
Arabidopsis thaliana 
jako 

organizm modelowy  



 mały jednoroczny chwast z rodziny Brassicaceae (krzyżowe) 
 odkryty w XVI  w przez Johannesa Thala → „thaliana”  
 w 1873 zidentyfikowano pierwszego mutanta 
 liczba chromosomów odkryta w 1907 
 sekwencja całego genomu opublikowana w 2000 

Arabidopsis thaliana 

Brassicaceae 
krzyżowe 

Arabidopsis 
thaliana 

Brassica 

Raphanus 

ponad 100 
innych rodzajów 



 Mały genom (114.5 Mb/125 Mb)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 Sekwencja całego genomu poznana w 
2000 r. (Arabidopsis Genome Initiative) 

 Dostępne mapy wszystkich 
chromosomów 
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Dlaczego Arabidopsis? 

Arabidopsis Genome Initiative (2000) Nature 408: 796-815. 



 Małe rozmiary (15-20 cm) = możliwość hodowli na ograniczonej przestrzeni w 
laboratorium 

 Krótki cykl życiowy (ok. 6 tygodni) 

zygota Dzień 0 

Dzień 1  
kiełkowanie 

Dzień 3  
rozwój korzenia 

Dzień 11 

Dzień 7 
rozwój liści 

Dzień 30  
kwitnienie 

Dzień 40  
rozwój nasion 

Dlaczego Arabidopsis? 



 Duża liczba dostępnych kolekcji mutantów 
 Efektywne metody transformacji z wykorzystaniem Agrobacterium tumefaciens 
  Dostępne metody genetyczne, biochemiczne, wysokoprzepustowe 

(mikromacierze, RNA-Seq, ChIP, DRS, CLIP, RIP etc) 
  Możliwa praca z hodowlami zawiesinowymi i protoplastami (transfekcja) 
  Zastosowanie techniki CRISPR-Cas do modyfikacji genomu  

Agrobacterium 
tumefaciens 

+ = 

wektor 
binarny 

Transformacja 
Agrobacterium 

+ = 

plazmid Ti 

= 

T-DNA 

Bent (2000) Plant Physiol. 124: 1540-1547. 

Dlaczego Arabidopsis? 



Ekspresja przejściowa w protoplastach i siewkach 
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Wady Arabidopsis jako systemu badawczego 

 brak funkcjonalnego działania przejściowego wyciszania 
ekspresji genów (VIGS) 
 

 niedostępne manipulacje genetyczne związane z 
rekombinacją homologiczną 
 

 trudności z wyprowadzaniem kultur zawiesinowych i w pracy 
z nimi, szczególnie w przypadku mutantów 



  Wzrost i rozwój roślin 
  Fotosynteza 
  Zegar biologiczny 
  Funkcje hormonów 
  Mechanizmy regulacji ekspresji genów 
  Rozmnażanie roślin 
  Szlaki odpowiedzi na na stres abiotyczny 
  Obrona przed patogenami 
  Struktura i funkcje genomu 

Jakie procesy bada się u Arabidopsis? 

KIEŁKOWANIE 

zygota 

FAZY ROZWOJOWE 

ROZWÓJ 
GENERATYWNY 

ROZWÓJ 
EMBRIONALN

Y 
ROZWÓJ 

WEGETATYWNY 



1. Interferencja RNA w roślinach 
Zjawisko wyciszania ekspresji genów (RNAi) zaaobserwowano po raz pierwszy w 
kwiatach petunii z nadekspresją genu syntazy chalkonowej (pigmentacja kwiatów). 
Purpurowa barwa kwiatów petunii zależy od antocyjanin syntetyzowanych przez syntazę 
chalkonową (CSH)  

Napoli et al., Plant Cell, 1990  

Oczekiwane wyniki eksperymentu: wprowadzenie transgenu syntazy chalkonowej o mRNA 
w orientacji sensownej zwiększy ekspresję CSH (ciemniejsze kwiaty), a w orientacji 
antysensownej zablokuje syntezę barwnika (jaśniejsze kwiaty).   
 

fenotyp dziki 

Petunia hybrida 

nadekspresja transgenu CSH 
    sens                     antysens   

Wynik:  

W modyfikowanych roślinach nie dochodzi do 
syntezy ani endogennej ani transgenicznej CHS - 
zjawisko kosupresji. 



