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GLAZINSKA

miRNA NARZEDZIEM DO OPTYMALIZACJI PLONOWANIA ROSLIN
UPRAWNYCH*

WSTEP

Stale rosnaca populacja ludzi na Swie-
cie wymaga zwiekszonej produkcji zywno-
Sci. Préba sprostania temu wyzwaniu jest
tworzenie roslin transgenicznych za pomo-
cg inzynierii genetycznej. Nowym sposobem
osiggania tego celu jest modyfikacja genéw
zwiazanych z funkcjonowaniem miRNA (miR-
NA) (ZHANG i WANG 2015). miRNA sa kla-
sa malych czasteczek regulatorowych RNA
o dlugosci 20-24 nukleotydéw (REINHART i
wspoélaut. 2002, BARTEL 2004), obecnych za-
rowno u ro$lin, jak i u zwierzat (TARVER i
wspolaut. 2012).

Roslinne miRNA sa kodowane przez geny
MIR, ulegajace transkrypcji z udzialem po-
limerazy RNA II (XIE i wspoélaut. 2005), w
wyniku czego powstaje czasteczka prekurso-
ra pierwszego rzedu pri-miRNA (ang. prima-
ry micro RNA), ktora zapetla sie w jedno- i
dwuniciowe struktury, tworzace tzw. spin-
ki do wloséw (JONES-RHOADES i wspétaut.
20006). Nastepnie pri-miRNA jest ciete przez
endorybonukleaze Dicer-like 1 (DCL1), naj-
pierw do czasteczki prekursora pre-miRNA,
a nastepnie do dwuniciowego dupleksu doj-
rzalego miRNA i czasteczki komplementarnej
(miRNA/miRNA*). W odréznieniu od bioge-
nezy miRNA u zwierzat, u roslin wystepuje
dodatkowy etap, w ktorym ryboza ostatniego
nukleotydu jest metylowana przez metylo-
transferaze HUA Enchancer 1 (HEN1). Doj-

rzale miRNA jest przylaczane do kompleksu
RISC (ang. RNA-induced silencing complex),
gdzie ulega aktywacji przez degradacje nici
sensownej. Pozostala ni¢ antysensowna jest
komplementarna do czesci sekwencji mRNA
genu docelowego, co umozliwia jego precy-
zyjne wyciszanie (VAUCHERET 2006, SOBKO-
WIAK i wspoétaut. 2008) (Ryc. 1A).

Regulacja ekspresji genow przez miR-
NA moze odbywac¢ sie¢ na trzech poziomach
(Ryc. 1B). Po pierwsze, przez represje trans-
lacji (AUKERMAN i SAKAI 2003, BRODERSEN i
wspotaut. 2008, CHEN 2004), sposob rozpo-
wszechniony w krolestwie zwierzat, polegaja-
cy na niedoskonale komplementarnym wia-
zaniu miRNA do 3’UTR (ang. 3’ untransla-
ted region) transkryptu danego genu (WIT-
KOS i wspoétaut. 2011). Po drugie, poprzez
ciecie transkryptu (LLAVE i wspélaut. 2002,
XIE i wspotaut. 2003), sposéb dominujacy
w krolestwie roslin oraz po trzecie, inhibicje
transkrypcji (BAO i1 wspoélaut. 2004, KHRA-
IWESH i1 wspoétaut. 2010).

Roslinne miRNA pelnia kluczowa role w
regulacji szeregu proceséw rozwojowych (LI i
ZHANG 2016), adaptacyjnych (TOLEDO-FILHO i
LAUBINGER 2015) i obronnych (LU i wspol-
aut. 2017), a ich geny docelowe koduja waz-
ne czynniki transkrypcyjne, elementy Sciezek
sygnalowych fitohormonéw oraz biatka enzy-
matyczne. Ingerencja w naturalnie istniejace
szlaki, w ktorych funkcjonuja miRNA regu-
lujace biosynteze specyficznych biatek, daja
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Ryc. 1. Schematyczne przedstawienie: A) szlaku biogenezy i B) réoznych mechanizméw hamowania eks-

presji genow przez miRNA. Numerowane strzalki oznaczaja: 1) hamowanie translacji, 2) ciecie trans-
kryptu, 3) inhibicja transkrypcji genu docelowego przez zmiane aktywnosci transkrypcyjne;j.

Dojrzate
miRNA

Tabela 1. Zestawienie przykladow miRNA i ich genéw docelowych bedacych potencjalnym obiektem
modyfikacji w celu poprawy wielkosci i jakosci plonow.

Objasnienia: 1 — nadekspresja genu MIR, 2 - nadekspresja genéow docelowych, 3 — mutacja w genie docelowym
prowadzaca do niewrazliwosci transkryptu na inhibicje przez miRNA, 4 — obnizenie ekspresji genow docelowych,
5 — obnizenie ekspresji genu MIR, 6 — sztuczne miRNA (amiRNA) zaprojektowane tak, by byl komplementarny do
transkryptu kodowanego przez okreslony gen i w konsekwencji mogt wplywac na regulowany przez niego proces,
7 - ekspresja transgenu MIM (ang. mimicry target), posiadajacego w swojej sekwencji tak zmienione miejsce do-
celowe dla miRNA, aby rozpoznanie jej przez miRNA nie powodowalo ciecia transkryptu i bedacego w ten sposéb
czasteczka wychwytujaca miRNA.

Rodzaj modyfi- Gatunek

kacji (1-7)

miRNA Gen docelowy Zrodto

([-] - efekt niekorzystny)

Modyfikacja wzrostu wegetatywnego

miR156 Rodzina genow 1 kukurydza Fu i wspotaut. 2012
SPL proso roézgowe Fu i wspétaut. 2012
ryz [-] XIE i wspoétaut. 2012
A. thaliana WU i wspétaut. 2009
topola RUBINELLI i wspotaut. 2013
2 ryz JIAO i wspotaut. 2010; MIURA i
wspoétaut. 2010; WANG i wspotaut.
2012
3 ryz MIURA i wspotaut. 2010
miR171 Rodzina genow 1 A. thaliana |[-] ENGSTROM i wspoétaut. 2011; WANG i
HAM wspoltaut. 2010
jeczmien |[-] CURABA i wspotaut. 2013
pomidor HUANG i wspoétaut. 2017
4 ryz [-] FAN i wspotaut. 2015
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miR172 Glossy1l5 (ho- 2 kukurydza LAUTER i wspoétaut. 2005
molog Apetala
2)
miR397 OsLAC 1 ryz ZHANG i wspoétaut. 2013
Polepszenie jakosci plonu
miR156 CNR 1 pomidor MOLESINI i wspotaut. 2012; MOXON i
wspotaut. 2008
pomidor KARLOVA i wspotaut. 2013
miR172 Apetala 2 pomidor KARLOVA i wspotaut. 2013
miR167 ARF8 3 A. thaliana GOETZ i wspoétaut. 2007
pomidor GOETZ i wspoétaut. 2007
Odpornos¢ na stres biotyczny
miR444 MADS23, 27a, 1 ryz WANG i wspotaut. 2016
57
amiRNA P69 z TYMV 6 A. thaliana Niu i wspoétaut. 2006
amiRNA HC-Proof z 6 A. thaliana NIu i wspétaut. 2006
TuMV
amiRNA VSR 2b z CMV 6 tyton Qu i wspoétaut. 2007
amiRNA TGBpl/p25 z 6 tyton Al i wspotaut. 2011
PVX
amiRNA HC-Pro z PVY 6 tyton Al i wspétaut. 2011
amiRNA AV1 6 pomidor VU i wspoétaut. 2013
amiRNA AV1 i AV2 6 pomidor VU i wspoétaut. 2013
miR393 TIR1 1 A. thaliana NAVARRO i wspoétaut. 2006; XIA i
wspotaut. 2012
miR398 CsD1, Nodu- 1 tyton [-] NAYA i wspoétaut. 2014
lin19
miR7695 OsNramp6 1 ryz CAMPO i wspoétaut. 2013
miR482e Geny z rodziny 1 ziemniak YANG i wspoétaut. 2015
NBS-LRR
miR169 NF-YA 7 ryz L! i wspotaut. 2017
Tolerancja streséow abiotycznych
miR393 TIR1 3 M. truncatula CHEN i wspotaut. 2015
miR169a NF-YAS 2 A. thaliana L1 i wspotaut. 2008
miR169 GmNFYA3 2 A. thaliana NI i wspotaut. 2013
miR169c NF-YA1/2/3, 1 pomidor ZHANG i wspoélaut. 2011a
MRP1
miR319 AsPCF5,6,8, 1 mietlica roztogowa ZHOU i wspétaut. 2013
AsTCP14,
AsNAC60
miR171 LOM1,2,3 3 A. thaliana XUE i wspotaut. 2014
miR319 OsPFCS 1 ryz [+/-] YANG i wspotaut. 2013
OsTCP21 4 ryz YANG i wspotaut. 2013
miR398 CsSD1, CSD2, 3 (CCS1) A. thaliana SUNKAR i wspoétaut. 2006
CCs

