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Streszczenie: TILLING (ang. Targeting Induced Local Lesions IN Genomes) i FOX-hunting (ang. Full-
length cDNA Over-eXpressing gene hunting system) to nowe metody badawcze, ktore umozliwiajq ma-
sowa i szybka analiz¢ funkcjonalng genow. Przyspieszenie prac w tym obszarze nauk biologicznych jest
konieczne do systematyzowania danych uzyskiwanych w programach sekwencjonowania genomow,
genow oraz EST (ang. Expressed Sequence Tag), a takze w programach badan zmian ekspresji genow,
prowadzonych przy zastosowaniu analizy mikromacierzy DNA. Klasyczne metody badan funkcjonal-
nych byly i sa prowadzone droga ..od cechy do genu” (ang. Top-down/ Forward). Najpierw, przy stoso-
waniu metod mapowania jakosciowego lub ilosciowego poszukuje si¢ markerow genetycznych silnie
sprzgzonych z cecha. Kosegregujace z cecha markery nanosi si¢ na mapy fizyczne kontigow klonow
bibliotek genomowych w celu wyboru klonu zawierajacego poszukiwany gen, co sprawdzane jest w
tescie komplementacji. Wynik pozytywny tego testu potwierdza przewidziane funkcje biologiczne ba-
danego genu, jednakze brak oczekiwanych zmian fenotypowych w transformantach nie stanowi negacji
przyjetych zatozen, ze wzgledu na czgsto zachodzace wyciszanie genow. Innym typem rozwiazan w
analizie funkcjonalnej genow jest droga ,,od mutacji do genu” (ang. Botom-up/Reverse), zakladajaca wy-
twarzanie, poszukiwanie oraz analiz¢ mutantéw i to wlasnie podejscie jest wykorzystywane w obydwu
omawianych technikach. Technika TILLING, to potaczenie tradycyjnej mutagenezy chemicznej z nowo-
czesng i czula, technika identyfikacji mutantow punktowych, SNP (ang. Single Nucleotide Polymor-
phism), oparta na analizie PCR. Metoda ta polega na namnazaniu mieszaniny réwnych ilosci DNA
poszczegolnych mutantdéw w reakcji PCR, a nastgpnie na trawieniu produktow endonukleaza Ce/l
rozpoznajaca niesparowane zasady w podwdjnej nici DNA. Waznym i trudnym etapem wstgpnym jest
uzyskanie odpowiednio duzej i wystarczajaco wysyconej populacji mutantow, co zalezy zaréwno od
czynnika chemicznego, jak i od modyfikowanego genomu. Drugim krytycznym krokiem jest przygoto-
wanie DNA matrycowego, ktore jest kolekcjonowane w 96-dotkowych mikroptytkach. Do pojedynczej
reakcji PCR przygotowuje si¢ mieszaniny DNA zbierajac do 8 probowek DNA z poszczegolnych rzg-
déw dotkéw, a potem (do 12 proboéwek) DNA z dotkéw kolejnych kolumn, tak ze material z jednej
mikroplytki mozna przeanalizowa¢ w 20 (8 + 12), a nie 96 reakcjach. Analiz¢ DNA wielu ptytek mozna
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dodatkowo usprawnia¢ zbierajac DNA z tych samych dotkéw réznych plytek. W celu identyfikacji
mutantéw kazdy z produktow reakcji PCR jest poddawany denaturacji, a nast¢pnie renaturacji, co
powoduje powstawanie heterodupleksow z niesparowanymi zasadami w miejscu mutacji. Trawienie
tego DNA endonukleaza Ce/l specyficzna do niedopasowanych zasad umozliwia ich identyfikacj¢ po
rozdziale elektroforetycznym na zelu sekwencyjnym. W metodzie TILLING identyfikacja mutantow
jest szybsza niz klasyczna metoda identyfikacji mutantéw SNP, gdyz: i/ zamiast koszto- i czasochtonne-
go sekwencjonowania wykorzystuje si¢ enzym restrykeyjny trawiacy renaturowane produkty PCR w
miejscach niedopasowanych nukleotydéw i standardowg elektroforez¢ DNA; ii/ reakcja PCR prowa-
dzona jest na skal¢ masowa, na matrycy DNA bedacej mieszaning kilku/kilkunastu probek. Technika
FOX-hunting, to nowa metoda nadekspresji gendw roslinnych, ktora umozliwia szybkie wyodrgbnianie
i sekwencjonowanie réwnolegle z analiza funkcjonalna. Jest ona modyfikacja/rozwinigciem metody trans-
formacji rzodkiewnika wektorami binarnymi wprowadzanymi do komérek roslinnych przez 4. tumefa-
ciens, przez zamaczanie mtodych kwiatostanow w zawiesinie biblioteki binarnej. Wektory binarne stoso-
wane w systemie FOX-hunting zawieraja pomig¢dzy sekwencjami granicznymi: i/ dwa tandemowe po-
wtorzenia wzmacniacza transkrypcji (sekwencji —490 do —90 pz poprzedzajacej promotor 35S wirusa
mozaiki kalafiora CaMV); ii/ promotor 35S (sekwencja—90 do —1 pz wirusa CaMV); iii/ sekwencje W —
5'liderowy, niculegajacy translacji odcinek RNA wirusa mozaiki tytoniu (TMV), zwigkszajacy efektyw-
no$¢ translacji wprowadzanego genu; iv/ kaset¢ zawierajaca gen, ktérym chcemy transformowac A.
thaliana w otoczeniu sekwencji starterow (GS4 i GS6) ulatwiajacych jego identyfikacj¢ w mutancie oraz
sekwencji rozpoznawanych przez endonukleazg¢ Sfil; v/ terminator transkrypcji genu syntazy nopaliny
(nos) z plazmidu Ti oraz vi/ gen selekcyjny odpornosci na higromycyng. Do konstrukeji biblioteki w
wektorze binarnym wykorzystywane sa pojedyncze kopie kazdego z genéw zgromadzonych w biblio-
tekach cDNA skonstruowanych w wektorach Lambda ZAP i Lambda FLC-1-B. Zalety systemu FOX-
hunting, to: i/ maly procent kosupresji genow wskutek stosowania pelnej dlugosci klonéw cDNA i
znormalizowanych bibliotek w wektorach binarnych; ii/ liczebne ograniczenie ekspresji gendw metaboli-
zmu podstawowego (ang. house-keeping genes) w znormalizowanych bibliotekach; iii/ utatwienia w
analizie fenotypowej wynikajace z krdtkiego cyklu zyciowego A. thaliana; iv/ do$¢ tatwa izolacja i
sekwencjonowanie gendw. Wada tego systemu jest ograniczenie analizy funkcjonalnej jedynie do genow
wykorzystanych do konstrukcji biblioteki w A. tumefaciens. Obydwie techniki, TILLING i FOX-hun-
ting, pozwalaja na przyspieszenie analizy genow. Programy je wykorzystujace moga by¢ réwniez dodat-
kowym Zrodtem zr6znicowanego materiatu dla hodowli. System TILLING z tej racji, iz zostat opracowa-
ny do badania mutantéw indukowanych chemicznie, pozwala na natychmiastowe i bezposrednie wpro-
wadzanie uzyskanych materialow do hodowli. System FOX-hunting otwiera gtoéwnie perspektywy w
analizie funkcjonalnej, generujac cenne mutanty, w ktérych obserwuje si¢ nadekspresje genow.

