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Wstep

Wykorzystanie mutagenow, czyli zwiazkow, ktore zwigkszaja czgstotliwosé mu-
tacji ponad poziom zmian spontanicznych, ma dluga historig. Pionierskimi pracami
z mutagenezy byty badania Stadlera [26] nad wykorzystaniem promieniowania do
indukowania genetycznej zmiennosci u roslin, Mullera [16] nad wptywem promie-
niowania X na Drosophila melanogaster i Auerbach [1] nad mutagenicznymi efekta-
mi iperytu. Prowadzone od tego czasu badania nad indukowaniem mutacji wykazaty,
ze wiele roznych czynnikéw fizycznych i ogromna ilo$¢ czynnikéw chemicznych
dziataja mutagenicznie na wszystkie organizmy zywe, od pro- do eukariontow.
Mutageneza jest waznym narzedziem wykorzystywanym do ulepszenia gatunkow
ro$lin uprawnych i nie jest objeta restrykcjami dotyczacymi genetycznie zmodyfiko-
wanych organizméw (GMO). Duze sukcesy w wykorzystaniu mutagenezy w hodowli
nowych odmian ro$lin uprawnych, przektadaja si¢ na olbrzymie korzysci ekono-
miczne. W bazie danych IAEA/FAO (http://mvgs.iaca.org) jest zarejestrowanych
ponad 2700 odmian ro$lin uprawnych, otrzymanych po traktowaniu mutagenicznym
réznych gatunkow zbdz, roslin straczkowych, drzew owocowych, roslin przemysto-
wych, ozdobnych i innych. Najwazniejsze ulepszone cechy ro$lin to: plon, biomasa,
odporno$¢ na wyleganie, odpornosci na choroby, odporno$¢ na stresy abiotyczne
(susza, zasolenie), wczesniejsze dojrzewanie, wczesniejsze kwitnienie, jakos¢ owo-
cow, strakow, ziarna, nasion czy zawartos¢ i sktad substancji odzywczych [12].

: Niniejsza praca zostala wykonana w ramach projektu: ,,Stworzenie platformy TILLING

Hordeum vulgare jako trwalego narzedzia genomiki funkcjonalnej i doskonalenia cech
uzytkowych”, projekt badawczy zamawiany PBZ/MNiSW/2/3/2006/8.
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Nowe narzedzia genomiki i bioinformatyki
w badaniach roslin uprawnych

Obecnie rosnie lawinowo liczba powszechnie dostgpnych informacji dotyczacych
sekwencji catych genomow, zarowno roslin uprawnych, jak i modelowych. Projekty
sekwencjonowania calych genomow rozwijaja si¢ bardzo szybko wraz z nowymi
technologiami; ma to wymiar ekonomiczny, sekwencjonowanie staje si¢ coraz tansze
i bardziej wydajne. U gatunkow dwulisciennych projekty sekwencjonowania catych
genomow prowadzono lub nadal prowadzi si¢ dla: Arabidopsis thaliana (L.) HEYNH.,
Populus trichocarpa TORR. & A. GraY ex HOOK, Arabidopsis lyrata (L.) O'KANE &
AL-SHEHBAZ, Capsella rubella Reut., Brassica rapa L., Solanum lycopersicum L.,
Solanum tuberosum L., Medicago truncatula GAERTN., Lotus japonicus L., Mimulus
guttatus DC., Glycine max (L.) MERR., Manihot esculenta CRANTZ, Vitis vinifera L.,
Agquilegia formosa FiscH. ex DC., Eucalyptus grandis HILL ex MAIDEN, Carica papaya L.
i Ricinus communis L. Natomiast u gatunkéw jednolisciennych sa to: Oryza sativa L.
ssp.japonica, Oryza sativa L. ssp. indica, Zea mays L., Sorghum bicolor (L.) MOENCH,
Brachypodium distachyon (L.) P.BEaUV., Triticum aestivum L. 1 Hordeum vulgare L.
[15]. Wraz ze zwigkszajaca si¢ zawartoscia baz danych z sekwencjami DNA, a takze
liczba gatunkow roslin, dla ktorych te informacje sa dostgpne, rosnie rowniez liczba
narzedzi bioinformatycznych stuzacych do ich analizy. W ostatnich latach opraco-
wano wiele markeréw molekularnych wykorzystanych w nowoczesnej hodowli
roslin, zwigkszyly si¢ rowniez mozliwos$ci identyfikacji gendw tzw. ‘target genes’,
ktére moga by¢ poddane analizie funkcjonalnej z wykorzystaniem transgenicznych
metod prowadzacych do zmiany w ekspresji genow. Nowoczesnym narzgdziem
genomiki funkcjonalnej jest jednak — jak si¢ wydaje — strategia TILLING (Targeting
Induced Local Lesions in Genomes) [13]. W hodowli ro$lin metoda ta moze by¢
wykorzystana niezaleznie od ploidalnosci i wielkosci genomu roslin uprawnych. Do
jej zastosowania konieczna jest jednak znajomos$¢ sekwencji DNA konkretnego genu,
ktory jest przedmiotem zainteresowania genetykow czy hodowcow. Dzigki prze-
prowadzaniu analizy polimorfizmu DNA w badanym genie juz w drugim pokoleniu
(M) po traktowaniu mutagennym, w stosunkowo krotkim czasie mozna uzyskac seri¢
nowych alleli genu, a wérod nich allel czy allele warunkujace wystapienie pozadanej
cechy. Strategia TILLING znajduje zastosowania zarowno w analizie funkcji genow,
jak 1 w identyfikacji loci, ktore sa zwiazane z waznymi agronomicznie cechami.
Hodowla roslin jest nauka wielodyscyplinarna. Dobrym przyktadem zastosowania
wielu nowoczesnych narz¢dzi w tzw. ‘molekularnej hodowli’ jest program realizo-
wany u pszenicy — WGIN (Wheat Genetic Improvement Network), ktorego celem
jest uzyskanie ulepszonych genotypdéw pszenicy. Zostal on sfinansowany przez
DEFRA (The Department for Environment, Food and Rural Affairs) i BBSRC
(Biotechnology and Biological Sciences Research Council) w Wielkiej Brytanii i pro-
gram Optiwheat Unii Europejskiej [9].
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Strategia TILLING i EcoTILLING — metodyka

