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Promoters of Higher Plant Mitochondrial Genes
Summary

Mitochondrial genetic system, comprising genome, transcription and trans-
lation processes play essential role in the function of mitochondria and thus for
the survival of plants. The pathway from the genetic information encoded in the
DNA to the functional protein leads through a very diverse RNA world. In this ar-
ticle, the current results obtained in the examination of plant mitochondrial
transcription are described. Recent developments in the characterisation of
promoter structure are presented.
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1. Wprowadzenie

Genom mitochondrialny facznie z procesami transkrypcji
i translacji, czyli system genetyczny mitochondriow roslin wyz-
szych odgrywa istotna role w funkcjonowaniu mitochondriéw,
a w rezultacie réwniez catej rosliny. Jest on Scisle powigzany
z genomem jadrowym i genomem plastydowym. Mitochondrial-
ne transkrypty powstate przy udziale kodowanej przez jadro po-
limerazy RNA podlegajg ztozonym procesom dojrzewania, w Kto-
rych zaangazowane sg rowniez czynniki biatkowe pochodzgce
z cytoplazmy. Czynniki biatkowe pochodzenia cytoplazmatycz-
nego uczestniczg takze w procesie mitochondrialnej translacji.
Budowa genomu mitochondrialnego wskazuje na pochodzenie
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tych organelli od prokariotycznego przodka, pomimo ze w wyniku przebiegu proce-
su ewolucji mamy obecnie do czynienia z duzym zréznicowaniem wielkosci geno-
mow mitochondrialnych, szczeg6lnie u roslin wyzszych, oraz ze znacznym uzalez-
nieniem ekspresji genéw mitochondrialnych od informacji genetycznej zawartej
w jadrze. Prokariotyczne cechy tego genomu dotycza zaréwno sekwencji genow,
jak i niektérych aspektow ich ekspresji obejmujacych transkrypcje oraz translacje.

Stosunkowo niewielka czes¢ informacji genetycznej, ktéra zachowala sie w ge-
nomie mitochondrialnym wystarcza do realizacji wszystkich fizjologicznych i bio-
chemicznych funkcji komorki. Mitochondrialny DNA wszystkich komérek eukario-
tycznych koduje geny odpowiedzialne za podstawowe funkcje mitochondrialne. Sa
to zaréwno geny bialek zaangazowanych w metabolizm mitochondrialny, jak row-
niez geny rRNA, bedace sktadnikami mitorybosoméw.

W ostatnich latach osiggnieto duzy postep w wyjasnieniu budowy mitochon-
drialnego genomu ros$lin wyzszych dzieki poznaniu petnej sekwencji 3 genomow.
Na podstawie danych uzyskanych z poznania sekwencji genomu Marchantia polymor-
pha (187 kpz) [1], Arabidopsis thaliana (367 kpz) [21 i Beta vulgaris (369 kpz) [3], uwa-
za sig, ze genom mitochondrialny roslin koduje okoto 50-60 gendw, oraz ze rejony
kodujace stanowig tylko 10% tych genomoéw. Okazato sie rdwniez, ze porad potowa
sekwencji mitochondrialnego DNA nie ma dotychczas zidentyfikowanej funkcji, gdyz
duza czes¢ sekwencji genomu mitochondrialnego roslin stanowig prawdopodobnie
nie majgce znaczenia funkcjonalnego ORF, introny i sekwencje powtdrzone, odpo-
wiedzialne za fizyczng organizacje genomu mitochondrialnego oraz sekwencje im-
portowane z plastydow i jadra.

2. Transkrypcja genomu mitochondrialnego roslin wyzszych

Makaroff i Palmer [4] badajac transkrypcje mitochondrialnych genomoéw Brassica-
ceoe i Cucurhitaceae oszacowali, ze frakcja stabilnych transkryptoéw odpowiada okoto
1/3 genomu. Wskazywaloby to, ze pozostate sekwencje nie niosg istotnej informacji
genetycznej ulegajacej ekspresji. Wiadomo, ze na powstanie puli stabilnych trans-
kryptow wptywa zaréwno aktywno$¢ procesu transkrypcji, jak i réznorodno$¢ pro-
ceséw dojrzewania i degradacji. W przypadku mitochondriéw roslinnych procesy te
moga by¢ odpowiedzialne za obserwowang réznorodnos¢ RNA. Na tej podstawie
uwaza sie, ze podstawowym elementem regulacji ekspresji genetycznej w mito-
chondriach roslinnych jest metabolizm RNA.

