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rzałe miRNA jest przyłączane do kompleksu 
RISC (ang. RNA-induced silencing complex), 
gdzie ulega aktywacji przez degradację nici 
sensownej. Pozostała nić antysensowna jest 
komplementarna do części sekwencji mRNA 
genu docelowego, co umożliwia jego precy-
zyjne wyciszanie (Vaucheret 2006, Sobko-
wiak i współaut. 2008) (Ryc. 1A).

Regulacja ekspresji genów przez miR-
NA może odbywać się na trzech poziomach 
(Ryc. 1B). Po pierwsze, przez represję trans-
lacji (Aukerman i Sakai 2003, Brodersen i 
współaut. 2008, Chen 2004), sposób rozpo-
wszechniony w królestwie zwierząt, polegają-
cy na niedoskonale komplementarnym wią-
zaniu miRNA do 3’UTR (ang. 3’ untransla-
ted region) transkryptu danego genu (Wit-
kos i współaut. 2011). Po drugie, poprzez 
cięcie transkryptu (Llave i współaut. 2002, 
Xie i współaut. 2003), sposób dominujący 
w królestwie roślin oraz po trzecie, inhibicję 
transkrypcji (Bao i współaut. 2004, Khra-
iwesh i współaut. 2010). 

Roślinne miRNA pełnią kluczową rolę w 
regulacji szeregu procesów rozwojowych (Li i 
Zhang 2016), adaptacyjnych (Toledo-Filho i 
Laubinger 2015) i obronnych (Liu i współ-
aut. 2017), a ich geny docelowe kodują waż-
ne czynniki transkrypcyjne, elementy ścieżek 
sygnałowych fitohormonów oraz białka enzy-
matyczne. Ingerencja w naturalnie istniejące 
szlaki, w których funkcjonują miRNA regu-
lujące biosyntezę specyficznych białek, dają 
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Stale rosnąca populacja ludzi na świe-
cie wymaga zwiększonej produkcji żywno-
ści. Próbą sprostania temu wyzwaniu jest 
tworzenie roślin transgenicznych za pomo-
cą inżynierii genetycznej. Nowym sposobem 
osiągania tego celu jest modyfikacja genów 
związanych z funkcjonowaniem miRNA (miR-
NA) (Zhang i Wang 2015). miRNA są kla-
są małych cząsteczek regulatorowych RNA 
o długości 20-24 nukleotydów (Reinhart i 
współaut. 2002, Bartel 2004), obecnych za-
równo u roślin, jak i u zwierząt (Tarver i 
współaut. 2012). 

Roślinne miRNA są kodowane przez geny 
MIR, ulegające transkrypcji z udziałem po-
limerazy RNA II (Xie i współaut. 2005), w 
wyniku czego powstaje cząsteczka prekurso-
ra pierwszego rzędu pri-miRNA (ang. prima-
ry micro RNA), która zapętla się w jedno- i 
dwuniciowe struktury, tworzące tzw. spin-
ki do włosów (Jones-Rhoades i współaut. 
2006). Następnie pri-miRNA jest cięte przez 
endorybonukleazę Dicer-like 1 (DCL1), naj-
pierw do cząsteczki prekursora pre-miRNA, 
a następnie do dwuniciowego dupleksu doj-
rzałego miRNA i cząsteczki komplementarnej 
(miRNA/miRNA*). W odróżnieniu od bioge-
nezy miRNA u zwierząt, u roślin występuje 
dodatkowy etap, w którym ryboza ostatniego 
nukleotydu jest metylowana przez metylo-
transferazę HUA Enchancer 1 (HEN1). Doj-
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Ryc. 1. Schematyczne przedstawienie: A) szlaku biogenezy i B) różnych mechanizmów hamowania eks-
presji genów przez miRNA. Numerowane strzałki oznaczają: 1) hamowanie translacji, 2) cięcie trans-
kryptu, 3) inhibicja transkrypcji genu docelowego przez zmianę aktywności transkrypcyjnej.

Tabela 1. Zestawienie przykładów miRNA i ich genów docelowych będących potencjalnym obiektem 
modyfikacji w celu poprawy wielkości i jakości plonów. 

Objaśnienia: 1 – nadekspresja genu MIR, 2 – nadekspresja genów docelowych, 3 – mutacja w genie docelowym 
prowadząca do niewrażliwości transkryptu na inhibicję przez miRNA, 4 – obniżenie ekspresji genów docelowych, 
5 – obniżenie ekspresji genu MIR, 6 – sztuczne miRNA (amiRNA) zaprojektowane tak, by był komplementarny do 
transkryptu kodowanego przez określony gen i w konsekwencji mógł wpływać na regulowany przez niego proces, 
7 – ekspresja transgenu MIM (ang. mimicry target), posiadającego w swojej sekwencji tak zmienione miejsce do-
celowe dla miRNA, aby rozpoznanie jej przez miRNA nie powodowało cięcia transkryptu i będącego w ten sposób 
cząsteczką wychwytującą miRNA.

miRNA Gen docelowy
Rodzaj modyfi-
kacji (1-7)

Gatunek

([-] - efekt niekorzystny)
Źródło

Modyfikacja wzrostu wegetatywnego

miR156 Rodzina genów 
SPL

1 kukurydza Fu i współaut. 2012

proso rózgowe Fu i współaut. 2012

ryż [-] Xie i współaut. 2012

A. thaliana Wu i współaut. 2009

topola Rubinelli i współaut. 2013

2 ryż Jiao i współaut. 2010; Miura i 
współaut. 2010; Wang i współaut. 
2012

3 ryż Miura i współaut. 2010

miR171 Rodzina genów 
HAM

1 A. thaliana [-] Engstrom i współaut. 2011; Wang i 
współaut. 2010

jęczmień [-] Curaba i współaut. 2013

pomidor Huang i współaut. 2017

4 ryż [-] Fan i współaut. 2015
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(Ryc. 2C), mutację w genie docelowym pro-
wadzącą do niewrażliwości transkryptu na 
inhibicję przez miRNA (Ryc. 2D), obniżenie 
ekspresji genów docelowych (Ryc. 2E), obni-
żenie ekspresji genu MIR (Ryc. 2F). Ponad-

możliwość precyzyjnej kontroli procesów, w 
których te białka funkcjonują. Opracowano 
szereg metod pozwalających na tego typu 
modyfikacje: przez nadekspresję genu MIR 
(Ryc. 2B), nadekspresję genów docelowych 

miR172 Glossy15 (ho-
molog Apetala 
2)

