STRESZCZENIE

osliny maja zdolno$¢ do nieograniczonego wzrostu i organogenezy. Nieprzerwany roz-

woj nadziemnych czesci roslin jest zalezny od prawidlowego funkcjonowania meryste-
mu apikalnego pedu (ang. shoot apical meristem, SAM), w ktérym utrzymywana jest pula
niezréznicowanych komérek inicjalnych. Gléwna funkcja SAM jest namnazanie komérek i
samoodtwarzanie sie. Dotychczas zidentyfikowano wiele genéw zaangazowanych w regu-
lacje SAM, a jako kluczowe wymienia si¢ m.in. SHOOTMERISTEMLESS, CLAVATA i WU-
SCHEL. Prowadzone przez dekady badania eksperymentalne pozwolily szczegélowo okre-
sli¢ role genu WUSCHEL w utrzymaniu tozsamosci komérek inicjalnych (ang. stem cells).
Niebagatelna role w historii tych badan odegral wyboér Arabidopsis thaliana jako rosliny
modelowej. Jak odkryto, a nastepnie wyjasniono mechanizm dzialania genu WUSCHEL? Na
te pytania postaramy sie odpowiedzie¢ w tej pracy, podkreslajac jednoczesnie, w jaki sposob
wyboér modelu do badan umozliwil scharakteryzowanie funkcji genu WUSCHEL.

CHARAKTERYSTYKA ARABIDOPSIS THALIANA
JAKO ROSLINY MODELOWE]

Z punktu widzenia badan eksperymentalnych, organizm pretendujacy do
miana rosliny modelowej musi wykazywac szereg pozadanych cech, takich jak:
krotki cykl zyciowy, duza liczba produkowanych zarodnikéw lub nasion, nie-
wielkie rozmiary i tatwo$¢ prowadzenia upraw, poznana sekwencja genomu, fa-
twos¢ pozyskiwania transformantéw i mutantéw oraz mozliwos¢ wyprowadze-
nia stabilnych linii transgenicznych [1]. Wszystkie wymienione wyzej kryteria
spetnia Arabidopsis thaliana (L.) Heyn. (rzodkiewnik pospolity), niewielka roslina
nalezaca do rodziny kapustowatych (Brassicacae), do ktérej nalezg réwniez licz-
ne gatunki uzytkowe np. rzepak, kalafior. Pokréj Arabidopsis zmienia sie w za-
leznosci od fazy rozwoju. Poczatkowo, w fazie wegetatywnej, roélina rozwija sie
tworzac liScie zebrane w rozete. Faza generatywna, obejmujaca etapy kwitnienia
i owocowania, rozpoczyna sie wraz z charakterystyczna zmiang pokroju rosliny.
Z rozety lisciowej wyrastaja wowczas wysokie na 15-25 cm smukle pedy kwia-
tostanowe, wytwarzajace duza liczbe drobnych bialych kwiatéw [2-4]. Wzrost i
rozwdj roslin nie bytyby mozliwe, gdyby nie dzialalnos¢ merystemow, czyli grup
komoérek proliferujacych, wéréd ktérych znajduja sie niezréznicowane komorki
inicjalne (ang. stem cells). Szczegblne znaczenie dla rozwoju nadziemnych czesci
roslin ma merystem wierzchotkowy pedu (ang. shoot apical meristem, SAM). SAM
powstaje podczas rozwoju zarodkowego i funkcjonuje przez caly okres zycia
rosliny. W obrebie SAM utrzymywana jest samoodnawiajaca sie pula komorek
inicjalnych, ktérych pochodne ulegaja réznicowaniu i wspéttworza wszystkie
organy nadziemne, takie jak lodyga, liscie, paki pachwinowe czy kwiaty. W wy-
niku eksperymentéw prowadzonych z wykorzystaniem Arabidopsis wykazano,
ze bez funkcjonalnych komoérek inicjalnych w SAM roélina zamiera juz na etapie
kilkudniowej siewki.

Arabidopsis nie jest roéling wymagajaca zapewnienia jakichs szczegélnych wa-
runkéw do wzrostu. Jednoczes$nie wykazuje wyrazng plastycznosé fenotypowa
zaleznie od typu prowadzonej uprawy (rodzaju podioza) i warunkéw kulty-
wacji (temperatura, dtugos¢ dnia i nocy, stosowane pozywki). Obecnie uprawe
roélin prowadzi sie zaréwno na ziemi, imitujgc naturalne warunki wzrostu, na
specjalnie przygotowanych pozywkach in vitro, jak i w uprawie hydroponicznej
o cisle okreslonym sktadzie chemicznym pozywki. Oprécz Swiatla stonecznego
wykorzystuje sie takze sztuczne o$wietlenie zapewniane w specjalnie przysto-
sowanych pomieszczeniach (fitotronach) lub szafach hodowlanych. Dostepnos¢
réznych typéw uprawy i optymalizacja warunkéw jej prowadzenia pozwala na
badanie ré6znego typu zjawisk, w tym okreélenie wplywu czynnikéw zewnetrz-
nych [1].
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Co wazne, Arabidopsis jest zdolna do samozapylenia
dzieki posiadaniu zeriskich i meskich organéw generatyw-
nych (stupkéw i precikéw) dojrzewajacych réwnoczesnie w
kwiecie i braku samoniezgodnosci. Budowa kwiatu Arabi-
dopsis umozliwia ponadto sztuczne i kierunkowe krzyzo-
wanie osobnikéw z réznych linii transgenicznych i mutan-
tow [1,5]. Szacuje sig, ze z jednej rosliny mozna pozyskac
nawet do kilku tysiecy nasion [2]. Nasiona Arabidopis moz-
na réwniez poddawaé dziataniu fizycznych i chemicznych
czynnikéw mutagennych, co w przeszlosci przyczynito sie
znaczaco do rozwoju badan z zakresu genetyki roélin [3,6-
7]. Warto podkresli¢, Ze nasiona rzodkiewnika moga by¢
przechowywane przez wiele lat, a takze przekazywane
miedzy grupami badawczymi. Czyni to Arabidopsis szeroko
dostepnym organizmem modelowym, umozliwiajac wy-
miane nasion, a tym samym szybszy postep badan biologii
rozwoju roslin.

EKOTYPY ARABIDOPSIS

Zdolno$¢ do samozapylenia, oprécz wydajnego owo-
cowania, a tym samym tworzenia duzej liczby nasion, ma
réwniez znaczenie w kontekscie utrwalenia cech adaptacyj-
nych o podlozu genetycznym w dziko rosnacych popula-
gjach Arabidopsis na catym swiecie. W naturze rzodkiewnik
wystepuje na wszystkich kontynentach i w kazdej strefie
klimatycznej [8]. Populacje przystosowane do funkcjono-
wania w zajmowanym siedlisku odznaczaja sie wysokim
stopniem homozygotycznosci genomu, bedacej skutkiem
samozaplodnienia i izolacji przestrzennej od innych popu-
lacji. Tego typu populacje nazywamy ekotypami [4].

