Tom 74 2025

Numer 1 (345)
M Strony 29-35

PROBLEMY NAUK BIOLOGICZNYCH Polskie Towarzystwo Przyrodnikéw im. Kopernika

ARTYKULY

DoroTA KANNENBERG-LESZCZYNSKA “, BARTOSZ ULASZEWSKI ¥,
JArostLAw Burczyk

Autor korespondencyjny / corresponding author: e-mail: dorota.kannenberg@wp.pl

Katedra Genetyki, Wydzial Nauk Biologicznych, Uniwersytet Kazimierza Wielkiego w Bydgoszczy,
Polska, Chodkiewicza 30, Bydgoszcz 85-064, Polska

Department of Genetics, Faculty of Biological Sciences, Kazimierz Wielki University,
Chodkiewicza 30, Bydgoszcz 85-064, Poland

Molekularni imigranci, czyli inserty organellarne
w genomie jadrowym roslin

Molecular immigrants, or organellar inserts in the nuclear genome
of plants

DOL https://doi.org/10.12775/KOSMOS.2025.003

Abstrakt

Material genetyczny wystepuje u roslin w trzech réznych organellach: jadrze komérkowym, mitochondriach
oraz chloroplastach. Badania molekularne wykazaly, ze fragmenty materialu genetycznego organelli moga
migrowacd do jadra komérkowego i podlegac tam integracji z jadrowym DNA. Sekwencjonowanie genomoéw
(czyli uzyskiwanie informacji o sekwencji nukleotydéw w genomie) wykonywane obecnie przede wszystkim
za pomocg metod sekwencjonowania trzeciej generacji tzw. TGS (Third Generation Sequencing) pozwala
na identyfikacje DNA organellarnego w genomach jadrowych. Szczegdlnie interesujace sa inserty pocho-
dzenia mitochondrialnego - NUMT (ang. Nuclear Mitochondrial DNA) oraz inserty chloroplastowe — NUPT
(ang. Nuclear Plastid DNA). Wykazano, ze zjawisko przenoszenia insertéw zachodzi z réznym natezeniem
u réznych gatunkéw. Poszukiwanie NUMT oraz NUPT stanowi obszar dla innowacyjnych badan. Analizy
polegaja na poréwnaniu sekwencji genomu chloroplastowego/mitochondrialnego z genomem jadrowym
i sprawdzeniu czy fragmenty genomu organellarnego sa odnajdywane w genomie jadrowym. Poznanie me-
chanizmoéw i znaczenia transferu fragmentéw DNA z organelli do jadra komérkowego moze doprowadzié
do przelomu w rozumieniu funkcjonowania genoméw roslinnych.

Slowa kluczowe w jezyku polskim: NUMT, NUPT, insercje organellarne, genom roslinny, genomika roslin
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Abstract

Genetic material is found in plants in three different organelles’: the cell nucleus, mitochondria, and chlo-
roplasts. Molecular research has shown that fragments of the organelle’s genetic material can migrate to
the cell nucleus and integrate with the nuclear DNA. Particularly interesting are inserts of mitochondrial
origin — NUMT (Nuclear Mitochondrial DNA) and chloroplast inserts - NUPT (Nuclear Plastid DNA). It has
been shown that the phenomenon of insert migration occurs with varying intensity in different species. The
search for NUMT and NUPT is an area for innovative research. The analysis involves comparing the sequ-
ences of the chloroplast/mitochondrial genome with the nuclear genome and checking whether fragments
of the organellar genome are found in the nuclear genome. Understanding the mechanisms and significan-
ce of DNA transfer from organelles to the cell nucleus could lead to a breakthrough in the understanding of

plant genome function.

