Plant Cell, 13, 369-383.
20. Krysan P. J., Young J. C., Sussman M. R., (1999), Plant Cell, 11, 2283-2290.
21. Azpiroz-Leehan R.,. Feldmann K. A., (1997), Trends in Genetics, 13, 152-156.

Fizyczne, chemiczne i genetyczne metody mutagenezy roœlin

BIOTECHNOLOGIA 4 (79) 157-169 2007 167



22. Østergaard L., Yanofsky M. F., (2004), Plant Journal, 39, 682-696.
23. Guiderdoni E., (2004), Plant Journal, 39, 450-464.
24. Tadege M., Ratet P., Mysore K. S., (2005), Trends in Plant Science, 10, 229-235.
25. Casacuberta J. M., Nestor Santiago, (2003), Gene, 311, 1-11.
26. d’Erfurth I, Cosson V., Eschstruth A., Kondorosi A., Ratet P., (2003), Plant Journal, 34, 95-106.
27. Courtial B., Feuerbach F., Eberhard S., Rohmer L., Chiapello H., Camilleri C., Lucas H., (2001), Mol.

Genet. Genomics., 265, 1, 32-42.
28. Lucas H., Feuerbach F., Kunert K., Grandbastien M. A., Caboche M., (1995), EMBO Journal, 10,

2364-2373.
29. Benlloch R., d’Erfurth I., Ferrandiz C., Cosson V., Beltran J. P., Canas L. A., Kondorosi A., Madueno

F., Ratet P., (2006), Plant Physiology, 142, 972-983.
30. Okamoto H., Hirochika H., (2000), Plant Journal, 2, 291-304.
31. Hirochika H, Otsuki H, Yoshikawa M, Otsuki Y, Sugimoto K, Takeda S., (1996), Plant Cell, 4,

725-734.
32. Hirohiko Hirochika, (2001), Current Opinion in Plant Biology, 4, 118-122.
33. Pereira A., Cuypers H., Gierl A., Schwarz-Sommer Z., Saedler H., (1986), EMBO Journal, 5, 835-841.
34. Wisman E., Cardon G. H., Fransz P., Saedler H., (1998), Plant. Mol. Biol., 37, 989-999.
35. Marsch-Martinez N., Greco R., van Arkel G., Herrera-Estrella L., Pereira A., (2002), Plant Physiology,

129, 1544-1556.
36. Kumar Ch. S., Wing R. A., Sundaresan V., (2005), Plant Journal, 44, 879-892.
37. Lisch D., (2002), Trends. Plant. Sci., 7, 498-504.
38. Lisch D., Girard L., Donlin M., Freeling M., (1999), Genetics, 151, 331-341.
39. Lisch D., Xian-Min D., (2006), Acta Genetica Sinica, 33, 477-487.
40. Lunde C., Morrow D., Roy L., Walbot V., (2003), Funct. Integr. Genomics., 3, 25-32.
41. May B. P., Liu H., Vollbrecht E., Senior L., Rabinowicz P. D., Roh D., Martienssen R., (2003), Proc.

Natl. Acad. Sci. USA, 100, 11541-11546.
42. McCarty D. R., Settles A. M., (2005), Plant Journal, 44, 52-61.
43. Patel M., Jung S., Moore K., Powell G., Ainsworth C., Abbott A., (2004), Theor. Appl. Genet., 108,

1492-1502.
44. Kikuchi K., Terauchi K., Wada M., Hiro-Yuki Hirano, (2003), Nature, 421, 167-170.
45. Shan X., Liu Z., Liu B., (2005), Molecular Biology and Evolution, 22, 976-990.
46. Yamanaka S., Nakamura I., Watanabe K. N., (2004), Theor. Appl. Genet., 108, 1200-1204.
47. Lloyd A., Plaisier Ch. L., Carroll D., Drews G. N., (2005), Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 102, 2232-2237.
48. Tzfira T., White Ch., (2005), Trends in Biotechnology, 23, 567-569.
49. Durai S., Mani M., Kandavelou K., Wu J., Porteus M. H., Chandrasegaran S., (2005), Nucleic Acids Re-

search, 33, 447-457.
50. Li L., Wu L. P., Chandrasegaran S., (1992), Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89, 4275-4279.
51. Wah D. A., Bitinaite J., Schildkraut I.., Aggarwal A. K., (1998), Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 95,

10564-10569.
52. Bitinaite J., Wah D. A., Aggarwal A. K., Schildkraut I., (1998), Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 95,

10570-10575.
53. Chandrasegaran S., (1994), Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 91, 883-887.
54. Wolfe S. A., Nekludova L., Pabo C. O., (1999), Annu. Rev. Biophys. Biomol. Struct., 3, 183-212.
55. Berg J. M., (1988), Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 85, 99-102.
56. Oka S., Shiraishi Y., Yoshida T., Ohkubo T., Sugiura Y., Kobayashi Y., (2004), Biochemistry, 43, 51,

16027-16035.
57. Narayan V. A., Kriwacki R. W., Caradonna J. P., (1997), J. Biol. Chem., 272, 7801-7809.
58. Elrod-Erickson M., Benson T. E., Pabo C. O., (1998), Structure, 6, 451-464.
59. Elrod-Erickson M., Rould M. A., Nekludova M. A., Pabo C. O., (1996), Structure, 4, 1171-1180.
60. Miller J. C., Pabo C. O., (2001), J. Mol. Biol., 313, 309-315.
61. Dreier B., Fuller R. P., Segal D. J.,. Lund C. V, Blancafort P., Huber A., Koksch B., Barbas C. F., (2005),

J. Biol. Chem., 280, 35588-35597.

£ukasz Sobkowiak, Zofia Szweykowska-Kuliñska

168 PRACE PRZEGL¥DOWE



62. Qiang Liu, Zhen Qin Xia, Case C., (2002), J. Biol. Chem., 277, 3850-3856.
63. Pabo C. O., Peisach E., Grant R. A., (2001), Annu. Rev. Biochem., 70, 313-340.
64. Dreier B., Beerli R., Segal D. J., Flippin J. D., Barbas C. F., (2001), J. Biol. Chem., 276, 29466-29478.
65. Dreier B., Segal D. J., Barbas C. F., (2000), J. Mol. Biol., 303, 489-502.
66. Segal D. J., Dreier B., Beerli R., Barbas C. F., (1999), Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 96, 2758-2763.

Fizyczne, chemiczne i genetyczne metody mutagenezy roœlin

BIOTECHNOLOGIA 4 (79) 157-169 2007 169