Stowa kluczowe: TILLING, FOX-hunting, analiza funkcjonalna genéw, mutageneza.

Summary: TILLING (Targeting Induced Local Lesions IN Genomes) and FOX-hunting (Full-length
¢DNA Over-eXpressing gene hunting system) are new research methods which enable quite fast functional
analysis of gens on a mass scale. Accelerating of functional analysis of gens is required in biological
sciences. It is crucial for systematization of data gathered from programs of genomes, genes, and EST
(Expressed Sequence Tag ) sequencing as well as from studies of gene expression profiles, based on DNA
microarray analysis. Classical methods of functional studies have been fulfilled using Top-Down (For-
ward) approach. Firstly genetic markers cosegregating or at least strongly conjugated with the trait of
interest are searched for, using quantitative or qualitative mapping methods. Subsequently those markers
are mapped physically on contigs of genomic library clones spanning the region between cosegregating
markers in order to select the clone carrying the gene to be tested by complementation. Positive result of
that test confirms biological functions of the gen, however lack of changes in transformant phenotypes do
not negate the assumptions due to frequent gene silencing. Newer breakthrough tactic in gene functional
analysis is the bottom-up approach. This procedure assumes generation of mutants followed by mutant
population screening and analysis. The TILLING technique is a combination of traditional chemical
mutagenesis with modern and sensitive method of point mutations — SNP (Single Nucleotide Polymor-
phism) identification. The TILLING bases on PCR amplification of template DNA which is a mixture of
equal amounts of mutants DNA, followed by digestion with endonuclease Ce/l, recognizing unpaired
bases of the double-helix DNA. Crucial and difficult preliminary step of this method is generation of
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appropriate population of mutants, which depends not only on chemical mutagen but also on genome to
be modified. The second crucial step is preparation of a template DNA, which is collected in 96-well
microplates. For single PCR reaction DNAs are combined from each row of wells into 8 test-tubes and
then DNA from the columns into 12 tubes so that the material from one plate can be analyzed in 20 (12+8)
not in 96 reactions. DNA analysis from several plates can be additionally improved by collecting the
DNAs from the same wells of different plates. Finally, in order to identify mutants, each of PCR reaction
products is denatured and then renatured which induces heteroduplex formation with unpaired bases in
the point of mutation. Digestion of this DNA by Ce/l endonuclease, specific to unpaired bases, enables
their identification after the electrophoresis on sequencing gel. In the TILLING method the identification
of SNP mutants is faster than in the classical approach because: i/ the standard electrophoresis on
sequencing gels of Ce/l digested, renatured PCR products is run instead of costly and time-consuming
sequencing reaction; ii/ the PCR reaction is carried out on a mass scale due to the DNA template which is
a mixture of few/several different DNAs. The FOX-hunting is a novel gain-of-function system, which
enables the plant genes overexpression as well as genes isolation and sequencing parallelly to functional
analysis. This method is a modification of the protocol of 4. thaliana transformation by floral dip in a
suspension of 4. tumefaciens carrying the full-length cDNA library in binary vectors. The binary vector
used in the FOX-hunting system contains between the border sequences: i/ two tandem repeats of
sequence strengthening the transcription (5'-upstream sequence of CaMV 35S promoter —419 to —90 bp);
ii/ P35S, CaMV 35S promoter —90 to —1 bp; iii/ W — 5'-upstream sequence of TMV, which increases
translation effectiveness of inserted gen; iv/ a gene cassette flanked by sequences of PCR starters to
identify the gene in the mutant and restriction sites for Sfil endonuclease; v/ polyadenylation signal of
nopaline synthase gene from Ti plasmid; vi/ hygromycin resistance gene. To construct the library in the
binary vector, single copies of each gen gathered in ¢cDNA libraries (in Lambda ZAP and Lambda FLC-
1-B vectors) are used. The advantages of FOX-hunting system: i/ low percentage of gene cosuppression
due to use of full length cDNA clones and normalized libraries in binary vectors; ii/ reduction of the
expression of housekeeping genes in normalized libraries; iii/ simplification in phenotype analysis due to
A. thaliana's short life cycle; iv/ quite easy genes isolation and sequencing. The disadvantage of FOX-
hunting system is limitation of functional analysis only to the genes selected to construction of the library
in A. tumefaciens. Both methods, TILLING and FOX-hunting enable more rapid functional analysis of
genes. Projects using one of that protocol can be used as an additional source of diversified material for
plant breeding. The TILLING system, developed to study of chemically induced mutants, enables imme-
diate and direct implementation of gathered results to breeding programs. FOX-hunting system which
generates valuable mutants with gene overexpression gives the new perspectives to functional analysis.