Keywords: NUMT, NUPT, organellar insertions, plant genome, plant genomics

WPROWADZENIE

Genomy roslinne, podobnie jak w przypad-
ku innych organizméw wyzszych, zbudowane
sa z nici DNA zorganizowanych w postaci chro-
mosomow (Vivante i in. 2017). Zaréwno roz-
miary genomu roslinnego, jak i liczba chromo-
somow sa bardzo zréznicowane w zaleznosci
od gatunku (Heslop-Harrison i Schwarzacher
2011). Material genetyczny wystepuje u roslin
w trzech réznych organellach: jadrze komor-
kowym, mitochondriach oraz chloroplastach.
Material genetyczny zawarty w jadrze komor-
kowym pelni role nadrzedng. Obejmuje on zde-
cydowanie najwieksza czes$¢ informacji gene-
tycznej osobnika (Vivante i in. 2017). Genom
jadrowy dowolnego wielokomérkowego orga-
nizmu eukariotycznego zawiera ten sam ze-
staw informacji w kazdej z komérek, natomiast
roznice w funkcjonowaniu komérek wynikajg
przede wszystkim ze zréznicowanej ekspresji
materialu genetycznego (Matsunagaiin. 2013).
Mitochondria i chloroplasty, chociaz mniej bo-
gate pod wzgledem ilo$ci materialu genetycz-
nego, nie ustepuja pod wzgledem jego istotno-
$ci dla funkcjonowania organizmu (Silva i in.
2017; Wynn i Christensen 2019). Uwaza sie,
ze chloroplasty oraz mitochondria to organelle
pochodzenia endosymbiotycznego (Hamaji i in.
2013). Posiadajac wlasne DNA oraz systemy
regulacji i ekspresji genéw sg one jednak cze-
$ciowo zalezne od genéw zlokalizowanych w ja-
drze komérkowym i tym samym niezdolne do

samodzielnego funkcjonowania, z tego wzgledu
nazywamy je organellami pdlautonomicznymi
(Wrébel i in. 2015).

Badania molekularne wykazaly, ze fragmen-
ty materialu genetycznego organelli moga mi-
growaé do jadra komérkowego i podlegaé tam
integracji z jadrowym DNA (okreslamy je wow-
czas jako tzw. inserty), pozostajagc w nim przez
dluzszy czas (van den Boogaart i in. 1984). Tak
zmienione DNA przekazywane jest z pokolenia
na pokolenie (Huang i in. 2005). Do tej pory nie
udalo sie w sposéb doswiadczalny wykazacd zja-
wiska transportu fragmentéw DNA w kierun-
ku odwrotnym, tzn. z jadra komérkowego do
organelli (Kleine i in. 2009), chociaz u drozdzy
w genomie mitochondrialnym zaobserwowa-
no fragmenty charakterystyczne dla genomu
jadrowego (Thorsness i in. 1990). Wyrdznia
sie inserty pochodzenia mitochondrialnego -
NUMT (ang. Nuclear Mitochondrial DNA) oraz
inserty chloroplastowe — NUPT (ang. Nuclear
Plastid DNA). Wykazano, ze zjawisko wbudo-
wywania do genomu jadrowego insertéw po-
chodzenia organellarnego zachodzi z réznym
natezeniem u réznych gatunkéw (Zhang i in.
2020). Poznanie mechanizméw i znaczenia
transferu fragmentéw DNA z organelli do ja-
dra komoérkowego u roslin moze doprowadzié
do przelomu w rozumieniu funkcjonowania ge-
noméw roslinnych.
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SEKWENCJONOWANIE GENOMOW

Identyfikacja insertéw organellarnych w ja-
drowym DNA mozliwa jest dzieki precyzyjnej
znajomosci sekwencji genomoéw zaréwno jadro-
wych, jak i organellarnych. Obecnie sekwencjo-
nowanie genomoéw, czyli uzyskiwanie informacji
o kompletnej sekwencji nukleotydéw w geno-
mie badanego osobnika wykonuje sie przede
wszystkim za pomoca metod sekwencjonowa-
nia trzeciej generacji tzw. TGS (Third Genera-
tion Sequencing). Wyrézniamy tu glownie dwie
metody: HiFi PacBio (Pacific Biociences) oraz
ONT Nanopore (Oxford Nanopore Technolo-
gies), pozwalajgce na uzyskiwanie fragmentéw
DNA o dlugosci od kilku do kilkudziesieciu ty-
siecy par zasad, ktére nastepnie podlegajg pro-
cesowi asemblacji, czyli skladania calosci ge-
nomu w oparciu o te fragmenty. Umozliwia to
obecnie wydajne i precyzyjne opracowywanie
kompletnych genoméw T2T (telomere-to-telo-
mere) wiekszosci jadrowych genomdéw eukario-
tycznych. Okreslenie sekwencji DNA organel-
larnego, z uwagi na mala wielkos$¢ i specyficzna
organizacje jest zadaniem latwiejszym.

