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1. Wprowadzenie

ostatnich latach dzieki rozwojowi nauk biologicznych, a w szczegdlnosci

biologii molekularnej oraz genetyki, wyobrazenia dotyczace genomu or-
ganizmow wyzszych znacznie sie zmienity. Powszechne uznanie zdobyt model
dynamiczny struktury genomu, uwzgledniajagcy nieustanny proces zmian za-
chodzacych w materiale dziedzicznym. Wiele uwagi powiecono regionom DNA
0 wyzszej od przecietnej czestosci mutacji oraz rekombinacji genetycznej. Do-
prowadzito to do wyodrebnienia specyficznych sekwencji DNA zdolnych do
samoistnego przenoszenia sie w obrebie genomu, nazwanych elementami
transpozycyjnymi lub transpozonami (Tn). Najprostsze sposrdd elementow
transpozycyjnych zyskaty miano odcinkéw insercyjnych (IS) (1). Charakte-
ryzujg sie one dwoma podstawowymi cechami (2): posiadaniem tzw. termi-
nalnych sekwencji odwrdéconych o dtugosci od 15 do 25 par zasad, rozpoz-
nawanych przez enzym zwany transposazg, kodowany przez element
transpo*ycyjny (3), podwajaniem rozpoznawanych sekwencji docelowych
w obrebie genomu gospodarza o dtugosci 9-23 par zasad. W odréznieniu
od prostych w budowie sekwencji insercyjnych, transpozony, o dtugosci 3000
- 10 000 pz sg elementami zawierajacymi procz sekwencji terminalnych i ge-
néw kodujacych en*ym transposaze, réwniez geny opornosci na antybiotyki
lub inne geny, najczesciej o charakterze markerow genetycznych. Dlatego tez
sg one czesto naXywane elementami ztozonymi (4,5). Istnieja dwa modele
procesu transpozycji, zachodzacej bez posrednictwa stadium RNA: model kon-
serwat3Twny i replikatywny (6). W pierwszym z nich zaktada sie, ze transpozon
jest wycinany z danego miejsca w genomie i przenoszony w miejsce integracji,
za$ w drugim postuluje sie koniecznos¢ replikacji sekwencji ruchomej i prze-
niesienie powstatej kopii w miejsce docelowe. Sekwencje insercyjne typu 1S50
czy ISIO oraz zlozone elementy transpozycyjne wykorzystujg pierwszg stra-
tegie transpozycji, podczas gdy transpozony bakteryjne t3rpu TnA podlegajg
replikacji. Stwierdzono réwniez istnienie tzw. retrotranspozonéw ulegajgcych
transkrypcji i przenoszacych sie za posrednictwem formy kwasu rybonuklei-
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nowego (7,8,9). W metodzie mapowania z uzyciem transpozonow zastosowano
najlepiej poznane wsrdd roslin systemy wystepujace w kukurydzy. Wyrd6znio-
no trzy rodziny transpozonow roslinnych na podstawie podobienstw struktu-
ralnych oraz wspdélnych sekwencji docelowych: Ac/Ds, En/Spm oraz Mul
(10,11). Dwie pierwsze posiadajg zar6wno autonomiczne jak i nieautonomi-
czne (bierne) elementy transpozycyjne. Elementy bierne sa pochodnymi ele-
mentow aktywnych, powstatymi po utracie sekwencji kodujacych enzym
transpozaze, determinujacy w ukladzie trans zdolno$¢ do samodzielnego wy-
cinania sie i integracji transpozonu.

2.Systemy transpozycyjne u roslin

Znane sa trzy gtdwne rodziny elementéw transpozycyjnych kukurydzy: sy-
stem Ac/Ds, En/Spm(l) oraz Mu. Dwa pierwsze zostaty scharakteryzowane
w stopniu umozliwiajagcym zastosowanie ich do mapowania gendéw metoda
gene tagging. Kazdy z tych systemow zawiera sekwencje DNA zdolne do prze-
mieszczania sie w genomie na zasadzie ,wyciecia i wstawienia”.

