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itochondria i chloroplasty zajmuja
Mszczegélnq pozycje wérod komarko-

wych organelli ze wzgledu na posiadanie

autonomicznych genoméw. Ich DNA ko-
dujg przede wszystkim znaczng ilo$¢ ge-
néw zwigzanych z przebiegiem podstawo-
wych procesow charakterystycznych dla
tych ogranelli. Zawierajg one takze wiele
nie rozszyfrowanych jeszcze sekwencji
ORF, znaczng ilos¢ sekwencji nie kodu-
jacych, oraz pewng ilos¢ sekwencji, ktore
wynikaja z wielokierunkowych przenie-
sienn fragmentéw DNA pomiedzy trzema
przedziatami komdrkowymi.

Poznanie petnej sekwencji nukteotydo-
wej trzech genoméw chioroptastowych —
tytoniu, porostnicy wieloksztattnej i ryzu
(1,2,3) pozwotito przeprowadzi¢ po”ebione
poréwnania struktury, oraz organizacji
zarowno sekwencji kodujacych jak i nie-
kodujacych. Natomiast skomplikowana
budowa oraz znaczna wielkos¢ mitochon-
diialnej czasteczki DNA (mt DNA) spowo-
dowata, ze nie okre$tono dotad petnej
sekwencji nukleotydowej genomu mito-
chondrialnego rosliny Ws"szej. Poznana
w 1992 r. (4) sekwencja genomu porost-
nicy wieloksztattnej jest zaliczana raczej
do prymitywnej formy mitochondriatnego
genomu roslin.
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Rys.l. Schemat dojrzewania rps 12 mRNA (8).
Na kolistej czgsteczee chloroplastowego DNA pokazana jest lokalizacja genu rps 12 i kierunek
transkrypcji:
m  — oznacza sekwencje DNA utozone w odwrotnej orientacji: El oznacza cze$¢ 5'eksonu rps
12; E2 i E3 — oznaczaja czesci 3'eksondw rps 12; ™~ ~ —oznaczaja eksony; [0 —oznacza
introny.

Z badan przeprowadzonych zaréwno w oparciu 0 poznane sekwencje ca-
tych genoméw chloroplastowych jak i poszczeg6lnych organellowych DNA in-
nych roslin wynika, ze cze$¢ chloroplastowych oraz mitochondrialnych genéw
nalezy do genéw podzielonych.

U chloroplastéw roslin wyzszych wiekszo$¢ gendéw zawiera jeden intron.
Niektore z nich sg bardzo dtugie np. intron genu tm K (tRNA"Y®) ma wielkos¢
2,5 kb. W jego intronie zaréwno u tytoniu (5) jak i u gorczycy (6) wykryto
ORF potencjalnie kodujacy biatko o wielkosci 60 kD. Chloroplastowe introny
rodlin wyzszych sg klasyfikowane na trzy podstawowe grupy w zaleznosci od
struktury drugorzedowej jaka przyjmujg, oraz sekwencji brzegowych otacza-
jacych intron. Sugeruje to, ze proces skiadania (ang. splicing) podzielonych
gendéw moze zachodzi¢ w chloroplastach wieloma drogami.
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Do chloroplastowych intronéw grupy | zalicza sie te, ktére moga przyjmo-
wac strukture drugorzedowg typowg dla introndéw grupy | wystepujgcych
w mitochondriach grzybéw. Do tej grupy nalezy miedzy innymi intron genu
tm L (tRNA™MI (7). W chloroplastach nie wykazano dotagd obecno$ci samo-
wycinajacych sie intronow.

Najwiecej chloroplastowych intronéw nalezy do grupy Il i lll. Introny grupy
Il przyjmuja strukture drugorzedowa podobng do postulowanej struktury in-
tronéw grupy Il obecnych w mitochondriach grzybéw. Do grupy tej nalezg
tez introny tm | (RNAMY) i tm A (tRNA”MY). Natomiast introny grupy Il przyj-
muja strukture drugorzedowa podobng do intronéw grupy Il i ponadto po-
siadajg typowe sekwencje otaczajgce intron, a mianowicie: z 5 konca —
GTGYGRY i RYCNAYY(Y)YNAY przy 3' koricu. Te motywy sekwencyjne sg po-
dobne do sekwencji brzegowych intronéw znalezionych w chloroplastowych
genach biatek i genach biatek jadrowych. Nalezg tu miedzy innymi introny
gendéw tm V (tRNAMY), tm G (IRNAMY), tm K (tRNA%Y®). Proces usuwania
intronéw i sktadania funkcjonalnego mRNA zachodzi w przypadku tych trzech
typéw intronéw w uktadzie cis.

