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Postep w poznawaniu struktury i funkcji geno-
moéw roslinnych nastgpowat wraz z rozwojem
map genetycznych, cytogenetycznych i fizycz-
nych, a ostatnio z zakonczonym programem sek-
wencjonowania genomu Arabidopsis thaliana.
Szybko rozwijajaca si¢ bioinformatyka i techniki
masowej analizy genomu umozliwiaja okresle-
nie podstawowych mechanizméw decydujacych
o kierunkach réznicowania si¢ gatunkéw oraz
staja si¢ fundamentem dla funkcjonalnego scha-
rakteryzowania genéw zwiazanych z wieloma
procesami biologicznymi. W pracy dyskutowane
sg aspekty genomiki poréwnawczej z uwzgled-
nieniem modelowego ukiadu spokrewnionych
gatunkéw: Arabidopsis thaliana i rodzaju
Brassica.

Brassica, Arabidopsis thaliana, genom, mapy chromosomowe
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Comprehension of plant genome structure and
function has developed as an effect of advances
in construction of genetic, cytogenetic and
physical maps followed by recent completion
of Arabidopsis thaliana genome sequencing
program. Fast developing bioinformatics and
techniques of genome mass analysis facilitate the
determination of genetic basis of differentiation
among higher plant species and characterization
of genes involved in many biological processes.
Aspects of comparative genomics in relation
to model system of related species: Arabidopsis
thaliana and genus Brassica are discussed.

Wstep

Badanie struktury i wewnetrznej organizacji genomoéw dostarcza istotnych

informacji m.in. o liczbie gendw i ich liniowym porzadku na chromosomach,
odlegtosciach miedzy nimi, stopniu skupienia badz rozproszenia genéw na
chromosomach oraz r6znego rodzaju aberracjach chromosomowych, ktére miaty
miejsce w trakcie ewolucji gatunku. W tym zakresie prowadzone sa obecnie prace
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na poziomie pierwszorzedowej struktury chromosomowej. Prace te maja na celu
poznanie sekwencji nukleotydowej catych genomoéw. Pozwoli to, poza uzyskaniem
ww. informacji, na okreslenie podstaw genetycznego zréznicowania migdzy réz-
nymi gatunkami roslin wyzszych i funkcjonalnego scharakteryzowania genéw
zwigzanych z wieloma procesami biologicznymi, takimi jak obrona przed nie-
sprzyjajacymi czynnikami srodowiska, fotomorfogeneza, regulacja ekspresji gendw,
przebieg rozwoju, fundamentalne szlaki metaboliczne, transport i naprawa DNA.
Informacje dotyczace sekwencji nukleotydowej catych genoméw, czy chocby
wybranych segmentéw chromosomowych, staja si¢ obecnie waznym elementem
w dalszych badaniach nad procesami wspdlnymi dla wielu organizméw.

Wielkos¢ genomoéw roslinnych waha sie od okoto 38 Mpz (Mega par zasad;
1 Mpz =1000000 par zasad) dla Cardamine amara (Brassicaceae) do ponad
87 000 Mpz dla Fritillaria assyriaca (Liliaceae) (Flavell i in. 1974, Bennett
i Leitch 1995). Pomimo tak wielkiego zréznicowania w fizycznych rozmiarach
genomow, liczba gendw, ktéra waha sie prawdopodobnie pomiedzy 20 000 a 50 000
oraz ich liniowy porzadek, szczegblnie w krétkich odcinkach chromosomowych,
sa podobne. Roznice w wielkosci genoméw wynikaja z roznic w poziomie poli-
ploidalnosci, a takze w zawartosci sekwencji powtarzajacych sie.