2 kukurydza Lauter i współaut. 2005

miR397 OsLAC 1 ryż Zhang i współaut. 2013

Polepszenie jakości plonu

miR156 CNR 1 pomidor Molesini i współaut. 2012; Moxon i 
współaut. 2008

5 pomidor Karlova i współaut. 2013

miR172 Apetala 2 5 pomidor Karlova i współaut. 2013

miR167 ARF8 3 A. thaliana Goetz i współaut. 2007

pomidor Goetz i współaut. 2007

Odporność na stres biotyczny

miR444 MADS23, 27a, 
57

1 ryż Wang i współaut. 2016

amiRNA P69 z TYMV 6 A. thaliana Niu i współaut. 2006

amiRNA HC-Proof z 
TuMV

6 A. thaliana Niu i współaut. 2006

amiRNA VSR 2b z CMV 6 tytoń Qu i współaut. 2007

amiRNA TGBp1/p25 z 
PVX

6 tytoń Ai i współaut. 2011

amiRNA HC-Pro z PVY 6 tytoń Ai i współaut. 2011

amiRNA AV1 6 pomidor Vu i współaut. 2013

amiRNA AV1 i AV2 6 pomidor Vu i współaut. 2013

miR393 TIR1 1 A. thaliana Navarro i współaut. 2006; Xia i 
współaut. 2012

miR398 CSD1, Nodu-
lin19

1 tytoń [-] Naya i współaut. 2014

miR7695 OsNramp6 1 ryż Campo i współaut. 2013

miR482e Geny z rodziny 
NBS-LRR

1 ziemniak Yang i współaut. 2015

miR169 NF-YA 7 ryż Li i współaut. 2017

Tolerancja stresów abiotycznych

miR393 TIR1 3 M. truncatula Chen i współaut. 2015

miR169a NF-YA5 2 A. thaliana Li i współaut. 2008

miR169 GmNFYA3 2 A. thaliana Ni i współaut. 2013

miR169c NF-YA1/2/3, 
MRP1

1 pomidor Zhang i współaut. 2011a

miR319 AsPCF5,6,8, 
AsTCP14, 
AsNAC60

1 mietlica rozłogowa Zhou i współaut. 2013

miR171 LOM1,2,3 3 A. thaliana Xue i współaut. 2014

miR319 OsPFC5 
OsTCP21

1 ryż [+/-] Yang i współaut. 2013

4 ryż Yang i współaut. 2013

miR398 CSD1, CSD2, 
CCS

3 (CCS1) A. thaliana Sunkar i współaut. 2006
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nych w wegetatywnej fazie wzrostu, zatem 
jej wydłużenie powinno prowadzić do zwięk-
szenia i polepszenia plonu. Stanowi to jed-
ną ze strategii, jaką można obrać, dążąc do 
zwiększenia plonowania rośliny.

Jednym z negatywnych regulatorów 
przejścia z juwenilnej do dojrzałej i dalej, 
do generatywnej fazy wzrostu jest rodzina 
genów MIR156. Geny docelowe tych miRNA 
kodują czynniki transkrypcyjne z rodziny 
SPL (ang. squamosa-promoter binding pro-
tein-like), które są zaangażowanie m.in.: w 
rozwój organów o cechach dojrzałych, induk-
cję kwitnienia, określaniu tożsamości mery-
stemu kwiatowego oraz hamowanie indukcji 
korzeni przybyszowych (Wang i współaut. 
2008, Xu i współaut. 2016). Jak dotych-
czas pozytywny wpływ nadekspresji MIR156 
na plonowanie wykazano w uprawach ku-
kurydzy, prosa (Fu i współaut. 2012), ryżu, 
Arabidopsis (Wu i współaut. 2009) i topoli 
(Rubinelli i współaut. 2013). U kukurydzy 
było to spowodowane bezpośrednio przez 
opóźnienie wejścia rośliny w fazę generatyw-
ną i, dodatkowo, modyfikacja ta powodowa-
ła polepszenie jakości kolb przez zwiększe-
nie ich strawności i podniesienie zawartości 
skrobi. W przypadku prosa rózgowego (Pa-
nicum virgatum) wykazano, że nadekspresja 
egzogennego Osa-MIR156b powoduje zwięk-
szenie krzewienia, co prowadzi do zwiększe-
nia biomasy rośliny o 58-101%. Dodatkowo 
zaobserwowano u tych roślin zwiększenie 
ilości rozpuszczalnych cukrów i strawności 
produkowanej z nich paszy. Jednak nad-
mierna nadekspresja Osa-MIR156b prowadzi 
do zahamowania kwitnienia i karłowatości 
(Fu i współaut. 2012). Z kolei transgenicz-

to w sytuacji, kiedy w regulacji wybranego 
procesu nie uczestniczy żadne miRNA, ist-
nieje możliwość stworzenia sztucznego miR-
NA (ang. artificial micro RNA, amiRNA), za-
projektowanego tak, by był komplementarny 
do transkryptu kodowanego przez określony 
gen i w konsekwencji mógł wpływać na re-
gulowany przez niego proces (Ryc. 2G). Sto-
sunkowo nowym i ciekawym rozwiązaniem 
jest wprowadzenie do rośliny transgenu 
MIM (ang. mimicry target), jako cząsteczki 
wychwytującej miRNA (Ryc. 2H), ale posia-
dającego w swojej sekwencji tak zmienione 
miejsce docelowe dla miRNA, że jej rozpo-
znanie nie powodowało cięcia transkryptu. 
Opracowanie takich modyfikacji funkcjono-
wania miRNA w regulacji przebiegu różnych 
procesów wzrostowych i rozwojowych staje 
się obiecującym narzędziem polepszenia plo-
nowania.

W literaturze istnieje już wiele doniesień 
na temat zastosowania opisanych strategii 
do regulacji plonowania roślin (Ryc. 3, Tabe-
la 1). Niniejszy artykuł stanowi próbę upo-
rządkowania tej wiedzy. 

MODYFIKACJA WZROSTU 
WEGETATYWNEGO

OPÓŹNIANIE PRZEJŚCIA DO GENERATYWNEJ 
FAZY ROZWOJU

Rozwój generatywny rośliny jest zawsze 
poprzedzony dłuższą lub krótszą fazą wzro-
stu juwenilnego i następującą po nim fazą 
wzrostu dojrzałego (Kopcewicz 2002). Ilość i 
jakość owoców są w dużej mierze zależne od 
ilości materiałów zapasowych nagromadzo-

Ryc. 3. Wybrane procesy rozwojowe, regulowane przez miRNA będące potencjalnym celem manipulacji 
genetycznych. Numerowane strzałki oznaczają: 1) krzewienie, 2) kwitnienie, 3) rozgałęzianie kwiatosta-
nu, 4) zawiązywanie owoców, 5) dojrzewanie owoców.
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regulowany jest przez miR172. Gen kukury-
dzy Glossy15 (homolog AP2) ulega najwyż-
szej ekspresji w wegetatywnej fazie wzrostu, 
a hamowanie jego translacji przez miR172 
jest sygnałem do wejścia rośliny w fazę ge-
neratywną. Nadekspresja tego genu nie tyl-
ko opóźnia wkroczenie rośliny w fazę ge-
neratywną, ale także powoduje zwiększenie 
liczby liści o cechach juwenilnych (Lauter 
i współaut. 2005). U Arabidopsis akumula-
cja miR172 jest regulowana przez miR156 
za pośrednictwem białka SPL9, które razem 
z SPL10 bezpośrednio stymuluje transkryp-
cję MIR172b (Wu i współaut. 2009) (Ryc. 3). 
Modulacja równowagi między ekspresją ge-
nów kodujących AP2 i miR172 jest poten-
cjalnym narzędziem sterowania przejściami 
w kolejne fazy wzrostu.

WPŁYW NA POKRÓJ ROŚLINY

Stopień rozkrzewienia rośliny determinuje 
takie cechy jak: rozmiar korony, powierzch-
nię fotosyntetyczną i, co ważne, liczbę pę-
dów płodnych, które są kluczowym elemen-
tem plonu. Na plonowanie roślin uprawnych 
korzystnie wpływa utrzymywanie optymal-
nej liczby pędów generatywnych na roślinie. 
Znaczenie regulowanego przez miRNA krze-
wienia rośliny dla plonowania widać najle-
piej na przykładzie kukurydzy zwyczajnej. 
Pokrój tej rośliny zależny jest od aktywno-
ści genu TGA1 (ang. teosinte glume archi-
tecture1), regulowanego przez wspomniany 
wcześniej, należący do rodziny genów MIR 
Corngrass1. Udomowienie kukurydzy z jej 
dzikiego, bardziej rozkrzewionego przodka 
(teosinte) zawdzięczamy mutacji właśnie w 
genie TGA1, jaka miała miejsce ok. 9 tys. 
lat temu (Chuck i współaut. 2007, Wang i 
współaut. 2015).