Juz w latach trzydziestych ubieglego wieku niemiecki
uczony, Friedrich Laibach, zwrécit uwage na wystepujaca
dywersyfikacje w czasie kwitnienia pomiedzy poszczegdl-
nymi populacjami Arabidopsis pochodzacymi z réznego
typu srodowisk [7]. Z czasem zaczeto wyrézniaé i nazywac
kolejne ekotypy, a takze deponowaé nasiona z ich rodzi-
mych populacji. Obecnie opisuje sie ekotypy zréznicowane
pod wieloma aspektami, w tym odmiany jare (kietkujace
wiosng i kwitnace péznym latem) oraz ozime (kietkujace
jesienia, zimujace w fazie wegetatywnej i kwitngce wczesna
wiosna, wymagajace wernalizacji (chtodu) do indukgji kwit-
nienia), czy tez odmiany odporne na rézne przejawy stresu
srodowiskowego (susza, dlugos$¢ dnia, temperatura, itp.).
Réznorodnos¢ prezentowanych cech znajduje zastosowanie
w wielu galeziach biologii roslin, takich jak badania filoge-
netyczne czy fizjologiczne [4].

Naukowcy reprezentujacy biologie rozwoju czy genety-
ke roslin wykorzystuja w swojej pracy dwa gléwne ekoty-
py: Landsberg erecta (Ler) i Columbia (Col) [7]. Landsberg
erecta jest mutantem, ktéry zostal wyizolowany po mutage-
nezie przeprowadzonej z uzyciem naswietlania promienia-
mi Roentgena roslin ekotypu Landsberg. Columbia jest za$
odmiang naturalna, wyizolowang z dziko rosnacej, niena-
Swietlanej populacji ekotypu Landsberg [9]. Oba ekotypy
reprezentuja odmiany jare, niewymagajace wernalizacji,
co przyspiesza i ulatwia ich uprawe. W optymalnych wa-
runkach wzrostu czas od wykietkowania nasiona do osig-
gniecia pelnej dojrzalosci i produkcji pierwszych owocow
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wynosi nie wiecej niz 2 miesigce [1-2]. Wykorzystanie tych
dwoch ekotypéw umozliwia uzyskiwanie poréwnywal-
nych do siebie wynikéw, niwelujac ich zmienno$¢ wyni-
kajaca z réznic w strukturze genomu, a wiec ulatwia tez
interpretacje danych i pozwala na odkrycie uniwersalnych
mechanizméw lezacych u podstaw funkcjonowania roslin
okrytonasiennych [7].

POCZATKI BADAN NAUKOWYCH
Z WYKORZYSTANIEM ARABIDOPSIS

Pomimo licznych zalet ten niepozorny chwast nie zawsze
zajmowal dominujacg pozycje w $wiecie nauki. O status or-
ganizmu modelowego konkurowat z rodlinami uprawnymi,
takimi jak pomidor, kukurydza czy tytori, majacymi zna-
czenie w zyciu czlowieka. Dzi$, pomimo swojego znaczenia
dla nauki, Arabidopsis pozostaje wciaz roéling dobrze znang
jedynie biologom. Niska §wiadomos¢ spoteczna dotyczaca
znaczenia tego gatunku dla rozwoju nauki bywa utrudnie-
niem w pozyskiwaniu funduszy na prowadzenie badari na-
ukowych z wykorzystaniem tego modelu [3].

Arabidopsis w literaturze naukowej zadebiutowala w
1907 r., dzieki wspomnianemu wczesniej Friedriechowi
Laibachowi [7]. Byl on woéwczas doktorantem Edwarda
Strasburgera, wybitnego naukowca polsko-niemieckiego
pochodzenia, ktérego liczne odkrycia istotnie przyczynity
sie¢ do rozwoju botaniki. Laibach prowadzil analizy cyto-
logiczne na réznych gatunkach roslin, w tym takze na za-
proponowanym przez Strasburgera rzodkiewniku [6,7].
W swojej rozprawie doktorskiej Laibach scharakteryzowat
5 par chromosomoéw Arabidopsis thaliana. Wéréd roélin taka
liczba chromosomoéw jest niewielka, ponadto sa one bardzo
mate [7,10]. Z jednej strony bylo to istotnym utrudnieniem
w przeprowadzaniu analiz cytologicznych na poczatku
XX wieku, z uwagi na brak odpowiednich narzedzi i me-
tod, z drugiej zas, niewielki genom jest obecnie duzym ufa-
twieniem w badaniach zwiazanych z genetyka roslin.

Obecnie wiadomo juz, ze caly genom Arabidopsis ma
wielkos¢ jedynie 125 Mpz i zawiera okolo 25 tysiecy genéw
- podobnie jak genom cztowieka, ktéry jest jednak ponad 20
razy wiekszy. Niewielki rozmiar genomu u Arabidopsis jest
zwigzany z brakiem licznych powtérzen i duplikacji, cho¢
sa one powszechnie obecne w genomach roslinnych [1,10].
U wiekszosci znanych nam gatunkéw roélin genomy sa bar-
dzo duze, zorganizowane w liczne chromosomy, a przez to
wysoce skomplikowane. Z uwagi na te cechy dltugo uwaza-
no préoby wykonywania analiz genetycznych u roslin za nie-
mozliwe, cho¢ badania, ktére daly poczatek genetyce, byty
przeprowadzone przez Gregora Mendla wladnie z wyko-
rzystaniem roélin. Dzi$, gtéwnie dzieki rozwojowi techno-
logii, z powodzeniem bada sie genomy réznych roslin, cho¢
z uwagi na swoje, opisane wyzej, cechy gtéwnym modelem
pozostaje A. thaliana.

Laibach zaniechal pracy nad rzodkiewnikiem az do lat
trzydziestych XX wieku. Po powrocie do badan z wykorzy-
staniem Arabidopsis, przez 20 lat Laibach i jego wspoélpra-
cownicy zebrali ponad 150 réznych ekotypéw z licznych
siedlisk, nadajac im nazwy wedlug miejscowosci zbioru
materiatu [3,7]. Laibach, dzieki swojej dlugoletniej pracy i
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doskonatemu poznaniu biologii Arabidopsis, bedac $wia-
domym jej licznych waloréw, juz w 1943 r. zaproponowat
stosowanie jej jako modelu badawczego. Wedlug niego
Arabidopsis miala potencjal sta¢ sie dla botanikéw tak waz-
na rosling, jak Drosophila melanogaster dominujgca wéwczas
wéréd badan zwiazanych z biologia rozwoju zwierzat i ge-
netyka [11,12]. Oba te organizmy lgczy duza podatnos¢ na
czynniki mutagenne (a tym samym mozliwos¢ uzyskiwania
mutantéw i badanie funkcji genéw), zdolnos¢ do utrzyma-
nia linii homozygotycznych i latwoséé¢ ukierunkowanego
krzyzowania [9].

Pierwsze indukowane mutanty A. thaliana zostaly wy-
izolowane przez Erne Reinholz, doktorantke F. Laibacha, w
pierwszej potowie lat czterdziestych XX wieku [13]. W tym
celu Reinholz wykorzystala promieniowanie Roentgena,
ktoére okazalo sie by¢ wysoce wydajnym czynnikiem mo-
dyfikujacym materiat genetyczny Arabidopsis. Co ciekawe,
juz w 1955 r. na famach Nature opublikowano doniesienia
o wyizolowaniu mutanta Arabidopsis [14]. Wéwczas, po raz
pierwszy w historii, wyniki badani z wykorzystaniem rzod-
kiewnika ukazaly sie w tak waznym i poczytnym czasopi-
$mie naukowym. Autorem wspomnianej pracy byl mlody
Australijczyk, John Langridge, ktéry podobnie jak Rein-
holz jako mutagen zastosowal promieniowanie Roentgena
[7,12,14]. Wkrétce mutageneza Arabidopsis zyskata na zna-
czeniu, co podkreélaly udane proby stosowania nowych
czynnikéw mutagennych, takich jak EMS i promieniowanie
uv.

