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UDZIAŁ MIKRO RNA W ROZWOJU GENERATYWNYM ROŚLIN*

WSTĘP

Przez wiele lat RNA było uważane jedynie 
za cząsteczkę przejściową między DNA a biał-
kami lub pełniącą funkcjonalną rolę podczas 
procesów splicingu i translacji. Jednak już w 
1961 r. Francois Jacob i Jacques Monod wysnu-
li bardzo śmiałą wówczas hipotezę, iż cząstecz-
ki RNA mogą brać udział w regulacji ekspresji 
genów. Według tej hipotezy kodowane przez 
geny regulatorowe cząsteczki RNA mogłyby 
łączyć się na zasadzie komplementarności z 
docelowymi sekwencjami DNA i wpływać na 
proces transkrypcji lub na procesy post-tran-
skrypcyjne łącząc się z mRNA. Przypuszczenia 
te zostały jednak szybko zapomniane po tym 
jak dowiedziono, iż to kompleksy białkowe 
biorą udział w kontroli niemalże wszystkich 
etapów ekspresji genów (bonnEt i współaut. 
2006). Dopiero wyniki badań ostatnich lat wy-
kazały obecność w genomie roślin i zwierząt 
niezliczonej ilości niekodujących białka, ma-
łych sRNA (ang. small RNA, sRNA). W więk-
szości są to 20–27 nukleotydowe odcinki RNA, 

które poprzez hamowanie translacji lub degra-
dowanie mRNA są zaangażowane w ogromną 
ilość biologicznych procesów takich jak np. 
stabilizacja genomu, regulacja rozwoju czy od-
powiedź adaptacyjna wywołana biotycznym i 
abiotycznym stresem (zhanG i współaut. 2007, 
chuck i współaut. 2009). Jednym z rodzajów 
sRNA są kodowane endogennie cząsteczki mi-
kro-RNA. MiRNA (ang. microRNA) są to 20–25 
nukleotydowe odcinki RNA, regulujące ekspre-
sję genów posiadających fragment sekwencji 
komplementarny do nich, nie oddziaływując 
przy tym na geny, z których zostały transkrybo-
wane. Wstępny model, który został stworzony 
w oparciu o badania nad organizmem C. ele-
gans, a w szczególności regulacją genów lin-4 
i let-7 przez miRNA, zakładał iż regulatorowe 
miRNA indukują represje translacji. Późniejsze 
badania ujawniły, iż cząsteczki miRNA kierują 
również degradacją docelowego mRNA (rEin-
hart i współaut. 2002).

*Publikacja finasowana z grantu MNiSW N303 321637

BIOGENEZA ROŚLINNYCH MIKRO RNA

Proces biogenezy miRNA jest wieloetapo-
wy i wymaga obecności kilku kompleksów 
enzymatycznych. Większość roślinnych miR-
NA powstaje z własnych jednostek transkryp-

cyjnych, a geny MIR ulegają transkrypcji przy 
udziale polimerazy II RNA. W wyniku tego 
procesu powstaje pierwotny transkrypt pri-
miRNA, o długości od setek do tysięcy nukle-
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ści 21–24 nt. z 2-nukleotydowymi, wystającymi 
końcami 3’, które zostają zmetylowane przez 
niskocząsteczkową metylotransferazę HEN1 
(HUA ENHANCER 1) (chEn 2005, Du i zamo-
rE 2005, tkaczuk i współaut. 2006). Zmetylo-
wany dupleks zostaje przetransportowany przy 
udziale białka nukleocytoplazmatycznego HST 
(HASTY) z jądra do cytoplazmy (chEn 2005, 
Du i zamorE 2005, JonEs-rhoaDEs i współaut. 
2006). W cytoplazmie jedna z nici ulega degra-
dacji (miRNA*), natomiast druga (dojrzałe miR-
NA) wchodzi w skład białkowego kompleksu 
RISC (ang. RNA-induced silencing complex), 
który wiąże się do mRNA docelowego genu 
(Ryc. 1.) (chEn 2005, Du i zamorE 2005, Vo-
innEt 2009).

otydów (lEE i współaut. 2004, Du i zamorE 
2005). Pri-miRNA może zawierać introny, być 
poliadenylowany i posiadać na końcu 5’ cza-
peczkę. Następnie, przy udziale kompleksu za-
wierającego białka DCL1 (DICER-LIKE) i HYL1 
(HYPONASTIC LEAVES 1) oraz białko SE (SER-
RATE), generowana jest cząsteczka pre-miRNA, 
która zbudowana jest z kilkudziesięciu nukle-
otydów i tworzy drugorzędową strukturę pętli 
z ogonem, określaną jako spinka do włosów, 
gdzie sekwencja dojrzałego miRNA zawarta 
jest w jednym z ramion ogona (Du i zamorE 
2005, JonEs-rhoaDEs i współaut. 2006, VoinnEt 
2009). Proces ten odbywa się na terenie ciał 
jądrowych opisywanych jako D-bodies (FanG 
i sPEctor 2007). Kolejne cięcie prowadzi do 
powstania dupleksu miRNA:miRNA* o długo-

Ryc. 1. Schemat biogenezy i 
działania miRNA u roślin. 

Roślinne pri-miRNA transkrybowa-
ne przez pol II ulega dojrzewaniu 
na terenie ciał jądrowych D-body. 
Powstały dupleks miRNA długości 
21–24 pz jest metylowany i trans-
portowany do cytoplazmy, gdzie 
pojedyncza nić jest włączana do 
kompleksu białkowego RISC i po-
średniczy w cieciu bądź zahamo-
waniu translacji mRNA genu doce-
lowego (wg VoinnEt 2009, zmody-
fikowana).

