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Wstêp

Wykorzystanie mutagenów, czyli zwi¹zków, które zwiêkszaj¹ czêstotliwoœæ mu-
tacji ponad poziom zmian spontanicznych, ma d³ug¹ historiê. Pionierskimi pracami
z mutagenezy by³y badania Stadlera [26] nad wykorzystaniem promieniowania do
indukowania genetycznej zmiennoœci u roœlin, Mullera [16] nad wp³ywem promie-
niowania X na Drosophila melanogaster i Auerbach [1] nad mutagenicznymi efekta-
mi iperytu. Prowadzone od tego czasu badania nad indukowaniem mutacji wykaza³y,
¿e wiele ró¿nych czynników fizycznych i ogromna iloœæ czynników chemicznych
dzia³aj¹ mutagenicznie na wszystkie organizmy ¿ywe, od pro- do eukariontów.
Mutageneza jest wa¿nym narzêdziem wykorzystywanym do ulepszenia gatunków
roœlin uprawnych i nie jest objêta restrykcjami dotycz¹cymi genetycznie zmodyfiko-
wanych organizmów (GMO). Du¿e sukcesy w wykorzystaniu mutagenezy w hodowli
nowych odmian roœlin uprawnych, przek³adaj¹ siê na olbrzymie korzyœci ekono-
miczne. W bazie danych IAEA/FAO (http://mvgs.iaea.org) jest zarejestrowanych
ponad 2700 odmian roœlin uprawnych, otrzymanych po traktowaniu mutagenicznym
ró¿nych gatunków zbó¿, roœlin str¹czkowych, drzew owocowych, roœlin przemys³o-
wych, ozdobnych i innych. Najwa¿niejsze ulepszone cechy roœlin to: plon, biomasa,
odpornoœæ na wyleganie, odpornoœci na choroby, odpornoœæ na stresy abiotyczne
(susza, zasolenie), wczeœniejsze dojrzewanie, wczeœniejsze kwitnienie, jakoœæ owo-
ców, str¹ków, ziarna, nasion czy zawartoœæ i sk³ad substancji od¿ywczych [12].
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* Niniejsza praca zosta³a wykonana w ramach projektu: „Stworzenie platformy TILLING
Hordeum vulgare jako trwa³ego narzêdzia genomiki funkcjonalnej i doskonalenia cech
u¿ytkowych”, projekt badawczy zamawiany PBZ/MNiSW/2/3/2006/8.