Strategia TILLING obejmuje trzy etapy: tworzenie populacji TILLING po trakto-
waniu mutagenicznym, identyfikacj¢ mutacji w roslinach pokolenia M,, fenotypo-
wanie ro$lin ze zidentyfikowana mutacja. Pierwszym etapem strategii TILLING jest
wytworzenie populacji otrzymanej po traktowaniu czynnikami mutagenicznymi,
a nastgpnie izolacja DNA z osobnikow pokolenia M,. Pokolenie M; po traktowaniu
mutagenicznym charakteryzuje si¢ chimeralnoscia, czyli wystgpowaniem w rosli-
nach sektoréw o zmienionym sktadzie genetycznym. Tylko komoérki znajdujace si¢ na
szlaku generatywnym utworza nastgpne pokolenie, przekazujac mu wyidukowana
zmienno$¢ DNA — mutacj¢. Wyizolowany DNA moze by¢ przechowywany przez
wiele lat, a dzieki utworzeniu banku nasion M3, zapewniona jest dostateczna ilo$¢
materiatu siewnego stuzacego do weryfikacji zidentyfikowanych z zastosowaniem
strategii TILLING mutacji. Do traktowania mutagenicznego mozna wykorzystac cate
spektrum réznych mutagendw, jednak do tej pory w wigkszo$ci badan stosowano
czynnik alkilujacy — ester etylowy kwasu metanosulfonowego (EMS). Mutagen ten,
alkilujac nukleotydy DNA, prowadzi do zmian w komplementarnosci zasad azoto-
wych, co z kolei powoduje powstanie mutacji punktowych po replikacji. EMS
indukuje gtownie tranzycje G/C do A/T. Strategig¢ TILLING z wykorzystaniem EMS
zastosowano juz do uzyskania nowych alleli u wielu gatunkéw roslin [8]. Natomiast
zastosowanie innych mutagenow, jak np. N-metylo-N-nitrozomocznika (MNU)
u Oryza sativa [27], czy kombinacji dwoch mutagendéw — azydku sodu (Az) i MNU
(Az-MNU) rowniez u O. sativa [29] lub samego Az u Hordeum vulgare [28] byto do
tej pory rzadsze. Nie tylko mutageny chemiczne znalazly zastosowanie w tworzeniu
populacji TILLING u roélin, ale rowniez mutageny fizyczne takie jak: promienio-
wanie gamma, predkie neutrony oraz promieniowanie alfa i beta odpowiednio u O.
sativa, Medicago truncatula i Triticum aestivum [7, 22, 23].