Wykazano, że podobne znaczenie u 
ryżu ma gen OsSPL14. Jego nadekspresja 
lub punktowa mutacja prowadząca do bra-
ku wrażliwości jego transkryptu na regula-
cję przez miR156, przejawia się modyfika-
cją architektury tej rośliny. Z jednej strony 
zmniejsza się liczba pędów wegetatywnych, 
a z drugiej, zwiększa liczba rozgałęzień wie-
chy, co w konsekwencji daje zwiększenie 
plonu ziarna (Jiao i współaut. 2010, Miura i 
współaut. 2010). OsSPL14 ulega transkrypcji 
zarówno w liściach, podstawie pędów, jak i 
młodych wiechach, jednak w wyniku represji 
przez miRNA pełnej ekspresji ulega on tyl-
ko w wiechach. Mutacja w miejscu docelo-
wym dla miR156, powodująca niewrażliwość 
transkryptu OsSPL14 na represję miRNA, 
występuje także w japońskiej odmianie ryżu 
Aikawa 1, charakteryzującej się zmniejszo-
nym stopniem krzewienia (Miura i współaut. 
2010). Nadekspresja Osa-MIR156 prowadzi 
do zwiększenia liczby pędów wegetatywnych, 

ne topole o zwiększonej ekspresji genu Corn-
grass1, kodującego dwa tandemowo uło-
żone miR156, wykazywały istotny przyrost 
merystemów bocznych, skrócenie długości 
międzywęźli i redukcję zawartości ligniny w 
pniu, nawet do 30% w porównaniu z typem 
dzikim (Rubinelli i współaut. 2013).

Innym miRNA, regulującym przejście 
z fazy wegetatywnej do generatywnej, jest 
miR171. W przypadku ryżu obniżenie pozio-
mu ekspresji jego genów docelowych, kodu-
jących czynniki transkrypcyjne OsHAM1-4 
(ang. hairy meristem), powoduje brak de-
terminacji merystemu apikalnego pędu i in-
hibicję regulatorów kwitnienia: Hd3a (ang. 
Heading date 3a), RFT1 (ang. RICE FLOW-
ERING LOCUS T1) i FON4 (ang. Flower Or-
gan Number 4) (Fan i współaut. 2015) (Ryc. 
3). U Arabidopsis nadekspresja MIR171 lub 
utrata funkcjonalnych białek AtHAM1-3 po-
wodowała szereg zmian, w tym: mniejszą 
liczbę liści, zmniejszoną liczbę rozgałęzień 
pędu, zwiększoną zawartość chlorofilu, krót-
sze korzenie pierwotne, zmieniony pokrój 
kwiatu (Wang i współaut. 2010, Engstrom 
i współaut. 2011). Co więcej, potrójny mu-
tant atham1,2,3 cechuje się brakiem nie-
zróżnicowanych komórek merystematycznych 
w korzeniu i pędzie, aberracjami w roz-
mieszczeniu liści (filotaksji) i organów bocz-
nych, a także zmienioną morfologią meryste-
mu (Engstrom i współaut. 2011). Bardziej 
szczegółowa analiza tego mutanta pozwoliła 
odkryć, że HAM1 i HAM2 biorą udział w 
promowaniu różnicowania komórek na pe-
ryferiach merystemów pędu oraz pomagają 
zachować ich polarną organizację (Schulze 
i współaut. 2010). W przypadku jęczmienia, 
nadekspresja genu kodującego miR171 także 
wywoływała efekt plejotropowy: wydłużoną 
fazę wegetatywną, zwiększoną liczbę krótkich 
wegetatywnych fitomerów pędu i opóźnienie 
różnicowania merystemów szczytowych w 
kwiaty (Curaba i współaut. 2013).

Niedawno grupa naukowców z Chongqing 
(Chiny) stworzyła linie transgenicznych po-
midorów, które pozwoliły zweryfikować przy-
datność miR171 jako celu modyfikacji gene-
tycznych prowadzących do zwiększenia plo-
nu także u roślin dwuliściennych. Wpraw-
dzie rośliny z obniżoną ekspresją SlGRAS24, 
genu docelowego miR171, nie różniły się od 
roślin dzikiego typu, jednak linie z nade-
kspresją MIR171 były wyższe i szybciej kwi-
tły, co pozytywnie przekładało się na uzy-
skany plon (Huang i współaut. 2017). 

W badaniach prowadzonych na kukury-
dzy (Lauter i współaut. 2005) i Arabidop-
sis (Aukerman i Sakai 2003) wykazano, że 
przejście z juwenilnej fazy wzrostu do doj-
rzałej regulowane jest przez czynnik trans-
krypcyjny APETALA 2 (AP2), którego gen 
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pulacje zmierzające do wytworzenia owoców 
partenokarpicznych (patrz dalej).

WYDŁUŻANIE OKRESU DOJRZEWANIA 
OWOCÓW

Jedną z pożądanych cech owoców jest 
długi okres przydatności do spożycia, wyni-
kający ze spowolnionego procesu ich dojrze-
wania. Rośliną modelową stosowaną w bada-
niach nad rozwojem i dojrzewaniem owoców 
jest pomidor. Odkryto wiele różnych miR-
NA zaangażowanych w rozwój i dojrzewanie 
owoców pomidora (Pilcher i współaut. 2007, 
Itaya i współaut. 2008, Moxon i współaut. 
2008, Zhang i współaut. 2011a, Molesini i 
współaut. 2012, Karlova i współaut. 2013). 
Jednym z nich jest miR156, którego genem 
docelowym jest CNR (ang. colorless non-ri-
pening) (Moxon i współaut. 2008, Molesini i 
współaut. 2012). Transgeniczne pomidory o 
zwiększonej ekspresji sly-MIR156 mają nieco 
jaśniejsze owoce w porównaniu z typem dzi-
kim, a osiągnięcie przez nie pełnej dojrzało-
ści trwa dłużej. Jednak owoce są mniejsze, 
a rośliny niższe i mają więcej liści o mniej-
szej powierzchni (Zhang i współaut. 2011b). 

CNR jest czynnikiem transkrypcyjnym, 
który bezpośrednio stymuluje ekspresję APE-
TALA2a (SlAP2a), genu odpowiedzialnego u 
pomidora za opóźnianie dojrzewania owo-
ców i hamowanie syntezy etylenu. Wykazano 
również, że aktywność genów SlAP2a i CNR 
regulowana jest przez istnienie negatywnego 
sprzężenia zwrotnego, umożliwiającego pre-
cyzyjne dostrojenie ich poziomu względem 
siebie (Karlova i współaut. 2011). Dodat-
kowo, podczas rozwoju i dojrzewania owocu 
pomidora transkrypt genu SlAP2a jest cię-
ty z udziałem miR172 (Karlova i współaut. 
2013), powodując zwiększoną ekspresję CNR. 
Zatem dłuższy czas dojrzewania u pomidora 
może być osiągnięty albo przez zredukowa-
nie ilości miR156 lub miR172, albo przez 
mutacje w miejscach docelowych dla tych 
miRNA w sekwencjach genów CNR i AP2a.