Charakterystyka genomow w obrebie rodziny Brassicaceae

Rodzina Brassicaceae obejmuje 360 rodzajow nalezacych do 13 plemion
(Schultz 1936, Al-Shehbaz 1973). Gatunki w obrebie tej rodziny cechuja sig
znacznym zréznicowaniem haploidalnej liczby chromosomoéw od n = 5 (Arabidopsis
thaliana) do n = 19 (Brassica napus) i zawartoscia DNA od 38 Mpz u Cardamine
amara do 1235 Mpz u B. napus. Rodzaj Brassica L. obejmuje kilkaset diploidal-
nych i amfidiploidalnych gatunkéw, zaréwno dzikich jak i uprawnych. Wiele
z nich jest uprawianych jako warzywa (np. kalafior, brukselka, kapusty, brokuty),
pasza dla zwierzat (np. kapusty pastewne), zrédto oleju (rzepak, rzepa, gorczyca
sarepska, gorczyca czarna), sktadniki przypraw (np. gorczyca czarna, gorczyca sa-
repska), wykazuja rowniez wazna aktywnos¢ antyrakowa (Beecher 1994). Na pod-
stawie badan cytologicznych i analizy mieszancow ujawniono ciagty zakres haploi-
dalnej liczby chromosoméw od 7 do 12 (Mizushima 1980). Istotna praca U (1935),
oparta na miedzygatunkowej hybrydyzacji i metodach cytogenetycznych pozwolita
ustali¢ pokrewienstwo pomigdzy szescioma gatunkami Brassica, ktore do dzisiaj
znane jest jako ,trojkat U”. Ta i poOzniejsze prace wskazuja na duza ztozonosé
genomOw w rodzaju Brassica, wynikajaca z wystepowania genomow 0 roznej
liczbie chromosoméw i wewnatrzgenomowych duplikacji. Oczekuje sie, ze zro-
zumienie genomowych relacji pomiedzy gatunkami Brassica przyniesie postep
w dalszych pracach hodowlanych i umozliwi miedzygenomowy transfer genéw.
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Roslina modelowa i jej genom

Przedstawicielem rodziny Brassicaceae jest réwniez Arabidopsis thaliana
(L.) Heynh. Sprawia to, ze rodzina Brassicaceae, poza Poaceae, jest obecnie
najintensywniej badana wsrdéd roslin. Arabidopsis jest blisko spokrewniony
z uprawnymi gatunkami rodzaju Brassica, mimo przynaleznosci do roznych
plemion: odpowiednio Sisymbrieae i Brassiceae (Meyerowitz i Pruitt 1985). Z tego
powodu rosliny uprawne z rodzaju Brassica beda pierwszymi beneficjentami
programu genomowego A. thaliana. Cechami Arabidopsis decydujacymi o jego
wybraniu na organizm modelowy dla roslin dwulisciennych byty: krotki cykl
rozwoju, mata wielkos¢, wielka liczba potomstwa, tatwos¢ transformowania,
stosunkowo maty genom jadrowy i niska zawartos¢ sekwencji powtarzajacych sie.
Ta mata roslinka cechuje sie szerokim naturalnym rozmieszczeniem w Europie,
Azji i Ameryce Potnocnej. Caty cykl zyciowy wynosi 6 tygodni. Jest rosling
samopylna. Z naturalnych populacji wyselekcjonowano wiele ekotypdw, a ekotypy
Columbia i Landsberg zostaty wybrane jako standardy dla badan genetycznych
i molekularnych. W 1990 r. sporzadzono zarys dtugoterminowych celéw badan,
ktére objety stworzenie kolekcji mutantow, pozwalajacych na identyfikacje posz-
czegoblnych genéw. Przetom w badaniach nastapit w 1996 r. wraz z powstaniem
The Arabidopsis Genome Initiative (The AGI) — koordynatora projektu analizy
genomu. Obejmowaty one zadania m.in. sekwencjonowanie wielkiej liczby EST-6w
(expressed sequence tag), konstrukcje kolekcji klonéw YAC (yeast artificial
chromosome) i BAC (bacterial artificial chromosome), budowanie szczeg6towych
map genetycznych i fizycznych dla wybranych regiondw genomu i molekularna
analize wielu pojedynczych gendw. Poznanie petnej sekwencji genomu
Arabidopsis pozwolito precyzyjnie okresli¢ jego strukture (The AGI 2000). Genom
Arabidopsis obejmuje 5 par chromosomoéw o tacznej diugosci 125 Mpz; dla 115,4
Mpz (92%) okreslono sekwencj¢ nukleotydowa (dane z 2000 r.) z pominigciem
obszaréw centromerowych i regionéw powtorzen rDNA. Zidentyfikowano 25 498
gendéw kodujacych biatka, zebranych w 11 000 rodzin (The AGI 2000). Szcze-
gotowa analiza sekwencji pozwolita stwierdzi¢, ze gestos¢ gendw, poziomy
ekspresji i rozmieszczenie sekwencji powtarzajacych sie sa state wzdtuz 5 chromo-
somow. Geny sa rozmieszczone gesto i pokrywaja prawie 85% genomu, zas
regiony pozbawione genéw sa mocno zredukowane. Sekwencje powtarzajace Sie
obejmuja natomiast jedynie okoto 20-30% genomu. Dane oparte na analizie EST-6w
potwierdzity fakt, ze pomimo niewielkiej wielkosci genomu, A. thaliana zawiera
duza liczbe matych rodzin genéw (Cooke i in. 1996).

