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DLACZEGO ARABIDOPSIS?

Kazdy, kto zetknat sie z biologiag wie, jak wielkie znaczenie dla postepu tej
nauki miaty wyniki badan nad genetyka matej muszki owocowej Drosophila
melanogaster. Analiza genetyczna mutantow, uzupetniona pézniej o analize na
poziomie molekularnym, umozliwita poznanie wielu prawidtowosci dotyczacych
dziedziczenia cech, funkcjonowania aparatu genetycznego i regulacji réoznych
procesow fizjologicznych w ztozonych organizmach zwierzecych.

Potrzeba znalezienia organizmu, ktéry petnitby role roslinnej muszki Droso-
phila, istniata od dawna. Sprawa stata sie pilna w potowie lat osiemdziesigtych,
kiedy rozpoczeto przygotowania do uruchomienia megaprojektéw biologicznych
zmierzajacych do sekwencjonowania kompletnych genoméw. Ztozonos$¢ organi-
zacji i ogromny koszt tych projektow wykluczajg wcigz jeszcze (mimo znacznego
postepu w dziedzinie technologii) jednoczesne sekwencjonowanie wiecej niz
kilku wybranych genomoéw. Tak wiec przyjete ostatecznie i rozpoczete programy
sekwencjonowania kompletnych genomow, ktdére dotycza bakterii Escherichia
coli, drozdzy, nicienia Caenorhabditis elegans, muszki Drosophila, myszy, czto-
wieka i rzodkiewnika (Arabidopsis thaliana) — rosliny z rodziny krzyzowych
podniosty wymienione organizmy (a wtasciwie gatunki, ktére reprezentujg) do
rangi prawdziwych superobiektéw doswiadczalnych w biologii.

Dlaczego jako reprezentanta swiata roslin wybrano Arabidopsis, niepozorny
chwast bez jakiejkolwiek wartosci uzytkowej? Nie ma co ukrywac, ze dokonujac
wyboru brano pod uwage przede wszystkim cechy korzystne w badaniach
genetycznych.

GENETYKA KLASYCZNA

Arabidopsis jest rosling mata (dojrzata osigga zaledwie 20-25 cm), do jej
uprawy potrzeba bardzo niewiele miejsca. Na powierzchni 100 cm2 mozna bez
trudu hodowaé kilkadziesigt ro$lin. Krdétki czas zycia (od wysiania nasion
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pokolenia FI do zebrania nasion pokolenia F2 uptywa zaledwie 5-6 tygodni)
umozliwia szybkie otrzymywanie i testowanie nowych linii genetycznych. Arabi-
dopsis ro$nie dobrze w warunkach laboratoryjnych, w ziemi bgadz w sterylnych
pozywkach o zdefiniowanym sktadzie.

Proste wymagania dotyczace Swiatta, temperatury i skiadu poditoza oraz
niewielka powierzchnia wystarczajaca do hodowli znacznej nawet liczby roslin
pozwalajag uzna¢ Arabidopsis za wyjatkowo tani, a zatem nadajacy sie do
powszechnego uzycia obiekt doswiadczalny.

Z punktu widzenia analizy genetycznej szczegbélne znaczenie ma mozliwos¢
wywotywania mutacji w duzych liczbowo populacjach Arabidopsis oraz tatwosé
identyfikowania osobnikéw o zmienionych fenotypach.

W przypadku Arabidopsis mutagenizowaniu poddaje sie nasiona. Kazde
z nasion tej rosliny zawiera tylko kilka komérek, z ktoérych rozwijajg sie pézniej
organy reproduktywne. Mutacja w DNA jednej z takich komodrek jest zatem
powielona w komdérkach potomnych tworzgcych okreslony fragment rosliny
dorostej. Wszystkie komoérki tego fragmentu sa identycznymi heterozygotami
w odniesieniu do zmutowanego genu. Powstajacy w tym miejscu kwiat zawiera
gamety, z ktérych potowa niesie chromosom z mutacja. Poniewaz w Arabidopsis
kwiaty ulegaja w sposob naturalny samozapyleniu (cecha niezwykte utatwiajgca
badania genetyczne), jedna czwarta powstatych nasion pokolenia F2 bedzie
homozygotycznaw stosunku do nowej mutacji. Heterozygoty stanowi¢ bedg dwie
trzecie pozostatych nasion.