INDUKCJA PARTENOKARPII

Partenokarpia jest procesem tworzenia 
owoców bez nasion, rozwijających się głów-
nie z niezapłodnionych zalążni. Zjawisko 
to jest ekonomicznie korzystne, również z 
uwagi na możliwość uzyskiwania wysokiego 
plonu nawet w warunkach niesprzyjających 
zapyleniu. Główną rolę w tym procesie peł-
nią fitohormony takie jak auksyna i gibe-
reliny (Molesini i współaut. 2012), których 
działanie jest z kolei regulowane m.in po-
przez miRNA (np. Achard i współaut. 2004, 
Reyes i Chua 2007, Glazińska i współaut. 
2016). Na przykład ekspresja genu kodują-
cego czynnik transkrypcyjny zależny od au-
ksyn ARF8 (ang auxin response factor) jest 

a nawet karłowatości, silnie zredukowanej 
wielkości wiechy i opóźnienia kwitnienia (Xie 
i współaut. 2006). Inny przedstawiciel rodzi-
ny SPL, OsSPL16, jest pozytywnym regula-
torem proliferacji komórkowej, a ziarna ryżu 
transgenicznego o jego zwiększonej ekspresji 
są szersze i dają wyższy plon. Zmniejszona 
aktywność OsSPL16 miała odwrotny skutek: 
ziarna były smuklejsze i miały lepszą jakość 
(Wang i współaut. 2012). Wyniki przedsta-
wionych badań pokazują, że precyzyjna ma-
nipulacja poziomem miR156 i mRNA jego 
genów docelowych, OsSPL14, OsSPL16, lub 
TGA1, może być skutecznym narzędziem do 
stworzenia odmian ryżu o wyższym i lep-
szym potencjale plonowania.

Podobne znaczenie może mieć tak-
że sterowanie interakcjami OsmiR444a i 
OsMIR397 z ich genami docelowymi, odpo-
wiednio, OsMADS57 i OsLAC (Guo i współ-
aut. 2013, Zhang i współaut. 2013). Ten 
ostatni jest o tyle istotny, że koduje lakazę, 
która jest jednym z czynników warunkują-
cych wrażliwość na brasinosteroidy (BR), 
ważną grupę fitohormonów, kontrolujących 
kluczowe dla zbóż cechy pokroju roślin jak: 
wysokość rośliny, kąt nachylenia liści, elon-
gację korzenia oraz kształt i wielkość na-
sion (Yang i współaut. 2017, Xiao i współ-
aut. 2017). Transgeniczny ryż o zwiększonej 
wrażliwości na te fitohormony produkował 
większe ziarna, jednak kąt nachylenia jego 
liści był większy, co wymuszałoby mniej gę-
stą uprawę i w rezultacie plon z hektara 
mógłby się nie zmienić lub nawet obniżyć. 
Utrata wrażliwości na BR w wyniku mutacji 
brd1 i brd2 skutkuje co prawda zmniejszo-
nym kątem nachylenia liści, jednak takie ro-
śliny są karłowate (Hong i współaut. 2005). 
Być może niewielka zmiana wrażliwości na 
te fitohormony za pomocą modulacji szlaku 
zależnego od miR397 nadawałaby roślinie 
korzystne cechy, przy jednoczesnym zmini-
malizowaniu skutków ubocznych, pozytywnie 
wpływając na plonowanie. Biorąc pod uwa-
gę, że miR397 jest silnie konserwowany w 
różnych gatunkach, modulacja jego ekspresji 
może okazać się dobrą strategią zwiększa-
nia plonu nasion także w innych zbożach 
(Zhang i współaut. 2013).

miRNA A JAKOŚĆ PLONU

Powszechnie wiadomo, że istotne zna-
czenie ekonomiczne ma nie tylko ilość, ale 
i jakość uzyskiwanego plonu. Wypracowano 
dwie strategie z udziałem miRNA prowadzą-
ce do poprawy jakości plonu. Pierwszą jest 
spowalnianie dojrzewania, które prowadzi do 
zwiększonego czasu przydatności do spoży-
cia po zbiorach, i umożliwia m.in. transport 
na duże odległości bez użycia specjalnych 
warunków przechowywania. Druga to mani-
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ciszanego genu (Ryc. 2G). Bazujące na pre-
kursorze miR159 amiRNA, skierowane prze-
ciwko sekwencjom dwóch VRS, P69 z TYMV 
i HC-Pro z TuMV, nadawały transgenicznym 
liniom Arabidopsis specyficzną odporność na 
wirusa żółtej mozaiki rzepy (ang. turnip yel-
low mosaic virus, TYMV) i wirusa mozaiki 
rzepy (ang. turnip mosaic virus, TuMV) (Niu 
i współaut. 2006). Stosując tę metodę stwo-
rzono także tytoń odporny na wirusa mo-
zaiki ogórka (ang. cucumber mosaic virus, 
CMV). W tym przypadku sekwencja miR171 
z prekursora z Arabidopsis została zamie-
niona na amiRNA komplementarne do genu 
VSR 2b CMV (Qu i współaut. 2007). Dwie 
kolejne linie tytoniu modyfikowane amiRNA, 
stworzone na bazie prekursorów miR159a, 
miR167b i miR171a pochodzących z A. tha-
liana, wykazywały odporność na wirusa X 
ziemniaka (ang. potato virus X, PVX) i wi-
rusa Y ziemniaka (ang. potato virus Y, PVY) 
(Ai i współaut. 2011).

Inną obiecującą strategią zwiększania od-
porności roślin na patogeny jest użycie miR-
NA do hamowania namnażania i rozprze-
strzeniania się wirusa w tkankach. Genami 
docelowymi takich miRNA są geny wirusa 
zaangażowane w jego replikację i transmisję. 
Vu i współaut. (2013) użyli dwóch amiR-
NA skierowanych przeciwko: (i) środkowe-
mu regionowi transkryptu kodującego białko 
płaszcza AV1 (amiR-AV1-3) oraz (ii) regiono-
wi, w którym sekwencje AV1 i białka osłon-
ki wewnętrznej AV2 nakładają się (amiR-
-AV1-1) u wirusa kędzierzawki liści pomi-
dora (ang. Tomato Leaf Curl Virus, ToLCV). 
Transgeniczne linie pomidora eksprymujące 
amiR-AV1-1 tolerowały ToLCND (ang. toma-
to leaf curl New Delhi virus) i wykazywały 
cechy prawidłowego rozwoju.

ODPORNOŚĆ NA INFEKCJE BAKTERYJNE

W 2008 r. we Włoszech pojawił się 
szczególnie agresywny szczep Pseudomonas 
syringae, który rozprzestrzenił się na obszar 
Europy, Azji, Oceanii i Ameryki Południowej, 
przynosząc ogromne straty w uprawie kiwi 
(Ferrante i Scortichini 2010). Zwiększona 
synteza i percepcja auksyny u gospodarza 
są kluczowe dla rozwoju infekcji wywołanej 
przez te bakterie (Mutka i współaut. 2013). 
Reakcją rośliny na obecność bakterii jest 
synteza miR393, którego genem docelowym 
jest TIR1 (ang. transport inhibitor respon-
se), kodujący receptor auksyny (Navarro i 
współaut. 2006). Ograniczenie percepcji au-
ksyny przez wyciszanie genów kodujących 
jej receptory stało się jedną z dróg prowa-
dzących do zapobiegania infekcji wywoły-
wanej przez tę bakterię. Transgeniczna li-
nia Arabidopsis nadeksprymująca MIR393 
cechuje się zwiększoną odpornością anty-

negatywnie regulowana przez miR167 (Ru i 
współaut. 2006, Wu i współaut. 2006, Mo-
lesini i współaut. 2012). Wykazano, że Ara-
bidopsis i pomidor transformowane zmodyfi-
kowanym genem ARF8, którego produkt jest 
niewrażliwy na negatywną regulację miR167, 
wytwarzają owoce partenokarpiczne (Goetz 
i współaut. 2007). Manipulacja poziomem 
ekspresji genów kodujących elementy ścieżki 
sygnałowej fitohormonów za pomocą modu-
lacji ekspresji miRNA lub ich genów docelo-
wych jest zatem obiecującym instrumentem 
do wytwarzania owoców partenokarpicznych.

