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RNA-mediated post-transcriptional and transcriptional gene silenc-
ing in plants

Summary

RNA-dependent processes control gene expression at the post-transcriptional
and transcriptional levels in plants. There is a specific group of RNA molecules
called small RNAs that play a significant role in the RNA degradation, methylation
of genomes, inhibition of translation and, consequently, gene expression regu-
lation. They consist of double - stranded small interfering RNAs and single-
-stranded microRNAs. SiRNAs and miRNAs' functioning occurs when double-
-stranded RNAs of different origins appear in a cell. DsRNAs intermediate the
process of gene silencing which has many implications for natural mechanisms
of gene expression in plants and other eukaryotes. Furthermore, gene silencing
initially thought to have been an effect of introducing transgenes into plants,
now seems to be a defence mechanism against viruses and transposable ele-
ments.
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1. Wstep

W ,Science” (20.12.2002 r.), zaprezentowano zestawienie dzie-
sieciu najbardziej doniostych odkry¢ minionego roku (1). Pierw-
sze miejsce na tej liScie zajefa specyficzna grupa czasteczek RNA
zwanych matymi RNA (smali RNAs). Czasteczki te odgrywaja nie-
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zwykle znaczaca role w regulacji ekspresji genéw. Zaangazowane sg m.in. w potran-
skrypcyjne wyciszanie gendw zwane PTGS (Post-Transcriptional Gene Silencing), w ha-
mowanie translacji oraz najprawdopodobniej w transkrypcyjne wyciszanie gendw,
czyli TGS {Transcriptional Gene Silencing) (1-5). Zjawisko wyciszania genéw zwane
u roslin PTGSem, u zwierzat i nizszych eukariontéw znane jest jako RNAi (RNA inter-
ference), u grzybow za$ jako quelling (1,6-8). Procesy, w ktGre zaangazowane sa
wzmiankowane kwasy rybonukleinowe, poznawane sg z dnia na dziei w ramach ko-
lejnych odkry¢ naukowych.

2. Male RNA zaangazowane w wyciszanie genéw u roslin

Pod wzgledem funkcjonalnym czasteczki RNA stanowig bardzo réznorodna gru-
pe zwigzkow, w sktad ktérej wchodza m.in. mRNA {messenger RNAs) (9), rRNA {riboso-
mal RNAs) (10), tRNA {transfer RNAs) (9), rybozymy (11), snRNA {smali nuclear RNASs)
(12), a takze wspomniana grupa tzw. matych RNA (13). Wséréd klasycznych funkcji
RNA nalezy wyréznié: przekazywanie informacji genetycznej z DNA na sekwencje
aminokwasowa biatka (MRNA) (9), tworzenie rybosoméw (rRNA) (10), transport ami-
nokwasow (tRNA) (9), kataliza (rybozymy) (11), splicing pre-mRNA (snRNA) (12). We-
dlug najnowszych danych mate RNA odgrywaja znaczacg role jako determinanty
specyficznosci w regulacji ekspresji genéw (4,8,13). Czgsteczki te mogg brac¢ udziat
w degradaciji specyficznego RNA (2-4), hamowac translacje (3,4), moga posredniczy¢
w metylacjach elementéw regulatorowych w promotorach (co prowadzi do zahamo-
wania transkrypcji genéw) (14) oraz w remodelowaniu chromatyny (1,4). Maja one
za zadanie odpowiednio: ochroni¢ rosline przed patogenem (wirusy) (2,3,15-17)
i nieprawidtowymi RNA {aberrant RNAs), regulowa¢ funkcjonowanie organizmu (14),
zahamowa¢ gromadzenie sie mobilnych elementéw genomu takich jak transpozony
(2,16). Wszystkie te dziatania wplywaja na prawidlowy rozwdj catej rosliny.

2.1. SiRNA - mate wyciszajace RNA {smali interfering RNAs)

Do matych RNA zaliczamy czgsteczki siRNA, ktérych powstawanie wynika z de-
gradacji dwLiniciowego RNA, tworzacego sie w komorce (8). Ten ostatni stanowi po-
tencjalny produkt ekspresji transgenu, replikacji wirusowego genomu RNA lub wpro-
wadzany jest do komoérki z zewnatrz (2,3). Generowane w ten sposéb w komorce
siRNA biorg udziat przede wszystkim w degradacji RNA (8) oraz moga uczestniczy¢
w metylacji DNA (8). Sg to czasteczki dwuniciowe (2,3,8). Powstajg z dtuzszych,
dwuniciowych prekursorowych RNA (4). Wsréd siRNA produkowanych w roslinach
transgenicznych, u ktérych dochodzi do wyciszenia potranskrypcyjnego transgenu
wyrézniamy: krotkie 21-22 nukleotydowe siRNA (4,8) odpowiedzialne za specyficz-
na degradacje mRNA oraz diugie siRNA dtugosci 24-26 nukleotyddw (4,8,18), ktére
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wywolujg metylacje homologicznego do nich DNA (8,18). Te ostatnie, jak stwierdzo-
no, skorelowane sa takze z systemicznym wyciszaniem genéw u Nicotiana bentha-
miana (4). Obie klasy siRNA posiadajg wolne, niesparowane dwunukleotydowe kon-
ce 3 i ufosforylowane konce 5' (2,8). Tak jak stwierdzono u Arabidopsis thaliana, kla-
sa diugich siRNA posiada w obrebie konca 5 w przewazajgcej liczbie reszty adeno-
zyny. Natomiast koniec 5’ krétkich siRNA nie wykazuje takiej cechy (8).

