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RESUM

En els ultims trenta anys la planta angiosperma Arabidopsis thaliana ha estat I'organisme
model utilitzat per milers de biolegs. Arabidopsis s'autopollinitza, té un genoma petit, té
un cicle de vida curt, és de mida petita i té uns requisits de creixement senzills que la fan
facil de fer créixer en condicions de laboratori. L'éxit d” Arabidopsis com a planta model es
basa en la disponibilitat de metodes genomics i d’eines que han estimulat la recerca en la
biologia de plantes i han facilitat la investigacié d’un ampli ventall de preguntes biologi-
ques. Aquest article explica alguns dels esdeveniments clau en la historia d’ Arabidopsis
com a planta model, i en el creixement de la comunitat d’investigadors que la utilitzen
per a la seva recerca. I també illustra com Arabidopsis ha facilitat la recerca, amb l'exemple
en un camp d’especial interes en plantes: el de la percepcié i resposta a la llum del seu en-
torn.

Paraules clau: Arabidopsis thaliana, planta model, mutant, fitocrom, factor interactor de
fitocrom.

THE MODEL PLANT Arabidopsis thaliana

SUMMARY

During the past 30 years, the flowering plant Arabidopsis thaliana has been the model or-
ganism of choice for thousands of biologists. Arabidopsis is self-fertilizing, has a small ge-
nome, has a short life cycle, and the small size and simple growth requirements make it
easy to grow in laboratory conditions. The extensive acceptance of Arabidopsis as a model
plant is based on the genomic methods and resources that are available for it, which have
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greatly stimulated plant biological research and have facilitated the investigation of a
range of biological questions. Here, we review some of the key events in the history of
Arabidopsis as a model plant and the growth of the Arabidopsis research community. And
we explain how Arabidopsis has facilitated the research in a field of particular importance
in plants: the perception and response to their light environment.

Key words: Arabidopsis thaliana, model plant, mutant, phytochrome, phytochrome-inte-

racting factor.

PER QUE ES NECESSITA
UNA PLANTA MODEL?

Les plantes constitueixen la majoria de
biomassa del nostre planeta i en podem
trobar en un ventall molt ampli d’ecosiste-
mes. La seva gran diversitat i capacitat da-
daptacié a una varietat d’ambients molt
amplia va fer pensar durant molt de temps
que les conclusions que es poguessin treu-
re de l'estudi d’'una planta model no es po-
drien aplicar facilment a cap altra planta.
De fet, l'estudi de plantes model és relati-
vament recent comparat amb 1'ts, per
exemple, d’animals model. Fins als anys
vuitanta, quan va comencar l'era molecu-
lar, la recerca genética en plantes estava
basada en plantes d’interes agronomic o
ornamental com el blat de moro, el toma-
quet, l'ordi, el pesol o la petnia. Aquestes
especies atreien l'interés experimental per
caracteristiques que les feien atractives,
com la grandaria dels cromosomes de 'or-
di o el color de les flors de la pettnia. L'in-
terés d’aquestes especies en justificava 1'ts
en recerca, pero també va condicionar el ti-
pus de preguntes que s’estudiaven. A par-
tir dels anys vuitanta, quan es van desen-
volupar les primeres tecniques de clonatge
de gens, es va fer pales que moltes d’aques-
tes plantes d’interes agronomic eren massa
dificils d’utilitzar per a estudis geneétics i
moleculars, ja que posseien genomes molt
grans, poliploides i sovint amb alt contin-
gut de DNA repetitiu, caracteristiques que
en complicaven l'analisi i manipulacio ge-

nomiques. Per tant, d’enca de I'era molecu-
lar, el sistema model experimental idoni
per a la comunitat cientifica de plantes ha-
via de ser un organisme amb un genoma
senzill que fos facil d’utilitzar tant en estu-
dis de genetica classica com de genetica
molecular.