ZWIĘKSZENIE ODPORNOŚCI NA STRES 
BIOTYCZNY

Fitopatogeny są przyczyną wielu chorób 
roślin prowadzących do istotnego zmniejsze-
nia produkcji roślinnej, a przez to poważ-
nych strat ekonomicznych. Tradycyjnie sto-
sowane środki ochrony roślin nie są jednak 
obojętne dla zdrowia człowieka i zwierząt, 
dlatego warto szukać alternatywnych roz-
wiązań. Skutecznym instrumentem do zwal-
czania takich zagrożeń jak wirusy, bakterie, 
grzyby i nicienie, może być modyfikacja me-
chanizmów obronnych z udziałem miRNA.

ODPORNOŚĆ NA WIRUSY

Jedną z możliwych reakcji rośliny na za-
każenie wirusowe jest indukcja genu kodują-
cego polimerazę RNA 1 zależną od RNA (ang. 
RNA-dependent RNA polymerase 1, RDR1), 
która syntetyzuje siRNA, wyciszające ekspre-
sję genów wirusa (Voinnet 2008). Aktywność 
transkrypcyjna genu RDR1 regulowana jest 
pośrednio przez miR444, którego geny doce-
lowe, OsMADS23, OsMADS27a i OsMADS57, 
kodują represory transkrypcji tej polimerazy. 
Zwiększenie ekspresji miR444, spowodowane 
infekcją wirusową, prowadzi do uwolnienia 
RDR1 z represji transkrypcyjnej i w konse-
kwencji aktywację syntezy siRNA. Badania 
potwierdziły, że nadekspresją MIR444 u ryżu 
zwiększono odporność na wirusa pasiastości 
ryżu (ang. rice stripe virus, RSV) (Wang i 
współaut. 2016).

Wiele wirusów uruchamia biosyntezę 
tzw. wirusowych represorów wyciszania (ang. 
viral silencing repressors, VSR) (Burgyán i 
Havelda 2011), których celem jest neutrali-
zacja aktywowanego przez rośliny przeciwwi-
rusowego wyciszania RNA. Innowacyjna stra-
tegia prowadząca do zwiększenia odporności 
przeciwwirusowej polega na zastosowaniu 
odpowiedniego miRNA przeciwko VSR. Po-
nieważ nie odkryto jeszcze natywnych miR-
NA o takim działaniu, stworzono sztuczne 
(amiRNA), w których wycinaną w procesie 
dojrzewania sekwencję natywnego miRNA za-
stąpiono sztuczną, komplementarną do wy-
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często atakowanych przez patogeny (Shiva-
prasad i współaut. 2012).

Różnice w sekwencjach paralogów ge-
nów NBS-LRR wymuszają różnice w sekwen-
cjach rozpoznających je miRNA, co powodu-
je wzrost specyficzności represji przez dane 
miRNA. Gdy w danym gatunku sekwencje te 
są bardziej heterogenne, poszczególne miR-
NA regulują ekspresję tylko kilku genów z 
całej omawianej rodziny, a w odwrotnej sy-
tuacji jedno miRNA wystarczy, by wyciszyć 
wszystkie geny kodujące NBS-LRR (Zhang i 
współaut. 2016). Prawdopodobnie wyjątko-
wo duże różnice w sekwencjach i poziomie 
ekspresji nadrodziny miR482/2118 odzwier-
ciedlają zmiany w równowadze kosztów i ko-
rzyści u różnych gatunków roślin, w zależ-
ności od warunków środowiska i obecności 
innych układów obronnych (Tian i współaut. 
2003, Shivaprasad i współaut. 2012). Zatem 
modyfikacja poziomu tych miRNA w celu 
ochrony rośliny przed infekcjami bakteryjny-
mi może przynieść różne efekty w zależności 
od gatunku rośliny.

ODPORNOŚĆ NA PATOGENY GRZYBOWE

Również choroby grzybowe u roślin mają 
poważny wpływ na powstawanie strat w plo-
nach, a odpowiedź na te patogeny także jest 
modulowana przez miRNA. I tak u pszeni-
cy znaleziono aż 24 miRNA zaangażowane w 
odpowiedź na atak grzyba Blumeria gramis 
f. sp. Tritici (Bgt), który wywołuje wyniszcza-
jącą chorobę tego zboża – mączniaka praw-
dziwego (ang. powdery mildew) (Xin i współ-
aut. 2010).

W przypadku ryżu zainfekowanego grzy-
bem Magnaporthe oryzae, transkrypt genu 
OsNramp6 (ang. natural resistance-associa-
ted macrophage protein 6) ulega alterna-
tywnemu splicingowi, w wyniku czego staje 
się on podatny na wyciszanie przez osa-
-miR7695. Nadekspresja MIR7695 powoduje 
zwiększoną odporność ryżu na tę chorobę 
(Campo i współaut. 2013).

Z kolei grzyb z gatunku Verticillium dah-
liae powoduje znaczne straty w uprawie 
wielu roślin, w tym ziemniaka. Młoda rośli-
na porażona werticiliozą w krótkim czasie 
więdnie i umiera. Mimo dużej powszechno-
ści choroby, jak dotąd rośliny nie wykształ-
ciły skutecznych mechanizmów obrony przed 
tym patogenem. Brakuje także na rynku 
skutecznych środków przeciwdziałających 
werticiliozie, w związku z tym podejmuje się 
jedynie działania profilaktyczne (Rowe i Po-
welson 2002). Duże nadzieje wiąże się tutaj 
z użyciem modyfikacji aktywności MIR482e. 
Ilość miR482e w zainfekowanych sadzon-
kach ziemniaka ulega wyraźnemu obniżeniu, 
a jednocześnie zwiększa się poziom mRNA 
kilku jego genów docelowych należących do 

bakteryjną. Jednak obniżona wrażliwość na 
auksynę skutkuje zwiększonym rozkrzewie-
niem, przyspieszonym kwitnieniem oraz ob-
niżoną tolerancją na stres suszy i zasolenia 
(Navarro i współaut. 2006, Xia i współaut. 
2012), a dodatkowo całkowite pozbawienie 
rośliny funkcjonalnego genu receptora u 
mutanta tir1 powoduje utratę systemicznej 
nabytej odporności (ang. systemic acquired 
resistance, SAR) (Truman i współaut. 2010). 

Wykazano, że podczas infekcji bakteryj-
nej dochodzi również do obniżenia poziomu 
ekspresji MIR398 (Jagadeeswaran i współ-
aut. 2009), którego geny docelowe kodują 
dwie cynkowo-miedziowe dysmutazy ponad-
tlenkowe (CSD1 i CSD2), ważne enzymy w 
tolerancji stresu oksydacyjnego. Podwyższe-
nie ekspresji CSD1 było proporcjonalne do 
stopnia obniżenia akumulacji miR398. Nie 
opublikowano jednak jeszcze badań z udzia-
łem mutantów ani roślin transgenicznych, 
które pozwoliłyby sprawdzić, czy strategia 
oparta na tej wiedzy rzeczywiście pozwoli 
stworzyć rośliny bardziej odporne na infek-
cje bakteryjne.