Wiekszosé sekwencji kodujagcych w mitochondrialnym genomie roélin jest od-
dzielona rejonami niekodujacymi, czesto o dtugosci kilkuset tysiecy pz [5]. Wskazu-
je to, ze duza cze$¢ informacji genetycznej ulega ekspresji w postaci monocistrono-
wych transkryptow. U wiekszosci roslin dotyczy to miedzy innymi gendéw podjed-
nostki 6 ATPazy (atp6), podjednostki 9 ATPazy (atp9), 3 podjednostek oksydazy cy-
tochromowej (coxl, coxll i coxlll). Inne geny, np. geny rRNA 18S i 5S (rrnU i rrnS) |6],
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czy geny podjednostki 3 kompleksu | oraz biatka matej podjednostki rybosoméw
(nad3-rps\2) [7], sa zlokalizowane w poblizu i tworzg wspdlne jednostki transkryp-
cyjne. Stwierdzono, ze sekwencje gendéw kotranskrybowanych wykazuja w budowie
bardzo zachowawczy charakter. Okazato sie takze, ze u A. thaliana w sktad zgrupo-
wan genéw obejmujacych dwie lub wiecej otwartych ramek odczytu, w ktdrych se-
kwencje intergenowe posiadajg dtugo$é do 3 kpz, wchodzi okoto 40 genéw. Sugeruje
to, ze wiekszo$¢ mitochondrialnych genéw A. thaliana jest transkrybowana jako
tzw. jednostki transkrypcyjne [8]. Podobne zgrupowania gendw obserwuje sie w mi-
tochondrialnym genomie B. vulgaris, pomimo Ze organizacja genéw w tym genomie
rozni sie od A. thaliana.

Konsekwencjg takiej organizacji gendw jest czesto fakt, ze obraz transkrypcji
jest trudny do interpretacji. Okazato sie jednak, ze ztozony obraz transkrypcji uzy-
skuje sie takze dla niektorych pojedynczych gendw, np. gendw atp9 i cox\\ kukury-
dzy [9,10]. W tym przypadku wynika to stad, ze dla kazdego z tych genéw zidentyfi-
kowano kilka promotoréw. W przeciwienstwie do mitochondriéw kregowcow, gdzie
inicjacja transkrypcji zachodzi z pojedynczego promotora dla jednej nici DNA, trans-
krypcja mt DNA roslin wyzszych jest inicjowana z wielu miejsc promotorowych. jest
to wynikiem nie tylko wiekszego od ssakéw rozmiaru genomu, ale réwniez innego
rozmieszczenia genéw. Stosujac metode przytaczania czapeczki do RNA (RNA cap-
ping) wykazano, ze w genomie Oenothera berteriana jest co najmniej 15 aktywnych
promotoréw [11], a w poznanej petnej sekwencji A. thaliana - 29 promotoréw; 16
z nich jest potozonych w odlegtosci do 3 kpz powyzej zidentyfikowanych genow
[12.

Za ztozony obraz transkrypcji obserwowany u niektérych gendéw mitochondrial-
nych, np. genu coxll kukurydzy (ponad 10 transkryptéw) odpowiadajg procesy re-
kombinacyjne, ktére zachodza w tym genomie. Sg one takze odpowiedzialne za fakt,
ze jeden z 6 promotorow wykazuje ztozong budowe manifestujaca sie wystepowa-
niem wielokrotnie zachodzacych na siebie motywdw sekwencji promotora [13]. Na ob-
raz transkrypcji poszczegélnych gendéw mitochondrialnych moze wplywac takze
obecno$¢ w genomie kilku kopii gendw z roznymi przylegtymi do genu rejonami z 5'
i 3' konca. Poréwnanie wynikow uzyskanych z zastosowania kilku metod oznaczania
startu transkrypcji ujawnito, ze mitochondrialne transkrypty roslin wyzszych nie
zawsze podlegajg dojrzewaniu przy 5' koncu transkryptu i koniec stabilnego RNA
moze by¢ w niektdrych przypadkach rzeczywistym miejscem startu transkrypcji [14|.

