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UDZIAL. MIKRO RNA W ROZWOJU GENERATYWNYM ROSLIN*

WSTEP

Przez wiele lat RNA bylo uwazane jedynie
za czasteczke przejsciowa miedzy DNA a bial-
kami lub petniaca funkcjonalna role podczas
procesOw splicingu i translacji. Jednak juz w
1961 r. Francois Jacob i Jacques Monod wysnu-
li bardzo Smiala wowczas hipoteze, iz czastecz-
ki RNA moga bra¢ udzial w regulacji ekspres;ji
genow. Wedlug tej hipotezy kodowane przez
geny regulatorowe czasteczki RNA moglyby
laczy¢ sie na zasadzie komplementarnoSci z
docelowymi sekwencjami DNA i wpltywacé na
proces transkrypcji lub na procesy posttran-
skrypcyjne taczac sic z mRNA. Przypuszczenia
te zostaly jednak szybko zapomniane po tym
jak dowiedziono, iz to kompleksy biatkowe
biora udzial w kontroli niemalze wszystkich
etapow ekspresji genow (BONNET i wspolaut.
2006). Dopiero wyniki badan ostatnich lat wy-
kazaly obecnoS¢ w genomie roSlin i zwierzat
niezliczonej iloSci niekodujacych biatka, ma-
lych sRNA (ang. small RNA, sRNA). W wick-
szoSci sa to 20-27 nukleotydowe odcinki RNA,

ktore poprzez hamowanie translacji lub degra-
dowanie mRNA s3 zaangazowane w ogromng
ilos¢ biologicznych procesow takich jak np.
stabilizacja genomu, regulacja rozwoju czy od-
powiedZ adaptacyjna wywotana biotycznym i
abiotycznym stresem (ZHANG i wspotaut. 2007,
CHUCK i wspotaut. 2009). Jednym z rodzajow
sRNA s3 kodowane endogennie czasteczki mi-
kro-RNA. MiRNA (ang. microRNA) s3 to 20-25
nukleotydowe odcinki RNA, regulujace ekspre-
sjc genow posiadajacych fragment sekwencji
komplementarny do nich, nie oddzialywujac
przy tym na geny, z ktorych zostaly transkrybo-
wane. Wstepny model, ktory zostal stworzony
w oparciu o badania nad organizmem C. ele-
gans, a w szczegolnosci regulacja genow lin-4
i let-7 przez miRNA, zakladal iz regulatorowe
miRNA indukuja represje translacji. PozZniejsze
badania ujawnily, iz czasteczki miRNA kieruja
rowniez degradacja docelowego mRNA (REIN-
HART i wspotaut. 2002).

BIOGENEZA ROSLINNYCH MIKRO RNA

Proces biogenezy miRNA jest wieloetapo-
wy i wymaga obecnosci kilku kompleksow
enzymatycznych. WiekszoS¢ roslinnych miR-
NA powstaje z wilasnych jednostek transkryp-

cyjnych, a geny MIR ulegaja transkrypcji przy
udziale polimerazy II RNA. W wyniku tego
procesu powstaje pierwotny transkrypt pri-
miRNA, o dlugosci od setek do tysiecy nukle-
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otydow (LEE i wspolaut. 2004, DU i ZAMORE
2005). Pri-miRNA moze zawiera¢ introny, byc
poliadenylowany i posiada¢ na koncu 5’ cza-
peczke. Nastepnie, przy udziale kompleksu za-
wierajacego biatka DCL1 (DICER-LIKE) i HYL1
(HYPONASTIC LEAVES 1) oraz biatko SE (SER-
RATE), generowana jest czasteczka pre-miRNA,
ktora zbudowana jest z kilkudziesieciu nukle-
otydow i tworzy drugorzedowa strukture petli
z ogonem, okreSlana jako spinka do wlosow,
gdzie sekwencja dojrzatego miRNA zawarta
jest w jednym z ramion ogona (DU i ZAMORE
2005, JONES-RHOADES i wspotaut. 2006, VOINNET
2009). Proces ten odbywa si¢ na terenie cial
jadrowych opisywanych jako D-bodies (FANG
i SPECTOR 2007). Kolejne ciecie prowadzi do
powstania dupleksu miRNA:miRNA* o dlugo-

~ Ryc. 1. Schemat biogenezy i
dziatania miRNA u roSlin.

Roslinne pri-miRNA transkrybowa-
ne przez pol II ulega dojrzewaniu
na terenie cial jadrowych D-body.
Powstaly dupleks miRNA dtugosci
21-24 pz jest metylowany i trans-
portowany do cytoplazmy, gdzie
pojedyncza ni¢ jest wlaczana do
kompleksu biatkowego RISC i po-
sredniczy w cieciu badz zahamo-
waniu translacji mRNA genu doce-
lowego (wg VOINNET 2009, zmody-
fikowana).

Sci 21-24 nt. z 2-nukleotydowymi, wystajacymi
koficami 3’, ktére zostaja zmetylowane przez
niskoczasteczkowa metylotransferaze HEN1
(HUA ENHANCER 1) (CHEN 2005, DU i ZAMO-
RE 2005, TKACZUK i wspotaut. 2006). Zmetylo-
wany dupleks zostaje przetransportowany przy
udziale biatka nukleocytoplazmatycznego HST
(HASTY) z jadra do cytoplazmy (CHEN 2005,
DU i ZAMORE 2005, JONES-RHOADES i wspofaut.
2006). W cytoplazmie jedna z nici ulega degra-
dacji (miRNA*), natomiast druga (dojrzale miR-
NA) wchodzi w sklad bialkkowego kompleksu
RISC (ang. RNA-induced silencing complex),
ktory wiaze sic do mRNA docelowego genu
(Ryc. 1.) (CHEN 2005, DU i ZAMORE 2005, Vo-
INNET 2009).

MOLEKULARNY MECHANIZM REGULACJI EKSPRESJI GENOW PRZEZ MIKRO RNA

Powstanie kompleksu RISC jest punktem
wyjscia do regulacji aktywnoSci genow do-
celowych. RISC jest rybonukleoproteinowym
kompleksem o wielkosci ok. 500 kDa, w

sktad ktorego wchodzi dojrzale miRNA, bial-
ko z rodziny AGO (ARGONAUTE) oraz sze-
reg innych biatek, takich jak biatko VIG (ang.
VASA INTRONIC GENE) wiazace RNA, Fragi-
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le-X, egzonukleaza Tudor-SN oraz rozne heli-
kazy (VOINNET 2009). Z badan wynika, iz klu-
czowym elementem RISC sa biatka z rodziny
ARGONAUTE. Bialka te, wielkosci okolo 150
kDa, posiadaja dwie charakterystyczne, zacho-
wywane ewolucyjnie, domeny PAZ i PIWL
PAZ jest domena wiazaca ni¢ miRNA od stro-
ny 3’, natomiast C-koncowa domena PIWI jest
odpowiedzialna za przylaczenie miRNA od
strony 5°. Oddzialywanie miedzy czasteczkami
od strony tej domeny jest bardzo stabilne, po-
nadto budowa domeny PIWTI jest podobna do
struktury enzymu RNazy H i zawiera domeng¢
DDH (Arg-Arg-His). W tej wlaSciwosci bialek
AGO upatruje si¢ prawidlowe dziatanie kom-
pleksu RISC. Dzieki stabilizacji i enzymatycz-
nej aktywnosci domeny PIWI, mRNA genu
docelowego jest cicte w charakterystycznym
miejscu, miedzy 10 a 11 nt. zwiazanego miR-
NA (DU i ZAMORE 2005, BAUMBERGER i BAUL-
COMBE 2005, RONEMUS i wspotaut. 2006). Po-
wstale w wyniku przeciecia dwa fragmenty
mRNA ulegaja degradacji przez egzonukleazy
komorkowe (KIDNER i MARTIENSSEN 2005). Ce-