2.2. MiRNA - mikroRNA (iw/croRNAs)

MIRNA to jednoniciowe (4,8) czasteczki RNA diugosci 20-24 nukleotydéw (8) lub
wedtug innych zrédet: 20-22 nukleotydéw (13), 21-25 nukleotydéw (14), 20-25 nukle-
otyddw (4). Wiemy z pewnoscia, ze miRNA hamujg ekspresje genu na etapie transla-
cji u zwierzat (3,8) i prawdopodobnie réwniez u ro$lin (8). Uwaza sie réwniez, ze kie-
rujg one specyficzng degradacjg komplementarnych mRNA czynnikéw transkrypcyj-
nych u A. thaliana (4). jako czagsteczki niekodujace, miRNA powstajg z kohcow 3’ pre-
kursorowych transkryptéw pre-miRNA (pre-micro RNAs) (13) o diugosci 90-100 nukle-
otydéw (13), posiadajgcych strukture spinki do wioséw (hpRNA - hairpin RNAs,
struktura posiadajgca fragment dwuniciowy potaczony pettg) (4,8,13). Dwuniciowe
ramie takiej spinki nie jest w petni sparowane (3). Proponuje sie, ze u roslin pre-miRNA
sq ponad trzy razy dluzsze od ich odpowiednikéw zwierzecych oraz posiadajg bar-
dziej ztozone struktury drugorzedowe (19). Wiekszos¢ czasteczek pre-miRNA kodo-
wana jest przez regiony miedzygenowe, a niektére moga powstawac z intronéw wy-
cietych z czasteczek pre-mRNA w trakcie spticingu (19,20). W badaniach przeprowa-
dzonych u A. thaliana pokazano, ze pre-miRNA wykrywane sg w niewielkim stopniu
lub wcale w przeciwienstwie do dojrzatych miRNA (4). By¢ moze wigze sie to z nie-
zwykle szybkim i wydajnym procesem dojrzewania pre-miRNA, z ktérych miRNA praw-
dopodobnie powstajg kotranskrypcyjnie lub krétko po transkrypcji (4). Stwierdzono,
ze u roslin i zwierzgt miRNA typowo zaczynajg sie od reszt urydyny (8).

3. Powstawanie dwuniciowych RNA - intermediatéw wyciszania genow

Czagsteczki siRNA powstajg z dwuniciowych prekursorowych czgsteczek RNA (8).
Obecnos¢ dwuniciowego RNA w komorce eukariotycznej to stan nieprawidtowy. Nor-
malnie funkcjonujgca komoérka nie posiada bowiem dtugich, dwuniciowych czgsteczek
RNA, za$ ich obecnos¢ jest cechg diagnostyczng, Swiadczaca przyktadowo o infekciji
wirusowej tub inwazji obcego kwasu nukleinowego (2,17). Dwuniciowe czasteczki
RNA tworzone sg w rézny sposob (4): w cyklu replikacyjnym wirusa RNA, ktéry wniknat
do komorki roslinnej (2,4,15,17,21); w wyniku lub w trakcie transkrypcji regionu DNA
transgenu zaaranzowanego w posta¢ odwroconego powtdrzenia (inverted repeats) (22).
Moga takze powstawac z transgenu wystepujacego w pojedynczej kopii, ktérego obie
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nici DNA ulegajg transkrypcji (dzieje sie tak, wtedy gdy transgen posiadajgcy wlasny
promotor integruje w poblizu promotora endogennego genu roslinnego) (5,22) oraz
z nieprawidtowych RNA. Te ostatnie moga powstawacé przyktadowo wskutek przed-
wczesnie zakonczonej transkrypcji zmetylowanych sekwencji kodujacych transgeny
(22), badz moga pochodzi¢ z loci transgendéw ulegajacych wysokiej ekspresiji (3). Nie-
prawidtowy RNA, jak i wysokie stezenie RNA pochodzacego z transgenu lub sekwenciji
endogennej, moga sprawic, ze staje sie on matrycg do tworzenia dwuniciowego RNA
przy udziale zaleznej od RNA polimerazy RNA, RdRp {RNA-dependent RNA polymerase)
(3,22). Takie dwuniciowe czgsteczki RNA moga by¢ tez tworzone w trakcie procesu
rozprzestrzeniania sie w roslinie sygnatu wyciszania transgenu (22). Bierze w tym
udziat RdRp, ktéra wykorzystuje jednoniciowy wyciszany mRNA jako matryce do syn-
tezy drugiej nici RNA (3-5). Dwuniciowe RNA to czasteczki inicjujgce zalezne od homo-
logii wyciszanie genéw - HDGS {Homology-Dependent Gene Silencing), w sktad ktérego
wchodza: cytoplazmatyczny PTGS ijgdrowy TGS (22).

4. Potranskrypcyjne wyciszanie gendw

4.1. Rodzaje PTGS

Potranskrypcyjne wyciszanie gendw koncepcyjnie przypomina humoralng odpo-
wiedZ immunologiczng, przy czym ukierunkowane ono jest na czasteczki kwaséw
nukleinowych, a nie na biatka (15). W wyniku pojawienia sie w komdrce roslinnej
dwuniciowego RNA nastepuje uruchomienie maszynerii, ktérej celem jest degrada-
cja (wyciszenie) RNA posiadajacego sekwencje komplementarne do jednej nici te-
goz dwuniciowego RNA. W zaleznosci od sposobu indukcji wyciszania mozemy wy-
rézni¢ kilka rodzajow procesu PTGS. jesli u rosliny transgenicznej wystepuje wysoki
poziom transkrypcji transgenu, ktorego efektem jest akumulacja sensownych RNA,
mowimy o tzw. S-PTGS {sens PTGS). jesli loci transgenowe zaaranzowane w postaci
odwrdconych powtdrzen, sg w wyniku transkrypcji Zzrédiem dwuniciowych RNA,
podlegajacych degradacji podczas wyciszania, méwimy o tzw. IR-PTGS {Inverted Re-
peat PTGS). Wreszcie dwuniciowe RNA moga tworzy¢ sie w cyklu replikacyjnym wi-
rusa infekujgcego rosline. Wyciszanie RNA indukowane obecnoscig takich dwunicio-
wych czasteczek okresla sie jako V1GS {Virus Induced Gene Silencing) (23).

4.2. Obserwacje PTGS u roslin
Intrygujace dane, wskazujgce na wyciszanie endogennego genu za posrednic-

twem homologicznej sekwencji RNA u roslin uzyskano w trakcie badan prowadzo-
nych na Petunio hybrido (3,7,15). W 1990 r. m.in. Richard jorgensen wraz z zespotem
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A.
Promotor fragment sens intron fragment antysens terminator
genu-desaturazy genu-desaturazy

fragment genu-desaturazy,
hpRNA bez petli, po splicingu

fragment genu-desaturazy,
hpRNA z petla

D. fragment sens genu-desaturazy

fragment antysens genu-desaturazy

Rys. 1. A - konstrukcja transgenéw stuzacych do wyciszania endogennego genu Al2-desaturazy,
zaznaczone na rysunku biatymi strzatkami dwa fragmenty genu-desaturazy utozone sa w przeciwnej
orientacji i rozdzielone intronem.

