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UDZIAL NISKOCZASTECZKOWYCH REGULATOROWYCH RNA (siRNA I
miRNA) W REGULACJI SZLAKU TRANSDUKCJI SYGNALU AUKSYN*

WPROWADZENIE — MALE
REGULATOROWE RNA

Mate, 20-24 nukleotydowe RNA (sRNA)
sg zaangazowane w kontrole aktywnosci ge-
now u wiekszosci eukariontow poprzez ewo-
lucyjnie konserwatywny mechanizm trans-
krypcyjnego i potranskrypcyjnego wyciszania
genow (VOINNET 2009, EBERT i SHARP 2012,
KRUSZKA i wspoétaut. 2012). Wyciszanie RNA
(ang. RNA interference, RNAIi) jest takze wy-
korzystywane przez organizmy do obrony
przed wirusami (CSORBA i wspoélaut. 2009,
LLavE 2010, HOHN i VAZQUEzZ 2011), wiro-
idami (GOMEzZ i wspoétaut. 2008, NAVARRO i
wspoétaut. 2012), transpozonami (MOSHER i
MELNYK 2010), obcymi kwasami nukleinowy-
mi (np. transgenami) (MLOTSHWA i wspoétaut.
2008) i w niektérych przypadkach nawet do
walki z mikroorganizmami (KATIYAR-AGARWAL
i JIN 2010, DUAN i wspétaut. 2012, VAZQUEZ
i HOHN 2013).

Wyciszanie RNA u roslin wymaga prze-
tworzenia dhuzszych czasteczek dwuniciowe-
go RNA (dsRNA) przez enzym z rodziny DI-
CER-like (DCL) do krétkich malych dwuni-
ciowych duplekséow sRNA. Nastepnie jedna z
nici wraz z biatkiem z rodziny ARGONAUTE
(AGO) tworzy kompleks RISC (ang. RNA-in-

duced silencing complex), ktéry rozpoznaje
homologiczne docelowe DNA lub RNA (VOIN-
NET 2009, MALLORY i VAUCHERET 2010, VA-
ZQUEZ i HOHN 2013) (Ryc. 1).

Na podstawie badan Arabidopsis thalia-
na obecnie wyréznia sie cztery (angazujace
rozne biatka z rodziny DCL) endogenne szla-
ki biosyntezy sRNA, z ktorych trzy dotycza-
ce roznych malych interferencyjnych siRNA
(ang. small interfering RNA) oraz jeden szlak
syntezy miRNA (ang. microRNA) (VAUCHERET
2006, VAZQUEZ i HOHN 2013). Tabela 1 i
Ryc. 1 przedstawiajg charakterystyke i skro-
cony schemat biogenezy wszystkich czterech
typow niskoczgsteczkowych, regulatorowych
RNA. Obecnie, udzial w regulacji szlaku
transdukcji sygnalu auksyn przypisywany
jest miRNA oraz ta-siRNA trans-acting siR-
NA (ta-siRNA).

Mikro RNA sa klasg sRNA generowana z
endogennych transkryptéow tworzacych cha-
rakterystyczne struktury dwuniciowe w po-
staci spinek do wlosow. U roslin miRNA sag
zwigzane z prawie wszystkimi biologicznymi
procesami, lecz opisywane sa gléwnie jako
regulatory wzrostu i rozwoju dzialajace po-
przez kontrole ekspresji genow kodujacych
czynniki transkrypcyjne oraz biatka regula-
torowe (CHEN 2009, RUBIO-SOMOZA i WEIGEL
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Ryc. 1. Schemat biogenezy glownych klas niskoczasteczkowych regulatorowych RNA. A) miRNA, B) ta-
-siRNA, C) nat-siRNA, D) ra-siRNA. Strzatka pomiedzy szlakiem biosyntezy miRNA i ta-siRNA wskazuje,
ze czasteczka miRNA jest niezbedna do produkcji ta-siRNA. Strzalki z przerywanej linii wskazuja, ze
RNA transkrybowane z danego genu jest wykorzystywane na réznych etapach szlaku syntezy nat-siR-
NA. A) i B) Szczegdly biogenezy miRNA oraz ta-siRNA w tekscie. C) nat-siRNA powstaja na skutek
transkrypcji genéw posiadajacych diluzszy odcinek komplementarny do siebie. Powstale w wyniku tego
procesu mRNA o czeSciowo zachodzacej na siebie sekwencji, tworza dwuniciowa strukture. Powstale
24 nt. nat-siRNA biora udzial w cieciu prekursorowego transkryptu za pomoca biatka z rodziny AGO.
W kolejnym etapie powstale dsRNA jest ciete na fragmenty przez bialka z rodziny DCL1. Po wiacze-
niu do kompleksu z biatkiem AGO, nat-siRNA kontroluje ekspresje docelowych genéw. D) Ra-siRNA
posredniczaca w transkrypcyjnym wyciszaniu genéw, w szlaku zaleznej od RNA metylacji DNA (ang.
RNA-dependent DNA methylation — RdDM). Transkrypt w tym szlaku powstaje z heterochromatyny,
transpozonéw albo innych sekwencji powtarzajacych sie. Wstepny etap RdADM jest nastepnie wspierany
przez sRNA nastepnej generacji (ra-siRNA) tworzone przy udziale biatek, m.in.: polimerazy RNA IV i V,

AGO4, RNA-dependent RNA polymerase (RDR2), bialek remodelujacych chromatyne oraz metylazy hi-
stonéw (wg VAUCHERET 2006, VAZQUEZ i HOHN 2013).