Waznym doniesieniem opartym na analizie prawie catej sekwencji genomu
jest to, ze wiekszos¢ genomu Arabidopsis wystepuje w postaci zduplikowanych
dtuzszych rejonéw chromosomowych (The AGI 2000). Odkrycie to potwierdza
wczesniejsze sugestie o segmentalnej duplikacji, oparte na mapowaniu gene-
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tycznym (Kowalski i in. 1994). W genomie A. thaliana ujawniono 24 duze zdup-
likowane segmenty o dtugosci od 100 kpz do 4 Mpz, pokrywajace 58% (65,6 Mpz)
genomu. To rzuca nowe $wiatto na ewolucjg genomu A. thaliana, wskazujac na
nagromadzenie si¢ licznych rearanzacji obejmujacych duplikacje, translokacje,
insercje, inwersje i delecje. Trzeba zaznaczy¢, ze duplikacje genomu A. thaliana
znacznie komplikowaty fizyczne mapowanie i sekwencjonowanie (The AGI 2000).

Znajomos¢ petnej sekwencji A. thaliana jest wazna dla wszystkich biologow.
Ostatnie odkrycia, ktore ukazuja nieoczekiwany poziom syntenii w genomach roz-
nych roslin sugeruja, ze nie tylko informacja o specyficznych genach i procesach
bedzie uzyteczna w analizie genomu innych roslin, ale rdwniez wiele genomowych
materiatdw, narzedzi biologii molekularnych, technik opracowanych i zgromadzo-
nych dla A. thaliana begdzie wykorzystanych w pracach nad innymi gatunkami
(Schmidt 2000). Analiza dtugosci rejonéw konserwatywnych w genomach
A. thaliana i gatunkéw Brassica wskazuje, ze obejmuja one odcinki o diugosci
5-10 cm. Wydaje sie wiec, ze odcinki chromosomowe B. oleracea o fizycznej
dtugosci 2,5-5,0 Mpz, zawierajace okoto 300 genéw, maja podobny porzadek linio-
wy gendw jak ich odcinki homologiczne u A. thaliana. Informacje te maja duze
znaczenie dla dalszych prac genetycznych w rodzaju Brassica. Ostateczna inte-
gracja genetycznych (w tym genomowych), biochemicznych, fizjologicznych i mor-
fologicznych danych pozwoli na poznanie wielu nowych aspektow biologii roslin.

Widoczne jest duze zainteresowanie wykorzystaniem sekwencji genomu
Arabidopsis w badaniach innych roslin. Informacje wyptywajace z poznania catej
sekwencji genomu Arabidopsis, dostepnos¢ wielu mutantéw, licznych kolekcji
sklonowanych sekwencji, wydajnych systemoéw transformacyjnych, szczegoto-
wych map genetycznych i fizycznych oraz ponad 37 000 EST-6w sa bardzo
przydatne dla dalszych badan prowadzonych w r6znych dziedzinach biologii i nauk
rolniczych. Dostepna sekwencja nukleotydowa genomu A. thaliana jest waznym,
kolejnym krokiem w zrozumieniu organizacji genomow wszystkich roslin dwulis-
ciennych. Poznanie sekwencji catego genomu organizmu modelowego znacznie
przyspieszy i ufatwi identyfikacje genow. ldentyfikacja genéw uczestniczacych
w rozwoju i fundamentalnych procesach metabolicznych otwiera nowe mozliwosci
w manipulowaniu nimi przy wykorzystaniu metod inzynierii genetycznej celem ich
modyfikacji.

