POSTEPY BIOLOGII KOMORKI TOM 45 2018 NR 1 (45-62)

MUTANTY W BADANIACH FUNKCJI
GENOW U ROSLIN

PLANT MUTANTS IN THE GENE FUNCTION STUDIES
Karol Seweryn KUCZERSKI, Kamila NAWROCKA, Anita WISNIEWSKA

Katedra Fizjologii Roslin, Wydziat Rolnictwa i1 Biologii,
Szkota Glowna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie

Streszczenie: Otrzymanie mutantow stanowi punkt wyjscia do analizy funkcjonalnej wybranych
genow. Klasyczne metody generowania réznych typéw mutacji genowych badz chromosomowych
oparte sa na stosowaniu czynnikow fizycznych lub chemicznych. Metoda pozwalajaca na identyfik-
acje w kolekcji mutantéw rosliny z mutacja w wybranym genie jest TILLING. Szczegdlne znaczenie
w badaniach nad roslinami maja obecnie mutanty insercyjne T-DNA, otrzymywane metoda transfor-
macji genetycznej z wykorzystaniem bakterii Agrobacterium thumefaciens. W zaleznosci od rodzaju
insertu oraz miejsca jego integracji do genomu, mozliwe jest zahamowanie, obnizenie badz wzmoc-
nienie poziomu ekspresji genu. Mutagenezg przeprowadza¢ mozna rowniez poprzez wprowadzenie
do genomu rosliny konstrukcji genetycznej zawierajacej sekwencj¢ transpozonu. Transpozony moga
wplywac na regulacje transkrypcji pobliskich genéw, inaktywacje gendw, a takze powodowac ich
delecje. Najwigksze ograniczenie wymienionych wyzej metod mutagenezy stanowi losowo$¢ mie-
jsca mutacji badz insercji w obrebie genomu. Z tego powodu coraz wigksza popularno$cia ciesza
si¢ techniki edycji genomu polegajace na ukierunkowanej mutagenezie z uzyciem programowanych
nukleaz. Zastosowanie miejscowo specyficznych endonukleaz pozwala na wprowadzenie okreslo-
nych zmian w wybranym miejscu w genomie. Stosowane dotychczas nukleazy to meganukleazy,
nukleazy z domena palca cynkowego, bialka TALEN oraz system CRISPR-Cas. Miejscowo spe-
cyficzne nukleazy rozpoznaja i przecinaja wybrane sekwencje DNA. Peknigcia podwdjnej helisy
s3 nastepnie tgczone przez wewnatrzkomoérkowe systemy naprawcze. Szczegdlnie obiecujacymi
narzgdziami edycji genomoéw wydaja si¢ biatka TALEN oraz technika CRISPR-Cas. W odréznieniu
od meganukleaz, biatka TALEN maja zdolno$¢ do identyfikacji krotkich fragmentow DNA. Nato-
miast w systemie CRISPR-Cas rozpoznanie sekwencji DNA umozliwia komplementarny fragment
RNA polaczony z biatkiem Cas, ktore odpowiada za cigcie podwojnej nici DNA. Niniejsza praca
stanowi przeglad najnowszych danych literaturowych na temat stosowanych obecnie metod otrzy-
mywania kolekcji mutantow w kontekscie ich zastosowania do badan funkcji genow.

Stowa kluczowe: mutageneza, mutant insercyjny, edycja genomdw, miejscowo specyficzne nukleazy
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Summary: Mutants are the key element of functional gene analysis. Classical methods of generat-
ing different types of gene or chromosomal mutations are based on the use of physical or chemical
factors. TILLING is a method that allows to identify plant with a mutation in the selected gene in
the mutant collection. Currently, T-DNA insertional mutagenesis is of particular importance in plant
studies. T-DNA mutants can be obtained by genetic transformation via Agrobacterium thumefaciens.
Depending on the type of the insert and the insertion site in the genome, modifications such as knock-
out, knock-down or knock-on a gene can be triggered. Genetic mutagenesis can also be carried out by
transformation with a DNA construct containing a transposon sequence. Transposons can affect the
transcription regulation of nearby genes, gene inactivation or even gene deletion. All methods of mu-
tagenesis mentioned above are limited because mutation sites are located randomly within the genome.
That is why gene editing techniques based on site-directed mutagenesis using programmable nucleases
became more and more commonly applied. Site-specific endonucleases enable particular modifica-
tions at the site selected by the experimenter. The following nucleases are used: meganucleases, zinc
finger nucleases, TALE nucleases and CRISPR-Cas system. Site-specific nucleases recognise and cut
DNA sequences. Double-strand DNA breaks are re-joined by intracellular repair mechanisms. In par-
ticular, TALE nucleases and CRISPR-Cas systems appear as promising tools for genome editing. Un-
like meganucleases, TALEN identify and break short DNA fragments. On the other hand CRISPR-Cas
recognize specific DNA fragments via complementary RNA sequence linked to the Cas protein, which
breaks double-strand DNA. This paper is an overview of the latest literature data on currently used
methods for obtaining collections of mutants and their application to functional analysis of genes.