Key words: TILLING, FOX-hunting, functional analysis of genes, mutagenesis.

1. WSTEP

Poczatek XXI wieku zostal nazwany epoka po-genomowa (ang. post-genomic
era) z tej przyczyny, iz obecnie jest poznanych ponad 180 pelnych sekwencji
genomdéw poczawszy od sekwencji faga X174 w 1977 roku (5368 pz), bakterii
Haemophilus influenzae w roku 1995, muszki owocowki i rzodkiewnika w roku
2000, cztowieka w 2001 r., ryzu w 2002 r., a w roku 2007 pierwszego pelnego
genomu, 6 miliardow nukleotydow, jednego czlowieka [22]. Znajomos¢ sekwencji
genomu nie oznacza znajomosci liczby i funkcji gendw. Tak na przyklad, w genomie
ryzu, najmniejszym wsrdd zbdz i przez to przyjetym za modelowy (430 Mpz),
pierwotnie, in silico, zidentyfikowano ok. 50 000 potencjalnych sekwencji
kodujacych, w wigkszosci o nieznanych funkcjach. Po dokladniejszych badaniach
sekwencji, w tym cDNA, liczbe t¢ zmniejszono do 32 tys. [28].
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Dodatkowo od przeszlo dekady obserwujemy kompleksowe gromadzenie danych
na temat zmian ekspresji genow (gldwnie ilosciowe). W roku 1996, firma Affymetrix
wprowadzila na rynek pierwsza komercyjna mikromacierz DNA (bio-chip),
umozliwiajaca kompleksowe badania zmiany ekspresji genéw. Na przyklad: na
podstawie hybrydyzacji cDNA otrzymanych z odmian ryzu, o zréznicowanej
odpornosci na susze, do nowej generacji mikromacierzy (syntetycznych olignukleo-
tydow), tacznie zidentyfikowano prawie 16 000 gendw roznicowych, wsrod ktorych
jedynie ok. 30% miato zdefiniowana funkcje¢ [5]. Rowniez za pomoca opracowanej
w potowie lat dziewigcdziesiatych techniki SAGE (ang. Serial Analysis of Gene
Expression) i w roku 2000 metody MPSS (ang. Massively Parallel Signature
Sequencing), ktére umozliwiaja masowe sekwencjonowanie fragmentéw cDNA,
generowane sa duze zbiory danych [21, 24]. By ta lawina danych mogta zostaé
uporzadkowana potrzebne jest szybkie poszerzenie wiedzy na temat funkcji genow,
a takze rozwoj nowych narzedzi informatycznych do obstugi i analizy wielopara-
metrowych baz danych [25, 33, 34].

Analiza funkcjonalna genoéw przez wiele lat byla prowadzona zgodnie z zasadami
genetyki klasycznej: ,,od cechy do genu” (ang. Top-down/Forward). Rozwdj technik
biologii molekularnej umozliwit podejscie odwrotne: ,,od mutacji do genu” (ang.
Botom-up/Reverse) (tab. 1).

W potowie lat 90. analiza funkcjonalna genow nabrata tempa w zwiazku z
opracowaniem w USA techniki TILLING (ang. Targeting Induced Local Lesions
IN Genomes), opartej na amplifikacji DNA ze starterami gendw wybieranych przez
badacza, a pozwalajacej na masows i szybka identyfikacje mutacji [36]. Dodatkowo
tempo kumulacji danych na temat funkcji genow wzrasta wskutek rozwoju,
opracowanej w Japonii, metody FOX-hunting (ang. Full-length ¢cDNA Over-
eXpressing gene hunting system). Metoda, opatentowana w roku 2001, a udostep-

TABELA 1. Porownanie metod analizy funkcjonalnej: klasycznej
(ang. TOP-DOWN/FORWARA) i molekularnej (ang. BOTTOM-
UP/ REVERSE) [30, zmodyfikowano |

TABLE 1. Comparison of methods of gene functional analysis:
Top-down vs. Bottom-up approaches [30, modified]

ANALIZA FUNKCJONALNA

Klasyczna (ang. Top-down) Molekularna (ang. Bottom-up)

Biatko Fenotyp Biatko fenotyp

U Mapowanie ﬂ Wytwarzanie i analiza
QTL/asocjatywne biatek

Gen/Geny Gen/Geny

U' Transformacja ﬂ Identyfikacja
Wybranymi klonami DNA gendow

Mutanty Mutanty

‘U’ Identyﬁlfacja ﬂ Identyfikacja
fenotypow fenotypow

Test komplementacji Mutageneza
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niona szerszemu gronu badaczy niecale 3 lata temu umozliwia szybkie wyodrgbnianie,
rozpoznawanie sekwencji kodujacej oraz funkcji genow roslinnych w warunkach ich
nadekspresji [17].

Dynamiczny rozwdj analizy funkcjonalnej gendéw sklania do pogladowego
przedstawienia koncepcji technik TILLING i FOX-hunting na tle klasycznej metody
poszukiwania mutantdw oraz fizycznych, chemicznych i molekularnych metod
generowania mutacji.