cha charakterystyczna procesu wyciszania ge-
noéw u roslin jest to, iz docelowa czasteczka
mRNA posiada jedno, zazwyczaj bardzo kon-
serwatywne ewolucyjnie, miejsce komplemen-
tarne do pojedynczego miRNA w regionie
kodujacym (RHOADES i wspotaut. 2002, BAR-
TEL 2004). Do zwigzania miRNA i uruchomie-
nia procesu wyciszania niezbedna jest jedy-
nie czeSciowa komplementarnoS¢ sekwencji,
komplementarne nukleotydy tworza zaledwie
6-10 nt. nieprzerwane dupleksy, niekomple-
mentarne nukleotydy zazwyczaj wystepuja
w czeSci 3’ czasteczki miRNA. Wykazano, ze
wiazanie od strony 5’ miRNA decyduje o efek-
tywnosci ciecia docelowego mRNA (VAUCHE-
RET 2000). Przypuszcza sig, iz gdy sekwencja
miRNA w pelni lub prawie w pelni odpowia-
da fragmentowi docelowej czasteczki mRNA,
podstawowym mechanizmem regulacji genow
zaleznym od miRNA jest ciecie mRNA, gdy
komplementarnos¢ jest niewystarczajaca (ok.
4 niesparowane nukleotydy) miRNA powodu-
je zahamowanie translacji (ZHANG i wspolaut.
2007, VOINNET 2009).

FUNKCJA miRNA

Czasteczki miRNA odgrywaja wazna role
w regulacji wielu procesOw wzrostowo-ro-
zwojowych u roslin. Wplywaja na wiasciwe
roznicowanie si¢ organOw, sa niezbedne dla
prawidtlowego rozwoju prawie wszystkich

rodzajow tkanek, odpowiadaja za transdukcje
sygnatlow oraz odpowiedz roSliny na dziata-
nie stresu Srodowiskowego. Mutacje prowa-
dzace do utraty funkcji genow odpowiedzial-
nych za proces biogenezy mikro RNA prowa-

Tabela 1. Zestawienie dotychczas opisanych miRNA zaangazowanych w rozwoj generatywny Ara-
bidopsis thaliana oraz ich geny docelowe (AUKERMAN i SAKAI 2003, ACHARD i wspolaut. 2004,
LAUFs i wspoétaut. 2004, KIDNER i MARTIENSSEN 2005, MILLAR i GUBLER 2005, WU i POETHIG 20006).

miRNA Funkcja Geny docelowe

159 Regulacja czasu kwitnienia Czynnikitranskrypcyjne GAMYB
i rozwoj precikow

172 Regulacja czasu kwitnienia | Czynnikitranskrypcyjne APETALAZ (AP2)
i tworzenia kwiatu oraz podobnedo AP2: TAGRET OF EAT1

(TOE1), TOE2, SHNARCHZAPFEN (SNZ),
SCHLAFMUTZE (SMZ)
156 Regulacja czasu kwitnienia Czynnikitranskrypcyjne z rodziny SPL
(SQUAMOSA PROMOTER BINDING
PROTEIN-LIKE)
164 | Regulacjaseparacji organdw |Czynnikitranskrypcyjne CUC (CUP-SHAPED
kwiatowychiich liczby COTYLEDON)
167 |Regulacjarozwoju precikowia| AUXIN RESPONSE FACTOR6 (ARF6), ARF8
i stupkowia
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dza do wielu nieprawidlowosci w rozwoju.
NajczeSciej spotykanymi efektami u roslin sa:
zahamowanie rozwoju we wczesnych fazach
embrionalnych, zmiany ksztaltu i morfologii
organOw oraz sterylnoS¢. Czasteczki miRNA
zaangazowane sa takze w kontrole przejScia

z wegetatywnej do generatywnej fazy rozwo-
ju oraz prawidlowe wyksztalcenie si¢ kwia-
tow i nasion (Tabela 1) (ZHANG i wspotaut.
2007, CHUCK i wspotaut. 2009, WOLLMANN i
WEIGEL 2010).

ROZWOJ GENERATYWNY ROSLIN

PrzejScie z wegetatywnej do generatywnej
fazy rozwoju odbywa si¢ w kilku nastepuja-
cych po sobie etapach. W pierwszej kolejno-
Sci, w odpowiedzi na sygnaly zaré6wno Sro-
dowiskowe jak i endogenne, roSlina zostaje
zaindukowana do kwitnienia. Proces ten kon-
trolowany jest przez duza grupe genoéw czasu
kwitnieniam tworzacych kilka szlakow induk-
¢ji kwitnienia, z ktorych najlepiej scharakte-
ryzowanymi sa: szlak giberelinowy, autono-
miczny, wernalizacyjny, fotoperiodyczny oraz
zalezny od jakosci Swiatla (QUESADA i wspot-
aut. 2005, ImAizumI i KAy 2006). Nastepnie,
sygnaly pochodzace z roznych szlakow sa in-
tegrowane i prowadza do aktywacji malej gru-
py genow tozsamoSci merystemu (merystem
wegetatywny przeksztalca sic w merystem ge-
neratywny) (PARCY 2005). Trzeci etap dotyczy
aktywacji genow tozsamosci organow kwia-
towych w odrebnych miejscach przeksztatca-

jacego si¢ wierzchotka wzrostu. Ostatecznie,
geny tozsamosci organow kwiatowych akty-
wuja geny znajdujace si¢ pod ich kontrola,
ktore roznicuja komorki i tkanki tworzace or-
gany kwiatowe: dziatki kielicha, ptatki korony,
preciki i stupki (JACK 2004). Ten niezmiernie
wazny i skomplikowany proces wymaga sze-
regu mechanizmow kontrolujacych, angazu-
jacych nie tylko zmiany aktywnosSci genow
na poziomie transkrypcji, ale rowniez na po-
ziomie potranskrypcyjnym i potranslacyjnym.
Geny zwiazane z tym procesem koduja, poza
czynnikami transkrypcyjnym, rOwniez biatka
zaangazowane w remodelowanie chromatyny,
dojrzewanie mRNA, a takze mikro RNA (Qu-
ESADA i wspotaut. 2005). Dotychczas udziat
mikro RNA opisano w dwoch szlakach, fo-
toperiodycznym i giberelinowym, a takie w
regulacji rozwoju kwiatu (GOCAL i wspotaut.
2001, JuNG i wspotaut. 2007).

MIR172 — REGULATOR EKSPRESJI GENOW AP2 1 PODOBNYCH DO AP2

Liczne badania ostatnich lat wykazaly, ze
miR172 jest zaangazowany w regulacje roz-
woju generatywnego roznych gatunkow ro-
§lin zarOwno na poziomie indukcji kwitnie-
nia, jak i tworzenia kwiatu. MiR172 zostat
wlaczony do szlaku fotoperiodycznej induk-
¢ji kwitnienia i powiazany z funkcjonowa-
niem modelu ABCE tworzenia kwiatu (CHEN
2004).

Genom A. thaliana posiada 5 genéw ko-
dujacych miR172 (miR172a-1, -a-2, -b, -c i -d).
Wykazuja one komplementarnos¢ do mRNA
genu tozsamosSci merystemu kwiatowego
AP2 (APETALA2) i rodziny genow podob-
nych do AP2. mRNA genu AP2 koduje biatko
nalezace do roSlinnych czynnikow transkryp-
cyjnych z rodziny APETALA2 i zawiera dwie
domeny AP (AUKERMAN i SAKAI 2003). 21-nu-
kleotydowy miRl72 ma zdolnoS¢ tworzenia
dupleksow z sekwencja bliska konca 3’ kodu-
jacego regionu AP2 (CHEN 2004). Do grupy

genow podobnych do AP2 zidentyfikowa-
nych u rzodkiewnika, posiadajacych miejsce
wiazania miR172, naleza TOEl (TARGET OF
EATI), TOE2, TOE3, SMZ (SCHLAFMUTZE) i
SNZ (SCHNARCHZAPFEN) (AUKERMAN i SAKAI
2003).