Mutagenizacja nasion Arabidopsis umozliwia tatwe otrzymanie homozygot
oraz identyfikacje recesywnych mutacji letalnych. Jesli homozygotycznos¢
w zmutowanym genie wywiera efekt letalny, ktéry zaznacza sie juz na poziomie
embriogenezy, jedna czwarta nasion w strgku nie bedzie zdolna do kietkowania.
W tym samym strgku znajduja siejednak heterozygoty, ktore zachowujg mutacje
i moga by¢ wykorzystane do analizy genetycznej.

Nasiona Arabidopsis sg bardzo mate. W plastikowej probéwce typu Eppen-
dorfa, o pojemnosci 1,5 ml, miesci sie ich 50000. Poniewaz do wysiania 10
tysiecy nasion i hodowli otrzymanych z nich roslinek az do stadium, w ktérym
mozna zaobserwowac¢ zmiany fenotypowe, wystarczajedna duza szalka Petriego,
mozna poddawa¢ mutagenizacji i testowaniu jednoczes$nie dziesigtki, a nawet
setki tysiecy nasion.

To witasnie mozliwo$¢ prowadzenia doswiadczen genetycznych na taka skale
czyni z Arabidopsis ,botaniczng Drosophile"”.

Dzieki zastosowaniu opisanych wyzej metod scharakteryzowano do dzis
setki r6znych mutacji Arabidopsis (Koncz i wspotred. 1992). Najliczniej repre-
zentowane ws$rdod nich sg mutacje morfologiczne. Dotyczg one wszystkich
niemal czesci i organéw rosliny. Wiele mutacji dotyczy enzymow réznych szlakéw
metabolicznych. Obszerna klase stanowig mutacje okreslane jako fizjologiczne
lub hormonalne. Wptywaja one przede wszystkim na zdolnos¢ rosliny do syn-
tetyzowania regulatoréw wzrostu, a takze na. zdolnos$¢ do reagowania na nie.
Bardzo interesujgce sg mutacje rozwojowe, szczegblnie te dotyczgce rozwoju
kwiatu (Meyerowitz 1989).

Komplementacja i mapowanie mutacji za pomocag krzyzéwek genetycznych
umozliwity sporzadzenie mapy genetycznej Arabidopsis. Na pieciu chromoso-
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mach tworzgcych razem haploidalny genotyp Arabidopsis ustalono wzajmne
pozycje kilkuset ré6znych genéw. Zlokalizowano takze potozenie centromerow.

BIOLOGIA MOLEKULARNA

W Swiecie botanicznym Arabidopsis reprezentuje grupe organizméw najbar-
dziej zaawansowanych ewolucyjnie — rosliny kwiatowe. Genom Arabidopsis
okazat sie jednak niezwykle maty. Zawiera tylko okoto 80000 kb (kilobase —
tysiac par zasad), czyli okoto 80 milionéw par zasad. Arabidopsis ma zatem
najmniejszy genom ws$rod badanych dotad pod tym wzgledem roslin kwiatowych.
Dla poréwnania, genom (w przeliczeniu na haploidalny garnitur chromosoméw)
tytoniu zawiera 1600000 kb, grochu — 4500000 kb, pszenicy 5900000 kb,
a niektérych lilii — az 30000000 kb. Genom skomplikowanego organizmu
wielokomorkowego, jakim jest Arabidopsis, zawiera tylko nieco ponad pigciokrot-
nie wiecej DNA niz genom jednokomoérkowych drozdzy i zaledwie 15 razy tyle
DNA, co genom bakterii Escherichia coli. Genom muszki owocowej jest okoto
dwukrotnie wiekszy. Podobnej wielkosci genom co Arabidopsis ma natomiast
liczacy zaledwie trzy tysigce komdrek nicien Caenorhabditis elegans. Niewielki
genom Arabidopsis jest zapewne wynikiem dtugotrwatej presji selekcyjnej fawo-
ryzujacej swoistg ,ekonomizacje” zawartosci jadra komérkowego. Znajduje to
odzwierciedlenie w organizacji sekwencji DNA. 80% catkowitego DNA stanowiag
sekwencje wystepujace w jednej lub kilku kopiach. Sg to w wiekszosci sekwencje
kodujgce biatka (geny strukturalne wraz z towarzyszgcymi im sekwencjami
regulatorowymi). Tylko 20% genomu stanowig sekwencje powtarzajgce sie,
z czego okoto potowa to sekwencje czesto powtarzajace sie. W genomie Arabido-
psis niemal zupetnie nie wystepujag rozproszone sekwencje powtarzajgce sie, tak
czeste w genomach innych roslin.