MOLEKULARNY MECHANIZM REGULACJI EKSPRESJI GENÓW PRZEZ MIKRO RNA

Powstanie kompleksu RISC jest punktem 
wyjścia do regulacji aktywności genów do-
celowych. RISC jest rybonukleoproteinowym 
kompleksem o wielkości ok. 500 kDa, w 

skład którego wchodzi dojrzałe miRNA, biał-
ko z rodziny AGO (ARGONAUTE) oraz sze-
reg innych białek, takich jak białko VIG (ang. 
VASA INTRONIC GENE) wiążące RNA, Fragi-
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chą charakterystyczną procesu wyciszania ge-
nów u roślin jest to, iż docelowa cząsteczka 
mRNA posiada jedno, zazwyczaj bardzo kon-
serwatywne ewolucyjnie, miejsce komplemen-
tarne do pojedynczego miRNA w regionie 
kodującym (rhoaDEs i współaut. 2002, bar-
tEl 2004). Do związania miRNA i uruchomie-
nia procesu wyciszania niezbędna jest jedy-
nie częściowa komplementarność sekwencji, 
komplementarne nukleotydy tworzą zaledwie 
6–10 nt. nieprzerwane dupleksy, niekomple-
mentarne nukleotydy zazwyczaj występują 
w części 3’ cząsteczki miRNA. Wykazano, że 
wiązanie od strony 5’ miRNA decyduje o efek-
tywności cięcia docelowego mRNA (VauchE-
rEt 2006). Przypuszcza się, iż gdy sekwencja 
miRNA w pełni lub prawie w pełni odpowia-
da fragmentowi docelowej cząsteczki mRNA, 
podstawowym mechanizmem regulacji genów 
zależnym od miRNA jest cięcie mRNA, gdy 
komplementarność jest niewystarczajaca (ok. 
4 niesparowane nukleotydy) miRNA powodu-
je zahamowanie translacji (zhanG i współaut. 
2007, VoinnEt 2009).

le-X, egzonukleaza Tudor-SN oraz różne heli-
kazy (VoinnEt 2009). Z badań wynika, iż klu-
czowym elementem RISC są białka z rodziny 
ARGONAUTE. Białka te, wielkości około 150 
kDa, posiadają dwie charakterystyczne, zacho-
wywane ewolucyjnie, domeny PAZ i PIWI. 
PAZ jest domeną wiążącą nić miRNA od stro-
ny 3’, natomiast C-końcowa domena PIWI jest 
odpowiedzialna za przyłączenie miRNA od 
strony 5’. Oddziaływanie między cząsteczkami 
od strony tej domeny jest bardzo stabilne, po-
nadto budowa domeny PIWI jest podobna do 
struktury enzymu RNazy H i zawiera domenę 
DDH (Arg-Arg-His). W tej właściwości białek 
AGO upatruje się prawidłowe działanie kom-
pleksu RISC. Dzięki stabilizacji i enzymatycz-
nej aktywności domeny PIWI, mRNA genu 
docelowego jest cięte w charakterystycznym 
miejscu, między 10 a 11 nt. związanego miR-
NA (Du i zamorE 2005, baumbErGEr i baul-
combE 2005, ronEmus i współaut. 2006). Po-
wstałe w wyniku przecięcia dwa fragmenty 
mRNA ulegają degradacji przez egzonukleazy 
komórkowe (kiDnEr i martiEnssEn 2005). Ce-

FUNKCJA miRNA

Cząsteczki miRNA odgrywają ważną rolę 
w regulacji wielu procesów wzrostowo-ro-
zwojowych u roślin. Wpływają na właściwe 
różnicowanie się organów, są niezbędne dla 
prawidłowego rozwoju prawie wszystkich 

rodzajów tkanek, odpowiadają za transdukcję 
sygnałów oraz odpowiedź rośliny na działa-
nie stresu środowiskowego. Mutacje prowa-
dzące do utraty funkcji genów odpowiedzial-
nych za proces biogenezy mikro RNA prowa-

Tabela 1. Zestawienie dotychczas opisanych miRNA zaangażowanych w rozwój generatywny ara-
bidopsis thaliana oraz ich geny docelowe (aukErman i sakai 2003, acharD i współaut. 2004, 
lauFs i współaut. 2004, kiDnEr i martiEnssEn 2005, millar i GublEr 2005, Wu i PoEthiG 2006).



144 Paulina Glazińska i współaut.

MIR172 — REGULATOR EKSPRESJI GENÓW aP2 I PODOBNYCH DO aP2 

dzą do wielu nieprawidłowości w rozwoju. 
Najczęściej spotykanymi efektami u roślin są: 
zahamowanie rozwoju we wczesnych fazach 
embrionalnych, zmiany kształtu i morfologii 
organów oraz sterylność. Cząsteczki miRNA 
zaangażowane są także w kontrolę przejścia 

ROZWÓJ GENERATYWNY ROŚLIN

z wegetatywnej do generatywnej fazy rozwo-
ju oraz prawidłowe wykształcenie się kwia-
tów i nasion (Tabela 1) (zhanG i współaut. 
2007, chuck i współaut. 2009, Wollmann i 
WEiGEl 2010).

Przejście z wegetatywnej do generatywnej 
fazy rozwoju odbywa się w kilku następują-
cych po sobie etapach. W pierwszej kolejno-
ści, w odpowiedzi na sygnały zarówno śro-
dowiskowe jak i endogenne, roślina zostaje 
zaindukowana do kwitnienia. Proces ten kon-
trolowany jest przez dużą grupę genów czasu 
kwitnieniam tworzących kilka szlaków induk-
cji kwitnienia, z których najlepiej scharakte-
ryzowanymi są: szlak giberelinowy, autono-
miczny, wernalizacyjny, fotoperiodyczny oraz 
zależny od jakości światła (QuEsaDa i współ-
aut. 2005, imaizumi i kay 2006). Następnie, 
sygnały pochodzące z różnych szlaków są in-
tegrowane i prowadzą do aktywacji małej gru-
py genów tożsamości merystemu (merystem 
wegetatywny przekształca się w merystem ge-
neratywny) (Parcy 2005). Trzeci etap dotyczy 
aktywacji genów tożsamości organów kwia-
towych w odrębnych miejscach przekształca-

jącego się wierzchołka wzrostu. Ostatecznie, 
geny tożsamości organów kwiatowych akty-
wują geny znajdujące się pod ich kontrolą, 
które różnicują komórki i tkanki tworzące or-
gany kwiatowe: działki kielicha, płatki korony, 
pręciki i słupki (Jack 2004). Ten niezmiernie 
ważny i skomplikowany proces wymaga sze-
regu mechanizmów kontrolujących, angażu-
jących nie tylko zmiany aktywności genów 
na poziomie transkrypcji, ale również na po-
ziomie potranskrypcyjnym i potranslacyjnym. 
Geny związane z tym procesem kodują, poza 
czynnikami transkrypcyjnym, również białka 
zaangażowane w remodelowanie chromatyny, 
dojrzewanie mRNA, a także mikro RNA (Qu-
EsaDa i współaut. 2005). Dotychczas udział 
mikro RNA opisano w dwóch szlakach, fo-
toperiodycznym i giberelinowym, a także w 
regulacji rozwoju kwiatu (Gocal i współaut. 
2001, JunG i współaut. 2007).