mozliwos¢ precyzyjnej kontroli procesow, w
ktorych te biatka funkcjonuja. Opracowano
szereg metod pozwalajacych na tego typu
modyfikacje: przez nadekspresje genu MIR
(Ryc. 2B), nadekspresje genoéw docelowych

(Ryc. 2C), mutacje w genie docelowym pro-
wadzaca do niewrazliwosci transkryptu na
inhibicje przez miRNA (Ryc. 2D), obnizenie
ekspresji genéw docelowych (Ryc. 2E), obni-
zenie ekspresji genu MIR (Ryc. 2F). Ponad-
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Ryc. 3. Wybrane procesy rozwojowe, regulowane przez miRNA bedace potencjalnym celem manipulacji
genetycznych. Numerowane strzalki oznaczaja: 1) krzewienie, 2) kwitnienie, 3) rozgalezianie kwiatosta-
nu, 4) zawiazywanie owocow, 5) dojrzewanie owocow.

to w sytuacji, kiedy w regulacji wybranego
procesu nie uczestniczy zadne miRNA, ist-
nieje mozliwo§S¢ stworzenia sztucznego miR-
NA (ang. artificial micro RNA, amiRNA), za-
projektowanego tak, by byl komplementarny
do transkryptu kodowanego przez okreslony
gen i w konsekwencji moégt wplywa¢ na re-
gulowany przez niego proces (Ryc. 2G). Sto-
sunkowo nowym i ciekawym rozwigzaniem
jest wprowadzenie do rosliny transgenu
MIM (ang. mimicry target), jako czasteczki
wychwytujacej miRNA (Ryc. 2H), ale posia-
dajacego w swojej sekwencji tak zmienione
miejsce docelowe dla miRNA, zZe jej rozpo-
znanie nie powodowalo ciecia transkryptu.
Opracowanie takich modyfikacji funkcjono-
wania miRNA w regulacji przebiegu réznych
procesow wzrostowych i rozwojowych staje
sie obiecujacym narzedziem polepszenia plo-
nowania.

W literaturze istnieje juz wiele doniesien
na temat zastosowania opisanych strategii
do regulacji plonowania roslin (Ryc. 3, Tabe-
la 1). Niniejszy artykul stanowi prébe upo-
rzadkowania tej wiedzy.

MODYFIKACJA WZROSTU
WEGETATYWNEGO

OPOZNIANIE PRZEJSCIA DO GENERATYWNEJ
FAZY ROZWOJU

Rozw6j generatywny rosliny jest zawsze
poprzedzony dtuzsza lub krotsza faza wzro-
stu juwenilnego i nastepujaca po nim fazg
wzrostu dojrzatego (KopCEwICz 2002). Ilos¢ i
jakos¢ owocow sa w duzej mierze zalezne od
ilosci materialow zapasowych mnagromadzo-

nych w wegetatywnej fazie wzrostu, zatem
jej wydluzenie powinno prowadzi¢ do zwiek-
szenia i polepszenia plonu. Stanowi to jed-
na ze strategii, jaka mozna obraé¢, dazac do
zwiekszenia plonowania rosliny.

Jednym z negatywnych regulatorow
przejScia z juwenilnej do dojrzalej i dalej,
do generatywnej fazy wzrostu jest rodzina
genow MIR156. Geny docelowe tych miRNA
koduja czynniki transkrypcyjne z rodziny
SPL (ang. squamosa-promoter binding pro-
tein-like), ktére sa zaangazowanie m.in.: w
rozwoj organéw o cechach dojrzatych, induk-
cje kwitnienia, okreslaniu tozsamosci mery-
stemu kwiatowego oraz hamowanie indukcji
korzeni przybyszowych (WANG i wspoétaut.
2008, Xu i wspotaut. 2016). Jak dotych-
czas pozytywny wplyw nadekspresji MIR156
na plonowanie wykazano w uprawach ku-
kurydzy, prosa (Fu i wspélaut. 2012), ryzu,
Arabidopsis (WU i wspoélaut. 2009) i topoli
(RUBINELLI i wspoétaut. 2013). U kukurydzy
bylo to spowodowane bezposrednio przez
opoznienie wejsScia rosliny w faze generatyw-
na i, dodatkowo, modyfikacja ta powodowa-
la polepszenie jakosci kolb przez zwieksze-
nie ich strawnosci i podniesienie zawartosci
skrobi. W przypadku prosa rézgowego (Pa-
nicum virgatum) wykazano, ze nadekspresja
egzogennego Osa-MIR156b powoduje zwiek-
szenie krzewienia, co prowadzi do zwieksze-
nia biomasy rosliny o 58-101%. Dodatkowo
zaobserwowano u tych roslin zwiekszenie
ilosci rozpuszczalnych cukréw i strawnosci
produkowanej z nich paszy. Jednak nad-
mierna nadekspresja Osa-MIR156b prowadzi
do zahamowania kwitnienia i karlowatosci
(Fu i wspotaut. 2012). Z kolei transgenicz-
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ne topole o zwiekszonej ekspresji genu Corn-
grassl, kodujacego dwa tandemowo ulo-
zone miR156, wykazywaly istotny przyrost
merystemoéw bocznych, skrécenie dlugosci
miedzywezli i redukcje zawartosci ligniny w
pniu, nawet do 30% w poréwnaniu z typem
dzikim (RUBINELLI i wspoétaut. 2013).

Innym miRNA, regulujacym przejscie
z fazy wegetatywnej do generatywnej, jest
miR171. W przypadku ryzu obnizenie pozio-
mu ekspresji jego genéw docelowych, kodu-
jacych czynniki transkrypcyjne OsHAM1-4
(ang. hairy meristem), powoduje brak de-
terminacji merystemu apikalnego pedu i in-
hibicje regulatorow kwitnienia: Hd3a (ang.
Heading date 3a), RFT1 (ang. RICE FLOW-
ERING LOCUS TI1) i FON4 (ang. Flower Or-
gan Number 4) (FAN i wspoétaut. 2015) (Ryc.
3). U Arabidopsis nadekspresja MIRI171 lub
utrata funkcjonalnych biatek AtHAM1-3 po-
wodowata szereg zmian, w tym: mniejsza
liczbe lisci, zmniejszona liczbe rozgaltezien
pedu, zwiekszong zawarto$S¢ chlorofilu, krot-
sze korzenie pierwotne, zmieniony pokroj
kwiatu (WANG i wspdélaut. 2010, ENGSTROM
i wspotaut. 2011). Co wiecej, potréjny mu-
tant athaml,2,3 cechuje si¢ brakiem nie-
zroznicowanych komorek merystematycznych
w korzeniu i pedzie, aberracjami w roz-
mieszczeniu lisci (filotaksji) i organéw bocz-
nych, a takze zmienionga morfologia meryste-
mu (ENGSTROM i wspoétaut. 2011). Bardziej
szczegbolowa analiza tego mutanta pozwolila
odkryé, ze HAM1 i HAM2 biora udziat w
promowaniu réznicowania komoérek na pe-
ryferiach merysteméw pedu oraz pomagaja
zachowac¢ ich polarna organizacje (SCHULZE
i wspoélaut. 2010). W przypadku jeczmienia,
nadekspresja genu kodujacego miR171 takze
wywolywata efekt plejotropowy: wydiluzona
faze wegetatywna, zwiekszonag liczbe kroétkich
wegetatywnych fitomeréw pedu i opo6znienie
roznicowania merystemow szczytowych w
kwiaty (CURABA i wspétaut. 2013).