Mapy genetyczne

Wiekszos¢ informacji o strukturze i organizacji genoméw pochodzi z badan
genetycznych z zastosowaniem markeréw molekularnych i analizy map gene-
tycznych. Podobnie jak globalne sekwencjonowanie, mapy genetyczne typu
np. RFLP (restriction fragment length polymorphism) pozwalaja na lokalizacje
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poszczegoblnych genéw na chromosomach. Ich doktadnosé¢ zalezy w duzej mierze
od liczby zmapowanych loci. Nalezy tu podkresli¢, ze genomy gatunkéw z rodzaju
Brassica cechuja si¢ znaczna ztozonoscia, wynikajaca z licznych duplikacji
i innych wewnetrznych rearanzacji (Quiros i in. 1991, Teutonico i Osborn 1994).
Rozwdj szczegbtowych map genetycznych i rozwijajace sie intensywnie fizyczne
mapowanie genomoéw roslin (patrz nizej) pozwola na skorelowanie fizycznych
i genetycznych odlegtosci. Pierwsze mapy sprzezen dla gatunkéw Brassica oparte
byly na dziedziczeniu cech morfologicznych (Yarnell 1956, Sampson 1966).
Analiza map sprzezen ujawnita, ze w obrebie tego rodzaju gatunki zachowuja
wysoki stopien kolinearnosci (Lydiate i in. 1993). Rownolegle stwierdzono ztozo-
nos¢ genoméw w rodzaju Brassica, wynikajaca z licznych duplikacji (Kianian
i Quiros 1992, Lan i in. 2000, Babula i in. 2000). Stwierdzono liczne aberracje,
zwiazane gtéwnie z duplikacjami, zaréwno pomigdzy gatunkami jak i wsrod
morfotypow, np. u B. oleracea. Takson, taki jak rodzaj Brassica, ktory odznacza
sie wysokim tempem strukturalnych rearanzacji chromosoméw moze by¢
doskonatym systemem dla badan proceséw mutacji strukturalnych.