ROZWOJ BADAN Z WYKORZYSTANIEM
ARABIDOPSIS W EUROPIE I USA

Popularno$é¢ rzodkiewnika w Europie zaczeta powoli
wzrasta¢ w drugiej polowie lat pie¢dziesigtych XX wieku,
kiedy to Arabidopsis stalo si¢ modelem stosowanym w kilku
réznych krajach. Uczeni z Niemiec, Czechoslowacji, Belgii
i Holandii utworzyli zwarta spoleczno$¢ prowadzaca ba-
dania miedzy innymi nad rozwojem metod mutagenezy i
analizg pozyskiwanych mutantéw [7]. W 1964 r. rozpoczeto
wydawanie dorocznego newslettera/biuletynu, ktéry byt
przez lata publikowany jako AIS (z ang. Arabidopsis Infor-
mation Service), a w 1965 r. w Getyndze odbyla sie pierwsza
miedzynarodowa konferencja naukowa poswiecona w cato-
§ci Arabidopsis [3]. W wyniku dostrzezonej potrzeby i staran
badaczy na poczatku lat dziewieédziesiatych utworzono
powszechny bank nasion, w ktérym zdeponowano ekoty-
py z kolekeji Laibacha i wiekszo$¢ wyizolowanych juz w
tym czasie mutantéw [15]. W p6Zniejszych latach AIS prze-
ksztalcony zostal w dobrze rozwinieta internetowa baze da-
nych na temat Arabidopsis (TAIR - The Arabidopsis Informa-
tion Resource), w ktérej znajduja sie obecnie takze wszystkie
archiwalne wydania newsletteréw AIS [3].

Rozwdj badarh nad Arabidopsis w USA rozpoczal sie w
latach piecdziesiatych wraz z emigracja wegierskiego bo-
tanika, G. Redeiego. Redei, wspétpracujacy z Laibachem i
podzielajacy jego poglady na Arabidopsis jako rosline mode-
lowa, zabral ze soba nasiona czterech ekotypdéw z kolekgji
Laibacha: Graz, Limburg, Estland i Landsberg. Przez niemal
20 lat pozostawat kierownikiem jedynego laboratorium w
Ameryce PéInocnej, w ktérym przeprowadzano badania z
wykorzystaniem rzodkiewnika [7,9]. W 1975 r. opublikowat
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artykut [6], w ktérym intensywnie podkreslat zalety Arabi-
dopsis jako modelu badawczego powolujac sie na uzyskane
przez siebie wyniki, dokonania F. Laibacha i odkrycia eu-
ropejskich badaczy. Szczegélna uwage zwrécil na inten-
sywne stosowanie czynnikéw o potencjale mutagennym:
od fizycznych po chemiczne [6]. Podczas gdy w Stanach
Zjednoczonych intensywnie badano genetyke organizméw
prokariotycznych z uwagi na tatwoé¢ prowadzenia analiz,
oraz zwierzecych ze wzgledu na mozliwos¢ wykorzystania
wynikéw w medycynie, botaniczne oblicze genetyki pozo-
stawalo poza obszarem zainteresowania szerokiego grona
naukowcéw. Pomimo stale rosnacego zainteresowania Ara-
bidopsis, przejawiajgcego sie powstawaniem nowych zespo-
t6w badawczych skupiajacych sie wokot tej rosliny i nawia-
zywaniem miedzynarodowej wspélpracy, duzym proble-
mem okazalo si¢ zwrécenie uwagi srodowiska naukowego
i fundacji na zaniedbywany dotychczas obszar badari mo-
lekularnych z wykorzystaniem roslin. Peten rozkwit badari
nad genetyka roslin nastapil dopiero pod koniec XX wieku
w Stanach Zjednoczonych, w wyniku dostrzezenia pogle-
biajacej sie przepasci pomiedzy wiedzg o réznych grupach
organizmoéw i wzrastajacej konkurencji miedzy genetykami
[3,7].

U schylku lat siedemdziesiatych na potrzebe ustanowie-
nia modelu rodlinnego dla badan genetycznych zwrdcit
nawet uwage jeden ze wspélodkrywcow struktury DNA,
James Watson. W wyniku jego starari przystapiono wtedy
do badan z wykorzystaniem petunii (Petunia sp.), a wkrot-
ce jako drugi model zastosowano takze A. thaliana. Rzod-
kiewnik okazal sie réwniez wdzieczna pomoca naukowa
podczas kursu biologii molekularnej roslin skierowanego
do studentéw i mtodych badaczy, co pozwolilo ponownie
uwydatni¢ zalety tej rosliny jako potencjalnego organizmu
modelowego [3]. Uprawa Arabidopsis byla tatwa, szybka
i tania; mozliwosci manipulacji i analizowania réznych
struktur bardzo rozlegle, a sama roslina charakteryzowala
sie prosta, ale typowa dla roslin okrytonasiennych budowa.
Pod koniec lat osiemdziesiatych, dzieki silnemu wptywowi
Jamesa Watsona i wzrastajacej konkurencji miedzy National
Institute of Health, finansujagcym Human Genome Project, a
National Science Foundation (NSF), NSF zdecydowala sie
przekaza¢ fundusze na poczet niedowartosciowanych do-
tychczas badan w zakresie genetyki roslin. Spopularyzowa-
nie Arabidopsis jako modelu badawczego w Stanach Zjedno-
czonych przyciggneto uwage miodych uczonych, ktérych
badania ugruntowaly pozycje rzodkiewnika jako modelu
badawczego: Freda Ausubela, Elliota Meyerowitza, Dave’a
Meinkego, Randy’ego Scholla, Shauny i Chrisa Somervilloéw
oraz Martina Koornneefa. Wzrost zainteresowania i naptyw
funduszy pozwolily poszerzy¢ zakres badan i przyspieszy¢
ich rozw¢j, co szybko wysunelo Stany Zjednoczone na po-
zycje lidera badan z wykorzystaniem Arabidopsis [3,7].

ERA PIERWSZYCH ANALIZ GENETYCZNYCH

Lata osiemdziesiate i dziewiecdziesigte to ,,zlote lata” dla
rozwoju metod mutagenezy i analiz genetycznych, ktére
dostarczyly przelomowych wynikéw dzieki ktérym dobit-
nie wykazano, ze badania genetyczne mozna z sukcesem
prowadzi¢ takze na wielokomérkowych eukariotycznych
organizmach, w tym na Arabidopsis thaliana. Stosowane
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poczatkowo rodzaje mutagenezy, wykorzystujace pro-
mieniowanie Roentgena, naswietlanie UV lub traktowanie
czynnikiem alkilujagcym EMS powodowaty losowe zmiany
pojedynczych nukleotydéw, co stanowilo jednak znaczaca
trudnoé¢ w kontekécie mapowania mutacji. Wymagato éw-
czes$nie duzego nakladu pracy i czasu, generujac takze wy-
sokie koszty przy ograniczonej efektywnosci. Niekwestio-
nowang zaletq Arabidopsis okazal sie niewielki rozmiar ge-
nomu i, pomimo niedoskonatosci metod, skutecznie mapo-
wano geny, ktérych mutacje wywolywaty efekty fenotypo-
we. Cho¢ przez diugi czas narzedzia molekularne nie byly
powszechnie stosowane w badaniach nad biologia rozwoju
roélin, mutageneza nasion A. thaliana okazala si¢ prostym i
skutecznym podejéciem, a uzyskane dzieki jej zastosowaniu
wyniki przyczynily si¢ znaczaco do poszerzenia wiedzy o
funkcjonowaniu roslin takze na podiozu genetycznym. W
konsekwengji rola rzodkiewnika jako rosdliny modelowej
zostala ugruntowana, czego wynikiem jest ogromna liczba
opublikowanych obecnie prac naukowych na jej temat.