2. ANALIZA FUNKCJONALNA GENOW
wg zasad genetyki klasycznej

Analiza funkcjonalna, zgodnie z zasadami genetyki klasycznej zaklada poszuki-
wanie genu kodujacego okreslone biatko/fenotyp. Przykladem takiego podejscia jest
klonowanie pozycyjne genu, w ktorym najpierw poszukuje si¢ markerow genetycz-
nych silnie sprzgzonych z cecha. W zaleznosci od charakteru badanej cechy wyko-
rzystywane sg metody mapowania jakosciowego lub ilosciowego (QTL) albo
asocjatywnego polegajacego na analizie nierbwnowagi sprzezen (ang. LD-Linkage
Disequilibrium). W przypadku genomu roslinnego mapowanie prowadzone jest przy
wykorzystaniu populacji segregujacych: potomstwa BC, lub F,, linii podwojonych
haploidow (DH), linii rekombinacyjnych (RILs), jak rowniez linii bliskoizogenicznych
(NILs), aneuploidow i linii substytucyjnych [15]. Silnie sprz¢zone markery nanoszone
sa na mapy fizyczne (kontigéw klonow bibliotek genomowych) w celu wyboru klonu
TABELA 2. Lokalizacja genow pszenicy zidentyfikowanych w programach klonowania

pozycyjnego [12, zmodyfikowano|]
TABLE 2. Wheat genes localized in positional cloning programs [12, modified]

Gen/QTL Lokali- |Cecha Placowka/ Lider zespotu
zacja

Lrl 5DL Odporno$é¢ na rdzg lisciowa University of Zurich/ B. Keller
Lri0 1AS " " rdzg lisciowa University of Zurich/ B. Keller
Lr2l 1DS " " rdze liSciowa Kansas State University/ B. S. Gill
Ofhs.Ndsu-3bs |3BS " " fuzarioz¢ klosa Kansas State University/ B. S. Gill
Pm3b 1AS " " maczniaka prawdziwego |University of Zurich/ B. Keller
s 2BL " " rdz¢ brunatng USDA-ARS, Wheat Genetics/ K.G Campbell
Sr2 3BS " " rdz¢ zdzblowa CSIRO Plant Industry, Australia/ ES Lagudah
Tsnl 5BL Odporno$é¢ na toksyne, Ptr Tox North Dakota State University/ J. D. Faris
Bol 7BL Odpornos¢ na jony boru University of Adelaide/ P. Langridge
Fr2 SBL Odpornos¢ na mroz University of California, Davis/ J. Dubcovsky
VRN1 SA Gen odpowiedzi na wernalizacje¢ University of California, Davis/ J. Dubcovsky
VRN2 SA Gen odpowiedzi na wernalizacje JW.
VRN-B3 7BS Gen odpowiedzi na wernalizacje JW.
EPS-1 1AL Gen determinujacy termin kwitnienia |jw.
o SAL Gen regulatorowy warunkujacy Kansas State University/ B. S. Gill

m.in. wysokg zawarto$¢ glutenu
GPC-B1 6BS Wysoka zawartos¢ biatka w ziarnie |University of California, Davis/ J. Dubcovsky
Phl 1A/5B  |Koniugacja chromosoméw homo- |John Innes Centre, Colney, Norwich/ G.

logicznych w trakcie mejozy Moore
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zawierajacego poszukiwany gen. Po zsekwencjonowaniu wytypowane fragmenty
DNA sa wykorzystywane do transformacji roslin dzikich; zmiana fenotypu regene-
rantéw potwierdza przewidziane funkcje biologiczne genu. Brak oczekiwanych zmian
fenotypowych nie stanowi negacji przyjetych zalozen ze wzgledu na czgste wycisza-
nie genéw w transformantach [27]. Przykladem takich badan moga by¢ poszukiwa-
nia genu Pi-ta2 warunkujacego odpornos¢ ryzu na Pyricularia grisea [31]. W
genomie pszenicy metoda klonowania pozycyjnego zidentyfikowano kilkanascie
gendéw. Glownie sa to geny: odpornosci na stresy i odpowiedzi na wernalizacje, a
takze gen regulatorowy udomowienia pszenicy z chromosomu 5AL m.in. warun-
kujacy wysoka zawartos¢ glutenu w ziarnie, a takze locus warunkujacy koniugacje
chromosomoéow homologicznych w trakcie mejozy (tab. 2).

Efektywniejszym podejsciem do analizy funkcjonalnej jest wytwarzanie, poszukiwanie
i analiza mutantéw. Mutanty wprowadzono do hodowli, w latach trzydziestych XX w.,
kiedy to odkryto mozliwos¢ indukowania mutacji. Rozwoj technik biologii molekularnej
pozwolit na wykorzystanie tego podejscia do poszukiwania genéw i poznawania ich funkcji
bez znajomosci fenotypu i/lub produktow biatkowych.

3. ANALIZA FUNKCJONALNA GENOW
wg zasad genetyki molekularne;j

3.1. Metody uzyskiwania mutantow
3.1.1. Mutageneza fizyczna

Mutageneza czynnikami fizycznymi lub chemicznymi jest najczesciej indukowana
w nasionach. Fizyczne czynniki mutagenne to przede wszystkim promieniowanie:
gamma (zrédto: izotopy promieniotworcze), X (zrédta: lampy rentgenowskie,
synchrotrony), ultrafioletowe, elektrondw o wysokiej i niskiej energii kinetycznej
(zrédlo: akcelatory) [3]. Energia promieniowania powoduje zmiany charakteru wiazan
pomiedzy atomami w czasteczkach polimeru, prowadzac do niszczenia lub powsta-
wania nieistniejacych w naturze wigzan kowalencyjnych, co zaktoca prawi-dtowy
metabolizm DNA i w efekcie ostatecznym generuje mutacje. Zjawisko mutagenezy
indukowanej promieniowaniem rentgenowskim zostalo po raz pierwszy opisane dla
genomu je¢czmienia, w okresie migdzywojennym. W latach 60. wdrozono
kompleksowe programy generowania zmiennosci w kolekcjach roslin uprawnych;
wspoltdziatanie FAO (ang. Food & Agriculture Organization) oraz IAEA (ang.
International Atomic Energy Agency) w zakresie pokojowego wykorzystania energii
atomowej zaowocowato w Swiecie wieloma programami hodowlanymi. Zarejestro-
wano 2570 mutantow, w tym 1020 mutantéw gtownych zboz: ryzu — 439, jeczmienia
— 305, pszenicy — 204 i kukurydzy — 71 [26], wytworzonych gtownie z wykorzys-
taniem promieni y (30%) i w mniejszym stopniu przez promieniowanie rentgenowskie
(3%). Dwie trzecie z tych mutantow zostalo wygenerowanych w Chinach. Do
spektakularnych osiagni¢¢ mutagenezy fizycznej nalezy odmiana peruwianska
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jeczmienia dobrze plonujaca w Andach powyzej 5 000 m n.p.m. Ewenementem
przyrodniczym jest rowniez odmiana ryzu rosnacego w wodzie o wysokim zasoleniu,
uprawiana w Delcie Mekongu w potudniowym Wietnamie [38]. W Polsce znaczacym
osiagnigciem mutagenezy promieniami y byto uzyskanie form samokonczacych si¢
bobikdéw [1].