Mapy genetyczne uprawnych gatunkéw Brassica beda wykorzystywane w ge-
netyce stosowanej i hodowli (Matuszczak i in. 1999). Pozwalaja na okreslenie
lokalizacji gendw determinujacych cechy ekonomicznie interesujace, badanie
struktury oraz pochodzenia i ewolucji genomoéw. Szczegdlnie przydatne staja sie tu
mapy powstate w oparciu 0 analize RFLP, mimo, ze budowa takiej mapy jest
znacznie wolniejsza niz konstruowanie map opartych o markery DNA typu RAPD
(random amplified polymorphic DNA) czy AFLP (amplified fragment length
polymorphism). Zaleta tych map jest to, ze pozwalaja na identyfikacje zestawow
spokrewnionych loci wystepujacych na homeologicznych chromosomach réznych
genomoéw. Wysoka zachowawczos¢ sekwencji gendw podczas ewolucji otwiera
mozliwosci wykorzystania markerow genetycznych z jednego gatunku jako sondy
przy tworzeniu mapy dla innego gatunku. Zastosowanie wspolnych zestawdw sond
W mapowaniu genomow roznych gatunkow staje si¢ uzytecznym narzedziem dla
poréwnawczego mapowania, pozwalajac na bezposrednia identyfikacje homeolo-
gicznych loci i kolinearnych segmentéw chromosomowych. Przez ostatnich 10 lat
przedstawiono wiele prac nad pokrewienstwem miedzy genomami réznych gatun-
kéw. Do poréwnan wybierano gatunki stosunkowo blisko ze soba spokrewnione.
Odkrycie wielkich zachowawczych segmentéw chromosoméw wsréd roznych
taksondw sugeruje mozliwosé¢ skonstruowania ujednoliconych map dla licznych
grup organizmow, co moze mie¢ znaczne konsekwencje dla genetycznych i bio-
technologicznych zastosowan. Znajomos¢ lokalizacji sekwencji kodujacych jest
jednak ograniczona, bowiem wickszos¢ map zawiera tysiace anonimowych
markeréw, a tylko 5-10% markeréw dotyczy bezposrednio gendéw. W rodzinie
Brassicaceae wykonano poréwnania pomiedzy gatunkami blisko z soba spokrew-
nionymi, jak B. oleracea i B. rapa (Slocum 1989, McGrath i Quiros 1991),
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B. oleracea i B. napus (Cheung i in. 1997), B. oleracea i A. thaliana (Kowalski
i in. 1994, Lan i in. 2000, Babula i in. 2000), B. rapa i A. thaliana (Jackson
i in. 2000), B. napus i A.thaliana (Lagercrantz i in. 1996), B.rapa, B. napus
i A. thaliana (Osborn i in. 1997), B. napus, B. oleracea i A. thaliana (Teutonico
i in. 1994), pordéwnanie trzech podstawowych genoméw (A, B i C) w rodzaju
Brassica (Truco i in. 1996, Lagercrantz i Lydiate 1996). Prace te nie przedstawiaja
petnego obrazu struktury genomoéw ze wzgledu na ograniczona liczbe wspélnych
sond i poziom wykrytego polimorfizmu, rzucaja jednak nowe $wiatto na ewolucje
gatunkéw w obrgbie Brassicaceae. Wykrycie syntenii chromosomowej pomigdzy
spokrewnionymi gatunkami umozliwi identyfikacje i wyizolowanie gendw z ro$lin
uprawnych o wielkich genomach, wykorzystujac informacje o homologicznych
genach u pokrewnych roslin z mniejszymi genomami. Poréwnawcze mapowanie
pomiedzy réznymi gatunkami umozliwia rekonstrukcje tempa i rodzajéow wymiany
segmentéw chromosoméw oraz dostarcza uzytecznych informacji dla okreslenia
filogenetycznych stosunkéw wsrdd odlegtych taksondw. Ostatecznie pozwoli za-
pewne sklonowac¢ geny, ktdre mogty odegra¢ wazniejsza role w specjacji i adaptacji.

Wiele wspotczesnych gatunkéw cechuje sie poliploidalnym pochodzeniem,
m.in.: kukurydza, diploidalne gatunki w rodzinie Brassicaceae, pszenica, Soja,
tubin, diploidalna bawetna, sorgo i inne. Powstawanie poliploiddw wiaze si¢
z rozlegta rekonstrukcja chromosomdw, spowodowana dodaniem chromosomow.
Stan ten prowadzi najczesciej do dywergencji gendw i dalszej rekonstrukcji
chromosomoéw. Struktura populacji i niedawna poliploidyzacja sa prawdopodobnie
waznymi czynnikami przyczyniajacymi si¢ do zachodzenia szybkich rearanzacji
chromosoméw w rodzinie Brassicaceae. Szczeg6towe analizy map genetycznych
poparte analiza sekwencji wybranych rejondw wskazuja, ze nawet proste genomy
zawieraja wielka liczbg segmentalnych duplikacji.