Przewidywana struktura transkryptu RNA pochodzacego z transgenu zawierajacego fragment genu
Al 2-desaturazy dia konstruktéw typu: B - odwrécone powtdrzenia po wycieciu intronu, potgczone mi-
nimalna liczba nukleotydéw. C — odwrécone powtdrzenia z sekwencja tacznikowa, D - fragment sens
genu Al 2-desaturazy, E - fragment antysens genu Al 2-desaturazy. Opracowano na podstawie (26).

prébowat zwiekszy¢ fioletowe zabarwienie kwiatéw P. hybrida wprowadzajgc trans-
gen kodujacy - syntaze chalkonowg A (CHS-A - chalcone synthase) - niezbedng do
produkcji antocyjanéw nadajgcych zabarwienie kwiatom (24). Po transformacji rosli-
ny okazato sie, ze dodatkowa ekspresja transgenu {P. hybrida posiada w genomie en-
dogenny gen kodujacy syntaze chalkonowg A) nie tylko nie spowodowata wzmo-
zonego zabarwienia kwiatow, ale wrecz przeciwnie, pojawity sie kwiaty biate. Zja-
wisko, ktére zaobserwowano nazwano kosupresjg (co-si/ppress/on). Jest to rodzaj po-
transkrypcyjnego wyciszania gendéw polegajacy na hamowaniu ekspresji endogenne-
go genu poprzez homologiczny transgen. Ten ostatni takze ulega wyciszeniu
(3,7,15,25).

Sposéb indukcji potranskrypcyjnego wyciszania gendéw oraz role w tym procesie
sekwencji dwuniciowego RNA pokazano m.in. w badaniach zespotu P. M. Waterhou-
se’a nad efektywnos$cig wywotywania PTGS (26). Do roslin wprowadzano transgeny,
ktérych ekspresja miata prowadzi¢ do powstania RNA o okreslonej strukturze: dwu-
niciowej (z petla i bez), jednoniciowej o orientacji sens i antysens (rys. 1). Wymie-
nione konstrukty zostaly stworzone na bazie 120-nukleotydowego fragmentu nie-
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kodujagcego 3'UTR (untranslated region) pochodzgcego z genu Fad2 z A. thaliana.
Mialy one indukowaé wyciszenie endogennego genu Fad2 kodujacego enzym
Al2-desaturaze. Enzym ten odpowiada za przeksztalcenie kwasu oleinowego do
kwasu linolowego w nasionach. Z przebadanych konstruktow najwiekszg skutecz-
no$¢ wykazywaly te, ktorych transkrypty formowaly strukture spinki do wtosow
(hpRNA). Transkrypty typu sens i antysens w niewielkim tylko stopniu indukowaty
potranskrypcyjne wyciszanie, odpowiednio: 10 i 15% (26). Istotng role w poziomie
indukcji wyciszania odgrywat sposéb tgczenia przeciwnie zorientowanych sekwen-
cji w ,spince”. W przypadku konstruktéw, w ktorych role tgcznika pemnit intron,
otrzymywano 100% skutecznosci indukcji PTGS, gdy za$ tacznikiem byt fragment
nieintronowy, poziom indukcji wynosit 69% (26). Zastosowanie intronu jako tgczni-
ka powodowato najprawdopodobniej jego wyciecie z pierwotnego transkryptu przy
udziale spliceosomu, co mogto poméc w prawidtowym ztozeniu komplementarnych
sekwencji fragmentu mRNA Al2-desaturazy w dupleks RNA. Splicing mogt takze
utatwi¢ ,spince” RNA wejscie na Sciezke eksportu mRNA z jadra do cytoptazmy.
Réwniez fakt powstania mniejszej petli (w wyniku splicingu) mogt spowodowac
zmniejszenie wrazliwosci takiego RNA na dziatanie nukteaz (26). Wiadomo takze, ze
zaréwno u ro$lin jak i u zwierzat transgeny w postaci odwréconych powtérzen
wywotujg wyciszanie efektywniej, gdy powstate z nich dwuniciowe RNA majg okre-
Slone cechy. Sg nimi, wspomniane juz, posiadanie intronu jak i sygnatow poliadeny-
lacji. Umozliwia to najprawdopodobniej efektywny eksport tych czgsteczek z jadra
komoérkowego (4).

4.3. Etapy wyciszania potranskrypcyjnego genow

Proces PTGS mozna podzieli¢ na dwa etapy: inicjacji i efektorowy (3,4). W pierw-
szym etapie dwuniciowy RNA (indukujacy wyciszanie) ciety jest u roslin i Drosophila
melanogaster na krotkie 21-22-nukleotydowe fragmenty siRNA (4,8,18). W drugim
etapie taka czgsteczka zostaje wigczona do kompleksu enzymatycznego, ktory jest
odpowiedzialny za degradacje docelowego mRNA (4). Wyciszeniu ulega tylko taki
mRNA, ktérego sekwencje sa komplementarne do jednej z nici SiRNA (3).