W chloroplastach roslin wyzszych wystepuje tez podzielony gen rps 12,
biatka rybosomalnego, w ktérym usuniecie intronéw i skfadanie funkcjonal-
nego MRNA zachodzi w ukladzie trans. Ten szczegélny typ ekspresji genu
tzw. trans splicing polega na tgczeniu eksondéw wystepujacych w oddzielnych
jednostkach transkrypcyjnych. Gen rps 12 skiada sie z trzech eksondw, przy
czym 5' ekson jest znacznie oddalony od dwéch eksonéw z 3' konca. Takie
rozmieszczenie eksondw (rys. 1) jest charakterystyczne dla tytoniu i ryzu,
natomiast u porostnicy wieloksztaltnej eksony tego biatka znajdujg sie na
obu niciach DNA (8). 5' ekson genu rps 12 zawiera 38 kodondw i jest od-
dzielony od drugiego eksonu posiadajacego 78 kodonéw intronem o diugosci
28 kb. Pomiedzy eksonem dmgim i trzecim z 7 kodonami znajduje sie intron
0 dtugosci 536 bp. Introny zawarte w genie rps 12 przyjmuja strukture dru-
gorzedowg podobng do postulowanych struktur intronéw chloroplastowych
grupy Ill. Do produkcji dojrzatego mRNA biatka CS12 wymagane jest zaréwno
sktadanie w ukfadzie cis jak i trans (8).

W przypadku genu psa A biatka fotosystemu | P700 Chlamydomonas doj-
rzaty mRNA réwniez moze powsta¢ tylko w wyniku skladania w ukladzie
trans. Poniewaz nie ma dotychczas dla chloroplastow systemu badania in
vitro procesu sktadania, trudno jest analizowaé poszczegdlne jego etapy oraz
wykry¢ czynniki niezbedne do zajscia tego procesu. Skiadanie w ukiadzie
trans, jak sie wydaje, rozni sie od skiadania w uktadzie cis dodatkowymi
wymogami zwiazanymi ze specjalizacjg drugorzedowych, strukturalnych in-
terakcji czy z udziatem innych czynnikéw typu matych RNA, lub biatek ko-
niecznych zaréwno do rozpoznania jak i do wiasciwego utozenia poszczegol-
nych czesci genu.

Skiadanie w uktadzie trans jest rowniez opisane dla mRNA jadrowych try-
panosoma i nematodes (9), ale obejmuje ono gtéwnie dotaczenie podzielonych
liderowych sekwencji do pre mRNA.
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Uktad trans skladania jest takze znany w przypadku transkryptéw nie-
ktorych gendw podjednostek kompleksu NADH dehydrogenazy z mitochon-
dridéw roslin. Dotychczas jest to zresztg jedyna grupa mitochondrialnych ge-
néw, w ktérej zachodzi sktadanie w ukiadzie trans. Warto podkresli¢, ze nie-
ktére mitochondrialne geny roélin zawierajg dos¢ diugie introny. Najdtuzszy
ze znanych introndw, ktéry bierze udziat w skfadaniu mRNA w uktadzie cis,
ma wartos¢ okoto 3,4 kb (10). Natomiast dtugos¢ introndéw biorgcych udziat
w sktadaniu w uktadzie trans przewyzsza czesto 10 kb. Powoduje to, ze dys-
tans pomiedzy pierwszym a ostatnim eksonem wynosi od 100 kb, np. w przy-
padku podjednostki V dehydrogenazy NADH [nad 5), pszenicy (11) do 140 kb
w przypadku podjednostki | (nad 1) Petunii (12). Rejony oddzielajgce rdézne
grupy eksonéw zawierajg geny kodujgce tRNA, rRNA i polipeptydy.