W populacji TILLING poszukiwanie mutacji poczatkowo prowadzi si¢ w pulach
otrzymanych po zmieszaniu DNA pochodzacego zwykle z 8 osobnikow, co usprawnia
metode¢. Zmiany w DNA, ktérych detekcje umozliwia ta metoda to mutacje punktowe,
jak rowniez mate insercje i delecje. Identyfikacja mutacji polega na rozpoznaniu
btednego parowania w heterodupleksach DNA przez endonukleaze np. CEL I, ktéra
zapewnia odpowiedni poziom specyficzno$ci, umozliwiajacy detekcje pojedynczego
allelu mutanta w puli alleli bez zmian w sekwencji DNA analizowanego genu.
Pierwszym etapem identyfikacji mutacji z uzyciem tej techniki, jest amplifikacja
analizowanej sekwencji z wykorzystaniem reakcji PCR, do ktorej stosuje si¢ fluores-
cencyjnie znakowane startery. Heterodupleksy powstaja migdzy DNA mutantai DNA
osobnika bez zmian w badanej sekwencji, w procesie podgrzewania i schladzania
produktéw PCR. Heterodupleksy sa nastgpnie poddawane dziataniu endonukleazy,
ktora przecina miejsca niedopasowania zasad DNA, a produkty tej reakcji sa rozdzie-
lane w czasie elektroforezy poliakrylamidowej z wykorzystaniem np. sekwenatora
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Li-COR. Jest to najczgsciej stosowany system do identyfikacji mutacji w tej meto-
dzie. Enzymy, ktore przecinaja ssDNA (single stranded DNA) naleza do grupy
nukleaz S1, pierwszy z nich zostat wyizolowany z Vigna radiata (L.) WiLcZex (fasola
ztota). Jednak jego efektywno$¢ byta niewystarczajaca do detekcji wszystkich typow
mutacji punktowych. Duzym udoskonaleniem tej metody byto wyizolowanie endo-
nukleazy nazwanej CEL I otrzymanej z selera lisSciowego. Charakteryzuje si¢ ona op-
timum dziatania w neutralnym pH i przecina niedopasowanie zasad po stronie 3’
w obu niciach DNA [19]. CEL I dziata bardzo wydajnie i jest powszechnie stosowana
w strategii TILLING. Kolejnym etapem jest ocena wptywu identyfikowanych muta-
cji na funkcj¢ biatka kodowanego przez analizowany gen. Wyprowadzenie linii ho-
mozygotycznych niosacych nowe allele oraz ich fenotypowanie, zar6wno morfo-
logiczne jak i z wykorzystaniem odpowiednich testow fizjologicznych, kiedy jest to
wymagane dla scharakteryzowania mutanta pod wzgledem analizowanej cechy,
stanowi ostatni etap w strategii TILLING.

Wplyw zidentyfikowanych mutacji na funkcje bialka

Stosujac strategie TILLING mozna identyfikowa¢ szereg mutacji w analizowa-
nym genie, ktére moga mie¢ catkowicie rézny wptyw na funkcj¢ kodowanego biatka.
Od mutacji cichych (milczacych), przez mutacje zmiany sensu (missensowne), po
mutacje nonsensowne, czy tez mutacje powodujace zmiany w splicingu. Mutacje
zmiany sensu powoduja zastapienie pojedynczej zasady prowadzac do odczytania
innego kodonu i w rezultacie wbudowanie innego aminokwasu w kodowanym przez
gen biatku. Degeneracja kodu genetycznego powoduje, ze najwickszy wplyw na
zmian¢ kodowanego aminokwasu ma mutacja pierwszej i drugiej zasady kodonu.
Zatem mutacje zmiany sensu moga powodowaé zar6wno zmiang synonimiczna, gdy
nowy kodon odpowiada za ten sam aminokwas co kodon niezmutowany, ale rowniez
zmiany niesynonimiczne, gdy mutacja zmieni kodon tak, ze odpowiada on innemu
aminokwasowi. Przy zmianie niesynonimicznej biatko kodowane przez gen begdzie
zawieralo jeden zmieniony aminokwas, co cz¢sto nie ma znaczacego wplywu na jego
aktywno$¢ biologiczna, ale moze mie¢ rowniez powazny skutek, kiedy zmieniony
aminokwas znajduje si¢ np. w centrum aktywnym enzymu. Mutacje nonsensowne to
mutacje zmieniajace kodon aminokwasowy na kodon terminacyjny, co prowadzi do
przedwczesnego zakonczenia translacji mRNA i powstania krétszego biatka, pozba-
wionego fragmentu po stronie C-koncowej. Wplyw takiej mutacji na aktywnos$é
biatka zalezy od wielkos$ci fragmentu polipeptydu, ktéry zostat utracony. Mozliwa
jest réwniez sytuacja odwrotna, gdy kodon terminacyjny zostanie zamieniony na
kodon odpowiadajacy jakiemu$ aminokwasowi, a w rezultacie powstanie dtuzsze
biatko. Z kolei mutacje ciche nie powoduja zmiany aminokwaséw z powodu degene-
racji kodu genetycznego i dotycza zmian w trzeciej zasadzie kodonu [11]. Wiele
mutacji powoduje zmiany sekwencji nukleotydowej, ktore nie maja zadnego wptywu
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na funkcjonowanie genomu. Do takich mutacji cichych naleza praktycznie wszystkie
zmiany zachodzace w DNA pozagenowym oraz w niekodujacych elementach genow.
Natomiast mutacje powodujace przesunigcie ramki odczytu sa wynikiem insercji lub
delecji pojedynczych nukleotydéw w genie. Moze to w istotny sposob prowadzi¢ do
zmiany sekwencji aminokwasoéw kodowanego biatka, gdyz z DNA odczytywany jest
inny zestaw kodondéw. Ma to miejsce réwniez wtedy, gdy liczba utraconych lub
wstawionych nukleotydow nie jest rowna trzem lub wielokrotnos$ci trzech, co powo-
duje przesunigcia fazy odczytu. Ma to zwykle duzy wplyw na funkcje biatka, gdyz ta
czes$¢ polipeptydu ma sekwencj¢ zupelnie inna niz prawidtowa. Do analizy zmian
w funkcjonowaniu bialtka in silico mozna wykorzysta¢ publicznie dostepne serwisy
takie jak: PARSESNP (Project Aligned Related Sequences and Evaluate SNPs;
http://www.proweb.org/input/), czy SAS (Sequences Annotated by Structure;
http://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/databases/sas/). Natomiast do analizy alternatyw-
nego splicingu mozna wykorzysta¢ serwis AS (Alternative Splicing Database Project;
http://www.ebi.ac.uk/asd/).