LA PLANTA MODEL
Arabidopsis thaliana

Des dels anys vuitanta, Arabidopsis ha es-
tat I'organisme model de la comunitat de
biolegs de plantes (Somerville i Koornneef,
2002). A. thaliana és una petita planta angi-
osperma (planta que fa flors i llavors), una
mala herba de la familia de les brassicacies
i parent silvestre de les brassicacies horti-
coles com la col, el broquil o la coliflor (ve-
geu la figura 1). S"han descrit més de 750
ecotips d’Arabidopsis, que sén varietats
adaptades a condicions ambientals especi-
fiques. Aquests ecotips estan distribuits
per tot el moén, amb una gran variacié na-
tural tant a escala morfologica i de desen-
volupament (per exemple, en la forma de
les fulles), com de fisiologia (per exemple,
en el temps de floracio o la resisténcia a pa-
togens). Ates lelevat nombre d’especies
distribuides a I’Asia central, es pensa que
l'origen de l'especie es trobaria en aquesta
zona, mentre que la seva preséncia a Ame-
rica i a Australia s’atribuiria a les migraci-
ons humanes. Geograficament, Arabidopsis
té preferencia per climes temperats amb
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poca pluja. Tots els ecotips descrits es po-
den trobar al centres ABRC (sigles en an-
gles de 1’Arabidopsis Biological Resource
Center), i NASC (sigles en angles del Not-
tingham Arabidopsis Stock Center). Els eco-
tips més utilitzats en recerca séon Columbia
(Col), Landsberg erecta (Laer), i Wassi-
lewskija (Ws). Arabidopsis no té interes
agronomic, pero és molt adequada per a la
recerca basica de genética i biologia mole-
cular per diverses raons: 4) la seva mida
petita i la facilitat de créixer en condicions
de laboratori; b) el seu temps curt de gene-
racio (5-6 setmanes de la germinaci6 a la
planta madura), i ¢) el seu petit genoma
(125.000.000 bases, un dels més petits de
les plantes amb flor), diploide i seqiienciat
I'any 2000. Un altre gran avantatge d"Ara-
bidopsis com a model és la facilitat amb que
una planta mutant (planta amb un gen
afectat) es pot mantenir, ja que el pollen
d’una flor d’Arabidopsis fertilitza la seva
mateixa flor mitjangant autopollinitzacio.
A més, Arabidopsis es transforma facilment
utilitzant el bacteri Agrobacterium tumefaci-
ens. La transformacié d’Arabidopsis permet
introduir un gen d’interes al genoma de la
planta utilitzant A. tumefaciens com a vec-
tor i generar una planta transgenica.
Aquesta metodologia també s’ha utilitzat
per generar mutants d’insercio de tDNA
(en que es muten gens de la planta per
interrupcio de la seva seqiiencia a causa de
la insercié de tDNA «buit» sense gens bac-
terians ni transgens). Actualment, la comu-
nitat cientifica que treballa amb Arabidopsis
també té disponibles eines com microxips
de DNA, que permeten fer estudis dels
gens que s‘expressen en la planta en unes
condicions ambientals determinades o sota
el control de gens especifics. Diverses pa-
gines web com TAIR (The Arabidopsis In-
formation Resource, www.arabidopsis.org)
recullen tota aquesta informacio i la posen
a disposicio de la comunitat cientifica.
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Aquesta disponibilitat d’eines, recursos i
estrategies experimentals per a Arabidopsis
han fet que tingués gran acceptacié com a
planta model i han estimulat 'expansié de
la recerca de la biologia de plantes en els
altims trenta anys.

HISTORIA D’Arabidopsis thaliana
COM A ORGANISME MODEL

Arabidopsis va ser descoberta per Johan-
nes Thal (d’aqui ve el nom thaliana) al segle
xvI a les muntanyes alemanyes de Harz.
Thal li va donar el nom de Pilosella siliquos,
i el nom actual el va proposar De Canddle
I'any 1821. La primera descripcié d'un mu-
tant data del 1873, i I'any 1943 Friedrich
Laibach va descriure els avantatges d’usar-

FIGurA 1. a) Arabidopsis thaliana crescuda a I’hiver-
nacle durant quatre setmanes. b) Detall d’una inflorescén-
cia i dels fruits allargats (les siliqiies), que contenen unes
cinquanta llavors cadascuna. ¢) Llavors d’Arabidopsis
observades amb augment.
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la en experiments genetics, i va suggerir
que es podria utilitzar com a organisme
model. Laibach va ser qui va establir que
Arabidopsis té cinc cromosomes i va propo-
sar que podria ser una bona planta model
perqué es desenvolupa rapid, per la seva
facilitat de cultiu, el seu baix nombre de
cromosomes i l'alta variacié natural. L'any
1947 la seva estudiant Erna Reinholz va
mostrar que era possible induir mutacions
utilitzant raigs X i va crear la primera col-
leccié de mutants induits. En els anys cin-
quanta altres cientifics alemanys van adop-
tar Arabidopsis per als seus estudis, i al
principi dels anys seixanta el seu ts es va
estendre a Holanda, on es va utilitzar per a
estudis de genetica bioquimica. La majoria
dels estudis als anys seixanta que utilitza-
ven aquesta planta cercaven nous muta-
gens quimics. El 1963, alguns genetistes
que treballaven amb Arabidopsis es van tro-
bar al XI Congrés de Genética que es va fer
a la Haia i van establir el Servei d'Informa-
cié d’Arabidopsis (AIS, per la sigla en an-
glés), que va continuar actiu fins l'any
1990. La comunitat d’Arabidopsis comenga-
va a estar organitzada. El 1965 es va fer la
primera Conferéncia Internacional d’ Arabi-
dopsis a Gottingen, Alemanya, amb vint-i-
cinc participants, sobretot europeus. Du-
rant els anys setanta l'interes per Arabi-
dopsis va decréixer. Pero al principi dels
anys vuitanta, amb la nova metodologia
molecular i el descobriment que A. tumefa-
ciens podia transferir gens al genoma nu-
clear de plantes, Arabidopsis la van comen-
car a adoptar com a organisme model els
biolegs de plantes que van veure les possi-
bilitats dutilitzar-la per estudiar temes que
fins aquell moment no havien semblat
abordables. La major part dels articles que
utilitzen Arabidopsis publicats al principi
dels anys vuitanta descriuen l'aillament de
mutants afectats en diferents processos.
Per exemple, Maarten Koornneef va identi-