GEN WUSCHEL (WUS)

Z uwagi na kluczowe znaczenie merystemu apikalnego
pedu (SAM) dla funkcjonowania rosliny, a takze ze wzgle-
du na potencjalng ,nie$miertelnos¢”, komorki inicjalne
(merystematyczne) sa szczegdlnie waznym obiektem ba-
dani. Nie dziwi wiec, Ze od rozpoczecia pracy z mutanta-
mi Arabidopsis uwaga naukowcéw zwrdcona byla takze na
ich selekcje i badanie potencjalu merystematycznego pod
katem fenotypowych zaburzen funkcjonowania SAM. Po-
szukiwania mutantéw tego typu prowadzono jednocze$nie
w Europie i Stanach Zjednoczonych, wykorzystujac do tego
odpowiednio najpopularniejsze w obrebie tych kontynen-
tow ekotypy: Landsberg erecta (Ler) w Europie i Columbia
(Col) w USA. Wytypowano woéwczas m. in. kilka mutantow
o fenotypach wskazujacych na zaburzenia funkcjonowania
merystemoéw, ktére po dalszych analizach okazaly sie by¢
mutantami genéw SHOOTMERISTEMLESS (STM, [16]),
CLAVATAI i CLAVATA3 (CLV1, 3; [17-19]), a takze WU-
SCHEL (WUS, [20]). Warto wspomniec, ze prace opisujace
fenotypy wszystkich tych mutantéw bylty poczatkowo pu-
blikowane jedynie w czasopiémie Development, ktére stato
si¢ tym samym gtéwna platforma wymiany mysli naukowej
w zakresie biologii rozwoju.

ODKRYCIE GENU WUSCHEL

Gen WUSCHEL zostat odkryty i opisany po raz pierw-
szy przez niemieckiego uczonego Thomasa Lauxa pod
koniec XX wieku [20]. T. Laux, pracujacy woéwczas w
zespole Gerda Jurgensa, poszukiwal fenotypow $wiad-
czacych o zaburzeniach w regulacji SAM w mlodych
siewkach Arabidopsis thaliana Ler, kielkujacych z nasion
poddanych mutagenezie z EMS. W siewkach o prawidlo-
wo funkcjonujacym SAM pierwsza para lisci wyksztalca
sie ok. siédmego dnia od wykietkowania. Dwa zidenty-
fikowane przez Laux i wsp. (1996) mutanty wus (wus-1 i
wus-2), w odréznieniu do typu dzikiego (WT), nie posia-
daty lisci na tym etapie (Ryc. 1A). Co ciekawe, mutanty
wus nie koniczyly jednak swojego rozwoju, czego mozna
byloby sie spodziewaé¢ w przypadku nieodwracalnego
uszkodzenia lub niewyksztalcenia SAM. Niemniej jed-
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Rycina 1. Fenotyp roslin Arabidopsis thaliana typu dzikiego (WT) i mutantéw
wus-1. A) fenotyp siedmiodniowych siewek A. thaliana. Bialg strzatkg zaznaczono
miejsce wystepowania w siewkach WT merystemu apikalnego pedu; B) przekréj
podtuzny przez merystem apikalny pedu (z ang. shoot apical meristen;, SAM) sie-
wek WT A. thaliana. Biala strzatka zaznaczono strefe OC (z ang. organising center);
C) fenotyp roslin A. thaliana w stadium generatywnym

nak doroste mutanty wus réznily sie znaczgco od roslin
WT: mialy bardziej ,krzaczasty” pokréj, co byto wyni-
kiem niecigglego tworzenia zawigzkéw lisci w fazie we-
getatywnej. Fenotyp mutanta wuschel zostal opisany jako
,stop and go”, gdyz jego nieregularne rozety liSciowe po-
wstawaly z wytwarzanych de novo komoérek inicjalnych w
czedciach peryferycznych merysteméw. Zawiazujace sie
W ten spos6b nowe merystemy powielaty los pierwszego
funkcjonujacego SAM, ulegajac przedwczesnemu zréz-
nicowaniu komoérek merystematycznych. Co ciekawe,
mutanty wus byly w stanie przejé$¢ z fazy wegetatywnej
do generatywnej i wytworzy¢ pedy kwiatostanowe (kto-
re charakteryzowaly sie wystepowaniem powietrznych
rozet liSciowych i byty zdolne do wytworzenia jedynie
kilku kwiatéw), cho¢ miato to miejsce z bardzo duzym
op6znieniem wzgledem WT [20] (Ryc. 1C). Szczegétowo
przeprowadzone analizy fenotypu na poziomie orga-
nizmalnym, tkankowym i komérkowym wykazaly, ze
gen WUSCHEL nie jest konieczny do inicjacji merystemu
apikalnego pedu (SAM), ale jest wymagany do utrzy-
mania niezdeterminowanej tozsamosci komoérek w jego
obrebie. Tworzenie si¢ nowych organéw w mutantach
wus ma charakter nieregularny zaréwno w stadium we-
getatywnym, jak i generatywnym. Wiadomo réwniez, ze
WUSCHEL pelni istotna role w podtrzymywaniu prawi-
diowego funkcjonowania merystemu kwiatowego; w tej
pracy skupimy sie¢ jednak wylacznie na jego roli w odnie-
sieniu do merystemu apikalnego pedu (SAM).

Mutanty wus-1 i wus-2 powstaly na drodze mutagenezy
chemicznej z wykorzystaniem czynnika alkilujacego EMS.
Poznanie dokladnej chromosomalnej lokalizacji zmienione-
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go nukleotydu (a wiec w konsekwencji identyfikacja genu
WUSCHEL) bylo wiec wyzwaniem. W tym celu zastosowa-
no kosztowng i pracochlonna metode Map-Based cloning, a
uzyskane wyniki opublikowano w czasopi$mie Development
w 1998 roku [21]. Analiza sekwencji wyjéciowej wykonana
przez zesp6t T. Lauxa pozwolita okresli¢, ze gen WUS kodu-
je biatko homeotyczne nowego typu, ztozone z 291 amino-
kwaséw i zawierajace dwa typy domen funkcjonalnych: 1)
domene wykazujaca podobieristwo do homeodomen wia-
zacych DNA; 2) domene kwasnych aminokwaséw przypo-
minajacg podobne domeny, obecne w czynnikach pozytyw-
nie regulujacych transkrypgje.

Do poznania funkcji genu rutynowo wykorzystuje sie
dzisiaj roéliny transgeniczne, dzieki ktérym mozliwa jest
np. lokalizacja aktywnosci promotora czy biatka w od-
niesieniu do tkanek, komorek i organelli komérkowych,
mobilnosci bialek lub aktywowanie i dezaktywowanie
badanego genu w systemach indukcyjnych. Tego typu
eksperymenty nie byty jednak prowadzone powszechnie
u rzodkiewnika ze wzgledu na koniecznoé¢ stosowania
kultur tkankowych, niskiej skutecznosci transformacji i
braku dostepnosci zoptymalizowanych protokotéw. Do-
piero opracowanie metody ,floral dip” w 1998 r. [22] ula-
twito wydajna transformacje Arabidopsis, otwierajac sze-
roko drzwi do niewyeksploatowanych dotad pél badan.
W pierwszych publikacjach dotyczacych roslin transge-
nicznych w kontekécie WUSCHEL zastosowano wiec me-
tode stabilnej transformacji (wykorzystujac w tym celu
korzenie i hodowle tkankowa) wytacznie podczas prze-
prowadzania ,Map-based cloning”. W celu komérkowego
zlokalizowania produktu biatkowego genu WUSCHEL
(poprzez jego fuzje z genem reporterowym kodujacym
B-glukuronidaze GUS) zastosowano metode ekspresji
przejsciowej w komérkach epidermy cebuli [21]. Dowo-
dem aktywnosci enzymu GUS jest obecno$é niebieskie-
go produktu w tkance do ktérej podano substrat. Dzieki
zastosowaniu tej metody mozliwe bylo potwierdzenie
jadrowej lokalizacji produktu genu WUSCHEL, a ponad-
to, laczac te wiedze z wnioskami odnoszacymi sie do do-
men funkcjonalnych w sekwencji, zaklasyfikowano WU-
SCHEL jako czynnik transkrypcyjny.