Element Activator (Ac) (12) o dtugosci 4565 par zasad (13,14) daje po trans-
lacji biatko o ciezarze 92 kDa (15) pdniace funkcje transposazy. Regiony bedace
cis determinantami procesu transpozycji obejmuja okoto 200 pz po obu koncach
elementu Ac (16). Mutacje lub delecje w ich obrebie powoduja obnizenie lub
utrate zdolnosci do transpozycji. Sekwencja AAACGG, wystepujgca w wielu po-
wtdrzeniach w tych obszarach jest odpowiedzialna za wigzanie enzymu wycina-
jacego z transpozonem (17). Innym cis wymogiem dla procesu transpozycji sg
jedenastonukleotydowe terminalne sekwencje odwrécone, ktére sg bezposrednim
substratem dla transposazy (16,18). Defektywne elementy transpozycyjne Ds
(12), bedace pochodnymi transpozonu Ac, zachowujg wspdélne 11 pz w obrebie
terminalnych sekwencji odwrdconych, lecz na skutek wewnetrznych mutacji fun-
kcja transpozazy zostata zaktocona (19). Cechy elementéw transpozycyjnych z ro-
dziny Ac zestawiono w tab. 1| wg Gierla (20).

Rodzina elementéw En/Spm koduje dwa biatka oznaczane TNPA i TNPD
(11,21). Pierwsze z nich, o ciezarze 67 kDa, jest produkowane w ilosci okoto
100 razy wiekszej niz drugie, ktérego ciezar czasteczkowy wynosi 131 kDa
(11). W ukfadzie cis absolutnie konieczne dla transpozycji sg fragmenty
200 pz na 5 i 300 pz na 3 koncu sekwencji En/Spm (22). W obrebie tych
regiondw znajdujg sie liczne powtorzenia 12 nukleotyddéw danego odcinka,
rozpoznawanego przez biatko TNPA i umozliwiajgcego transpozonowi przyjecie
wiasciwej konformacji podczas procesu wycinania i przenoszenia (23). Druga
determinantg transpozycji elementu En/Spm sg trzynastonukleotydowe, ter-
minalne sekwencje odwrdcone, wigzace prawdopodobnie biatko TNPD, ktére
dziatajg na wzér endonukleazy i transportujg transpozon w miejsce docelowe
(23,24). Element En/Spm nalezy do tzw. rodziny ,CACTA”, nazywanej tak ze
wzgledu na wspolny motyw w obrebie sekwencji terminalnych (25), przedsta-
wionej w tab. 2 wg Gierla (20).



Elementy transpozycyjne jako narzedzie w procesie mapowania genomow roslinnych 17

Symbol
elementu
transpozonu

Ac
Bg

Tam3
Tpcl
Ips-r

Tstl

TIR — terminalna sekwencja odwrécona: TSD

transpozonu.

Symbol
elementu
transpozo-
nu

En/Spm
Mpll
Taml
Tam2
Tam4

Tam7
Tam8
Tam9

Tgm

Pisl

TIR

CITAGGGATGAA
CAGGG

TAAAGATGTGAA

TAGGGTGTAAA

TAGGGGTGGCAA

CAGGGGCGTAT

Tabela 1

Cechy charakterystyczne elementdw transpozycyjnych rodziny ac/ds (20)

TSD Dtugosé
w parach w parach Roslina Literatura
nukleotydéw nukleotydéw
8 4563 Zea mays (13)
8 4869 Zea mays (14)
8 3629 Antlrrk'unum (16)
majus
8 927 Pisum (50)
crispum
Pi
8 0,8 kb fsum (1)
sativum
8 736 Solanum (52,53)
tuberosum

sekwencje podwojone w miejscu wstawienia

Tabela 2

Elementy transpozycyjne rodziny ,cacta" (20)

TIR

CACTACAAGAAAA
CACTACCGGAATT
CACTACAAGAAAA
CACTACAAGAAAA
CACTACAAAAAAA

CACTACAAGAAAA

CACTACAAGAAAA

CACTACAAGAAAA

CACTATTAGAAAA

CACTACGCCAAA

TSD Dtugos¢
w parach w parach Roslina Literatura
nukleoty- nukleoty-
doéw doéw
3 8287 Z. mays (54)
3 9 kb Z. mays (55)
3 15164 A. majus (24)
3 5187 A. majus (56)
3 4329 A. majus (57)
. (Schwarz-Sommer
3 7 Kb A. majus and Sommer, NB)
) (Schwarz-Sommer
3 3 kb A. majus and Sommer, NB)
. (Schwarz-Sommer
3 55 kb A. majus and Sommer, NB)
1,6- 12 Glicyne
3 kb max (58)
3 2,5 kb P.sativum (59)

TIR — terminalna sekwencja odwrécona; TSD — podwojone sekwencje docelowe w miejscu
insercji; NB — nie publikowane.