3. Struktura promotoréw

W przeciwienstwie do chloroplastow, u ktérych promotory sg typu eubakteryj-
nego, mitochondrialne promotory roélin nie zawsze odzwierciedlajg prokariotyczne
pochodzenie mitochondriéw. Odmienna budowa promotoréw mitochondrialnych
moze by¢ zwigzana z udziatem innego niz u chloroplastéw typu polimeraz RNA. Mi-
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Rys. 1. Poréwnanie sekwencji promotoréw genéw mitochondrialnych roslin. Bialg czcionkg zazna-
czono motywy konserwatywne. Skroty: R - Alub G;W - AlubT, K - T lub G, N - Jakikolwiek nukle-
otyd. Wedtug [20], z modyfikacjami.

tochondrialne polimerazy RNA kodowane przez jadro, sg typu fagowego, oraz wyka-
zuja budowe monomeryczng, podczas gdy w chloroplastach wystepuje wielopodjed-
nostkowa polimeraza typu eubakteryjnego obok polimerazy RNA kodowanej przez
jadro. W promotorach genéw mitochondrialnych wyrdzniono szereg sekwencji -
motywoéw, ktére decydujg o aktywnosci proceséw transkrypcji. Ustalenie znaczenia
poszczeg6lnych motywow sekwencji byto mozliwe dzieki okresleniu, w jakim stop-
niu wplywajg one na proces inicjacji transkrypcji. Wykorzystujac fakt, ze w zasadzie
zaden mitochondrialny transkrypt nie posiada in vivo struktury czapeczki na 5' kon-
cu, zastosowanie metody przytaczania czapeczki do RNA przy udziale guanylotrans-
ferazy pozwolito rozrézni¢ 5' koniec transkryptu pochodzacy z inicjacji transkrypcji
de novo (bo niesie on grupe trifosforanowa na 5' koricu) od 5' korica transkryptu po-
wstatego w wyniku dojrzewania. W celu ustalenia, ktére motywy sekwencji sg istot-
ne dla aktywnosci promotoréw, wykorzystano réwniez system transkrypcji in vitro
pszenicy, kukurydzy i grochu [12]. W wykonanej analizie sktadu nukleotydowego re-
jonow w poblizu 5 kofcdw stabilnych transkryptéw ujawniono, ze prawie wszyst-
kie promotory genéw mitochondrialnych zawierajg motyw 5 CRTA 3' (rys. 1). Se-
kwencja zawierajaca ten motyw u rosélin jednolisciennych i dwulisciennych, jak wi-
dac, lezy powyzej miejsca startu transkrypcji i jest otoczona sekwencjami réznej
dhugosci i 0 réznym skiadzie. Badania, ktore miaty wyjasni¢ wazno$¢ poszczegol-
nych motywow sekwencji niezbednych do uzyskania petnej aktywnosci promotora,
obejmowaty analize wplywu mutacji poszczegdlnych jego fragmentdéw na aktyw-
nos¢ w systemie transkrypcji in vitro. Doprowadzito to do okreslenia istotnej dla pra-
widtowego funkcjonowania sekwencji pierwszorzedowej promotora [12]. W wyniku
tych badan okazato sie takze, ze struktura mitochondrialnych promotoréw roslin
nie wykazuje wysokiego stopnia zachowawczosci, nawet w ramach pojedynczego
gatunku. Na przyktad u kukurydzy sekwencja istotna dla inicjacji transkrypcji w pro-
motorze atp] obejmuje nukleotydy: od -12 do -1-5 (pozycja okreslona w stosunku do
miejsca startu transkrypcji) [15], natomiast w przypadku dwoch promotordw coxlll
petng ich aktywnos¢ zabezpieczat fragment dtugosci 26 pz. Mniejszy fragment pro-
motora 14 pz prowadzit do zmniejszenia aktywnos$ci inicjacji transkrypcji. Szcze-
gotowe badania dotyczace wptywu delecji sekwencji powyzej i ponizej startu tran-
skrypcji przeprowadzone in vitro z promotorem atp9 grochu w homologicznym
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uktadzie transkrypcyjnym, doprowadzity do zidentyfikowania 18-nukleotydowego
(-14/+4 - przedziat nukleotydéw w stosunku do startu transkrypcji) motywu se-
kwencji niezbednego do wydajnej transkrypcji in vitro u roslin dwulisciennych [16].
Sekwencja ta zawiera wysoce zachowawczy 9-nukleotydowy motyw 5 CRTAAGAGA
3w pozycji od -7 do -+2, w ktdrym inicjacja transkrypcji rozpoczyna sie od G w ra-
mach zachowawczego dinukleotydu GA. Dodatkowy, charakterystyczny motyw se-
kwencji rowniez wykazujacy zachowawczos$¢, zajmuje pozycje pomiedzy -9 do -14
w stosunku do pierwszego transkrybowanego nukleotydu. jest to sekwencja bogata
w nukleotydy A i T, tzw. ramka AT. Sugeruje sig, ze wptyw tego motywu sekwencji
na aktywno$¢ promotora jest zwigzany raczej z pierwszorzedowa strukturg, niz
prostg akumulacjg adenin i tymin w tym rejonie [16]. Oprdcz ramki AT, dla aktywnos-
ci promotora niezbednymi okazaty sie nukleotydy w pozycjach +3 i -1-4 ponizej
miejsca startu transkrypcji. Pozycje te zajmujg puryny.