2011). Prekursorowy transkrypt genéw miR-

rozpoznanie i zwigzanie komplementarnego
NA (MIR) ulega wieloetapowemu dojrzewa-

mRNA (ROGERS i CHEN 2013).

niu i cieciu, w ktéorym bierze udzial szereg
biatek, przede wszystkim DCL1 oraz m. in.
HYPONASTIC LEAVES1 (HYL1), SERRATE
(SE), DAWDLE (DDL), C-TERMINAL DOMAIN
PHOSPHATASE-LIKE1 (CPL1), HUA ENHAN-
CER 1 (HEN1), w wyniku ktérego powstaje
dupleks: przewodniego (miRNA) i towarzysza-
cego (miRNA¥*). Przewodni miRNA jest wia-
czany do kompleksu RISC, gdzie umozliwia

Bialko DCL4 razem z RDR6, SUPPRES-
SOR OF GENE SILENCING 3 (SGS3) i
dsRNA BINDING PROTEIN 4 (DRB4) biora
udzial w biogenezie trans-acting siRNA (ta-
-siRNA) dlugosci 21 nt z transkryptow ge-
néw niekodujacych biatka TAS oraz innych
typow RNA (PERAGINE i wspotaut. 2004, Va-
ZQUEZ i wspoétaut. 2004, YOSHIKAWA i wspol-
aut. 2005, ADENOT i wspolaut. 2006, NA-
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Tabela 1. Klasyfikacja gtownych grup niskoczasteczkowych regulatorowych RNA.

miRNA — ang. microRNA, ta-siRNA - ang. trans-acting siRNA, nat-siRNA - ang. natural - antisense transcript —
derived siRNA, ra-siRNA - ang. repeat-associated siRNA, RDR - ang. RNA-dependent RNA polymerase, DCL — ang.
DICER-like, AGO - ang. ARGONAUTE, Pol — ang. polymerase RNA (wg VAUCHERET 2006, VAZQUEZ i HOHN 2013).

Rodzaj Dtugosc Pochodzenie czastecz- Glowne biatka zaangazowane w: Funkcja
dojrzatego ki prekursorowej
sRNA
transkrypcje dojrzewanie dziatanie
miRNA 20 - 21 Geny MIR Pol 1I DCL1 AGO1 Regulacja morfogenezy i
rozwoju.
Odpowiedzi stresowe.
ta-siRNA 21 Geny TAS, ktorych Pol I DCLA4, AGO1, Regulacja rozwoju.
transkrypty sa ciete DCL2, AGO7 Odpowiedz na auksyny.
przy udziale miRNA.
RDR6
nat-siRNA 24, Transkrypty genow Pol IV DCL2, AGO Odpowiedz na stres
21 zawierajace sekwen- DCL1 AGO2 solny.
cje komplementarne.
RDR6
ra-siRNA 24 Transpozony, se- Pol 1V, DCL3, AGO4 Utrzymywanie metylacji
kwencje powtarzajace Pol V RDR2 retrotranspozonéw oraz

sie DNA.

sekwencji powtarzaja-
cych sie DNA.

KAZAWA i wspoélaut. 2007). W powstawaniu
ta-siRNA bierze udzial miRNA (np. miR173
czy miR390), formujacy kompleks z bial-
kiem AGO1, ktory taczy sie do docelowej se-
kwencji, tworzac starter do syntezy komple-
mentarnej nici RNA (YOSHIKAWA i wspoétaut.
2005). Nastepnie zachodzi proces metylacji
dupleksow ta-siRNA. W kolejnym etapie bio-
genezy jedna ni¢ jest degradowana, a druga
jest wlaczana do kompleksu RISC, majace-
go wplywaé¢ na ekspresje mRNA (VAUCHERET
2006). W tym samym szlaku DCL2 gene-
ruje wystepujace w niewielkiej iloSci siRNA
dhugosci 22 nt z réznych prekursorow, a
takze moze przejmowac funkcje biatek DCL3
i DCL4, maskujac mutacje w kodujacych
je genach (BLEVINS i wspélaut. 2006, HEN-
DERSON i wspotaut. 2006, ZHANG i wspotaut.
2012). DCL2 pekli tez kluczowa funkcje w
procesie przejSciowego wyciszania RNA (ang.
transitive RNA silencing), umozliwiajacego
rozprzestrzenianie sygnalu wyciszania po ca-
lym organizmie (NOWAKOWSKA i KOPCEWICZ
2006, VAZQUEzZ i HOHN 2013).

Proces wyciszania przez kompleks RISC,
zawierajacy miRNA lub siRNA dlugosci 21
i 22 nukleotydow moze zachodzi¢ na dwa
sposoby. Rozpoznane RNA docelowe jest
albo ciete, albo nastepuje zahamowanie jego

translacji (BRODERSEN i VOINNET 2006, VA-
ZQUEZ 2006, BRODERSEN i wspoélaut. 2008,
LANET i wspoétaut. 2009). Zasady determinu-
jace los docelowego RNA nie sg zdefiniowane
w kazdym przypadku. Wczesniejsze badania
sugeruja, ze jest to zwiazane ze stopniem
komplementarnosci miedzy sRNA, a sekwen-
cja RNA docelowego. W przypadku calkowi-
tej lub prawie calkowitej komplementarnosci
nastepuje ciecie zwiazanego transkryptu, na-
tomiast gdy sparowanie jest niekompletne,
zachodzi zahamowanie translacji. Jednakze
czasami wystepuja oba typy regulacji dla
tego samego sRNA i jego celu, co wskazu-
je na istnieje innych specyficznych mecha-
nizmoéw decydujacych o sposobie regulacji
aktywnosci docelowego genu, np. w zalezno-
Sci od typu komoérek (BRODERSEN i wspétaut.
2008, VAZQUEZ i HOHN 2013).