Nowe narzêdzia genomiki i bioinformatyki
w badaniach roœlin uprawnych

Obecnie roœnie lawinowo liczba powszechnie dostêpnych informacji dotycz¹cych
sekwencji ca³ych genomów, zarówno roœlin uprawnych, jak i modelowych. Projekty
sekwencjonowania ca³ych genomów rozwijaj¹ siê bardzo szybko wraz z nowymi
technologiami; ma to wymiar ekonomiczny, sekwencjonowanie staje siê coraz tañsze
i bardziej wydajne. U gatunków dwuliœciennych projekty sekwencjonowania ca³ych
genomów prowadzono lub nadal prowadzi siê 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.,
Aquilegia formosa FISCH. ex DC., Eucalyptus grandis HILL ex MAIDEN, Carica papaya L.
i Ricinus communis L. Natomiast u gatunków jednoliœciennych s¹ 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. i Hordeum vulgare L.
[15]. Wraz ze zwiêkszaj¹c¹ siê zawartoœci¹ baz danych z sekwencjami DNA, a tak¿e
liczb¹ gatunków roœlin, dla których te informacje s¹ dostêpne, roœnie równie¿ liczba
narzêdzi bioinformatycznych s³u¿¹cych do ich analizy. W ostatnich latach opraco-
wano wiele markerów molekularnych wykorzystanych w nowoczesnej hodowli
roœlin, zwiêkszy³y siê równie¿ mo¿liwoœci identyfikacji genów tzw. ‘target genes’,
które mog¹ byæ poddane analizie funkcjonalnej z wykorzystaniem transgenicznych
metod prowadz¹cych do zmiany w ekspresji genów. Nowoczesnym narzêdziem
genomiki funkcjonalnej jest jednak – jak siê wydaje – strategia TILLING (Targeting
Induced Local Lesions in Genomes) [13]. W hodowli roœlin metoda ta mo¿e byæ
wykorzystana niezale¿nie od ploidalnoœci i wielkoœci genomu roœlin uprawnych. Do
jej zastosowania konieczna jest jednak znajomoœæ sekwencji DNAkonkretnego genu,
który jest przedmiotem zainteresowania genetyków czy hodowców. Dziêki prze-
prowadzaniu analizy polimorfizmu DNA w badanym genie ju¿ w drugim pokoleniu
(M2) po traktowaniu mutagennym, w stosunkowo krótkim czasie mo¿na uzyskaæ seriê
nowych alleli genu, a wœród nich allel czy allele warunkuj¹ce wyst¹pienie po¿¹danej
cechy. Strategia TILLING znajduje zastosowania zarówno w analizie funkcji genów,
jak i w identyfikacji loci, które s¹ zwi¹zane z wa¿nymi agronomicznie cechami.
Hodowla roœlin jest nauk¹ wielodyscyplinarn¹. Dobrym przyk³adem zastosowania
wielu nowoczesnych narzêdzi w tzw. ‘molekularnej hodowli’ jest program realizo-
wany u pszenicy – WGIN (Wheat Genetic Improvement Network), którego celem
jest uzyskanie ulepszonych genotypów pszenicy. Zosta³ 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, identyfikacjê mutacji w roœlinach pokolenia M2, fenotypo-
wanie roœlin ze zidentyfikowan¹ mutacj¹. Pierwszym etapem strategii TILLING jest
wytworzenie populacji otrzymanej po traktowaniu czynnikami mutagenicznymi,
a nastêpnie izolacja DNA z osobników pokolenia M2. Pokolenie M1 po traktowaniu
mutagenicznym charakteryzuje siê chimeralnoœci¹, czyli wystêpowaniem w roœli-
nach sektorów o zmienionym sk³adzie genetycznym. Tylko komórki znajduj¹ce siê na
szlaku generatywnym utworz¹ nastêpne pokolenie, przekazuj¹c mu wyidukowan¹
zmiennoœæ DNA – mutacjê. Wyizolowany DNA mo¿e byæ przechowywany przez
wiele lat, a dziêki utworzeniu banku nasion M3, zapewniona jest dostateczna iloœæ
materia³u siewnego s³u¿¹cego do weryfikacji zidentyfikowanych z zastosowaniem
strategii TILLING mutacji. Do traktowania mutagenicznego mo¿na wykorzystaæ ca³e
spektrum ró¿nych mutagenów, jednak do tej pory w wiêkszoœci badañ stosowano
czynnik alkiluj¹cy – ester etylowy kwasu metanosulfonowego (EMS). Mutagen ten,
alkiluj¹c nukleotydy DNA, prowadzi do zmian w komplementarnoœci zasad azoto-
wych, co z kolei powoduje powstanie mutacji punktowych po replikacji. EMS
indukuje g³ównie tranzycje G/C do A/T. Strategiê TILLING z wykorzystaniem EMS
zastosowano ju¿ do uzyskania nowych alleli u wielu gatunków roœlin [8]. Natomiast
zastosowanie innych mutagenów, jak np. N-metylo-N-nitrozomocznika (MNU)
u Oryza sativa [27], czy kombinacji dwóch mutagenów – azydku sodu (Az) i MNU
(Az-MNU) równie¿ u O. sativa [29] lub samego Az u Hordeum vulgare [28] by³o do
tej pory rzadsze. Nie tylko mutageny chemiczne znalaz³y zastosowanie w tworzeniu
populacji TILLING u roœlin, ale równie¿ mutageny fizyczne takie jak: promienio-
wanie gamma, prêdkie neutrony oraz promieniowanie alfa i beta odpowiednio u O.

sativa, Medicago truncatula i Triticum aestivum [7, 22, 23].
W populacji TILLING poszukiwanie mutacji pocz¹tkowo prowadzi siê w pulach

otrzymanych po zmieszaniu DNApochodz¹cego zwykle z 8 osobników, co usprawnia
metodê. Zmiany w DNA, których detekcjê umo¿liwia ta metoda to mutacje punktowe,
jak równie¿ ma³e insercje i delecje. Identyfikacja mutacji polega na rozpoznaniu
b³êdnego parowania w heterodupleksach DNA przez endonukleazê np. CEL I, która
zapewnia odpowiedni poziom specyficznoœci, umo¿liwiaj¹cy detekcjê pojedynczego
allelu mutanta w puli alleli bez zmian w sekwencji DNA analizowanego genu.
Pierwszym etapem identyfikacji mutacji z u¿yciem tej techniki, jest amplifikacja
analizowanej sekwencji z wykorzystaniem reakcji PCR, do której stosuje siê fluores-
cencyjnie znakowane startery. Heterodupleksy powstaj¹ miêdzy DNAmutanta i DNA
osobnika bez zmian w badanej sekwencji, w procesie podgrzewania i sch³adzania
produktów PCR. Heterodupleksy s¹ nastêpnie poddawane dzia³aniu endonukleazy,
która przecina miejsca niedopasowania zasad DNA, a produkty tej reakcji s¹ rozdzie-
lane w czasie elektroforezy poliakrylamidowej z wykorzystaniem np. sekwenatora