Liczne badania ostatnich lat wykazały, że 
miR172 jest zaangażowany w regulację roz-
woju generatywnego różnych gatunków ro-
ślin zarówno na poziomie indukcji kwitnie-
nia, jak i tworzenia kwiatu. MiR172 został 
włączony do szlaku fotoperiodycznej induk-
cji kwitnienia i powiązany z funkcjonowa-
niem modelu ABCE tworzenia kwiatu (chEn 
2004). 

Genom a. thaliana posiada 5 genów ko-
dujących miR172 (miR172a-1, -a-2, -b, -c i –d). 
Wykazują one komplementarność do mRNA 
genu tożsamości merystemu kwiatowego 
aP2 (APETALA2) i rodziny genów podob-
nych do aP2. mRNA genu aP2 koduje białko 
należące do roślinnych czynników transkryp-
cyjnych z rodziny APETALA2 i zawiera dwie 
domeny AP (aukErman i sakai 2003). 21-nu-
kleotydowy miRl72 ma zdolność tworzenia 
dupleksów z sekwencją bliską końca 3’ kodu-
jącego regionu aP2 (chEn 2004). Do grupy 

genów podobnych do aP2 zidentyfikowa-
nych u rzodkiewnika, posiadających miejsce 
wiązania miR172, należą TOE1 (TaRGET OF 
EaT1), TOE2, TOE3, SMZ (SCHLaFMUTZE) i 
SnZ (SCHnaRCHZaPFEn) (aukErman i sakai 
2003).

Nadekspresja genu MIR172 powoduje 
powstanie fenotypu właściwego dla mutanta 
ap2, charakteryzującego się brakiem płatków 
korony, przekształcaniem działek kielicha w 
słupki oraz, co nie jest typowe dla mutacji 
w genie aP2, wczesnym zakwitaniem (chEn 
2004).

Fenotypowe zmiany w budowie kwiatu 
u roślin z nadekspresją MIR172 są związa-
ne z regulowaną poprzez miR172 ekspresją 
genu aP2. Należy on do genów tożsamo-
ści organów kwiatowych, których ekspresja, 
opisywana modelem ABCE u a. thaliana, 
powoduje formowanie określonych orga-
nów kwiatowych w obrębie merystemu ge-
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jest z zahamowaniem translacji poprzez dzia-
łanie miR172 w okółku trzecim i czwartym. 
Wiązanie się miR172 do docelowej sekwen-
cji w mRNA aP2 prowadzi do zahamowa-
nia translacji i w konsekwencji prowadzi do 
zmniejszenia ilości białka AP2. Dzięki temu 
możliwe staje się prawidłowe różnicowanie 
organów kwiatowych, gdyż wyeliminowanie 
aP2 umożliwia działanie genu klasy C: aGa-
MOUS, niezbędnego do wytworzenia pręci-
ków i słupków (Ryc. 2) (chEn 2004).

Druga cecha fenotypowa roślin z nade-
kspresją MIR172, a mianowicie wcześniej-
sze zakwitanie, jest związane z regulacją 
aktywności innych genów docelowych dla 
miR172 niż aP2, a mianowicie TOE1, 2; SMZ 
i SnZ. Geny te są represorami kwitnienia u 
a. thaliana. Nadekspresja 35S:TOE1 opóźnia 
kwitnienie, natomiast podwójne mutanty to-
e1toe2 kwitną znacznie wcześniej. Podobne 
efekty powoduje nadekspresja genów SMZ 
i SnZ (chEn 2004). miR172 i jego gen do-
celowy TOE1 od niedawna włączany jest do 
szlaku indukcji kwitnienia zależnego od fo-
toperiodu. Szlak fotoperiodyczny kwitnienia 
uruchamiany jest u roślin w warunkach od-
powiedniego dla gatunku fotoperiodu (np. 
dla a. thaliana w warunkach dnia długie-
go ang. LD). Światło bezpośrednio lub po-
średnio, poprzez zegar okołodobowy oraz 
białko GI (GIGANTEA), aktywuje ekspresję 
genu CO (COnSTanS), który jest pozytyw-
nym regulatorem genów integratorowych 
(wiążących działanie kilku szlaków indukcji 
kwitnienia), a mianowicie FT (FLOWERInG 
LOCUS T) i SOC1 (SUPRESOR OF OVERE-
XPRESIOn OF CO1) (Parcy 2005, imaizumi i 
kay 2006). U a. thaliana białko FT, którego 
ekspresja zachodzi w komórkach towarzy-
szących floemu liści, jest transportowane do 
wierzchołka wzrostu (hayama i couPlanD 
2004, JaEGEr i WiGGE 2007, WoJciEchoW-
ski i współaut. 2007), gdzie w kompleksie 
z białkiem FD powoduje aktywację genów 
tożsamości merystemu kwiatowego, m.in. 
aP1 i CaL (CaULIFLOWER) (imaizumi i kay 
2006).