Keywords: mutagenesis, insertion mutant, gene editing, site-specific nucleases

WSTEP

Jednymi z najczgsciej wykorzystywanych mutantow rzodkiewnika pospolite-
go (Arabidopsis thaliana) sa mutanty uzyskane poprzez insercje T-DNA. Od bli-
sko dwoch dekad genotypy uzyskane w ten sposob petnig istotng role zarowno
w badaniach podstawowych jak i aplikacyjnych. Ich doglebna analiza na pozio-
mie molekularnym umozliwia zrozumienie wielu waznych z biochemicznego oraz
fizjologicznego punktu widzenia procesow. Pomimo zgromadzenia licznych ge-
notypéw w kolekcjach mutantéw insercyjnych zaledwie 12% genow A. thaliana
poddanych zostato analizie funkcjonalnej [57]. Insercje T-DNA potwierdzono dla
81,5% zadnotowanych genow, natomiast 11% z nich reprezentowanych jest przez
pojedynczy allel [52]. Rozwdj technik sekwencjonowania nowej generacji NGS
(ang. Next-Generation Sequencing) pozwala obecnie na uzyskiwanie coraz licz-
niejszych i lepiej scharakteryzowanych populacji mutantow roslin.

Dotychczas w celu oceny skutecznosci uszkadzania struktury genu poprzez in-
sercj¢ T-DNA poddano analizie ponad 755 genéw z uzyciem 1084 mutantow inser-
cyjnych T-DNA [77]. Obecnie intensywnie rozwijane sa nowe metody ukierunko-
wanej mutagenezy ro$lin takie jak CRISPR/Cas-9 oraz TALENs. Jednakze badania
prowadzone w zakresie biologii molekularnej oraz innych pokrewnych nauk nadal
wymagajg dostepnosci mutantéw knock-out (zawierajacych nieaktywny allel) lub
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w przypadku mutacji letalnych (powodujacych $Smieré¢ osobnika) mutantdw knock-
-down (0 obnizonym poziomie syntezy produktu zmutowanego genu) uzyskiwanych
metoda mutagenezy insercyjnej, w tym z zastosowaniem T-DNA [35].

METODY MUTAGENEZY ROSLIN I DETEKCJI MUTACJI

MUTAGENEZA FIZYCZNA

Mutagenezie fizycznej najczesciej poddawane jest DNA w komoérkach nasion.
Do czynnikéw fizycznych stosowanych w mutagenezie zalicza si¢: promienio-
wanie jonizujgce w postaci promieni X iy oraz czastki a i B, protony, neutrony,
wzbudzone jony, promieniowanie UV oraz ciepto [50].

Promieniowanie jonizujagce w postaci promieni X, y oraz wzbudzonych jonow
wplywa bezposrednio na struktur¢ DNA lub posrednio prowadzac do radiolizy
wody, w wyniku ktorej powstaja wysoce reaktywne molekuly jak rodnik hydrok-
sylowy (OH") oraz wolne elektrony (e-) oddziatujace z tancuchem polinukleoty-
dowym. Promieniowanie podczerwone (IR) generuje peknigcia podwojnej helisy
DNA, prowadzac do jej fragmentacji. Jonizacja powoduje powstawanie nietypo-
wych pochodnych zasad azotowych w postaci 8-oksyguaniny i glikolu tyminy
oraz delecje pojedynczych nukleotydow [45].

Neutrony predkie powoduja powstawanie delecji. W roku 2002 opracowano
metode Deleteagene, w ktorej z zastosowaniem strumienia predkich neutronow
z powodzeniem otrzymano mutanty knock-out A. thaliana. W metodzie tej kolekcje
ro$lin, ktore wyrosty z nasion poddanych dziataniu czynnika mutagennego przeszu-
kuje si¢ w celu identyfikacji miejsca mutacji w okreslonym genie. Mutacje typu de-
lecji identyfikuje si¢ stosujac technike¢ PCR z wykorzystaniem starteréw oskrzydla-
jacych badany gen. Dtugosci delecji wynosza od kilku do ponad 30 tysiecy pz [41].

Promieniowanie gamma najczesciej powoduje powstawanie delecji, w wiek-
szo$ci ponizej 20 pz [48] oraz peknigcia dwuniciowych czasteczek DNA, ktore za-
zwyczaj naprawiane sg poprzez NHEJ (ang. Non-Homologous End Joining), jeden
z systemow naprawy dwuniciowych peknig¢ DNA poprzez taczenie koncow nie-
homologicznych. W NHEJ biorg udziat: kompleks ligazy DNA 1V, w sktad ktorej
wchodzi katalityczna podjednostka oraz jej kofaktor XRCC4, DNA-zalezna kinaza
biatkowa i heterodimeryczne biatko Ku (Ku70/Ku80). Dwuniciowe peknigcie roz-
poznawane jest przez biatko Ku, ktore nastepnie kieruje katalityczna podjednostke
zaleznej od DNA kinazy biatkowej do miejsca uszkodzenia i tworzy z nig aktywny
kompleks. Kompleks ten aktywuje biatko XRCC4, ktore oddziatuje z ligazg DNA
IV, naprowadzajac to biatko naprawcze w miejsce dwuniciowego peknigcia [45].

Promieniowanie UV indukuje najczesciej dimeryzacje sasiadujacych ze soba
zasad pirymidynowych powodujac powstanie dimeru cyklobutylowego oraz fo-
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toproduktu 6-4, w ktoérym atomy wegla C4 oraz C6 w sasiadujacych ze sobg piry-
midynach tworza wigzania kowalencyjne [26].

Ciepto powoduje hydroliz¢ wigzania B-N-glikozydowego. Obserwuje si¢ ja
czgsciej w przypadku puryn niz pirymidyn i powoduje ona powstawanie miejsca
pozbawionego zasady okreslane jako AP (apurynowe/apirymidynowe). Pozostaja-
cy fosforan cukru jest niestabilny i ulega szybkiej degradacji, tworzac w przypad-
ku dwuniciowego DNA luke. Miejsca AP sg z natury niestabilne i moga powodo-
waé powstawanie peknie¢ nici DNA w reakcji B-eliminacji, w ktorej rozerwaniu
ulega wigzanie fosfodiestrowe [5].