W wiekszosci dotychczas analizowanych przypadkoéw podzielonych genéw
podjednostek dehydrogenazy NADH skiladanie w ukladzie trans zachodzito
rownolegle ze skladaniem w uktadzie cis. Tak jest dla genu podjednostki |
dehydrogenazy pszenicy (13) sktadajacego sie z pieciu eksondw, ktére w sumie
moga kodowac biatko zawierajace 325 aminokwasow. Jednostki kodujace tego
genu sa rozmieszczone na przestrzeni ok. 40 kb, gdyz poprzedzielane sg mie-
dzy innymi intronami o dtugosci 20, 7 i 12 kb. Ekspresja tego genu obejmuje
w trzech przypadkach skiadanie w ukladzie trans i jeden w ukladzie cis.
Takich samych uktaddéw sktadan wymaga mRNA podjednostki dehydrogenazy
NADH Petunii (12). Nad 1 Arabidopsis i Oenothera sktada sie takze z pieciu
eksondéw, ale do uzyskania trwatego mRNA konieczne sg dwa sktadania typu
cis i dwa typu trans (14).

Skfadanie w uktadzie trans zachodzi takze w podjednostce Il mitochon-
driatnej dehydrogenazy NADH Oenothera (15). Dojrzewanie mRNA podjedno-
stki nad 2 wymaga w tym przypadku trzech sktadan w uktadzie cis i jednego
w uktadzie trans. Gen podjednostki V mitochondriatnej dehydrogenazy NADH
Oenothera i Arabidopsis (16) oraz pszenicy i kukurydzy (11) jest rozszczepiony
rowniez na 5 eksondéw rozlokowanych na znacznej przestrzeni. Dojrzewanie
mRNA wymaga w tym przypadku dwoch skiadan typu cis oraz dwdéch sktadan
typu trans. Dwukrotne skfadanie typu trans jest w tym przypadku konieczne
do integracji eksonu zawierajacego 22 nukleotydy. Jedynie w nad 4 pszenicy
i Arabidopsis (17) nie wykryto skfadania w uktadzie trans.

W tabeli | zestawiono wszystkie znane przypadki wystepowania sktadan
typu transi cis. Zaznaczono rowniez czy transkiypty te podlegajg redagowaniu
(ang. editing) czy tez nie. Dotychczas nie wyjasniono, ktére reakcje sktadania
sg pierwszymi w czasie, cis czy trans. Analiza dojrzewania prekursorow przy
zastosowaniu techniki Northern sugeruje, ze rozne reakcje sktadania moga
mie¢ rézng wydajnosé. Trudno$¢ w ustaleniu czy sktadanie eksonéw zachodzi
w uktadzie trans wynika bowiem zaréwno z faktu znacznej odlegtosci pomie-
dzy eksonami danego genu jak i braku odpowiedniej wielkosci transkryptow
wykrywalnych technika Northern. Wykryto natomiast za pomocg techniki
Northern, ze poszczegblne czesci danego genu transkiybuja oddzielnie.
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Tabeu\ 1

Przyktady sktadania mitochondrialnych intronéw z roslin wyzszych (19)

Geny Uk_#ad Uktad Rgdagom{anie Literatura
cis trans intronéw
nad 1 (pszenica/Petunia) 1 3 13,12
(Oenothera/Arabidopsis) 2 2 +/? 14
nad 2 (Oenothera) 3 1 + 15
nad 4 (pszenica/Arabidopsis) 3 - ? 17
nad 5 (Oenothera/Arabidopsis) 2 2 + 16
{pszenica/kukurydza) 2 2 11

- oznacza brak odpowiedniego typu intronu; + intron redagowany; ? sekwecja intronowa nie
badana.