Badania aktywności miR172 oraz jego 
genu docelowego TOE1 wykazały, że jest 
on związany z fotoperiodyczną indukcją 
kwitnienia u a. thaliana poprzez regulację 
ekspresji genu FT, a ilość miR172 kontro-
lowana jest przez białko GI. Co ciekawe 
akumulacja miR172 nie jest uzależniona od 
aktywności genu CO. Ponadto zbadano po-
ziom dojrzałego miR172 oraz transkryptu 
genu MIR172a u mutantów gi-2 (mutacja 

neratywnego. Model ABCE rozwoju kwiatu 
przewiduje, że rozwój czterech okółków 
kwiatu jest kontrolowany przez cztery typy 
genów homeotycznych A, B, C i E. Każdy z 
okółków określany jest aktywnością jednego 
lub dwóch genów homeotycznych. Gen kla-
sy A warunkuje powstawanie działek, geny 
klasy A i B płatków, B i C pręcików, a gen 
klasy C słupka. Mutacja w obrębie któregoś 
z tych genów powoduje powstanie kwiatów, 
w których okółki są przemieszczone. Klasa 
A genów określa tożsamość działek kielicha 
i płatków korony oraz hamuje aktywność 
genów klasy C w okółku 1 i 2. U arabidop-
sis zidentyfikowano dwa geny klasy A: aP1 
oraz aP2. Geny klasy B, do których należą: 
aP3 oraz PI (PISTILLaTa), są wymagane do 
różnicowania płatków korony w okółku 2 
i pręcików w okółku 3. Gen klasy C — aG 
(aGaMOUS), jest niezbędny do różnicowania 
pręcików i słupków. Ważną funkcją białka 
AG jest także hamowanie aktywności genów 
klasy A w okółku 3 i 4. Równie ważna dla 
prawidłowego rozwoju organów kwiatowych 
jest klasa E. Do tej grupy genów tożsamości 
organów kwiatowych należą, odpowiedzialne 
za aktywację genów klasy B i C, geny z rodzi-
ny SEP (SEPaLLaTa) (Jack 2004). Wszystkie 
białka modelu ABCE, oprócz AP2, to czynni-
ki transkrypcyjne zawierające domenę MADS. 
Wszystkie poznane do tej pory białka MADS 
wiążą się do DNA jako homo- lub hetero-
logiczne kompleksy. Białka MADS, biorące 
udział w określaniu tożsamości poszczegól-
nych organów kwiatowych działają jako te-
tramery. Opierając się na tej zdolności białek 
MADS model powstawania organów kwia-
towych ABCE zakłada, że działki kielicha są 
określane poprzez aktywność tetrameru zbu-
dowanego z białek AP1/AP1/SEP4/SEP4, płat-
ki korony przez połączoną aktywność białek 
AP3/PI/SEP/AP1, pręciki poprzez aktywność 
białek AP3/PI/SEP/AG, słupki natomiast po-
przez AG/AG/SEP/SEP (Jack 2004). Wzajem-
na represja pomiędzy genami klasy A i C 
jest jedną z podstawowych zasad funkcjono-
wania modelu ABCE. Aktywność białka AP2 
(klasa A) wymagana jest do hamowania ak-
tywności aG (klasa C) w okółku pierwszym 
i drugim (chEn 2004). Okazało się, że mRNA 
aP2 wykrywane jest we wszystkich okółkach 
kwiatowych, lecz białko zlokalizowane jest 
tylko w okółku pierwszym i drugim (schmiD 
i współaut. 2003). Szczegółowe badania wy-
kazały, że ekspresja genu aP2 regulowana 
jest przez miR172 (Jack 2004). Potranskryp-
cyjna regulacja ekspresji genu aP2 związana 
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Wskazuje to na istnienie dwóch szlaków 
zakwitania związanych z długością dnia re-
gulowanych przez GI. W pierwszym uczest-
niczy gen CO, natomiast drugi związany 
jest z aktywnością miR172 (Ryc. 3) (JunG i 
współaut. 2007).

Miejsca komplementarne do miR172 zi-
dentyfikowano również w transkryptach 
genów z rodziny aP2 występujących u 
innych gatunków roślin. Do grupy tej za-
liczamy, opisany u kukurydzy, gen IDS1 
(InDETERMInaTE SPIKELET1) determinu-
jący ilość kwiatów w kwiatostanie (chuck 
i współaut. 1998). Kolejny gen z rodziny 
aP2, występujący u Zea mays, także regu-
lowany przez miR172, a mianowicie GL15 
(GLOSSY15), odgrywa istotną funkcję w 
utrzymaniu fazy młodocianej (lautEr i 
współaut. 2005). U tytoniu miR172 regu-
luje czas kwitnienia roślin oraz powodując 
cięcie docelowych mRNA (aP2 i innych z 
tej rodziny genów) w zewnętrznych okół-
kach kwiatu, wpływa na zmianę lokalizacji 
tkankowej aktywności genów DEF i GLO 
należących do klasy B u tytoniu (mlotshWa 
i współaut. 2006).

w genie GIGanTEa). Okazało się, że ilość 
miR172 wzrasta po przeniesieniu roślin z 
warunków SD (ang. short day) do LD, jed-
nakże wzrost ten jest nieznaczny w porów-
naniu z roślinami typu dzikiego. Natomiast 
ilość transkryptu MIR172a była wyższa u 
mutantów gi-2 w warunkach SD, niż u ro-
ślin typu dzikiego. Dodatkowo malała po 
przeniesieniu roślin do indukcyjnego foto-
periodu (LD). Wyniki te stanowią podsta-
wę twierdzenia, że białko GI reguluje ilość 
miR172 na etapie dojrzewania mikro RNA, 
a nie transkrypcji. Ponadto okazało się, że 
mutacja w dwóch 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 powiązanie tego mikro RNA 
ze szlakiem autonomicznym. Ten sam ze-
spół badawczy wykazał, że nadekspresja 
TOE1 powoduje obniżenie ilości mRNA FT, 
aP1 i LFY, jednak nie zmienia akumulacji 
transkryptów genów CO i FLC (FLOWE-
RInG LOCUS C). Ponadto autorzy wykaza-
li, że miR172 reguluje ilość mRNA TOE1. 

Ryc. 2. Model ABCE rozwoju kwiatu a. tha-
liana z uwzględnieniem udziału miR172.