Element o nazwie Mutator (Mu) (26) zawiera, w odréznieniu od rodzin Ac
i En/Spm, dtuzsze ( 200 - 500 pz) sekwencje terminalne. Dotychczas nie
udato sie wyizolowaé aktywnego transpozonu Mu gtéwnie z powodu niemen-
dlowskiego dziedziczenia tego elementu (27). Wyodrebniono natomiast 9
nieautonomicznych transpozonéw rodziny Mu, ktérych cechg wspoing sg dzie-
wlecionukleotydowe powtdrzenia, wytwarzane w miejscach docelowych (28).
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3.Mechanizm transpozycji

w celu stworzenia modelu zachodzenia transpozycji badacze poczatkowo
skupili sie na cechach molekularnych elementéw transpozycyjnych, poszu-
kujac punktu wyjscia do analiz sposobu funkcjonowania transpozonéw. Wiele
prac poswieconych badaniu delecyjnych pochodnych aktywnych transpozo-
néw doprowadzito do ustalenia sekwencji DNA, bedacych wymogiem konie-
cznym i wystarczajgcym do zajs$cia wyciecia i ponownego wstawienia trans-
pozonu w inne miejsce genomu.

Cechami wspolnymi dla systemow Ac oraz En/Spm, stwarzajgcymi mozli-
wosC zajscia transpozycji sag wg Gierla (20):

1) kodowanie biatka wigzgcego sie z subterminalndrm regionem transpo-
zonu, bedacego determinantg procesu transpozycji,

2) posiadanie asymetrycznie utozonych motywow DNA, umozliwiajacych
transpozonowi przyjecie odpowiedniej dla wycinania struktury przestrzennej,

3) obecnos¢ terminalnych sekwencji odwroconych, bedacych substratami
dla enzymu wycinajgcego.

Proponowany model dziatania transpozonu (10) zaklada, ze do zajscia
transpozycji konieczna jest aktirwnos¢ dwu biatek: jednego petnigcego role
»molekularnego kleju”, faczgcego powtarzajgce sie sekwencje w obrebie regio-
nu subterminalnego transpozonu i udostepniajgcego tym samym substrat dia
drugiego biatka, majacego aktywnos¢ endonukleazy. Endonukleaza, wigzac
sie do odwrdconych sekwencji terminatnych, dokonuje wyciecia transpozonu
i prawdopodobnie chroni go podczas transportu do miejsca docetowego (29),
po czym dokonuje naciecia DNA w miejscu przeznaczenia, z zachowaniem
»lepkich koncow” W ligacji transpozonu w miejscu docelowym bierze udziat
tigaza komérkowa. W systemie Ac role pierwszego biatka peini transposaza
za$ drugie jest prawdopodobnie niespecyficzng endonukleazg komérkowa. Dia
systemu En/Spm rote te petnig odpowiednio biatka: TNPA i TNPD, kodowane
przez sekwencje transpozonu. Inny mechanizm obowigzuje przy przenoszeniu
elementdéw z rodziny Mu. Poniewaz odwrédcone konce elementu Mu sg asy-
metryczne, to zwigzanie ich podczas transpozycji zachodzi wedtug mechani-
zmu, ktéry dotychczas pozostaje niejasny. W przypadku elementéw defektyw-
nych, nie posiadajgcych sekwencji kodujacych transposaze, przenoszenie ich
w obrebie genomu mozliwe jest tylko po dostarczeniu obu funkcji juz opisa-
nych w ukfadzie trans. W konkurencyjnym, molekularnym modelu transpo-
zycji (30,25) zaktada sie inng aktywnos$¢ endonukleolityczng transposazy.
»Lepkie konce’ sg formowane jedynie przy integracji elementu ruchomego,
za$ jego wycinanie zachodzi precyzyjniej i prowadzi do powstania struktury
»Spinki do wtoséw”. Charakterystyczne dia miejsca wyciecia sekwencje po-
wstajg w wyniku rozwiniecia struktury hairpin i tigacji w odpowiednie miejsce.
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4. Mapowanie genetyczne przy uzyciu transpozonéw