4.3.1. Biatka zaangazowane w tworzenie siRNA

W przypadku roslin dazy sie do scharakteryzowania biatek inicjacji PTGS, tj.
przeksztatcajgcych dwuniciowe RNA do czagsteczek siRNA, na podstawie homologii
do enzymatycznego biatka Dicer, ktore zostato zidentyfikowane u Drosophila mela-
nogaster (14). Dimer tego biatka jest odpowiedzialny za ciecie dwuniciowego RNA.
Grupa enzymoéw Dicer jest ewolucyjnie konserwatywna (3), jednak biatka Dicer u ros-
lin nie oczyszczono i nie scharakteryzowano (5). Biatka tego typu pochodzace z r6z-
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nych organizmow: Ceanorhabditis elegans, D. melanogaster, Neurospora crassa i Homo
sapiens, rozpoznaja dwuniciowe RNA i tng go na fragmenty, czyli siRNA (3). W anali-
zach komputerowych wskazano sze$¢ roslinnych cztonkéw rodziny gendw Dicer
(14). Cztery z nich: DCLI, DCL2, DCL3, DCL4 (Dicer-likel itd.) pochodzg z A. thaliana;
dwa za$ z Oryza saliva: gil8087887 i gi20804934. Wyizolowano rézne mutanty, jak
sie pbdzniej okazato pojedynczego genu A. thaliana: SINI/SUSI/CAF (Short Integu-
mentsl/Suspensorl/Carpel Factory), ktérych nazwy przemianowano na jedng DCLI.
Odpowiada on sekwencji kodujacej podobnej do grupy genéw Dicer u D. melanoga-
ster i C. elegans (14). W systemie in vitro ekstraktow zarodkowych pszenicy, stwier-
dzono ATP-zalezng aktywnos¢ enzymu typu Dicer (8). Wiekszos¢ przewidywanych
czlonkow roslinnej rodziny biatek Dicer posiada dwie konserwatywne domeny: do-
mene DUF283 o nieznanej funkcji i domene PAZ (Piwi/Argonaute/Zwille). Struktura
domenowa roslinnych biatek spokrewnionych z Dicer Drosophila wyglada nastepu-
jaco: N-koricowy motyw RNA helikazy C - domena DUF283 - domena PAZ - dwa
motywy rybonukleazy Ill - przynajmniej jedna domena wigzania dwuniciowego RNA
na koncu C biatka (14). Produkt DCLI najprawdopodobniegj jest biatkiem jgdrowym,
gdyz przewiduje sie, ze DCLI i DCL4 posiadajg sygnat lokalizacji jadrowej NLS (Nuc-
lear Localization Signal) (14). Pomimo podobienstw w strukturze domen biatka DCLI
i biatek pokrewnych Dicerowi, dwuczesciowy NLS i obecnos¢ N-koncowej domeny
z duzg liczbg reszt aminokwasowych, obdarzonych tadunkiem oraz drugiej domeny
wigzacej dsRNA na C koncu, wyrdzniajg - 1909 aminokwasowe - biatko DCLI
w nadmienionym schemacie budowy biatek Dicer (14). Wspomniano w rozdz. 2.1,
ze istniejg dwie klasy siRNA, roznigce sie miedzy sobg. Rézna budowa domenowa
biatek rodziny Dicer u roslin moze by¢ skorelowana ze sposobem tworzenia tych
dwoceh klas siRNA. Sugerowatoby to, ze wyjsciowo obie klasy siRNA moglyby byc
produktami réznych enzymow typu Dicer (8).

4.3.2. Degradacja docelowego mRNA

W etapie efektorowym PTGS powstaty siRNA zostaje wigczony do kompleksu
RISC (RNA - Induced Silencing Complex) (3). Odpowiada on zaréwno u roslin jak
i u zwierzgt za odnalezienie i ciecie docelowego mRNA (3,8). U roslin kompleks RISC
nie zostat jednak jeszcze oczyszczony, chociaz czasteczki siRNA sg u roslin obecne
(5). Eksperymentalnie wykazano, ze u zwierzat kompleks RISC tworzy sie sponta-
nicznie w ekstrakcie cytoplazmatycznym z komoérek HelLa po dodaniu 21-nukleoty-
dowych siRNA, a takze antysensowych jednoniciowych RNA o diugosci 19-29 nukle-
otydow (27). RISC z przytaczonym siRNA zostaje zaktywowany przez ATP, w wyniku
czego dochodzi do rozplecenia dwuniciowego RNA (27). Aktywny RISC wykorzystu-
je jednoniciowy siRNA jako sonde (guide RNA) do identyfikacji komplementarnego
mRNA (4). Po wzajemnym rozpoznaniu dochodzi do degradacji mRNA, a tym samym
do zniszczenia transkryptu (27). Stwierdzono, ze w lizatach komoérek zarodkowych
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D. melanogaster, miejsce ciecia czgsteczek mRNA polozone Jest w srodku regionu hy-
brydyzujgcego z siRNA (27).

W najnowszych badaniach dotyczgcych udziatlu endogennych czgsteczek miRNA
w rozwoju roslin pokazano, ze odgrywaja one znaczaca role w degradacji transkryp-
tow mRNA (13). Wydaje sie, ze czasteczki miRNA przyczyniaja sie do niej znacznie
powszechniej u roslin anizeli u zwierzat (13). W ekstraktach zarodkowych pszenicy
postuluje sie obecnos¢ endogennego RISC, zawierajacego miRNA, ktéry kieruje cie-
ciem wprowadzonego mRNA z A. thaliana (8). Zaskakujaca obecnos¢ czasteczek miRNA
w kompleksie RISC potwierdzajg ostatnie odkrycia, ktore zacierajg roznice miedzy
miRNA a siRNA (4,8).

4.4. Rozprzestrzenianie sie wyciszenia u roslin

Efekt wyciszenia u roslin zaprezentowano na rysunku 2. Widoczny na nim sche-
mat obrazuje rosline transgeniczng, ktéra posiada gen warunkujacy produkcje
biatka zielonej fluorescencji GFP (Green Fluorescent Protein (3,15,28)). Po lokalnej
transformaciji rosliny induktorem wyciszenia genu GFP, dochodzito do stopniowego
spadku fluorescencji GFP w Swietle UV i pojawienia sie czerwonej autofluorescencji
chlorofilu, maskowanej uprzednio przez fluorescencje GFP. Warto zauwazy¢, ze wy-
ciszanie transgenu GFP rozprzestrzenia sie systemicznie w roslinie. Efekt wycisza-
nia przemieszcza sie w lisciu wigzkami przewodzgcymi sugerujgc, ze system naczy-
niowy rosliny odgrywa role traktu dla sygnatu wyciszenia (15). Nieznana Jest natura
tego sygnatu, cho¢ dobrym kandydatem sg. Jak sie wydaje, czasteczki siRNA (3),
a doktadniej, tzw. dlugie siRNA (/ong-siRNA) (18). Powstawanie i rozprzestrzenianie

Rys. 2. Przemieszczanie sie sygnatu wyciszania w roslinie. A - roslina transgeniczna, u ktérej do-
chodzi do ekspresji genu kodujacego biatko GFP, poddana agroinfiltracji transgenem stuzacym do wyci-
szenia genu GFP. B - w Swietle UV widoczna jest zielona fluorescencja biatka GFP catego liscia. C - sy-
gnat wyciszenia przemieszcza sie w lisciu wigzkami przewodzacymi. W wyniku wyciszenia GFP, pojawia
sie czerwona autofluorescencja chlorofilu (ciemniejsze pola licia). Opracowano na podstawie (3,15).
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sie sygnatu wyciszenia utrzymuje sie przez cate zycie rosliny, nawet wtedy gdy tkan-
ki zawierajgce inicjator wyciszania zostang usuniete (15). Komoérki, w ktorych do-
chodzi do inicjacji zjawiska nie sg zatem jedynym zrodiem sygnalu. Poniewaz prze-
mieszcza sie on w roslinie, musi istnie¢ system amplifikujgcy RNA, wywotujacy i u-
trzymujacy wyciszenie (15).