ficar una serie de mutants afectats en la
resposta de les plantes a fitohormones i a
llum. Aquests mutants demostraven la fa-
cilitat amb que diferents processos es podi-
en alterar amb mutacions. Amb el desen-
volupament de tecniques de clonatge de
gens, aquestes colleccions de mutants van
permetre 1's sistematic de la genetica i la
biologia molecular per analitzar processos
biologics fonamentals. Un dels articles més
influents dels anys vuitanta feia una esti-
macio de la mida del genoma d’ Arabidopsis
en només 70.000.000 bases de DNA nucle-
ar, el més petit de les plantes superiors. Ai-
x0 va facilitar la construccié de genoteques
o colleccions de fragments de DNA que
contenien representat tot el genoma, i
que van incentivar molt I'is d’aquesta
planta en recerca. Les primeres seqiiéncies
de gens d’Arabidopsis es van publicar 'any
1986. A més, durant els anys vuitanta la
possibilitat de transformar de manera molt
eficient amb A. tumefaciens va donar lloc a
les primeres colleccions de mutants d’in-
sercio de tDNA. El 1989 es va clonar el pri-
mer gen mutat a partir d’'una d’aquestes li-
nies de tDNA, la qual cosa va permetre
determinar el gen causant del fenotip mu-
tant de la linia. Aquests clonatges de gens
al final dels anys vuitanta van ser clau per
portar Arabidopsis a 'era molecular. Encara
ara, la facilitat amb que es pot transformar
la planta (ruixant d’A. tumefaciens les flors
amb un esprai) facilita molt la caracteritza-
cié genica i explica per que és la planta
model per als genetistes moleculars. A ban-
da d’aquests avantatges tecnics, Arabidopsis
també va demostrar que era molt util per
resoldre preguntes cientifiques complexes.
Per exemple, al principi dels anys noranta
es va desenvolupar el model combinatori
ABC per explicar la morfogénesi de les
flors a través de l'expressio de tres classes
de gens (A, B i C) que determinen la identi-
tat dels organs florals en sépals, petals, es-
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tams i carpels (Weigel i Meyerowitz, 1994).
En mutants en els quals falta una o més
funcions A, B o C, la identitat dels organs
esta afectada, i en el cas extrem en que to-
tes tres funcions estan mutades, tots els or-
gans florals semblen fulles. El model es va
basar en el clonatge de gens de patr¢ floral
a partir de mutants, en I'analisi del patrd
d’expressio, i en l'analisi de dobles i triples
mutants, i va permetre entendre com cada
funcié A, B o C i la combinacié d’AB o de
BC en cada verticil de la flor determina el
desenvolupament de I'organ floral corres-
ponent. Aquest model simple i elegant ex-
plicava la morfogenesi floral, i el disseny i
I'execucié dels experiments demostrava
que un procés tan complex de desenvolu-
pament podia ser analitzat i entes en plan-
tes. L'elegancia d’aquests experiments va
mobilitzar els biolegs de plantes i va atrau-
re molta gent a treballar amb Arabidopsis.

Actualment, la Conferencia Internacio-
nal d’Arabidopsis té lloc anualment amb
més de mil participants d’arreu del moén.
Hi ha més de dotze mil cientifics d”Arabi-
dopsis registrats a la pagina web TAIR, i es
publiquen més de 2.500 articles anualment
en que es descriu recerca feta utilitzant
Arabidopsis. A Catalunya hi ha uns vint
grups treballant amb Arabidopsis, ubicats a
la Universitat de Barcelona, a la Universi-
tat Autonoma de Barcelona i al Departa-
ment de Genética Molecular del Centre
d’'Investigacid6 i Desenvolupament del
CSIC. Actualment, la majoria d’aquests
grups formen part del Centre de Recerca
en Agrigenomica (CRAG), fruit d'una as-
sociacio CSIC-IRTA-UAB-UB. Les primeres
publicacions a Catalunya sobre Arabidopsis
es van publicar al final dels anys vuitanta i
al comencament dels noranta, i diversos ci-
entifics del CSIC van participar en la se-
qlienciacié del genoma d’Arabidopsis, que
va publicar en els anys 1999 i 2000 un
equip internacional.
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EL GENOMA D’Arabidopsis:
QUANTS GENS FAN UNA PLANTA?

La comunitat internacional d’Arabidopsis
va crear 'any 1996 el comite AGI (de l'an-
gles Arabidopsis Genome Initiative), que es
va encarregar de coordinar la seqiienciacié
del genoma per part de diferents equips
dels Estats Units, d'Europa i del Japd. Per a
la seqiienciacio, es va escollir 'ecotip Co-
lumbia. La seqiiéncia dels cromosomes 2 i
4 es va publicar 'any 1999, i la dels cromo-
somes 1, 315 es va publicar I'any 2000 (The
Arabidopsis Genome Initiative, 2000). L'ana-
lisi de la seqiiencia d’Arabidopsis va inclou-
re l'anotacié de gens predits i l'assignacié
de categories funcionals, l'arquitectura dels
cromosomes, la distribucié de transposons,
i la comparacio amb genomes d’altres or-
ganismes, i ha permes de comencar a en-
tendre les bases genetiques de les diferen-
cies entre plantes i altres eucariotes.