Proces mapowania genetycznego stuzy do ustalenia pozycji zajmowanej
przez geny w chromosomie lub czasteczce DNA. W przeszto$ci mapowanie
bylo procesem bardzo czaso- i pracochtonnym, wymagato bowiem stworzenia
grup sprzezen miedzy poszczegblnymi rejonami DNA na podstawie przepro-
wadzonych krzyzowek dwu- i tréjpunktowych. Taka metoda, procz niewielkiej
wydajnosci, byta niedoktadna. Opracowanie metod molekularnych pozwolito
na szybsze i precyzyjniejsze zlokalizowanie genéw. Wyjsciowg informacja, po-
trzebng dla mapowania jest produkt biatkowy genu, na podstawie ktdrego
konstruuje sie sonde molekularng niezbedng do wybrania z biblioteki geno-
mowej interesujgcego nas fragmentu. Taka strategia nie nadaje sie jednak
do mapowania genéw o nieznanym produkcie lub o niskiej ekspresji. Do
metod alternatywnych stworzonych w celu obejscia tego ograniczenia naleza:
chromosom walking, czyli ,,chodzenie po chromosomie”, chromosom jumping,
czyli ,,skakanie po nim” oraz gene tagging czyli ,,mapowanie genetyczne” z za-
stosowaniem elementow transpozycyjnych lub T-DNA. Uogdlniajagc, metoda
mapowania przy zastosowaniu transpozonéw polega na wykorzystaniu zdol-
nosci elementéw transpozycyjnych do przemieszczania sie w obrebie genomu
i zaktocania funkcji genéw, co znajduje wyraz w zmianach fenotypowych w po-
réwnaniu do formy dzikiej (31). Zadaniem badacza jest odnalezienie znacznika
transpozonowego w materiale genetycznym i odzyskanie go wraz z sekwen-
cjami otaczajgcymi, ktére sg potencjalnym, mapowanym genem. Mutacja spo-
wodowana przez transpozon musi zosta¢ zidentyfikowana fenotypowo, a na-
stepnie, po hybrydyzacji DNA genomowego z sondg o sekwencji komplemen-
tarnej do transpozonu, istnieje mozliwo$¢ zidentyfikowania transpozonu i wy-
izolowania go wraz z sekwencjami otaczajagcymi. Fragmenty te postuzy¢ moga
do konstrukcji sondy hybrydyzujacej z genem dzikim, obecnym w roslinie
0 nie zmienionym fenotypie.

Istniejg dwie strategie mapowania przy uzyciu transpozonéw. W pierwszej
zaktada sie jako cel znalezienie jednego, Scisle okre$lonego genu, w drugiej
zas kieruje sie uwage na zmapowanie grupy genéw, np. odpowiedzialnych za
wspoblng sciezke biochemiczng lub program rozwojowy.

W pierwszym przypadku rosliny o fenotypie dzikim, zawierajgce aktywny
element transpozycyjny, sa krzyzowane z homozygotami recesywnymi pod
wzgledem interesujacego genu. Wiekszo$¢ populacji FI bedzie fenotypowo do-
minujaca, lecz pojawig sie nieliczne osobniki o cechach zmienionych, ktorych
DNA nalezy uzyC do hybrydyzacji z sondg specyficzng dla transpozonu
1 pézniejszej izolacji fragmentow bezposrednio sasiadujgcych z insertem.
Z uwagi na to, ze przenoszenie elementow transpozycyjnych zachodzi najcze-
§ciej do blisko potozonych miejsc na tym samym chromosomie (32,33,65)
oraz ze wzgtedu na czesto$¢ transpozycji wynoszaca okoto do 107 (35),
populacja roslin poddawanych analizie ukierunkowanej na mapowanie poje-
dynczego genu jest duza. Schemat postepowania w tym przypadku przedsta-
wiony jest na rys. 1
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Pokolenie rodzicow Transpozon
X >z

Honxeygota recesywna Linia dzika

Pokolenie F1

Linia dzika Linia zmutowana lub recesywna

Osobnid do dalszej analizy

Rys. 1. Schemat mapowania okres$lonego, pojedynczego genu za pomocg elementoéw trans-
pozycyjnych (wg 31).

Inny spos6b mapowania genéw z zastosowaniem transpozonéw wymaga
uzyskania pokolenia F2 oraz zidentyfikowania mutantéw powstatych po in-
sercji transpozonu. W tym przypadku krzyzowana jest linia dzika z linig dzikg
zawierajacg transpozon, a pokolenie FI jest samozapylane w celu ujawnienia
zasztych mutacji. Z pokolenia F2 wybierane sg pojedynki do dalszej analizy.
Schemat tego postepowania jest przedstawiony na rys. 2.

Pokolenie rodzicow

Transpozon
ZZD 4
Typ dziki Typ dziki
Pokolenie  F1
Typ dziki Typ dziki
Pokolenie F2
Typ dziki Typ dziki Typ zmutowany lub zmieniony