Zahamowanie translacji na matrycy mRNA aP2 
przy udziale miR172 w okółkach 3 i 4 aktywuje 
ekspresję genu aG w tych okółkach. W konse-
kwencji możliwa jest właściwa ekspresja genów 
MADS modelu ABCE i powstanie tetramerów 
białek MADS stanowiących kompleksy trans-
krypcyjne odpowiedzialne za aktywację genów 
kontrolujących tworzenie poszczególnych ele-
mentów kwiatu (chEn 2004, Jack 2004, chuck 
i współaut. 2009).
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kwitnienia a. thaliana (schmiD i współaut. 
2003).

Podczas kwitnienia wzrasta ekspresja gru-
py genów SPL (SQUaMOSa PROMOTER BIn-
DInG PROTEIn LIKE), w szczególności SPL3, 
SPL4 i SPL5. Aktywność tych genów regulo-
wana jest przez CO i FT, co wskazuje na ich 
udział w regulacji czasu zakwitania poprzez 
szlak fotoperiodyczny (schmiD i współaut. 
2003, yamaGuchi i współaut. 2009). Analizy 
komputerowe sekwencji mRNA SPL3, 4 i 5 
wykazały istnienie w regionie 3’ UTR miejsca 
komplementarnego do miR156, co umożli-
wiałoby specyficzną regulację ekspresji tych 
genów przez miRNA podczas rozwoju rośli-
ny (schWab i współaut. 2005, Wu i PoEthiG 
2006). To teoretyczne założenie potwierdzi-
ły badania, które wykazały, że nadekspresja 
MIR156 powoduje opóźnienie kwitnienia i 
obniżenie ekspresji genów SPL kodujących 
transkrypty zawierające miejsce wiązania 
miR156 (schWab i współaut. 2005).

Geny SPL3, SPL4 i SPL5 wykazują syner-
gistyczną funkcję w regulacji indukcji kwit-
nienia u arabidopsis. Szczegółowe badania 
wykazały, że białko SPL3 rozpoznaje zacho-
wywaną ewolucyjnie sekwencję w regionie 
promotorowym genu tożsamości merystemu 
aP1 u arabidopsis. Podobnie, jak w przy-
padku genu aP1, konstytutywna ekspresja 
SPL3 przejawia się wczesnym kwitnieniem 
roślin (yamaGuchi i współaut. 2009). Nade-
kspresja MIR156, hamując aktywność SPL3, 
prowadzi do szybkiego rozwoju liści roze-
towych, zmniejszenia dominacji wierzchoł-
kowej i opóźnienia kwitnienia. Ponadto 
transgeniczne rośliny z ekspresją SPL3 oraz 
ze zmienionym miejscem docelowym dla 
miR156 (35S:mSPL3) lub brakiem 3’ UTR 
(35S:SPL3L1), a co za tym idzie, zaburzoną 
regulacją ekspresji genu SPL3 przez miRNA, 
zakwitają wcześniej i mają zmienioną liczbę 
liści. Wyniki te potwierdzają, iż SPL3 promu-
je zmianę fazy rozwojowej z wegetatywnej w 
generatywną, a jego ekspresja podlega trans-
krypcyjnej regulacji przez miR156 (Wu i Po-
EthiG 2006).

MiR156 jest drugim, obok miR172, mikro 
RNA wiązanym z fotoperiodyczna indukcją 

Ryc. 3. Schemat niezależnego od białka CO 
udziału miR172 w fotoperiodycznym szlaku 
kwitnienia a. thaliana.

Aktywność miR172 oraz jego genu docelowego 
TOE1 jest związana z fotoperiodyczną indukcją kwit-
nienia a. thaliana poprzez regulację ekspresji FT, a 
ekspresja miR172 kontrolowana jest przez gen GI. 
Akumulacja miR172 nie jest uzależniona od CO, co 
wskazuje na istnienie unikalnego szlaku w fotope-
riodycznej indukcji kwitnienia. Dodatkowo mutacja 
w dwóch genach szlaku autonomicznego, a miano-
wicie FCa i FLK powoduje zmniejszenie akumulacji 
miR172 co sugeruje powiązanie tego miRNA ze szla-
kiem autonomicznym (wg JunGa i współaut. 2007, 
zmodyfikowana).

MIR156 W POTRANSKRYPCYJNEJ REGULACJI GENÓW SPL

MIR159 — REGULATOR EKSPRESJI GENÓW ODPOWIEDZI NA GIBERELINY GaMYB

U arabidopsis miR159 kodowany jest 
przez MIR159a, MIR159b, MIR159c (au-
kErman i sakai 2003). MiR159 wpływając 

na ekspresję swych genów docelowych 
m.in. MYB33 (MYB DOMaIn PROTEIn 33) 
i MYB65 u a. thaliana włącza się do funk-
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Rośliny z nadekspresją genu MIR159 po-
siadają kilka charakterystycznych cech feno-
typowych. Po pierwsze, uprawiane w wa-
runkach dnia krótkiego późno zakwitają. 
Obserwowany rezultat związany jest praw-
dopodobnie ze spadkiem poziomu transkryp-
tu genu MYB33 oraz jego genu docelowego 
— LFY. Oznacza to, że w szlak kwitnienia 
zależny od GA zaangażowane są cząsteczki 
miR159, które regulują ilość transkryptów 
genów GaMYB (Ryc. 4.). Po drugie, trans-
geniczna nadprodukcja miR159, prowadząca 
do wzmożonej degradacji transkryptów Ga-
MYB, jest przyczyną formowania nieprawi-
dłowych, sterylnych pręcików. Podwyższo-
ny poziom miR159 powoduje zwiększenie 
rozmiaru pylnika, jego ciemnienie oraz bez-
płodność (acharD i współaut. 2004). Podob-
ne efekty obserwowano u podwójnych mu-
tantów myb33myb65 (QuEsaDa i współaut. 
2005). Postuluje się, że miR159 jest czynni-
kiem ograniczającym ekspresję MYB33 do 
tkanek pręcików w czasie rozwoju kwiatu. 

cjonowania szlaku giberelinowego indukcji 
kwitnienia. Ponad to, reguluje również pra-
widłowy rozwój kwiatu (acharD i współaut 
2004, millar i GublEr 2005).