Wiadomo, ze u A. thaliana etap amplifikacji wymagany jest do wydajnego wyci-
szania transgenu (3). Bierze w nim udzial homolog pomidorowej RdRp (kodowany
u A. thaliana przez gen SDE1/SGS2 {silencing defective/supressor ofgene silencing)) (3,4).
Biatko to jest niezbedne do zainicjowania potranskrypcyjnego wyciszania przez
transgeny typu sens (4,23). jest ono natomiast catkowicie zbedne do indukcji po-
transkrypcyjnego wyciszania gendéw zachodzacego dzieki ekspresji odwréconych
powtdrzen, tworzacych dwuniciowe RNA (23). Stwierdzono takze, ze polimeraza
RNA nie jest potrzebna w wyciszaniu indukowanym przez wirusy RNA, czyli w odpo-
wiedzi typu VIGS u A. thaliana (7,23). Wynika to najprawdopodobniej z faktu, ze wi-
rusowe replikazy mogg zastepowaé roslinne RdRp w procesie tworzenia dwunicio-
wych wirusowych czgsteczek RNA (3).

4.5. Lokalizacja PTGS i procesy zwigzane z potranskrypcyjnym wyciszaniem

Wiele dowodéw wskazuje na cytoplazmatyczng lokalizacje podstawowej drogi
potranskrypcyjnego wyciszania genéw (rozumiemy przez to tworzenie siRNA i de-
gradacje docelowego mRNA). U wiruséw RNA, replikujgcych wytacznie w cytopla-
zmie, dochodzi do zahamowania akumulacji RNA w wyniku degradacji dwunicio-
wych intermediatow replikacji. Wyciszanie RNA dotyczy raczej dojrzatych czaste-
czek mRNA, znajdujgcych sie w cytoplazmie niz prekursorowych mRNA (4,7,17).
W eksperymentach typu nuclear run-off wykazano, ze w przypadku PTGS powstajg
dojrzate kopie transkryptow, a ich poziom w jgdrze jest poréwnywalny z tym, jaki
wystepuje w tkankach nie wyciszanych. Sg one jednak szybko degradowane w cyto-
plazmie i nie dochodzi do ich akumulacji (16).

Proces PTGS skorelowany jest z metylacjami sekwencji kodujgcych. Po pierwsze,
metylacje sekwencji kodujgcych mogg powodowac powstawanie nieprawidtowych
RNA, ktére przeksztatcane do dwuniciowych RNA przez RdRp, indukujg PTGS (3,4,29).
W tym przypadku wyciszenie pojawia sie na poziomie potranskrypcyjnym (3). Po
drugie, metylacje moga wynika¢ z procesu potranskrypcyjnego wyciszania genow
(5). Czesto bowiem metylacje towarzyszg fazie rozprzestrzeniania i utrzymywania
wyciszania RNA u roslin. Stwierdzono to u transgenicznych A. thaliana i N. bentha-
miana zawierajacych zintegrowany z genomem gen GFP, do ktérych wprowadzono
wektory wirusowe niosace tylko czesci sekwencji tego transgenu. Te ostatnie indu-
kowaty metylacje DNA (5). W tym przypadku rozprzestrzenianie sie wyciszania GFP
uzaleznione byto od transkrypcji jego genu i aktywnosci RdRp. Polimeraza syntety-
zowata dwuniciowe czgsteczki RNA na matrycy mRNA transgenu (5). Co interesujgce
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jednak, wyciszanie endogennych mRNA matej podjednostki Rubisco (ribulose-I,5-bi-
sphosphate carboxylase/oxygenase) i desaturazy fitoenowej PDS (phytoene desaturase)
nie byto zwigzane z metylacjg DNA (5). Jej brak mégtby wynika¢ z niemoznos$ci po-
wstawania wtérnych siRNA, ktore generowalyby wymienione metylacje. Poniewaz
dwuniciowe RNA moga by¢ tworzone z udzialem RdRp mozliwe, ze endogenne
mRNA PDS i matej podjednostki Rubisco asocjujg na przyktad z biatkami bloku-
jacymi aktywnosc¢ tego enzymu (5). Sugeruje sie zatem, ze endogenne RNA Rubisco
i PDS nie sg matrycami dla domniemanej RdRp, SDE1/SGS2 (5). Istniejg zatem i takie
przyktady potranskrypcyjnego wyciszania RNA transgenu, ktéremu nie towarzyszy
metylacja DNA (5).

Wyciszanie to proces, ktéry nie wyewoluowat jako mechanizm regulacji ekspre-
sji transgendw (22). jest to naturalny proces majacy za zadanie chroni¢ rosline
przed: sekwencjami ,pasozytniczymi” takimi, jak elementy pochodzace od wiruséw
(5), elementy transpozycyjne (TE - Transposable Elements) (2), a takze sekwencje po-
wtérzone oraz nieprawidiowe RNA (7,16,17,22).

4.6. Potranskrypcyjne wyciszanie genéw, a rozwdj rosliny

Niektore biatka zaangazowane w proces wyciszania potranskrypcyjnego ge-
néw odgrywaja, jak sie wydaje, znaczaca role w rozwoju roslin. Stwierdzajg to
m.in. badania mutantéw A. thaliana posiadajacych uszkodzenia w genach kodu-
jacych biatka zaangazowane w PTGS: m.in. biatka rodziny Dicer, a takze rodziny Ar-
gonaute (13,14). Produkty genéw kodujacych biatka z rodziny Dicer wykazujg sze-
reg funkcji regulatorowych, a mutacje w tychze genach sg plejotropowe (14). Tak
tez produkt genu EMB76 (embryo defective 76), zmapowanego na chromosomie !
i nazwanego wczesniej SUSI, a obecnie DCLI petni podstawowg role we wzroscie
i rozwoju rosliny, a zarodki tego mutanta nie rozwijaja sie. Recesywne mutacje ho-
mozygotyczne genu SINI powodujg brak wzrostu ostonek zalgzka i wyksztatcenie
nienormalnych zalgzkéw (stgd SINI to short integuments /). Ros$liny - mutanty
tego genu kwitng pdézniej i rozwijaja wiecej rozetowych lisci anizeli rosliny typu
dzikiego. Zaréwno mutanty SUSI, jak i SINI powstaly w wyniku mutacji punkto-
wych w locus DCL I, w obrebie odpowiednio egzondw pigtego, trzeciego i czwarte-
go domeny RNA helikazy DCLI (14). Mutanty caf-l z kolei powstaty w wyniku mu-
tacji w egzonie dziewietnastym drugiej domeny wigzania dwuniciowego RNA
w DCLI (14). Posiadajg one niezréznicowany centralny region merystemu kwiato-
wego, a dwa owocolistki (carpels) nie tgcza sie u nich, aby utworzy¢ kompletny
stupek (14). Wnioskuje sie, ze biatko DCLI petni wazna role w rozwoju zarodko-
wym, w sygnalizacji przemiany rozwojowej merystemu wegetatywnego w kwiato-
wy, w prawidlowym rozwoju zalgzka (14). Do wspomnianej rodziny biatek Argo-
naute nalezy produkt biatkowy genu AGOI (13). Wplywa on na prawidtowe funk-
cjonowanie komoérek todygi i formowanie organéw u A. thaliana (13). Mutanty
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Ago-1, ktére wykazujg zaburzenia w potranskrypcyjnym wyciszaniu genéw (13),
posiadajg takze defekty w rozwoju lisci (7).