Nadekspresja genu MIRI172 powoduje
powstanie fenotypu wlasciwego dla mutanta
ap2, charakteryzujacego si¢ brakiem platkow
korony, przeksztalcaniem dzialek kielicha w
stupki oraz, co nie jest typowe dla mutacji
w genie AP2, wczesnym zakwitaniem (CHEN
2004).

Fenotypowe zmiany w budowie kwiatu
u roSlin z nadekspresja MIRI172 sa zwiaza-
ne z regulowana poprzez miR172 ekspresja
genu AP2. Nalezy on do genow tozsamo-
Sci organow kwiatowych, ktorych ekspresja,
opisywana modelem ABCE u A. thaliana,
powoduje formowanie okreSlonych orga-
now kwiatowych w obrebie merystemu ge-
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neratywnego. Model ABCE rozwoju kwiatu
przewiduje, ze rozwo0j czterech okotkow
kwiatu jest kontrolowany przez cztery typy
genow homeotycznych A, B, C i E. Kazdy z
okotkow okreSlany jest aktywnoSscia jednego
lub dwoéch genéw homeotycznych. Gen kla-
sy A warunkuje powstawanie dzialek, geny
klasy A i B platkéw, B i C precikow, a gen
klasy C stupka. Mutacja w obrebie ktoregos
z tych geno6w powoduje powstanie kwiatow,
w ktorych okotki sa przemieszczone. Klasa
A genéw okresla tozsamo$¢ dzialek kielicha
i platkbw korony oraz hamuje aktywnosc
genow klasy C w okotku 1 i 2. U Arabidop-
sis zidentyfikowano dwa geny klasy A: API
oraz AP2. Geny klasy B, do ktorych naleza:
AP3 oraz PI (PISTILLATA), sa wymagane do
roznicowania platkow korony w okotku 2
i precikow w okotku 3. Gen klasy C — AG
(AGAMOUSY), jest niezbedny do réznicowania
precikow i stupkow. Wazna funkcja biatka
AG jest takze hamowanie aktywnoSci genow
klasy A w okotku 3 i 4. Rownie wazna dla
prawidtowego rozwoju organow kwiatowych
jest klasa E. Do tej grupy genow tozsamosci
organow kwiatowych naleza, odpowiedzialne
za aktywacje genow klasy B i C, geny z rodzi-
ny SEP (SEPALLATA) (JACK 2004). Wszystkie
biatka modelu ABCE, oprocz AP2, to czynni-
ki transkrypcyjne zawierajace domene MADS.
Wszystkie poznane do tej pory bialka MADS
wiaza sie¢ do DNA jako homo- lub hetero-
logiczne kompleksy. Biatka MADS, biorace
udzial w okreSlaniu tozsamoSci poszczegol-
nych organéw kwiatowych dziataja jako te-
tramery. Opierajac si¢ na tej zdolnoSci biatek
MADS model powstawania organéw kwia-
towych ABCE zaklada, ze dzialki kielicha sa
okreslane poprzez aktywnoS¢ tetrameru zbu-
dowanego z biatek AP1/AP1/SEP4/SEP4, ptat-
ki korony przez potaczona aktywnoS¢ biatek
AP3/PI/SEP/AP1, preciki poprzez aktywnoS¢
bialek AP3/PI/SEP/AG, shupki natomiast po-
przez AG/AG/SEP/SEP (JACK 2004). Wzajem-
na represja pomiedzy genami klasy A i C
jest jedna z podstawowych zasad funkcjono-
wania modelu ABCE. AktywnosS¢ biatka AP2
(klasa A) wymagana jest do hamowania ak-
tywnosci AG (klasa C) w okoélku pierwszym
i drugim (CHEN 2004). Okazalo si¢, ze mRNA
AP2 wykrywane jest we wszystkich okotkach
kwiatowych, lecz bialko zlokalizowane jest
tylko w okétku pierwszym i drugim (SCHMID
i wspolaut. 2003). Szczegotowe badania wy-
kazaly, ze ekspresja genu AP2 regulowana
jest przez miR172 (JACK 2004). Potranskryp-
cyjna regulacja ekspresji genu AP2 zwiazana

jest z zahamowaniem translacji poprzez dzia-
tanie miR172 w okotku trzecim i czwartym.
Wiazanie sie¢ miR172 do docelowej sekwen-
¢ji w mRNA AP2 prowadzi do zahamowa-
nia translacji i w konsekwencji prowadzi do
zmniejszenia iloSci biatka AP2. Dzi¢ki temu
mozliwe staje si¢ prawidlowe rdznicowanie
organow kwiatowych, gdyz wyeliminowanie
AP2 umozliwia dzialanie genu klasy C: AGA-
MOUS, niezbednego do wytworzenia preci-
kow i stupkow (Ryc. 2) (CHEN 2004).

Druga cecha fenotypowa roSlin z nade-
kspresja MIR172, a mianowicie wczeSniej-
sze zakwitanie, jest zwiazane z regulacja
aktywnoSci innych genéw docelowych dla
miR172 niz AP2, a mianowicie TOE1, 2; SMZ
i SNZ. Geny te sa represorami kwitnienia u
A. thaliana. Nadekspresja 355:TOE1 opOznia
kwitnienie, natomiast podwojne mutanty fo-
eltoe2 kwitng znacznie wczesniej. Podobne
efekty powoduje nadekspresja genow SMZ
i SNZ (CHEN 2004). miR172 i jego gen do-
celowy TOE1 od niedawna wlaczany jest do
szlaku indukcji kwitnienia zaleznego od fo-
toperiodu. Szlak fotoperiodyczny kwitnienia
uruchamiany jest u roslin w warunkach od-
powiedniego dla gatunku fotoperiodu (np.
dla A. thaliana w warunkach dnia dlugie-
go ang. LD). Swiatlo bezposSrednio lub po-
Srednio, poprzez zegar okotodobowy oraz
biatko GI (GIGANTEA), aktywuje ekspresje
genu CO (CONSTANS), ktory jest pozytyw-
nym regulatorem genow integratorowych
(wiazacych dzialanie kilku szlakow indukcji
kwitnienia), a mianowicie FT (FLOWERING
LOCUS T) i SOCI (SUPRESOR OF OVERE-
XPRESION OF CO1I) (PARCY 2005, IMAIZUMI i
KAY 20006). U A. thaliana bialko FT, ktorego
ekspresja zachodzi w komorkach towarzy-
szacych floemu liSci, jest transportowane do
wierzchotka wzrostu (HAYAMA i COUPLAND
2004, JAEGER i WIGGE 2007, WOJCIECHOW-
SKI i wspotaut. 2007), gdzie w kompleksie
z bialkiem FD powoduje aktywacje genow
tozsamoSci merystemu kwiatowego, m.in.
AP1 i CAL (CAULIFLOWER) (IMAIZUMI i KAY
2000).