Osobniki do dalsze) analizy

Rys. 2. Schemat mapowania grupy gendw kontrolujgcych wspdlng Sciezke biochemiezng za
pomoca elementu transpozycyjnego (wg 31).
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5. Dwu- i trojelementowe systemy mapowania

o0 dwu- lub tréjelementowych systemach mapowania mowi sie ze wzgledu
na ilo$¢ odrebnych, komplementujacych elementéw, umozliwiajacych zajscie
w badanej ros$linie transpozycji. W dwuelementowym uktadzie mapowania
korzysta sie z modelu Ac/Ds wprowadzajgc, poprzez krzyzowanie lub trans-
formacje, funkcje transposazy do roslin posiadajacych w genomie nieakt3wne
elementy Ds. Gen transposazy winien po przeniesieniu do genomu mapowanej
rosliny nie przemieszczaé sig, aby nie stanowi¢ utrudnienia w analizowaniu
rewertantow, otrzymanych po wycieciu i przeniesieniu w inne miejsce ele-
mentu Ds (36). Obydwa skadniki systemu Ac/Ds mozna otrzyma¢ w wyniku
delecji odpowiednich fragmentéw aktywnego elementu Ac. Aby unieruchomié
element transpozycyjny, bedacy zrodiem transposazy dokonuje sie delecji jed-
nego z odwréconych regionéw terminalnych elementu Ac, co nie wpltywa na
aktywnos¢ produkcji transposazy, bedacej trans determinantg procesu trans-
pozycji. Nieaktywny komponent Ds otrzymuje sie po wycieciu wewnetrznej
sekwencji elementu Ac, co dezaktywuje funkcje transposazy. W systemie tym
nalezy doda¢ markery genetyczne aby umozliwi¢ $ledzenie efektywnosci trans-
formacji i procesu transpozycji. Na przykiad, element Ds umieszcza sie po-
miedzy promotorem a sekwencjg kodujgca genu J3-glukuronidazy (37), co po-
woduje uaktywnienie tego genu po wycieciu elementu Ds. W celu $ledzenia
dalszych loséw Ds oraz sprawdzenia efektywnos$ci transformacji zaopatruje
sie go np. w gen odpornosci na metotreksat. Pozadane jest tez dotgczenie do
konstruktu Ac markera genetycznego, dajacego mozliwo$¢ stwierdzenia zaj-
Scia transformacji i obecnosci elementu Ac po krzyzowaniu. Markerem takim
moze by¢ np. gen opornosci na hygromycyne (38) lub gen j3-glukuronidazy
(39). Wprowadzenia obu skadnikéw systemu dwuelementowego do roslin nie
posiadajgcych endogennych elementéw transpozyc3(jnych mozna dokona¢ ko-
rzystajagc z metod transformacji bezposredniej przy uzyciu elektroporacji (40),
glikolu polietylenowego (38) lub metody posredniej przy zastosowaniu Agro-
bacterium (3). Niewatpliwg zaletg zastosowania systemu Ac/Ds z kukurydzy
sg mniejsze rozmiary uzywanych konstruktéw, a co ?a tym idzie, mozliwos¢
uzycia metod transformacji bezposredniej przy wprowadzaniu ich do genomu
roslinnego oraz niewielki naktad pracy przy konstruowaniu sktadnikéw systemu.
Za jego wade mozna uznac¢ trudnos¢ w Scistym scharakteryzowaniu uktadu, ze
wzgledu na to, ze zrodtem endonukleazy jest nie znany dotad gen o funkcji
analogicznej do roli biatka TNPD, w systemie En/Spm (20). Zestawienie gatun-
kow, u ktorych wykazano aktywnos$¢ systemu Ac/Ds zawiera tab. 3.

W systemie En/Spm role elementu nieaktywnego peini inhibitor zwany
tez defektywnym elementem En/Spm. Skiadnik akt}rwny stanowi biatka TNPA
oraz TNPD, ktore umozliwiajg inhibitorowi odpowiednio przyjecie konformacji
wihasciwej do wyciecia oraz dokonujg ciecia endonukleolitycznego. Geny ko-
dujace biatka TNPA oraz TNPD mogg zosta¢ wprowadzone do genomu jako
odrebne konstrukt}” lub wspélnie na jednym plazmidzie (41,54). Pozbawiony
zdolno$ci do przemieszczania sie w genomie element En/Spm, zaopatrzony
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w gen markerowy, np. opornosci na kanamycyne, stanowi zrédto obu biatek
niezbednych do zajscia transpozycji, za konstrukt powstaty przez wstawienie
elementu 1/dSpm pomiedzy promotor a sekwencje kodujgca genu opornosci
na herbicyd BASTA jest biernym skiadnikiem systemu (41).