5. Transkrypcyjne wyciszanie gendw

5.1. Metylacja DNA

jednym ze sposobéw regulacji ekspresji genéw jest metylacja DNA, powodujgca
represje ich aktywnosci. Modyfikacje tego typu, ktére mimo zmian w DNA nie po-
wodujg zmian w odczycie kodu genetycznego nazywane sg modyfikacjami epigene-
tycznymi (30). W ich wyniku osiggana jest tkankowospecyficzna ekspresja genow
u wielokomérkowych organizméw, jak réwniez dochodzi do inaktywacji ,,0bcego
DNA” takiego, jak: transpozony i transgeny (30). W wyniku metylacji DNA dochodzi
do przeksztalcania reszt cytozyn w 5-metylocytozyny (5-MeC) przy udziale specy-
ficznych metylotransferaz DNA (31). U roslin nawet do 30% wszystkich cytozyn w ge-
nomie jest metylowanych, a dotyczy to cytozyn w sekwencji 5’-CNG-3' (31). W przy-
padku gdy metylacja obejmuje sekwencje promotorowa, nie dochodzi do ekspres;ji
genu pod kontrolg takiego promotora. Taki proces nazywamy transkrypcyjnym wy-
ciszaniem genéw (TGS). Nie oznacza to wcale, ze sama metylacja hamuje transkryp-
cje, lecz moze ona towarzyszy¢ innym zmianom struktury chromatyny, ktére tacznie
indukujg wyciszanie (22). Zwigzek miedzy zmetylowanym DNA a komponentami
chromatyny widoczny jest na przykifadzie biatka MeCP2 (methyl-CpG-binding-protein)
(30). Biatko to oddziatuje sie ze zmetylowanym DNA i deacetylazami histonowymi
(22,30). Te ostatnie odpowiedzialne sg za represje transkrypcji. W wyniku ich
dziatania zmniejsza sie stopien acetylacji histonéw przez co struktura chromatyny
w metylowanych rejonach chromosomowego DNA staje sie bardziej upakowana.
Utrudnia to przytaczenie sie czynnikoéw transkrypcyjnych (30,31). W ten spos6b do-
chodzi do powigzania metylacji i hamowania transkrypcji (22). O tym jak wazng role
odgrywa metylacja DNA w zyciu roslin swiadczy fakt, ze gdy zmniejszy sie jej po-
ziom (na przyktad przez blokowanie syntezy metylotransferaz) rosliny wykazujg
wowczas zaburzenia fenotypowe i rozwojowe (32).

5.2. Kierowana przez RNA metylacja DNA u roslin

Wzér metylacji moze by¢ przekazywany z pokolenia na pokolenie po replikacji
(33). W tym przypadku ni¢ rodzicielska DNA stuzy jako matryca do symetrycznej me-
tylacji nici nowo syntetyzowanej. U roslin dochodzi takze do metylacji de novo DNA
(30,31,33). W jaki sposob? W jednej z mozliwosci zaktada sie oddziatywanie
DNA-DNA (34,35). W tym przypadku dochodzi do oddziatywania ze sobg dwoéch
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transgenéw lub transgenu i genu endogennego, majgcych homologiczne promoto-
ry, co prowadzi ostatecznie do metylacji obu promotoréw (22). Moga tez istnie¢ od-
dziatywania typu RNA-DNA (22,34-36). Wiadomo, ze metylacje DNA moga wywo-
tywaé dwuniciowe czasteczki RNA (34,35). Istniejg doniesienia, w ktdrych méwi sie,
ze dwuniciowy RNA, powstaly z transkrypcji odwréconych powtdrzen (IR-PTGS) za-
wierajacych sekwencje promotorowe, moze inicjowa¢ metylacje in trans sekwenciji
promotorowych DNA u tytoniu (22,35). Ten typ modyfikacji, w ktérym w metylacji
DNA uczestniczy RNA nazywany jest RdDm (RNA - directed DNA methylation). Mogg
tu by¢ zaangazowane diuzsze dwuniciowe RNA lub siRNA (3,5,34,35). W zaleznosci
od tego do jakich sekwencji dwuniciowy RNA jest homologiczny, r6zne moga byé
efekty metylacji. W przypadku, gdy homologia dotyczy sekwencji kodujacej, do me-
tylacji dochodzi w obrebie tejze sekwencji i moze to prowadzi¢ do PTGS. Wéwczas
gdy metylacji ulegaja sekwencje promotorowe, w wyniku homologii do nich dwuni-
ciowego RNA, dochodzi do transkrypcyjnego wyciszania genéw (3,22,35).
Pierwsze dane pokazujace, ze RNA moze wywolywac¢ de novo metylacje genomo-
wego DNA u ro$lin pochodzg z 1994 r. Wowczas Michael Wassenegger pokazat kie-
rowang przez RNA metylacje DNA w eksperymentach prowadzonych na Nicotiana ta-
bacum. W swoich badaniach wykorzystat on wiroida PSTVd {potato spindle tuber viroid),
ktérego genom (liczacy 359 nukleotydéw) jako pojedyncze lub wielokrotne jednost-
ki cDNA wprowadzit do N. tabacum. Warto tu podkresli¢, ze replikacja wiroida zacho-
dzi wjadrze komoérkowym. Za posrednictwem Agro/jacfer/lum doszto do integracji se-
kwencji wiroida z genomem rosliny (zawarty w nich T-DNA odpowiedzialny byt za in-
tegracje kopii cDNA). Z wprowadzonych w ten sposéb cDNA dochodzito do tran-
skrypcji wiroidowego RNA. W przypadku roslin, w ktérych transkrypty wiroidowych
kopii cDNA umozliwiaty zajscie autonomicznej replikacji RNA-RNA wiroida (wynikato
to z konstrukcji kopii cDNA wiroida), obserwowano metylacje (36). Procesowi temu
ulegaty tylko sekwencje cDNA wiroida (zawarte w genomowym DNA), nie za$ se-
kwencje pochodzace z oskrzydlajacych rejondw T-DNA. Analiza szesciu réznych ros-
linnych genéw pokazata brak jakichkolwiek oznak metylacji bedacej wynikiem repli-
kacji wiroida (36). W przypadku roslin, u ktérych nie dochodzito do replikacji wiro-
ida (wynikato to z wkasciwosci zastosowanych konstruktéw wprowadzonych do ros-
lin) brak byto metylacji cDNA. Dochodzito jednak do niej po mechanicznej inokulaciji
takich roslin wiroidem PSTVd (nastepowata wéwczas autonomiczna replikacja wpro-
wadzonego wiroida) (36). W dalszych badaniach wykazano, ze metylacja sekwencji
DNA, w ktérej posredniczy homologiczny do niej RNA, odgrywa duza role w tran-
skrypcyjnym wyciszaniu u roslin (34), odbywajacym sie w jadrze komérkowym.
W doswiadczeniach M. F. Mette pokazano, ze duza role w transkrypcyjnym wycisza-
niu gendw odgrywajg dwuniciowe czasteczki RNA o sekwencji homologicznej do se-
kwencji promotora danego genu (34). W przeprowadzonych eksperymentach badano
forme, jakg musi posiada¢ transkrypt, aby doszio do metylacji homologicznej se-
kwencji promotora i inaktywacji genu. Docelowym promotorem, ktory miat by¢ wyci-
szany byt promotor syntazy nopalin (NOSpro - nopaline synthase promoter), ktory zo-
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NOSpro