Charakterystyczna cecha skiadania gendéw w uktadzie trans jest fakt, ze
introny wystepujace w genie wykazujg strukture przypisywang intronom gru-
py Il. W przypadku mitochondrialnych genow roslin na 11 dotychczas po-
znanych introndbw — 10 przyjmuje drugorzedowsg strukture intronéw grupy
Il (18). W mitochondrialnych genach roélin nie wykryto intronéw grupy I.
llo$¢ introndéw w danym genie wykazuje zréznicowanie w zaleznosci od rosliny.
Kilka intronéw miedzy innymi intron podjednostki nad ! zawiera ORF ktorego
sekwencja wykazuje podobienistwo z sekwencjg odwrotnej transkryptazy.
W ukfadzie trans zaréwno w genach chioroplastowych jak i mitochondrial-
nych sktadanie nastepuje dzieki drugorzedowym oddziatywaniom struktural-
nym pomiedzy fragmentami intronu. ByC moze niezbedny jest rowniez udziat
dodatkowych RNA jak to ma miejsce w Chlamydomonas, ale takich czasteczek
nie wykryto jeszcze we wszystkich opisanych dotychczas przypadkach. Skia-
danie w ukfadzie trans w mitochondrialnych genach jest zwigzane generalnie
z troche diuzszym parowaniem przerwanej domeny W intronu (16) (rys. 2).
Natomiast sktadanie w uktadzie trans chloroplastowego genu rps J2 jest zwig-
zane z przerwaniem domeny IIl intronu, a genu psa A Chlamydomonas
z przerwaniem domeny | i IV intronu. Uwaza sie¢ réwniez, ze na proces skia-
dania stabilizujgco wptywajg nieprzerwane domeny V i VI.

Skiadanie w ukiadzie trans, jak sie wydaje, jest typowe dla mitochondrial-
nych genéw ro$lin, gdyz tego typu skladania nie obserwuje sie ani u mito-
chondrialnych genéw grzybdéw, ani u zwierzat. Stosunkowo wysoka czestot-
liwos¢ sktadania w uktadzie trans wystepujgca w mitochondrialnych genach
roslin, jak sie wydaje, jest skorelowana z procesami aktywniejszej niz w chlo-
roplastach rekombinacji zachodzacej w mitochondriach. Uakt}avnienie czesci
genow typowe dla tego skitadania pozwala zwiekszy¢é r6znorodnos$¢ ekspresji
catego mitochondrialnego genomu bez utraty podstawowych funkcji wyso-
kozachowawczych gendw.

Poniewaz w tym ukladzie zaréwno eksony danego genu jak i introny sg
redagowane, niektorzy autorzy (15) sugeruja, ze redagowanie intronéw moze
by¢ wymagane dla prawidlowego sktadania w ukiadzie trans. Redagowanie
ma z pewnoscig wphrw regutujacy na transtacje poprzez podziat puli mRNA
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domena lll

Rys. 2. Model struktury drugorzedowej sekwencji nukleotydowych otaczajacych eksony mi-
tochondrialnych gendéw roslin, ktére ulegajg sktadaniu w uktadzie trans. W strukturze intronéw
grupy Il ukazany jest przerwany rejon domeny IV.

na te, ktére ulegng translacji oraz na te, ktére ulegng degradacji. Przyktadem
tego jest fakt, ze ekspresja podjednostki nad 1 moze zachodzi¢ dzieki reda-
gowaniu w wyniku ktérego powstaje kodon inicjujacy. Proces skiadania
w ukladzie trans w przypadku mitochondrialnych gendw roélin, jak sie wy-
daje, jest ewolucyjnie stary i zachodzi gtownie przed etapem podziatu na
rosliny jedno- i dwuliscienne. Cze$¢ mitochondrialnych gendw réznych roslin
wykazuje jednak zmiany w zawartosci i organizacji intronéw, stad sadzi sie,
ze czes¢ tych procesdw moze by¢ ewolucyjnie miodsza (19).
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Structure of some plant orgonellor genes

Summary

Some of the organellar genes contain introns. Most of genes possessing introns in higher
plants contain single introns. Introns found in chloroplast genes can be classified into three
groups based on their structures. The largest group includes introns which can be folded into
a secondary structure similar to the postulated structure of group Il introns in fungal mito-
chondrial genes.

The tobacco, rice and liverwort chloroplast rps 12 is divided into three exons and requires
both cis and trans splicing in order to produce the mature mRNA. The genes coding for NADH
dehydrogenase subunit 1,11,V in mitochondria of some higher plants are split into a few exons
which are located in distant genome regions. Maturation of the mRNAs requires both trans and
cis splicing reactions. Trans splicing is believed to involve interaction between group Il intron
pieces. RNA editing appears to be a regulatory mechanism altering the pool of translatable
MRNAs.

Key words:
introns, organellar genes, cis and trans splicing, RNA editing.

Adres dla korespondencji:
Halina Augustyniak, Instytut Biologii Molekularnej i Biotechnologii UAM,
Zaktad Biologii Molekularnej Roslin, ul. Frediy 10, 61 -701 Poznan.