W przypadku niektdrych promotoréw, szczeg6lnie rRNA, wystepowanie w pozy-
cji 7 ponizej 9-nukleotydowej konsensusowej sekwencji puryny, adeniny w pozycji 5
powyzej motywu CRTA, moze odgrywac role strukturalng, i bedzie miato wptyw na
przykaczanie sie czynnikdw transkrypcyjnych [6[. Wszystkie te motywy sekwencji
promotora sg ze sobg $cisle powiazane i sa niezbedne do jego funkcjonowania. Po-
réwnanie sekwencji: od -14 do -1-4 w 11 promotorach réznych gatunkéw roslin dwu-
lisciennych pozwolito zidentyfikowaé 5 identycznych pozycji nukleotydowych i 8
pozycji z 73% zachowawczoscig [12]. Poréwnanie budowy réznych promotoréw ro-
$lin dwulisciennych implikuje takze, ze mechanizm transkrypcji jest podobny w tych
roslinach. Potwierdzajg to posrednio wyniki poprawnej transkrypcji in vitro w ukta-
dzie heterologicznym DNA soi, Oenothera i ziemniaka [17].

W tabeli | przedstawiono sekwencje zidentyfikowane w rejonie startu transkryp-
cji niektorych gendw roslin jednolisciennych i dwulisciennych. Promotory genéw mi-
tochondrialnych, jak wida¢, wykazujg w tym rejonie szereg roznic pomiedzy ros$lina-
mi jedno- i dwulisciennymi, odzwierciedlajagc prawdopodobnie rdzne drogi ewolucji
tych roslin [18[. U roslin jednolisciennych obserwowana jest wieksza plastycznos¢
w budowie podstawowego motywu sekwencji CRTA, ktéry moze wystepowac jako
TRTA, YYTA, RRTA [18]. Wplyw podstawowych motywow sekwencji wraz z przyle-
gajacymi do nich nukleotydami purynowymi przebadano m.in. dla niektorych genéw
kukurydzy stosujgc ukierunkowang mutageneze i system transkrypcji in vitro. Oka-
zalo sie, ze motywy te byly niezbedne dla aktywnosci badanych promotoréw [15,19].
Z wielu innych danych wynika, ze odlegto$¢ pomiedzy pierwszym transkrybowanym
nukleotydem a czteronukleotydowym pod.stawowym motywem jest bardziej zacho-
wawecza u roslin dwulisciennych niz u jednolisciennych. U roslin jednolisciennych od-
legtos¢ ta miesci sie w przedziale 0-7 nukleotyddw z przewagg 2-5 nukleotydow [20].
W tabeli zebrano wiekszos$¢ publikowanych danych dotyczacych sekwencji promoto-
rowych genu podjednostki NAD9 mitochondrialnego kompleksu 1. Charakterystyka
budowy i ekspresji tej podjednostki jest m.in. przedmiotem prac badawczych prowa-
dzonych w naszym zakfadzie. Z danych zamieszczonych w tabeli | wynika, ze pro-
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motory tego genu u ryzu wykazujg duzg réznorodno$é w bidowie podstawowego
czteronukleotydowego motywu sekwencji, oraz r6zne potozenie tego motywu w sto-
sunku do miejsca startu transkrypcji. Na uwage zastuguje lowniez fakt obecnosci
szesciu miejsc promotorowych dla genu podjednostki NAD9 z ktérych tylko w Jed-