MUTAGENEZA CHEMICZNA

Czynniki alkilujgce w postaci metanosulfonianu etylowego (EMS) oraz metylo-
wego (MMS) sa najczesciej stosowanymi zwigzkami chemicznymi w mutagenezie
ro$lin. Powoduja one przylaczanie grup alkilowych do nukleotydow w czastecz-
kach DNA. Efekt alkilacji zalezy od pozycji, w ktorej nukleotyd ulega modyfikacji
oraz od rodzaju dodanej grupy alkilowej. Metylacja prowadzi czgsto do powsta-
wania zmodyfikowanych nukleotydéw: N’-metyloguaniny, O%-metyloguaniny oraz
N3-metyloadeniny o odmiennych wlasciwosciach tworzenia wigzan komplemen-
tarnych, co powoduje mutacje punktowe [45]. EMS powoduje alkilacje guaniny
efektem czego jest bledne parowanie tyminy z O°-etyloguaning. Prowadzi to do
tranzycji cytozyny na tyming oraz guaniny na adening. Potwierdzili to Shirasawa
iin. w roku 2016 [65] dokonujac analizy mutacji powstatych w wyniku muta-
gennego dzialania EMS na rosliny pomidora Solanum lycopersicum L. odmiany
Micro-Tom. Na podstawie odczytéw sekwencjonowania NGS metoda Illumina
spo$rod zidentyfikowanych 5920 mutacji ponad 90% stanowity wyzej wymienio-
ne tranzycje.

Zwiazki interkalujagce zazwyczaj zwigzane sg z delecjami. Bromek etydyny
oraz inne czynniki interkalujace jak np. hydrochlorek 9-aminoakrydyny (9AA) ze
wzgledu na swoja ptaskg budowe wsuwaja si¢ pomiedzy pary zasad w podwajne;j
helisie indukujac delecje oraz addycje podczas replikacji [67].

W mutagenezie roslin stosuje si¢ rowniez azydek sodu (NaN,). Efekt muta-
genny NaN, w duzej mierze zalezy od poziomu pH roztworu w jakim si¢ znajdu-
je. Powoduje on najczeéciej mutacje typu tranzycji [25].

MUTAGENEZA INSERCYJNA T-DNA

W naturalnych warunkach obserwuje si¢ transformacj¢ roslin z udziatem gra-
mujemnej wolnozyjacej bakterii glebowej Agrobacterium thumefaciens. Genom
tej bakterii o dlugosci 5,67 miliona pz, oprocz typowego dla prokariotéw genomu
kolistego, posiada rowniez nieobserwowane u innych bakterii dwa koliste mega-
plazmidy: pTiC58 oraz pAtC58. Mniejszy z nich pTiC58, oznaczany symbolem Ti



MUTANTY W BADANIACH FUNKCJI GENOW U ROSLIN 49

(ang. Tumor-inducing) jest czynnikiem powodujacym transformacje¢ zainfekowanej
rosliny [37, 54]. Proces koniugacji oraz amplifikacji plazmidu Ti regulowany jest
przez system Tral/TraR quorum-sensing (QS) [38].

Wyjatkowe znaczenie A. thumefaciens zarowno w badaniach podstawowych
jak 1 aplikacyjnych spowodowato, ze genom tej bakterii zostal zsekwencjonowa-
ny [81]. A. thumefaciens jest patogenem wielu gatunkow roslin dwuli§ciennych.
W wyniku infekeji fragment plazmidu Ti okreslany jako T-DNA (ang. transferred
DNA) ulega trwatlej integracji z jadrowym DNA komorki roslinnej. Transfer T-D-
NA odbywa si¢ poprzez system sekrecji typu IV (T4SS) [37]. W obrebie T-DNA
zidentyfikowano trzy grupy gendéw: odpowiedzialne za biosyntez¢ opin i hormo-
néw roslinnych (auksyn i cytokinin) oraz za sekrecje opin — pochodnych ami-
nokwasu argininy, ktore stanowia zrodto wegla 1 azotu nieodzownych dla zycia
bakterii. Synteza tych zwiazkéw zaburza bilans hormondéw w komorce roslinne;j
i prowadzi do utworzenia rakotworczych naros§li w miejscu zakazenia [23].

Fragment T-DNA odgraniczony jest od pozostatej cz¢sci plazmidu dwoma 25
nukleotydowymi wysoce homologicznymi sekwencjami granicznymi — lewa LB
i prawg RB (ang. Left, Right Border). Funkcje ich wigzg si¢ z procesem wycinania
T-DNA. Geny znajdujace si¢ w rejonie T-DNA nie odgrywaja zadnej roli w proce-
sie zarowno wycinania jak i przenoszenia DNA, mozliwe jest wigc umieszczenie
w ich miejsce innych sekwencji DNA, co stanowi podstawe¢ do przeprowadzenia
dowolnych modyfikacji genetycznych [39]. Plazmid Ti z 4. thumefaciens poza
obszarem T-DNA posiada réwniez rejon wirulencji (vir) zawierajacy geny bezpo-
srednio zaangazowane w proces transformacji. Potozone sg one w obrebie osmiu
operonow: vird, virB, virC, virD, virE, virF, virG oraz virH [70].