U roślin strączkowych i psiankowatych 
występuje kilka rodzin miRNA hamujących 
ekspresję genów kodujących receptory NBS-
-LRR (ang. nucleotide-binding site leucine-
-rich repeat), elementy wrodzonej odporno-
ści roślin (Zhai i współaut. 2011, Shivapra-
sad i współaut. 2012). Najlepiej opisanym 
przedstawicielem wspomnianych miRNA jest 
miR482/2118. NBS-LRR biorą udział w re-
akcji nadwrażliwości na atak patogenu, 
która polega na miejscowej indukcji pro-
gramowanej śmierci komórki, ograniczają-
cej rozprzestrzenienia się infekcji (Belkha-
dir i współaut. 2004). Kontrolowana przez 
miR482/2118 ekspresja genów kodujących 
NBS-LRR, utrzymywana jest na niskim po-
ziomie podczas nieobecności patogenu, co 
wiąże się z pewnymi korzyściami dla rośli-
ny, gdy presja infekcyjna jest niska lub gdy 
są aktywne inne mechanizmy obrony prze-
ciw patogenom. Dodatkowo, obniżony po-
ziom tych białek jest wymagany w proce-
sie nodulacji, czyli tworzenia brodawek na 
korzeniach roślin motylkowych przez sym-
biotyczne bakterie (Li i współaut. 2010). W 
sytuacji, gdy presja infekcyjna jest wysoka 
lub gdy roślina nie dysponuje dodatkowymi 
mechanizmami obronnymi, korzyści płynące 
z uruchomienia szlaku odpowiedzi na pa-
togen zależnego od NBS-LRR są ogranicza-
ne przez poniesione koszty metaboliczne i 
inne niekorzystne zjawiska. Dla przykładu, 
podwyższony poziom białek NBS-LRR powo-
duje nasilenie wyzwalanej efektorem reakcji 
nadwrażliwości (Marone i współaut. 2013), 
co zwiększa zasięg uszkodzeń tkanek roślin 
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kryptu na cięcie lub wprowadzanie imitacji 
genów docelowych wychwytujących miRNA, 
okaże się dobrą strategią zwiększenia odpor-
ności roślin użytkowych na grzyby.

ODPORNOŚĆ NA NICIENIE

Szacuje się, że na całym świecie nicie-
nie powodują średnio aż 12% zmniejszenie 
plonu. Na tak duże straty wpływa między 
innymi nieprawidłowa diagnoza chorób wy-
woływanych przez te organizmy, ponieważ 
objawy są niespecyficzne i przypominają ra-
czej oznakę stresu abiotycznego lub zakaże-
nia innymi patogenami. Pewnym sposobem 
na zahamowanie zakażenia nicieniami jest 
stworzenie roślin, które będą mogły podjąć 
skuteczną walkę z patogenem przed rozwo-
jem objawów chorobowych. Odkryto, że rów-
nież w interakcje roślina-nicień zaangażowa-
ne jest wiele miRNA.

Korzenie Arabidopsis porażone nicie-
niem H. schachtii wykazują spadek pozio-
mu ekspresji genów kodujących miR161, 
miR164, miR167a, miR172c, miR396a,b,c i 
miR398a (Hewezi i współaut. 2008, Khra-
iwesh i współaut. 2012). Z kolei zakażenie 
mątwikiem sojowym (Heterodera glycines), 
najbardziej wyniszczającym patogenem soi, 
indukuje zmiany w akumulacji 101 różnych 
miRNA, z których 20 ulegało istotnie od-
miennej ekspresji w odmianach odpornych i 
wrażliwych na tego nicienia (Li i współaut. 
2012). Sugeruje się, że indukowane zaka-
żeniem miRNA są zaangażowane w ustale-
nie miejsca żerowania (Hewezi i współaut. 
2008). Stworzenie roślin transgenicznych z 
nadekspresją wspomnianych miRNA i/lub 
wyciszeniem ich genów docelowych może 
przyczynić się do lepszego zrozumienia rela-
cji pasożytniczej roślina-nicień, a także może 
doprowadzić do stworzenia roślin uprawnych 
odpornych na nicienie. Odporność na te pa-
togeny może być też osiągnięta przez na-
dekspresję amiRNA nakierowanego na geny 
istotne dla funkcjonowania danego nicienia 
(Kamthan i współaut. 2015).

WZMOCNIENIE ODPORNOŚCI NA 
STRES ABIOTYCZNY

Przeciwdziałanie abiotycznym czynnikom 
stresowym, przynoszącym największe straty 
w uprawach roślin, jest szczególnie trudne 
z uwagi na naturę bodźca. Najprostszym i 
najtańszym sposobem na zmniejszenie strat 
jest stosowanie odmian tolerujących nieko-
rzystne czynniki środowiskowe. Uzyskanie 
nowych odmian może być osiągnięte dzięki 
genetycznym modyfikacjom, w wyniku któ-
rych zaangażowane w stresy abiotyczne MIR, 
lub ich geny docelowe, będą ulegały zmie-
nionej ekspresji w tkankach roślin.

rodziny NBS-LRR. Odkryto, że w wyniku 
zależnego od miR482e cięcia transkryptów 
NBS-LRR powstają ta-siRNA, których gena-
mi docelowymi są w głównej mierze geny 
kodujące białka związane z mechanizmami 
obronnymi. Przeprowadzone badania wyka-
zały, że siewki transgenicznego ziemniaka z 
nadekspresją MIR482e były bardziej podat-
ne na zakażenie V. dahliae. Wyciszenie genu 
MIR481e może być zatem skutecznym narzę-
dziem do podwyższenia odporności ziemnia-
ka na tę chorobę (Yang i współaut. 2015).

Innym groźnym grzybem, powodującym 
duże straty plonu, jest twardnica pasożyt-
nicza (Sclerotinia sclerotiorum), atakująca 
blisko 400 gatunków roślin. Wywoływana 
przez grzyba choroba, zgnilizna twardzi-
kowa, objawia się brunatnieniem, zamie-
raniem i gniciem tkanek, co prowadzi do 
obumarcia rośliny. Ponieważ patogen może 
przeżyć w glebie nawet do 10 lat, choro-
ba jest trudna do opanowania za pomocą 
konwencjonalnych środków ochrony roślin 
(Fiedorow i Weber 1996, Korbas i Jajor 
2011). Wykazano, że podczas infekcji Scle-
rotinia sclerotiorum ulega obniżeniu po-
ziom ekspresji m.in. przytoczonego wcze-
śniej MIR398. Liście tytoniu z nadekspresją 
MIR398 zainfekowane tym grzybem cecho-
wały się rozleglejszymi zmianami nekro-
tycznymi, co prawdopodobnie spowodowane 
było niższą ekspresją jego genów docelo-
wych, m.in. związanych ze stresem oksyda-
cyjnym CSD1 i Nodulin 19 (Naya i współ-
aut. 2014).

Ostatnie badania dotyczące zarazy ryżu 
powodowanej przez grzyba z gatunku Ma-
gnaporthe oryzae łączą poziom dojrzałego 
miR169 z odpornością rośliny na ten pa-
togen; w odmianach podatnych na cho-
robę ilość tego miRNA była wyższa niż w 
odmianach bardziej odpornych. Genem do-
celowym miR169 jest NF-YA (ang. nuclear 
transcripton factor Y subunit alpha), kodu-
jący jedną z trzech podjednostek komplek-
su NF-Y, będącego czynnikiem transkryp-
cyjnym wiążącym się do elementu CCAAT 
(Petroni i współaut. 2012). Wykazano, że 
ekspresja transgenu, posiadającego w swo-
jej sekwencji zmienione miejsce docelowe 
dla miR169 (MIM169a - mimicry target), 
będącego w ten sposób cząsteczką wychwy-
tującą to miRNA (ang. miRNA sponge) (Ryc. 
2H), powodowała zwiększenie odporności 
ryżu na zarazę (Li i współaut. 2017).