Istnieje szereg modyfikacji strategii TILLING, a jedna z pierwszych zwana
EcoTILLING, zaproponowali Comai i in. [4]. Polega ona na poszukiwaniu poli-
morfizmu w naturalnych populacjach roslin, a nie w populacjach otrzymanych po
traktowaniu zwiazkami mutagenicznymi. Od pierwszych badan prowadzonych z wy-
korzystaniem tej metody u Arabidopsis thaliana, zastosowano ja u wielu gatunkéw
roslin, w tym rowniez roslin uprawnych.

Sukcesy w hodowli roslin
z wykorzystaniem strategii TILLING i EcoTILLING

Od pierwszego zastosowania strategii TILLING u rosliny modelowej Arabidopsis
thaliana mingto juz 10 lat [ 13]. Niedtugo po jej opublikowaniu zastosowano ja u roslin
uprawnych do analizy waznych pod wzglgdem biologicznym i agronomicznym genow.
Ciagle jednak wiele badan prowadzonych z wykorzystaniem strategii TILLING kon-
centruje si¢ na metodach detekcji mutacji, analizie typéw mutacji indukowanych przez
rézne mutageny czy analizie efektywnosci zastosowanego mutagenu do tworzenia
populacji TILLING poprzez obliczanie frekwencji i gestos¢ mutacji dla konkretnej
populacji. Obecnie w coraz wigkszym stopniu badania prowadzone sa na genach
waznych dla wspotczesnej hodowli, a ich celem staje si¢ weryfikacja wptywu identy-
fikowanych mutacji na zmiang badanej cechy przez fenotypowanie uzyskanych mutan-
tow. Jest wiele przyktadow sukceséw wynikajacych z zastosowania strategii TILLING
1 EcoTILLING w hodowli ro$lin. Duza liczba genow zwiazanych z r6znymi cechami,
ktore zostaly wybrane do badan u wielu gatunkow roslin, potwierdza skutecznos¢
zastosowania obu strategii w ulepszaniu odmian gatunkow uprawnych.
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W ro$linach wystgpuja dwie formy zapasowe cukrow: skrobia i sacharoza.
Skrobia jest polimerem reszt glukozowych, sktada si¢ z dwoch polisacharydow:
nierozgalezionej amylozy tatwiej rozpuszczalnej w wodzie 1 rozgatezionej amylo-
pektyny nierozpuszczalnej w wodzie. Ziarna zb6z i bulwy ziemniaka sa szczeg6lnie
bogate w skrobig. Skrobia tzw. waxy (woskowa) charakteryzuje si¢ obecnoscia
amylopektyn z niewielka ilo§cia lub brakiem amylozy. Zaréwno skrobia bogata, jaki
iuboga w amyloze¢ u zb6z ma rdzne zastosowania w produkcji mak czy kasz. Skrobia
bogata w amyloz¢ moze wptywac korzystnie na zdrowie, gdyz zwigksza si¢ w nigj
udzial tzw. skrobi opornej (resistant starch). Nie jest ona trawiona w jelicie cienkim,
ale ulega fermentacji w jelicie grubym. Ma to dobroczynny wptyw na zdrowie i chroni
przed chorobami takimi jak: rak okrgznicy, cukrzyca typu II, otytos¢ i osteoporoza
[24]. Z kolei u pszenicy skrobia uboga w amyloz¢ ma zastosowanie w produkcji
wysokiej jako$ci makaronu, czy tez mrozonek. Jej zastosowanie wydluza okres
przydatnosci zywnosci do spozycia, opdzniajac jej twardnienie [24]. Uzyskanie
pszenicy praktycznie pozbawionej amylozy miatoby duze znaczenie ekonomiczne
1 stanowito powazny sukces hodowlany. W celu identyfikacji mutanta o fenotypie
waxy, w dwoch populacjach Triticum aestivum 1 Triticum turgidum ssp. durum
otrzymanych po zastosowaniu EMS, wykorzystano strategi¢ TILLING [25]. Badano
gen GBSS I (granule bound starch synthase I), zwany locus waxy, odpowiedzialny za
syntez¢ amylozy w tkankach magazynujacych ziaren. Utrata ekspresji wszystkich
kopi tego genu u heksaploidalnej pszenicy prowadzi do produkcji waxy skrobi.
W analizowanych obu populacjach zidentyfikowano 250 wyindukowanych alleli
tego genu, z czego 94 allele prowadzily do zmian w kodowanym biatku, co prze-
widziano przeprowadzajac analiz¢ bioinformatyczng. W badanej populacji 7. aesti-
vum zidentyfikowano potréjnego homozygotycznego mutanta, ktdéry miat induko-
wane mutacje w dwoch loci waxy 1 naturalnie wystgpujaca delecjg w trzecim locus,
ktory prezentowal fenotyp zblizony do fenotypu waxy. Byt to bardzo duzy sukces
hodowlany, zwlaszcza, ze przez dlugi czas nie udato si¢ tego osiagnac stosujac
konwencjonalng hodowlg. Gen zwiazany z synteza amylopektyny Sgp-1 (starch
garnule protein 1), nazywany rowniez SSI/ (starch synthase II), ktory koduje synte-
taze skrobi Il oraz gen GBSS I byly badane w innej populacji TILLING stworzonej dla
odmiany pszenicy ‘Cadenza’ po dziataniu EMS [24]. W obu genach udalo si¢
zidentyfikowa¢ mutacje powodujace utrat¢ funkcji kodowanego biatka, dlatego
uzyskane mutanty moga mie¢ zastosowanie w hodowli.