Hybrydyzacja in situ byla wéwczas powszechnie stoso-
wana metodg, ktora umozliwiala efektywne sprawdzenie
poziomu ekspresji genéw. Opierala sie o detekcje mRNA
i nie wymagala wczesniejszego transformowania roslin.
Brak koniecznosci tworzenia rodlin transgenicznych to
walor, dzieki ktéremu technika ta stata sie wykorzysty-
wana powszechnie w badaniach genetycznych z wyko-
rzystaniem A. thaliana. Dzigki jej zastosowaniu dowie-
dziono miedzy innymi, ze transkrypt genu WUSCHEL
pojawia sie po raz pierwszy w zarodku w stadium 16
komérkowym, a jego lokalizacja jest ograniczona do czte-
rech komérek. Na pézniejszych etapach rozwoju zarodka
oraz w rozwoju pozarodkowym sygnal pochodzacy od
mRNA genu WUS jest obecny tylko w niewielkiej gru-
pie komoérek w centralnej czedci merystemu apikalnego
pedu, pod komoérkami inicjalnymi, ktorg to strefe identy-
fikowano pézniej jako strefe OC (z ang. organising center,
OC, Fig. 1B), odpowiadajaca wyréznianej wczesniej stre-
fie centralnych komoérek macierzystych (CKM). Ekspresja
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genu WUSCHEL jest wiec $cisle zwigzana ze strefg OC w
SAM, odpowiedzialng za utrzymanie niezré6znicowanego
charakteru komérek inicjalnych (z ang. stem cells) znajdu-
jacych sie dystalnie [21].

WUSCHEL A INNE GENY REGULUJACE
FUNKCJONOWANIE MERYSTEMU APIKALNEGO PEDU

Poznanie genetycznych zaleznosci pomiedzy nowo od-
krytymi genami, majacymi zwigzek z funkcjonowaniem
merystemu apikalnego pedu, bylo wazng czescia badan
prowadzonych w tamtych latach. Zanim zidentyfikowano
WUSCHEL, juz wczeéniej znano kilka innych genéw pelnia-
cych role w funkcjonowaniu SAM, takich jak CLAVATA czy
SHOOTMERISTEMLESS [16,23]. Rutynowo wykonywano
eksperymentalng analize oddziatywan genetycznych mie-
dzy genami o potencjalnie podobnej roli biologicznej. Ana-
lize fenotypu pojedynczych i podwéjnych mutantéw (pota-
czona czesto z hybrydyzacja in situ dla okredlenia zmian w
ekspresji genéw) stosowano wiec tez z powodzeniem przy
okreélaniu interakcji miedzy genami o potencjalnie , mery-
stematycznej” roli. Pozwolito to miedzy innymi wykazag,
ze dwa geny (WUS i STM), uczestniczgce w podtrzyma-
niu puli niezréznicowanych komoérek w obrebie SAM, re-
guluja ten proces na drodze réznych Sciezek sygnalnych.
Mutacja w genie WUSCHEL nie skutkowata powstaniem
dodatkowych morfologicznych zmian w siewkach mutan-
tow stm z calkowita utrata funkgji (stm-5), za$ wzmacnia-
ta fenotyp mutanta hipermorficznego (np. stm-2). Fenotyp
podwoéjnego mutanta wus-1 stm-2 byl identyczny jak ten
charakteryzujacy mutanta stm-5. Co wiecej, ekspresja genu
WUS, ktéra u roslin WT obserwuje sie w komorkach strefy
OC merystemu apikalnego pedu, nadal byla wykrywana w
zarodkach mutantéw stm-5, za$ ekspresja genu STM, ktéra
w typie dzikim wystepuje na calym obszarze SAM z wyla-
czeniem zawiazkéw organdéw bocznych, byta wykrywana
w zarodkach mutantéw wus-1. Ponadto oba te geny nie ule-
galy juz ekspresji w pelni zréznicowanych wierzchotkach
siewek odpowiednich mutantéw. Sugeruje to, Ze u obu mu-
tantow pewien poziom merystematycznej tozsamosci jest
nadal zachowywany w stadium zarodkowym, ale juz nie
w stadium siewek, oraz ze brak jest wzajemnej zaleznosci
w inicjowaniu ekspresji WUS i STM podczas rozwoju za-
rodka. Wszystkie uzyskane wyniki (fenotypowanie poje-
dynczych i podwoéjnych mutantéw oraz poziomy ekspresji
genéw WUS i STM w roslinach WT i pojedynczych mutan-
tach) sklonily badaczy do postawienia hipotezy, Ze istniejg
oddzielne sciezki regulujace aktywnos$¢é merystematyczna z
wykorzystaniem genéw WUS i STM [21,23]. Dzi$ wiadomo,
ze WUSCHEL jest wymagany do utrzymania puli komérek
inicjalnych, podczas gdy STM kontroluje proliferacje ich po-
chodnych zapobiegajac ich ré6znicowaniu sie.

Wyizolowanie mutantéw genéw z rodziny CLAVATA
zaangazowanych w regulacje SAM nastapito kilkukrotnie
w wyniku mutagenez przeprowadzonych jeszcze przed
odkryciem genu WUSCHEL [m.in.: 17,18]. Fenotyp ziden-
tyfikowanych w latach osiemdziesigtych mutantéw clv
stanowil przejaw nieprawidtowego dzialania SAM, cze-
go efektem byla fascjacja (rozrost) pedéw. Podobnie jak
w przypadku genu STM, geny CLV byly analizowane na
réznych poziomach organizacji roéliny. Po odkryciu genu
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WUSCHEL, przeprowadzono réwniez analizy genetyczne
majace wykazac interakcje genetyczne miedzy WUS i gena-
mi z rodziny CLAVATA. Co ciekawe, analizy podwdjnych
mutantéw wykazaly, ze fenotypy wus-1 clvl i wus-1 clv3 sa
nierozréznialne wzgledem pojedynczych mutantow wus-1
[20,24]. Kontrastujace ze soba fenotypy pojedynczych mu-
tantéw i zmiany we wzorcach ekspresji WUS i CLAVATA
u analizowanych linii (tj. brak ekspresji CLV3 w mutancie
wus-1 i wzmozona ekspresja WUS w mutancie clv3), suge-
ruja, ze aktywnosé WUS jest negatywnie regulowana i ogra-
niczona do strefy OC przez aktywnoé¢ genéw CLV [24-25].
Ten negatywny charakter regulacji WUSCHEL przez geny
CLAVATA zostal nastepnie wielokrotnie potwierdzony na
drodze eksperymentalnej. Obecnie wiadomo, ze geny CLV
kodujg elementy szlaku sygnatowego: CLV1 kinaze recep-
torowq, CLV2 bialko asystujace w kompleksie sygnalnym, a
CLV3 peptyd sygnalny [26].