NOSpro

Rys. 3. Przykladowe konstrukcje transgendw stuzacych do wyciszania transkrypcyjnego promotora
syntezy nopalin (NOSpro) znajdujacego si¢ w transgenicznej roslinie. Sekwencje promotora NOSpro
znajduja sie pod promotorem 35S CaMV. A - transgen, ktérego ekspresja prowadzi do powstania sens
RNA. B - transgen typu antysens. C - transgen ztozony z dwoéch odwréconych powtérzen potaczo-
nych sekwencja tacznikowa, prowadzacy do powstania RNA o strukturze spinki do wtoséw. Opracowano
na podstawie (34).

Stat wprowadzony do Nicotiana tahacum. Pod promotor ten wprowadzono gen; NPTII
(neomycin phosphotransferase Il) warunkujgcy opornos¢ na kanamycyne. Nastepnie ros-
liny powtdrnie transformowano, wprowadzajgc rézne konstrukty, zawierajgce se-
kwencje promotora syntezy nopalin NOSpro pod promotorem 35S CaMV (35S cauli-
flower mosaic virus) (rys. 3). W kolejnym etapie sprawdzono, czy dochodzi do metyla-
cji i wyciszania homologicznej sekwencji promotora NOSpro in trans wystepujacej
w genomowym DNA. Termin in trans oznacza, ze dany gen wpltywa na inny gen znaj-
dujacy sie w innej czasteczce DNA (31). Wylgczenie docelowego promotora in trans
wigzato sie z pozbawieniem rosliny (siewek) opornosci na antybiotyk. Dochodzito do
tego wytgcznie po wprowadzeniu do rosliny konstruktu, ktérego ekspresja prowa-
dzita do powstawania RNA o strukturze spinki do wtoséw, zawierajgcej sekwencje
sens i antysens NOSpro. Wywotywato to metylacje de novo promotora NOSpro i inak-
tywacje genu NPTII (34,35). Stwierdzono, ze dwuniciowy RNA zawierajacy sekwencje
promotora NOSpro degradowany byt do krétkich 23-nukleotydowych matych RNA,
podobnych do tych, ktére sq zaangazowane w PTGS (34). Co ciekawe ich dtugos¢, 23
nukleotydy, jest zblizona do minimalnej dtugosci docelowego DNA - okoto 30 pz,
ktory moze by¢ metylowany w procesie RdDm (34). By¢ moze powstajace mate RNA
kierujg (guide) metylotranferazy do homologicznych sekwencji w DNA. Pelnityby za-
tem podobna role jak siRNA w PTGS, ktore kierujg kompleks nukleolityczny RISC do
docelowej sekwencji mMRNA, majacej ulec degradacji (34).
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Chociaz rola dwuniciowego RNA w kierowaniu metylacja homologicznego DNA
zostata pokazana u roslin, molekularna maszyneria w to zaangazowana nie zostata
jeszcze w petni poznana (4). Poniewaz PTGS, jak i w pewnych przypadkach TGS, in-
dukowane sg przez dwuniciowe czasteczki RNA, to w oba te procesy zaangazowane
sg najprawdopodobniej wspdlne elementy, na przyktad biorgce udziat w cieciu dwu-
niciowego RNA (35). Wiadomo takze, ze RdDm wystepuje w przypadku transgenow,
w ktérych mediatorem jest homologiczny RNA wiruséw replikujgcych w cytopla-
zmie. Oznacza to, ze wirusowy RNA powstaty w cytoplazmie moze przejsé do jadra
i tam indukowa¢ metylacje sekwencji homologicznych (34). jest to o tyle intere-
sujgce, ze w trakcie PTGS (proces cytoplazmatyczny) moze dochodzi¢ do metylacji
DNA (w jadrze) (4,5). Mediatorem w tym przypadku takze jest najprawdopodobniej
dwLiniciowy RNA. Tym samym czgsteczka ta moze tgczy¢ oba procesy wyciszania ge-
néw.