Ziemniak (Solanum tuberosum) tak jak pszenica wytwarza w bulwie dwa rodzaje
skrobi: amylopektynowa i amylozowa. W przemysle papierniczym, wtokienniczym
czy przy wytwarzaniu klejow przydatna jest tylko skrobia amylopektynowa. Oddzie-
lanie obu sktadnikow jest nieekonomiczne. ‘ Amflora’ to genetycznie zmodyfikowana
odmiana ziemniaka, ktorej niedawne wprowadzenie na rynek europejski spowodo-
wato wiele kontrowersji. Jej tworca jest firma BASF, ktorej wprowadzenie na rynek
tej odmiany zajeto 13 lat. Ten sam efekt, otrzymano po zastosowaniu strategii
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TILLING; zidentyfikowano ziemniaka, ktory wytwarza wytacznie skrobig¢ amylo-
pektynowa (http://www.eurekalert.org). Z kolei Muthiin. [17] w populacji ziemniaka
otrzymanej po traktowaniu EMS zidentyfikowali mutacj¢ punktowa w genie GBSS I,
warunkujaca utrate funkcji tego genu. Mutacj¢ t¢ zidentyfikowano w 5° miejscu
donorowym intronu 1. Powoduje ona btad w splicingu i w rezultacie powstanie
krétszego biatka. Fenotypowanie potwierdzilo, ze mutant ten produkuje skrobig
amylopektynowa i dzigki temu zostat wykorzystany do wyprowadzenia zaawanso-
wanej linii hodowlane;j.

W populacji 7. aestivum po traktowaniu EMS identyfikowano nowe allele dwoch
genow puroindolinowych Pina i Pinb [6]. Geny te zlokalizowane sa w locus Ha
(Hardness), kontrolujacym teksture ziarna. Twardo$¢ endospermu odgrywa wazna
rolg w charakterystyce jako$ciowej ziarna pszenicy uprawnej i ma znaczacy wptyw na
mielenie, wypiek i jako§¢ koncowa produktu. Zidentyfikowano 18 nowych alleli,
z tego 8 nie powodowato zmian w kodowanym biatku. Natomiast 4 allele zostaty
ocenione pod katem wptywu na twardos¢ ziarna. Nowe mutacje byty odpowiedzialne
za 28-94% obserwowanej zmiennosci w twardo$ci ziarna. Jeczmien (Hordeum
vulgare) jest ekonomicznie waznym zbozem, a poprawienie plonu i jakos$ci ziarna
wymaga lepszego zrozumieniem genetycznych uwarunkowan komercyjnie waznych
cech. Jedna z nich jest twardo$¢ ziarna. Gen warunkujacy ta ceche u jeczmienia to
Hin-a (hordoindoline-a). Po przebadaniu populacji TILLING otrzymanej po zastoso-
waniu EMS zidentyfikowano 4 mutacje, z czego 3 zmiany sensu [2].