Badania aktywnoSci miR172 oraz jego
genu docelowego TOEI wykazaly, ze jest
on zwiazany z fotoperiodyczna indukcja
kwitnienia u A. thaliana poprzez regulacje
ekspresji genu FI, a iloS§¢ miR172 kontro-
lowana jest przez biatko GI. Co ciekawe
akumulacja miR172 nie jest uzalezniona od
aktywnoSci genu CO. Ponadto zbadano po-
ziom dojrzalego miR172 oraz transkryptu
genu MIR172a u mutantow gi-2 (mutacja
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w genie GIGANTEA). Okazato sie, ze ilos¢
miR172 wzrasta po przeniesieniu roSlin z
warunkéw SD (ang. short day) do LD, jed-
nakze wzrost ten jest nieznaczny w porow-
naniu z roSlinami typu dzikiego. Natomiast
ilo§¢ transkryptu MIRI172a byla wyzsza u
mutantéow gi-2 w warunkach SD, niz u ro-
slin typu dzikiego. Dodatkowo malata po
przeniesieniu roslin do indukcyjnego foto-
periodu (LD). Wyniki te stanowia podsta-
we twierdzenia, ze biatko GI reguluje ilos¢
miR172 na etapie dojrzewania mikro RNA,
a nie transkrypcji. Ponadto okazato sie¢, ze
mutacja w dwoch genach szlaku autono-
micznego, a mianowicie FCA (FLOWERING
TIME CONTROL PROTEIN FCA ALPHA) i
FLK (FLOWERING LOCUS KH DOMAIN),
powoduje zmniejszenie akumulacji miR172,
co sugeruje powiazanie tego mikro RNA
ze szlakiem autonomicznym. Ten sam ze-
spol badawczy wykazal, ze nadekspresja
TOE1 powoduje obnizenie iloSci mRNA FT,
AP1 i LFY, jednak nie zmienia akumulacji
transkryptow genoéw CO i FLC (FLOWE-
RING LOCUS (). Ponadto autorzy wykaza-
li, ze miR172 reguluje iloS¢ mRNA TOE].

b= [

Ryc. 2. Model ABCE rozwoju kwiatu A. tha-
liana z uwzglednieniem udzialu miR172.

Zahamowanie translacji na matrycy mRNA AP2
przy udziale miR172 w okoétkach 3 i 4 aktywuje
ekspresje genu AG w tych okoétkach. W konse-
kwencji mozliwa jest wlaSciwa ekspresja genow
MADS modelu ABCE i powstanie tetramerow
biatek MADS stanowiacych kompleksy trans-
krypcyjne odpowiedzialne za aktywacje genow
kontrolujacych tworzenie poszczegolnych ele-
mentow kwiatu (CHEN 2004, JACK 2004, CHUCK
i wspotaut. 2009).

Wskazuje to na istnienie dwoch szlakow
zakwitania zwiazanych z dhugoscia dnia re-
gulowanych przez GI. W pierwszym uczest-
niczy gen CO, natomiast drugi zwigzany
jest z aktywnoScia miR172 (Ryc. 3) (JUNG i
wspotaut. 2007).

Miejsca komplementarne do miR172 zi-
dentyfikowano rowniez w transkryptach
genow 7z rodziny AP2 wystepujacych u
innych gatunkéw roSlin. Do grupy tej za-
liczamy, opisany u kukurydzy, gen IDS/
(UINDETERMINATE SPIKELETI1) determinu-
jacy ilos¢ kwiatow w kwiatostanie (CHUCK
i wspotaut. 1998). Kolejny gen z rodziny
AP2, wystepujacy u Zea mays, takze regu-
lowany przez miR172, a mianowicie GL15
(GLOSSY15), odgrywa istotna funkcje w
utrzymaniu fazy mlodocianej (LAUTER i
wspotaut. 2005). U tytoniu miR172 regu-
luje czas kwitnienia roslin oraz powodujac
ciecie docelowych mRNA (4P2 i innych z
tej rodziny genow) w zewnetrznych okot-
kach kwiatu, wptywa na zmiane¢ lokalizacji
tkankowej aktywnoSci genoéw DEF i GLO
nalezacych do klasy B u tytoniu (MLOTSHWA
i wspotaut. 20006).



Udziat mikro RNA w rozwoju generatywnym roslin

147

MIR156 W POTRANSKRYPCYJNEJ REGULACJI GENOW SPIL
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Ryc. 3. Schemat niezaleznego od biatka CO
udzialu miR172 w fotoperiodycznym szlaku
kwitnienia A. thaliana.

Aktywno$¢ miR172 oraz jego genu docelowego
TOE] jest zwiazana z fotoperiodyczna indukcja kwit-
nienia A. thaliana poprzez regulacje ekspresji FI, a
ekspresja miR172 kontrolowana jest przez gen GI.
Akumulacja miR172 nie jest uzalezniona od CO, co
wskazuje na istnienie unikalnego szlaku w fotope-
riodycznej indukcji kwitnienia. Dodatkowo mutacja
w dwoch genach szlaku autonomicznego, a miano-
wicie FCA i FLK powoduje zmniejszenie akumulacji
miR172 co sugeruje powiazanie tego miRNA ze szla-
kiem autonomicznym (wg JUNGA i wspotaut. 2007,
zmodyfikowana).

MiR156 jest drugim, obok miR172, mikro
RNA wigzanym z fotoperiodyczna indukcja

kwitnienia A. thaliana (SCHMID i wspotaut.
2003).

Podczas kwitnienia wzrasta ekspresja gru-
py genow SPL (SQUAMOSA PROMOTER BIN-
DING PROTEIN LIKE), w szczeg0olnosci SPL3,
SPL4 i SPL5. AktywnoSC tych genoéw regulo-
wana jest przez CO i FT, co wskazuje na ich
udzial w regulacji czasu zakwitania poprzez
szlak fotoperiodyczny (SCHMID i wspolaut.
2003, YAMAGUCHI i wspotaut. 2009). Analizy
komputerowe sekwencji mRNA SPL3, 4 i 5
wykazaly istnienie w regionie 3’ UTR miejsca
komplementarnego do miR156, co umozli-
wialoby specyficzna regulacje ekspresji tych
genow przez miRNA podczas rozwoju rosli-
ny (SCHWAB i wspotaut. 2005, WU i POETHIG
20006). To teoretyczne zalozenie potwierdzi-
ly badania, ktore wykazaly, ze nadekspresja
MIR156 powoduje opodznienie kwitnienia i
obnizenie ekspresji genow SPL kodujacych
transkrypty zawierajace miejsce wiazania
miR156 (SCHWAB i wspotaut. 2005).

Geny SPL3, SPL4 i SPL5 wykazuja syner-
gistyczna funkcje w regulacji indukcji kwit-
nienia u Arabidopsis. Szczegétowe badania
wykazaly, ze biatko SPL3 rozpoznaje zacho-
wywana ewolucyjnie sekwencje w regionie
promotorowym genu tozsamosSci merystemu
AP1 u Arabidopsis. Podobnie, jak w przy-
padku genu API, konstytutywna ekspresja
SPL3 przejawia si¢ wczesnym kwitnieniem
ro$lin (YAMAGUCHI i wspotaut. 2009). Nade-
kspresja MIR156, hamujac aktywnoS¢ SPL3,
prowadzi do szybkiego rozwoju liSci roze-
towych, zmniejszenia dominacji wierzchot-
kowej i opOznienia kwitnienia. Ponadto
transgeniczne rosSliny z ekspresja SPL3 oraz
ze zmienionym miejscem docelowym dla
miR156 (358:mSPL3) lub brakiem 3’ UTR
(358:SPL3L1), a co za tym idzie, zaburzona
regulacja ekspresji genu SPL3 przez miRNA,
zakwitaja wczesniej i maja zmieniona liczbe
lisci. Wyniki te potwierdzaja, iz SPL3 promu-
je zmiane fazy rozwojowej z wegetatywnej w
generatywna, a jego ekspresja podlega trans-
krypcyjnej regulacji przez miR156 (Wu i Po-
ETHIG 2000).