Szlak giberelinowy aktywuje geny odpo-
wiedzialne za formowanie kwiatów na dro-
dze bezpośredniej, poprzez aktywację genu 
LFY (gen tożsamość merystemu kwiatowe-
go), lub pośrednio, poprzez pozytywną regu-
lację genu SOC1 (QuEsaDa i współaut. 2005). 
Szlak sygnałowania giberelin funkcjonuje 
jako system derepresji oparty głównie na 
silnie konserwatywnych białkach z rodziny 
DELLA, będących transkrypcyjnymi represo-
rami odpowiedzi na gibereliny (FlEEt i sun 
2005). Jednym z elementów szlaku sygnało-
wego związanego z działaniem giberelin, po-
niżej białek DELLA, są białka GAMYB, będące 
czynnikami transkrypcyjnymi promującymi 
aktywność genów docelowych odpowiedzi 
na gibereliny. Aplikacja GA powodowała 
zwiększenie ekspresji MYB33 w wierzchoł-
ku wzrostu a. thaliana oraz następujący po 
niej wzrost transkrypcji genu LFY. Dokładna 
analiza struktury LFY wykazała, że w promo-
torze tego genu występuje element odpo-
wiedzi na gibereliny GARE (ang. GA-respon-
se elements), który wraz z motywem DBD 
białka GAMYB tworzy kompleks odpowie-
dzi giberelinowej GARC (ang. GA-responsive 
complex) (Gocal i współaut. 2001). Białka 
GAMYB posiadają charakterystyczną domenę 
DBD (ang. DNA binding domain) wiążącą 
DNA, która powstaje z fragmentów R2 i R3 
(charakterystyczna domena MYB), jak rów-
nież trzy kasety o silnie zachowywanych se-
kwencjach, nazywanych odpowiednio BOX1, 
BOX2 i BOX3. U a. thaliana poznano do 
tej pory około 100 genów MYB. Ekspresja 
trzech z nich, MYB33, 65 i 101, jest promo-
wana przez gibereliny (Gocal i współaut. 
2001). Region komplementarny do miR159 
jest zlokalizowany około 100 nukleotydów 
powyżej sekwencji kodującej BOX2 (acharD 
i współaut 2004).

Zwiększona ekspresja MIR159 powo-
duje zmniejszenie poziomu transkryptów 
MYB33, a co za tym idzie, wykrywanego biał-
ka MYB33. Dodatkowo ekspresja MIR159 nie 
wpływa na poziom transkryptów mMYB33 
charakteryzujących się uszkodzeniem miejsca 
wiązania miR159 bez zmiany sekwencji ami-
nokwasowej i aktywności kodowanego białka 
(millar i GublEr 2005). Wyniki te wskazują, 
że miR159 reguluje poziom transkryptów ko-
dujących białka z rodziny GAMYB poprzez 
bezpośrednie kierowanie ich rozpadem.

Ryc. 4. Schemat szlaku giberelinowego z 
uwzględnieniem udziału miR159. 

Związanie fitohormonu gibereliny (GA) powoduje 
degradację białek DELLA i w konsekwencji aktywa-
cję genów odpowiedzi na gibereliny SOC1 i Ga-
MYB. Akumulacja mRNA GaMYB jest regulowana 
dodatkowo przez miR159. Białka SOC1 i GAMYB 
poprzez indukcję ekspresji genu LFY wpływają na 
zmianę tożsamości merystemu z wegetatywnego na 
generatywny (acharD i współaut. 2004, millar i Gu-
blEr 2005).
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ną dominacją wierzchołkową i zmniejszo-
ną płodnością. Powyższe cechy fenotypowe 
świadczą o zaangażowaniu miR159 w regula-
cję rozwoju roślin zarówno na etapie zmiany 
fazy wzrostu z wegetatywnego na reproduk-
cyjny, ale także podczas rozwoju generatyw-
nego (Palatnik i współaut. 2003, millar i 
GublEr 2005).

W celu dokładniejszego zbadania tego zjawi-
ska utworzono rośliny transgeniczne mMY-
B33:GUS. W roślinach tych ekspresja genu 
mMYB33 rozszerza się także na inne tkan-
ki. Rośliny mMYB33:GUS charakteryzują się 
zaokrąglonymi liśćmi, skróconymi płatkami 
korony, nieprawidłowo rozwiniętymi liście-
niami, zmniejszonym wzrostem, zredukowa-

UDZIAŁ MIR164 W REGULACJI EKSPRESJI GENÓW CUC

MiR164, poprzez regulację powstawania 
granic miedzy organami, zaangażowany jest 
w regulację rozwoju roślin zarówno w fazie 
wegetatywnej, jak i generatywnej (chuck i 
o’connor 2010). Jednakże w związku z jego 
zaangażowaniem w powstawanie prawidło-
wej struktury kwiatu został zamieszczony w 
niniejszej pracy przeglądowej.

Sekwencja miR164 występującego u 
a. thaliana w trzech izoformach (miR164a,-
b,-c) jest komplementarna do mRNA rodziny 
genów kodujących czynniki transkrypcyjne 
zawierające domenę NAC, do których nale-
żą między innymi CUC1 (CUP-SHaPED CO-
TYLEDOn 1) oraz CUC2 (chuck i współaut. 
2009). W genomie rzodkiewnika zidentyfiko-
wano pięć genów z rodziny NAC posiadają-
cych komplementarne miejsca do miR164. 
Należą do nich: naC1 (NAM/ATAF/CUC), 
CUC1, CUC2, at5g07680 i at5g61430. Geny 
CUC1 i CUC2 ulegają ekspresji w komórkach 
tworzących obszary graniczne wokół primor-
diów, gdzie prawdopodobnie hamują wzrost 
komórek. Podczas gdy pojedyncze mutacje 
któregokolwiek z genów CUC, nie wywierają 
znaczących efektów na kształtowanie granic, 
u podwójnego mutanta cuc1cuc2 widoczne 
są zaburzenia w tworzeniu granic, co za tym 
idzie powstają częściowo zrośnięte organy 
(m. in. liścienie, działki kielicha i pręciki). 
Podobne efekty obserwuje się u roślin z na-
dekspresją MIR164 (lauFs i współaut. 2004, 
mallory i współaut. 2004).