SZLAK TRANSDUKCJI SYGNALU
AUKSYNY

Hormony wystepujace w organizmach
odpowiadaja za koordynacje wielu procesow
fizjologicznych zachodzacych w poszczegol-
nych komoérkach. Zaréwno u roslin, jak i
zwierzat produkowane sg zazwyczaj w jed-
nych, wyspecjalizowanych elementach orga-
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nizmu, a nastepnie transportowane do pozo-
stalych komoérek pelnigc w nich przypisane
im funkcje. Niejednokrotnie skutki dzialania
poszczegblnych hormonéw nakladaja sie na
siebie, stad trudno czasem wskazaé reak-
cje, ktora podlegataby kontroli tylko jednego
hormonu (MARCINIAK i wspoétaut. 2010).

Doniesienia ostatnich lat wskazuja na
istotna role sRNA w genetycznej kontroli
szlakow transdukcji sygnalu hormonéw u
roslin. Najlepiej opisany =zostal dotychczas
udzial miRNA oraz siRNA w regulacji dzia-
tania auksyn, co jest przedmiotem niniejszej
pracy przegladowe;.

Auksyny naleza do grupy hormonow od-
powiadajacych za wlasciwy przebieg proce-
sow takich jak: embriogeneza, stymulacja
podziatow komorkowych, wzrost komérek na
dtugosé, dominacja wierzchotkowa, kontrola
morfogenezy itp. (QUINT i GRAY 2006). Naj-
wazniejsza i najlepiej poznana do tej pory
auksyna jest kwas indolilo-3-octowy (ang.
INDOLE-3-ACETIC ACID, IAA). Transdukcja
sygnalu auksynowego obejmuje szereg reak-
cji, w wyniku ktérych nastepuje odpowiedz
rosliny na fitohormon, co prowadzi¢ moze
miedzy innymi do zmian fizjologicznych w
roslinie. W sklad szlaku wchodzi biatko F-
-box kompleksu SCF (z ang. SKP1-Cullin-

Brak auksyny

TPL

AuxRE

IAA - auksyna
TPL - korepresor Topless
ARF — czynnik transkrypcyjny

Percepcja auksyny

* IAA*

-F-box-RBX1) bedace receptorem auksyn
z rodziny TAAR (TIR1/AFB AUXIN RECEP-
TOR), a mianowicie TRANSPORT INHIBITOR
RESPONSE 1 (TIR1) i jego homologi AUXIN
SIGNALING F-BOX PROTEIN (AFB), bial-
ka AUX/IAA oraz czynniki transkrypcyjne
AUXIN RESPONSE FACTOR (ARF) (QUINT i
GRAY 2006, GUILFOYLE i HAGEN 2007, LAU
i wspotaut. 2008, OSTROWSKI i JAKUBOWSKA
2008, MARCINIAK i wspotaut. 2010).
Mechanizm regulacji ekspresji genow
przez auksyne (Ryc. 2) zaklada, ze w wa-
runkach niskiego stezenia [AA biatka AUX/
IAA tworza heterodimery 2z czynnikami
transkrypcyjnymi ARF. Powstanie dimeru
ARF-AUX/IAA uniemozliwia tworzenie ho-
modimeru miedzy czasteczkami ARF oraz
zwiazanie go z sekwencjami docelowymi w
DNA (LiscuM i REED 2002). Gdy w komoérce
pojawia sie auksyna, biatka AUX/IAA wia-
zane sa przez receptor IAA z rodziny TAAR,
np. TIR1, ktére tworza ligazy E3 ubikwityny
typu SCFT™®! (MARCINIAK i wspoétaut. 2010).
Biatko to rozpoznaje i wiaze okreslone AUX/
IAA (DHARMASIRI i wspoétaut. 2005, KEPINSKI
i LEYSER 2005, WOODWARD i BARTEL 2005).
Zwiazanie auksyny przez biatko TIR1 prowa-
dzi do zmiany powinowactwa ligazy SCFTR!
wzgledem danego AUX/IAA, powodujac jego

Degradacja

Transkrypch@kl

AuxRe - sekwencja promotorowawigzana przezARF
(ang. Auxin Response Element)
SCF - ligaza typu E3 ubikwityny (ang. SKP1-Cullin-F-box-RBX1)

(ang. Auxin Response Factor) TAAR- biatko z rodziny TAAR (ang. TIR1/AFB Auxin Receptor)

Ub — ubikwityna

wchodzace w sktad kompleksu SCF

Ryc. 2. Schemat szlaku trasdukcji sygnatu auksyn. W sytuacji braku auksyny biatka AUX/IAA two-
rza heterodimery z czynnikami transkrypcyjnymi ARF. Powstanie dimeru ARF-AUX/IAA uniemozliwia
tworzenie homodimeru miedzy czasteczkami ARF i hamuje ich funkcjonowanie jako czynnikéw trans-
krypcyjnych. Gdy w komoérce pojawia sie auksyna, biatka AUX/IAA wiazane sa przez receptor IAA z
rodziny TAAR, ktéry wchodzi w sklad ligazy SCF, co powoduje ich ubikwitynacje i skierowanie na
droge degradacji proteasomalnej. Degradacja AUX/IAA umozliwia tworzenie homodimeréw ARF co w
konsekwencji prowadzi do aktywacji badz represji transkrypcji regulowanych genéw (wg QUINT i GRAY

2006, zmodyfikowana).
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ubikwitynacje i1 skierowanie na droge de-
gradacji proteasomalnej. Degradacja AUX/
IAA umozliwia tworzenie homodimerow ARF.
W tej postaci wiaza sie one do promotoréow
genow pierwotnej odpowiedzi na auksyne,
co w konsekwencji prowadzi do aktywacji
badz represji transkrypcji na matrycy regu-
lowanych genow (HEJKA i KOWALCZYK 2006,
QUINT i GRAY 2006, LAU i wspotaut. 2008,
MARCINIAK i wspoétaut. 2010, DEPUYDT i
HARDTKE 2011).