Niedawno grupa naukowcéw z Chongging
(Chiny) stworzyla linie transgenicznych po-
midoréw, ktére pozwolily zweryfikowac przy-
datnos¢ miR171 jako celu modyfikacji gene-
tycznych prowadzacych do zwiekszenia plo-
nu takze u roslin dwulisSciennych. Wpraw-
dzie rosliny z obnizona ekspresja SIGRAS24,
genu docelowego miR171, nie réznily sie od
roslin dzikiego typu, jednak linie z nade-
kspresja MIR171 byly wyzsze i szybciej kwi-
tly, co pozytywnie przekladalo sie na uzy-
skany plon (HUANG i wspélaut. 2017).

W badaniach prowadzonych na kukury-
dzy (LAUTER i wspoétaut. 2005) i Arabidop-
sis (AUKERMAN i SAKAI 2003) wykazano, ze
przejScie z juwenilnej fazy wzrostu do doj-
rzalej regulowane jest przez czynnik trans-
krypcyjny APETALA 2 (AP2), ktérego gen

regulowany jest przez miR172. Gen kukury-
dzy Glossyl5 (homolog AP2) ulega najwyz-
szej ekspresji w wegetatywnej fazie wzrostu,
a hamowanie jego translacji przez miR172
jest sygnatem do wejscia rosliny w faze ge-
neratywna. Nadekspresja tego genu nie tyl-
ko opoznia wkroczenie rosliny w faze ge-
neratywna, ale takze powoduje zwickszenie
liczby lisSci o cechach juwenilnych (LAUTER
i wspotaut. 2005). U Arabidopsis akumula-
cja miR172 jest regulowana przez miR156
za posrednictwem biatka SPL9, ktére razem
z SPL10 bezposrednio stymuluje transkryp-
cje MIR172b (WU i wspélaut. 2009) (Ryc. 3).
Modulacja réwnowagi miedzy ekspresja ge-
noéw kodujacych AP2 i miR172 jest poten-
cjalnym narzedziem sterowania przejSciami
w kolejne fazy wzrostu.

WPLYW NA POKROJ ROSLINY

Stopien rozkrzewienia rosliny determinuje
takie cechy jak: rozmiar korony, powierzch-
nie fotosyntetyczna i, co wazne, liczbe pe-
dow ptodnych, ktére sa kluczowym elemen-
tem plonu. Na plonowanie roslin uprawnych
korzystnie wplywa utrzymywanie optymal-
nej liczby pedow generatywnych na rosSlinie.
Znaczenie regulowanego przez miRNA krze-
wienia rosliny dla plonowania wida¢ najle-
piej na przykladzie kukurydzy zwyczajne;j.
Pokroj tej rosliny zalezny jest od aktywno-
Sci genu TGA1 (ang. teosinte glume archi-
tecturel), regulowanego przez wspomniany
wczesniej, nalezacy do rodziny genéw MIR
Comngrassl. Udomowienie kukurydzy z jej
dzikiego, bardziej rozkrzewionego przodka
(teosinte) zawdzieczamy mutacji wlasnie w
genie TGAI, jaka miala miejsce ok. 9 tys.
lat temu (CHUCK i wspolaut. 2007, WANG i
wspotaut. 2015).

Wykazano, 2ze podobne znaczenie u
ryzu ma gen OsSPLI14. Jego nadekspresja
lub punktowa mutacja prowadzaca do bra-
ku wrazliwosci jego transkryptu na regula-
cje przez miR156, przejawia sie modyfika-
cja architektury tej rosliny. Z jednej strony
zmniejsza sie liczba pedéw wegetatywnych,
a z drugiej, zwieksza liczba rozgalezien wie-
chy, co w konsekwencji daje zwiekszenie
plonu ziarna (JIAO i wspélaut. 2010, MIURA i
wspotaut. 2010). OsSPL14 ulega transkrypcji
zarowno w liSciach, podstawie pedow, jak i
mlodych wiechach, jednak w wyniku repres;ji
przez miRNA pelnej ekspresji ulega on tyl-
ko w wiechach. Mutacja w miejscu docelo-
wym dla miR156, powodujaca niewrazliwosc
transkryptu OsSPLI14 na represje miRNA,
wystepuje takze w japonskiej odmianie ryzu
Aikawa 1, charakteryzujacej sie zmniejszo-
nym stopniem krzewienia (MIURA i wspélaut.
2010). Nadekspresja Osa-MIR156 prowadzi
do zwiekszenia liczby pedow wegetatywnych,
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a nawet karlowatosci, silnie zredukowanej
wielkosci wiechy i opoznienia kwitnienia (XIE
i wspotaut. 2006). Inny przedstawiciel rodzi-
ny SPL, OsSPL16, jest pozytywnym regula-
torem proliferacji komérkowej, a ziarna ryzu
transgenicznego o jego zwiekszonej ekspresji
sg szersze i daja wyzszy plon. Zmniejszona
aktywnos¢ OsSPL16 miala odwrotny skutek:
ziarna byly smuklejsze i mialy lepsza jakos¢
(WANG 1 wspoétaut. 2012). Wyniki przedsta-
wionych badan pokazuja, ze precyzyjna ma-
nipulacja poziomem miR156 i mRNA jego
genow docelowych, OsSPL14, OsSPL16, lub
TGA1, moze by¢ skutecznym narzedziem do
stworzenia odmian ryzu o wyzszym i lep-
szym potencjale plonowania.

Podobne znaczenie moze mie¢ tak-
ze sterowanie interakcjami OsmiR444a i
OsMIR397 z ich genami docelowymi, odpo-
wiednio, OsMADS57 i OsLAC (GUO i wspo6t-
aut. 2013, ZHANG i wspolaut. 2013). Ten
ostatni jest o tyle istotny, ze koduje lakaze,
ktéra jest jednym z czynnikéw warunkuja-
cych wrazliwos¢ na brasinosteroidy (BR),
wazna grupe fitohormonéw, kontrolujacych
kluczowe dla zbéz cechy pokroju roslin jak:
wysokos¢ rosliny, kat nachylenia lisci, elon-
gacje korzenia oraz ksztalt i wielkoS¢ na-
sion (YANG i wspoétaut. 2017, X1AO i wspol-
aut. 2017). Transgeniczny ryz o zwiekszonej
wrazliwosci na te fitohormony produkowat
wiecksze ziarna, jednak kat nachylenia jego
lisci byt wiekszy, co wymuszaloby mniej ge-
sta uprawe i w rezultacie plon z hektara
moglby sie nie zmieni¢ lub nawet obnizy¢.
Utrata wrazliwosci na BR w wyniku mutacji
brdl i brd2 skutkuje co prawda zmniejszo-
nym katem nachylenia lisci, jednak takie ro-
Sliny sa karlowate (HONG i wspoétaut. 2005).
By¢ moze niewielka zmiana wrazliwosci na
te fitohormony za pomoca modulacji szlaku
zaleznego od miR397 nadawaltaby roslinie
korzystne cechy, przy jednoczesnym zmini-
malizowaniu skutkow ubocznych, pozytywnie
wplywajac na plonowanie. Biorac pod uwa-
ge, ze miR397 jest silnie konserwowany w
roznych gatunkach, modulacja jego ekspresiji
moze okazacC sie dobra strategia zwicksza-
nia plonu nasion takze w innych zbozach
(ZHANG i wspotaut. 2013).

miRNA A JAKOSC PLONU

Powszechnie wiadomo, ze istotne zna-
czenie ekonomiczne ma nie tylko ilos¢, ale
i jakos¢ uzyskiwanego plonu. Wypracowano
dwie strategie z udzialem miRNA prowadza-
ce do poprawy jakosci plonu. Pierwsza jest
spowalnianie dojrzewania, ktoére prowadzi do
zwiekszonego czasu przydatnosci do spozy-
cia po zbiorach, i umozliwia m.in. transport
na duze odleglosci bez uzycia specjalnych
warunkow przechowywania. Druga to mani-

pulacje zmierzajace do wytworzenia owocow
partenokarpicznych (patrz dalej).