Rodzaje Arabidopsis i Brassica rozeszty si¢ okoto 12,2-19,2 min lat temu
(Cavell i in. 1998). Mimo to, geny u Brassica wykazuja wysoki stopien
zachowawczosci na poziomie sekwencji nukleotydowej z ich ortologami
u A. thaliana, wynoszacy srednio 86% w sekwencjach kodujacych (Lydiate i in.
1993, Cavell i in. 1998). Genom A. thaliana jest w przyblizeniu czterokrotnie
mniejszy niz genomy Brassica (Arumuganathan i Earle 1991) (tab. 1). Pomimo tej
réznicy badania poréwnawcze u obu gatunkdw wskazuja, ze struktura genoméw
gatunkdw rodzaju Brassica jest podobna do A. thaliana, z tym, ze cechuje sie
rozlegta triplikacja i intensywna dywergencja (O’Neill i in. 2000). To nadzwy-
czajne tempo zmian w powtdrzonych segmentach genomu Brassica wskazuje,
ze paleopoliploidy podlegaty szybkiej ewolucji chromosomalnej. Analiza kolinear-
nosci w rodzinie Brassicaceae byla takze oparta na mapowaniu fizycznym
(Sadowski i in. 1996, Sadowski i Quiros 1998, Conner i in. 1998, Cavell i in. 1998,
Sadowski i in. 1998). Badania te umozliwity identyfikacje kolinearnosci chromo-
somowej na podstawie wybranych grup gendéw. Poniewaz oba rodzaje Arabidopsis
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i Brassica oznaczaja sie wysokim poziomem zduplikowania genoméw, poréw-
nawcze mapowanie pozwoli okresli¢ czy wykryte duplikacje zaszty przed czy po
rozejsciu sig obu gatunkéw. Jednak liczne segmentalne inwersje i translokacje
gendéw u B. oleracea, ktore nie byly obserwowane w genomie Arabidopsis wska-
ZUja, ze braty tu udziat rowniez inne mechanizmy. Okreslenie dtugosci kolinear-
nych odcinkéw w genomach réznych gatunkéw pozwoli wydajnie stosowac
fizycznie zmapowane klony np. typu BAC i dane sekwencji genomowej A. thaliana
w genetycznym mapowaniu i izolacji genéw u uprawnych gatunkéw Brassica.

Tabela 1
Porownanie cech strukturalnych genoméw A. thaliana i B. oleracea
Comparison of structural features in A. thaliana and B. oleracea genomes
A. thaliana B. oleracea
Liczba genomowa — Genomic number n=>5 n=9
Wielkos¢ fizyczna (Mpz) — Physical size 125-130 599-662
Duplikacje chromosomowe >75% >75% ?
Chromosome duplications
Liczba genéw — Gene number 25 500 30 000-40 000
Skupienie genéw — Gene 1 gen/ok. 5 kpz 1 gen/15-20 kpz
Podobienstwo sekwencji nukleotydowej genéw
Similarity of nucleotide sequences of genes ~86%

Cytogenetyczne mapy chromosomowe

Trzeba zaznaczy¢, ze genetyczne mapy sprzezen, ze wzgledu na ograniczona
liczebnos¢ populacji mapujacych i zakres polimorfizmu, zawsze obciazone sa
pewnym btedem; w miare rozwoju mapy i przybywania nowych markerow
nastepuje ciagta jej modyfikacja i uscislanie. Ograniczenia wynikaja z samej istoty
mapowania genetycznego, tj. wykrycia polimorfizmu. Aby dany marker dato sie
nanies¢ na mapg musi on segregowac¢ w pokoleniu F, — tylko pewna czgs¢ sond
pozwala na wykrycie absolutnego polimorfizmu, zwykle nie udaje si¢ zmapowac
wszystkich kopii danego genu (wzgl. danej sekwencji niekodujacej). W takiej
sytuacji zachodzi potrzeba rozwijania nowych metod umozliwiajacych precyzyjne
mapowanie catych genoméw i wszystkich kopii danego genu. Jedna z nich jest
technika fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH), ktéra u zwierzat i cztowieka
jest juz z powodzeniem stosowana od stosunkowo dawna do mapowania unikal-
nych sekwencji (Landegent i in. 1985). Chociaz u roslin do tej pory proby
mapowania pojedynczych gendw i innych sekwencji unikalnych nie sa zbyt czeste
(Fransz i in. 1996, Ohmido i in.1998, Hoopen i in. 1999, Zhong i in.1999),
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to jednak rozwiniccie takiej metodyki pozwolitoby na bardzo szybki postep w poz-
nawaniu roslinnych genomow.