Cho¢ na pozér szlak ten wydaje sie pro-
sty, w rzeczywistosci jego regulacja jest duzo
bardziej skomplikowana. Wraz z jego bar-
dziej szczegolowym poznawaniem pojawia sie
duzo wiecej elementéow, jak chocby biatka
TPL (TOPLESS), bedace swoistym korepre-
sorem dla ARF razem z omawianymi bial-
kami AUX/IAA (LAU i wspétaut. 2008). Po-
nadto, u np. A. thaliana zidentyfikowano 6
genow z rodziny TAAR (dokladniej opisano
cztery: TIR1 i AFBI1, AFB2 i AFB3), 23 geny
ARF i 29 AUX/IAA, co dodatkowo umozliwia
tworzenie wielu wariantéow szlaku transduk-
cji sygnatu auksyn zaleznych od obecnych
w danym momencie fizjologicznym komorki

elementéw szlaku, ktore moga réznic¢ sie po-
winowactwem do swoich partnerow (VERNO-
UX i1 wspolaut. 2011, PivA i wspotaut. 2014).

REGULACJA SZLAKU TRANSDUKCJI
AUKSYNY PRZEZ sRNA

Wymienione elementy szlaku auksyno-
wego podlegaja czesto bezposredniej regu-
lacji przez male regulatorowe RNA, glownie
miRNA oraz ta-siRNA. Do elementow tych
naleza geny kodujace bialka ARF (GUIL-
FOYLE i HAGEN 2007, GLAZINSKA i wspoétaut.
2011), IAA28 (INDOLE-3-ACETIC ACID IN-
DUCIBLE28) (WANG i Guo 2015) oraz TIR1
wraz z jego homologami AFB1-3 (DHARMA-
SIRI i wspoétaut. 2005, MOCKAITIS i ESTELLE
2008, MARCINIAK i wspoétaut. 2010). Czesc
czynnikow transkrypcyjnych odpowiedzi na
auksyne z rodziny ARF podlega bezposred-
niej kontroli przez miR167 i miR160 (GLA-
ZINSKA i wspolaut. 2011) oraz przez tasiR-
-ARF pochodzace z locus TAS3 (MARIN i
wspoétaut. 2010). Wykazano, ze transkrypt
genu JAA28 moze ulega¢ degradacji pod
wplywem zwigzania miR847 (WANG i GuUO

Tabela 2. Zestawienie sSRNA zaangazowanych w regulacje ekspresji genéw kodujacych elementy szlaku
transdukcji sygnatu auksyn u Arabidopsis thaliana (wg miRBase, CHITWOOD i wspétaut. 2009, GLAZIN-
SKA i wspétaut. 2011, SI-AMMOUR i wspétaut. 2011, WANG i wspétaut. 2015).

Pochodzenie Dtugosc .
sRNA Geny docelowe  Funkcja
sRNA sRNA [nt]
miR160 MIR160a, 20 ARF10, Regulacja morfogenezy lisci, korzeni i kwiatow.
MIR160b, ARF16,
MIR160c ARF17
miR167 MIR167a, ARF®6, Regulacja powstawania i rozwoju lisci oraz
MIR167b, 20 ARF8 kwiatow.
MIR167c,
MIR167d 21
miR390 MIR390a, 21 TAS3 Biogeneza tasiR-ARF.
MIR390b
miR393 MIR393a, 22 Rodzina TAAR Synteza siTAAR.
MIR393b Regulacja rozwoju lisci i korzeni.
Odpowiedz na patogeny i stresy.
miR847 MIR847 21 IAA28 Regulacja podzialéw komorkowych podczas tworze-
nia poéznych lisSci rozetowych i korzeni bocznych.
siTAAR AFB2, 21 Rodzina TAAR, Regulacja rozwoju lisci i korzeni.
AFB3
At3g18850, Odpowiedz na patogeny i stresy.
At5g24650
tasiR-ARF ~ TAS3 21 ARF2, Regulacja powstawania i starzenia liSci, tworzenia
ARF3, korzeni bocznych, odcinania kwiatow oraz otwiera-
ARF4 nia tuszczyn.
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2015). Natomiast TIRI i AFBI, 2, 3 posia-
daja w swojej sekwencji miejsce docelowe
dla miR393 i drugorzedowego siTAAR (Ta-
bela 2) (NAVARRO i wspétaut. 2006, VIDAL
i wspétaut. 2010, SI-AMMOUR i wspoétaut.
2011, WINDELS i VAZQUEZ 2011).

REGULACJA AKTYWNOSCI GENOW
KODUJACYCH RECEPTORY AUKSYNY

Bialka z rodziny TAAR sa komponen-
tami kompleksu ligazy Skp-Cullin-F-box-
-ubikwityny, ktéory w warunkach wysokie-
go stezenia auksyny bierze udzial w za-
leznej od proteasomu degradacji biatek z
rodziny AUX/IAA. Wskutek tego procesu
biatka AUX/IAA uwalniaja transkrypcyj-
ny korepresor TPL (TOPLESS) i pozwalaja
AUXIN RESPONSE FACTOR dziata¢ jako
czynniki transkrypcyjne i regulowac¢ ak-
tywnos¢ genow odpowiedzi na auksyne.
Badania na mutantach tirl/afb Arabidop-
sis thaliana pozwolily stwierdzi¢, iz funk-
cje tych genéw wzajemnie sie pokrywaja i
uzupelniajg, ale przede wszystkim sa klu-
czowe dla prawidlowego rozwoju i wzrostu.
Dzieki porownaniu sekwencji aminokwaso-
wej TIR1 i AFB1 wykazano, ze ich budo-
wa jest w 70% homologiczna, natomiast
AFB2 i ARF3 wykazuja 84% podobienstwa.
Wszystkie zawieraja bogate w leucyne do-
meny LRR (ang. leucine rich repeats) oraz
domene F-box. Jednak mimo zblizonej bu-
dowy, i oddzialywan wzajemnie sie uzupetl-
niajacych, dotychczasowe przestanki kaza
sadzi¢, ze kazde z nich moze mie¢ swojq
osobna, Scisle okreslona funkcje (DHAR-
MASIRI i wspélaut. 2005, PARRY i ESTELLE
2006).