Wykazano, że podczas wczesnego stadium 
rozwoju granic, na przykład, działek kieli-
cha, proliferacja komórek nie jest hamowa-

na i dlatego nie ma ścisłego ograniczenia w 
ukierunkowaniu podziałów komórkowych. 
Następnie degradacja transkryptów CUC1 i 
CUC2 zależna od miR164 ogranicza rozrost 
obszaru granicznego pomiędzy działkami, co 
umożliwia ich poprawny rozwój. Zaburzenia 
w regulacji ekspresji CUC1 i CUC2 kontrolo-
wanej poprzez miR164, u roślin z podwyż-
szoną ekspresją MIR164 lub ekspresją genu 
mCUC1 „odpornego” na miR164, prawdopo-
dobnie rozregulowuje geny, których ekspresja 
zależy pośrednio lub bezpośrednio od właści-
wej ekspresji CUC1 lub CUC2. Na przykład, 
czynniki transkrypcyjne CUC1 lub CUC2 są 
wymagane do ekspresji genu STM (SHOOT 
MERISTEMLESS), który koduje klasę I białek 
podobnych do KNOTTED funkcjonujących 
w regionach merystematycznych oraz między 
primordiami. Ich celem jest utrzymania komó-
rek w niezróżnicowanym stanie i powstrzy-
mania proliferacji. W następstwie utraty eks-
presji STM powstają m.in. częściowo zrośnięte 
liścienie i organy kwiatowe, przypominając 
defekty występujące w roślinach z nadekspre-
sją MIR164. Sugeruje się, że miR164 może ha-
mować ekspresję CUC1 i CUC2 po podziale 
w jednej z potomnych komórek i w ten spo-
sób indukować odmienną tożsamość komór-
ki. Alternatywnie, może on indukować cięcie 
mRNA CUC1 i CUC2 w najbardziej zewnętrz-
nych komórkach granicznych w odpowiedzi 
na powiększanie granicy. W obydwu przypad-
kach, graniczne komórki tracą własną tożsa-
mość i przyjmują tożsamość merystemu lub 
primordium (lauFs i współaut. 2004, mallory 
i współaut. 2004, chuck i o’connor 2010).

UDZIAŁ MIR167 W REGULACJI EKSPRESJI GENÓW aRF6 I aRF8

miR167 u a. thaliana kodowany jest 
przez cztery geny (MIR167a, -b, -c, -d) i jest 
komplementarny do mRNA genów kodują-
cych czynniki odpowiedzi na auksyny aRF6 
(aUXIn RESPOnSE FaCTOR6) i aRF8 za-

angażowane w regulacje rozwoju pręcików 
i słupków (naGPal i współaut. 2005, Wu i 
współaut. 2006).

Czynniki transkrypcyjny, należące do rodzi-
ny białek odpowiedzi na auksyny ARF, wiążą 
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Informacji na temat wpływu miR167 na 
rozwój roślin poprzez regulacje ekspresji ge-
nów aRF6 i 8 dostarczyły prace ru i współ-
aut. (2006) oraz Wu i współaut. (2006). 
Obie grupy badawcze poddały analizie ro-
śliny a. thaliana z nadekspresją MIR167. 
Rośliny 35S:MIR167a charakteryzowały się 
skręconymi liśćmi, skróconymi kwiatostana-
mi oraz zahamowanym rozwojem kwiatu. 
Wszystkie te cechy były również obecne u 
podwójnych mutantów genów docelowych 
miR167 — arf6arf8 (Wu i współaut. 2006). 
Rośliny 35S:MIR167b wykazywały obniżo-
ny poziom transkryptu genu aRF8. Wskazu-
je to na indukowane przez miR167 cięcie 
mRNA genu aRF8, a zahamowanie translacji 
na matrycy mRNA aRF6. Fenotypowo rośli-
ny 35S:MIR167b wykazywały niższy wzrost 
oraz sterylność. Kwiaty posiadały krótsze 
działki i płatki, a także brodawki znamienia 
oraz niepękające pylniki. Szczegółowa analiza 
wykazała, że komórki tych organów wyka-
zują zaburzenia wzrostu i są krótsze w po-
równaniu z komórkami roślin typu dzikiego 
(ru i współaut. 2006). Badania z wykorzy-
staniem konstruktu MIR167a i GUS wykaza-
ły, że miR167 obecny jest w zalążkach oraz 
tkankach przewodzących pylników i płatków 
(Wu i współaut. 2006). Znaczenie cząsteczek 
miR167 podczas rozwoju kwiatu potwier-
dziły badania prowadzone na mutantach 
maRF6 oraz maRF8. U mutantów tych zmie-
nione zostały miejsca docelowe dla miR167, 
co uniemożliwiało łączenie zasad pomiędzy 
miR167 a jego docelowym transkryptem. 
Brak regulacji ekspresji genów aRF6 i aRF8 
przez miR167 doprowadził do wyższego po-
ziomu ekspresji tych genów w odniesieniu 
do roślin typu dzikiego, a także do rozszerze-
nia obszaru ich ekspresji, czego konsekwen-
cją było zatrzymanie rozwoju osłonek zalążka 
oraz brak uwalniania pyłku przez pylniki. W 
przeciwieństwie do przedstawionych zmian 
morfologicznych, kwiaty roślin z nadekspre-
sją genu aRF6 lub aRF8 były płodne. Wyni-
ki te sugerują, że miR167, utrzymując odpo-
wiedni poziom transkryptów aRF6 i aRF8, 
umożliwia prawidłowy rozwój pręcików i 
słupków (Wu i współaut. 2006).