S’ha predit que el genoma d’Arabidopsis
conté uns 28.000 gens, nombre similar a les
estimacions en humans i més gran que els
del cuc Caenorhabditis elegans (20.000) o la
mosca Drosophila (14.000). Quant al nom-
bre de proteines codificades, Arabidopsis
sembla que en tindria entre 11.000 i 15.000
de diferents, nombre comparable a C. ele-
gans, els humans o Drosophila. Aquests
nombres suggereixen que aquest seria el
minim de proteines necessaries per tal que
els organismes eucariotes multicellulars
puguin desenvolupar-se i respondre al seu
entorn.

Arabidopsis és un organisme autotrofic
que només necessita minerals, llum, aigua
i aire per créixer. Per tant, una gran part
del seu genoma codifica enzims implicats
en processos metabolics com la fotosintesi,
la respiracio, el metabolisme intermediari,
la captacié de minerals i la sintesi de lipids,
acids grassos, aminoacids, nucleotids i co-
factors. El conjunt de gens dedicats a
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aquests processos és similar al d’un altre
organisme autotrofic: el cianobacteri Sy-
nechocistis. Perd, mentre que Synechocistis
generalment té un Unic gen que codifica
cada enzim, Arabidopsis normalment en té
diversos i presenta un alt nivell de redun-
dancia. De fet, el genoma d’Arabidopsis
conté un nombre de duplicacions geniques
gran (uns 6.000 gens, practicament la quar-
ta part del seu genoma), que es pensa que
pot conferir plasticitat al genoma i propor-
cionar-li noves funcions. En animals, el
nombre de duplicacions geniques no és tan
elevat, i la plasticitat genica sembla que es-
ta determinada per la presencia de promo-
tors alternatius o per la diferent maduracié
de I'RNA (tall i uni6 alternatiu), fenomens
menys freqiients en plantes.

Al contrari que la majoria dels animals,
les plantes no es mouen, es poden perpetu-
ar indefinidament i sintetitzen tots els seus
metabolits. Com es determinen aquestes
diferencies a escala genica? Gracies a la se-
qlienciaci6 del genoma d’ Arabidopsis, s"han
identificat nous receptors i components
cellulars especifics de plantes, i s’han des-
cobert possibles noves vies metaboliques
també especifiques. Malgrat que moltes fa-
milies de proteines sén comunes a tots els
eucariotes, s’ha vist que Arabidopsis en té
unes 150 d’tiniques, que inclouen factors
de transcripcid, proteines estructurals, en-
zims i moltes proteines de funcié descone-
guda. Curiosament, mentre que moltes de
les proteines associades a la cromatina es-
tan conservades entre els organismes euca-
riotes, un 85 % dels factors de transcripcié
d’ Arabidopsis no té gens relacionats en al-
tres genomes, la qual cosa reflecteix l'evo-
lucié independent i possibles funcions es-
pecifiques dels factors de transcripcié de
plantes. Per contra, al voltant del 50 %
de gens amb funcions en sintesi de protei-
nes tenen equivalents en altres genomes
eucariotes, cosa que reflecteix que les seves

funcions geniques sén més conservades.
Quant a rutes de traducci6 de senyal, sem-
bla que les vies de senyalitzacid en respos-
ta a patogens i a senyals ambientals son
més abundants en Arabidopsis que en altres
organismes, probablement per la impor-
tancia que té per a la supervivencia de les
plantes la capacitat de percebre i respon-
dre correctament al seu entorn, ja que no
poden escapar-se de les condicions ad-
verses. Finalment, la transferéncia d’un
nombre relativament petit de gens de cia-
nobacteris a partir d'un possible ancestre
endosimbiotic també ha afegit diversitat a
les proteines que es troben en plantes,
comparat amb les dels animals.

ESTUDI DE LA FUNCIO

DELS FITOCROMS, UN EXEMPLE
DE L’EXIT D’ Arabidopsis

COM A ORGANISME MODEL

Com veuen les plantes el que passa
al seu entorn? La importancia de la llum
per a les plantes: la fotomorfogénesi

Ates que son sessils (és a dir, no poden
moure’s) i necessiten fer fotosintesi per so-
breviure, la majoria de plantes han desen-
volupat al llarg de l'evolucié formes uni-
ques de «veure» els canvis en el seu entorn
luminic per tal de respondre-hi adequada-
ment i maximitzar la taxa de fotosintesi
(per exemple, evitant 'ombra) o iniciar les
transicions de desenvolupament clau en el
moment oporta (per exemple, la germina-
cié o la induccid de la floracid). Per a les
plantes, la llum serveix, doncs, no sola-
ment com a font d’energia per fer la foto-
sintesi, sin0 també com a inductora i
moduladora del seu desenvolupament
(Schafer i Nagy, 2006). La importancia de
la llum en la regulacid del creixement
de les plantes s’ha documentat des de
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temps molt antics, amb unes primeres
observacions de Teofrast d’Eresos (380-
287 aC), que es refereix als avets crescuts
en I'ombra com de fusta pobra pero bons
per fer llargs pals de vaixell, mentre que
els que creixen en llocs assolellats es poden
utilitzar per fer pals curts més robustos.
Sembla que allo que descrivia és l'efecte de
I'ombra sobre el creixement de les plantes,
ja que les que creixen en llocs ombrivols
per la densitat de plantes veines s’allar-
guen per poder captar més llum solar.
També Darwin, en un llibre escrit amb el
seu fill Francis el 1880, detalla per primer
cop els processos de desenvolupament
que tenen lloc quan una plantula etiolada
(que ha germinat en foscor sota terra)
emergeix a la superficie i entra en contacte
amb la llum solar (vegeu la figura 2).
Darwin també fa referéncia als moviments
de les fulles o a la curvatura de les plantes
cap a una font de llum lateral. Totes aques-
tes respostes reben el nom de fotomorfoge-
nesi, que és la regulacio del creixement
amb els senyals de la llum, utilitzada no
com a font d’energia siné com a font d’in-
formacio.