Naturalna zdolno$¢ bakterii A. thumefaciens do transformacji komorek ro-
slinnych postuzyta do opracowania pierwszej metody genetycznej transformacji
ro$lin. Komorka bakteryjna, wraz z decydujacym o transformacji plazmidem Ti
wykorzystywana jest jako wektor przenoszacy wybrany fragment obcego DNA.
Fragment ten wbudowywany jest najpierw do segmentu T-DNA. Szczep A. thu-
mefaciens ze zrekombinowanym pTi wykorzystuje si¢ nastgpnie do zakazenia
podatnej rosliny lub kultury tkankowej. Zmodyfikowany T-DNA jest transpor-
towany z komorki bakteryjnej do jadra komorki roslinnej, gdzie ulega integracji
z genomem. Tak przeniesione geny ulegaja replikacji i ekspresji w komorkach go-
spodarza [53]. Na podstawie wynikow badan z ostatnich lat dowiedziono, Ze in-
tegracja T-DNA do genomu gospodarza zachodzi nawet, gdy biatka kluczowe dla
procesu NHEJ sa inaktywowane poprzez mutacje knock-out [23]. Insercja T-DNA
moze zaj$¢ w kazdym miejscu w obrebie genu. Mutacja typu knock-out prowadzi
do przerwania ciaglosci genu. Insercja typu knock-down w rejonie promotora lub
3’UTR genu hamuje jego ekspresj¢. Natomiast integracja T-DNA, zawierajagcego
silny promotor 35S z wirusa mozaiki kalafiora CaMV (ang. Cauliflower Mosaic
Virus) w rejonie promotorowym danego genu wzmacnia poziom jego ekspresji
(ang. knock-on) [35].
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MUTAGENEZA Z ZASTOSOWANIEM TRANSPOZONOW

Transpozony (elementy transpozycyjne; ang. Transposable Elements), inaczej
»skaczace geny”, to ruchome elementy genetyczne mogace przemieszczac si¢ z jed-
nego miejsca do drugiego w obrebie genomu. Transpozycj¢ zalicza si¢ do rekom-
binacji nieuprawnionej, gdyz nie wymaga homologii miedzy sekwencjami. Gen,
w ktorym doszlo do insercji transpozonu zwykle ulega inaktywacji, natomiast geny
znajdujace si¢ migdzy dwiema kopiami transpozonu moga ulec delecji po urucho-
mieniu transpozycji [55].Wiekszo$¢ genomoéw organizmoéw eukariotycznych sktada
si¢ w przewazajacej czesci z niekodujacych sekwencji DNA. Do elementow tych
zalicza si¢ introny, sekwencje miedzygenowe oraz elementy repetytywne, w tym
wysokokopijne elementy transpozycyjne. Rekombinacja jest naturalnym procesem
zachodzacym w obrgbie gendw, lecz rzadko obserwuje si¢ ja w transpozonach [20].

Przyjmujac jako kryterium podzialu mechanizm transpozycji elementy trans-
pozycyjne dzieli si¢ na transpozony klasy I, II oraz helitrony. Transpozony klasy
I okreslane jako retrotranspozony dokonuja transpozycji za posrednictwem RNA.
Dzieli si¢ je na retrotranspozony LTR (ang. Long Terminal Repeats) posiadajace na
koncach powtorzenia sekwencji o dtugosci od kilkuset do kilku tysiecy pz oraz re-
trotranspozony, ktore nie posiadajg na swych koncach powtdrzen (non-LTR). Trans-
pozony klasy I dodatkowo mozna podzieli¢ na 5 rzgdow, sktadajacych si¢ z licznych
rodzin i podrodzin, w zaleznos$ci od struktury i funkcjonalnos$ci. Klas¢ I stanowig
transpozony DNA dokonujace transpozycji na zasadzie ,,tnij i wtaczaj”. Do prze-
biegu transpozycji niezbedne sa transpozazy, rozpoznajace krotkie, odwrocone
powtorzenia sekwencji nukleotydowych na koncach TE (ang. Terminal Inverted
Repeat, TIR). Do transpozonow klasy Il nalezg autonomiczne i nieautonomiczne
elementy transpozycyjne oraz MITEs (ang. Miniature Inverted-repeat Transposable
Elements). Helitrony licznie wystepujace w genomach roslin dokonujg transpozy-
cji za pomoca mechanizmu ,,rolling circle”, w ktorym transpozaza dokonuje ciecia
w obrebie sekwencji transpozonu, ktore nastepnie hybrydyzuje z DNA ulegajacym
inwazji tworzac heterodupleks. W efekcie w wyniku replikacji DNA helitron ulega
powieleniu [79, 43].

Retrotranspozon ONSEN z A. thaliana charakteryzuje si¢ jednym z najbar-
dziej skomplikowanych mechanizmoéow transpozycji, wptywajacym na regulacje
transkrypcji pobliskich genoéw. Jego aktywacja nastepuje w momencie zadziala-
nia stresu ciepla oraz wymaga obecno$ci miejsc wigzania w DNA dla biatek szoku
cieplnego [4].

Retrotranspozon Tnt! zidentyfikowany po raz pierwszy w genomie tytoniu
(Nicotiana tabacum L.) dziala jako mutagen zarowno w gospodarzu jak i w geno-
mach innych gatunkéw roslin. 7nt/ z powodzeniem zostat wykorzystany w genomice
funkcjonalnej sataty (Lactuca sativa) [46], ziemniaka (Solanum tuberosum) [19] oraz
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soi (Glycine max) [12]. Tntl poshuzyt rowniez do uzyskania ponad 12 000 linii mu-
tantow lucerny (Medicago truncatula) reprezentowanych przez 300 000 insercji [7].

Insercje TE w obrgbie sekwencji promotorowych oraz wzmacniajacych po-
wodujg obnizenie poziomu ekspresji genow. Insercja retrotranspozonu w rejonie
promotora genu kodujacego czynnik transkrypcyjny MYB spowodowata utrate
pigmentacji niektorych odmian winorosli (Vitis vinifera) [33]. Jeden z alleli genu
teosinte branchedl (tb1), pozadany w procesie udomowienia kukurydzy, powstat
w wyniku insercji transpozonu Hopscotch w obrgbie sekwencji regulatorowe;j
tego genu [69].