3.1 2. Mutageneza chemiczna

Mutageneza chemiczna (najczgsciej punktowa) zachodzi pod wplywem zmian
konformacyjnych jednej z par zasad w komplementarnych tancuchach DNA. Zwiazki
indukujace zmiany konformacyjne to: i/ analogi zasad, np. 5-bromouracyl lub
2-aminopuryna; ii/ zwigzki hydroksylujace, np. hydroksylamina; iii/ zwiazki alkilujace,
np. metanosulfonian etylu (EMS) lub dimetylonitrozoamina; iv/ zwiazki deaminujace,
np. kwas azotawy lub siarczyn sodu. Interkalacja czasteczek zwiazkdéw aroma-

TABELA 3. Realizowane i uruchamiane obecnie projekty analizy funkcjonalnej gendéw traw
W oparciu o mutagenez¢ chemiczng i system analityczny TILLING [37, zmodyfikowano |
TABLE 3. Existing and proposed projects of gene functional analysis in grass species based
on chemical mutagenesis and TILLING analytical system [37, modified]

Gatunek Nazwa projektu Muta- Adres strony internetowej
gen
JECZMIEN
cv. Optic  |DIStilling (SCRI) EMS http://germinate.scri.sari.ac.uk/barley/mutants/
cv. Barke |GABI-TILL EMS www.gabi-till. de/project/ipk/barley.html
cv. Morex |TILLMore EMS www.distagenomics.unibo.it/TILLMore/
cv. Lux Ris @National Labs, |EMS www.pgrc.ipk-gatersleben.de/barleynet/organi-
KVL Denmark sation_kvl.php
KUKURY- [Maize TILLING EMS http://genome.purdue.edu/maizetilling/
DZA Project, Purdue
CropTailor AB EMS www.croptailor.com/Engelsk/engindex.htm
OWIES RiceTILL (UC Davis) EMS lub www.tilling.ucdavis.eduw/index.php/Rice_Tilling
RYZ (ssp. MNU+NaN
Jjaponica) |Mishima MNU
PSZENICA
T. aestivum |Arcadia Biosciences |[EMS
T. mono-  |Rothamstead
coccum Research (RRes) EMS www.rothamsted.ac.uk
www.rothamsted.ac.uk/cpi/optiwheat/indexcont-
T. durum  |OPTIWHEAT EMS ent.html
SORGO USDA, Lubbock, TX|EMS
PROSO Purdue TILLING EMS http://genome.purdue.edu/
Project
ROZGOWE
Brachypo-- |Ris @National Labs, |NaN, www.risoe.dk/rispubl/BIO/biopdf/ris-r-510.pdf
dium KVL Denmark

Wyjasnienia skrotéw: EMS — metanosulfonian metylowy, MNU — N-metylo-N-nitromocznik;
NaN | — azydek sodu
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tycznych, takich jak: proflawina czy bromek etydyny, do helis DNA prowadzi do
zaburzen replikacji, naprawy lub rekombinacji DNA.

Skutecznos$¢ otrzymywania mutantow o charakterze dominujacym wynosi dla zb6z
mniej niz pdt promila [18)]. Przejrzysta ilustracj¢ jej wykorzystania stanowig prace zespotu
Finkelstein, ktore, na podstawie badan mutantéw A. thaliana niewrazliwych na kwas
abscyzynowy, wyjasnity wiele aspektow przekazywania sygnatow zaleznych od tego
hormonu [9]. Istotnym osiagnigciem naszej hodowli bylo wytworzenie form rzepaku
ozimego o podwyzszonej zawartosci kwasu oleinowego oraz nizszej zawartosci kwasu
linolenowego w oleju nasion w poréwnaniu z odmianami podwojnie ulepszonymi [32].

Mutageneza chemiczna jest, od przeszto potwiecza, wazna metoda pozyskiwania
mutantéw, a w ostatnim dziesigcioleciu dzigki wprowadzenia techniki TILLING sa
uruchamiane nowe, kompleksowe projekty badawcze (tab. 3).