Wykorzystanie strategii TILLING … 21



Li-COR. Jest to najczêœciej stosowany system do identyfikacji mutacji w tej meto-
dzie. Enzymy, które przecinaj¹ ssDNA (single stranded DNA) nale¿¹ do grupy
nukleaz S1, pierwszy z nich zosta³ wyizolowany z Vigna radiata (L.) WILCZEK (fasola
z³ota). Jednak jego efektywnoœæ by³a niewystarczaj¹ca do detekcji wszystkich typów
mutacji punktowych. Du¿ym udoskonaleniem tej metody by³o wyizolowanie endo-
nukleazy nazwanej CEL I otrzymanej z selera liœciowego. Charakteryzuje siê ona op-
timum dzia³ania w neutralnym pH i przecina niedopasowanie zasad po stronie 3’
w obu niciach DNA [19]. CEL I dzia³a bardzo wydajnie i jest powszechnie stosowana
w strategii TILLING. Kolejnym etapem jest ocena wp³ywu identyfikowanych muta-
cji na funkcjê bia³ka kodowanego przez analizowany gen. Wyprowadzenie linii ho-
mozygotycznych nios¹cych nowe allele oraz ich fenotypowanie, zarówno morfo-
logiczne jak i z wykorzystaniem odpowiednich testów fizjologicznych, kiedy jest to
wymagane dla scharakteryzowania mutanta pod wzglêdem analizowanej cechy,
stanowi ostatni etap w strategii TILLING.

Wp³yw zidentyfikowanych mutacji na funkcje bia³ka

Stosuj¹c strategiê TILLING mo¿na identyfikowaæ szereg mutacji w analizowa-
nym genie, które mog¹ mieæ ca³kowicie ró¿ny wp³yw na funkcjê kodowanego bia³ka.
Od mutacji cichych (milcz¹cych), przez mutacje zmiany sensu (missensowne), po
mutacje nonsensowne, czy te¿ mutacje powoduj¹ce zmiany w splicingu. Mutacje
zmiany sensu powoduj¹ zast¹pienie pojedynczej zasady prowadz¹c do odczytania
innego kodonu i w rezultacie wbudowanie innego aminokwasu w kodowanym przez
gen bia³ku. Degeneracja kodu genetycznego powoduje, ¿e najwiêkszy wp³yw na
zmianê kodowanego aminokwasu ma mutacja pierwszej i drugiej zasady kodonu.
Zatem mutacje zmiany sensu mog¹ powodowaæ zarówno zmianê synonimiczn¹, gdy
nowy kodon odpowiada za ten sam aminokwas co kodon niezmutowany, ale równie¿
zmiany niesynonimiczne, gdy mutacja zmieni kodon tak, ¿e odpowiada on innemu
aminokwasowi. Przy zmianie niesynonimicznej bia³ko kodowane przez gen bêdzie
zawiera³o jeden zmieniony aminokwas, co czêsto nie ma znacz¹cego wp³ywu na jego
aktywnoœæ biologiczn¹, ale mo¿e mieæ równie¿ powa¿ny skutek, kiedy zmieniony
aminokwas znajduje siê np. w centrum aktywnym enzymu. Mutacje nonsensowne to
mutacje zmieniaj¹ce kodon aminokwasowy na kodon terminacyjny, co prowadzi do
przedwczesnego zakoñczenia translacji mRNA i powstania krótszego bia³ka, pozba-
wionego fragmentu po stronie C-koñcowej. Wp³yw takiej mutacji na aktywnoœæ
bia³ka zale¿y od wielkoœci fragmentu polipeptydu, który zosta³ utracony. Mo¿liwa
jest równie¿ sytuacja odwrotna, gdy kodon terminacyjny zostanie zamieniony na
kodon odpowiadaj¹cy jakiemuœ aminokwasowi, a w rezultacie powstanie d³u¿sze
bia³ko. Z kolei mutacje ciche nie powoduj¹ zmiany aminokwasów z powodu degene-
racji kodu genetycznego i dotycz¹ zmian w trzeciej zasadzie kodonu [11]. Wiele
mutacji powoduje zmiany sekwencji nukleotydowej, które nie maj¹ ¿adnego wp³ywu
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na funkcjonowanie genomu. Do takich mutacji cichych nale¿¹ praktycznie wszystkie
zmiany zachodz¹ce w DNA pozagenowym oraz w niekoduj¹cych elementach genów.
Natomiast mutacje powoduj¹ce przesuniêcie ramki odczytu s¹ wynikiem insercji lub
delecji pojedynczych nukleotydów w genie. Mo¿e to w istotny sposób prowadziæ do
zmiany sekwencji aminokwasów kodowanego bia³ka, gdy¿ z DNA odczytywany jest
inny zestaw kodonów. Ma to miejsce równie¿ wtedy, gdy liczba utraconych lub
wstawionych nukleotydów nie jest równa trzem lub wielokrotnoœci trzech, co powo-
duje przesuniêcia fazy odczytu. Ma to zwykle du¿y wp³yw na funkcjê bia³ka, gdy¿ ta
czêœæ polipeptydu ma sekwencjê zupe³nie inn¹ ni¿ prawid³owa. Do analizy zmian
w funkcjonowaniu bia³ka in silico mo¿na wykorzystaæ publicznie dostêpne 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 mo¿na wykorzystaæ serwis AS (Alternative Splicing Database Project;
http://www.ebi.ac.uk/asd/).