UKIERUNKOWANA MUTAGENEZA
Z UZYCIEM PROGRAMOWANYCH NUKLEAZ

Peknigcia DNA w komorkach eukariotycznych, w tym u roslin, naprawiane sa
poprzez rekombinacje homologiczna lub taczenie nici w procesie nichomologicz-
nej naprawy rekombinacyjnej (NHE.J). Modyfikacji w genomach z uzyciem pro-
gramowanych nukleaz dokonuje si¢ poprzez generowanie dwuniciowych peknigé
w helisie DNA (ang. Double-Strand Breaks, DSBs) przez te enzymy w miejscu
wybranym przez badacza [49, 47].

Miejscowo specyficzne nukleazy (ang. Site-Specific Nucleases, SSNs) to bial-
ka nalezace do grupy endonukleaz, ktore umozliwiajg wprowadzenie konkretnej
zmiany w sekwencji nukleotydowej DNA w okreslonym miejscu w genomie.
Rozpoznajg one i tng dwuniciowe czasteczki DNA o $cisle okreslonej sekwencji.
Poznane do tej pory techniki mutagenezy roslin z udziatem SSNs opierajg si¢ na
generowaniu peknie¢ nici DNA oraz jej odbudowy przez jeden ze szlakéw na-
prawczych. U eukariotow, w tym u ro$lin, dominuje szlak naprawy pegknig¢ nici
DNA poprzez NHEJ [63].

Zmiany w genomach roslin dokonuje si¢ stosujgc meganukleazy, nukleazy z do-
meng palca cynkowego (ang. Zinc-Finger Nucleases, ZFNs), bialka TALEN (ang.
TALE Nucleases) oraz system CRISPR-Cas9 (ang. Clustered Regularly Interspaced
Short Palindromic Repeats-CRISPR-associated) [47].

Meganukleazy, zwane rowniez samonaprowadzajacymi endonukleazami (ang.
homing endonucleases) rozpoznaja sekwencje w DNA liczace od 14 do 40 par za-
sad [68]. Odkryto je po raz pierwszy u prokariotdw i nizszych eukariotow [31]. Bio-
rac pod uwagge strukture oraz sekwencje aminokwasowg meganukleazy dzieli si¢ na
6 rodzin: LAGLIDADG, GIY-YIG, HNH, His-Cys Box, PD-(D/E)xK oraz EDxHD
[2]. Dlugo$¢ rozpoznawanej sekwencji jest zarowno zaleta, gdyz warunkuje duza
swoistos¢, jak rowniez najwigkszym ograniczeniem, poniewaz rozpoznawane se-
kwencje wystepuja bardzo rzadko w genomach roslin. Enzym I-Crel pochodzacy
z zielenicy Chlamydomonas reinhardtii postuzyt badaczom do inaktywacji genu
MS26, a w efekcie do uzyskania kukurydzy z cecha meskiej sterylnosci [17]. Zasto-
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sowanie meganukleazy COT-5/6 pozwolito na wprowadzenie do genomu bawet-
ny gendw hppd oraz epsps warunkujacych odpornos¢ na herbicydy, odpowiednio
glifosat oraz tembotrion [16].

ZFNs to biatka fuzyjne taczace domeny wiazace DNA z motywem palca cyn-
kowego z nieswoiscie dziatajaca domeng nukleazowg enzymu restrykcyjnego Fokl,
aktywng wylgcznie jako dimer. Do powstania pgknig¢ w czasteczce DNA niezbed-
na jest para ZFNs, w ktorej kazda z domen wigzacych DNA rozpoznaje sekwencje
o dtugosci 9-18 par zasad. Kazdy z palcow cynkowych odpowiada za rozpoznanie
trzech sgsiadujacych nukleotydow. Palce cynkowe wykazuja petng funkcjonalnosé
wylacznie jako monomery, co umozliwia tgczenie kilku z nich w zaleznos$ci od se-
kwencji nukleotydowej [6]. Nukleazy z motywem palca cynkowego z powodze-
niem zastosowano w edycji genomow roslin. Po raz pierwszy technike te wykorzy-
stano u A. thaliana [11]. W kolejnych latach za pomoca ZFNs inaktywowano geny
u innych gatunkow roslin, w tym u soi [13], kukurydzy [66] oraz tytoniu [74].

Biatka TALEN wykazuja podobienstwo do ZFNs, z ta r6znica, ze domeny z mo-
tywem palca cynkowego zastgpiono domenami wigzacymi DNA pochodzacymi
z biatek bakterii z rodzaju Xanthomonas. U bakterii biatka TALE (ang. Transcription
Activator-Like Effectors) odpowiadajg za regulacje transkrypcji. W sktad domeny od-
powiedzialnej za wiazanie DNA biatka TALE wchodzi od kilkunastu do kilkudziesig-
ciu powtorzen sekwencji od 33 do 35 aminokwasow. Pojedyncze nukleotydy w DNA
rozpoznawane sg przez kazdy z segmentow [30]. W ostatnich latach mutageneze z za-
stosowaniem nukleaz TALE wykorzystano u gatunkow roslin poliploidalnych. Z po-
wodzeniem uzyskano mutanty tetraploidalnego ziemniaka, u ktoérego inaktywowano
cztery kopie genu kodujacego wakuolarng inwertaze odpowiedzialng za hydrolize
wigzania fruktofuranozydowego sacharozy. Bulwy otrzymanych mutantow charakte-
ryzowaly si¢ dtuzsza trwatoscia w trakcie przechowywania w warunkach obnizonej
temperatury [9]. Kolejnym przykladem jest pozyskanie mutantow hekasploidalnej
pszenicy, u ktérej znokautowano sze$¢ alleli genu Mlo, odpowiedzialnego za podat-
no$¢ na maczniaka prawdziwego. Pozwolilo to wygenerowa¢ mutanty odporne na
tego patogena [76].