MIR159 — REGULATOR EKSPRESJI GENOW ODPOWIEDZI NA GIBERELINY GAMYB

U Arabidopsis miR159 kodowany jest
przez MIR159a, MIR159b, MIR159c (AuU-
KERMAN i SAKAI 2003). MiR159 wplywajac

na ekspresjc swych genoéw docelowych
m.in. MYB33 (MYB DOMAIN PROTEIN 33)
i MYBG65 u A. thaliana wtacza sie¢ do funk-
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cjonowania szlaku giberelinowego indukgji
kwitnienia. Ponad to, reguluje rOwniez pra-
widlowy rozwoj kwiatu (ACHARD i wspolaut
2004, MILLAR i GUBLER 2005).

Szlak giberelinowy aktywuje geny odpo-
wiedzialne za formowanie kwiatow na dro-
dze bezposredniej, poprzez aktywacje genu
LFY (gen tozsamoS$¢ merystemu kwiatowe-
g0), lub posrednio, poprzez pozytywna regu-
lacje genu SOCI (QUESADA i wspotaut. 2005).
Szlak sygnalowania giberelin funkcjonuje
jako system derepresji oparty glOwnie na
silnie konserwatywnych biatkach z rodziny
DELLA, bedacych transkrypcyjnymi represo-
rami odpowiedzi na gibereliny (FLEET i SUN
2005). Jednym z elementow szlaku sygnato-
wego zwiazanego z dzialaniem giberelin, po-
nizej biatek DELLA, sa biatka GAMYB, bedace
czynnikami transkrypcyjnymi promujacymi
aktywnos¢ genow docelowych odpowiedzi
na gibereliny. Aplikacja GA powodowala
zwickszenie ekspresji MYB33 w wierzchotl-
ku wzrostu A. thaliana oraz nastepujacy po
niej wzrost transkrypcji genu LFY. Dokladna
analiza struktury LFY wykazata, ze w promo-
torze tego genu wystepuje element odpo-
wiedzi na gibereliny GARE (ang. GA-respon-
se elements), ktory wraz z motywem DBD
biatka GAMYB tworzy kompleks odpowie-
dzi giberelinowej GARC (ang. GA-responsive
complex) (GOCAL i wspoétaut. 2001). Biatka
GAMYB posiadaja charakterystyczna domene¢
DBD (ang. DNA binding domain) wiazaca
DNA, ktora powstaje z fragmentow R2 i R3
(charakterystyczna domena MYB), jak row-
niez trzy kasety o silnie zachowywanych se-
kwencjach, nazywanych odpowiednio BOX1,
BOX2 i BOX3. U A. thaliana poznano do
tej pory okoto 100 genow MYB. Ekspresja
trzech z nich, MYB33, 65 i 101, jest promo-
wana przez gibereliny (GOCAL i wspotaut.
2001). Region komplementarny do miR159
jest zlokalizowany okoto 100 nukleotydow
powyzej sekwencji kodujacej BOX2 (ACHARD
i wspotaut 2004).

Zwickszona ekspresja MIRI159 powo-
duje zmniejszenie poziomu transkryptow
MYB33, a co za tym idzie, wykrywanego bial-
ka MYB33. Dodatkowo ekspresja MIR159 nie
wplywa na poziom transkryptow mMYB33
charakteryzujacych sie¢ uszkodzeniem miejsca
wiazania miR159 bez zmiany sekwencji ami-
nokwasowej i aktywnoSci kodowanego biatka
(MILLAR i GUBLER 2005). Wyniki te wskazuja,
ze miR159 reguluje poziom transkryptow ko-
dujacych biatka z rodziny GAMYB poprzez
bezposrednie kierowanie ich rozpadem.
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Ryc. 4. Schemat szlaku giberelinowego z

uwzglednieniem udzialu miR159.

Zwiazanie fitohormonu gibereliny (GA) powoduje
degradacj¢ bialek DELLA i w konsekwencji aktywa-
cje genoéw odpowiedzi na gibereliny SOCI i GA-
MYB. Akumulacja mRNA GAMYB jest regulowana
dodatkowo przez miR159. Biatka SOC1 i GAMYB
poprzez indukcje ekspresji genu LFY wplywaja na
zmiane tozsamoSci merystemu z wegetatywnego na
generatywny (ACHARD i wspotaut. 2004, MILLAR i GU-
BLER 2005).

Rosliny z nadekspresja genu MIR159 po-
siadaja kilka charakterystycznych cech feno-
typowych. Po pierwsze, uprawiane w wa-
runkach dnia krotkiego pozno zakwitaja.
Obserwowany rezultat zwiazany jest praw-
dopodobnie ze spadkiem poziomu transkryp-
tu genu MYB33 oraz jego genu docelowego
— LFY. Oznacza to, ze w szlak kwitnienia
zalezny od GA zaangazowane sa czasteczki
miR159, ktore reguluja iloS¢ transkryptow
genow GAMYB (Ryc. 4.). Po drugie, trans-
geniczna nadprodukcja miR159, prowadzaca
do wzmozonej degradacji transkryptow GA-
MYB, jest przyczyna formowania nieprawi-
dlowych, sterylnych precikow. Podwyzszo-
ny poziom miR159 powoduje zwickszenie
rozmiaru pylnika, jego ciemnienie oraz bez-
plodnos¢ (ACHARD i wspoétaut. 2004). Podob-
ne efekty obserwowano u podwojnych mu-
tantow myb33myb65 (QUESADA i wspolaut.
2005). Postuluje si¢, ze miR159 jest czynni-
kiem ograniczajacym ekspresj¢ MYB33 do
tkanek precikOw w czasie rozwoju kwiatu.
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W celu dokladniejszego zbadania tego zjawi-
ska utworzono rosliny transgeniczne mMY-
B33:GUS. W roSlinach tych ekspresja genu
mMYB33 rozszerza si¢ takze na inne tkan-
ki. RoSliny mMYB33:GUS charakteryzuja si¢
zaokraglonymi 1iS¢mi, skroconymi platkami
korony, nieprawidlowo rozwinictymi liScie-
niami, zmniejszonym wzrostem, zredukowa-

na dominacja wierzchotkowa i zmniejszo-
na plodnoscia. Powyzsze cechy fenotypowe
Swiadcza o zaangazowaniu miR159 w regula-
cje rozwoju ros$lin zar6wno na etapie zmiany
fazy wzrostu z wegetatywnego na reproduk-
cyjny, ale takze podczas rozwoju generatyw-
nego (PALATNIK i wspolaut. 2003, MILLAR i
GUBLER 2005).

UDZIAL MIR164 W REGULACJI EKSPRESJI GENOW CUC

MiR164, poprzez regulacje powstawania
granic miedzy organami, zaangazowany jest
w regulacje rozwoju roSlin zaro6wno w fazie
wegetatywnej, jak i generatywnej (CHUCK i
O’CONNOR 2010). Jednakze w zwiazku z jego
zaangazowaniem w powstawanie prawidto-
wej struktury kwiatu zostat zamieszczony w
niniejszej pracy przegladowej.

Sekwencja miR164 wystepujacego u
A. thaliana w trzech izoformach (miR164a,-
b,-c) jest komplementarna do mRNA rodziny
genow kodujacych czynniki transkrypcyjne
zawierajace domen¢ NAC, do ktorych nale-
z3a miedzy innymi CUCI (CUP-SHAPED CO-
TYLEDON 1) oraz CUC2 (CHUCK i wspoélaut.
2009). W genomie rzodkiewnika zidentyfiko-
wano pie¢ genow z rodziny NAC posiadaja-
cych komplementarne miejsca do miR164.
Nalezag do nich: NACI (NAM/ATAF/CUCQC),
CUCI, CUC2, At5807680 i At5g61430. Geny
CUCI i CUC2 ulegaja ekspresji w komorkach
tworzacych obszary graniczne wokol primor-
diow, gdzie prawdopodobnie hamuja wzrost
komorek. Podczas gdy pojedyncze mutacje
ktoregokolwiek z genow CUC, nie wywieraja
znaczacych efektow na ksztaltowanie granic,
u podwojnego mutanta cuclcuc2 widoczne
sa zaburzenia w tworzeniu granic, co za tym
idzie powstaja czeSciowo zroSnicte organy
(m. in. liScienie, dziatki kielicha i preciki).
Podobne efekty obserwuje si¢ u roslin z na-
dekspresja MIR164 (LAUFS i wspotaut. 2004,
MALLORY i wspoétaut. 2004).