Element
transpozycyj-
ny/roslina
1

tabacum

Ac/
Daucus carota
Ac/
Arabidopsis
thaliana
Ac/
Solarium
tuberosum
Ac/
Lycopersicon
esculentum
Ac/
Glicyne max
Ac/
Oryza satiua
Ac/
Lactuca sativa
Ac/

INiri Lini.
usitatissimum

En/Spm
Nicotiana
tabacum

En/Spm
Solanum
tuberosum
En/Spm
Arabidopsis
thaliana

Stadium
analizowane

2
TI
TI
TI
TI
TI
TI
T2
T2
TI
TI
TI
TI
Tl

Tl

TI
T2

TI

TI

TI

T2
TI

TI
T2
TI
TI
T2

TI

T2

Tabela 3
Aktywnosé autonomicznych elementéw ac, en/spm, tam3. mui w genomach roslin

NIE POSIADAJACYCH ENDOGENNYCH ELEMENTOW TRANSPOZYCYINYCH fWG 16, UZUPELNIONE)

Rodzaj analizy

3
molekularna
NPTII
HPT
GUS
GUS
rolC
SPT
molekulcima
molekularna
molekularna
molekularna
NPTII
molekularna

NPTII

molekularna
molekularna

GUS
HPT
NPTII

GUS
NPTII

molekularna
NPTII
GUS
HPT
bar

molekularna

NPTII

Czestos¢
wycinania (%)

4

44
27 - 70
36
<10 sektory

0,2-0,5

50

80
NP

45

35

3,6
35

7

5 sektory

10 sektory
NP
11,6

NP

7,5

Integracja

+

+

Literatura

6
(60)
(61)
(62)
(63)

(Rommens, NB)
(64)
(34
(66)
(67)
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1 2 3 4 5 6
En/Spm
Petunia T2 GUS NP + (41)
hybnda
Tam3 TI molekularna 6-12 + (75)
Nicotiana T2 molekularna NP NP (75)
tabacum TI HPT 43 + (62)
TI GUS 13 NP (62)
FI;T:\?a - HPT 22 ¥ (62)
hybrida GUS 13 NP (62)
Mul
Arabidopsis
thaliana
Nicotiana Tl molekularna brak - (71)
aktywnosci
tabacum

Lycopersicon
esculentum

Pokolenie pierwsze po transformacji lub uzyskany po transformacji kalus oznaczono TI;
pokolenie, u ktérego zaszto wyciecie transpozonéw w linii komorek piciowych oznaczono T2; NP
oznacza nie podano.

Zaopatrzenie konstruktu 1/dSpm w marker transformacji w postaci genu
opornosci na metotreksat daje mozliwo$¢ Sledzenia efektywnosci transformacji
i dalszych losow 1/dSpm po zajSciu transpozycji (41). Zaletg systemu En/I
jest doktadna znajomos$¢ jego sktadnikdédw na poziomie molekularnym i moz-
nos¢ operowania aktywnoscig systemu w kierunku dopasowania go do wy-
mogdéw gatunkow nie posiadajgcych endogennych transpozonéw. Do wad na-
lezy zaliczy¢ duzag wielko$¢ konstruktéw (8-10 kb), ktéra zmniejsza szanse
powodzenia transformacji bezposredniej i obniza prawdopodobienstwo uzy-
skania transformantoéw nawet za posrednictwem Agrobacterium oraz znaczny
naktad pracy przy konstruowaniu skiadnikéw systemu.

Lista gatunkdw roslin u ktorych stwierdzono aktywnos$¢ systemu przed-
stawiona zostata w tab. 3. Zestawienie genéw dotychczas zmapowanych przy
uzyciu strategii ,,tagowania” przedstawiono natomiast w tab. 4. Wynika z nie-
go, Ze sg to przede wszystkim geny regulatorowe, co wskazuje na przydatnosc
metody do mapowania genéw o0 nieznanym produkcie. W tabeli dominujg
gatunki posiadajace endogenne elementy transpozycyjne, u ktérych zapoczat-
kowano badania nad zjawiskiem transpozycji, jak Zea mays i Antirrhinum
majus. Nalezy oczekiwac szybkiego rozszerzenia zamieszczonej listy, w miare
przystosowywania metody mapowania z uzyciem elementéw transpozycyjnych
do wymogow gatunkéw, u ktérych nie wykryto endogennych transpozonow.
W dalszej perspektywie potaczenie metod ,,kroczenia” i ,,skakania” po chro-
mosomie, techniki RFLP, oraz metody klonowania duzych fragmentéw DNA
w sztucznych chromosomach drozdzowych typu YAC z metodami znakowania
gendw przy uzyciu T-DNA z Agrobacterium lub elementéw transpozycyjnych,
moze sta€ sie narzedziem, ktére poszerzy nasza wiedze o strukturze i funkcji
wielu gendéw i przyczyni sie do rozwigzania wielu probleméw praktycznych.
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Tabela 4
Geny roslinne sklonowane lub zidentyfikowane
PRZY zastosowaniu ELEMENTOW TRANSPOZYCYINYCH fwG 37, UZUPELNIONE)