Nalezy podkresli¢, ze informacje o ewolucji chromosoméw u roslin wyzszych
oparte byly do niedawna przede wszystkim na analizie mejotycznej i poréwnaniu
kariotypéw. Chromosomy u gatunkow z rodzaju Brassica sa stosunkowo mate i nie
wykazuja wyraznych roznic w morfologii. Znacznie to utrudnia prowadzenie badan
w oparciu o metody cytogenetyczne. Pierwsze prace nad rozrdznieniem poszcze-
gblnych chromosomow u gatunkéw diploidalnych oparte byty na obserwacji
koniugacji chromosomoéw (Robbelen 1960). Od kilku lat z powodzeniem stosuje
si¢ nowoczesne techniki oparte na hybrydyzacji in situ przy pomocy techniki FISH
(fluorescent in situ hybrydization) (Matuszynska i Heslop-Harrison 1993, Fukui
i in. 1998, Jackson i in. 2000, Zi6tkowski i Sadowski 2001) i sond molekularnych
z Arabidopsis thaliana. Obecnie interesujacym narzedziem w mapowaniu moga
by¢ sondy typu BAC noszace fragmenty chromosomowe A. thaliana o sredniej
dtugosci 100 kpz i sredniej liczbie 20 gendw. Zastosowanie sond DNA z A. thaliana
dla hybrydyzacji in situ do chromosomoéw Brassica jest mozliwe ze wzgledu na
wysoka homologig sekwencji kodujacych pomigdzy tymi dwoma rodzajami roslin.
Liczne wczesniejsze badania, w szczegOlnosci prace nad poréwnawczym
mapowaniem genomow Brassica przy zastosowaniu sond molekularnych z A. thaliana
w oparciu o markery RFLP wykazaty, iz w przypadku Brassica i Arabidopsis
mamy do czynienia z podobna organizacja genowa wielu segmentéw chromoso-
mowych (Sadowski i in. 1996). Wiaczenie do tych badan réwniez techniki FISH
usprawni i przyspieszy proces poréwnawczej analizy genoméw. Wprowadzenie
techniki heterologicznego mapowania FISH (sondy A. thaliana/chromosomy
B. oleracea; Zidtkowski i Sadowski 2001) moze mie¢ ogromne znaczenie dla
poznawania genomow roslin uprawnych, strukturalnie bardziej ztozonych, w oparciu
0 poznane na poziomie pierwszorzedowym, proste genomy roslin modelowych
(A. thaliana i Oryza sativa — ryzu). Niewielkie rozmiary chromosoméw metafazal-
nych u Brassica (1-5 pum) uniemozliwiaja ich zastosowanie do liniowego mapo-
wania kilkudziesieciu czy nawet wiecej loci wzdtuz pojedynczego chromosomu.
Ostatnio obiektem doswiadczen staja si¢ biwalenty chromosomowe z profazy
mejozy | w stadium pachytenu (Zidtkowski i Sadowski 2001), ktére bedac znacznie
wigksze (70-100 um) pozwalaja na wykrywanie i mapowanie sekwencji fizycznie
zlokalizowanych nawet bardzo blisko siebie, tzn. na odlegtosci 120 kpz (srednia
dtugos¢ chromosomu np. u B. oleracea wynosi okoto 70 Mpz = 70 min par zasad).