Do tej pory sklonowano juz ponad 200 gendéw Arabidopsis. Pod wzgledem
organizacji sekwencji nie réznig sie one od typowych gendéw eukariotycznych.
Okoto potowa z nich wykazuje obecno$¢ intronéw. Godny uwagi jest fakt, ze
Srednia liczba (2,3 na gen) i wielko$¢ (okoto 1 kb) intronéw w genomie Arabido-
psis sa mniejsze niz w genomach innych roslin.

Nie wiadomo jakie znaczenie dla funkcjonowania niewielkiej rosliny kwiato-
wej, jaka jest Arabidopsis, ma tak daleko posunieta oszczednos¢ w gromadzeniu
DNA. Z praktycznego punktu widzenia cecha tajest niezwykle korzystna, dzieki
niej bowiem znajdywanie i klonowanie gendéw Arabidopsis jest niepomiernie
tatwiejsze niz w przypadku innych roslin. Brak rozproszonych sekwencji powta-
rzajacych sie umozliwia, na przykiad, znajdywanie genéw za pomoca tak zwa-
nego ,spacerowania po chromosomie”, techniki polegajacej na izolowaniu kolej-
nych, naktadajgcych sie fragmentéw genomowego DNA.

MUTAGENEZA ZA POMOCA INSERCJI T-DNA

Przewazajgca wiekszos¢ opisanych dotad mutantéw Arabidopsis otrzymano
za pomocag wspomnianej juz rnutagenezy chemicznej nasion. Ten sposéb muta-
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genizowania jest bardzo skuteczny i wydajny, identyfikacja zmutowanego genu
wymaga jednak w kazdym przypadku dos¢ zmudnej analizy. W laboratoriach,
w ktorych prowadzi sie badania nad Arabidopsis, zastosowano z powodzeniem
inny sposéb otrzymywania mutantéw, pozwalajgacy na szybkg lokalizacje genu,
w ktérym zaszta zmiana (Feldman i wspotaut. 1989). Opiera sie on na wykorzy-
staniu przypadkowych insercji do genomu rosliny fragmentéw DNA plazmidu Ti
z Agrobactenum tumefaciens (insercje nastepujg w wyniku transformacji nasion
za pomocg Agrobacterium zawierajgcej odpowiednio przeksztatcony plazmid Ti).
Umieszczenie pomiedzy wigczonymi do genomu fragmentami DNA plazmidu Ti
(tzw. fragmentami T) sekwencji warunkujgcej opornos¢ na antybiotyk umozli-
wia, po uzyskaniu nasion pokolenia F2, selekcje roslin transformowanych,
wsrod ktorych poszukuje sie nastepnie interesujgcych mutantéw. Jezeli znale-
zione mutacje kosegreguja z cecha opornosci na antybiotyk, ich przyczyna jest
najprawdopodobniej insercja do odpowiedniego genu fragmentu T-DNA (stad
nazwa: mutageneza insereyjna). Uszkodzony gen jest wiec zaznaczony sekwen-
cja T. Mozna go dzieki temu stosunkowo tatwo odnalezé (np. za pomoca
hybrydyzacji prébnika stanowigcego sekwencje T-DNA do DNA klonéw sktada-
jacych sie na biblioteke genomowag zmutowanej rosliny). W typowym doswiad-
czeniu polegajacym na insercyjnej mutagenezie nasion Arabidopsis, okoto 15%
stanowig mutacje letalne. Mutacje wywotujgce interesujgce efekty fenotypowe
stanowia okoto 1%. Wiele laboratoriow dysponuje duzymi zbiorami nasion
pokolenia F2 uzyskanymi po mutagenezie insercyjnej. Zbiory te sg na ogot
dostepne dla tych, ktérzy podejmuja sie szuka¢ w nich interesujacych mutan-
téw.