Obecnie najwigcej uwagi w ukierunkowanej mutagenezie roslin poswieca
si¢ systemowi CRISPR-Cas (ang. Clustered Regularly Interspaced Short Palin-
dromic Repeats-CRISPR-associated), w ktorym gtowng role odgrywa nukleaza
Cas9. W odroznieniu od nukleaz z motywem palca cynkowego oraz TALE za
swoisto$¢ rozpoznawania sekwencji DNA zamiast, domeny biatkowej odpowia-
da krotka komplementarna czgsteczka RNA. CRISPR-Cas to naturalny system
opornos$ci nabytej archeonow i bakterii chroniacy je przed obcymi elementami
genetycznym [80]. W zalezno$ci od mechanizmu dziatania i organizacji systemy
CRISPR-Cas podzielono na dwie klasy oraz sze$¢ typoéw [34]. W dziataniu sys-
temu CRISPR-Cas jako mechanizmu oporno$ci mikroorganizmoéw wyroznia si¢
etapy adaptacji, ekspresji i interferencji. W trakcie adaptacji protospacer, czyli
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krotki fragment pochodzacy z wirusowego lub plazmidowego DNA, wlaczany jest
do locus CRISPR. Za wybdr sekwencji wiaczanej do /ocus CRISPR odpowiada 2-6
nukleotydowy motyw PAM (ang. Protospacer Adjacent Motif). Po adaptacji naste-
puje ekspresja, w wyniku ktorej powstaje dtugi pierwotny transkrypt, obejmujacy
wszystkie sekwencje powtorzone i wszystkie sekwencje rozdzielajace, ktory pod-
lega obrobcee do dojrzalych CRISPR RNA (crRNA), czesciowo komplementarnych
do sekwencji obcych elementéw genetycznych. Ostatni etap procesu to interferen-
cja, ktora prowadzi do degradacji egzogennego materiatu genetycznego. W wyniku
potaczenia crRNA z biatkami Cas powstaja kompleksy zdolne do rozpoznawania
swoistych sekwencji nukleotydowych (zar6wno w obszarze kodujagcym jak i poza
nim) i hydrolizy wigzan 3°,5’-fosfodiestrowych w ich obrgbie. System CRISPR-
-Cas9 stosowany do modyfikacji genomowego DNA rézni si¢ od systemu natu-
ralnego brakiem etapu adaptacji [78, 28]. System CRISPR-Cas9 z powodzeniem
wykorzystano do modyfikacji genomow A. thaliana [29], ryzu [86], tytoniu [21],
a takze do uzyskania linii pomidora o wysokiej wartosci przechowalniczej [85].

STRATEGIA IDENTYFIKACJI INDUKOWANYCH LOKALNYCH
USZKODZEN W GENOMACH - TILLING

Do klasycznych metod mutagenezy zaliczamy traktowanie komorek, tkanek lub
catych organizmoéw mutagenami chemicznymi lub fizycznymi i uzyskiwanie kolek-
¢ji mutantow. Wybor form roslin o nowych korzystnych cechach odbywat si¢ na za-
sadzie oceny fenotypu. Dopiero odkrycie metody TILLING (ang. Targeted Induced
Local Lesions in Genomics) pozwolito na przeszukiwanie kolekcji pod katem obec-
no$ci mutacji punktowych w konkretnym genie. Analizg przeprowadza si¢ na DNA
uzyskanym nawet z kilku tysigcy pojedynkow pokolenia M2 otrzymanych po sa-
mozapyleniu. Strategia wykorzystuje technike PCR, za pomoca ktorej amplifikuje
si¢ sekwencje okreslonego genu. W reakcji wykorzystuje si¢ oligonukleotydy spe-
cyficzne dla genu wyznakowane fluorochromami. W 96-dotkowych ptytkach two-
rzy si¢ zbiorcze pule ekstraktow DNA z réznych roslin. Dzigki temu zmniejsza si¢
ilo$¢ koniecznych reakcji. Amplikony ulegaja denaturacji i po wolnym schtodzeniu
tworza si¢ dupleksy. W przypadku, gdy wsrod roslin wystepuje genotyp zawieraja-
cy zmutowany allel, tworza si¢ heterodupleksy. W miejscach niesparowanych DNA
trawiony jest przez endonukleaz¢ CEL 1. Prowadzi to do otrzymania skrdéconych
fragmentéw DNA, wykrywanych za pomocg znacznika fluorescencyjnego po roz-
dziale elektroforetycznym. Metoda ta poza wykryciem polimorfizmu DNA pozwa-
la pozna¢ przyblizong lokalizacj¢ mutacji wzdtuz amplifikowanego odcinka DNA
[36, 60]. Na podstawie analizy kolekcji mutantow u A. thaliana otrzymanych po
zastosowaniu EMS wykazano powstawanie srednio 10 mutacji na gen w populacji
M2 liczacej ponad 3000 roslin [24]. Oszacowano rowniez, ze pojedyncza roslina 4.
thaliana z pokolenia M2 posiada $rednio ponad 700 mutacji w genomie [72].
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Jedna z pierwszych modyfikacji metody TILLING jest wersja EcoTILLING,
w ktorej do stworzenia kolekcji wykorzystano 192 ekotypy 4. thaliana reprezen-
tujace naturalng zmienno$¢ gatunku. Zidentyfikowano 55 haplotypéw 5 genow
z ponad 150 roslin [10]. Dzigki metodzie EcoTILLING poznano funkcje wielu
genow gatunkow roslin uprawnych, w tym: genu FAE! (ang. Fatty Acid Elongase
1) odpowiedzialnego za kontrole biosyntezy kwasu erukowego u ro$lin rodzaju
Brassica [75], Alk kodujacego syntaze Ila skrobii uryzu [32] oraz Ara d 2.01
kodujacego biatko zapasowe nasion Arachis duranensis, ktore uwaza si¢ za po-
tencjalny alergen u ludzi [56].