się do elementów odpowiedzi na auksyny Au-
xRE (5’ TGTCTC 3’), obecnych w promotorach 
licznych genów regulowanych przez ten fito-
hormon (haGEn i GuilFoylE 2002, Wu i współ-
aut. 2006). Białka ARF6 i ARF8 zawierają kil-
ka charakterystycznych domen: domenę DBD 
(B3) odpowiedzialną za wiązanie się białka do 
DNA, domenę Aux/IAA, utworzoną przez mo-
tywy III i IV, umożliwiającą dimeryzację oraz 
region bogaty w aminokwas glutaminę, dzięki 
której mogą aktywować ekspresję genów od-
powiedzi na auksyny. Mutacje w genach kodu-
jących te białka zmniejszają odpowiedź wywo-
łaną przez auksyny i powodują występowanie 
różnorodnych anomalii rozwojowych. Auksyny 
regulują aktywność białek ARF poprzez obniża-
nie ilości białek Aux/IAA (Gray i EstEllE 2000, 
haGEn i GuilFoylE 2002).

Badania przeprowadzone na a. thaliana 
wykazały, że czynniki transkrypcyjne ARF6 i 
ARF8 są zaangażowane w wydłużanie nitki 
pręcików, pękanie pylników, dojrzewanie słup-
ków oraz otwieranie pąków kwiatowych (na-
GPal i współaut. 2005). Utrata funkcji aRF6 
czy aRF8 u pojedynczych mutantów powodu-
je spowolnienie wydłużania nitki pręcikowej 
oraz opóźnienie uwalniania pyłku w stosunku 
do roślin typu dzikiego. W konsekwencji zbyt 
duża odległość pylników od znamienia słup-
ka uniemożliwia samozapylenie. Utrata funkcji 
obydwu genów u podwójnych mutantów ar-
f6arf8 prowadzi do męskiej i żeńskiej bezpłod-
ności. Podwójne mutanty genów nie są zdolne 
do otwarcia kwiatu i produkcji nasion (naGPal 
i współaut. 2005). Wu i współaut (2006), sto-
sując metodę in situ hybrydyzacji wykazali, że 
mRNA aRF6 występuje w środkowej części 
słupka tworzącej drogę dla kiełkującego pyłku. 
Występuje też w łożysku i primordiach zaląż-
ków. Niewielka ilość transkryptu aRF6 obec-
na jest również w wiązkach przewodzących 
działek i płatków. aRF8 wykazuje podobny 
wzorzec ekspresji tkankowej. Ponadto silną 
akumulację mRNA aRF8 obserwowano w bro-
dawkach znamienia słupka. Tak więc, żeńska 
sterylność podwójnych mutantów arf6arf8 
związana jest prawdopodobnie z upośledzoną 
zdolnością słupka mutantów do promocji kieł-
kowania pyłku (Wu i współaut. 2006).

PODSUMOWANIE

miRNA odgrywa istotną rolę w regula-
cji rozwoju wszystkich organizmów i sta-
nowi nową kategorię regulatorów ekspresji 
genów zarówno u roślin jak i zwierząt. Ro-

ślinne miRNA biorą udział m.in. w kontroli 
różnicowania organów, morfologii liścia, od-
powiedzialne są również za polarność i roz-
wój tkanki przewodzącej, a także tożsamość 
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2009). Jednak wiedza na temat funkcji tych 
niskocząsteczkowych regulatorowych RNA 
jest nadal fragmentaryczna. Wciąż mało wia-
domo o możliwych interakcjach w szlakach 
transdukcji sygnałów prowadzących do 
prawidłowego rozwoju rośliny, w których 
uczestniczą miRNA modelujące ekspresję do-
celowych genów.

organów kwiatowych. Ponadto kontrolują 
własną biogenezę oraz biorą udział w przej-
ściu rośliny z fazy rozwoju wegetatywnego 
w fazę różnicowania generatywnego. Przy 
użyciu bioinformatycznych procedur obli-
czeniowych oraz metod eksperymentalnych 
do 2009 r. zidentyfikowano u roślin 1763 
cząsteczki miRNA biorących udział w regula-
cji różnych procesów rozwojowych (unVEr 

UDZIAŁ MIKRO RNA W ROZWOJU GENERATYWNYM ROŚLIN

Streszczenie

Precyzyjna kontrola czasu zakwitania oraz roz-
woju organów generatywnych jest niezbędna do 
sukcesu reprodukcyjnego roślin. Ostatnie lata wy-
kazały, że jednym z czynników regulujących rozwój 
generatywny roślin są mikro RNA (miRNA). Mikro 
RNA to grupa cząsteczek długości około 21 nt o 
funkcjach regulatorowych. Zaangażowane są w pro-
ces wyciszania genów docelowych, polegający na 
inaktywacji ich ekspresji, u roślin zazwyczaj na po-
ziomie transkrypcyjnym. W niniejszej pracy opisano 
udział pięciu miRNA: miR156, 159, 164, 167, i 172 
w regulacji rozwoju generatywnego roślin. MiR156 

THE INVOLVEMENT OF MICRO RNA IN GENERATIVE DEVELOPMENT OF PLANTS

Summary

poprzez promowanie degradacji transkryptów z ro-
dziny SPL wpływa na przejście do generatywnej fazy 
rozwoju. MiR159 jest regulowanym przez gibereliny 
modulatorem aktywności białek GAMYB. MiR164 
poprzez kontrolę obecności w poszczególnych ko-
mórkach mRNA genów CUC1 i CUC2 określa grani-
ce między elementami kwiatu. MiR167 i jego geny 
docelowe aRF6 oraz aRF8 związane są z rozwojem 
kwiatu. MiR172 jest komplementarny do mRNA ge-
nów z rodziny aPETaLa2 wpływających zarówno na 
proces indukcji kwitnienia jak i prawidłowe tworze-
nie kwiatu.

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 CUC1 and 2 genes 
in individual cells, hence defines the borders be-
tween flower elements. miR167 and its target genes 
aRF6 and aRF8 are involved in flower development. 
miR172 is complementary to the mRNA of genes 
from the aPETaLa2 family and affects on flower in-
duction and development.
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