miR393, siTAAR I GENY Z RODZINY
TAAR

Zaréwno mRNA TIR1, jak i AFB 1-3
posiadaja w swojej sekwencji miejsce wia-
zania dla miR393. Moze on powstawacé z
dwoch genow, MIR393a i MIR393b, zloka-
lizowanych kolejno na 2 i 3 chromosomie
A. thaliana, dajacych gotowy produkt w
postaci 22 nt miR393 (miRBase) (GRIFFI-
THS-JONES 2004; GRIFFITHS-JONES i wspol-
aut. 2006, 2008; KOzZOMARA i GRIFFITHS-
-JONESs 2011). Dwa zidentyfikowane geny
MIR, ktére wykazuja réznice w sekwencji
prekursoréow, w konsekwencji daja produk-
ty o identycznym sktadzie nukleotydowym,
lecz pelniace odmienne funkcje (WINDELS
i VAZQUEzZ 2011). MIR393b jest niezbedny
do syntezy 21 nt siTAAR, wtornych siRNA,
z co najmniej dwoch transkryptéow genow
rodziny TAAR (AFB2 i AFB3) przez szlak
podobny do szlaku ta-siRNA. Wtérne siR-

NA reguluja ekspresje wszystkich cztonkéw
rodziny TAAR oraz potencjalnie innych ge-
néw niespokrewnionych (np. At5g24650
oraz At3g18850), prowadzac do degradaciji
ich mRNA (SI-AMMOUR i wspoétaut. 2011).
SI-AMMOUR i wspélaut. (2011), badajac
ekspresje MIR393b, zaobserwowali wysoki
poziom transkryptu tego genu w organach
nadziemnych, natomiast znikomy w korze-
niu, gdzie z kolei dominuje ekspresja MI-
R393a.

Dalsze Dbadania wykazaly takze, ze
miR393 odpowiada za regulacje licznych
procesow rozwojowych w lisSciach (WINDELS
i VAZQUEz 2011), prawidlowa architekture
korzenia (VIDAL i wspotaut. 2010), obro-
ne podczas ataku patogenéw (NAVARRO i
wspoétaut. 2006, ZHAO i wspoétaut. 2010) i
jest takze zaangazowany w odpowiedZ ro-
§liny na obecnos¢ azotanéw i zmiany zaso-
lenia (VIDAL i wspétaut. 2010, LI i wspol-
aut. 2011, SI-AMMOUR i wspoétaut. 2011).
Co ciekawe, mechanizm dzialania miR393
jest rézny, zaleznie od regulowanego proce-
su. U Arabidposis w odpowiedzi na bakte-
ryjna infekcje lisci, miR393 generowany 2z
transkryptu genu MIR393a, przeprowadza
wyciszenie genow AFBI1 oraz TIR1, AFB2 i
AFB3 (NAVARRO i wspétaut. 2006). W ko-
rzeniach natomiast, w odpowiedzi na azo-
tany dochodzi do degradacji mRNA AFBS3,
ale nie mRNA innych genéow TAAR (VIDAL i
wspotaut. 2010). Wilasciwa regulacja AFB3
przez miR393 objawia sie wzrostem korzeni
gtownych i bocznych w odpowiedzi na dzia-
lanie azotanow (VIDAL i wspoétaut. 2010).

REGULACJA ILOSCI TRANSKRYPTU
GENU JIAA28 PRZEZ miR847

Dotychczas opisano tylko jeden przy-
padek regulacji ekspresji genu kodujacego
biatko represorowe odpowiedzi na auksyne,
a mianowicie IAA28 (WANG i Guo 2015).

WANG i GUO (2015) wykazali, ze miR847
wiaze sie z mRNA JAA28 i powoduje jego
ciecie. MiR847 dlugosci 21 nt u A. thaliana
kodowany jest przez jeden gen zlokalizowa-
ny na chromosomie 1 (miRBase) (GRIFFITHS-
-JONES 2004; GRIFFITHS-JONES i wspoblaut.
2006, 2008; KOzZOMARA i GRIFFITHS-JONES
2011). Ekspresja zarowno MIR874, jak i
IAA28 zachodzi glownie w czeSciach margi-
nalnych lisci oraz miejscu inicjacji powsta-
wania korzeni bocznych. Badania wykaza-
ly, ze miR847 jest pozytywnym, zaleznym
od auksyny, regulatorem rozwoju organéw
bocznych. Ektopowa ekspresja genu MIRS874
powoduje zwickszenie aktywnosci genow cy-
klu komoérkowego i przedluzenie czasu two-
rzenia lisci z postrzepiona blaszka liSciowag
(WANG i Guo 2015).
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REGULACJA EKSPRESJI GENOW
KODUJACYCH CZYNNIKI
TRANSKRYPCYJNE ODPOWIEDZI NA
AUKSYNE ARF