5.3. Rola transkrypcyjnego wyciszania genéw

Wiadomo, ze kolejne etapy wyciszania transkrypcyjnego odbywajg sie w jadrze
komorkowym (22). Istotng ceche tego typu wyciszania stanowi metylacja DNA w ob-
rebie sekwencji promotorowych. Posrednicza w niej dwuniciowe czgsteczki RNA
(22). Poniewaz w rejonach 5 i 3' ograniczajgcych sekwencje kodujgce DNA czesto
znajdowane sg elementy transpozycyjne, metylacje sekwencji promotorowych mogg
stanowi¢ mechanizm obronny rosliny przed tymi inwazyjnymi elementami (21,22).
Podobnie roslinne retroelementy stanowigce zrédio czgsteczek RNA (2) o ztozonych
strukturach ll-rzedowych, moga by¢ wyciszane w ramach samoobrony rosliny przez
dwLiniciowy RNA wzbudzajgcy metylacje DNA (22). Pokazujg to badania prowadzone
nad retrotranspozonem Ttol u A. thaliana. Proces metylacji towarzyszy wyciszaniu
Ttol, ajego demetylacja u mutanta ddml wykazujgcego niski poziom metylacji, re-
aktywuje transkrypcje Ttol (2). Sugeruje sie réwniez, ze transkrypcyjne wyciszanie
genow to obrona przed roslinnymi retrowirusami i pararetrowirusami, ktérych cykl
zyciowy obejmuje stadium DNA integrujgcego do genomu gospodarza (2).

W wielu systemach roslinnych transpozony obecne w heterochromatynie sg nie-
aktywne transkrypcyjnie (2,3). Stwierdzono jednak, ze inaktywacja dotyczy takze ele-
mentéw transpozycyjnych w euchromatynie (2). W drodze transkrypcji powstajg z nich
wzbudzajgce metylacje dwuniciowe czgsteczki RNA o strukturze spinki do wioséw
(2). Poniewaz metylacje przyczyniajg sie do wzrostu upakowania chromatyny, tran-
skrypcyjne wyciszanie gendéw mogtoby stabilizowa¢ genomy, zabezpieczac je przed
transpozycjg i potencjalnymi rekombinacjami (3). Znaczenie metylacji DNA w TGS
u roslin, jak sie wydaje, jest dwojakie. Po pierwsze, jest to mechanizm obronny,
chroniacy rosline przed obcym DNA zdolnym do ekspresji. Wytaczenie obcego genu
moze nastgpi¢ m.in. w wyniku metylacji jego promotora. Po drugie, poprzez metyla-
cje mozliwa jest tkankowospecyficzna regulacja aktywnosci endogennych gendw.
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6. Rola miRNA w regulacji ekspresji genéw

Wspomniano, ze znaczacg role w PTGS odgrywajg siRNA, ktore Jako wyznaczniki
specyficznosci pozwalajg na odnalezienie komplementarnej sekwencji mRNA i jego
degradacje przez zaktywowany kompleks RISC (8). Réwniez klasa miRNA bierze
udziat w regulacji ekspresji genéw. U zwierzat do klasy tej zaliczane sg krétkie tym-
czasowe RNA - stRNA (short temporal RNAs) (4). U C. elegans sg one podstawowym
elementem regulacji poszczeg6lnych etapéw rozwoju larwalnego (20). U roslin
w produkcje miRNA zaangazowany jest homolog biatka Dicer (DCLI u A. thaliana)
(13,14). W przypadku uszkodzenia genu DCLI (mutanty caf-l) nie dochodzi do aku-
mulacji miRNA (13). Powoduje to szereg zmian w funkcjonowaniu rosliny (opis
wplywu tych mutacji zamieszczony jest w rozdz. 5.6), wskazujgcych na istotng role
czasteczek miRNA w rozwoju roslin. MiRNA dziatajg przede wszystkim na etapie
translacji hamujac jej zachodzenie (14), a w mniejszym stopniu przyczyniajg sie do
degradacji transkryptow (13). U A. thaliana niektére zidentyfikowane miRNA sg kom-
plementarne do réznych endogennych genéw (13). Duzg czes¢ prekursordw miRNA
zidentyfikowano takze u ryzu, a powstawanie niektorych miRNA zalezne jest od ak-
tywnosci DCLI (13). Sadzi sie, ze w proces powstawania miRNA zaangazowane sg te
same biatka (na przyktad roslinne homologi enzymu Dicer), ktére biorg udziat w two-
rzeniu siRNA (8). W zaleznosci od stopnia identycznosci sekwencji miRNA z doce-
lowa dla niej czasteczka mRNA, losy tej ostatniej moga by¢ ré6zne. Wéwczas gdy se-
kwencje nie sg w petni do siebie komplementarne, moze dochodzi¢ do zablokowa-
nia translacji docelowego transkryptu (3). Natomiast, gdy miRNA posiada w petni
komplementarng sekwencje do docelowego RNA, dochodzi do degradacji mRNA,
podobnie jak w przypadku PTCS. jednakze tak jak wspomniano, siRNA tworzone sg
przede wszystkim w reakcjach obronnych, za§ miRNA powstajg w wyniku ekspresji
endogennych gendw. Roslinne miRNA wykazujg znacznie wiekszg komplementar-
nos¢ do komorkowych mRNA niz ich odpowiedniki zwierzece (8). Warto jednak pa-
mietaé, ze wiekszos¢ roslinnych i zwierzecych miRNA nie paruje sie z sekwencjami
mRNA, ulegajgcymi translacji lub strukturalnymi RNA (8). Ich rola pozostaje niezna-
na (4).

7. Podsumowanie

Niewatpliwie ostatnie odkrycia dotyczace roli matych RNA w regulacji ekspresji
genéw stanowig wielki krok naprzéd w zrozumieniu funkcjonowania organizméw.
Poznanie proceséw, w ktére sa one zaangazowane umozliwi zapewne skuteczniej-
sza walke z wirusami roslinnymi, umozliwi z pewnoscig takze otrzymywanie no-
wych odmian roslin, ktére poprzez wyciszanie okreslonych gendéw bedag posiadac
pozadane biotechnologicznie cechy. Z wykorzystaniem wyciszania RNA w biotech-
nologii wigze sie wiele aspektéw poznawczych. Wyciszanie RNA pozwala przepro-
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wadzi¢ systematyczne analizy funkcji poszczegoélnych gendw, jak i calych rodzin
wielogenowych (15), warunkowac bedzie poznanie i potencjalng koordynacje roz-
woju roslin. Uzyteczng wiasciwoscig mechanizmu wyciszania jest brak koniecznosci
kompletnej identycznosci sekwencji dwuniciowego RNA inicjujacego wyciszanie
i docelowego RNA (15). Nawet przy 5 lub 10% niesparowania w czgsteczkach wyci-
szanie nadal zachodzi efektywnie. W niedlugim czasie zapewne wyciszanie RNA be-
dzie stosowane w systematycznej analizie genéw kilku organizmow (15).

Opracowanie powstatlo w ramach realizacji projektu badawczego finansowanego przez KBN -
PBZ-KBN-040/P04/2001(PBZ/KBN/040/P04/24).
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