Kosupresja jest wynikiem produkcji siRNA 

Badania nad zjawiskiem RNAi u Arabidopsis 
   RNAi jako mechanizm obronny przed patogenami: wirusami i bakteriami 
   Amplifikacja sygnału wyciszającego (siRNA) 
   Rozprzestrzenianie wyciszania w roślinie 
   Udział specyficznych dla roślin Polimeraz IV i V w RNAi  
   Rola miRNA w procesach rozwojowych, ścieżkach sygnałowych i 
odpowiedzi na stres 



Interferencja RNA: model działania 
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Aktywacja translacji (PTGS) 

cięcie mRNA zależne od siRNA/miRNA  
(PTGS) 

Inhibicja translacji (PTGS) 

Wyciszanie transkrypcyjne (TGS) 
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PTGS: Post-Transcriptional Gene Silencing (RISC) 
 

cięcie mRNA, inhibicja translacji, degradacja mRNA 
• siRNA (exo-siRNAs and endo-siRNAs; ta-siRNA; nat-siRNA; lsiRNAs) 
• miRNA (mirtron) 
• piRNA 
 

TGS: Transcriptional Gene Silencing (RITS) 
 

formowanie heterochromatyny, metylacja DNA, modyfikacja 
histonów, wyciszanie transpozonów 
 

• siRNA 
• piRNAs  
 

Holo-RISC 

RNA Pol RNA Pol IV 



 
Species 

 
Dicer-like 

 
RdRP AGO PIWI 

Plants 
A. thaliana 10 - 4 (DCL 1-4) 6 

O. sativa 18 - 5 5 

Fungi 

S. cerevisiae - - - - 

S. pombe 1 - 1 1 

N. crassa 1 - 1 3 

A. nidulans 1 - 1 2 

Metazoa 

C. elegans 5 3 2 (Dicer + Drosha) 4 

D. melanogaster 2 3 3 (2 Dicers + 
Drosha) - 

D. rerio 4 4 2 (Dicer + Drosha) - 

H. sapiens 4 4 2 (Dicer + Drosha) - 

Białka DICER, AGO i RdRP 

AtDCL2 - 4 siRNA 

AtDCL1 miRNA 

DCL1 → 21nt miRNA → AGO1/7/10 
DCL2 → 22nt siRNA 
DCL3 → 24nt siRNA → AGO4/6 
DCL4 → 21nt siRNA → AGO1 
        tasiRNA 

sortowanie sRNA 
Arabidopsis thaliana 

Czech and Hannon, Nat. Rev. Genet., 2010 



RNAi jako mechanizm obronny przed patogenami: 
wirusami i bakteriami 
Infekcja wirusowa powoduje akumulację siRNA 

Sygnał wyciszający może rozprzestrzeniać się w roślinie poprzez floem 
(wiązki przewodzące) 



WT Arabidopsis 
inokulowany  TRV 

mutant dcl2-dcl4  
inokulowany TRV 

Mutanty biogenezy siRNA są mniej odporne na choroby wirusowe i 
infekcje bakteryjne 

RNAi jako mechanizm obronny przed patogenami: 
wirusami i bakteriami 

A. thaliana typu dzikiego (La-er) i mutanty dcl1-9 i hen1-1 inokulowane 
bakteriami Pseudomonas.  



Amplifikacja sygnału 
wyciszającego (siRNA) 

Efekt wyciszenia jest wzmacniany  
przez amplifikację siRNA do 
drugorzędowych siRNA przy 
udziale polimerazy RNA zależnej 
od RNA  (RdRP) 



Polimerazy RNA IV i V uczestniczą w 
transkrypcyjnym wyciszaniu genów (TGS) 
 

Polimeraza RNA IV 
uczestniczy w 
biogenezie siRNA. 
 