Inng wersja metody TILLING zaprojektowang z mysla o roslinie modelowe;j
A. thaliana jest iTILLING (ang. individualized TILLING), w ktorej nasiona roslin
pokolenia M1 zbierane sg lgcznie, natomiast rosliny pokolenia M2 uprawiane sg
w specjalnych 96-dotkowych plytkach wypetnionych podtozem z agaru [3]. Ma-
teriat do izolacji DNA genomowego z siewek pobierany jest metoda Ice-cap [8].
W celu identyfikacji mutacji dokonuje si¢ analizy krzywej topnienia produktow
PCR. Po wykryciu mutacji siewka przenoszona jest z podtoza z agarem do gleby
celem okreslenia fenotypu oraz uzyskania nasion, niezbednych do dalszych analiz.

KOLEKCJE MUTANTOW INSERCYJNYCH

Dotychczas uzyskano ponad 325 tysiecy linii mutantow insercyjnych 4. thalia-
na [52]. Linie te zostaly zgromadzone w licznych kolekcjach: Salk [1], SAIL [64],
GABI-Kat [59], WiscDSlox (WISC) [82], Saskatoon (SK), FLAGdb [61], CSHL
[71], RIKEN [27], IMA, SLAT, JIC-SM. Wie¢kszos$¢ z nich (gtownie z kolekcji
Salk, SAIL, WISC oraz GABI-Kat) mozna uzyskac¢ z Arabidopsis Biological Re-
source Center (ABRC) oraz Nottingham Arabidopsis Stock Center (NASC), nato-
miast mutanty kolekcji FLAGdb bezposrednio z I’institut National de la Recherche
Agronomique (INRA). Mutanty z kolekcji Salk, GABI, SAIL oraz WISC uzyskano
dla ekotypu Colombia (Col-0), mutanty z kolekcji FLAGdb dla ekotypu Wassilew-
skija, a mutanty kolekcji CSHL i RIKEN dla odpowiednio ekotypu Landsberg erec-
ta 1 Nossen [51]. Kolekcje CSHL, RIKEN, IMA uzyskano z zastosowaniem trans-
pozycji ruchomego elementu genetycznego Ds podobnie jak w przypadku kolekcji
SLAT i JIC-SM z ta r6znica, ze transpozonem wykorzystanym do uzyskania mutan-
tow byt transpozon En/Spm pochodzacy z genomu kukurydzy [73].

Wymienione kolekcje mutantow insercyjnych sg zrodlem potwierdzonych oraz
potencjalnych mutantéw loss-of-function (charakteryzujacych si¢ brakiem syntezy
naturalnego produktu danego genu lub inaktywacjg produktu genu) wigkszosci ge-
néw A. thaliana. Miejsca insercji T-DNA u mutantow wszystkich kolekcji obejmuja
rejony znajdujace si¢ 500 pz przed miejscem rozpoczecia transkrypcji do miejsca
wystepowania kodonu terminalnego. Pomimo zgromadzenia olbrzymiej liczby mu-
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tantow, ponad 18,5% zadnotowanych genow nie posiada insercji T-DNA, natomiast
11% posiada tylko jedng insercje wsrdd linii dostgpnych w ABRC oraz NASC.
Liczba genow z insercja wzrosnie, gdy wezmiemy pod uwage wszystkie dostepne
linie mutantow (T-DNA i transpozonowych), jednakze nadal 12,2% gen6éw nie po-
siada mutacji insercyjnej, a dla 8,2% liczba insercji wynosi jeden [52].

Brak pelnego sukcesu uzyskania mutacji w kazdym znanym genie moze by¢
spowodowany kilkoma czynnikami. Stwierdzono, ze insercje T-DNA zachodza
czesciej w rejonach niekodujacego DNA [1]. Na podstawie analizy sekwencji
flankujacych miejsca insercji T-DNA w mutantach kolekcji Salk, FLAGdb i GABI
wykazano, ze insercja zachodzi najczg¢sciej w miejscach inicjacji transkrypcji
oraz w rejonie 3’UTR genu [42]. Prawdopodobnie odpowiedzialne sg za to ele-
menty kompleksu transkrypcyjnego oraz czynniki zaangazowane w przebudowe
struktury chromatyny w procesie integracji T-DNA. Dla gen6w nieposiadajacych
miejsc restrykeyjnych dla enzymow zastosowanych w procedurze do analizy se-
kwencji flankujacych rejon integracji (ang. Flanking Sequence Tag, FST) rowniez
nie wykazano insercji [42].

Cechg taczaca wszystkie kolekcje mutantéw insercyjnych T-DNA jest wspdlna
metoda ich pozyskiwania, chociaz do przygotowania kazdej zastosowano fragmen-
ty T-DNA o innej sekwencji nukleotydowej. W przypadku kolekcji WISC i Salk,
w procesie uzyskiwania mutantow uzyto jednego rodzaju wektora w przeciwien-
stwie do kolekcji SAIL 1 GABI, gdzie zastosowano odpowiednio dwa i cztery ro-
dzaje wektorow [52].