Większość odkrytych miRNA zaangażowa-
nych w obronę przed grzybami jest negatyw-
nymi regulatorami odpowiedzi rośliny. Praw-
dopodobnie transgeneza prowadząca do na-
dekspresji genów docelowych miRNA, bądź 
mutacja w miejscach przez nie rozpoznawa-
nych, prowadząca do niewrażliwości trans-
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kandydatami dla inżynierii genetycznej do 
osiągnięcia zwiększonej tolerancji na stres 
abiotyczny u roślin transgenicznych.

Obiecującym przedmiotem modyfikacji 
genetycznych w kontekście obrony rośliny 
przed suszą jest miR319. Transgeniczna tra-
wa mietlica rozłogowa (Agrostis stolonifera) 
z nadekspresją pochodzącego z ryżu Osa-
-MIR319 wykazywała zwiększoną toleran-
cję zarówno na stres suszy, jak i zasolenia. 
Było to związane ze zwiększoną zawartością 
wosków w liściach i wyższą retencją wody, 
a także ze zmniejszonym pobieraniem sodu. 
Analiza ekspresji genów wykazała, że zwięk-
szona tolerancja na stres może być przypi-
sana zmniejszonej aktywności transkrypcyj-
nej co najmniej czterech genów należących 
do rodziny TCP (ang. teosinte branched/
cycloidea/proliferating factors): AsPCF5, 
AsPCF6, AsPCF8 i AsTCP14, oraz homologa 
genu NAC z ryżu, będących przypuszczal-
nie genami docelowymi dla miR319. Trzeba 
jednak dodać, że nadekspresja Osa-MIR319 
wywoływała zmiany plejotropowe, w tym: 
szersze liście z większą liczbą wiązek prze-
wodzących, szersze łodygi i zmniejszoną licz-
bę rozgałęzień (Zhou i współaut. 2013), co 
u trawy wykorzystywanej do celów ozdob-
nych i sportowych jest niekorzystne. W tej 
sytuacji być może bardziej specyficzny efekt 
można by uzyskać modyfikując ekspresję 
genów docelowych dla miR319.

Redukcja ekspresji genów docelowych 
LOM1 (ang. lost meristems), LOM2 i LOM3, 
kodujących białka z rodziny GRAS, spowo-
dowana nadekspresją MIR171 u Arabidopsis 
thaliana, skutkowała między innymi zmniej-
szeniem liczby trichomów – wytworów epi-
dermy liści ograniczających transpirację. 
Konstytutywna ekspresja genów LOM nie-
wrażliwych na regulację przez miR171 da-
wała odwrotny efekt (Xue i współaut. 2014).

STRES TERMICZNY

Wykazano, że poziom ekspresji MIR319 
zmienia się w czasie stresu chłodu u Arabi-
dopsis (Sunkar i Zhu 2004, Liu i współaut. 
2008), ryżu (Lv i współaut. 2010) i trzciny 
cukrowej (Thiebaut i współaut. 2012). Oka-
zało się jednak, że opracowanie na tej pod-
stawie strategii zwiększenia tolerancji na ten 
stres nie jest wcale proste. Badania z uży-
ciem roślin transgenicznych wykazały wpraw-
dzie, że nadekspresja Osa-MIR319 prowadzi 
do zwiększonej tolerancji na stres chłodu po 
uprzedniej aklimacji do umiarkowanego chło-
du, jednak rośliny takie miały silne opóźnie-
nia rozwojowe. Tego niekorzystnego efektu 
ubocznego uniknięto konstruując linie zawie-
rające RNAi wyciszające dwa geny docelowe 
dla tego miRNA: OsPFC5 i OsTCP21, jednak 
w tym przypadku tolerancja na stres chłodu 

SUSZA I ZASOLENIE

W badaniach nad udziałem miRNA w od-
powiedzi na suszę u rośliny modelowej Medi-
cago truncatula wykazano, że geny docelowe 
zidentyfikowanych miRNA są zaangażowane 
w różnorodne procesy, w tym: transkrypcję, 
degradację białek, detoksykację itd. (Wang i 
współaut. 2011). Wykazano, że w korzeniach 
i pędach podczas stresu suszy silnie aku-
mulowane są miR398a/b i miR408, a ich 
geny docelowe, kodujące białka miedziowe: 
podjednostkę 5b mitochondrialnej oksydazy 
cytochromu c COX5b (ang. mitochondrial 
cytochrome c oxidase subunit 5b), miedzio-
wo-cynkową dysmutazę nadtlenkową CSD1 
(ang. copper/zinc superoxide dismutase 1) 
i plantacyjaninę, ulegają obniżonej ekspresji 
(Trindade i współaut. 2010).

U Arabidopsis w czasie odwodnienia, 
stresu chłodu, wysokiego zasolenia i trak-
towania kwasem abscysynowym (ABA) za-
obserwowano wysoką akumulację miR393, 
regulującego ekspresję receptorów auksyny 
(Sunkar i Zhu 2004). Z drugiej jednak stro-
ny, transgeniczne linie o zwiększonej eks-
presji TIR1, zmodyfikowanego w taki spo-
sób, żeby jego transkrypt był niewrażliwy 
na negatywną regulację miR393, wykazywały 
większą odporność na stres zasolenia. Rośli-
ny te charakteryzowały się wyższym poten-
cjałem kiełkowania nasion, mniejszą utratą 
wody, niezahamowanym wzrostem korzeni, 
opóźnionym starzeniem, zmniejszonym ob-
umieraniem (Chen i współaut. 2015).

Odkryto, że podczas stresu suszy u 
Arabidopsis zmniejszonej ekspresji ulega 
MIR169, co powoduje wzrost ekspresji jego 
genu docelowego NF-YA5, a transgeniczne 
rośliny z nadekspresją MIR169a wykazywały 
zwiększoną utratę wody przez liście w po-
równaniu do dzikiego typu. Natomiast linie 
transgeniczne wykazujące nadekspresję NF-
-YA5 lepiej tolerowały suszę (Li i współaut. 
2008). Ponadto, transgeniczna linia Arabi-
dopsis z dodatkową kopią pochodzącego z 
soi genu GmNFYA3, który jest genem doce-
lowym dla miR169, cechowała się obniżoną 
transpiracją i lepiej tolerowała stres suszy, 
jednak rośliny te były bardziej podatne na 
stres zasolenia (Ni i współaut. 2013). Od-
wrotną zależność obserwuje się u pomidora 
(Solanum lycopersicum), u którego miR169 
jest akumulowany podczas suszy, a jego 
cztery geny docelowe ulegają zmniejszo-
nej ekspresji. Konstytutywna nadekspresja 
MIR169c w transgenicznym pomidorze pro-
wadziła do zmniejszenia rozwarcia aparatów 
szparkowych i obniżenia transpiracji, w kon-
sekwencji do zwiększenia tolerancji na stres 
suszy (Zhang i współaut. 2011a). Zarówno u 
Arabidopsis, jak i u pomidora, miR169 lub 
jego geny docelowe mogą być potencjalnymi 
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PODSUMOWANIE

Biologia molekularna jest silnie rozwijają-
cą się gałęzią biologii, która stwarza ogrom-
ne możliwości udoskonalania roślin. Zasto-
sowanie najnowszej wiedzy o roli i funkcjo-
nowaniu miRNA umożliwia wpływanie na 
różne procesy wzrostu, rozwoju i mechani-
zmy obronne poprzez precyzyjne regulowanie 
aktywności odpowiednich genów. Przedsta-
wione w niniejszej pracy przeglądowej bada-
nia wykazały, że manipulacja pojedynczym 
genem kodującym miRNA może w istotnym 
stopniu zwiększyć plon i biomasę, a tak-
że zwiększyć tolerancję na stresy biotyczne 
i abiotyczne (Tabela 1). Z jednej strony sil-
niejsze wyciszanie danego genu docelowego 
można osiągnąć przez nadekspresję natyw-
nego lub stworzenie sztucznego miRNA. Z 
drugiej strony, proces ten można ograniczać 
przez nadekspresję genu docelowego, wpro-
wadzenie do genomu rośliny zmienionego 
genu docelowego z wyciętym miejscem roz-
poznawanym przez miRNA lub przez wpro-
wadzenie transgenu imitującego gen docelo-
wy. Wiele badań potwierdziło, że te strategie 
mogą być z powodzeniem użyte do tworzenia 
roślin o zmienionym pokroju i/lub odporno-
ści na stresy biotyczne i abiotyczne, co pro-
wadzi do podniesienia ilości i jakości plonu.