Niekodujące 
transkrypty 
polimerazy RNA V 
nakierowują 
maszynerię 
wyciszającą do 
odpowiednich 
sekwencji DNA. 



Pol IV i Pol V   
(specyficzne dla roślin) 

Wierzbicki, Current Opinion Plant Biol., 2012 

• lncRNA, prekursory do siRNA, generowane 
przez Pol IV 
 

• prekursory dsRNA produkowane przez PolII  
(sekwencje powtórzone o odwróconej orientacji) 
 

• lncRNA kotranskrypcyjnie przetworzone do 
dsRNA przez  RDR2 
 

• 24-nt siRNA produkowane przez DCL3 (Dicer) 
 

• Pol V syntetyzuje transkrypt-platformę  
 

• transkrypty Pol V wiążą AGO4/siRNA 
 

• AGO4/siRNA rozpoznaje cele genomowez 
lncRNA Pol V  przez parowanie 
 

• AGO4 oddziałuje z Pol IV and SPT5L 
 

• wyciszanie transkrypcyjne przez metylację DNA 
de novo z udziałem DRM2 



miRNA i zmiany faz wzrostu wegetatywnego 

Rola miRNA w procesach rozwojowych, 
ścieżkach sygnałowych i odpowiedzi na stres 



Poethig, R.S. (2009) Curr. Opin. Genet. Devel.  

Mutanty A. thaliana pozbawione mir156 – przedwczesna indukcja rozwoju generatywnego 

miR156 reguluje ekspresję genów SPL  
(SQUAMOSA PROMOTER BINDING PROTEIN-LIKE) 

SPL – rodzina czynników transkrypcyjnych, związanych z przejściem rośliny w 
fazę rozwoju generatywnego (regulacja kwitnienia) 

miR156 
   

miR156Δ   

WT 



 Jones-Rhoades et al. Annu. Rev. Plant Biol. 2006. 57:19–53 

Defekty morfologiczne wywołane 
nadekspresją miRNA w Arabidopsis 

miRNA156 

miRNA164 

miRNA172 

miRNA319 

miRNA166 

miRNA159a 

miRNA160 



Funkcje miRNA u Arabidopsis 

Khraiwesh et al. 2011 Biochimica et Biophysica Acta 



Biogeneza miRNA u roślin 
Jones-R

hoades et al., A
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ev.P
lant.B

iol.., 2006 



Regulatorowa sieć stresowych miRNA u Arabidopsis 

B. Khraiwesh et al. Biochimica et Biophysica Acta, 2012 



Khraiwesh et al. 2011 Biochimica et Biophysica Acta 

zielone – miRNA o podwyższonej ekspresji  
czerwones – miRNA o obniżonej ekspresji  

miRNA regulowane przez stres 



Połączenie sieci sygnałowych odowiedzi na stres biotyczny i abiotyczny 

Fujita et al. Current Opinion in Plant Biology 2006, 9:436–442 

2. Odpowiedź na stres 



Fitohormony 

auksyny 

cytokininy 

gibereliny 
kwas abscysynowy 

etylen 

brasinosteroidy 
salicylany 

jasmoniany 

strigolaktony 



Fitohormony regulują wszystkie etapy cyklu 
życiowego roślin 

Fertilization and 
fruit formation 

Seed 
dormancy Embryogenesis 

Fruit 
ripening 

Germination 

Flower 
development 

Growth and 
branching 



fotooksydacja 

wysoka 
temperatura 

susza 

zasolenie gleby 

zanieczyszczenie powietrza 

uszkodzenia 
mechaniczne, 
zranienie 

niska 
temperatura, 
zamarzanie 

Życie roślin jest 
bardzo stresujące..... 
 
ABA i etylen 
pomagają roślinom 
reagować na stres. 