nym nie mozna zidentyfikowaé zadnego charakterystycznego motywu sekwencji.
Brak okreslonego motywu sekwencji ma miejsce takze w promotorach mitochon-
drialnych innych gendw roslin. Sugeruje sie, ze specyficzna bidowa takich promoto-
row utatwia wigzanie innych czynnikdw transkrypcyjnych, nizw przypadku promoto-
row posiadajacych dyskutowane motywy nukleotydowe i powoduje, ze proces tran-
skrypcji moze podlegac specyficznej regulacji. Na rysunku 2 przedstawiono poréw-
nanie fragmentu sekwencji promotora genu nad9 Lupinus luteus oraz B. vulgaris i A. tha-
liano. We wszystkich poréwnywanych sekwencjach promotoiéw Jest obecny podsta-
wowy czteronukleotydowy motyw, chociaz znajduje sie on v réznej odlegtosci od
poczatku genu nad9, oraz tylko u tubinu, nukleotydy przylegajace z 3' korica do czte-
ronukleotydowego motywu sg najbardziej zgodne z sekwencjg konsensusowa. Rejon
powyzej motywu CRTA wykazuje wieksze zroznicowanie w piomotorach genu nad9.
Poniewaz w przypadku zidentyfikowanych sekwencji promoDrowych genu nad9 nie
poznano miejsca startu transkrypcji za pomoca przyfaczenia czapeczki do RNA, nie
mozna przewidzieé, gdzie znajduje sie funkcjonalny start transkrypcji u genu nad9.

Tabela |

Miejsca startu transkrypcji niektorych mitochondrialnych genéw roslin jedno- i dwulisciennych zidentyfiko-
wane metodg dodawania czapeczki i/lub w wyniku analizy in vitro

Roéliny Motyw Gatunek Gen Sekwencja -1 -H Sekwencja
jednoliscienne  CRTA Oryza saliva rm26 HGCTGAAAAAATCLZdrA AAAATCAAGCAAGAA
nad5 CAATCAAATTATC(TAAAT AGATAGTACGGTTGC

Triticum aeslivutn  alpA cgatttcgaaatagmaa AGTGAHCHGCAAT

cox\\] ATGAAATTITGCAIYGAAT CATTGTCATGTTCAC

Tea mays rml(s gaaaagaaaatcgiytaaa AATCAAGCAAGAGGA

rm 18 TTTTGAANGACAIYGATA AATCTTTATCGCGn

Oryza saliva nad® CTGTACTCTCGTAAIATGA TACACGCTAGCTAAA

nad® GTAACCATATICATAL AAAATGACAGCAA

TRTA Oryza saliva nad9 AAGATCANTGGIGIAGn CAAATAACGGAHGG

YYTA Oryza saliva nad9 AAGAAGATATGICBAAGI AGATGGTGATTGATA

RRTA Oryza saliva nad9 TATAAGAATGAATMCTn aCAATGGTTTATTT

brak mot.  Oryza saliva nad9 CATTATCTTGATCDTCG CCTTTGTATAAATAJ

dwuliscienne  CRTA Glycine max alp9 aagacgaaatagcgiaaga CAAGAAAGTAGCAAG
Pisum salivum alp9 acgaaataatagcmaaga CA-AGATANGGACAA

brak mot.  Solanum luberosum alp9 TGTGAAGTCTACCGXTGT CTAGCCTATGCTTTG

CRTA Solanum luberosum nadl TTCGTCAGCGTAGGVAGGC CAACCGAGCGAAGCT

Tekstem pochytym grubym zaznaczono pierwsze transkrybowane nukleotydy. Zachowawczy motyw sekwencji CRTA oraz se-
kwencje TRTA, YYTA i RRTA zostaty podkre$lone. Wedtug [20], z modyfikacjami.
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Sekwencja konsensusowa