WYDLUZANIE OKRESU DOJRZEWANIA
OWOCOW

Jedna z pozadanych cech owocow jest
dtugi okres przydatnosci do spozycia, wyni-
kajacy ze spowolnionego procesu ich dojrze-
wania. Rosling modelowa stosowana w bada-
niach nad rozwojem i dojrzewaniem owocow
jest pomidor. Odkryto wiele réznych miR-
NA zaangazowanych w rozw6j i dojrzewanie
owocow pomidora (PILCHER i wspélaut. 2007,
ITAYA i wspétaut. 2008, MOXON i wspélaut.
2008, ZHANG i wspotaut. 2011a, MOLESINI i
wspotaut. 2012, KARLOVA i wspolaut. 2013).
Jednym z nich jest miR156, ktérego genem
docelowym jest CNR (ang. colorless non-ri-
pening) (MOXON i wspotaut. 2008, MOLESINI i
wspoétaut. 2012). Transgeniczne pomidory o
zwiekszonej ekspresji sly-MIR156 maja nieco
jasniejsze owoce w porownaniu z typem dzi-
kim, a osiagniecie przez nie pelnej dojrzato-
Sci trwa dluzej. Jednak owoce sa mniejsze,
a roSliny nizsze i maja wiecej liSci o mniej-
szej powierzchni (ZHANG i wspélaut. 2011b).

CNR jest czynnikiem transkrypcyjnym,
ktory bezposrednio stymuluje ekspresje APE-
TALA2a (SIAP2a), genu odpowiedzialnego u
pomidora za opdznianie dojrzewania owo-
cow i hamowanie syntezy etylenu. Wykazano
rowniez, ze aktywnosS¢ genow SIAP2a i CNR
regulowana jest przez istnienie negatywnego
sprzezenia zwrotnego, umozliwiajacego pre-
cyzyjne dostrojenie ich poziomu wzgledem
siebie (KARLOVA i wspélaut. 2011). Dodat-
kowo, podczas rozwoju i dojrzewania owocu
pomidora transkrypt genu SIAP2a jest cie-
ty z udzialem miR172 (KARLOVA i wspélaut.
2013), powodujac zwiekszona ekspresje CNR.
Zatem dluzszy czas dojrzewania u pomidora
moze by¢ osiagniety albo przez zredukowa-
nie ilosci miR156 lub miR172, albo przez
mutacje w miejscach docelowych dla tych
miRNA w sekwencjach genéw CNR i AP2a.

INDUKCJA PARTENOKARPII

Partenokarpia jest procesem tworzenia
owocow bez nasion, rozwijajacych sie glow-
nie z niezaptodnionych zalazni. Zjawisko
to jest ekonomicznie korzystne, rowniez z
uwagi na mozliwosé uzyskiwania wysokiego
plonu nawet w warunkach niesprzyjajacych
zapyleniu. Gléwna role w tym procesie petl-
nia fitohormony takie jak auksyna i gibe-
reliny (MOLESINI i wspotaut. 2012), ktérych
dziatanie jest z kolei regulowane m.in po-
przez miRNA (np. ACHARD i wspoélaut. 2004,
REYES i CHUA 2007, GLAZINSKA i wspoétaut.
2016). Na przykitad ekspresja genu koduja-
cego czynnik transkrypcyjny zalezny od au-
ksyn ARFS8 (ang auxin response factor) jest
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negatywnie regulowana przez miR167 (RuU i
wspolaut. 2006, WU i wspoétaut. 2006, Mo-
LESINI i wspotaut. 2012). Wykazano, ze Ara-
bidopsis i pomidor transformowane zmodyfi-
kowanym genem ARFS8, ktérego produkt jest
niewrazliwy na negatywna regulacje miR167,
wytwarzaja owoce partenokarpiczne (GOETZ
i wspoétaut. 2007). Manipulacja poziomem
ekspresji genow kodujacych elementy Sciezki
sygnalowej fitohormonéw za pomoca modu-
lacji ekspresji miRNA Iub ich genéw docelo-
wych jest zatem obiecujacym instrumentem
do wytwarzania owocow partenokarpicznych.

ZWIEKSZENIE ODPORNOSCI NA STRES
BIOTYCZNY

Fitopatogeny sa przyczyna wielu choréb
roslin prowadzacych do istotnego zmniejsze-
nia produkcji roslinnej, a przez to powaz-
nych strat ekonomicznych. Tradycyjnie sto-
sowane Srodki ochrony roslin nie sg jednak
obojetne dla zdrowia czlowieka i zwierzat,
dlatego warto szukaé¢ alternatywnych roz-
wigzan. Skutecznym instrumentem do zwal-
czania takich zagrozen jak wirusy, bakterie,
grzyby i nicienie, moze by¢ modyfikacja me-
chanizmow obronnych z udzialem miRNA.

ODPORNOSC NA WIRUSY

Jedna z mozliwych reakcji rosliny na za-
kazenie wirusowe jest indukcja genu koduja-
cego polimeraze RNA 1 zalezna od RNA (ang.
RNA-dependent RNA polymerase 1, RDRI),
ktéra syntetyzuje siRNA, wyciszajace ekspre-
sje genow wirusa (VOINNET 2008). Aktywnos¢
transkrypcyjna genu RDRI regulowana jest
posrednio przez miR444, ktorego geny doce-
lowe, OsMADS23, OsMADS27a i OsMADSS57,
koduja represory transkrypcji tej polimerazy.
Zwigkszenie ekspresji miR444, spowodowane
infekcja wirusowa, prowadzi do uwolnienia
RDRI1 z represji transkrypcyjnej i w konse-
kwencji aktywacje syntezy siRNA. Badania
potwierdzily, ze nadekspresja MIR444 u ryzu
zwiekszono odpornos¢ na wirusa pasiastosci
ryzu (ang. rice stripe virus, RSV) (WANG i
wspotaut. 2016).

Wiele wirusé6w uruchamia biosynteze
tzw. wirusowych represoréw wyciszania (ang.
viral silencing repressors, VSR) (BURGYAN i
HAVELDA 2011), ktorych celem jest neutrali-
zacja aktywowanego przez rosliny przeciwwi-
rusowego wyciszania RNA. Innowacyjna stra-
tegia prowadzaca do zwiekszenia odpornosci
przeciwwirusowej polega na zastosowaniu
odpowiedniego miRNA przeciwko VSR. Po-
niewaz nie odkryto jeszcze natywnych miR-
NA o takim dziataniu, stworzono sztuczne
(amiRNA), w ktérych wycinana w procesie
dojrzewania sekwencje natywnego miRNA za-
stapiono sztuczna, komplementarna do wy-

ciszanego genu (Ryc. 2G). Bazujace na pre-
kursorze miR159 amiRNA, skierowane prze-
ciwko sekwencjom dwoch VRS, P69 z TYMV
i HC-Pro z TuMV, nadawaly transgenicznym
liniom Arabidopsis specyficzng odpornos¢ na
wirusa zoéltej mozaiki rzepy (ang. turnip yel-
low mosaic virus, TYMV) i wirusa mozaiki
rzepy (ang. turnip mosaic virus, TuMV) (Niu
i wspotaut. 2006). Stosujac te metode stwo-
rzono takze tyton odporny na wirusa mo-
zaiki ogoérka (ang. cucumber mosaic virus,
CMV). W tym przypadku sekwencja miR171
z prekursora z Arabidopsis zostala zamie-
niona na amiRNA komplementarne do genu
VSR 2b CMV (QU i wspoétaut. 2007). Dwie
kolejne linie tytoniu modyfikowane amiRNA,
stworzone na bazie prekursoréw miR159a,
miR167b i miR171a pochodzacych z A. tha-
liana, wykazywaly odpornos¢ na wirusa X
ziemniaka (ang. potato virus X, PVX) i wi-
rusa Y ziemniaka (ang. potato virus Y, PVY)
(A1 i wspotaut. 2011).