Istnieje szereg modyfikacji strategii TILLING, a jedn¹ z pierwszych zwan¹
EcoTILLING, zaproponowali Comai i in. [4]. Polega ona na poszukiwaniu poli-
morfizmu w naturalnych populacjach roœlin, a nie w populacjach otrzymanych po
traktowaniu zwi¹zkami mutagenicznymi. Od pierwszych badañ prowadzonych z wy-
korzystaniem tej metody u Arabidopsis thaliana, zastosowano j¹ u wielu gatunków
roœlin, w tym równie¿ roœlin uprawnych.

Sukcesy w hodowli roœlin
z wykorzystaniem strategii TILLING i EcoTILLING

Od pierwszego zastosowania strategii TILLING u roœliny modelowej Arabidopsis

thaliana minê³o ju¿ 10 lat [13]. Nied³ugo po jej opublikowaniu zastosowano j¹ u roœlin
uprawnych do analizy wa¿nych pod wzglêdem biologicznym i agronomicznym genów.
Ci¹gle jednak wiele badañ prowadzonych z wykorzystaniem strategii TILLING kon-
centruje siê na metodach detekcji mutacji, analizie typów mutacji indukowanych przez
ró¿ne mutageny czy analizie efektywnoœci zastosowanego mutagenu do tworzenia
populacji TILLING poprzez obliczanie frekwencji i gêstoœæ mutacji dla konkretnej
populacji. Obecnie w coraz wiêkszym stopniu badania prowadzone s¹ na genach
wa¿nych dla wspó³czesnej hodowli, a ich celem staje siê weryfikacja wp³ywu identy-
fikowanych mutacji na zmianê badanej cechy przez fenotypowanie uzyskanych mutan-
tów. Jest wiele przyk³adów sukcesów wynikaj¹cych z zastosowania strategii TILLING
i EcoTILLING w hodowli roœlin. Du¿a liczba genów zwi¹zanych z ró¿nymi cechami,
które zosta³y wybrane do badañ u wielu gatunków roœlin, potwierdza skutecznoœæ
zastosowania obu strategii w ulepszaniu odmian gatunków uprawnych.
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W roœlinach wystêpuj¹ dwie formy zapasowe cukrów: skrobia i sacharoza.
Skrobia jest polimerem reszt glukozowych, sk³ada siê z dwóch polisacharydów:
nierozga³êzionej amylozy ³atwiej rozpuszczalnej w wodzie i rozga³êzionej amylo-
pektyny nierozpuszczalnej w wodzie. Ziarna zbó¿ i bulwy ziemniaka s¹ szczególnie
bogate w skrobiê. Skrobia tzw. waxy (woskowa) charakteryzuje siê obecnoœci¹
amylopektyn z niewielk¹ iloœci¹ lub brakiem amylozy. Zarówno skrobia bogata, jaki
i uboga w amylozê u zbó¿ ma ró¿ne zastosowania w produkcji m¹k czy kasz. Skrobia
bogata w amylozê mo¿e wp³ywaæ korzystnie na zdrowie, gdy¿ zwiêksza siê w niej
udzia³ tzw. skrobi opornej (resistant starch). Nie jest ona trawiona w jelicie cienkim,
ale ulega fermentacji w jelicie grubym. Ma to dobroczynny wp³yw na zdrowie i chroni
przed chorobami takimi jak: rak okrê¿nicy, cukrzyca typu II, oty³oœæ i osteoporoza
[24]. Z kolei u pszenicy skrobia uboga w amylozê ma zastosowanie w produkcji
wysokiej jakoœci makaronu, czy te¿ mro¿onek. Jej zastosowanie wyd³u¿a okres
przydatnoœci ¿ywnoœci do spo¿ycia, opóŸniaj¹c jej twardnienie [24]. Uzyskanie
pszenicy praktycznie pozbawionej amylozy mia³oby du¿e znaczenie ekonomiczne
i stanowi³o powa¿ny sukces hodowlany. W celu identyfikacji mutanta o fenotypie
waxy, w dwóch populacjach Triticum aestivum i Triticum turgidum ssp. durum