3.1.3. Mutageneza insercyjna

Mutanty insercyjne uzyskuje si¢ metoda transformacji roslin przez naturalnie
wystepujace retrotranspozony i T-DNA [20, 35]. Dominujaca forma uzyskiwanych
mutantéw sa mutanty, w ktorych wyciszenie genu (ang. knock out/loss-of-function)
zachodzi pod wplywem insercji w sekwencje kodujaca [40]. Poczatkowo badano
naturalnie wystgpujace mutanty insercyjne kukurydzy, gdyz gatunek ten ma aktywne
elementy transpozonowe [23], co po raz pierwszy opisata Barbara McClintok (1948),
wyrézniona za to odkrycie Nagroda Nobla. Sklonowanie transpozonow Ac i Ds
kukurydzy [7] umozliwito transformacje gatunkéw, ktérych genomy nie miaty
aktywnego systemu transpozonowego [2]. Pierwszym genem, znalezionym dzieki
transpozonowym mutantom insercyjnym w genomie rosliny uzytkowej, byt gen
odpornosci na Cladosporium fulvum, Cf-9, warunkujacy odpornos¢ na brunatng
plamistos¢ lisci u pomidora [16]. Taka strategia analizy funkcjonalnej dominowata
w laboratoriach Swiata przez prawie dwie dekady, tak wigc nic dziwnego, ze liczba
wytworzonych w ten sposdéb mutantéw roslinnych wynosi przeszto 290 tysigcy [11].
Czynnikiem limitujacym wykorzystanie tych mutantéw jest, na przyklad, niemoznos¢
analizy genow wystepujacych w wielu transkrybowanych kopiach, jak rowniez
niemozno$¢ badania genéw warunkujacych stadia wczesnego rozwoju rosliny, gdyz
ich wyciszenie prowadzi zazwyczaj do powstania mutantow letalnych. Dodatkowo
mutanty te, w przeciwienstwie do mutantow T-DNA, sg niestabilne, co wynika
bezposrednio z wlasciwosci transpo-zonow. Mutanty T-DNA sa stabilne; T-DNA
jest integrowany z genomem roslinnym przecietnie jako 1,5 kopii w genomie
Arabidopsis Tub ryzu [8]. W tabeli 4 zestawiono dostgpne dla badaczy kolekcje
mutantéw insercyjnych ryzu.

Zarowno transformacja z uzyciem transpozondw, jak i przez T-DNA, prowadzi
gldwnie do powstania mutantoéw recesywnych. Dlatego tez wybor odpowiedniego
mutanta do dalszych badan wymaga szeregu krzyzowan i analizy fenotypow licznego
potomstwa; w przypadku genu Cf-9 byto to ok. 160 000 mutantéw pomidora [16].

Podnoszenie wydajnosci transformacji przy jednoczesnym upraszczaniu systemow
regeneracji i analizy mutantdéw zaowocowalo opracowaniem systemu FOX-hunting.
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W systemie tym omijany jest etap kultur in vitro, gdyz transformacji przez
zamaczanie mlodych kwiatostandbw w roztworze Agrobacterium tumefaciens
poddawane sg zarodki [4]. Wektory binarne T-DNA wykorzystywane w tych
eksperymentach niosa pelnej dlugosci cDNA gendéw badanego organizmu [14].
Promuje to powstawanie mutantow charakteryzujacych si¢ nadekspresja pojedyn-
czych, okreslonych genow (ang. gain-of-function) (ryc. 1).

Stil(A) Sfil(B)
‘\.\

GS4 p- RAFLCcDNA Lo s
’.f'

!\' lf

N

N
N\

3
P358 HO NOS-T
EI [EI | ‘
Hyg
wektor binarny \
|
T-DNA pBIG21 13SF
\\ /

RYCINA 1. Wektor binarny pBIG2113SF wykorzystywany w metodzie FOX-hunting: LB/RB — sekwencje
graniczne T-DNA; E/—wzmacniacze transkrypcji (sekwencje —490 do —90 pz powyzej konica 5' promotora
35S wirusa mozaiki kalafiora CaMV); P35S — promotor 35S (sekwencja—90 do —1 pz wirusa CaMV); W
— 5'-liderowy nieulegajacy translacji odcinek RNA wirusa mozaiki tytoniu (TMV); NOS-T — terminator
transkrypcji genu syntazy nopaliny (nos) z plazmidu Ti; Hyg — gen odpornosci na higromycyng¢; GS4,
GS6 — startery do reamplifikacji RAFL ¢cDNA z mutanta; Sfil(4), Sfil(B) — miejsce restrykcyjne
endonukleazy Sfil; RAFL ¢cDNA (RIKEN Arabidopsis Full-Length cDNA) — pelnej dlugosci cDNA z
bibliotek cDNA A. thaliana skonstruowanych w RIKEN/Japonia

FIGURE 1. The binary vector pBIG2113SF used in the FOX-hunting system: LB/RB — T-DNA border
sequences; £/ —two tandem repeats of sequence strengthening the transcription (57-upstream sequence
of CaMV 35S promoter —419 to —90 bp; P35S — P35S, CaMV 35S promoter —90 to —1 bp; W —
S'-upstream sequence of TMYV, which increases translation effectiveness of inserted gen; NOS-T —
polyadenylation signal of nopaline synthase gen from Ti plasmid; Hyg — hygromycin resistance gene;
GS4, GS6 — sequences of PCR starters to GS4 and GS6 primers used to recover the cDNAs; Sfil(4),
Sfil(B) — restriction sites for Sfil endonuclease; RAFL ¢cDNA — RIKEN Arabidopsis Full-Length cDNA
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Rozwijana w ostatnich latach technologia RNAI jest réwniez potgznym narzedziem
analizy funkcjonalnej, jednakze z tego wzgledu, ze bazuje na potranskrypcyjnym
wyciszaniu genow [27, 29] nie jest przedmiotem obecnego artykutu.

3.2. Metody poszukiwania i analizy mutantow
3.2.1. Zarys metody TILLING [36]

Technika TILLING, to potaczenie tradycyjnej mutagenezy chemicznej z
nowoczesna, oparta o analize PCR, technika identyfikacji mutantéw punktowych,
SNP (ang. Single Nucleotide Polymorphism). Waznym i trudnym etapem
wstepnym jest samo uzyskanie odpowiednio duzej i wystarczajaco wysyconej
populacji mutantow, co zalezy zarowno od czynnika chemicznego, jak i od
modyfikowanego genomu. Drugim krytycznym krokiem jest przygotowanie DNA
matrycowego. Jednakowa ilos¢ DNA z poszczegdlnych osobnikéw jest kolekcjo-
nowana w 96-dotkowych mikroptytkach. Do pojedynczej reakcji PCR przygotowuje
si¢ mieszaniny DNA zbierajac do 8 probéwek DNA z poszczegdlnych rzedéw dotkow,
a potem (do 12 probéwek) DNA z dotkéw kolejnych kolumn, tak ze materiat z jednej
mikroptytki mozna przeanalizowaé¢ w 20 (8 + 12), a nie 96 reakcjach. Analiz¢ DNA
wielu ptytek mozna dodatkowo usprawniac zbierajac DNA z tych samych dotkow
réznych plytek. W takim ukladzie analiza DNA 960 osobnikow (10 ptytek X 96
dotkéw) wymaga jedynie 296 reakcji PCR [(10 X 8) + (10 X 12) + 96 = 296].