Els fotoreceptors fitocroms

Les plantes «veuen» la llum solar utilit-
zant diversos fotoreceptors especialitzats
en longituds d’ona especifiques (Chen et
al., 2004). Dels diferents fotoreceptors que
tenen les plantes, els fitocroms sén pig-
ments que perceben llum de l'espectre ver-
mell (V) (660 nm) i vermell llunya (VL)
(730 nm) de la llum solar. Els fitocroms te-
nen una funcio critica en la percepcio6 de la
quantitat, qualitat i periodicitat (durada
del dia i la nit) de la llum en les plantes i
passen aquesta informacié a un gran nom-
bre de vies de senyalitzacié que regulen la
fotomorfogenesi durant tota la vida de la
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planta. Els fitocroms sén reguladors de
l'establiment de la plantula (amb processos
com la germinacié de la llavor o la desetio-
lacio, vegeu la figura 2), de la seva arqui-
tectura (en la resposta a ombra, la regula-
ci6 de l'area de la fulla i del nombre de
branques, o el desenvolupament d’esto-
mes), i de la reproduccié (amb la induccié
de la floracid). El fitocrom existeix com a
dimer, i cada monomer és un polipeptid
d’uns 125 kDa que té unit covalentment un
cromofor de bilina, que és I'antena que ab-
sorbeix la llum. Els fitocroms funcionen
com un interruptor molecular que pot exis-
tir en dues conformacions: Pr i Pfr. Se sin-
tetitzen en la foscor al citosol en la forma
biologicament inactiva Pr, que pot absorbir
llum V. L'activaci6 biologica s’aconsegueix
per l'absorci6 de llum V, que indueix la fo-
toconversioé a la forma activa Pfr, que es
transloca al nucli. Aquesta forma Pfr pot
fotoconvertir-se de nou a Pr en absorbir
llum VL, cosa que resulta en un fotoequili-
bri dinamic entre Pr i Pfr en condicions de
llum natural, que conté tant llum V com
VL. El fitocrom canvia de «color» (és a dir,
de propietats d’absorcio) després d’absor-
bir llum. La forma Pr té un maxim d’ab-
sorci6 en llum V i té color blau turquesa,
mentre que Pfr absorbeix preferentment
llum VL1 és de color verdos.

Quants fitocroms té una planta
i com funcionen? Algunes respostes
(i preguntes) abans d’Arabidopsis

El fitocrom es va descobrir al final de la
decada de 1940 mitjancant experiments fi-
siologics de l'efecte de la llum V i VL que
es van fer en plantes com l'enciam, l'ordj, el
broquil, el pesol, la soia o el nap. De la de-
cada de 1930 a la de 1950 es va descriure
que les llavors d’enciam germinaven quan
els donavem llum V per6o no ho feien si
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la llum era VL. I si donavem cicles de llum
Vi VL, la resposta depenia sempre de I'til-
tim tractament de llum rebut. Aquests re-
sultats suggerien que hi havia un fotore-
ceptor informacional que havia d’existir en
dues formes, una amb un maxim d’accio

FiGura 2. La desetiolaciéo de la plantula. Plantules
d’Arabidopsis quatre dies després de germinar. A 1’es-
querra, la plantula ha crescut en foscor simulant les con-
dicions que es trobaria quan la germinacio és sota terra,
utilitzant les reserves de la llavor. Segueix un patr6é de
desenvolupament etiolat, en que la plantula creix de ma-
nera rapida per arribar a la superficie gracies al gran
allargament de I’hipocotil (tija embrionaria), alhora que
protegeix de dany mecanic el meristem apical (les céllu-
les indiferenciades que donaran lloc a tots els organs ae-
ris) amb el ganxo tancat i els cotiledons (fulles embriona-
ries) junts. A la dreta es mostra una plantula crescuda en
llum. En aquest cas segueix un patré de desenvolupament
desetiolat o fotomorfogenic, amb hipocotil curt, ganxo
apical obert i cotilédons separats. La plantula acumula
clorofilla i és fotosintéticament activa.