Wykazano, ze podczas wczesnego stadium
rozwoju granic, na przyklad, dzialek Kkieli-
cha, proliferacja komorek nie jest hamowa-

na i dlatego nie ma Scistego ograniczenia w
ukierunkowaniu podziatow komorkowych.
Nastepnie degradacja transkryptow CUCI i
CUC2 zalezna od miR164 ogranicza rozrost
obszaru granicznego pomiedzy dziatkami, co
umozliwia ich poprawny rozwoj. Zaburzenia
w regulacji ekspresji CUCI i CUC2 kontrolo-
wanej poprzez miR164, u roslin z podwyz-
szona ekspresja MIRI164 lub ekspresja genu
mCUCI1 ,odpornego” na miR164, prawdopo-
dobnie rozregulowuje geny, ktorych ekspresja
zalezy posrednio lub bezposrednio od wtasci-
wej ekspresji CUCI lub CUC2. Na przyklad,
czynniki transkrypcyjne CUC1 lub CUC2 s3
wymagane do ekspresji genu STM (SHOOT
MERISTEMLESS), ktory koduje klase I bialek
podobnych do KNOTTED funkcjonujacych
w regionach merystematycznych oraz miedzy
primordiami. Ich celem jest utrzymania komo-
rek w niezréznicowanym stanie i powstrzy-
mania proliferacji. W nastepstwie utraty eks-
presji STM powstaja m.in. cz€Sciowo zroSnicte
lisScienie i organy kwiatowe, przypominajac
defekty wystepujace w roslinach z nadekspre-
sja MIR164. Sugeruje si¢, ze miR164 moze ha-
mowac ekspresjec CUCI i CUC2 po podziale
w jednej z potomnych komorek i w ten spo-
sob indukowa¢ odmienna tozsamoS$¢ komor-
ki. Alternatywnie, moze on indukowac ciecie
mRNA CUCI i CUC2 w najbardziej zewng¢trz-
nych komorkach granicznych w odpowiedzi
na powickszanie granicy. W obydwu przypad-
kach, graniczne komorki traca wlasna tozsa-
mosS¢ i przyjmuja tozsamoS$¢ merystemu lub
primordium (LAUFS i wspotaut. 2004, MALLORY
i wspotaut. 2004, CHUCK i O’CONNOR 2010).

UDZIAL MIR167 W REGULACJI EKSPRESJT GENOW ARFG6 1 ARF8

miR167 u A. thaliana kodowany jest
przez cztery geny (MIRI167a, -b, -c, -d) i jest
komplementarny do mRNA genéw koduja-
cych czynniki odpowiedzi na auksyny ARF6
(AUXIN RESPONSE FACTORG) i ARFS8 za-

angazowane w regulacje rozwoju precikow
i stupkow (NAGPAL i wspotaut. 2005, WU i
wspotaut. 20006).

Czynniki transkrypcyjny, nalezace do rodzi-
ny bialek odpowiedzi na auksyny ARF, wiaza
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sic do elementéw odpowiedzi na auksyny Au-
xRE (5’ TGTCTC 3’), obecnych w promotorach
licznych genéw regulowanych przez ten fito-
hormon (HAGEN i GUILFOYLE 2002, WU i wspot-
aut. 2006). Biatka ARF6 i ARF8 zawieraja kil-
ka charakterystycznych domen: domene DBD
(B3) odpowiedzialng za wiazanie si¢ biatka do
DNA, domene Aux/IAA, utworzona przez mo-
tywy I i IV, umozliwiajaca dimeryzacje oraz
region bogaty w aminokwas glutamine, dzieki
ktorej moga aktywowac ekspresjc genow od-
powiedzi na auksyny. Mutacje w genach kodu-
jacych te biatka zmniejszaja odpowiedz wywo-
fana przez auksyny i powoduja wystepowanie
réznorodnych anomalii rozwojowych. Auksyny
reguluja aktywnoS¢ bialek ARF poprzez obniza-
nie iloSci bialek Aux/IAA (GRAY i ESTELLE 2000,
HAGEN i GUILFOYLE 2002).

Badania przeprowadzone na A. thaliana
wykazaly, ze czynniki transkrypcyjne ARF6 i
ARF8 sa zaangazowane w wydluzanie nitki
precikow, pekanie pylnikow, dojrzewanie stup-
kow oraz otwieranie pakow kwiatowych (Na-
GPAL i wspotaut. 2005). Utrata funkcji ARF6
czy ARFS u pojedynczych mutantéw powodu-
je spowolnienie wydluzania nitki precikowej
oraz opdznienie uwalniania pytku w stosunku
do roslin typu dzikiego. W konsekwencji zbyt
duza odleglo$¢ pylnikéw od znamienia shup-
ka uniemozliwia samozapylenie. Utrata funkcji
obydwu genéw u podwojnych mutantow ar-
Jfoarf8 prowadzi do meskiej i zefiskiej bezptod-
nosci. Podwojne mutanty gendéw nie sa zdolne
do otwarcia kwiatu i produkcji nasion (NAGPAL
i wspotaut. 2005). Wu i wspotaut (20006), sto-
sujac metode in situ hybrydyzacji wykazali, ze
mRNA ARF6 wystepuje w Srodkowej czeSci
stupka tworzacej droge dla kielkujacego pytku.
Wystepuje tez w tozysku i primordiach zalaz-
koéw. Niewielka ilos¢ transkryptu ARFG obec-
na jest réwniez w wiazkach przewodzacych
dzialek i platkow. ARFS wykazuje podobny
wzorzec ekspresji tkankowej. Ponadto silna
akumulacje mRNA ARF8 obserwowano w bro-
dawkach znamienia stupka. Tak wiec, zeniska
sterylnoS¢ podwojnych mutantow  arféarf8
zwiazana jest prawdopodobnie z upoSledzona
zdolnoScia stupka mutantow do promoc;ji kiel-
kowania pytku (WU i wspotaut. 20006).