U Arabidopsis zidentyfikowano 23 geny
kodujace bialka ARF, ostatni z ktérych wy-
daje sie by¢ pseudogenem. Zlokalizowane
zostaly one na wszystkich pieciu chromoso-
mach (OKUSHIMA i wspétaut. 2005). Wszyst-
kie, z wyjatkiem ARF3, ARF13 i ARF17, w
swojej budowie posiadaja domene wiazaca
DNA (ang. DNA BINDING DOMAIN, DBD)
na N- koncu oraz tzw. domene CTD (ang.
C-TERMINAL DOMAIN) na koncu C. W cen-
tralnej czesci znajduje sie domena MD (ang.
MIDDLE DOMAIN), ktéra w zaleznoSci od
tego, czy zawiera przewage aminokwasu glu-
taminy czy seryny, bedzie decydowata od-
powiednio o wlasciwosciach aktywatorowych
lub represorowych czynnika transkrypcyjne-
go. Do tej pory ustalono, ze ARF 5, 6, 7, 8
i 19 funkcjonuja jako aktywatory transkryp-
cji genow wczesnej odpowiedzi na auksyne,
pozostale sa raczej represorami, cho¢ nie we
wszystkich przypadkach zostalo to precyzyj-
nie ustalone (GUILFOYLE i HAGEN 2007).

MiR160 I ARFI10, ARF16 ORAZ ARF17

MiR160 jest liczaca 20 nt regulatoro-
wa czasteczka RNA. U A. thaliana kodowa-
ny jest przez trzy geny: MIR160a, MIRI160Db
i MIR160c, zlokalizowane kolejno na 2, 4 i
5 chromosomie. Réznice w obrebie sekwen-
cji mRNA tych trzech genow wystepuja tylko
na etapie pri- i pre-mRNA. Dojrzaly miRNA
we wszystkich trzech przypadkach ma taka
sama sekwencje (miRBase) (GRIFFITHS-JONES
2004; GRIFFITHS-JONES 1 wspotaut. 2006,
2008; KOZOMARA i GRIFFITHS-JONES 2011).

U A. thaliana miR160 odpowiada za bez-
posrednia kontrole trzech genéw ARF, a
mianowicie ARF10, ARF16 i ARF17 (BONNET
i wspélaut. 2006). Dwa pierwsze sa szcze-
go6lnie zaangazowane w rozwo6j korzeni, nato-
miast ARFI17 w szeroko pojete procesy mor-
fogenezy kontrolowane przez auksyne (BON-
NET i wspoétaut. 2006, QUINT i GRAY 2006).
WANG i wspétaut. (2005) zaobserwowali eks-
presje wszystkich trzech genéw ARF w ko-
rzeniu, todydze, lisSciach oraz kwiatostanach.
Przy czym, zdecydowanie najwyzsza ekspre-
sje we wszystkich wymienionych organach
wykazywal ARF16, ktéry w korzeniu, razem
z ARF10, odpowiadal za réznicowanie komo-
rek czapeczki. Nadekspresja MIR160, tak jak
podwoéjna mutacja arflOarfl6, powodowata
niekontrolowane podzialy komorek czapeczki
oraz zahamowanie ich réznicowania prowa-
dzac do powstawania rakopodobnych struk-
tur.

ARF17 zaangazowany jest w rozwoj czesci
nadziemnych, gléwnie lisci i kwiatéw (MAL-

LORY i wspoétaut. 2005). U roslin, w ktérych
sekwencja mRNA ARF17 zostala zmienio-
na tak, aby nie zawierala fragmentu kom-
plementarnego do miRNA, ale bez zmiany
sktadu aminokwasowego kodowanego biatka
(co powodowalo, ze gen AFRI7 byl ,odpor-
ny” na regulacje przez miR160), podwyz-
szony byl poziom ekspresji genow z rodziny
GHS3 (zwiazanych z synteza koniugatow IAA)
(MALLORY i wspoétaut. 2005). Fenotypowo,
obserwowano powstawanie atypowych zab-
kowanych i skreconych lisci. Dodatkowo,
rosliny te przedwczesnie kwitly, a powstaja-
ce kwiaty mialy zmieniona morfologie oraz
czesto pozostawaly nieptodne (CHEN 2005).
Podobne objawy zaobserwowano réwniez w
mutantach z ,odpornym” na miR160 genem
ARFI10 (Lwu i wspélaut. 2007). Doswiadcze-
nia GUTIERREZ i wspoétaut. (2009) wskazuja,
ze ARF17 wplywa réwniez na powstawanie
korzeni bocznych i jest negatywnym regula-
torem tego procesu. Ponadto, tworzenie tych
organéw jest pozytywnie sprzezone z dziata-
niem ARF6 i ARFS8, bedacych genami doce-
lowymi dla miR167.

MiR167 1 ARF6 ORAZ ARFS8

U A. thaliana miR167 kodowany jest
przez cztery geny: MIR167a, MIR167b,
MIR167c i MIR167d. Trzy pierwsze zostaly
zlokalizowane na 3 chromosomie i generu-
ja ostatecznie czasteczke RNA dhugosci 20
nt, natomiast ostatni na chromosomie 1
jest zrédlem 21 nukleotydowego miR167d
(miRBase) (GRIFFITHS-JONES 2004; GRIFFITHS-
-JONES i wspotaut. 2006, 2008; KOZOMARA i
GRIFFITHS-JONES 2011).