Vickers, et al., (2009) Nature Chemical Biology 

Stres abiotyczny 



wiązanie z 
receptorem 

produkcja aktywnego 
hormonu 

transdukcja 
sygnału 

regulacja ekspresji 
genów 

H 

transport 

efekty 
metaboliczne 

transkrypcja 

(np. regulacja 
przepuszczalności 
kanałów jonowych) 

synteza rozkład 
H 

H 

fosforylacja 

defosforylacja 
P 

proteoliza 

Fitohormony: synteza, szlak sygnałowy i odpowiedź 



Arabidopsis Arabidopsis 

WT WT  mutant 
odpowiedzi 
na auksyny 

mutanty biosyntezy 
brasinosteroidów 

GA 

WT mutant 
biosyntezy 
giberelin 

Groszek 

Auksyny Brasinosteroidy 

Lester, et al, (1997) Plant Cell; Gray (2004) PLoS Biol; Clouse (2002) The Arabidopsis Book  

Mutanty syntezy lub odpowiedzi hormonalnej:  
zaburzenia wzrostu i rozwoju 



kontroluje procesy rozwojowe, rozmnażanie i odpowiedź na stres 
Kwas abscysynowy (ABA) 

Stan spoczynkowy Kiełkowanie 

Stres 
biotyczny 

Aparaty szparkowe  
(stres suszy) 

Ekspresja genów 

Rozwój ABA 

• Hamuje wzrost objętościowy 
komórek, fotosyntezę i syntezę 
chlorofilu, transport jonów przez 
błony komórkowe  

• Przyspiesza procesy starzenia 
organów i tkanek  

• Inhibitor kiełkowania, odpowiada 
za stan spoczynku nasion 

• Podwyższony poziom ABA jest 
reakcją roślin na stres np. 
podczas suszy ABA zamyka 
aparaty szparkowe, ogranicza 
transpirację i zwiększa 
pobieranie wody przez korzenie.  



Kluczowe etapy biosyntezy ABA 
zależą od ekspresji regulowanych 
genów, co umożliwia kontrolę 
poziomu ABA w komórce i szybką 
odpowiedź na zmiany środowiska. 

Szlak biosyntezy ABA jest precyzyjnie regulowany 

Nambara and Marion-Pol (2003) Trends Plant Sci.  

[ABA] 
µg/g 

czas stresu suszy 

Synteza ABA jest indukowana 
podczas odpowiedzi na stres 



Receptory ABA: PYR/PYL/RCARs 

Common Name Species 
Number 
of genes 

Soja Glycine max 23 

Kukurydza Zea mays 20 

Topola 
Populus 
trichocarpa 

14 

Ryż Oryza sativa 11 

Winogrono Vitis vinifera 8 

Sorgum Sorghum bicolor 8 

Strączkowe 
Medicago 
truncatula 

6 

Rzodkiewnik 
Arabidopsis 
thaliana 

14 

Klingler, et al,. Exp.Bot. (2009) 
Raghavendra, et al.,(2010) Trends Plant Sci.  

14 PYR/RCARs w Arabidopsis 



ABA aktywuje ekspresję genów odpowiedzi na stres 
Wiązanie ABA do receptorów (PYL1) umożliwia wiązanie i inhibicję fosfatazy PP2C. 

Inaktywacja PP2C w obecności ABA → fosforylacja białek przez kinazy SnRK →  
aktywacja czynników transkrypcyjnych → ekspresja genów zależnych od ABA 

Sheard and Zheng, Nature 462 (2009) 



osmoprotektory 
(cukry, prolina, 
glicyna, betaina) 

odpowiedź na stres 
oksydacyjny – peroksydaza, 
dysmutaza ponadtleknowa 

O2¯ 

H2O2 

stabilizacja błon 
komórkowych i 
białek (HSP, LEA) 

cyrkulacja 
wody i jonów 
(akwaporyny, 
kanały jonowe) 

ABA aktywuje ekspresję genów odpowiedzi na stres 

transkrypcja 

jądro 

cytoplazma 



Regulacja przekazywania sygnału ABA na poziomie 
transkrypcji przez czyniki AREB/ABF i ABI5 