otrzymanych po zastosowaniu EMS, wykorzystano strategiê TILLING [25]. Badano
gen GBSS I (granule bound starch synthase I), zwany locus waxy, odpowiedzialny za
syntezê amylozy w tkankach magazynuj¹cych 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 prowadzi³y do zmian w kodowanym bia³ku, co prze-
widziano przeprowadzaj¹c analizê bioinformatyczn¹. W badanej populacji T. aesti-

vum zidentyfikowano potrójnego homozygotycznego mutanta, który mia³ induko-
wane mutacje w dwóch loci waxy i naturalnie wystêpuj¹c¹ delecjê w trzecim locus,
który prezentowa³ fenotyp zbli¿ony do fenotypu waxy. By³ to bardzo du¿y sukces
hodowlany, zw³aszcza, ¿e przez d³ugi czas nie uda³o siê tego osi¹gn¹æ stosuj¹c
konwencjonaln¹ hodowlê. Gen zwi¹zany z syntez¹ amylopektyny Sgp-1 (starch
garnule protein 1), nazywany równie¿ SSII (starch synthase II), który koduje synte-
tazê skrobi II oraz gen GBSS I by³y badane w innej populacji TILLING stworzonej dla
odmiany pszenicy ‘Cadenza’ po dzia³aniu EMS [24]. W obu genach uda³o siê
zidentyfikowaæ mutacje powoduj¹ce utratê funkcji kodowanego bia³ka, dlatego
uzyskane mutanty mog¹ mieæ zastosowanie w hodowli.

Ziemniak (Solanum tuberosum) tak jak pszenica wytwarza w bulwie dwa rodzaje
skrobi: amylopektynow¹ i amylozow¹. W przemyœle papierniczym, w³ókienniczym
czy przy wytwarzaniu klejów przydatna jest tylko skrobia amylopektynowa. Oddzie-
lanie obu sk³adników jest nieekonomiczne. ‘Amflora’to genetycznie zmodyfikowana
odmiana ziemniaka, której niedawne wprowadzenie na rynek europejski spowodo-
wa³o wiele kontrowersji. Jej twórc¹ jest firma BASF, której wprowadzenie na rynek
tej odmiany zajê³o 13 lat. Ten sam efekt, otrzymano po zastosowaniu strategii
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TILLING; zidentyfikowano ziemniaka, który wytwarza wy³¹cznie skrobiê amylo-
pektynow¹ (http://www.eurekalert.org). Z kolei Muth i in. [17] w populacji ziemniaka
otrzymanej po traktowaniu EMS zidentyfikowali mutacjê punktow¹ w genie GBSS I,
warunkuj¹c¹ utratê funkcji tego genu. Mutacjê tê zidentyfikowano w 5’ miejscu
donorowym intronu 1. Powoduje ona b³¹d w splicingu i w rezultacie powstanie
krótszego bia³ka. Fenotypowanie potwierdzi³o, ¿e mutant ten produkuje skrobiê
amylopektynow¹ i dziêki temu zosta³ wykorzystany do wyprowadzenia zaawanso-
wanej linii hodowlanej.

W populacji T. aestivum po traktowaniu EMS identyfikowano nowe allele dwóch
genów puroindolinowych Pina i Pinb [6]. Geny te zlokalizowane s¹ w locus Ha
(Hardness), kontroluj¹cym teksturê ziarna. Twardoœæ endospermu odgrywa wa¿n¹
rolê w charakterystyce jakoœciowej ziarna pszenicy uprawnej i ma znacz¹cy wp³yw na
mielenie, wypiek i jakoœæ koñcow¹ produktu. Zidentyfikowano 18 nowych alleli,
z tego 8 nie powodowa³o zmian w kodowanym bia³ku. Natomiast 4 allele zosta³y
ocenione pod k¹tem wp³ywu na twardoœæ ziarna. Nowe mutacje by³y odpowiedzialne
za 28–94% obserwowanej zmiennoœci w twardoœci ziarna. Jêczmieñ (Hordeum

vulgare) jest ekonomicznie wa¿nym zbo¿em, a poprawienie plonu i jakoœci ziarna
wymaga lepszego zrozumieniem genetycznych uwarunkowañ komercyjnie wa¿nych
cech. Jedn¹ z nich jest twardoœæ ziarna. Gen warunkuj¹cy t¹ cechê u jêczmienia 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 miêkniêcie to podstawowe cechy, które maj¹ wp³yw na
wartoœæ od¿ywcz¹ owocu melona (Cucumis melo) oraz ³atwoœæ jego dystrybucji.
Etylen indukuje dojrzewanie owocu, dlatego do analiz wybrano gen CmACO1 (ACC