OPRACOWANIE METODY ,, FLORAL DIP”

Jak wczes$niej wspomniano, w 1998 r. opublikowano
protokét nowatorskiej i prostej metody transformacji ro-
slin opracowanej dla Arabidopsis thaliana tzw. ,floral dip”
[22]. Technika ta wymaga jedynie, aby rozwijajace sie mto-
de kwiatostany roslin Arabidopsis byly zanurzone na okoto
minute w roztworze zawierajacym bakterie Agrobacterium
tumefaciens, bedacymi powszechnie stosowanym wektorem
do przeniesienia transgenu do roéliny. Po zakoriczeniu eks-
pozycji na drobnoustrédj z pozadanym konstruktem gene-
tycznym, rosliny hoduje sie w standardowych warunkach
w pokoju hodowlanym oczekujac na wytworzenie nasion,
z ktérych czes$¢ zawiera transgeniczne zarodki. Metoda
,floral dip” ze wzgledu na swoja prostote i dostepnos¢ zre-
wolucjonizowata badania nad rozwojem roslin, utatwiajac
znaczaco pozyskiwanie transgenicznych roslin Arabidopsis.

Merystem apikalny pedu juz w tamtych latach byt przed-
miotem wielu nowatorskich badar. Nie dziwi wiec fakt, ze
opracowanie protokotu ,floral dip” zdecydowanie przyspie-
szylo takze badania dotyczace genu WUSCHEL w kontek-
Scie molekularnej regulacji funkcjonowania SAM. Dzieki
zastosowaniu réznorodnych metod eksperymentalnych po-
twierdzono role WUSCHEL w kontrolowaniu funkcjonowa-
nia SAM. Duza role odegraly tutaj transformacje Arabidopsis,
gdyz pozwolily na stworzenie i uzycie roslin transgenicz-
nych ze stabilna ekspresja genéw reporterowych, bedacych
pod kontrola badanych promotoréw lub przylaczanych do
innych genéw przy zachowaniu zgodnosci ramki odczytu
(co bylo istotne dla sprawdzenia aktywnosci promotorow
lub lokalizacji biatek), z konstytutywna ekspresja genu, z
ekspresja genu spod innego promotora niz endogenny, czy
z indukcja ekspresji w okreslonym momencie zycia (np.
przez zastosowanie czynnika chemicznego).

Dzieki wykorzystaniu réznych podejs¢ badawczych, w
tym transformacji roslin i tworzenia roslin transgenicznych,
analiz genetycznych z uzyciem pojedynczych i podwdéjnych
mutantéw oraz wizualizacji ekspresji genu WUS z uzyciem
hybrydyzacji in situ (u roslin WT i mutantéw clavata), uda-
to si¢ miedzy innymi jednoznacznie wykazac, ze w obrebie
merystemu apikalnego pedu geny CLV ulegaja ekspresji w
komoérkach inicjalnych (ang. stem cells), a ich rola jest hamo-
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wanie ekspresji genu WUSCHEL na poziomie transkryptu,
ograniczajac domene ekspresji genu WUS do komoérek OC.
Ponadto ekspresja genu WUS okazatla sie by¢ konieczna i
réwnoczesnie wystarczajaca do indukcji tozsamosci leza-
cych w strefie komorek inicjalnych potozonych dystalnie do
strefy OC i ekspresji ich markera (genu CLV3). Dowiedzio-
no takze znaczenia tej samoregulujacej sie petli WUSCHEL-
-CLAVATA typu ujemnego sprzezenia zwrotnego dla
utrzymania wzglednie stabilnej puli komérek inicjalnych
w SAM przez cate zycie rosliny. WUS promuje utrzymanie
tozsamosci komérek inicjalnych i ekspresje genu CLAVA-
TA3, ktéry negatywnie reguluje ekspresje genu WUS, co jest
kluczowe dla utrzymania niezdeterminowanego potencjatu
wzrostu roslin Arabidopsis [m.in.: 24-25,27-28].

ZSEKWENCJONOWANIE GENOMU ARABIDOPSIS
ORAZ ROZWOJ TECHNIK MIKROSKOPOWYCH
A POSTEP BADAN NAD GENEM WUSCHEL

Wzrost zainteresowania badaniami z wykorzystaniem
rzodkiewnika, a takze rozwdj metod sekwencjonowania i
zwigkszenie nakladéw finansowych na badania genetycz-
ne przyczynily sie do zainicjowania glosnych projektow,
ktérych celem bylo poznanie sekwencji genoméw nie tyl-
ko czlowieka, ale takze organizméw modelowych, takich
jak Arabidopsis thaliana. W poznanie genomu rzodkiewnika
zaangazowalo sie wiele zespolow badawczych tworzacych
tzw. AGI (z ang. Arabidopsis Genome Initiative), co pozwolito
znaczaco przyspieszy¢ prace, podobnie jak mialo to miejsce
w najstynniejszym projekcie sekwencjonowania - HUGO
(ang. The Human Genome Project). Zywiono wéwczas nadzie-
je, ze uzyskane wyniki odmienig oblicze badan naukowych
i pozwola na ich prowadzenie na nieznang dotad skale. Jed-
nym z kamieni milowych w badaniach nad rzodkiewnikiem
bylo opublikowanie w czasopisémie Nature pelnej sekwencji
genomu tej rosliny niedlugo po opracowaniu metody ,flo-
ral dip”, tj. w 2000 r. Doprowadzito to do szybkiego pozy-
skania nowych danych, co wraz z istniejaca wiedza, bedaca
owocem dekad badan nad Arabidopsis, wymusito znale-
zienie sposobu na wygodne deponowanie informagji i ich
odczytywanie. Dzigeki dazeniom Srodowiska naukowego
do powstania kanatu umozliwiajacego szybka i powszech-
na wymiane wiedzy utworzono baze danych TAIR (z ang.
The Arabidopsis Information Resource), poSwiecona wylacznie
rzodkiewnikowi [29]. Jako matryce do sekwencjonowania
wybrano ekotyp Columbia, co wynikalo z jego popularno-
Sci, dostepnosci oraz wiedzy, jaka dotychczas zgromadzo-
no, a takze naturalnego pochodzenia tego ekotypu. Po opu-
blikowaniu sekwengcji jadrowego DNA Arabidopsis mozliwe
stato sie prowadzenie badain w skali catego genomu, czyli
stosowanie metod pozwalajacych na analizowanie ekspre-
sji wielu genéw jednoczes$nie, takich jak mikromacierze, a
nastepnie RNAseq, opierajace sie na detekcji obecnego w
komorce RNA z wykorzystaniem technologii sekwencjono-
wania drugiej generacji.

Ogromny postep w badaniach nad SAM osiagnieto nie
tylko dzieki postepowi w rozwoju narzedzi biologii moleku-
larnej. Innym waznym czynnikiem, ktéry to umozliwil, byl
rozw0j technik zwigzanych z obserwacjami mikroskopowy-
mi. Coraz bardziej zaawansowane mikroskopy i wykorzy-
stanie znacznikéw fluorescencyjnych umozliwity naukow-
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com lokalizacje bialek znakowanych, ktérych ekspresja jest
staba i zachodzi gteboko w strukturach roslinnych (np. biat-
ka WUS ulegajace ekspresji w niewielkiej liczbie komérek
strefy OC w warstwach podpowierzchniowych merystemu,
dodatkowo schowanego pod licznymi zawigzkami nowych
organéw). Postep w technikach mikroskopowych i biologii
molekularnej umozliwil w XXI wieku prowadzenie coraz
bardziej precyzyjnych i zaawansowanych badan, ktére za-
owocowaly przelomowymi odkryciami zwigzanymi z me-
chanizmem dziatania genu WUSCHEL i jego roli w regulo-
waniu funkcjonowania SAM. Z wielu takich odkry¢, warto
wspomnie¢ w szczegolnosci o kilku.