Fujita et al., J Plant Res (2011) 



Etylen (C2H4)  

C2H4 
C2H4 

• Regulacja rozwoju, kontrola wzrostu i podziałów komórkowych 
• Odpowiedź na czynniki stresujące: susza, uszkodzenie mechaniczne itp. 
• Regulacja wzrostu korzenia 
• Dojrzewanie owoców, apoptoza 

 Etylen wywołuje potrójną odpowiedź: 
• zahamowanie wzrostu 
• grubienie hipokotylu 
• tworzenie tzw. haka wierzchołkowego 

 

Beyer, Plant Physiol (1976)  

K Etylen 

Zahamowanie 
rozwoju siewki 

Zahamowanie 
rozwoju liści 

K 

Etylen 

Przyspieszone starzenie 
Etylen K Zahamowanie 

wzrostu korzenia 

K Etylen 



Przy braku etylenu kinaza CTR1 (negatywny regulator odpowiedzi na etylen) wiąże się 
z receptorem i blokuje transkrypcję.  
Związanie etylenu z receptorem uwalnia CTR1, umożliwiając transkrypcję. 

powietrze 

Receptor 

CTR1 

powietrze etylen 

Benavente and Alonso (2006) Mol. Biol. Syst.  
Cuo and Ecker (2004) Curr. Opin. Plant Biol.  

Regulacja ekspresji genów zależnych od etylenu 



• mutacja ein5 – brak 
wrażliwości na wysokie 
stężenie etylenu 
 

• mutacja ctr1– fenotyp 
konstytutywnej potrójnej 
odpowiedzi 
 

• podwójny mutant ein5/ctr1 – 
częściowe odwrócenie 
fenotypu ctr1 
 

Mutanty szlaku odpowiedzi na etylen 

Olmedo et al.. (2006) PNAS 



Rola EIN5 w szlaku transdukcji sygnału etylenowego 

Olmedo et al.. (2006) PNAS 

EIN5 został zidentyfikowany jako 
egzorybonukleaza AtXRN4 

EIN5 rozkłada mRNA EBF1/2 → 
akumulacja EIN3 → 
wzmocnienie odpowiedzi na 
etylen 



3. Obrona przed patogenami: grzyby, bakterie 

Odpowiedź rośliny na infekcję patogenem: zmiany transkrypcji 
• synteza hormonów stresu 
• ekspresja genów PR (pathogenesis-related) 
• synteza związków antybiotycznych (m.in. fitoaleksyn) 
• produkcja reaktywnych form tlenu (ROS) 
• synteza kalozy 

jądro 

Pieterse et al. (2009) Nat Chem Biol 
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liposacharydy 
flagelina 
chityna 

PAMP  
pathogen-associated molecular patterns   
Cząsteczki uwalniane przez pathogeny do przestrzeni międzykomórkowej rośliny są rozpoznawane przez receptory 
PRR i wywołują odpowiedź odpornościową. Niektóre receptory są transportowane do jądra, gdzie oddziałują z 
czynnikami transkrypcyjnymi aktywując ekspresję specyficznych genów.  



  

Pseudomonas syringae: modelowy patogen roślinny 

Arabidopsis thaliana infekowana 
Pseudomonas syringae  

Pseudomonas syringae 

Krzywa wzrostu bakterii P. syringae 
wyizolowanych z liści A. thaliana po infekcji  

The Arabidopsis Book 



Pseudomonas syringae: modelowy patogen roślinny 

Holt et al. (2000) Current Biol 

Czynniki wirulentne (VIR) patogena wywołują objawy infekcji 
Czynniki awirulentne (Avr) aktywują specyficzną odpowiedź obronną rośliny 



Pieterse et al. (2009) Nat Chem Biol 

Stres biotyczny (infekcja P. syringae) i hormony 



Waterhouse, P.M. and Fusaro, A.F. (2006) 
Science.  