oxidase 1), koduj¹cy enzym bior¹cy udzia³ w biosyntezie etylenu. Wyd³u¿enie czasu
przechowywania owocu ma du¿¹ wartoœæ ekonomiczn¹. Po przebadaniu 4023 roœlin
M2 populacji TILLING, otrzymanych po dzia³aniu mutagenu EMS, zidentyfikowano
7 mutacji. Jedna mutacja, zamiana glicyny na asparaginian (G194D) w wysoce
konserwowanej domenie, doprowadzi³a do znacznego opóŸnienia dojrzewania i ¿ó³k-
niêcia, a wiêc wyd³u¿enia czasu przechowywania owocu [5]. Sorgo (Sorghum bico-

lor) jest pi¹tym co do wa¿noœci zbo¿em na œwiecie, wykorzystywanym zarówno jako
po¿ywienie cz³owieka, jak i pasza dla zwierz¹t. Zmniejszenie zawartoœci ligniny
wp³ywa na wzrost przyswajalnoœci po¿ywienia. Do analiz z wykorzystaniem strategii
TILLING wybrano gen COMT (coffeic acid 0-methyltransferase), koduj¹cy 0-me-
tylotransferazê kwasu kawowego. W populacji M2 zidentyfikowano dwie mutacje
w tym genie. Analiza histochemiczna tych linii potwierdzi³a zmniejszon¹ zawartoœæ
ligniny, co mo¿e wp³yn¹æ na wzrost przyswajalnoœci ziarna [33]. Owies (Avena

sativa) jest szóstym, pod wzglêdem upraw, najwa¿niejszym zbo¿em na œwiecie.
Obecnie u¿ywany jest g³ównie jako pasza dla zwierz¹t. Jednak jego szczególne
w³aœciwoœci sprawiaj¹, ¿e jest on równie¿ wykorzystywany jako po¿ywienie cz³o-
wieka. Wzrost popytu na nowe produkty powsta³e z owsa stawia przed hodowcami
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du¿e wyzwanie zwi¹zane z wyprowadzeniem nowych odmian o ulepszonych ce-
chach, takich jak: wzrost zawartoœci �-glukanu i kwasów t³uszczowych omega-3,
modyfikacja skrobi i wzrost zawartoœci bia³ka w ziarnach. �-glukany wp³ywaj¹ na
wzrost przyswajalnoœci po¿ywienia i obni¿aj¹ poziom cholesterolu we krwi, a tak¿e
zmniejszaj¹ indeks glikemiczny trawionego po¿ywienia, maj¹ w³aœciwoœci chroni¹ce
przed rakiem okrê¿nicy. Strategia TILLING zosta³a wykorzystana do identyfikacji
mutacji w genach: AsPAL1 (phenylalanine ammonia-lyase) i AsCslF6 (cellulose
synthase-like) w populacji owsa otrzymanej po traktowaniu mutagenicznym. S¹ to
geny kluczowe odpowiednio w biosyntezie ligniny i �-glukanu. Zidentyfikowano
³¹cznie 8 mutacji powoduj¹cych zmiany w kodowanym bia³ku (tab. 1), mog¹ one
zostaæ wykorzystane w programach hodowlanych tego gatunku [3].

Obecnie dostêpnych jest wiele serwisów komercyjnych (tab. 2), w których mo¿na
zamówiæ TILLING konkretnego genu wybranego gatunku roœlin. Jest to wygodna
alternatywa dla hodowców i mo¿e siê przyczyniæ do wiêkszego wykorzystania tej
strategii w ulepszaniu odmian uprawnych. Przy korzystaniu z serwisu nie jest
konieczne tworzenie nowej populacji TILLING, co wymaga nak³adów, a w naszym
klimacie co najmniej dwóch lat, gdy¿ analizy DNAprzeprowadza siê w pokoleniu M2

po traktowaniu mutagenicznym. Dodatkowo przy tworzeniu populacji TILLING
konieczna jest umiejêtnoœæ przeprowadzenia poprawnego traktowania mutagenicz-
nego tak, aby obserwowana czêstotliwoœæ mutacji by³a wystarczaj¹co wysoka, a wiel-
koœæ populacji wystarczaj¹co du¿a do zidentyfikowania poszukiwanych mutacji we
wszystkich potencjalnie mo¿liwych do analizy genach. Sprzêt potrzebny do analizy
mo¿e siê równie¿ okazaæ zbyt drogi dla poszczególnych oœrodków hodowlanych.
Wprowadzenie nowej technologii do laboratorium jest zwi¹zane niew¹tpliwie z wy-
si³kiem na ró¿nych poziomach organizacji, dlatego wykorzystanie ju¿ istniej¹cych
populacji TILLING w ramach wspó³pracy miedzy oœrodkami lub komercyjnie dzia³a-
j¹cych serwisów wydaje siê bardzo wskazane, aby owocnie wykorzystaæ ju¿ istnie-
j¹ce materia³y.