Udowodniono, ze peptyd sygnalny CLAVATA3 jest
mobilny, a jego regulowane rozprzestrzenianie sie miedzy
komoérkami warunkuje rozpoczecie réznicowania sie ko-
morek w strefie peryferycznej SAM, przy jednoczesnym
zachowaniu stabilnej puli komérek inicjalnych w strefie
centralnej [m. in.: 28,30]. Innym waznym osiagnieciem byto
odkrycie pierwszych bezposrednich, negatywnie regulowa-
nych przez WUSCHEL genéw w SAM, czyli genéw ARA-
BIDOPSIS RESPONSE REGULATOR (ARR) typu A [31].
Od lat podejrzewano, ze WUSCHEL dziala jako represor w
regulacji utrzymania SAM, ale az do 2005 roku znany by?
tylko jeden bezposredni gen docelowy i byl to pozytywnie
regulowany gen AGAMOUS w merystemach kwiatowych.
Nic wiec dziwnego, Zze odkrycie pierwszego hamowanego
bezposredniego przez WUSCHEL genu, majacego istotne
znaczenie dla funkcjonowania SAM, zostato opublikowane
w Nature. Kolejnym wartym odnotowania osiggnieciem jest
wykazanie, ze bialko WUS przemieszcza sie z komérek OC,
gdzie gen WUS jest transkrybowany, do wyzej potozonych
komoérek inicjalnych poprzez plazmodesmy, gdzie bezpo-
$rednio pozytywnie reguluje liczbe komorek inicjalnych
i aktywuje transkrypcje genu CLV3 [32]. Naukowcy przez
lata poszukiwali sygnalu transportowanego z OC, gdzie
zachodzi ekspresja WUS, do dystalniepolozonych komoérek
inicjalnych. Odkrycie mobilnosci biatek WUS bylo zatem
wielkim przelomem o szczeg6lnym znaczeniu, ktérego nie
udatoby sie osiggnaé bez ogromnego postepu takze w mi-
kroskopii. Zauwazono takze, ze miedzykomoérkowa mobil-
nos¢ biatka WUS byla wazna innowacja ewolucyjng, ktéra
pojawila sie u wspdlnego przodka roslin nasiennych po wy-
odrebnieniu si¢ od paproci. Wydaje si¢ to by¢ kluczowym
czynnikiem, ktéry utatwil WUSCHEL funkcjonowanie jako
kluczowy gen merystemu apikalnego pedu w roélinach na-
siennych [33].

Co istotne, koherentne doniesienia literaturowe wskazu-
ja, ze zdobywana przez lata wiedza ma szanse przyczyni¢
sie takze do tego, ze geny WUSCHEL i CLAVATA moga zo-
sta¢ wykorzystane do zwiekszenia wydajnosci plonowania
u roélin uzytkowych takich jak pomidor (zwiekszenie owo-
coéw) czy kukurydza (zwigkszenie liczby nasion) [m.in.: 34-
35], co ostatecznie moze réwniez znaczaco podnies¢ wage
samej Arabidopsis thaliana.

PODSUMOWANIE
Wyb6ér Arabidopsis thaliana jako potencjalnej rodliny mo-
delowej i wszystkie wymienione wyzej aspekty pozwolity

na daleko idace wykorzystanie technik genetycznych i r6z-
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nych narzedzi biologii molekularnej oraz niezwykle szybkie
osiagniecie postepu w rozwoju narzedzi do analizy calego
genomu u roélin. Cechy dotyczace biologii rzodkiewnika
oraz latwy dostep do wynikéw badan z jego wykorzysta-
niem oraz ich poréwnywalnos¢, czynia wiec Arabidopsis nie
tylko wartosciowym modelem badawczym, ale tez najlepiej
poznang spoéréd wszystkich roélin nasiennych. Co waz-
ne, wnioski plynace z projektéw opartych o Arabidopsis od
dawna znajduja swoje przelozenie w badaniach nad rézny-
mi innymi reprezentantami §wiata roélin. Stalo sie to mozli-
we réwniez dzieki postepowi, jaki osiggnieto dopracowujac
protokoty do réznych technik molekularnych najpierw na
»prostszym” modelu roslinnym, Arabidopsis, ktére przenosi
sie i coraz skuteczniej wykorzystuje takze u roélin uzytko-
wych.

Zwiekszajace sie¢ z czasem mozliwosdci badan, a tak-
ze coraz latwiejszy dostep do nowatorskich metod, byty
z sukcesem wykorzystywane w proébach szczegétowego
wyjasnienia waznego aspektu biologii rozwoju roslin, ja-
kim jest funkcjonowanie SAM i lezaca u jego podstaw petla
WUSCHEL-CLAVATA typu ujemnego sprzezenia zwrot-
nego. Warto réwniez zauwazy¢, ze wyzej wspomniane od-
krycia dotyczace roli genu WUSCHEL to jedynie przykiady
uzyskiwanych przez lata wynikéw badan z zastosowaniem
stale udoskonalanych technik mikroskopowej wizualizacji i
szeroko zakrojonych badan genomu. Ponadto rozszyfrowy-
wanie z czasem funkcji wzajemnie regulujacych sie i wsp6t-
dzialajacych genéw zwigzanych z SAM w konsekwengji
zwigkszylo powszechng wiedze na temat roli WUSCHEL.
Badania tego genu nadal sa prowadzone - np. w ostatnim
czasie Ma i wsp. wykazali (2019) role WUSCHEL w balan-
sowaniu efektu dziatania fitohormonéw uczestniczac w ich
Sciezce sygnalowej w SAM [36]. Najnowsze doniesienia po-
zwalajq przypuszczad, ze w przysztosci odkryte zostana ko-
lejne interesujace oblicza genu WUSCHEL, a dalsze badania
pozwola lepiej zrozumie¢ pelniona przez niego role.

PISMIENNICTWO

1. Woodward AW, Bartel B (2018) Biology in Bloom: A Primer on the
Arabidopsis thaliana Model System. Genetics 208(4): 1337-1349

2. Bowman ] (1994) Arabidopsis, An Atlas of Morphology and Develop-
ment. Springer-Verlag, New York

3. Sommerville C, Koornneef M (2002) A fortunate choice: the history of
Arabidopsis as a model plant. Nat Rev Genet 3(11): 883-889

4. Szymanska R, Gabruk M, Kruk ] (2015) Ekotypy Arabidopsis thaliana
- nowe narzedzie w badaniach biochemicznych i fiogenetycznych. Po-
stepy Biochemii 61(1): 102-113

5. Kramer U (2015) The Natural History of Model Organisms: Planting
molecular functions in an ecological context with Arabidopsis thaliana.
eLife 2015; 4: e06100

6. Redei G (1975) Arabidopsis as a Genetic Tool. Annu Rev Genet 9: 111-
127

7. Koornneef M, Meinke D (2010) The development of Arabidopsis as a
model plant. Plant J 61: 909-921

8. Hoffmann M (2002) Biogeography of Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.
(Brassicaceae). ] Biogeogr 29: 125-134