WPLYW MIEJSCA INSERCJI T-DNA NA
SKUTECZNOSC INAKTYWACJI GENU

W roku 2008 Wang przeprowadzil badania dotyczace wptywu lokalizacji in-
sercji T-DNA na skuteczno$¢ inaktywacji genu. W swojej pracy wykorzystat 1084
linii mutantéw insercyjnych T-DNA dla 755 genoéw A. thaliana opisanych w 648
pracach oryginalnych [77].

Brak syntezy transkryptu potwierdzono za pomocg techniki RT-PCR dla
97,7% mutacji insercyjnych. Podwyzszony poziom ekspresji zmutowanego genu
stwierdzono dla zaledwie 0,6% insercji, z czego najwigcej (8% sposrod nich) dla
insercji w rejonie wystgpujacym za kodonem terminacyjnym. Podwyzszenie po-
ziomu ekspresji zaobserwowano rowniez w przypadku insercji T-DNA w rejonie
promotorowym genu P/P5K9 kodujacego kinazg fosfatydynoinozytolu, negatyw-
nie regulujacg wzrost korzeni roslin 4. thaliana [44]. W przypadku 136 badanych
linii mutantoéw stwierdzono brak syntezy biatka dla 80% insercji. Insercje wyste-
pujace przed kodonem startowym skutkowaty brakiem syntezy biatka w przeana-
lizowanych 41% przypadkach [77].
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Insercje zar6wno w obrebie egzonow jak i introndéw sg rownie efektywne w po-
wodowaniu mutacji typu knock-down/knock-out. Brak wptywu insercji T-DNA
w obregbie egzondw na poziom transkrypcji genu stwierdzono dla zaledwie 1,1%
mutacji insercyjnych, natomiast w przypadku intronéw dla 0,7% mutacji [77]. Na
przyktad insercja T-DNA w drugim egzonie genu CSN5B nie wptynela na zmiang
ilosci biatka, jednakze uzyskano fenotyp odmienny od typu dzikiego [18]. Inser-
cja T-DNA w rejonie 3’UTR genu PGL3 okazata si¢ by¢ mutacja letalng [83].
Niekiedy insercja T-DNA w obrebie intronu nie powoduje inaktywacji genu, np.
u mutanta nbrl A. thaliana nie stwierdzono utraty funkcji genu [58]. W wyniku
alternatywnego splicingu T-DNA ulegl wycieciu wraz z intronem. W przypadku
mutantdw annAt2-1 oraz annAt2-2, u ktérych insercja T-DNA nastgpita w ostat-
nim egzonie genu AnnAt2, nie stwierdzono obnizenia poziomu ekspresji genu
[40]. Krzyzowanie mutantow A. thaliana, u ktorych insercja T-DNA nastgpita
w intronach prowadzi czegsto do modyfikacji epigenetycznych, w wyniku ktérych
nie stwierdza si¢ inaktywacji zmutowanego uprzednio genu. Na przyktad skrzy-
zowanie mutanta cobra z mutantem s7f6-1 A. thaliana doprowadzito do ostabie-
nia skutku mutacji genu COBRA. Bylo to skorelowane z podwyzszong metylacja
DNA, ktéra spowodowata wzrost poziomu ekspresji genu [84]. Zniesienie mu-
tacji genu AGAMOUS potwierdzono rowniez po skrzyzowaniu mutanta ag-7D
z mutantem yucl-1 [22]. Efekt ostabienia mutacji wywotanej insercja T-DNA
w intronie stwierdzono takze po skrzyzowaniu potrdjnego mutanta basi-2 sob7-1
benl-1 z mutantem benl-1 [62].

Insercja T-DNA moze powodowaé réwniez dodatkowe mutacje w genomie
gospodarza typu delecji i translokacji. U 73% mutantdw insercyjnych, u ktérych
odnotowano delecje, wystapita utrata odcinka DNA o dlugosci ponizej 100 pz.
U 17 sposrod 31 analizowanych mutantow posiadajacych delecje o dtugosci po-
wyzej 100 pz utraty odcinkéw DNA wystapity w genach zwigzanych z replikacja
oraz mechanizmami naprawy DNA, remodelingiem chromatyny i mitoza oraz
mejoza [77]. Wydaje si¢ to uzasadnione, poniewaz geny zwigzane z mechanizma-
mi naprawy DNA odgrywaja istotng rol¢ w procesie integracji T-DNA [14], ktory
zachodzi w wysoce aktywnych metabolicznie i podziatlowo tkankach organu ge-
neratywnego, poddawanego transformacji metoda ,,floral dip” [15].

PODSUMOWANIE

Kolekcje mutantow stanowig nieodzowne narzedzie wspdlczesnych badan.
Roéznorodnosé dostepnych metod mutagenezy pozwala na uzyskanie licznych ko-
lekcji mutantow. Dotychczas najwickszym ograniczeniem mutagenezy byta przy-
padkowo$¢ miejsca mutacji — zarbwno wywolywanej mutagenami fizycznymi
oraz chemicznym, jak i insercji T-DNA. Dzigki zastosowaniu programowanych
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nukleaz mozliwa jest mutageneza ukierunkowana, pozwalajaca na precyzyjne
wprowadzenie zmian w wybranych pozycjach tancucha polinukleotydowego.
Mozliwos¢ dowolnej edycji genomu otworzyta nowe perspektywy analizy funk-
cjonalnej gendw organizmow roslinnych.
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