Roslina/gen Funkcja genu Element_ Literatura
tmspozycyjny
Zea mays
Al NADPH-reduktaza En, Mu (76)
A2 Sciezka antocyjanu En, rcy 77)
Bzl uDP-transferaza glukozylowa Ac (78)
Bz2 Sciezka antocyjanu Ds2, Mu (79,80)
Cl gen regulatorowy* Spm, En (81,82)
Cc2 syntaza chalkonowa Spm (83)
hcf-106 rozwéj chloroplastu Mu (84)
Knl gen regulatorowy* Ds2 (85)
02 gen regulatorowy* Ac, Spm (86,68)
P gen regulatorowy* Ac (87)
R gen regulatorowy* Ac (88)
Vpl gen regulatorowy* Mu (89)
Antirrhinum
majus
deficiens gen regulatorowy* Tam7 (90)
delila gen regulatorowy* Tam2 (57)
Jloncaula gen regulatorowy* Tam3 (91)
globosa gen regulatorowy* Tam7, Tam9 (92)
incolorata $ciezka antocyjanu Taml (57)
olive rozw6j chloroplastu Tam3 (57)
pallida NADPH-reduktaza Tam3 (75)
Arabidopsis
thaliana
DRLI gen regulatorowy* Ds (48)
male sterility 2 meska sterylnosé En/l ®)

produkt genu regulatorowego nieznany.

6. Podsumowanie

strategia mapowania przy uzyciu transpozonéw moze stanowi¢ uzupeinie-
nie metody klasycznej, polegajacej na identyfikacji produktu biatkowego da-
nego genu i nastepnie izolacji odpowiadajgcego mu mRNA, skad juz bardzo
blisko do uzyskania sekwencji cDNA (42). Szczeg6lnie w pr2ypadku niezna-
jomosci produktu biatkowego genu, jego niskiej ekspresji lub w celu mapo-
wania sekwencji regulatorowych, metoda zastosowania transpozondéw jako
znacznikow, jak sie wydaje, jest celowa.

Alternatywa dla niej jest mapowanie przy uzyciu T-DNA, pochodzacego
z Agrobacterium (43). Metoda ta eliminuje problem krzyzowej hybrydyzacji,
homologii transpozonu z genomowym DNA gatunku mapowanego oraz ufatwia
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odnalezienie znacznika (T-DNA ), poniewaz sekwencje bakteryjne réznig sie
znaczaco od sekwencji gospodarza (31). Procz tego tatwos¢ transformacji ro-
$lin Agrohacterium ro*wiatzuje problem produkcji duzych populacji, zawiera-
jacych znacznik i zwieksza prawdopodobienstwo uzyskania mutacji w poza-
danym genie (31). Wadg systemu tagowania ukierunkowanego na pojedynczy,
okreslony gen jest wielkos¢ populacji roslin, ktorg nalezy otrzymaé aby
znalez¢ poszukiwang mutacje i odpowiadajacy jej gen.

Celowe jest podwyzszenie czestosci transpozycji elementéw ruchomych po-
przez zastgpienie oryginalnych promotorow genu transkryptazy w systemie
Ac/Ds lub genéw biatek TNPA i TNPD promotorami o wiekszej sile, np.
CaMV35S, nos lub ocs (44). Wskazane wydaje sie rowniez dodanie promoto-
row indukowalnych lub specyficznych dla danego rodzaju pytku (45). Zasto-
sowanie elementéw transpo”ycyjnych o duzej czestosci przenoszenia sie moze
by¢ rozwigzaniem alternatywnym, np. transpozon Mu przenosi sie okoto
30 razy czeSciej w genomie niz elementy Ac czy En/Spm (27). Modyfikacje
nieaktywnego sktadnika systemu winny iS¢ w Kierunku zaopatrzenia go w gen
markerowy, ktéiy po stwierdzeniu jego sprzezenia z powstatg mutacjg, wy-
kluczatby zajScie mutacji spowodowanej nie transpozycja, lecz np. zmienno-
$cig somaklonalng (46). Element bierny winien posiadac¢ bakteryjng sekwencje
poczatku replikacji, w celu umozliwienia sklonowania tagowanego genu. Mo-
zliwe jest takze zaopatrzenie skiadnika nieautonomicznego w silny promotor
lub w sekwencje genu reporterowego pozbawiong promotora (45).