Inna obiecujaca strategia zwiekszania od-
pornosci roslin na patogeny jest uzycie miR-
NA do hamowania namnazania i rozprze-
strzeniania sie wirusa w tkankach. Genami
docelowymi takich miRNA sa geny wirusa
zaangazowane w jego replikacje i transmisje.
VU i wspétaut. (2013) uzyli dwoch amiR-
NA skierowanych przeciwko: (i) Srodkowe-
mu regionowi transkryptu kodujacego biatko
ptaszcza AV1 (amiR-AV1-3) oraz (ii) regiono-
wi, w ktorym sekwencje AV1 i bialtka oston-
ki wewnetrznej AV2 nakladaja sie (amiR-
-AV1-1) u wirusa kedzierzawki lisci pomi-
dora (ang. Tomato Leaf Curl Virus, ToLCV).
Transgeniczne linie pomidora eksprymujace
amiR-AV1-1 tolerowaly ToLCND (ang. toma-
to leaf curl New Delhi virus) i wykazywatly
cechy prawidlowego rozwoju.

ODPORNOSC NA INFEKCJE BAKTERYJNE

W 2008 r. we Wiloszech pojawil sie
szczegolnie agresywny szczep Pseudomonas
syringae, ktory rozprzestrzenil sie na obszar
Europy, Azji, Oceanii i Ameryki Poludniowej,
przynoszac ogromne straty w uprawie kiwi
(FERRANTE 1 SCORTICHINI 2010). Zwiekszona
synteza i percepcja auksyny u gospodarza
sa kluczowe dla rozwoju infekcji wywotanej
przez te bakterie (MUTKA i wspoétaut. 2013).
Reakcja rosliny na obecnos¢ bakterii jest
synteza miR393, ktérego genem docelowym
jest TIR1 (ang. transport inhibitor respon-
se), kodujacy receptor auksyny (NAVARRO i
wspotaut. 2006). Ograniczenie percepcji au-
ksyny przez wyciszanie genow kodujacych
jej receptory stalo sie jedna z drog prowa-
dzacych do zapobiegania infekcji wywoly-
wanej przez te bakterie. Transgeniczna li-
nia Arabidopsis nadeksprymujaca MIR393
cechuje sie zwiekszona odpornoscia anty-
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bakteryjna. Jednak obnizona wrazliwos¢ na
auksyne skutkuje zwieckszonym rozkrzewie-
niem, przyspieszonym kwitnieniem oraz ob-
nizong tolerancjg na stres suszy i zasolenia
(NAVARRO i1 wspoétaut. 2006, XIA i wspoétaut.
2012), a dodatkowo caltkowite pozbawienie
rosliny funkcjonalnego genu receptora u
mutanta tirl] powoduje utrate systemicznej
nabytej odpornosci (ang. systemic acquired
resistance, SAR) (TRUMAN i wspoétaut. 2010).

Wykazano, ze podczas infekcji bakteryj-
nej dochodzi rowniez do obnizenia poziomu
ekspresji MIR398 (JAGADEESWARAN i wspol-
aut. 2009), ktorego geny docelowe koduja
dwie cynkowo-miedziowe dysmutazy ponad-
tlenkowe (CSD1 i CSD2), wazne enzymy w
tolerancji stresu oksydacyjnego. Podwyzsze-
nie ekspresji CSDI bylo proporcjonalne do
stopnia obnizenia akumulacji miR398. Nie
opublikowano jednak jeszcze badan z udzia-
lem mutantéw ani roslin transgenicznych,
ktore pozwolilyby sprawdzi¢, czy strategia
oparta na tej wiedzy rzeczywiScie pozwoli
stworzyé rosliny bardziej odporne na infek-
cje bakteryjne.

U roslin straczkowych i psiankowatych
wystepuje kilka rodzin miRNA hamujacych
ekspresje genéw kodujacych receptory NBS-
-LRR (ang. nucleotide-binding site leucine-
-rich repeat), elementy wrodzonej odporno-
Sci roSlin (ZHAI i wspotaut. 2011, SHIVAPRA-
SAD i wspolaut. 2012). Najlepiej opisanym
przedstawicielem wspomnianych miRNA jest
miR482/2118. NBS-LRR biora udzial w re-
akcji nadwrazliwosci na atak patogenu,
ktoéra polega na miejscowej indukcji pro-
gramowanej Smierci komorki, ograniczaja-
cej rozprzestrzenienia sie infekcji (BELKHA-
DIR i wspotaut. 2004). Kontrolowana przez
miR482/2118 ekspresja genoéw kodujacych
NBS-LRR, utrzymywana jest na niskim po-
ziomie podczas nieobecnosci patogenu, co
wiaze sie z pewnymi korzySciami dla rosli-
ny, gdy presja infekcyjna jest niska lub gdy
sg aktywne inne mechanizmy obrony prze-
ciw patogenom. Dodatkowo, obnizony po-
ziom tych bialek jest wymagany w proce-
sie nodulacji, czyli tworzenia brodawek na
korzeniach roslin motylkowych przez sym-
biotyczne bakterie (LI i wspoétaut. 2010). W
sytuacji, gdy presja infekcyjna jest wysoka
lub gdy roslina nie dysponuje dodatkowymi
mechanizmami obronnymi, korzysci plynace
z uruchomienia szlaku odpowiedzi na pa-
togen zaleznego od NBS-LRR sa ogranicza-
ne przez poniesione koszty metaboliczne i
inne niekorzystne zjawiska. Dla przykladu,
podwyzszony poziom bialek NBS-LRR powo-
duje nasilenie wyzwalanej efektorem reakcji
nadwrazliwosci (MARONE i wspotaut. 2013),
co zwieksza zasieg uszkodzen tkanek roslin

czesto atakowanych przez patogeny (SHIVA-
PRASAD i wspoélaut. 2012).

Réznice w sekwencjach paralogow ge-
néw NBS-LRR wymuszaja réoznice w sekwen-
cjach rozpoznajacych je miRNA, co powodu-
je wzrost specyficznosci represji przez dane
miRNA. Gdy w danym gatunku sekwencje te
sg bardziej heterogenne, poszczegélne miR-
NA reguluja ekspresje tylko kilku genow z
calej omawianej rodziny, a w odwrotnej sy-
tuacji jedno miRNA wystarczy, by wyciszy¢
wszystkie geny kodujace NBS-LRR (ZHANG i
wspoétaut. 2016). Prawdopodobnie wyjatko-
wo duze roznice w sekwencjach i poziomie
ekspresji nadrodziny miR482/2118 odzwier-
ciedlaja zmiany w réwnowadze kosztow i ko-
rzysSci u réznych gatunkéw roslin, w zalez-
nosci od warunkéw Srodowiska i obecnosci
innych ukladow obronnych (TIAN i wspotaut.
2003, SHIVAPRASAD i wspoétaut. 2012). Zatem
modyfikacja poziomu tych miRNA w celu
ochrony rosliny przed infekcjami bakteryjny-
mi moze przynies¢ rozne efekty w zaleznosci
od gatunku rosliny.

ODPORNOSC NA PATOGENY GRZYBOWE

Réwniez choroby grzybowe u roslin maja
powazny wplyw na powstawanie strat w plo-
nach, a odpowiedz na te patogeny takze jest
modulowana przez miRNA. I tak u pszeni-
cy znaleziono az 24 miRNA zaangazowane w
odpowiedz na atak grzyba Blumeria gramis
f. sp. Tritici (Bgt), ktory wywoluje wyniszcza-
jaca chorobe tego zboza — maczniaka praw-
dziwego (ang. powdery mildew) (XIN i wspol-
aut. 2010).

W przypadku ryzu zainfekowanego grzy-
bem Magnaporthe oryzae, transkrypt genu
OsNramp6 (ang. natural resistance-associa-
ted macrophage protein 6) ulega alterna-
tywnemu splicingowi, w wyniku czego staje
sie on podatny na wyciszanie przez osa-
-miR7695. Nadekspresja MIR7695 powoduje
zwiekszona odpornos¢ ryzu na te chorobe
(CamPO i wspotaut. 2013).