Dojrzewanie owocu i jego migknigcie to podstawowe cechy, ktore maja wptyw na
warto$¢ odzywcza owocu melona (Cucumis melo) oraz tatwos¢ jego dystrybuciji.
Etylen indukuje dojrzewanie owocu, dlatego do analiz wybrano gen CmACO1 (ACC
oxidase 1), kodujacy enzym bioracy udziat w biosyntezie etylenu. Wydtuzenie czasu
przechowywania owocu ma duza warto$¢ ekonomiczna. Po przebadaniu 4023 roslin
M, populacji TILLING, otrzymanych po dziataniu mutagenu EMS, zidentyfikowano
7 mutacji. Jedna mutacja, zamiana glicyny na asparaginian (G194D) w wysoce
konserwowanej domenie, doprowadzita do znacznego op6znienia dojrzewania i zotk-
nigcia, a wigc wydtuzenia czasu przechowywania owocu [5]. Sorgo (Sorghum bico-
lor) jest piatym co do wazno$ci zbozem na swiecie, wykorzystywanym zaréwno jako
pozywienie cztowieka, jak i pasza dla zwierzat. Zmniejszenie zawartosci ligniny
wplywa na wzrost przyswajalnosci pozywienia. Do analiz z wykorzystaniem strategii
TILLING wybrano gen COMT (cofteic acid 0-methyltransferase), kodujacy 0-me-
tylotransferaze kwasu kawowego. W populacji M, zidentyfikowano dwie mutacje
w tym genie. Analiza histochemiczna tych linii potwierdzita zmniejszong zawartos$¢
ligniny, co moze wpltyna¢ na wzrost przyswajalnosci ziarna [33]. Owies (Avena
sativa) jest szostym, pod wzgledem upraw, najwazniejszym zbozem na $wiecie.
Obecnie uzywany jest gtownie jako pasza dla zwierzat. Jednak jego szczegdlne
wlasciwosci sprawiaja, ze jest on rowniez wykorzystywany jako pozywienie czto-
wieka. Wzrost popytu na nowe produkty powstale z owsa stawia przed hodowcami
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duze wyzwanie zwiazane z wyprowadzeniem nowych odmian o ulepszonych ce-
chach, takich jak: wzrost zawartosci B-glukanu i kwasow tluszczowych omega-3,
modyfikacja skrobi i wzrost zawartosci biatka w ziarnach. B-glukany wplywaja na
wzrost przyswajalnosci pozywienia i obnizaja poziom cholesterolu we krwi, a takze
zmniejszaja indeks glikemiczny trawionego pozywienia, maja wlasciwosci chroniace
przed rakiem okreznicy. Strategia TILLING zostata wykorzystana do identyfikacji
mutacji w genach: AsPALI (phenylalanine ammonia-lyase) i AsCs/F6 (cellulose
synthase-like) w populacji owsa otrzymanej po traktowaniu mutagenicznym. Sa to
geny kluczowe odpowiednio w biosyntezie ligniny i B-glukanu. Zidentyfikowano
facznie 8 mutacji powodujacych zmiany w kodowanym biatku (tab. 1), moga one
zosta¢ wykorzystane w programach hodowlanych tego gatunku [3].

Obecnie dostepnych jest wiele serwiséw komercyjnych (tab. 2), w ktérych mozna
zamowi¢ TILLING konkretnego genu wybranego gatunku roslin. Jest to wygodna
alternatywa dla hodowcow i moze sig przyczyni¢ do wickszego wykorzystania tej
strategii w ulepszaniu odmian uprawnych. Przy korzystaniu z serwisu nie jest
konieczne tworzenie nowej populacji TILLING, co wymaga naktadéw, a w naszym
klimacie co najmniej dwoch lat, gdyz analizy DNA przeprowadza si¢ w pokoleniu M,
po traktowaniu mutagenicznym. Dodatkowo przy tworzeniu populacji TILLING
konieczna jest umiej¢tnos¢ przeprowadzenia poprawnego traktowania mutagenicz-
nego tak, aby obserwowana cz¢stotliwos¢ mutacji byta wystarczajaco wysoka, a wiel-
ko$¢ populacji wystarczajaco duza do zidentyfikowania poszukiwanych mutacji we
wszystkich potencjalnie mozliwych do analizy genach. Sprzet potrzebny do analizy
moze si¢ rowniez okaza¢ zbyt drogi dla poszczegoélnych osrodkow hodowlanych.
Wprowadzenie nowej technologii do laboratorium jest zwigzane niewatpliwie z wy-
sitkiem na réznych poziomach organizacji, dlatego wykorzystanie juz istniejacych
populacji TILLING w ramach wspdtpracy miedzy osrodkami lub komercyjnie dziata-
jacych serwisow wydaje si¢ bardzo wskazane, aby owocnie wykorzysta¢ juz istnie-
jace materiaty.