en llum V i una altra en llum VL. Si eren
dos pigments amb funcions antagoniques
0 un unic pigment fotoreversible entre V i
VL, no es va poder resoldre fins a l'any
1959, quan W. L. Butler va purificar de
plantules de civada crescudes en foscor un
pigment fotoreversible que va rebre el nom
de fitocrom, per la seva caracteristica de fo-
tocromicitat. Ja que la majoria de respostes
estudiades, com la germinacié de llavors
d’enciam, s’indueixen amb llum V i es re-
primeixen amb llum VL, la forma Pfr es
considera la forma biologicament activa,
mentre que la forma Pr és la forma inacti-
va. Aquestes respostes reversibles per llum
V i VL inclouen la germinacio, la floracio,
el moviment de les fulles entre dia i nit o la
tuberitzaci6 en la patata, i son una indica-
cié que el fitocrom és el fotoreceptor que
percep la llum i mitjanga en la resposta.
Aquesta acci6 reversible dels fitocroms re-
quereix una baixa intensitat de llum i es
coneix com a LFR, de l'angles low fluence
response. Els fitocroms també estan impli-
cats en dues respostes més: respostes d’alta
irradiancia (o HIR, de l'angles high irradi-
ance responses) amb intensitats de llum VL
o V altes i temps d’irradiacié prolongat, i
respostes de molt baixa fluencia (o VLEFR,
de l'angles very low fluence response), en les
quals uns pocs fotons, fins i tot uns segons
de llum de les estrelles, sén suficients per
induir respostes. En resum, els experi-
ments fisiologics i bioquimics van demos-
trar diferents funcions dels fitocroms en
multiples processos biologics, aixi com tres
modes d’accié diferents, i també van de-
mostrar que com a minim hi havia dos ti-
pus de fitocrom, un de labil i un altre d’es-
table en Illum. Malgrat tots aquests
avengos, no va ser fins al comencament de
l'era molecular i 'as de mutants d’Arabi-
dopsis quan es van comencar a resoldre
moltes de les qliestions sobre els diferents
tipus de fitocrom, les respostes de creixe-
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ment que regulen, i la base molecular de la
seva funcio.

L’entrada en I’era molecular

amb Arabidopsis: clonatge

de cinc gens de fitocrom i estudis
de funcié amb mutants

L'evidencia que hi havia diferents tipus
de fitocrom en una mateixa especie es va
confirmar al final dels anys vuitanta i al co-
mencament dels noranta amb el clonatge i
la seqiienciacié de cinc gens d’Arabidopsis:
FITA, FITB, FITC, FITD i FITE. Els estudis
de deteccié de proteina amb anticossos es-
pecifics per a cada fitocrom han determinat
que tots estan presents en foscor en plantu-
les etiolades, pero que el fitocrom A (fitA)
és el més abundant en aquestes condicions.
En irradiar aquestes plantules amb llum,
fitA es degrada molt rapidament, mentre
que fitB-fitE es degraden en menys mesura
i romanen a nivells detectables. FitA cor-
respon al que s’havia denominat fitocrom
de tipus 1, mentre que els fitocroms de tipus
II engloben fitB-fitE. Per tal d’esbrinar la
funcié de cada membre de la familia, va
ser cabdal la identificacié6 de mutants nuls
en cadascun dels cinc fitocroms (Franklin i
Quail, 2010). Els primers mutants defici-
ents en fitocrom van ser una serie de mu-
tants nuls d’Arabidopsis originariament
identificats mutagenitzant llavors d’Arabi-
dopsis i fent-les créixer en llum continua.
La longitud de I'hipocotil en aquestes con-
dicions és un indicador de la capacitat de
percebre i respondre a la llum: les plantes
hiposensibles o cegues a la llum (a conse-
qtiencia de la disminucio en la percepcid)
creixeran amb I'hipocotil allargat com si ho
fessin en foscor (vegeu la figura 3). Es van
identificar entre aquests mutants plantules
amb hipocotils llargs, anomenats mutants
hy, i es va veure que hy3 és un mutant defi-
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cient en fitB, amb nivells molt reduits de la
proteina fitB i mutacions en la seqiiéncia
del gen FITB. De manera semblant es van
aillar mutants deficients per als altres fito-
croms, i l'estudi detallat ha aclarit que les
respostes VLFR i HIR també resulten de la
funci6 dels fitocroms i no d’altres fotore-
ceptors, i ha establert que els diversos fito-
croms tenen funcions especifiques: el fi-
tocrom de tipus I fitA és el responsable de
VLFR i de I'HIR en VL, mentre que les res-
postes fotoreversibles estan mitjancades
pels fitocroms de tipus II fitB-fitE. Aquests
estudis també han determinat que els cinc
fitocroms d’Arabidopsis tenen funcions fo-
tosensores o fisiologiques diferencials en
diferents fases del cicle vital, perd que a
vegades s’encavalquen parcialment, i po-
den fins i tot ser antagoniques. Per enten-
dre millor les relacions funcionals entre els
diferents fitocroms, s’han generat mutants
deficients en diverses combinacions de fi-
tocroms. D’aquesta manera s’ha pogut es-
tablir que, en algunes respostes, diferents
fitocroms actuen de manera additiva o par-
cialment redundant. Recentment s’ha des-
crit el mutant d’Arabidopsis deficient en
tots cinc fitocroms, generat a partir dels
mutants individuals (Strasser et al., 2010).
Aquest quintuple mutant deficient en fitA-
fitE sobreviu en llum blanca (on hi ha al-
tres fotoreceptors informacionals actius,
com per exemple els de llum blava), pero
no sobreviu en llum V, en queé els tnics fo-
toreceptors actius son els fitocroms. Aquest
quintuple mutant ha permes, doncs, sepa-
rar la funci6 de la llum com a senyal infor-
matiu de la seva funcié com a font d’ener-
gia, i el fet que no sigui capag de
sobreviure en llum V (llum que permet ac-
tivar la fotosintesi) demostra que els se-
nyals fotomorfogenics sén necessaris per a
la supervivencia de la planta.