PODSTAWOWE METODY ANALIZY INSERTOW

Dane genetyczne niezbedne do prowadze-
nia podstawowych analiz insercji organellar-
nych wystepujacych w genomach jadrowych sa
w zasadzie dostepne w bazach sekwencji DNA,
np. w bazie NCBI (Vational Center for Biotech-
nology Information). W badaniach najlepiej wy-
korzystywad gatunki, dla ktérych opracowano
genom jadrowy na poziomie chromosoméw,
a poza genomem jadrowym jest opracowany
genom chloroplastowy i/lub mitochondrialny.
Ograniczenie sie do tego typu danych zwieksza
wiarygodno$é uzyskanych wynikéw. Analizy
polegaja generalnie na poréwnaniu sekwen-
cji genomu chloroplastowego/mitochondrial-
nego (cpDNA/mtDNA) z genomem jadrowym
(nDNA), i sprawdzeniu czy jakiekolwiek frag-
menty genomu organellarnego sa odnajdywane
w genomie jadrowym. Inaczej méwiac, formulu-
je sie pytanie (query) stanowigce sekwencje np.
genomu chloroplastowego, i poréwnuje sie ja

z baza danych (subject) bedaca genomem jadro-
wym tego samego gatunku. Niezbedne jest tu
takze okreslenie optymalnych wartosci parame-
trow analitycznych, w tym minimalna dlugosé
badanych fragmentéw (word size) oraz akcep-
towalny poziom bledéw dopasowania (e-value).

MECHANIZM DZIALANIA ALGORYTMU
BLAST

Podstawowa metoda wyszukiwania i dopa-
sowania fragmentéw DNA jest algorytm BLAST
(ang. Basic Local Alignment Search Tool). Jest
to w sumie grupa algorytméw dopasowania
globalnego i lokalnego (Needleman i Wunsch
1970; Smith i Waterman 1981) stosowana do
poréwnywania i oceny podobiernstw sekwencji
nukleotydowych (BLASTn) i aminokwasowych
(BLASTp) (Altschul i in. 1990). Ze wzgledu
na swojg elastycznos$é oraz szybkos$é dzialania
jest to najczesciej wykorzystywane narzedzie
bioinformatyczne w szeroko pojetych naukach
o zyciu. Sama technika dzialania programu
BLAST opiera sie na podzieleniu zapytania
(ang. query) na mniejsze fragmenty tzw. slo-
wa (ang. word) i przeszukaniu pod tym katem
bazy danych (ang. subject) (Ryc. 1). Zwieksze-
nie dlugosci slowa prowadzi do zmniejszenia
liczby sekwencji konwergentnych, zwiekszajac
wiarygodnos$é otrzymanych wynikéw. Odnale-
zione dopasowanie przedstawione na rycinie 1
kolorem zielonym nazywane jest potocznie ‘hi-
tem’, czyli sekwencja zgodna pod wzgledem za-
wartosci z zapytaniem o zdefiniowanej wartosci
slowa. Podczas analiz, w przypadku odnalezie-
nia fragmentu DNA organellarnego w genomie
jadrowym, program rozszerza zakres poréwny-
wania sekwencji DNA poza minimalny, deklaro-
wany zakres dlugosci slowa w celu sprawdze-
nia maksymalnej dlugosci fragmentu zgodnego
pod wzgledem skladni dla zapytania oraz dla
przeszukiwanej bazy danych. Szybkie dziala-
nie algorytmu BLASTn mozliwe jest réwniez
dzieki zastosowaniu w procesie analiz zasady
tolerancji dopasowania. Mozna bowiem zalozy¢
pewien procent bledéw, tzn. niezgodnosci po-
miedzy sekwencjami, ktére w ostatecznym wy-
niku zostaja uznane za zgodne (homologiczne).
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Prowadzone tak analizy pozwalaja na zebranie
informacji o liczbie, rozmiarach i lokalizacji in-
sertéw NUPT/NUMT w genomach jadrowych,
w ktérych moglo dojsé do mutacji, a ktére moga
by¢ poddane dalszym analizom.

query: GATTACA

word size : 3

wyszukiwane sekwencje: GAT, ATT, TTA, TAC, ACA

subject:
CCTCCTATAA-CACGTTAGGGTAACCAACCCCTGGGAAATGCGCA

Ryc. 1. Schemat ilustrujacy mechanizm wyszu-
kiwania fragmentéw sekwencji genomu organel-
larnego (querry) w sekwencji genomu jadrowe-
go (subject). Wybierajac dlugo$é poszukiwanych
fragmentéw réwna 3 nukleotydy, odnaleziono je-
den fragment genomu organellarnego w geno-
mie jadrowym o sekwencji AAT