FIZYCZNA MAPA CHROMOSOMOW | SEKWENCJONOWANIE GENOMU

Dostepna obecnie fizyczna mapa chromosomoéw Arabidopsis sktada sie ze
zbioru wektoréw (sg nimi w tym przypadku tzw. kosmidy lub sztuczne chromo-
somy drozdzowe zwane YAC) zawierajgcych duze fragmenty genomowego DNA
pochodzace z poszczegélnych chromosomow. Utozenie fragmentéw w stosunku
do siebie w chromosomie ustalono dzieki analizie ich naktadajacych sie obsza-
row. Skonstruowanie fizycznej mapy genomu Arabidopsis (obok niej istnieje tez
szczegbtowa mapa gentyczna) umozliwito rozpoczecie miedzynarodowego pro-
gramu sekwencjonowania. Jest realizowany na podobnej zasadzie, jak wczes$-
niej rozpoczety program sekwencjonowania genomu drozdzy. Osrodki petniace
funkcje koordynatorow lokalnych sprawujg nadzér nad rozdzialem wektorow
zawierajgcych fragmenty genomowego DNA pomiedzy poszczegdlne laboratoria,
w ktéiych wykonuje sie sekwencjonowanie. Odczytane sekwencje poddawane sg
weryfikacji, a po jej pomyslnym przejSciu — gromadzone w centralnej bazie
danych. Gross sekwencjonowania wykonuja laboratoria w krajach Europy Za-
chodniej, USA iJaponii. Nalezy tu wspomnie¢, ze w projekcie sekwencjonowania
genomu Arabidopsis od 1995 roku biorg takze udziat laboratoria Instytutu
Biochemii i Biofizyki PAN w Warszawie.
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SEKWENCJONOWANIE FRAGMENTOW DNA, KTORY ULEGA EKSPRESJI —
BAZA DANYCH EST

Uzyskanie petnego obrazu organizacji materiatlu genetycznego organizmu
wymaga sekwencjonowania catego genomu. Tylko znajomos¢ petnej sekwencji
genomowego DNA pozwoli w przysztosci na analize skomplikowanych relacji
miedzy sekwencjami kodujacymi biatko, a sekwencjami regulatorowymi oraz
miedzy samymi sekwencjami regulatorowymi. Jednak dla wielu badaczy znacz-
nie wieksze znacznie niz znajomos$¢ sekwencji przypadkowych obszaréw w chro-
mosomach ma znajomos¢ sekwencji DNA kodujgcego biatka. Z tego powodu,
niemal réwnoczes$nie z podjeciem sekwencjonowania genomow rozpoczeto gro-
madzenie danych o sekwencjach fragmentow DNA przepisanych z mRNA (tzw.
cDNA). Z biegiem czasu sekwencjonowanie cDNA przybrato posta¢ niezaleznych
miedzynarodowych projektow badawczych. PodejScie do gromadzenia danych
o sekwencjach cDNA ulegto w ostatnich latach ciekawej ewolucji. Zamiast
starannego sprawdzania kazdej podanej sekwencji i dbatosci o to, by przedsta-
wiata ona DNA odpowiadajacy petnemu mRNA (tj. zawierajacemu kodon inicja-
cyjny i terminacyjny, najlepiej wraz z obecnymi na 5’- i 3’-kofncu sekwencjami
nie ulegajacymi translacji) przyjeto strategie postepowania, ktérg w jezyku
angielskim okresla sie jako ,quick and dirty”. Polega ona na sekwencjonowaniu
przypadkowych zbioréw mRNA przeksztatconych w cDNA za pomocagjednokrot-
nej reakcji odwrotnej transkryptazy. Produktami takiej reakcji sg zwykle kroétkie
odcinki cDNA kodujace polipeptydy, ktdiych srednia dtugos¢ nie przekracza 100
aminokwasow. Odcinki takie nazywa sie znacznikami sekwencji ulegajgacych
ekspresiji, po angielsku EST (expressed sequence tags).