9. Somssich M, (2019) A Short History of Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.
Columbia-0. Peer] Preprints 7:e26931v5

10. Meinke DW, Cherry MJ, Dean C, Rounsley SD, Koornneef M (1998)
Arabidopsis thaliana: A Model Plant for Genome Analysis. Science
282(5389): 662, 679-682

21



11. Laibach F (1943) Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. als object fur geneti-
sche und entwicklungsphysiologischz untersuchungen. Bot Archiv 44:
439-455

12. Langridge J (1994) Arabidopsis thaliana, a plant Drosophila. BioEssays
16(10): 775-778

13. Laibach F, Muller AJ, Redei GP, Veleminsk ] (1966) The Arabidopsis
Information Service (AIS) Robbelen G (ed), No. 3, Institut far Pflanzen-
bau und Pflemzenziichtung, Universitat Gottingen, Gottingen

14. Langridge J (1955) Biochemical Mutations in the Crucifer Arabidopsis
thaliana (L.) Heynh. Nature 4475: 260-261

15.Scholl RL, May ST, Ware DH (2000) Seed and Molecular Resources for
Arabidopsis. Plant Physiol 124: 1477-1480

16. Barton MK, Poethig RS (1993) Formation of the shoot apical meristem
in Arabidopsis thaliana: An analysis of development in the wild type
and in the shoot meristemless mutant. Development 119: 823-831

17.Leyser HMO, Furner IJ (1992) Characterisation of three shoot apical
meristem mutants of Arabidopsis thaliana. Development 116: 397-403

18. Clark SE, Running MP, Meyerowitz EM (1993) CLAVATAL1, a regu-
lator of meristem and flower development in Arabidopsis. Develop-
ment 119: 397-418

19. Clark SE, Running MP, Meyerowitz EM (1995) CLAVATAS3 is a spe-
cific regulator of shoot and floral meristem development affecting the
same processes as CLAVATAL. Development 121: 2057-2067

20. Laux T, Mayer KFX, Berger ], Jiirgens G (1996) The WUSCHEL gene is
required for shoot and floral meristem integrity in Arabidopsis. Deve-
lopment 122: 87-96

21.Mayer KFX, Schoof H, Haecker A, Lenhard M, Jirgens G, Laux T
(1998) Role of WUSCHEL in regulating stem cell fate in Arabidopsis
shoot meristem. Cell 95: 805-815

22.Clough SJ, Bent AF (2008) Floral dip: A simplified method for Agro-
bacterium-mediated transformation of Arabidopsis thaliana. Plant ]
16(6): 735-743

23.Endrizzi K, Moussian B, Haecker A, Levin JZ, Laux T (1996) The
SHOOT MERISTEMLESS gene is required for maintenance of undif-
ferentiated cells in Arabidopsis shoot and floral meristems and acts at
a different regulatory level than the meristem genes WUSCHEL and
ZWILLE. Plant J 10: 967-979

24.Schoof H, Lenhard M, Haecker A, Mayer KFX, Jirgens G, Laux T
(2000) The stem cell population of Arabidopsis shoot meristems is
maintained by a regulatory loop between CLAVATA and WUSCHEL
genes. Cell 100: 635-644

22

25.Brand U, Fletcher JC, Hobe M, Meyerowitz EM, Simon R (2000) De-
pendence of stem cell fate in Arabidopsis on a feedback loop regulated
by CLV3 activity. Science 289: 617-619

26.Somssich M, Je BI, Simon R, Jackson D (2016) CLAVATA-WUSCHEL
signaling in the shoot meristem. Development 143: 3238-3248

27.Brand U, Griinewald M, Hobe M, Simon R (2002) Regulation of CLV3
Expression by Two Homeobox Genes in Arabidopsis. Plant Physiol
129(2): 565-575.

28.Lenhard M, Laux T (2003) Stem cell homeostasis in the Arabidopsis

shoot meristem is regulated by intercellular movement of CLAVATA3
and its sequestration by CLAVATA. Development 130: 3163-3173

29.Huala E, Dickerman AV, Garcia-Hernandez M, Weems D, Reiser L,
LaFond F, Hanley D, Kiphart D, Zhuang M, Huang W, Mueller L,
Bhattacharyya D, Bhaya D, Sobral B, Beavis W, Meinke D, Town C,
Somerville C, Rhoe S (2001) The Arabidopsis Information Resource
(TAIR): a comprehensive database and web-based information retrie-
val, analysis, and visualization system for a model plant. Nucl Acids
Res 29: 102-105

30.Rojo E, Sharma VK. Kovaleva V, Raikhel NV, Fletcher JC (2002) CLV3
Is Localized to the Extracellular Space, Where It Activates the Arabi-
dopsis CLAVATA Stem Cell Signaling Pathway. Plant Cell 14: 969-977

31. Leibfried A, To JP, Busch W, Stehling S, Kehle A, Denmar M, Kieber J],
Lohman JU (2005) WUSCHEL controls meristem function by direct re-
gulation of cytokinin-inducible response regulators Nature 438: 1172-
1175

32.Yadav RK, Perales M, Gruel J, Girke T, Jonsson H, Reddy GV (2011)

WUSCHEL protein movement mediates stem cell homeostasis in the
Arabidopsis shoot apex. Genes Dev 25: 2025-2030

33.Two-Step Functional Innovation of the Stem-Cell Factors WUS/
WOX5 during Plant Evolution Zhang Y, Jiao Y, Jiao H, Zhao H, Zhu
YX (2016) Mol Biol Evol 34(3): 640-653

34.Somssich M, Je B, SimonR, Jackson D (2016) CLAVATA-WUSCHEL
signaling in the shoot meristem. Development 143: 3238-3248

35. Fletcher JC (2018) The CLV-WUS Stem Cell Signaling Pathway: A Ro-
admap to Crop Yield Optimization. Plants 7: 87

36.Ma Y, Miotk A, Sutikovi¢ Z, Ermakova O, Wenzl Ch, Medzihradszky
A, Gaillochet Ch, Forner ], Utan G, Brackmann K, Galvan-Ampudia
C, Vernoux T, Greb T, Lohmann JU (2019) WUSCHEL acts as an au-
xin response rheostat to maintain apical stem cells in Arabidopsis. Nat
Commun 10: 5093

https:/ / postepybiochemii.ptbioch.edu.pl/



A history of Arabidopsis as a model plant from WUSCHEL gene perspective

Anna Brzostowska and Alicja Dolzblasz™>

Faculty of Biological Sciences, University of Wroctaw
Scorresponding author: alicja.dolzblasz@uwr.edu.pl

Key words: Arabidopsis thaliana, stem cells, shoot apical meristem, WUSCHEL

ABSTRACT

Plants possess the ability of indeterminate growth and organogenesis. Uninterrupted development of aerial parts of plants strongly depends
on the activity of the shoot apical meristem (SAM), where a pool of undifferentiated stem cells is kept throughout the plant life. The main
function of SAM is cell proliferation and self-maintenance. Numerous genes functioning within the SAM have already been discovered, inc-
luding SHOOTMERISTEMLESS, CLAVATA and WUSCHEL. The biological significance of WUSCHEL gene for specification of the stem cells
fate was proven by various, performed over the years experiments. This was doable, also because the research was performed on Arabidopsis
thaliana as a model organism. How was the WUSCHEL gene mechanism of action discovered, and subsequently experimentally proven? In
this review, we will address these questions, pinpointing also how the use of a model organism enabled WUSCHEL gene functional charac-
terisation.
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