Obecnosé insertéw mitochondrialnych i pla-
stydowych w genomach jadrowych uznaje sie
za zjawisko powszechne (Zhang i in. 2020), jed-
nakze ich liczba i rozmiary mogg sie znaczaco
réznié¢ u réznych gatunkéw (Smith 2011). Prze-
noszenie plastydowego DNA do genomu jadro-
wego to proces ciagly, ktéry zwieksza zlozonosé
genoméw jadrowych (Timmis i in. 2004). Na
podstawie badan przeprowadzonych przez Li-
stera i in. (2003) mozna wnioskowad, ze czes$é
réznic warunkowana jest przez zréznicowanie
liczebnosci organelli bedacych Zrédlem inser-
téw trafiajacych do jadra. Zjawisko to opisuje
tzw. hipoteza ograniczonego okna transferu.
Zaklada ona, ze gatunki o mniejszej liczbie
chloroplastéw beda wykazywaly zdecydowa-
nie slabszg intensywnos$¢ transferu insertéw
(Lister i in. 2003). Jednoczes$nie nie wykazano
zwigzku miedzy wielko$ciag genomu organellar-
nego, a liczbg insertéw odnotowanych w jadrze
komérki (Smith i in. 2011). Kolejnym czynni-
kiem majacym wysoce prawdopodobny wplyw
na pojawianie sie insertéw u danego osobnika
sg warunki srodowiskowe. Wykazano, ze trans-
fer z organelli do jadra ulega znacznej intensy-

fikacji w przypadku oddzialywania na rosline
cieplnego bodZca stresowego (Wang i in. 2012).

Dotychczas ukazaly sie nieliczne prace
przegladowe obejmujace kilka, kilkanascie, czy
nawet kilkadziesiat réznych gatunkéw i analizu-
jace inserty organellarne obecne w genomie ja-
drowym. Inserty byly obecne niemal we wszyst-
kich analizowanych do tej pory genomach.
Yoshida i in. (2014) przeanalizowali 17 gatun-
koéw roslin. Wéréd zidentyfikowanych sekwencji
NUPT dominowaly krétkie fragmenty (Srednio
175 par zasad (pz) dla L. Japonicus; 514 pz dla
P trichocarpa). Zdecydowana wiekszos$¢ inser-
téw byla krétsza niz 200 pz (Yoshida i in. 2014).
W innej pracy przeanalizowano 30 gatunkéw
roslin (Smith i in. 2011). Réwniez w tym wy-
padku u wszystkich gatunkéw wykazano obec-
nos¢ zaréwno sekwencji NUMT, jak i NUPT.
Jednoczesnie wskazano, ze wraz ze wzrostem
rozmiaréw genomu jadrowego wzrastala liczba
obecnych w nim insertéw (Smith i in. 2011).
U kukurydzy (Zea mays) przeprowadzono ba-
dania wystepowania insertéw u réznych osob-
nikéw tego samego gatunku (Lough i in. 2015).
Wykazano powtarzalnos$é lokalizacji oraz ro-
dzajow sekwencji insertéw organellarnych, co
moze sugerowad, ze sekwencje te byly wbudo-
wane na wczesniejszym etapie rozwoju filoge-
netycznego gatunku (Lough i in. 2015). Poza
liczbg insertéw analizom poddawane sg réw-
niez ich cechy jakosciowe — przede wszystkim
ich dlugos$é. Zaobserwowano zaleznos¢ mie-
dzy wiekiem, a dlugoscia insertéw, gdzie przez
wiek rozumiemy umowny czas, ktéry uplynal od
momentu wlaczenia insertu organellarnego do
genomu jadrowego danego gatunku. Dlugosc
obserwowanych insertéw z czasem maleje —
ulegaja one najprawdopodobniej fragmentacji
oraz eliminacji z genomu jadrowego (Yoshida
i in. 2014). W analizach przeprowadzonych
przez Michalovova i in. (2014), réznice w dlugo-
$ci NUPT korelowaly z ich wiekiem, wskazujac
na zalezng od czasu akumulacje mutacji. Wnio-
skowano réwniez, ze sekwencje NUPT ulegaja
skréceniu po integracji z genomem jadrowym.
Wynik ten sugeruje, ze efektywna degradacja
i eliminacja wystepuja powszechnie oraz ze
tylko male sekwencje NUPT moga uniknaé eli-
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minacji (Michalovova i in. 2014). Nie podlega
zatem dyskusji, ze zaré6wno wystepowanie se-
kwencji NUMT, jak i NUPT w komédrkach ro-
$linnych to zjawisko bardzo czeste.