Jednak takie podejście ma także swoje 
ograniczenia. Manipulacja miRNA może pro-
wadzić do niekorzystnych zmian plejotropo-
wych, spowodowanych tym, że jedno miRNA 
ma często kilka genów docelowych, pełnią-
cych czasami kluczowe role w rozwoju czy 
reakcjach obronnych. Ta trudność może być 
przezwyciężona przez mutację knock-out w 
konkretnym genie docelowym lub obniżenie 
jego ekspresji za pomocą sztucznego miRNA, 
którego miejsce docelowe w tym genie jest 
sekwencją unikatową. Trzeba zdawać so-
bie również sprawę z faktu, że zmiana eks-
presji miRNA lub jego genów docelowych u 
różnych gatunków roślin może wywoływać 
skrajnie różne reakcje. Dlatego w każdym 
konkretnym przypadku konieczne jest do-
głębne poznanie funkcjonowanie modyfiko-
wanego szlaku regulowanego przez miRNA.

Wprowadzanie do sprzedaży żywności 
modyfikowanej genetycznie wzbudza w spo-
łeczeństwie wiele kontrowersji. Chociaż ma-
nipulacje poziomem ekspresji genów dają 
szanse na udoskonalenie roślin i zwiększenie 
ich produktywności, a dotychczasowe bada-
nia żywności modyfikowanej genetycznie nie 
dostarczyły dowodów na temat jej szkodli-
wości (patrz np. Papineni i współaut. 2017, 
Sharbati i współaut. 2017, Jin i współaut. 
2018), wykazano możliwość przenikania ro-
ślinnego miRNA do krwi zwierząt, oraz że 
u zwierząt istnieją potencjalne geny docelo-

była mniejsza (Yang i współaut. 2013), praw-
dopodobnie z powodu niedostatecznego wyci-
szenia genu docelowego.

Guan i współaut. (2013) odkryli mecha-
nizm termotolerancji u roślin, który szcze-
gólnie chroni organy generatywne. Obejmu-
je on indukcję akumulacji miR398, który 
hamuje ekspresję genów kodujących: mie-
dziowo-cynkowe dysmutazy ponadtlenkowe 
CSD1 i CSD2 oraz miedziowe białko opie-
kuńcze (ang. chaperone) CCS dla obu tych 
białek. Mutanty csd1, csd2 i ccs wykazywa-
ły zwiększoną tolerancję na stres wysokich 
temperatur w stosunku do roślin typu dzi-
kiego, co było związane ze zwiększoną aku-
mulacją czynników transkrypcyjnych stre-
su cieplnego i białek szoku cieplnego, oraz 
mniejszymi uszkodzeniami kwiatów podczas 
tego stresu (Guan i współaut. 2013). Mani-
pulacja miR398 lub jego genami docelowy-
mi może być użyteczną strategią zwiększenia 
tolerancji stresu cieplnego u roślin użytko-
wych, zwłaszcza w kukurydzy, której tkan-
ki reprodukcyjne ulegają uszkodzeniu w 
przedłużających się okresach letnich upałów 
(Kamthan i współaut. 2015).

STRES OKSYDACYJNY

W odpowiedzi na bodźce ze środowiska, 
takie jak: wysoka intensywność światła, eks-
tremalne temperatury, promieniowanie UV, 
obecność metali ciężkich, stres zasolenia i 
suszy oraz stresy mechaniczne, w roślinie 
wytwarzane są reaktywne formy tlenu (Ba-
xter i współaut. 2014, You i Chan 2015). 
Enzymami katalizującymi detoksykację rod-
ników ponadtlenkowych przez przekształce-
nie ich do tlenu cząsteczkowego i nadtlenku 
wodoru są dysmutazy ponadtlenkowe (SOD). 
Podjęto kilka prób mających na celu zwięk-
szenie tolerancji na stresy przez nadekspre-
sję miedziowo-cynkowej dysmutazy ponad-
tlenkowej (Cu/Zn-SOD) w roślinach trans-
genicznych (Tepperman i Dunsmuir 1990, 
Pitcher i współaut. 1991, Gupta i współ-
aut. 1993, Perl i współaut. 1993, Sunkar i 
współaut. 2006), jednak w niektórych przy-
padkach nie wykazywały one w ogóle (lub w 
minimalnym stopniu) wzrostu tolerancji na 
stres (Pitcher i współaut. 1991, Tepperman 
i Dunsmuir 1990). Najbardziej prawdopodob-
nym wyjaśnieniem tego fenotypu jest wyci-
szanie przez miR398 ekspresji genu CCS1, 
kodującego białko opiekuńcze, którego rolą 
jest dostarczanie miedzi do białka Cu/Zn-
-SOD (Bouché 2010). Problem ten został 
rozwiązany przez nadekspresję formy CSD2 
niewrażliwej na regulację poprzez miR398, 
co prowadziło do zwiększonej tolerancji na 
wysoką intensywność światła, metale ciężkie 
i inne stresy oksydacyjne (Sunkar i współ-
aut. 2006).
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we dla tych cząsteczek (Zhang i współaut. 
2012). Nie znaczy to jednak, że powinniśmy 
rezygnować z szansy, jaką daje technologia 
modulacji funkcjonowania miRNA, szczegól-
nie, że wiele stosowanych naturalnych zioło-
wych preparatów leczniczych działa na orga-
nizm ludzki za pośrednictwem miRNA (Hong 
i współaut. 2015, Xie i współaut. 2016). 
Oczywiście taka żywność przed dopuszcze-
niem na rynek powinna zastać przebadana, 
ze szczególnym uwzględnieniem interakcji 
miRNA, którego dana modyfikacja dotyczy, 
z potencjalnymi genami docelowymi konsu-
menta.

S t r es zc zen i e

Rosnące światowe zapotrzebowanie na żywność wy-
maga wypracowania nowych strategii udoskonalania ro-
ślin celem zwiększenia ilości i jakości plonu. Obiecują-
ce możliwości rozwiązania tego problemu oparte są na 
wykorzystaniu wciąż poszerzającej się wiedzy na temat 
miRNA, klasy endogennych małych cząsteczek RNA, 
negatywnie regulujących ekspresję genów na poziomie 
transkrypcyjnym i potranskrypcyjnym. Opracowywane 
technologie bazują na zmianie metodami inżynierii ge-
netycznej ekspresji miRNA, zastosowaniu sztucznego 
miRNA (amiRNA) lub modyfikacji ich genów docelowych, 
polegającej na pozbawieniu ich wrażliwości na miR-
NA. Wśród wielu procesów fizjologicznych, poprzez któ-
re można wpływać na plonowanie roślin, na szczególną 
uwagę zasługują: regulacja czasu wejścia w fazę dojrzałą 
i generatywną, kształtowanie architektury rośliny (krze-
wienie), dojrzewanie owoców, 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.

Keywords: amiRNA, crop yield, genetically modified plants, miRNA, stress 