MiR167 posiada miejsce komplementarne
do mRNA dwoch genéw kodujacych czynniki
transkrypcyjne ARF6 i ARF8, ktore odpowia-
daja za kontrole rozwoju stupkowia i preci-
kowia (GLAZINSKA i wspoétaut. 2011). Badania
przeprowadzone u Arabidopsis wykazaly, ze
oba czynniki sg zaangazowane w wydluzanie
nitki precika oraz pekanie pylnikow. Poza
tym, odpowiadaja one za dojrzewanie stup-
koéw i otwieranie pakéw kwiatowych. Utra-
ta funkcji u podwdjnych mutantéw genow
ARF6 i ARF8, powoduje wystapienie pro-
bleméw z zapyleniem. Kwiaty nie sa zdolne
do otwarcia i produkcji zawierajacych na-
siona tuszczyn (NAGPAL i wspétaut. 2005).
MIR167, podobnie jak MIR160, zaangazowa-
ny jest réwniez w rozwdj liSci. Badania WU i
wspotaut. (2006) na Arabidopsis, z wykorzy-
staniem nadekspresji MIRI167, pozwolily na
uzyskanie roslin z krotszymi liSémi. Widocz-
na byla takze redukcja dlugosci kwiatosta-
noéw i zahamowany rozwo6j kwiatéw. Podobny
fenotyp dawaly podwéjne mutanty arféarfs.
Dodatkowo, u mutantéw mirl67 nie docho-
dzitlo do rozwoju zalazka i uwalniania ziaren
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pytku (Ru i wspotaut. 2006, WU i wspoélaut.
2006). Na tej podstawie mozna wyciagnac
wniosek, ze utrzymanie przez miR167 od-
powiedniego poziomu transkryptow ARF6 i
ARFS8 umozliwia wlasciwy rozwoj lisci, kwia-
tow i kwiatostanéw (RU i wspotaut. 2006,
Wu i wspélaut. 2006). ARF6 i ARF8 biora
udzial w zapoczatkowaniu pekania pylnikéw,
w odpowiednich warunkach indukujac syn-
teze kwasu jasmonowego. W ten sam spo-
s6b jest mozliwe takze wspieranie wzrostu
ptatkéw korony lub jego hamowanie, chociaz
nalezy zwréoci¢ uwage, ze potrafia tez regu-
lowac¢ inne aspekty dojrzewania kwiatu, nie-
zaleznie od wplywu tego fitohormonu (BRIO-
UDES i wspétaut. 2009).

Badania wykazatly, ze miR167, kontrolu-
jac aktywnos$¢ genu ARF8 poprzez hamowa-
nie jego ekspresji, wplywa na geny GH3, co
w konsekwencji prowadzi do regulacji pozio-
mu wolnej auksyny. Gdy nastepuje zmniej-
szenie ilosci miRNA obserwuje sie wzrost
ilosci transkryptu ARFS8, a takze GH3 (YANG
i wspoétaut. 20006).

MiR390, tasiR-ARF I ARF2, ARF3 ORAZ ARF4

MiR390 dilugosci 21 nt u A. thaliana
kodowany jest przez dwa geny, MIR390a
i MIR390b, zlokalizowane odpowiednio na
2 i 5 chromosomie (miRBase) (GRIFFITHS-
-JONES 2004; GRIFFITHS-JONES i wspoétaut.
2006, 2008; Ko0zOMARA i GRIFFITHS-JONES
2011). MIR390a i MIR390b wykazuja od-
mienny wzorzec ekspresji tkankowej, ktorej
wynikiem jest miR390 o identycznym skta-
dzie nukleotydowym (CHITWOOD i wspoétaut.
2009). Inicjuje on powstanie tasiR-ARF po-
przez indukcje ciecia RNA niekodujace-
go biatka TAS3 (MONTGOMERY i wspotaut.
2008). Powstajace siRNA posredniczy w re-
gulacji poziomu transkryptow genow ARF2,
ARF3 i ARF4, a w konsekwencji wplywa
na prawidlowy rozwoj korzeni, a takze for-
mowanie sie lisci i kwiatow (NEMHAUSER i
wspotaut. 2000, HUNTER i wspotaut. 2006).
Obnizenie ekspresji ARF2 poprzez interfe-
rencje RNA (dsRNAi) powoduje opdznienie
kwitnienia, starzenia liSci rozetowych, a tak-
ze odpadania organéw kwiatowych i otwie-
rania luszczyn A. thaliana (ELLIS i wspoétaut.
2005). ARF2 jest takze negatywnym regula-
torem szlaku odpowiedzi na kwas abscysy-
nowy (ABA) podczas kietkowania i wzrostu
korzenia pierwotnego, a jego ekspresja jest
indukowana przez ten fitohormon (WANG i
wspolaut. 2011). Wszystkie te dane wskazu-
ja, ze ARF2 jest plejotropowym regulatorem
zaangazowanym Ww regulacje szeregu proce-
s6w rozwojowych roslin i wydaje sie laczyc
szlaki odpowiedzi na auksyny, etylen, brasi-
nosteroidy i ABA (WANG i wspélaut. 2011).

Odosiowa czesc¢ liscia

Doosiowa czesc¢ liscia

Ryc. 3. Schemat lokalizacji miR390, tasi-ARF i
biatka ARF3 podczas rozwoju lisci A. thaliana.
MiR390 obecny jest w obrebie calego liscia, eks-
presja genu TAS3 nastepuje w czesSci odosiowej i
tam powstaje tasiR-ARF, ktore przemieszcza sie w
strone doosiowa tworzac gradient (strzatka). tasiR-
-ARF prowadzi do degradacji mRNA genu ARF3
co powoduje, ze obecnos$¢ biatka jest notowana
tylko w czesSci brzusznej liscia (wg CHITWOOD i
wspotaut. 2007, CHITWOOD i wspétaut. 2009).