El clonatge dels gens de fitocrom en Ara-
bidopsis combinat amb tecniques de geneti-
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ca molecular també ha permes avangar en
l'estudi de la base molecular de 'accié dels
fitocroms. Diversos estudis de localitzacid
in vivo de fusions del fitocrom amb la pro-
teina verda fluorescent GFP (de l'angles
green fluorescent protein) expressada en
plantes transgeniques d’Arabidopsis han
determinat que tots cinc fitocroms es loca-
litzen al citosol en la forma inactiva Pr, i
que l'activacié per fotoconversié a forma
Pfr indueix la translocacié al nucli. Com
funciona el fitocrom actiu un cop és al nu-
cli?

Ficura 3. El fitocrom B és el fotorecep-
tor més important de llum vermella. Plantu-
les d’Arabidopsis crescudes sota llum ver-
mella constant (670 nm) quatre dies després
de germinar. A I’esquerra es mostra una
plantula silvestre (C) que segueix un patrd
desetiolat. A la dreta, un mutant deficient en
fitocrom B (fitB) que és cec a la llum ver-
mella i, per tant, creix allargat com si ho fes
en foscor (compareu-ho amb la figura 2).

Els fitocroms regulen canvis d’expressio
geénica en resposta a llum

La percepcié de canvis de llum en l'en-
torn de la planta per part dels fitocroms
s’ha vist que inicia canvis rapids en l'ex-
pressio genica de gens diana. Aquests can-
vis d’expressié de gens regulats per llum
son els responsables de dirigir les modifi-
cacions apropiades en el creixement i
desenvolupament de la planta, que cul-
minen amb l'adaptacié al seu nou ambient
luminic. Per exemple, en la transicié entre
etiolacié i desetiolacié de la plantula en la
induccié de la fotomorfogenesi, els fito-
croms indueixen l'expressio de gens relaci-
onats amb la biogenesi del cloroplast i la
fotosintesi, com poden ser els gens impli-
cats en I'acumulacié de clorofilles. Per tal
d’identificar la xarxa transcripcional i de
senyalitzacié regulada per la familia de fi-
tocroms, s’ha combinat la disponibilitat de
mutants d’Arabidopsis amb eines com els
microxips de DNA, on es troben represen-
tats 22.000 gens d’Arabidopsis. Gracies als
microxips, s’ha pogut demostrar que la
llum indueix canvis profunds en l'expres-
sio dels gens en Arabidopsis (Lorrain et al.,
2006). En el cas més extrem, s’han compa-
rat plantules crescudes en foscor amb plan-
tules crescudes en llum, i s’han vist dife-
rencies de gran escala que reflecteixen les
diferencies morfologiques i metaboliques
entre plantules crescudes en llum i foscor
(vegeu la figura 2). També s’han avaluat els
efectes de la llum a curt termini tot trans-
ferint a llum V plantules préviament cres-
cudes en foscor. Després d'una hora en
llum V, aproximadament el 10 % dels
transcrits d’ Arabidopsis modifiquen els seus
nivells. Comparant el perfil transcriptomic
de plantules silvestres control amb el de
mutants deficients en fitocrom, s’ha vist
que aquests canvis transcripcionals rapids
en llum V estan mitjangats pels fitocroms
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majoritaris fitA i fitB. Entre els gens afec-
tats, un percentatge molt elevat correspon
a factors de transcripcio, fet que suggereix
que després de l'activacio dels fitocroms
s’inicia una cascada transcripcional que or-
questra l'inici de la fotomorfogenesi.
Aquests experiments demostren que els fi-
tocroms actius regulen l'expressio genica, i
encara que el mecanisme no és clar, sembla
que no ho fan de manera directa actuant
ells mateixos com a reguladors de la trans-
cripcié. Quin pot ser, doncs, el mecanisme?