Poniewaz przynajmniej 60% genomu Arabidopsis jest zlokalizowane w zdup-
likowanych segmentach, moze to sugerowac, ze Arabidopsis, podobnie jak
kukurydza ma tetraploidalnego przodka (Blanc i in. 2000). Stosunkowo niewiele
wiadomo o pochodzeniu tych duplikacji. Moga one wynikac z co najmniej czterech
wielkich zdarzen duplikacji, ktére zdarzyty si¢ 100-200 min lat temu, w okresie
réznicowania sie nasiennych (Vision i in. 2000). Z innej strony sugeruje sie,
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ze powstalty one w pojedynczym zdarzeniu poliploidyzacji, a nastepnie ulegty
przemieszaniu przez chromosomalne rearanzacje (Blanc i in. 2000). Ta hipoteza
przewiduje, ze kazdy region w genomie Arabidopsis reprezentowany jest w dwoch
kopiach. Jednak ostatnie wyniki poréwnawczego mapowania pomiedzy Arabidopsis
a pomidorem oraz miedzy Arabidopsis a sorgo wskazuja, ze kilka regionow
genomu obecne jest w trzech lub wiecej kopiach, lecz w chwili obecnej nie mozna
okresli¢ ich udziatu w catej strukturze genomu (Grant i in. 2000, Ku i in. 2000).
Jesli genom obejmowat wielokrotne duplikacje, wtedy obecnos¢ tylko 5 chromo-
soméw wskazuje na wystapienie fuzji chromosomoéw. Poréwnawcza analiza
sekwencji A. thaliana i pomidora wykazala, ze te duplikacje zdarzyty si¢ okoto 112
min lat temu, podczas formowania tetraploida. Poziomy zachowawczosci zdupliko-
wanych segmentéw moga wynika¢ z dywergencji od formy starozytnego auto-
teraploida lub mogty rzutowaé na roznice obecne w allotetraploidalnym przodku.
Ale jest takze mozliwe, ze Kkilka niezaleznych segmentalnych duplikacji miato
miejsce poza formowaniem i stabilizacja tetraploida. Rozlegte duplikacje obser-
wowane w genomie Arabidopsis popieraja hipotezg, ze wigkszos¢ z ostatnich
tych duplikacji byto wynikiem zdarzen poliploidyzacji. Jest to zgodne z sugestiami
Kowalskiego i in. (1994), ktdéry przyjat, ze A. thaliana mozna uwaza¢ za
paleopoliploida. Czesto$¢ wystepowania tandemowych duplikacji i widocznych
delecji pojedynczych genéw lub mniejszych grup genéw ze zduplikowanych
regionéw sugeruje, ze kluczowym mechanizmem byt nierdwny crossing over
wplywajacy na ewolucje genomu roslin. U A. thaliana pomimo, ze 75% genomu
jest zduplikowana, tylko 19% z przebadanych EST-6w weszio do sprzezonych
grup. Dywergencja tych zduplikowanych segmentéw znacznie maskuje ich
ewolucyjna historie. Nadal waznym pytaniem pozostaje, co sie dzieje z tymi
genami po duplikacji? Wydaje sie, ze odpowiedzialne za to sa mechanizmy
prowadzace do utraty genéw lub przemieszczania ich do nowych miejsc oraz
zmiany funkcjonalne uniemozliwiajace ich identyfikacje.

Podsumowanie

Ze wzgleddw metodycznych i finansowych nie jest mozliwe sekwencjo-
nowanie catych genoméw wielu roslin wyzszych, dlatego dostepne obecnie
informacje o ich strukturze pochodza czesto z analizy map genetycznych czy
cytogenetycznych. Postep w poznaniu struktury i funkcji genomoéw roslinnych
nastepowat z udziatem map genetycznych dla wielu réznych gatunkoéw. Poczat-
kowo kilka roslin (kukurydza, pomidor, groch, ryz, jeczmien, tyton i petunia)
uznano za genetyczne systemy modelowe. W latach 80. biologowie rozpoczeli
jednak poszukiwania innych gatunkéw modelowych, odpowiedniejszych dla
ztozonych analiz z wykorzystaniem narzedzi genetyki i biologii molekularnej.
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Wybrano gatunki cechujace si¢ matymi genomami: najpierw Arabidopsis thaliana
(rzodkiewnik pospolity), jako model dla roslin dwulisciennych, a w p6zniejszym
okresie Oryza sativa (ryz), bedacy modelem dla roslin jednolisciennych, gtéwnie
zbozowych. W drugiej potowie lat 90. nastapit szybki i dynamiczny rozwoj
genomiki — dziedziny genetyki molekularnej zajmujacej sie struktura, organizacja
i funkcjonowaniem genoméw. Obecnie znane sa sekwencje kodujace wszystkich
pieciu chromosomoéw A. thaliana. Pomimo, ze w przypadku okoto 40% potencjal-
nych gendw ich funkcja nie zostata poznana, to dostep do uzyskanych informacji
daje bardzo szerokie mozliwosci dalszych prac badawczych. Moga by¢ one
wykorzystane m.in. dla analizy budowy genomdw roslin uzytkowych pokrewnych
z A. thaliana, co w radykalny spos6b moze wptynaé na postep w pracach
hodowlanych.
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