Sugeruje sie, ze szlak miR390, tasiR-ARF
odgrywa zasadnicza role w rozwoju roslin
(AXTELL i1 wspotaut. 2007). Poziom miR390
pochodzacego z ekspresji MIR390b odzwier-
ciedla stezenie auksyny w organach, a re-
gulacja ARF2, ARF3 i ARF4 przez tasiR-ARF
odgrywa istotna funkcje w rozwoju organéw
bocznych, w tym korzeni i lisci (HUNTER i
wspotaut. 2006, CHITWOOD i wspotaut. 2007,
MARIN i wspoétaut. 2010, YOON i wspoétaut.
2010). Szczegéltowe dane dotyczace zalez-
nosci miedzy iloscia miR390, tasiR-ARF i
ARF3 pochodza z badan nad rozwojem lisci
A. thaliana. Wykazaly one, ze miR390 aku-
mulowany jest w obrebie catego liscia. Eks-
presja genu TAS3A zachodzi w cze$ci gornej
i tam tasiR-ARF wystepuje w najwiekszej
ilosci. Czasteczki tasiR-ARF maja zdolnosé
przemieszczania miedzy komoérkami, w kon-
sekwencji tworzy sie gradient ich stezenia w
strone dolnej czesSci rozwijajacego sie orga-
nu. Gradient ten w konsekwencji przektada
sie na ilo§¢ mRNA ARF3 - najwicksza jego
ilos¢ wystepuje po stronie dolnej i zanika
w kierunku gornym (Ryc. 3) (CHITWOOD i
wspotaut. 2009).

Ekspresja MIR390 jest rowniez induko-
wana podczas inicjacji powstawania korzeni
bocznych, w rejonach ktorej jego produkt
ulega akumulacji i wplywa na lokalna syn-
teze ta-siRNA. Powstale w primordium ko-
rzenia bocznego tasiR-ARF hamujac aktyw-
noS¢ ARF2, ARF3 i ARF4 promuja wzrost
tego organu. Te z kolei sa potrzebne do
prawidlowej ekspresji MIR390 poprzez petle
sprzezenia zwrotnego (MARTIN i wspoétaut.
2010, YooN i wspétaut. 2010).
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PODSUMOWANIE

W przeciggu ostatniej dekady ilos¢ opi-
sanych, maltych regulatorowych sRNA zna-
czaco wzrosta (KOZOMARA i GRIFFITHS-JONES
2011), umozliwiajac szersze poznanie zaan-
gazowania zarowno mi-, jak i siRNA w regu-
lacje rozwoju roslin. Ewolucyjnie zachowane
mikro RNA czesto wplywaja, podobnie jak
fitohormony, na szereg procesow rozwojo-
wych (VOINNET 2009). Badania ostatnich lat
wykazaly, ze dzialanie sRNA czesto zwigzane
jest wtasnie z regulacja hormonalng roslin,
poprzez wplywanie przede wszystkim na lo-
kalizacje tkankowa 1 czasowa elementow
szlakéw hormonalnych (CURABA i wspoétaut.
2014). Ogromny postep W zrozumieniu dzia-
tania sRNA przyniosto poznanie mozliwosci
przemieszczania sie siRNA pomiedzy komor-
kami i tworzenia gradientu stezen, podobnie
jak to ma miejsce w przypadku hormonoéw
(MARIN i wspoétaut. 2010, SI-AMMOUR i wspot-
aut. 2011). Ponadto sRNA stanowig czesto
yaczniki” pomiedzy dzialaniem réznych fito-
hormonéw (CURABA i wspotaut. 2014). Przy-
szloS¢ pokaze jak bardzo jest to istotne dla
calosciowej koordynacji rozwoju organizmow
roslinnych.

STRESZCZENIE

Auksyna wplywa na wiekszo§¢ procesow wzrostu i
rozwoju roslin. Szlak transdukcji sygnatu auksyn two-
rzony jest przez komponenty biatkowe, z ktorych klu-
czowe sa: receptory z rodziny TAAR (TIR1 oraz AFBI-
3), represory odpowiedzi na auksyne AUX/IAA i czyn-
niki transkrypcyjne AUXIN RESPONSE FACTOR (ARF).
Aktywnos¢ genow kodujacych niektore elementy tego
szlaku jest regulowana przez niskoczasteczkowe regula-
torowe RNA, miRNA (micro RNA), i siRNA (short-inter-
fering RNA), endogenne, niekodujace mate RNA (small
RNA, sRNA) o dlugosci 20-25 nukleotydow, rozniace sie
sposobem powstawania (prekursorowymi molekulami i
szlakami syntezy) oraz funkcja. Sekwencje TIR1 i AFBI-
3 zawieraja miejsce docelowe dla miR393 i drugorzedo-
we dla siTAAR. Transkrypt genu [AA28 jest celem dla
miR847. Ekspresja genoéw: ARFI10, ARF16 i ARF17 pod-
lega bezposredniej kontroli przez miR160, ARF6 i ARFS8
przez miR167, natomiast ekspresja ARF2-4 podlega re-
gulacji przez miR390 za posrednictwem ta-siRNA pocho-
dzacego z locus TAS3. sRNA wplywaja przede wszystkim
na lokalizacje tkankowa i czasowa opisanych elementow
szlaku auksynowego.
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Summary

Auxin affects almost all of the growth and development processes in plants. The auxin signal transduction path-
way involves a number of proteins, among which the key elements are: TAAR auxin receptors (TIR1 and AFB1-3),
AUX/IAA auxin response repressors and Auxin Response Factor (ARF) transcription factors. The activity of genes
encoding some components of this pathway is affected by regulatory low-molecular-weight RNAs - miRNA (micro
RNA) and siRNA (short-interfering RNA) - endogenous non-coding 20-25 nucleotides long small RNA (sRNA), differing
in the way of formation (precursor molecules and biosynthesis pathways) and function. TIR1 and AFB1-3 contain
miR393 target sequence and siTAAR secondary target site. IAA28 transcripts are targeted by miR847. Expression
of ARF10, ARF16 i ARF17 is directly controlled by miR160, ARF6 and ARF8 by miR167, and ARF2-4 indirectly by
miR390 through TAS3-derived ta-siRNAs. sRNAs influence primarily the tissue and temporal localization of described
components of the auxin signal transduction pathway.