Z kolei grzyb z gatunku Verticillium dah-
line powoduje znaczne straty w uprawie
wielu roslin, w tym ziemniaka. Mloda rosli-
na porazona werticilioza w krotkim czasie
wiednie i umiera. Mimo duzej powszechno-
Sci choroby, jak dotad rosliny nie wyksztal-
city skutecznych mechanizmoéw obrony przed
tym patogenem. Brakuje takze na rynku
skutecznych  srodkéw  przeciwdziatajacych
werticiliozie, w zwiazku z tym podejmuje sie
jedynie dzialania profilaktyczne (ROWE i PoO-
WELSON 2002). Duze nadzieje wiaze sie tutaj
z uzyciem modyfikacji aktywnosci MIR482e.
llos¢ miR482e w zainfekowanych sadzon-
kach ziemniaka ulega wyraznemu obnizeniu,
a jednoczesnie zwieksza sie¢ poziom mRNA
kilku jego genéw docelowych nalezacych do
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rodziny NBS-LRR. Odkryto, ze w wyniku
zaleznego od miR482e ciecia transkryptow
NBS-LRR powstaja ta-siRNA, ktérych gena-
mi docelowymi sg w gléwnej mierze geny
kodujace biatka zwigzane z mechanizmami
obronnymi. Przeprowadzone badania wyka-
zaly, ze siewki transgenicznego ziemniaka z
nadekspresja MIR482e byly bardziej podat-
ne na zakazenie V. dahliae. Wyciszenie genu
MIR481e moze by¢ zatem skutecznym narze-
dziem do podwyzszenia odpornosci ziemnia-
ka na te chorobe (YANG i wspotaut. 2015).

Innym groznym grzybem, powodujacym
duze straty plonu, jest twardnica pasozyt-
nicza (Sclerotinia sclerotiorum), atakujaca
blisko 400 gatunkéw roslin. Wywolywana
przez grzyba choroba, zgnilizna twardzi-
kowa, objawia sie brunatnieniem, zamie-
raniem i gniciem tkanek, co prowadzi do
obumarcia rosliny. Poniewaz patogen moze
przezy¢ w glebie nawet do 10 lat, choro-
ba jest trudna do opanowania za pomoca
konwencjonalnych s$rodkéw ochrony roslin
(FIEDOROW i WEBER 1996, KORBAS i JAJOR
2011). Wykazano, ze podczas infekcji Scle-
rotinia sclerotiorum ulega obnizeniu po-
ziom ekspresji m.in. przytoczonego wcze-
$niej MIR398. Liscie tytoniu z nadekspresja
MIR398 zainfekowane tym grzybem cecho-
waly sie rozleglejszymi zmianami nekro-
tycznymi, co prawdopodobnie spowodowane
bylo nizszg ekspresja jego genow docelo-
wych, m.in. zwiazanych ze stresem oksyda-
cyjnym CSDI i Nodulin 19 (NAYA i wspol-
aut. 2014).

Ostatnie badania dotyczace zarazy ryzu
powodowanej przez grzyba z gatunku Ma-
gnaporthe oryzae ltacza poziom dojrzatego
miR169 z odpornoscia rosliny na ten pa-
togen; w odmianach podatnych na cho-
robe ilos¢ tego miRNA byla wyzsza niz w
odmianach bardziej odpornych. Genem do-
celowym miR169 jest NF-YA (ang. nuclear
transcripton factor Y subunit alpha), kodu-
jacy jedna z trzech podjednostek komplek-
su NF-Y, bedacego czynnikiem transkryp-
cyjnym wiazacym sie do elementu CCAAT
(PETRONI i wspoétaut. 2012). Wykazano, ze
ekspresja transgenu, posiadajacego w swo-
jej sekwencji zmienione miejsce docelowe
dla miR169 (MIM169a - mimicry target),
bedacego w ten sposéb czasteczka wychwy-
tujaca to miRNA (ang. miRNA sponge) (Ryc.
2H), powodowala zwieckszenie odpornosci
ryzu na zaraze (LI i wspoétaut. 2017).

Wigkszos¢ odkrytych miRNA zaangazowa-
nych w obrone przed grzybami jest negatyw-
nymi regulatorami odpowiedzi rosliny. Praw-
dopodobnie transgeneza prowadzaca do na-
dekspresji genéw docelowych miRNA, badz
mutacja w miejscach przez nie rozpoznawa-
nych, prowadzaca do niewrazliwosci trans-

kryptu na ciecie lub wprowadzanie imitacji
genow docelowych wychwytujacych miRNA,
okaze sie dobra strategia zwickszenia odpor-
nosci roslin uzytkowych na grzyby.

ODPORNOSC NA NICIENIE

Szacuje sie, ze na calym sSwiecie nicie-
nie powoduja Srednio az 12% zmniejszenie
plonu. Na tak duze straty wplywa miedzy
innymi nieprawidlowa diagnoza choréb wy-
wolywanych przez te organizmy, poniewaz
objawy sa niespecyficzne i przypominaja ra-
czej oznake stresu abiotycznego lub zakaze-
nia innymi patogenami. Pewnym sposobem
na zahamowanie zakazenia nicieniami jest
stworzenie roslin, ktére beda mogly podjac
skuteczng walke z patogenem przed rozwo-
jem objawéw chorobowych. Odkryto, ze row-
niez w interakcje roslina-nicien zaangazowa-
ne jest wiele miRNA.

Korzenie Arabidopsis porazone nicie-
niem H. schachtii wykazuja spadek pozio-
mu ekspresji genéw kodujacych miR161,
miR164, miR167a, miR172c, miR396a,b,c i
miR398a (HEWEzI i wspoétaut. 2008, KHRA-
IWESH i wspoétaut. 2012). Z kolei zakazenie
matwikiem sojowym (Heterodera glycines),
najbardziej wyniszczajacym patogenem soi,
indukuje zmiany w akumulacji 101 réznych
miRNA, z ktorych 20 wulegalo istotnie od-
miennej ekspresji w odmianach odpornych i
wrazliwych na tego nicienia (LI i wspolaut.
2012). Sugeruje sie, ze indukowane zaka-
zeniem miRNA sg zaangazowane w ustale-
nie miejsca zerowania (HEWEzZI i wspoétaut.
2008). Stworzenie roslin transgenicznych z
nadekspresja wspomnianych miRNA i/lub
wyciszeniem ich genow docelowych moze
przyczyni¢ sie do lepszego zrozumienia rela-
cji pasozytniczej roslina-nicien, a takze moze
doprowadzi¢ do stworzenia roslin uprawnych
odpornych na nicienie. Odpornos¢ na te pa-
togeny moze byC tez osiagnieta przez na-
dekspresje amiRNA nakierowanego na geny
istotne dla funkcjonowania danego nicienia
(KAMTHAN i wspotaut. 2015).

WZMOCNIENIE ODPORNOSCI NA
STRES ABIOTYCZNY

Przeciwdziatanie abiotycznym czynnikom
stresowym, przynoszacym najwieksze straty
w uprawach roslin, jest szczegélnie trudne
z uwagi na nature bodzca. Najprostszym i
najtanszym sposobem na zmniejszenie strat
jest stosowanie odmian tolerujacych nieko-
rzystne czynniki Srodowiskowe. Uzyskanie
nowych odmian moze by¢ osiggniete dzieki
genetycznym modyfikacjom, w wyniku kté-
rych zaangazowane w stresy abiotyczne MIR,
lub ich geny docelowe, beda ulegaly zmie-
nionej ekspresji w tkankach roslin.



miRNA narzedziem do optymalizacji plonowania roslin uprawnych

177

SUSZA 1 ZASOLENIE

W badaniach nad udzialem miRNA w od-
powiedzi na susze u rosliny modelowej Medi-
cago truncatula wykazano, ze geny docelowe
zidentyfikowanych miRNA sg zaangazowane
w réznorodne procesy, w tym: transkrypcje,
degradacje bialtek, detoksykacje itd. (WANG i
wspolaut. 2011). Wykazano, ze w korzeniach
i pedach podczas stresu suszy silnie aku-
mulowane sg miR398a/b i miR408, a ich
geny docelowe, kodujace biatka miedziowe:
podjednostke Sb mitochondrialnej oksydazy
cytochromu c¢ COX5b (ang. mitochondrial
cytochrome c oxidase subunit 5b), miedzio-
wo-cynkowg dysmutaze nadtlenkowa CSDI1
(ang. copper/zinc superoxide dismutase 1)
i plantacyjanine, ulegaja obnizonej ekspresji
(TRINDADE i wspélaut. 2010).