Strategi¢ EcoTILLING wykorzystuje si¢ w hodowli roslin gléwnie do poszu-
kiwania nowych alleli w genach odpornosci na choroby czy herbicydy, ale takze
i w innych genach waznych z agronomicznego punktu widzenia (tab. 3). Gatunki
roslin uprawnych, z powodu intensywnej selekcji prowadzonej przez czlowieka,
charakteryzuja si¢ na ogot ograniczona zmiennos$cia genetyczng. Natomiast popula-
cje dzikich form roslin uprawnych moga by¢ wykorzystane do poszukiwania natu-
ralnej zmiennosci z zastosowaniem strategii ECOTILLING. W dalszej perspektywie,
odkryta zmienno$¢ moze zosta¢ uzyta do udoskonalania nowych odmian. Do tej pory
wiele waznych genoéw (EcoTILLed geny) badano w naturalnych populacjach u r6z-
nych gatunkow roslin z wykorzystaniem tej metody. Gen FAE [ (fatty acid elongase 1),
ktory jest zaangazowany w kontrolg syntezy kwasu erukowego byl przedmiotem
EcoTILLING u gatunkéw Brassica. Olej z niska zawarto$cig kwasu erukowego jest
zalecany w diecie. Zidentyfikowano 3 mutacje w genie FAE! u B. napus, ktore sa
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zwiazane z r6zna zawartoscia kwasu erukowego w nasionach i moga zosta¢ wyko-
rzystane w hodowli tego gatunku [32]. Innym badanym genem byt ara d 2.01
u Arachis duranensis, ortolog genu ara h 2.01, kodujacy biatko zapasowe, ktore jest
silnym alergenem dla cztowieka. Celem badan byta identyfikacja naturalnych, hypo-
alergicznych izoform w populacji dzikiego krewnego orzeszka ziemnego tak, aby
moc je wykorzysta¢ w immunologicznych i terapeutycznych badaniach, a takze
w hodowli tego gatunku. Zidentyfikowano 5 réznych cichych mutacji, z ktérych
zadna nie powodowata znaczacych zmian w strukturze biatka. Jednak jedna z nich
powodowata redukcjg (56-99%) mozliwosci wiazania przeciwciat IgE, co moze
wplywacé na skuteczno$¢ imunoterapii [21]. Alleliczne warianty dwodch genow:
Pina-D1 i Pinb-D1, warunkuja twardo$¢ ziarna u Triticum aestivum. Jest to cecha,
ktora warunkuje koncowe wtasciwosci maki. Identyfikowano nowy allel Pinb w chin-
skiej kolekcji pszenicy, ktory moze by¢ wykorzystany w programach hodowlanych
[31]. Inna wazna cecha roslin uprawnych jest odporno$¢ na herbicydy. Gen kodujacy
syntetazg acetylolaktazy (ALS, acetolactate synthase) inhibuje dziatanie kilku rodza-
jow herbicydow, ktore sa wykorzystywane jako $rodki chwastobojcze w uprawie
wielu gatunkow roslin. Strategi¢ EcoTILLING wykorzystano do detekcji mutacji
w tym genie u odpornego na sulfonylomocznik (herbicyd) chwastu ryzu — Mono-
choriavaginalis (BURM. F.) C. PRESL ex KUNTH (Pontederiaceae). Badania te pomogty
wyjasni¢ przyczyny odpornosci tego chwastu na stosowany herbicyd. Identyfiko-
wano dwie mutacje w genie ALS u tego gatunku. Te typy mutacji scharakteryzowano
juz we wezesniejszych badaniach i1 prowadzity one do odpornosci na sulfonylo-
mocznik rowniez wielu innych chwastow [30].