Strategiê EcoTILLING wykorzystuje siê w hodowli roœlin g³ównie do poszu-
kiwania nowych alleli w genach odpornoœci na choroby czy herbicydy, ale tak¿e
i w innych genach wa¿nych z agronomicznego punktu widzenia (tab. 3). Gatunki
roœlin uprawnych, z powodu intensywnej selekcji prowadzonej przez cz³owieka,
charakteryzuj¹ siê na ogó³ ograniczon¹ zmiennoœci¹ genetyczn¹. Natomiast popula-
cje dzikich form roœlin uprawnych mog¹ byæ wykorzystane do poszukiwania natu-
ralnej zmiennoœci z zastosowaniem strategii EcoTILLING. W dalszej perspektywie,
odkryta zmiennoœæ mo¿e zostaæ u¿yta do udoskonalania nowych odmian. Do tej pory
wiele wa¿nych genów (EcoTILLed geny) badano w naturalnych populacjach u ró¿-
nych gatunków roœlin z wykorzystaniem tej metody. Gen FAE1 (fatty acid elongase 1),
który jest zaanga¿owany w kontrolê syntezy kwasu erukowego by³ przedmiotem
EcoTILLING u gatunków Brassica. Olej z nisk¹ zawartoœci¹ kwasu erukowego jest
zalecany w diecie. Zidentyfikowano 3 mutacje w genie FAE1 u B. napus, które s¹
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zwi¹zane z ró¿n¹ zawartoœci¹ kwasu erukowego w nasionach i mog¹ zostaæ wyko-
rzystane w hodowli tego gatunku [32]. Innym badanym genem by³ ara d 2.01

u Arachis duranensis, ortolog genu ara h 2.01, koduj¹cy bia³ko zapasowe, które jest
silnym alergenem dla cz³owieka. Celem badañ by³a identyfikacja naturalnych, hypo-
alergicznych izoform w populacji dzikiego krewnego orzeszka ziemnego tak, aby
móc je wykorzystaæ w immunologicznych i terapeutycznych badaniach, a tak¿e
w hodowli tego gatunku. Zidentyfikowano 5 ró¿nych cichych mutacji, z których
¿adna nie powodowa³a znacz¹cych zmian w strukturze bia³ka. Jednak jedna z nich
powodowa³a redukcjê (56–99%) mo¿liwoœci wi¹zania przeciwcia³ IgE, co mo¿e
wp³ywaæ na skutecznoœæ imunoterapii [21]. Alleliczne warianty dwóch genów:
Pina-D1 i Pinb-D1, warunkuj¹ twardoœæ ziarna u Triticum aestivum. Jest to cecha,
która warunkuje koñcowe w³aœciwoœci m¹ki. Identyfikowano nowy allel Pinb w chiñ-
skiej kolekcji pszenicy, który mo¿e byæ wykorzystany w programach hodowlanych
[31]. Inn¹ wa¿n¹ cech¹ roœlin uprawnych jest odpornoœæ na herbicydy. Gen koduj¹cy
syntetazê acetylolaktazy (ALS, acetolactate synthase) inhibuje dzia³anie kilku rodza-
jów herbicydów, które s¹ wykorzystywane jako œrodki chwastobójcze w uprawie
wielu gatunków roœlin. Strategiê EcoTILLING wykorzystano do detekcji mutacji
w tym genie u odpornego na sulfonylomocznik (herbicyd) chwastu ry¿u – Mono-

choria vaginalis (BURM. F.) C. PRESL ex KUNTH (Pontederiaceae). Badania te pomog³y
wyjaœniæ przyczyny odpornoœci tego chwastu na stosowany herbicyd. Identyfiko-
wano dwie mutacje w genie ALS u tego gatunku. Te typy mutacji scharakteryzowano
ju¿ we wczeœniejszych badaniach i prowadzi³y one do odpornoœci na sulfonylo-
mocznik równie¿ wielu innych chwastów [30].