Informacji na temat wplywu miR167 na
rozwoj roslin poprzez regulacje ekspresji ge-
néw ARFG6 i 8 dostarczyty prace RuU i wspot-
aut. (2006) oraz Wu i wspoétaut. (2000).
Obie grupy badawcze poddaly analizie ro-
sliny A. thaliana z nadekspresja MIRI167.
Rosliny 3585:MIR167a charakteryzowaly si¢
skreconymi liS¢mi, skroconymi kwiatostana-
mi oraz zahamowanym rozwojem kwiatu.
Wszystkie te cechy byly rowniez obecne u
podwojnych mutantow genow docelowych
miR167 — arféarf8 (Wu i wspoétaut. 2000).
Rosliny 35S8:MIR167b wykazywaly obnizo-
ny poziom transkryptu genu ARFS8. Wskazu-
je to na indukowane przez miR167 ciecie
mRNA genu ARFS, a zahamowanie translacji
na matrycy mRNA ARF6. Fenotypowo rosli-
ny 358:MIR167b wykazywaly nizszy wzrost
oraz sterylnos¢. Kwiaty posiadaly Kkrotsze
dzialki i platki, a takze brodawki znamienia
oraz niepekajace pylniki. Szczegélowa analiza
wykazala, ze komorki tych organow wyka-
zuja zaburzenia wzrostu i sa krotsze w po-
rownaniu z komorkami roslin typu dzikiego
(Ru i wspotaut. 2006). Badania z wykorzy-
staniem konstruktu MIRI167a i GUS wykaza-
ty, ze miR167 obecny jest w zalazkach oraz
tkankach przewodzacych pylnikow i platkow
(Wu i wspotaut. 20006). Znaczenie czasteczek
miR167 podczas rozwoju kwiatu potwier-
dzily badania prowadzone na mutantach
mARFG6 oraz mARFS8. U mutantow tych zmie-
nione zostaly miejsca docelowe dla miR167,
co uniemozliwialo laczenie zasad pomiedzy
miR167 a jego docelowym transkryptem.
Brak regulacji ekspresji genéw ARF6 i ARFS
przez miR167 doprowadzit do wyzszego po-
ziomu ekspresji tych genéw w odniesieniu
do roSslin typu dzikiego, a takze do rozszerze-
nia obszaru ich ekspresji, czego konsekwen-
cja byto zatrzymanie rozwoju ostonek zalazka
oraz brak uwalniania pytku przez pylniki. W
przeciwienstwie do przedstawionych zmian
morfologicznych, kwiaty roSlin z nadekspre-
sja genu ARF6 lub ARFS8 byly ptodne. Wyni-
ki te sugeruja, ze miR167, utrzymujac odpo-
wiedni poziom transkryptow ARF6 i ARFS,
umozliwia prawidlowy rozwoj precikOw i
stupkéw (WU i wspoétaut. 2000).

PODSUMOWANIE

miRNA odgrywa istotna role w regula-
cji rozwoju wszystkich organizmow i sta-
nowi nowa kategori¢ regulatorow ekspresji
genOw zaroOwno u roSlin jak i zwierzat. Ro-

slinne miRNA biora udzial m.in. w kontroli
réznicowania organow, morfologii liScia, od-
powiedzialne sa réwniez za polarnoS¢ i roz-
woj tkanki przewodzacej, a takze tozsamosSc¢
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organOw kwiatowych. Ponadto kontroluja
wlasna biogeneze oraz biora udzial w przej-
Sciu rosliny z fazy rozwoju wegetatywnego
w faze roznicowania generatywnego. Przy
uzyciu bioinformatycznych procedur obli-
czeniowych oraz metod eksperymentalnych
do 2009 r. zidentyfikowano u roslin 1763
czasteczki miRNA bioracych udzial w regula-
¢ji réznych procesOw rozwojowych (UNVER

2009). Jednak wiedza na temat funkcji tych
niskoczasteczkowych regulatorowych RNA
jest nadal fragmentaryczna. Wciaz malo wia-
domo o mozliwych interakcjach w szlakach
transdukcji  sygnalow  prowadzacych do
prawidlowego rozwoju roSliny, w ktorych
uczestnicza miRNA modelujace ekspresje do-
celowych genow.

UDZIAL MIKRO RNA W ROZWOJU GENERATYWNYM ROSLIN

Streszczenie

Precyzyjna kontrola czasu zakwitania oraz roz-
woju organoéw generatywnych jest niezbedna do
sukcesu reprodukcyjnego roSlin. Ostatnie lata wy-
kazaly, ze jednym z czynnikOw regulujacych rozwoj
generatywny roSlin sa mikro RNA (miRNA). Mikro
RNA to grupa czasteczek dhlugosSci okoto 21 nt o
funkcjach regulatorowych. Zaangazowane sa w pro-
ces wyciszania genow docelowych, polegajacy na
inaktywacji ich ekspresji, u roslin zazwyczaj na po-
ziomie transkrypcyjnym. W niniejszej pracy opisano
udzial pieciu miRNA: miR156, 159, 164, 167, i 172
w regulacji rozwoju generatywnego roslin. MiR156

poprzez promowanie degradacji transkryptow z ro-
dziny SPL wplywa na przejScie do generatywnej fazy
rozwoju. MiR159 jest regulowanym przez gibereliny
modulatorem aktywnosci bialek GAMYB. MiR164
poprzez kontrole obecnoSci w poszczegolnych ko-
morkach mRNA genéw CUCI i CUC2 okreSla grani-
ce miedzy elementami kwiatu. MiR167 i jego geny
docelowe ARFG oraz ARF8 zwiazane sa z rozwojem
kwiatu. MiR172 jest komplementarny do mRNA ge-
noéw z rodziny APETALA2 wplywajacych zar6wno na
proces indukcji kwitnienia jak i prawidlowe tworze-
nie kwiatu.

THE INVOLVEMENT OF MICRO RNA IN GENERATIVE DEVELOPMENT OF PLANTS

Summary

Precise control of flowering time and generative
organs development is essential for successful plants
reproduction. Recent years showed that microRNA
is one of the factors involved in regulation of gen-
erative development in plants. MicroRNA are 21 bp
length regulatory molecules. They are involved in
target genes silencing by inactivating they expres-
sion, mostly on transcriptional level in plants. The
present article describes involvement of five miR-
NAs: miR156, 159, 164, 167 and 172 in generative
development of plants. miR156 affects transition

from vegetative to reproduction phase of develop-
ment, by SPL transcripts degradation. miR159 works
as a modulator of GAMYB protein activity. miR164
controls the presence of mRNA CUCI and 2 genes
in individual cells, hence defines the borders be-
tween flower elements. miR167 and its target genes
ARFG6 and ARFS are involved in flower development.
miR172 is complementary to the mRNA of genes
from the APETALAZ2 family and affects on flower in-
duction and development.

LITERATURA

ACHARD P., HERR A., BAULCOMBE D. C., HERBERD N.
P., 2004. Modulation of floral development by
a gibberellin-regulated microRNA. Development
131, 3357-33065.

AUKERMAN M. J., SakAl H., 2003. Regulation of flo-
wering time and floral organ identity by a mi-
croRNA and its APETALA2-Like target genes.
Plant Cell 15, 27-2741.

BARTEL D. P., 2004. MicroRNAs: genomics, biogenesis,
mechanism and function. Cell 116, 281-297.
BAUMBERGER N., BAULCOMBE D. C., 2005. Arabidopsis
ARGONAUTE1 is an RNA slicer that selectively
recruits microRNAs and short interfering RNAs.

Proc. Natl. Acad. Sci. USA 102, 11928-11933.

BONNET E., VAN DE PEER Y., ROUZE P., 2006. The small
RNA world of plants. New Phytol. 171, 451-68.

CHEN X., 2004. A microRNA as a translational re-
pressor of APETALA2 in Arabidopsis flower de-
velopment. Science 303, 2022-2025.

CHEN X., 2005. microRNA biogenesis and function
in plants. FEBS Letters 579, 5923-5931.

CHUCK G., O’CONNOR D., 2010. Small RNAs going the
distance during plant development. Curr. Opin.
Plant Biol. 13, 40-45.

CHUCK G., MEELEY R. B., HAKE S., 1998. The control
of maize spikelet meristem fate by the APETA-
LA2-like gene indeterminate spikeletl. Genes
Dev. 12, 1145-1154.

CHUCK G., CANDELA H., HAKE S., 2009. Big impacts by
small RNAs in plant development. Curr. Opin.
Plant Biol. 12, 81-806.

Du T., ZAMORE P., 2005. microPrimer: the biogenesis
and function of microRNA. Development 132,
4645-4652.

FANG Y., SPECTOR D. L., 2007. Identification of nucle-
ar dicing bodies containing proteins for microR-
NA biogenesis in living Arabidopsis plants. Curr.
Biol. 17, 818-823.



152

PAULINA GLAZINSKA i wspotaut.