U Arabidopsis w czasie odwodnienia,
stresu chlodu, wysokiego zasolenia i trak-
towania kwasem abscysynowym (ABA) za-
obserwowano wysoka akumulacje miR393,
regulujacego ekspresje receptorow auksyny
(SUNKAR i1 ZHU 2004). Z drugiej jednak stro-
ny, transgeniczne linie o zwiekszonej eks-
presji TIR1, zmodyfikowanego w taki spo-
s6b, zeby jego transkrypt byl niewrazliwy
na negatywna regulacje miR393, wykazywaly
wiekszg odpornos¢ na stres zasolenia. Rosli-
ny te charakteryzowaly sie wyzszym poten-
cjalem kielkowania nasion, mniejsza utratg
wody, niezahamowanym wzrostem korzeni,
op6znionym starzeniem, zmniejszonym ob-
umieraniem (CHEN i wspétaut. 2015).

Odkryto, ze podczas stresu suszy u
Arabidopsis zmniejszonej ekspresji ulega
MIR169, co powoduje wzrost ekspresji jego
genu docelowego NF-YAS5, a transgeniczne
rosliny z nadekspresja MIRI169a wykazywaly
zwiekszona utrate wody przez liScie w po-
réownaniu do dzikiego typu. Natomiast linie
transgeniczne wykazujace nadekspresje NF-
-YAS5 lepiej tolerowaly susze (LI i wspotaut.
2008). Ponadto, transgeniczna linia Arabi-
dopsis z dodatkowa kopia pochodzacego z
soi genu GmNFYA3, ktory jest genem doce-
lowym dla miR169, cechowala sie obnizong
transpiracja i lepiej tolerowala stres suszy,
jednak rosliny te byly bardziej podatne na
stres zasolenia (NI i wspoétaut. 2013). Od-
wrotna zalezno$¢ obserwuje sie u pomidora
(Solanum lycopersicum), u ktorego miR169
jest akumulowany podczas suszy, a jego
cztery geny docelowe ulegaja zmniejszo-
nej ekspresji. Konstytutywna nadekspresja
MIR169c w transgenicznym pomidorze pro-
wadzitla do zmniejszenia rozwarcia aparatéow
szparkowych i obnizenia transpiracji, w kon-
sekwencji do zwiekszenia tolerancji na stres
suszy (ZHANG i wspoétaut. 2011a). Zaréwno u
Arabidopsis, jak i u pomidora, miR169 lub
jego geny docelowe moga by¢ potencjalnymi

kandydatami dla inzynierii genetycznej do
osiagniecia zwiekszonej tolerancji na stres
abiotyczny u roslin transgenicznych.

Obiecujacym przedmiotem modyfikacji
genetycznych w kontekscie obrony rosliny
przed susza jest miR319. Transgeniczna tra-
wa mietlica rozlogowa (Agrostis stolonifera)
z nadekspresja pochodzacego z ryzu Osa-
-MIR319 wykazywala zwiekszong toleran-
cje zaré6wno na stres suszy, jak i zasolenia.
Bylo to zwiazane ze zwiekszona zawartoscia
woskow w lisciach i wyzsza retencja wody,
a takze ze zmniejszonym pobieraniem sodu.
Analiza ekspresji genoéw wykazata, ze zwiek-
szona tolerancja na stres moze by¢ przypi-
sana zmniejszonej aktywnosci transkrypcyij-
nej co najmniej czterech genéw nalezacych
do rodziny TCP (ang. teosinte branched/
cycloidea/proliferating factors): AsPCFS5,
AsPCF6, AsPCF8 i AsTCPI14, oraz homologa
genu NAC z ryzu, bedacych przypuszczal-
nie genami docelowymi dla miR319. Trzeba
jednak dodaé¢, ze nadekspresja Osa-MIR319
wywolywata zmiany plejotropowe, w tym:
szersze liScie z wieksza liczba wiazek prze-
wodzacych, szersze todygi i zmniejszong licz-
be rozgaltezien (ZHOU i wspoétaut. 2013), co
u trawy wykorzystywanej do celéow ozdob-
nych i sportowych jest niekorzystne. W tej
sytuacji by¢ moze bardziej specyficzny efekt
mozna by uzyskaé¢ modyfikujac ekspresje
genow docelowych dla miR319.

Redukcja ekspresji genow docelowych
LOM1 (ang. lost meristems), LOM2 i LOMS,
kodujacych biatka z rodziny GRAS, spowo-
dowana nadekspresja MIR171 u Arabidopsis
thaliana, skutkowala miedzy innymi zmniej-
szeniem liczby trichomow - wytworow epi-
dermy liSci ograniczajacych transpiracje.
Konstytutywna ekspresja genéw LOM nie-
wrazliwych na regulacje przez miR171 da-
wala odwrotny efekt (XUE i wspélaut. 2014).

STRES TERMICZNY

Wykazano, ze poziom ekspresji MIR319
zmienia sie w czasie stresu chlodu u Arabi-
dopsis (SUNKAR i ZHU 2004, LU i wspétaut.
2008), ryzu (Lv i wspotaut. 2010) i trzciny
cukrowej (THIEBAUT i wspoélaut. 2012). Oka-
zalo sie jednak, ze opracowanie na tej pod-
stawie strategii zwiekszenia tolerancji na ten
stres nie jest wcale proste. Badania z uzy-
ciem roslin transgenicznych wykazaly wpraw-
dzie, ze nadekspresja Osa-MIR319 prowadzi
do zwigkszonej tolerancji na stres chilodu po
uprzedniej aklimacji do umiarkowanego chto-
du, jednak rosliny takie mialy silne opodznie-
nia rozwojowe. Tego niekorzystnego efektu
ubocznego uniknieto konstruujac linie zawie-
rajace RNAi wyciszajace dwa geny docelowe
dla tego miRNA: OsPFC5 i OsTCP21, jednak
w tym przypadku tolerancja na stres chlodu
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byta mniejsza (YANG i wspétaut. 2013), praw-
dopodobnie z powodu niedostatecznego wyci-
szenia genu docelowego.

GUAN i wspétaut. (2013) odkryli mecha-
nizm termotolerancji u roslin, ktéry szcze-
g6lnie chroni organy generatywne. Obejmu-
je on indukcje akumulacji miR398, ktory
hamuje ekspresje genéw kodujacych: mie-
dziowo-cynkowe dysmutazy ponadtlenkowe
CSD1 i CSD2 oraz miedziowe biatko opie-
kuncze (ang. chaperone) CCS dla obu tych
biatek. Mutanty csdl, csd2 i ccs wykazywa-
ty zwiekszona tolerancje na stres wysokich
temperatur w stosunku do roslin typu dzi-
kiego, co bylo zwiazane ze zwiekszona aku-
mulacja czynnikow transkrypcyjnych stre-
su cieplnego i bialek szoku cieplnego, oraz
mniejszymi uszkodzeniami kwiatéw podczas
tego stresu (GUAN i wspélaut. 2013). Mani-
pulacja miR398 lub jego genami docelowy-
mi moze byC¢ uzyteczna strategia zwiekszenia
tolerancji stresu cieplnego u roslin uzytko-
wych, zwlaszcza w kukurydzy, ktorej tkan-
ki reprodukcyjne wulegaja uszkodzeniu w
przedtuzajacych sie okresach letnich upatow
(KAMTHAN i wspotaut. 2015).