Els PIF, factors de transcripcid
que interaccionen amb el fitocrom actiu

Mitjangant la recerca d’interactors del fi-
tocrom per la tecnica del doble hibrid en
llevat, es va identificar PIF3 (de l'angles
phytochrome interacting factor 3). PIF3 inter-
acciona especificament amb la forma activa
Pfr dels fitocroms, i és un factor de trans-
cripci6 de la familia de les bHLH (de l'an-
gles basic helix-loop-helix). La familia de les
proteines bHLH esta formada per més de
cent vuitanta membres en Arabidopsis, i
PIF3 forma part d'una subfamilia de quin-
ze proteines que conté d’altres PIF, com
PIF1, PIF4, PIF5 o PIF7, les quals també po-
den interactuar especificament amb el fito-
crom actiu (Bae i Choi, 2008). L'estudi de
mutants d’Arabidopsis deficients en PIF3 i
altres PIF n’ha permeés determinar la fun-
ci6. D’'una banda, s’ha vist que els PIF sén
reguladors negatius de la senyalitzacié de
fitB en llum V, ja que els mutants son
hipersensibles a llum V (amb hipocotils
més curts que els controls), a I'inrevés que
els mutants deficients en fitB. D’altra ban-
da, els estudis d’estabilitat de proteina han
determinat que PIF3 i altres PIF s’acumu-
len en foscor i es degraden rapidament en
llum. Aquesta degradacié depen de la
interaccié6 amb els fitocroms actius i esta
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acompanyada de la fosforilacié dels PIF. El
fet que els PIF s'acumulin en foscor va fer
pensar que potser també tenien una funcio
en absencia de llum. Efectivament, si bé els
mutants simples deficients en PIF indivi-
duals només tenen un fenotip subtil en fos-
cor, mutants quadruples d’ Arabidopsis defi-
cients en quatre PIF (PIF1, PIF3, PIF4 i
PIF5) tenen un fenotip marcat: es desenvo-
lupen en foscor com si creixessin en llum
(vegeu la figura 4) (Leivar et al., 2008).
Aquests resultats indiquen que la planta té
una serie de factors de transcripcié —els

Figura 4. Els factors de transcripcio
PIF reprimeixen la fotomorfogenesi en
foscor. Plantules d’Arabidopsis crescudes
en foscor quatre dies després de germinar.
A P’esquerra es mostra una plantula sil-
vestre (¢) que segueix un patr6 de creixe-
ment etiolat amb 1’hipocotil molt allargat
i la regio apical tancada. A la dreta es
mostra el quadruple mutant deficient en 4
PIF (PIF1, 3, 4 i 5) (pifq), que es desen-
volupa en foscor com si ho fes en llum,
amb I’hipocotil curt i els cotilédons sepa-
rats (compareu-ho amb la figura 2).
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PIF— que, de manera conjunta, s’encarre-
guen de reprimir la fotomorfogenesi en
foscor, evitant que la plantula comenci a
desenvolupar-se sota terra, cosa que en
provocaria la mort. Els PIF, per tant, asse-
guren la supervivencia de la plantula des-
prés de la germinacio en foscor, pero tam-
bé regulen l'inici de la fotomorfogenesi. En
efecte, quan la plantula emergeix a la
superficie, la llum solar activa els fito-
croms, per fotoconversié de forma Pr a for-
ma Pfr, que es transloca al nucli i hi
interactua amb els PIF. Aquesta interaccid
indueix la degradacié rapida dels PIF, cosa
que permet a la plantula desfer-se dels re-
pressors de fotomorfogenesi i fer una tran-
sicio rapida entre etiolacid i desetiolacio.
S’inicia aixi la fotomorfogeénesi per adap-
tar-se amb eéxit a les noves condicions lu-
miniques. Recentment, i també mitjancant
la combinacié de mutants d’Arabidopsis
amb microxips, s’ha vist que els factors de
transcripcio PIF regulen l'expressié génica
en foscor. S’ha vist que el perfil d’expressié
genica en foscor del quadruple mutant de-
ficient en PIF se superposa amb el de plan-
tes silvestres crescudes en llum, la qual
cosa es correlaciona amb el fenotip morfo-
logic del mutant, que creix en foscor com si
creixés en llum (vegeu la figura 4). Aixi
doncs, un possible mecanisme d’accié dels
fitocroms com a reguladors de l'expressio
genica en llum seria mitjangant la interac-
cid i degradacié dels PIF, revertint la regu-
lacié genica exercida pels PIF en foscor i
iniciant, per tant, la fotomorfogenesi.

CONCLUSIONS I PERSPECTIVES
DE FUTUR

La planta model Arabidopsis thaliana ha
contribuit de manera molt important a l'a-
vang del camp de la biologia de plantes en
els dltims trenta anys. La disponibilitat

d’eines i recursos han estimulat molt la re-
cerca, i la seqiienciacio del seu genoma
I'any 2000 va representar un gran pas en-
davant i va establir les bases per a la carac-
teritzacié funcional de tots els gens d’una
planta. Un dels reptes actuals i de futur és
precisament entendre la funcié de cadas-
cun dels aproximadament 28.000 gens
d’Arabidopsis. En els propers anys, Arabi-
dopsis continuara tenint molta importancia
com a model biologic per aprofundir en el
coneixement basic de molts aspectes de la
biologia de plantes. El desenvolupament
de noves eines permetra abordar noves
preguntes, com per exemple els microxips
de proteines, que permetran fer estudis
globals a escala posttranscripcional. Encara
que hi ha aspectes particulars en cada es-
pecie, Arabidopsis esta considerada un mo-
del biologic excellent, ja que esta intima-
ment relacionada amb centenars de milers
d’espécies de plantes a causa de la recent
expansio de les angiospermes a partir d'un
ancestre comu. S'espera, doncs, que tot
aquest coneixement que s’esta adquirint
gracies a Arabidopsis facilitara l'estudi d’al-
tres especies, incloent-hi les d’interes agro-
nomic. De fet, ja s’esta avangant molt en
l'estudi de plantes com l'arros, el tomaquet,
la vinya o el mel6, moltes ara també amb
els seus genomes seqiienciats i per a les
quals s’estan generant colleccions d’eines
de recerca genomica importants.
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