FLEET C. M., SUN T. P., 2005. A DELLAcate balance:
the role of gibberellin in plant morphogenesis.
Curr. Opin. Plant Biol. 8, 77-85.

GOCAL G. F. W, SHELDON C. C., GUBLER F., MORITZ T.,
BAGNALL D. J., MACMILLAN C. P., L1 S. F., PARISH R.
W., DENNIS E. S., WEIGEL D., KING R. W., 2001.
GAMYB-like genes, flowering, and gibberellin
signaling in Arabidopsis. Plant Physiol. 127,
1682-1693.

GRAY W., ESTELLE M., 2000. Function of the ubiqutin-
proteasome pathway in auxin response. Trends
Bioch. Sci. 25, 133-138.

HAGEN G., GUILFOYLE T., 2002. Auxin-responsive gene
expression: genes, promoters and regulatory fac-
tors. Plant Mol. Biol. 49, 373-385.

HAYAMA R., COUPLAND G., 2004. The molecular basis
of diversity in the photoperiodic flowering re-
sponses of Arabidopsis and Rice. Plant Physiol.
135, 677-684.

Imarizumrt T., KAy S. A., 2006. Photoperiodic control
of flowering: not only by coincidence. Trends
Plant Sci. 11, 5-8.

JACK T., 2004. Molecular and genetic mechanisms of
Sfloral control. Plant Cell 16, 1-17.

JAEGER K. E., WIGGE P. A., 2007. FT protein acts as a
long—gange signal in Arabidopsis. Curr. Biol. 17,
10-14.

JONES-RHOADES M., BARTEL D., BARTEL B., 2006. Mi-
croRNAa and their regulatory roles in plants.
Annu. Rev. Plant Biol. 57, 19-53.

JunG J., Eo Y., SEO P., REYES J. L., YUN J.,, CHUA N,
PARK C. M., 2007. The GIGANTEA-regulated mi-
croRNA172 mediates photoperiodic flowering
independent of CONSTANS in Arabidopsis. Plant
Cell 9, 2736-2748.

KIDNER C. A., MARTIENSSEN R. A., 2005. The develop-
mental role of microRNA in plants. Curr. Biol
8, 38-44.

LAUFS P., PEAUCELLE A., MORIN H., TRAAS J., 2004. Mi-
croRNA regulation of the CUC genes is required
Jor boundary size control in Arabidopsis meri-
stems. Development 131, 4311-4322.

LAUTER N., KAMPANI A., CARLSON S., GOEBEL M., MOOSE
S. P, 2005. microRNA172 down-regulates glos-
sy15 to promote vegetative phase change in ma-
ize. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 102, 9412-9417.

LEE Y., Kim M., HAN J., YEOM K., LEE S., BAEK S., KIM
V., 2004. MicroRNA genes are transcribed by
RNA polymerase II. EMBO J. 23, 4051-4060.

MALLORY A. C., DUGAS D. V., BARTEL D. P., BARTEL B,
2004. MicroRNA regulation of NAC-domain tar-
gets is required for proper formation and sepa-
ration of adjacent embryonic, vegetative, and
floral organs. Curr. Biol. 14, 1035-1046.

MILLAR A. A., GUBLER F., 2005. The Arabidopsis GA-
MYB-like genes, MYB33 and MYBG5, are mi-
croRNA-regulated genes that redundantly facili-
tate anther development. Plant Cell 17, 705-721.

MLOTSHWA S., YANG Z., KiMm Y., CHEN X., 2006. Floral
patterning defects induced by Arabidopsis APE-
TALA2 and microRNA172 expression in Nicotia-
na benthamiana. Plant Mol. Biol. 61, 781-793.

NAGPAL P., ELLis C. H., WEBER H., PLOENSE S., BARKAWI
L., GUILFOYLE T., HAGEN G., ALONSO J., COHEN ]J.,
FARMER E., ECKER J., REED J., 2005. Auxin respon-
se factors ARF6 and ARF8 promote jasmonic
acid production and flower maturation. Deve-
lopment 132, 4107-4118.

PALATNIK J. F., ALLEN E., WU X., SCHOMMER C., SCHWAB
R., CARRINGTON ]J. C., WEIGEL D., 2003. Control
of leaf morphogenesis by miRNAs. Nature 425,
257-263.

PARCY F., 2005. Flowering: a time for integration.
Int. J. Dev. Biol. 49, 585-593.

QUESADA V., DEAN C., SIMPSON G. A, 2005. Regulated
RNA processing in the control of Arabidopsis flo-
wering. Dev. Biol. 49, 773-780.

REINHART B., WEINSTEIN E., RHOADES M., BARTEL B,
BARTEL D., 2002. MicroRNA in plants. Genes
Dev. 16, 1616-1626.

RHOADES M., REINHART B., LiM L., BURGE C., BARTEL B,
BARTEL D., 2002. Prediction of plant microRNA
targets. Cell 110, 513-520.

RONEMUS M., VAUGHN M. W., MARTIENSSEN A., 2000.
MicroRNA-Targeted and small interfering RNA-
mediated mRNA degradation is regulated by
Agronaute, Dicer, and RNA-dependent RNA po-
lymzmse in Arabidopsis. Plant Cell 18, 1559-
1574.

Ru P, Xu L, MA H., HUANG H., 2000. Plant fertility
defects induced by the enhanced expression of
microRNA167. Cell Res. 16, 457-465.

SCHMID M., UHLENHAUT N. H., GODARD F., DEMAR M,
BRESSMAN R., WEIGEL D., LOHMAN J. U., 2003. Dis-
section of floral induction pathways using glo-
Igal expression analysis. Development 1, 6001-

012.

SCHWAB R., PALATNIK J., RIESTER M., SCHOMMER C.,
SCHMIDT M., WEIGEL D., 2005. Specific effects of
microRNAs on the plant transcriptome. Dev.
Cell 8, 517-527.

TKACZUK K., OBARSKA A., BUJNICKI J., 2006. Molecu-
lar phylogenetics and comparative modeling of
HENI1, a methyltransferase involved in plant
mz’zroRNA biogenesis. BMC Evol. Biol. 6, 1471-
2148.

UNVER T., NAMUTH-COVERT D. M., BUuDAK H., 2009. Re-
view of current methodological approaches for
characterizing microRNAs in plants. Int. J. Plant
Genomics 2009, ID 262463.

VAUCHERET H., 2000. Post-transcriptional small RNA
pathways in plants: mechanisms and regula-
tions. Genes Dev. 20, 759-771.

VOINNET O., 2009. Origin, biogenesis, and activity of
plant microRNAs. Cell 136, 669-687.

WOJCIECHOWSKI W., KESY J., KOPCEWICZ J., 2007. Flo-
rigen — legenda czy rzeczywistosc? Post. Biol.
Kom. 34, 31-49.

WOLLMANN H., WEIGEL D., 2010. Small RNAs in flo-
wer development. Eur. J. Cell Biol. 89, 250-257.

WU G., POETHIG R. S., 2000. Temporal regulation of
shoot development in Arabidopsis thaliana by
miR156 and its target SPL3. Development 133,
3539-3547.

Wu M. F, TiaAN Q., REeD J., 2006. Arabidopsis mi-
croRNA controls patterns of ARF6G and ARFS
expression, and regulates both female and male
reproduction. Development 133, 4211-4218.

YAMAGUCHI A., WU M. F., YANG L., WU G., POETHIG R.
S., WAGNER D., 2009. The microRNA-regulated
SBP-Box transcription factor SPL3 is a direct
upstream activator of LEAFY, FRUITFULL, and
APETALAI. Dev. Cell. 2, 268-278.

ZHANG B., WANG Q., PAN X., 2007. MicroRNAs and
their regulatory roles in animals and plants. ].
Cell Physiol. 210, 279-289.