STRES OKSYDACYJNY

W odpowiedzi na bodzce ze Srodowiska,
takie jak: wysoka intensywnos¢ Swiatla, eks-
tremalne temperatury, promieniowanie UV,
obecnoS¢ metali ciezkich, stres zasolenia i
suszy oraz stresy mechaniczne, w roSlinie
wytwarzane sa reaktywne formy tlenu (BA-
XTER i wspoétaut. 2014, YoU i CHAN 2015).
Enzymami katalizujacymi detoksykacje rod-
nikow ponadtlenkowych przez przeksztalce-
nie ich do tlenu czasteczkowego i nadtlenku
wodoru sa dysmutazy ponadtlenkowe (SOD).
Podjeto kilka préb majacych na celu zwiek-
szenie tolerancji na stresy przez nadekspre-
sje miedziowo-cynkowej dysmutazy ponad-
tlenkowej (Cu/Zn-SOD) w roslinach trans-
genicznych (TEPPERMAN i DUNSMUIR 1990,
PITCHER i wspotaut. 1991, GUPTA i wspol-
aut. 1993, PERL i wspoétaut. 1993, SUNKAR i
wspoétaut. 2006), jednak w niektorych przy-
padkach nie wykazywaly one w ogéle (lub w
minimalnym stopniu) wzrostu tolerancji na
stres (PITCHER i wspotaut. 1991, TEPPERMAN
i DUNSMUIR 1990). Najbardziej prawdopodob-
nym wyjasnieniem tego fenotypu jest wyci-
szanie przez miR398 ekspresji genu CCSI,
kodujacego biatko opiekuncze, ktérego rola
jest dostarczanie miedzi do biatka Cu/Zn-
-SOD (BoucHE 2010). Problem ten zostal
rozwigzany przez nadekspresje formy CSD2
niewrazliwej na regulacje poprzez miR398,
co prowadzilo do zwiekszonej tolerancji na
wysoka intensywnosc¢ swiatla, metale ciezkie
i inne stresy oksydacyjne (SUNKAR i wspol-
aut. 2006).

PODSUMOWANIE

Biologia molekularna jest silnie rozwijaja-
ca sie galezia biologii, ktora stwarza ogrom-
ne mozliwosci udoskonalania roslin. Zasto-
sowanie najnowszej wiedzy o roli i funkcjo-
nowaniu miRNA umozliwia wplywanie na
rozne procesy wzrostu, rozwoju i mechani-
zmy obronne poprzez precyzyjne regulowanie
aktywnosci odpowiednich genéw. Przedsta-
wione w niniejszej pracy przegladowej bada-
nia wykazaly, ze manipulacja pojedynczym
genem kodujacym miRNA moze w istotnym
stopniu zwiekszy¢ plon i biomase, a tak-
ze zwigkszy¢ tolerancje na stresy biotyczne
i abiotyczne (Tabela 1). Z jednej strony sil-
niejsze wyciszanie danego genu docelowego
mozna osiagnac¢ przez nadekspresje natyw-
nego lub stworzenie sztucznego miRNA. Z
drugiej strony, proces ten mozna ograniczac
przez nadekspresje genu docelowego, wpro-
wadzenie do genomu rosliny zmienionego
genu docelowego z wycietym miejscem roz-
poznawanym przez miRNA lub przez wpro-
wadzenie transgenu imitujacego gen docelo-
wy. Wiele badan potwierdzilo, ze te strategie
moga by¢ z powodzeniem uzyte do tworzenia
roslin o zmienionym pokroju i/lub odporno-
Sci na stresy biotyczne i abiotyczne, co pro-
wadzi do podniesienia ilosci i jakosci plonu.

Jednak takie podejscie ma takze swoje
ograniczenia. Manipulacja miRNA moze pro-
wadzi¢ do niekorzystnych zmian plejotropo-
wych, spowodowanych tym, ze jedno miRNA
ma czesto kilka genéw docelowych, pelnia-
cych czasami kluczowe role w rozwoju czy
reakcjach obronnych. Ta trudnos¢ moze byc
przezwyciezona przez mutacje knock-out w
konkretnym genie docelowym lub obnizenie
jego ekspresji za pomoca sztucznego miRNA,
ktérego miejsce docelowe w tym genie jest
sekwencja unikatowa. Trzeba zdawac so-
bie rowniez sprawe z faktu, ze zmiana eks-
presji miRNA lub jego genow docelowych u
roznych gatunkéw roslin moze wywolywacd
skrajnie rézne reakcje. Dlatego w kazdym
konkretnym przypadku konieczne jest do-
glebne poznanie funkcjonowanie modyfiko-
wanego szlaku regulowanego przez miRNA.

Wprowadzanie do sprzedazy zywnosci
modyfikowanej genetycznie wzbudza w spo-
leczenistwie wiele kontrowersji. Chociaz ma-
nipulacje poziomem ekspresji genéw daja
szanse na udoskonalenie roslin i zwiekszenie
ich produktywnosci, a dotychczasowe bada-
nia zywnosci modyfikowanej genetycznie nie
dostarczyly dowodéw na temat jej szkodli-
wosci (patrz np. PAPINENI i wspotaut. 2017,
SHARBATI i wspoétaut. 2017, JIN i wspoétaut.
2018), wykazano mozliwos¢ przenikania ro-
Slinnego miRNA do krwi zwierzat, oraz ze
u zwierzat istnieja potencjalne geny docelo-
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we dla tych czasteczek (ZHANG i wspotaut.
2012). Nie znaczy to jednak, Zze powinniSmy
rezygnowacC z szansy, jaka daje technologia
modulacji funkcjonowania miRNA, szczegol-
nie, ze wiele stosowanych naturalnych zioto-
wych preparatow leczniczych dziala na orga-
nizm ludzki za posrednictwem miRNA (HONG
i wspotaut. 2015, XIE i wspoélaut. 2016).
Oczywiscie taka zywnos¢ przed dopuszcze-
niem na rynek powinna zastaé¢ przebadana,
ze szczegdlnym uwzglednieniem interakcji
miRNA, ktorego dana modyfikacja dotyczy,
z potencjalnymi genami docelowymi konsu-
menta.

Streszczenie

Rosnace Swiatowe zapotrzebowanie na zywno$¢ wy-
maga wypracowania nowych strategii udoskonalania ro-
Slin celem zwiekszenia ilosci i jakosci plonu. Obiecuja-
ce mozliwosci rozwiazania tego problemu oparte sa na
wykorzystaniu wciaz poszerzajacej si¢ wiedzy na temat
miRNA, klasy endogennych matych czasteczek RNA,
negatywnie regulujacych ekspresje genéw na poziomie
transkrypcyjnym i potranskrypcyjnym. Opracowywane
technologie bazuja na zmianie metodami inzynierii ge-
netycznej ekspresji miRNA, zastosowaniu sztucznego
miRNA (amiRNA) lub modyfikacji ich genéw docelowych,
polegajacej na pozbawieniu ich wrazliwosci na miR-
NA. Wsrod wielu procesow fizjologicznych, poprzez kto-
re mozna wplywaé¢ na plonowanie roslin, na szczegolna
uwage zastuguja: regulacja czasu wejscia w faze dojrzata
i generatywna, ksztaltowanie architektury rosliny (krze-
wienie), dojrzewanie owocow, indukcja partenokarpii, re-
akcje na stresy biotyczne oraz abiotyczne.
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miRNA AS A TOOL FOR OPTIMIZATION OF CROP YIELD IN CULTIVATED PLANTS

Summary

The growing global food demand requires the development of new strategies for improvement of cultivated plants
in order to increase crop yield and quality. Some promising approaches to solving this problem are based on the
application of the ever-expanding knowledge about miRNAs, a class of endogenous small RNA molecules that nega-
tively regulate gene expression at the transcriptional and post-transcriptional level. The emerging technologies are
based on genetic manipulations leading to: changes in miRNA expression, creation of an artificial miRNA (amiRNA)
or modifications of their target genes conferring loss of sensitivity to miRNA. Among many physiological processes
through which crop yield can be influenced, the following deserve particular attention: regulation of juvenile-to-adult
and adult-to-generative phase transitions, shaping plant architecture (tillering), fruit ripening, parthenocarpy induc-
tion, reactions to biotic and abiotic stresses.
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