Opisywana czesto$¢ wystepowania inser-
téw rozni sie jednak w zaleznosci od Zrédla
literaturowego nawet w odniesieniu do tych sa-
mych gatunkéw. Przyczyne stanowi by¢ moze
wykorzystywanie przez autoréw w toku analiz
zréznicowanej dlugosci slowa (word_size). Im
wieksza deklarowana warto$¢ word_size, tym
mniejsza liczba identyfikowanych insertéw.
Mimo tych réznic, nawet w przypadku znacznej
dlugosci slowa wynoszacej >100 pz inserty sg
bardzo liczne. Dla Arabidopsis thaliana Kleine
iin. (2009) wskazali sumaryczna dlugos$é wykry-
tych NUPT wynoszaca 35235 pz (Kleine i in.,
2009). Richly i Leister (2004) wskazali na do-
kladnie taka samg sumaryczng dlugos¢ NUPT
u A. thaliana precyzujac jednoczesnie ich liczbe
na poziomie 301 (Richlyiin. 2004). Yoshida i in.
(2017) identyfikujac sekwencje NUPT o dlugo-
$ci >100 pz okreslili sumaryczng ich dlugosé
u A .thaliana na 17658 pz. Ko i Kim (2016) jako
najnizsza wartos$¢ dlugosci slowa obrali 29 pz.
W tym przypadku odnalezli az 288200 inser-
téw w genomie V. vinifera, 10872 dla Z. mays
i 1293 dla A. thaliana. Jako sumaryczng dlu-
gos$¢ NUMT Z. mays autorzy wskazuja 2241 pz,
natomiast dla A. Thaliana 376000 pz (Ko i in.
2016). Nierzadko w toku analiz insertéw iden-
tyfikowano bardzo dlugie odcinki plastydowego
DNA. Niektére z nich wielkos$cia odpowiadaly
rozmiarom calego genomu plastydowego (Bock
iin., 2008). Z kolei Stegemann i in. (2003) wska-
zali, ze transfer materialu genetycznego z orga-
nelli do jadra jest zjawiskiem prawdopodobnie
bardzo czestym, powodujgc nie tylko wzrost
genetycznej réznorodnosci wewnatrzgatunko-
wej, ale takze wewnatrzosobniczej — komorki
analizowane w obrebie jednego liscia moga nie
by¢ identyczne pod wzgledem genetycznym,
bowiem moga réznic¢ sie pod wzgledem obser-
wowanego wzorca integracji insertow pocho-
dzenia chloroplastowego w genomie jadrowym.
Warto réwniez zwrécié uwage na zagadnienie
dotyczace funkcjonalnosci sekwencji przekazy-
wanych jako inserty. W jednej z prac odnosza-

cych sie do tej tematyki autorzy zasugerowali,
ze transfer genéw z zachowaniem ich funkcjo-
nalnosci nie zdarza sie czesto. Prawdopodob-
nie znacznie cze$ciej dochodzi do transferu
elementdéw, ktére nie pelnia w genomie zadnej
funkcji (Huang i in. 2003).

WNIOSKI

Obecnosé¢ insertéw chloroplastowych oraz
mitochondrialnych w genomach jadrowych ro-
$lin to zjawisko powszechne. Ich sekwencja nu-
Kleotydow oraz dlugos$é sa z reguly bardzo zrézni-
cowane. Opisane wyzej dane liczbowe wskazuja
na znaczna intensywnos$¢ zachodzenia tego zja-
wiska w badanych dotychczas genomach roslin-
nych. Zastosowane narzedzia bioinformatyczne
maja ogromny potencjal dla dalszego rozwoju
prac badawczych. Fakt odnalezienia na réznych
chromosomach tych samych roslin insertéw
NUPT zgodnych pod wzgledem rozmiaréw oraz
sekwencji wyklucza raczej ich wystepowanie na
skutek przypadkowego powielania podczas ob-
robki genomu jadrowego. Kwestie takie, jak po-
wtarzalno$¢ specyficznych obszaréw genoméw
organellarnych obecnych w sekwencjach NUPT
i NUMT, oraz powtarzalno$é miejsc wbudowy-
wania insertéw, przypadkowosé, lub tez pewne
uporzadkowanie proceséw stojacych za obser-
wowanym zjawiskiem pozostaja kwestig otwarta
dla dalszych analiz.
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