O ile zbiory EST moga stuzy¢ jako zwyczajne narzedzia badawcze biologii
molekularnej, na przyktad do charakterystyki profilu ekspresyjnego organizmu
lub tkanki badz do identyfikacji eksonéw, ich prawdziwe znaczenie polega na
czym innym. Poniewaz bazy danych EST rosng bardzo szybko i w przypadku
najwazniejszych organizméw modelowych biologii osiggnety juz stan bliski
nasycenia (reprezentujg wiekszos¢ produkowanych przez dany organizm mRNA)
uczeni zajmujacy sie biologig molekularna staneli nagle w obliczu sytuacji, ktéra
wymaga zasadniczej zmiany spojrzenia na strategie badawcza. W koncu wrzes-
nia 1995 baza danych EST cztowieka zawierata 270 tysiecy, a Arabidopsis blisko
25 tysiecy sekwencji. Przy tak licznych zbiorach szansa znalezienia sekwencji
homologicznej do dowolnego znanego juz genu jest bardzo wysoka. Mozna zatem
podchodzi¢ do rozwigzywania probleméw biologicznych w sposéb stanowigcy
swoiste odwrdécenie strategii stosowanej do tej pory. Zamiast poszukiwac¢ biatek
odpowiedzialnych za przebieg badanych proceséw, a nastepnie szuka¢ kodujag-
cych je gendéw, badac przebieg ich transkrypcji itp. mozna w bazach danych EST
zidentyfikowa¢ od razu odpowiednie sekwencje na podstawie ich homologii do
sekwencji juz znanych, na przykiad kodujgcych biatka, biorgce udziat w analo-
gicznych procesach u innych organizméw. Uczeni zajmujacy sie Arabidopsis
znajduja sie tu w wyjatkowo korzystnej sytuacji, moga bowiem otrzymacé bez-
ptatnie klony zawierajgce sekwencje dowolnych EST. Klony mogag by¢ zamawiane
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poczta elektronicznag z centralnej depozytorni materiatu genetycznego Arabido-
psis znajdujacej sie w stanie Ohio w USA.

W naszym laboratorium, dzieki informacjom zawartych w bazie danych EST,
udato sie zidentyfikowac¢, a nastepnie zsekwencjonowac¢ geny Arabidopsis kodu-
jace wazne regulatory transkrypcji. Wykrycie homologéw znanych genéw w zbio-
rze EST Arabidopsis umozliwia nam takze analize mechanizméw molekularnych
zwigzanych z odpowiedzig roslin na stres chtodowy.

Dzieki wysitkom biologéw molekularnych pracujagcych nad genomem Arabi-
dopsis udato sie w ciggu ostatnich kilku lat ujawni¢ nowe fakty dotyczace
sposobu dziatania substancji wzrostowych, odpowiedzi roslin na swiatto i inne
czynniki srodowiskowe, a takze podstaw molekularnych proceséw morfogene-
tycznych (Meyerowitz i Somervitle 1995). Z pewnoscia zaden inny organizm,
wykorzystywany w tym samym okresie jako materiat badawczy, nie przyczynit
sie w poréwnywalnym stopniu do postepu wiedzy o biologii roslin.

ARABIDOPSIS, A MODEL ORGANISM OF PLANT MOLECULAR BIOLOGY
Summary

The advantages of using Arabidopsis in genetic, molecular, biochemical and physiologic studies
are discussed.
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