W celu identyfikacji mutacji kazdy z produktow reakcji PCR jest poddawany
denaturacji, a nastepnie renaturacji, co powoduje powstawanie heterodupleksow z
niesparowanymi zasadami w miejscu mutacji. Trawienie tego DNA endonukleaza
Cell specyficzng do niedopasowanych zasad umozliwia ich identyfikacje po rozdziale
elektroforetycznym na zelu sekwencyjnym (ryc. 2).

Klasyczna metoda identyfikacji mutantow SNP polega na namnazaniu, a nastepnie
sekwencjonowaniu wybranych gendéw oddzielnie dla kazdego osobnika badane;j
populacji. W metodzie TILLING identyfikacja mutantow jest szybsza, gdyz: i/
zamiast koszto- i czasochlonnego sekwencjonowania wykorzystuje si¢ enzym
restrykcyjny trawiacy renaturowane produkty PCR w miejscach niedopasowanych
nukleotydow i standardowa elektroforeze DNA; ii/ reakcja PCR prowadzona jest
na skale masowa, na matrycy DNA bedacej mieszanina kilku/kilkunastu prébek.
Poniewaz kazde DNA wystepuje w 3 roéznych mieszaninach DNA matrycowego,
wynik prawidlowo przeprowadzonej analizy doktadnie wskazuje mutanta, co pozwala
nie tylko na jego bezposrednie typowanie do wykorzystania w badaniach funkcjo-
nalnych, lecz réwniez, w przypadku roslin, na natychmiastowe i bezwarunkowe
wlaczenie do programdéw hodowlanych. Obecnie, na $wiecie, jest realizowanych 17
projektéw typu TILLING dotyczacych genomdw zbdz (tab. 3).

3.2.2. Zarys metody FOX- hunting [14, 17]

Koncepcje t¢ opracowat zespot z RIKKEN (Japonia) i opublikowatl pod nazwa
FOX-hunting. Strategia zostala opracowana dla A. thaliana i jest modyfikacja —
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DNA ROSLIN
KONTROLNYCH INIEZMUTOWANYCH DNA MUIX%NTA
G
PCR
i denaturacja T
renaturacja
G
o A
HOMODUPLEKSY T HETERODUPLEKSY
A ‘,.-" “'--.\L
T A

trawienie  C
endonukleaza Cell G

G Pat
e
AN/
0
T N

C

rozdziat DNA
(elektroforeza na zelach denaturujacych lub HPLC)

miejsce trawienia

#=—= DNA roslin kontrolnych i niezmutowanych

? DNA mutantow

RYCINA 2. Ideogram techniki TILLING: Réwna ilos¢ DNA badanych roslin a takze DNA rosliny
kontrolnej sa mieszane i amplifikowane w reakcji PCR ze starterami wybranych genow. Trawienie
endonukleaza Ce/l specyficzng do niesparowanych zasad w helisie DNA, a nast¢pnie elektroforeza w
zelu sekwencyjnym wskazuje zmutowane DNA [10, 13, zmodyfikowano]

FIGURE 2. Ideogram of the TILLING technique. Equal amounts of mutant DNAs as well as the DNA of
the wild plant are mixed and amplified in PCR reaction with primers of particular genes. Digestion of that
DNA by Cell endonuclease, specific to unpaired bases of the double-helix DNA, enables mutant identi-
fication after the electrophoresis on sequencing gel [10, 13, modified]

rozwinigciem metody transformacji rzodkiewnika wektorami binarnymi wprowadza-
nymi do komorek roslinnych przez A. tumefaciens.

Istotnymi, dla skutecznosci transformacji sa sekwencje wzmacniaczy i termina-
toréw transkrypcji wbudowane pomigdzy sekwencje graniczne T-DNA (ang. LB/
RB left/right border). Wektory binarne stosowane w systemie FOX zawieraja
pomiedzy sekwencjami granicznymi: i/ dwa tandemowe powtdrzenia wzmacniacza
transkrypcji (sekwencji —490 do —90 pz poprzedzajacej promotor 35S wirusa mozaiki
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TABELA 5. Realizowane i uruchamiane obecnie projekty FOX-hunting w badaniach genomow zbdz
TABLE 5. Existing and proposed FOX-hunting projects in studies of cereal genomes

Linie FOX |Badany Cel pracy Lider grupy

[literatura] |genom adres e-mail

A. thaliana|ryz selekcja i poszukiwanie genéw Ichikawa Y.

[14, 17] odpornosci, szczegdlnie na wysoka youichi@psc.riken.jp
temperature; 1. mutantow: 23 000

ryz ryz wykorzystanie promotora ubikwityny; Ichikawa Y

[28] uzyskanie i analiza fenotypowa mutantéw |youichi@psc.riken.jp

I. mutantéw: catkowita — 12 000
z pojedyncza wstawka — 8322

A. thaliana|Bruguiera |poszukiwanie genow Tada Y.

[6] Gymnorhiza jodpornosci na stres zasolenia tadayui@bs.teu.ac.jp
pszenica  |pszenica projekt w fazie wstgpnej, uzyskano Steber C.