Poszukiwanie nowych alleli genów warunkuj¹cych odpornoœæ na wirusy w na-
turalnych populacjach roœlin jest innym, bardzo wa¿nym aspektem hodowli. Jest
wiele przyk³adów sukcesów, które uda³o siê osi¹gn¹æ w tej dziedzinie dziêki wyko-
rzystaniu strategii EcoTILLING. Czynniki inicjuj¹ce translacjê: 4E i 4G warunkuj¹
odpornoœæ na kilka roœlinnych wirusów RNA w naturalnych populacjach [18]. Ibiza
i in. [10] badali geny koduj¹ce czynniki inicjuj¹ce translacje: eIF4E i eIF(iso)4E

u papryki (Capsicium annuum). Mo¿liwoœæ wykorzystania w hodowli roœlin nowo
zidentyfikowanych alleli genów by³a sprawdzona przez testy badaj¹ce odpornoœæ
roœlin na smugowatoœæ ziemniaka (PTY, Potato virus Y). Zidentyfikowano 5 nowych
alleli genu eIF4E warunkuj¹cych odpornoœæ na PTV u papryki. Ten sam gen – eIF4E

by³ badany u gatunków Cucumis, a warunkuje on odpornoœæ na wirus nekrotycznej
plamistoœci liœci (MNSV, Melon necrotic spot virus) [18]. Zidentyfikowano jeden
nowy allel u Cucumis zeyheri, dzikiego krewnego melona, który mo¿e warunkowaæ
odpornoœæ na MNSV. Kolejny raz ten sam gen – eIF4E by³ badany u pomidora
(Solanum lycopersicum), ale tym razem z wykorzystaniem strategii TILLING, w po-
pulacji otrzymanej po dzia³aniu EMS. Zidentyfikowano mutacje, która prowadzi³a do
zmian w splicingu. Drugi i trzeci egzon tego genu zosta³ wyciêty z transkryptu, co
doprowadzi³o do powstania krótszego mRNA. Ta linia mutanta nie wykaza³a ¿adnych
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defektów we wzroœcie, ale by³a odporna na wirus smugowatoœci ziemniaka (PTY)
i wirus pstroœci papryki (PMV, Pepper mottle virus), natomiast wra¿liwa na wirus
w¿erkowej plamistoœci tytoniu (TEV, Tobacco etch virus). Zidentyfikowany nowy
allel mo¿e stanowiæ Ÿród³o genetycznej zmiennoœci dla odpornoœci na niektóre wirusy
roœlinne i zostaæ wykorzystany w programach hodowlanych pomidora [20].
EcoTILLING zosta³ tak¿e wykorzystany do identyfikacji alleli genów warunku-
j¹cych odpornoœæ na m¹czniaka zbo¿owego – mlo i Mla u H. vulgare [14]. Dziêki ich
identyfikacji mo¿liwe bêdzie wykorzystanie tej zmiennoœci do uzyskania bardziej
odpornych na m¹czniaka odmian. Przedstawione powy¿ej przyk³ady potwierdzaj¹
mo¿liwoœæ wykorzystania strategii TILLING (tab. 1) i EcoTILLING (tab. 3) jako
narzêdzi odwrotnej genetyki w doskonaleniu roœlin uprawnych.

Podsumowanie – wady i zalety strategii TILLING

TILLING, podobnie jak inne strategie badawcze, ma swoje zalety i wady.
Niew¹tpliw¹ zalet¹ jest mo¿liwoœæ generowania i identyfikacji nowych alleli genów
w stosunkowo krótkim czasie i w ma³ych populacjach. Mutanty uzyskane z zastoso-
waniem tej metody s¹ stabilne genetycznie. Jest to metoda nietransgeniczna, a wiêc
w pe³ni akceptowana spo³ecznie. Z kolei EcoTILLING mo¿e byæ u¿yty do identyfika-
cji po¿¹danych alleli, naturalnie wystêpuj¹cych w populacjach, które nastêpnie mog¹
byæ wykorzystane w programach hodowlanych. Ograniczenia strategii TILLING
zwi¹zane s¹ g³ównie z kosztem analizy, choæ – gdy korzysta siê z samodzielnie
wyizolowanego enzymu CEL I – ulegaj¹ one znacznemu ograniczeniu. Samodzielne
tworzenie populacji TILLING jest jednak przedsiêwziêciem czaso- i kosztoch³on-
nym. Wyprowadzenie populacji TILLING roœlin, które rozmna¿aj¹ siê wegetatywnie
i z d³ugim okresem rozwoju, mo¿e byæ trudne. TILLING genu, który ma paralogi
w tym samym genomie, jest bardziej skomplikowany, gdy¿ konieczne jest zaprojekto-
wanie specyficznych starterów, które bêd¹ amplifikowaæ tylko jeden okreœlony gen.
Dotychczas prowadzone badania nad wieloma genami zaanga¿owanymi w ró¿ne
aspekty rozwoju roœlin z wykorzystaniem strategii TILLING i EcoTILLING, dowo-
dz¹ skutecznoœci wykorzystania tych narzêdzi w udoskonalaniu gatunków roœlin
uprawnych. W przysz³oœci wymiar ekonomiczny tych badañ mo¿e byæ bardzo du¿y.
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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.
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