Obrona przeciwwirusowa u roślin na 
poziomie wyciszania RNA (VIGS) 

Obrona przed patogenami: wirusy 

Mutanty biogenezy siRNA są mniej 
odporne na choroby wirusowe 

WT Arabidopsis 
inokulowany  TRV 

mutant dcl2-dcl4  
inokulowany TRV 

Deleris Oet al. (2006) Science 



Zegar biologiczny kontroluje wiele procesów  

2000, vol. 5, no. 12 
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Wzrost i rozwój roślin 
A. thaliana: zmiany faz rozwojowych → zmiany kształtu liści 

Liście młodociane (juwenilne): okrągłe, mniej ząbkowane,  
włoski (trichoma) tylko na górnej powierzchni blaszki liściowej 

Poethig, R.S. (2009) Curr. Opin. Genet. Devel.  



Regulacja faz rozwojowych przez miRNA u 
Arabidopsis 

Bollman, K.M. Aukerman, M.J., Park, M.-Y., Hunter, C., Berardini, T.Z.,  and Poethig, R.S. (2003) Development 

WT 

hasty 

HASTY: mutacja w genie kodującym białko 
eksportu miRNA z jądra do cytoplazmy  
(homolog eksportyny 5); skrócenie fazy 
młodocianej (juwenilnej) 

WT hasty 



Hunter, C., Sun, H., and Poethig, R.S. (2003) Curr. Biol.  

mutanty zippy przed-
wcześnie przechodzą z 
fazy młodocianej do 
dojrzałej: gen ZIPPY 
koduje jedno z białek 
rodziny Argonaute – 
AGO7. 

zippy 

WT 

WT zippy 

Regulacja faz rozwojowych przez miRNA u 
Arabidopsis 



Poethig, R.S. (2009) Curr. Opin. Genet. Devel.  

Nadekspresja miR156 wydłuża fazę młodocianą 



miejsce 
wiązania 
miR156 

ORF 3’ UTR Promoter SPL3 

SPL – rodzina czynników transkrypcyjnych, związanych z przejściem rośliny w 
fazę rozwoju generatywnego (regulacja kwitnienia) 

Wraz ze wzrostem i rozwojem rośliny 
obniża się poziom ekspresji miR156, co 
pozwala na akumulację mRNA genów SPL 
i prowadzi do przejścia rośliny z fazy 
wegetatywnej do generatywnej. 

miR156 SPL 

miR156 reguluje ekspresję genów SPL 
(SQUAMOSA PROMOTER BINDING PROTEIN-LIKE) 



Wprowadzenie do genomu A. thaliana kopii genu SPL3 pozbawionego miejsca 
wiązania mir156 powoduje przedwczesną indukcję rozwoju generatywnego. 

Wu, G., and Poethig, R.S. (2006). Development. 

ORF 3’ UTR Promoter 

ORF Promoter 

ORF 3’ UTR Promoter 

SPL3 
SPL3Δ 
SPL3m 

miejsce 
wiązania
miR156 

WT 

brak wiązania 
mir156 

miR156 SPL 

miR156 SPL 

miR156 reguluje ekspresję genów SPL  
(SQUAMOSA PROMOTER BINDING PROTEIN-LIKE) 



miR156 SPL 

miR172 AP2 

A. thaliana: SPL9 
aktywuje transkrypcję 

MIR172b 

Zmiany faz rozwojowych u roślin:   
kaskada cząsteczek miRNA i czynników transkrypcyjnych 



Aukerman, M.J., and Sakai, H. (2003) Plant Cell 
Yant, L. et al. (2010) Plant Cell 

 

WT mutant 
ap2-12 

przedwczesne 
kwitnienie 

indukcja kwitnienia: 
kiedy poziom 
inhibitorów 

kwitnienia AP2-like 
spadnie poniżej 

określonej granicy 

miR172 reguluje ekspresję AP2  
(APETALA2 - czynnik transkrypcyjny zaangażowany w inhibicję kwitnienia) 