W pierwszym przypadku, po znalezieniu sie elementu w poblizu danego
genu, jego ekspresja wzrostaby wielokrotnie, co utatwitoby selekcje mutantow
po transpozycji, zas w drugim, po znalezieniu sie genu reporterowego w bli-
skosci sekwencji promotorowej, obecnej w genomie rosliny, nastapi ujawnie-
nie sie genu reporterowego dotaczonego do transpozonu. Strategia mapowania
nakierowana na grupe genéw kontrolujacych wsp6lng $ciezke biochemicznag
lub szlak rozwojowy, jak sie wydaje, jest bardziej skuteczna. Prawdopodo-
bienstwo mutacji w interesujgcym nas rejonie wzrasta (42), mimo ze selekcje
mozna rozpocza¢ dopiero od pokolenia F2. Problemem jest poprawienie cel-
nosci transpozycji w stosunku do interesujacego nas genu. Stwierdzono, ze
transpozycja zaréwno w systemie Ac/Ds jak i En/Spm, zachodzi preferencyj-
nie w miejsca potozone blisko transpozonu (65). Powoduje to potrzebe uzycia
do mapowania linii niosgcych transpozon w niewielkiej odlegtosci od genu,
ktory chcemy mapowaé. Uzycie linii translokacyjnych i linii z okre$lonym
potozeniem elementéw ruchomych by¢ moze po?woli na rozwigzanie tej trud-
nosci (31). Konieczne jest takze stworzenie kolekcji sond molekularnych stu-
zacych Sledzeniu potozenia elementu ruchomego w genomie. Problemy pojawic
sie moga réwniez przy samozapylaniu niektérych samoniezgodnych roslin
(42). Wskazane jest doskonalenie metod transformacji bezposredniej typu ele-
ktroporacji, transformacji przy uzyciu glikolu polietylenowego, widkien siliko-
nowych, mikroiniekcji oraz bombardowania czastkami wolframowymi pokry-
tymi DNA. Mozliwe jest wykorzystanie elementu P, pochodzgcego z Drosophila®
ktory mogtby stuzy¢ jako alternatywa dla techniki transformacji posredniej
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Agrobacterium, co wykazano na przyktadzie petunii (47). Wskazana jest row-
niez kotransformacja ros$lin konstruktami kodujagcymi zaréwno element
aktywny jak i bierny (40). Optymalizacja budowy elementow transpozycyjnych
w kierunku zwiekszenia czestosci transpozycji, np. poprzez delecje 537 pz
nie ulegajacej translacji, liderowej sekwencji konstruktu Ac od konca 5’, pro-
wadzi do istotnego ??wiekszenia poziomu transaktywacji skiadnika Ds (48).
Rodzaj uzytego do mapowania systemu, potozenie transpozonéw w genomie,
liczba obecnych elementéw ruchomych, ich budowa oraz stopienn metylacji
sg parametrami, ktére po zoptymalizowaniu moga podwyzszy¢ efektywnosé
mapowania i utatwi¢ prace badaczom.

Lepsze perspektywy na przyszto$¢ mogg stworzy¢ rowniez badania nad
innymi systemami transpozycji, aktywnymi w genomach wielu roslin. Na przy-
ktad w materiale dziedzicznym kukurydzy dzialaja, précz juz scharakteryzo-
wanych, co najmniej cztery systemy elementow ruchomych: Mpll, Bg, rDt,
rmrh, ktdére niestety nie zostaty dostatecznie poznane, aby mozliwe byto ich
uzycie w celu mapowania genetycznego (49). Przed badaczami stoi perspe-
ktywa oznaczenia wielu genéw potencjalnie waznych dla rolnictwa, ktérych
poznanie moze przyczyni¢ si¢ do zmniejszenia naktadéw na produkcje zyw-
nosci, urealnienia perspektyw dla rolnictwa ekologicznego, przyczynié sie do
poprawy jakosci spozywanych przez nas produktow. Sa to przede wszystkim
geny odpowiedzialne za takie cechy jak: odpornos¢ na choroby i szkodniki,
tolerancja streséw, cechy iloSciowe, jak np. plon czy zdolnos¢ do wytworzenia
okres$lonej, czesto nowej substancji i wiele innych.
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The transpositional elements as a tool for plant genome mapping

Summary

This work aims at reviewing current progress in the field of plant transposable elements,
especially those described as Ac/Ds and En/dSpm systems, first discovered in maize. We gave
the molecular characteristics of plant transposones and the rules of their behaviour within
a genome. The procedures for a particular gene mapping and for mapping of many genes re-
sponsible for a biochemical pathway were cited. In comparison with other genome mapping
methods the advantages and drawbacks of “gene tagging” were envisaged. The enclosed tables
provide many documented examples of plant genes identification via “gene tagging” method.
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