[39] stabilne mutanty, ale w malej liczbie jzale@utk.edu

kalafiora CaMV); ii/ promotor 35S (sekwencja =90 do -1 pz wirusa CaMV);
iii/ sekwencje €2 — 5'-liderowy nieulegajacy translacji odcinek RNA wirusa mozaiki
tytoniu (TMV), zwigkszajacy efektywnos¢ translacji wprowadzanego genu; iv/ kasete
zawierajaca gen, ktorym chcemy transformowaé A. thaliana w otoczeniu
sekwencji starterow (GS4 i GS6) utatwiajacych jego identyfikacje w mutancie oraz
sekwencji rozpoznawanych przez endonukleaze Sfil; v/ terminator transkrypcji genu
syntazy nopaliny (nos) z plazmidu Ti oraz vi/ gen selekcyjny odpornosci na
higromycyng (ryc. 2).

Do konstrukgeji biblioteki w wektorze binarnym wykorzystywane sa pojedyncze kopie
kazdego z gendw zgromadzonych w bibliotekach ¢cDNA skonstruowanych w
wektorach LambdaZAP i Lambda FLC-1-B; unikalnos¢ kazdego klonu sprawdzana
jest przez sekwencjonowanie i odrzucanie powtarzajacych si¢ klonow. W celu
normalizacji biblioteki autorzy techniki wykorzystali cztery geny bakteryjne wywolujace
znane zmiany fenotypowe i sterylnos¢ roslin. Geny te zostaly wklonowane w miejscu
ciecia przez enzym restrykcyjny Sfil. Mieszaning cDNA genomowego oraz
bakteryjnego przygotowano w takim stegzeniu, by w mutantach obserwowac ekspresje
gendéw bakteryjnych z czestoscia 1/7500 klondéw. Mieszaning poddano trawieniu
enzymem Sfil, a nastepnie ligacji ze zmodyfikowanym wektorem binarnym
pBIG2113N. W wektorze tym w miejscu trawienia Xbal dotaczono adaptory Sfil,
tak by ligacja wstawki DNA nastgpowata w orientacji ,,sens”. Bakterie Echerichia
coli DH10B transformowano mieszaning ligacyjna przez elektroporacje. Z uzyskanej
w ten sposob biblioteki plazmidowej wyizolowano plazmidy i transformujac nimi
Agrobacterium tumefaciens przygotowano biblioteke do projektow FOX.

O ile przygotowanie biblioteki jest kosztowna i czasochlonna czescia ekspery-
mentu, o tyle sama transformacja A. thaliana nie wymaga kultur in vitro. Biblioteka
w A. tumefaciens, po namnozeniu, jest rozcienczana w roztworze 5% sacharozy
zawierajacym srodek powierzchniowo-czynny 0,05% Silwet L-77, w ilosci 100-200
ml do transformacji 2-3 roslin. Kwiatostany A4. thaliana sa zanurzane w tym
roztworze na 2-3 sekundy, z delikatnym mieszaniem, tak by pokry¢ je warstwa
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zawiesiny A. tumefaciens. Po transformacji rosliny trzymane sa w kamerze o
podwyzszonej wilgotnosci, a nastgpnie pielggnowane w standardowy sposob. Zebrane
nasiona zostaja poddane selekceji przez kielkowanie na agarze zawierajacym higromycyne,
a po tygodniu zywe siewki sg przenoszone do doniczek z ziemia. W ten sposob autorzy
techniki uzyskali ponad 15 000 ptodnych transformantéw FOX, ktore teoretycznie powinny
reprezentowa¢ 77% cDNA uzytych do konstrukcji biblioteki w A. tumefaciens. By
stwierdzi¢ skutecznos¢ transformacji przebadano 24 linie FOX. Sprawdzono obecno$é¢
genu odpornosci na higromycyne technika hybrydyzacji Southerna. Wszystkie badane
linie byly transgeniczne, a $rednia liczba zintegrowanych wektorow w genomie
pojedynczej linii FOX wynosila 2,6. Srednia dlugosé wstawek DNA w populacji FOX
byta okoto 30% mniejsza niz srednia dlugos¢ cDNA w bibliotece A. tumefaciens i
ksztattowata si¢ w zakresie od 0,2 do 4.6 kpz, z mediang 1-1,4 kpz. Zaobserwowano
nieznaczng liczbe transformantéw o wstawkach mniejszych lub wigkszych niz wstawki
biblioteki w wektorze binarnym. Liczba transformantéw o fenotypie indukowanym przez
geny bakteryjne byla wyzsza od wartosci oczekiwanych. Zjawisko to autorzy techniki
FOX tlumaczyli réznym tempem wzrostu bakterii z wektorami binarnymi niosacymi pelnej
dhugosci cDNA roslinne i bakteryjne w czasie namnazania biblioteki. Na $wiecie jest
obcenie realizowanych i uruchamianych kilka projektow typu FOX-hunting dotyczacych
genomdw zboz (tab. 5).

Zalety systemu FOX-hunting, to: i/ maly procent kosupresji gendw wskutek
stosowania pelnej dtugosci klonow cDNA i znormalizowanych bibliotek w wektorach
binarnych; ii/ liczebne ograniczanie ekspresji gendéw metabolizmu podstawowego
(ang. housekeeping genes) w znormalizowanych bibliotekach; iii/ ulatwienia w
analizie fenotypowej wynikajace z krotkiego cyklu zyciowego A. thaliana; iv/ dosé
tatwa izolacja i sekwencjonowanie genéw. Wada tego systemu jest ograniczenie
analizy fenotypowej jedynie do gendw wykorzystanych do konstrukeji biblioteki A.
tumefaciens.

4. PODSUMOWANIE

Techniki TILLING i FOX-hunting pozwalaja na przyspieszenie analizy funkjonalnej
genow. Programy je wykorzystujace moga by¢ rowniez dodatkowym zrddlem
zréznicowanego materiatu dla hodowli. System TILLING, z tej racji iz zostal
opracowany do badania mutantdw indukowanych chemicznie, pozwala na natych-
miastowe i bezposrednie wprowadzanie uzyskanych materialow do hodowli. System
FOX-hunting otwiera gléwnie perspektywy w analizie funkcjonalnej gendw, generujac
cenne mutanty, w ktorych obserwuje si¢ nadekspresje gendw.
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