Poszukiwanie nowych alleli genow warunkujacych odporno$¢ na wirusy w na-
turalnych populacjach roslin jest innym, bardzo waznym aspektem hodowli. Jest
wiele przyktadow sukcesow, ktore udato sig osiagna¢ w tej dziedzinie dzigki wyko-

u papryki (Capsicium annuum). Mozliwo$¢ wykorzystania w hodowli roslin nowo
zidentyfikowanych alleli genéw byta sprawdzona przez testy badajace odpornosé
ro$lin na smugowato$¢ ziemniaka (PTY, Potato virus Y). Zidentyfikowano 5 nowych
alleli genu e/F4E warunkujacych odporno$¢ na PTV u papryki. Ten sam gen — elF4E
byt badany u gatunkdéw Cucumis, a warunkuje on odporno$¢ na wirus nekrotyczne;j
plamisto$ci lisci (MNSYV, Melon necrotic spot virus) [18]. Zidentyfikowano jeden
nowy allel u Cucumis zeyheri, dzikiego krewnego melona, ktory moze warunkowac
odpornos¢ na MNSV. Kolejny raz ten sam gen — e/F'4E byt badany u pomidora
(Solanum Iycopersicum), ale tym razem z wykorzystaniem strategii TILLING, w po-
pulacji otrzymanej po dziataniu EMS. Zidentyfikowano mutacje, ktéra prowadzita do
zmian w splicingu. Drugi i trzeci egzon tego genu zostat wycigty z transkryptu, co
doprowadzito do powstania krétszego mRNA. Ta linia mutanta nie wykazata zadnych
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defektow we wzroscie, ale byla odporna na wirus smugowatosci ziemniaka (PTY)
1 wirus pstro$ci papryki (PMV, Pepper mottle virus), natomiast wrazliwa na wirus
wzerkowej plamistosci tytoniu (TEV, Tobacco etch virus). Zidentyfikowany nowy
allel moze stanowi¢ zrodlo genetycznej zmiennosci dla odporno$ci na niektore wirusy
roslinne i zosta¢ wykorzystany w programach hodowlanych pomidora [20].
EcoTILLING zostat takze wykorzystany do identyfikacji alleli genéw warunku-
jacych odpornos$¢ na maczniaka zbozowego —mlo i Mla u H. vulgare [14]. Dzigki ich
identyfikacji mozliwe bedzie wykorzystanie tej zmienno$ci do uzyskania bardziej
odpornych na maczniaka odmian. Przedstawione powyzej przyktady potwierdzaja
mozliwo$¢ wykorzystania strategii TILLING (tab. 1) i EcoTILLING (tab. 3) jako
narzedzi odwrotnej genetyki w doskonaleniu roslin uprawnych.

Podsumowanie — wady i zalety strategii TILLING

TILLING, podobnie jak inne strategie badawcze, ma swoje zalety i wady.
Niewatpliwa zaleta jest mozliwos$¢ generowania i identyfikacji nowych alleli genow
w stosunkowo krotkim czasie i w matych populacjach. Mutanty uzyskane z zastoso-
waniem tej metody sa stabilne genetycznie. Jest to metoda nietransgeniczna, a wigc
w pelni akceptowana spotecznie. Z kolei EcoTILLING moze by¢ uzyty do identyfika-
cji pozadanych alleli, naturalnie wystepujacych w populacjach, ktore nastgpnie moga
by¢ wykorzystane w programach hodowlanych. Ograniczenia strategii TILLING
zwiazane sa gldwnie z kosztem analizy, cho¢ — gdy korzysta si¢ z samodzielnie
wyizolowanego enzymu CEL I —ulegaja one znacznemu ograniczeniu. Samodzielne
tworzenie populacji TILLING jest jednak przedsigwzigciem czaso- i kosztochton-
nym. Wyprowadzenie populacji TILLING roslin, ktére rozmnazaja si¢ wegetatywnie
i z dlugim okresem rozwoju, moze by¢ trudne. TILLING genu, ktéry ma paralogi
W tym samym genomie, jest bardziej skomplikowany, gdyz konieczne jest zaprojekto-
wanie specyficznych starterow, ktore beda amplifikowac tylko jeden okreslony gen.
Dotychczas prowadzone badania nad wieloma genami zaangazowanymi w rozne
aspekty rozwoju roslin z wykorzystaniem strategii TILLING i EcoTILLING, dowo-
dza skuteczno$ci wykorzystania tych narzedzi w udoskonalaniu gatunkéw roslin
uprawnych. W przyszto$ci wymiar ekonomiczny tych badan moze by¢ bardzo duzy.
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TILLING strategy in plant breeding
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Summary

TILLING (Targeting Induced Local Lesions in Genomes) is a reverse genetics
strategy that combines the high density of point mutations provided by conventional
mutagenesis with rapid screening of targeted genes. The identified mutations can be
used in breeding for creating improved cultivars. EcoTILLING, modification of the
TILLING strategy, allows discovery of nucleotide polymorphism in natural popula-
tion of plants. New virus resistant alleles are valuable application of this strategy. Till
now, many important genes were screened for mutations in natural and mutagenized
populations of different plant species to discover new alleles providing material for
modern breeding of crop plants.