» A A A T A T C A T A A G A G A A G

L. luteus

T AT C G A T C G T A A G A G A A G

B. vulgaris

AGA A T T T C 6 T A T A T A A G 6
A. thaliana

A T A T T CGC AT A AGS T AT T T (-336)

Rys. 2. Poréwnanie fragmentéw sekwencji promotorowej genu nad9 tubinu zéttego (L luteus), bura-
ka zwyczajnego (B. vulgaris) i rzodkiewnika pospolitego (A. thaliana) na tle sekwencji konsensusowej mi-
tochondrialnych promotoréw roslin dwulisciennych. Zmienna wielko$¢ liter oznaczajacych nukleotydy
sekwencji konsensusowej odpowiada czestosci wystepowania danego nukleotydu. Zachowawczy mo-
tyw CRTA podkres$lono. W nawiasach podano pozycje nukleotydowe liczac od poczatku genu nad9. W
przypadku tubinu waskolistnego (L angustifolius) sekwencja Jest identyczna do tubinu z6ttego, ale guani-
na (pozycja -147) odpowiada pozycji -139. Wedtug [16,39], z modyfikacjami.

Na podstawie uzyskanych wynikdw badarn in vitro potwierdzono jednoczesne wy-
stepowanie réznych typéw budowy promotoréw w genach mitochondrialnych roslin.
W przypadku promotoréw gendw rybosomalnych obserwuje sie zaréwno promotory
zawierajace motywy podobne do znalezionych w promotorach genéw mRNA i tRNA
[21], jak réwniez promotory bez znanych motywdw sekwencji. Z danych przedsta-
wionych na rysunku 3, dotyczacych sekwencji promotorowych genéw 18S rRNA ro-
$lin dwulisciennych wynika, ze tylko u 5. tuberosum i A. thaliana inicjacja transkrypcji
wystepuje w ramach dziewiecionukleotydowego konsensusowego motywu. U pozo-
statych badanych roslin miejsce inicjacji transkrypcji znajduje sie znacznie powyzej
dziewiecionukleotydowego motywu i sekwencji bogatej w AT. Dotyczy to zaréwno
grochu, jak i tubinu oraz soi. Dowodzi to, ze sama obecnos¢ motywow sekwencji nie
jest jeszcze miarodajng wskazowka, ze w poblizu bedzie znajdowac sie start tran-
skrypcji. Podobnie jak w promotorach genéw mRNA i tRNA, rdznice w sekwencji pro-
motorow rRNA sg uwazane raczej za odzwierciedlenie r6znorodnosci budowy, niz
odstepstwo od budowy typowej dla promotoréw rRNA [6|. Badania promotoréw ge-
noéw rRNA in vitro sg czasami utrudnione, gdyz ich aktywno$¢ w tym systemie moze
by¢ obnizona. Sadzi sie, ze do badan in vitro potrzebny jest udziat specyficznych czyn-
nikdw biatkowych, zaréwno dla roslin jednolisciennych, jak i dwulisciennych [12,22];
np. brak wykrycia miejsca startu transkrypcji dla genu 18S rRNA kukurydzy moze su-
gerowac, ze do ujawnienia aktywnosci promotora wymagana jest obecnos¢ dodatko-
wych czynnikéw [22]. Z badan przeprowadzonych z 26S rRNA ziemniaka i kilkoma
genami tRNA tej rosliny wynika, ze aktywnos¢ transkrypcyjna jest zwigzana z od-
miennymi w budowie promotorami, gdyz w poblizu i we wiasciwej odlegtosci od
miejsca startu transkrypcji nie wykryto odpowiednich motywow sekwencji. Podobny
typ alternatywnych promotoréw opisano m.in. dla genu coxll Zea perennis. Aktywnosé
tego promotora byfa zalezna od produktu jadrowego genu MCT [10].
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4. Biatkowe skladniki aparatu transkrypcji

Oprdcz identyfikacji i charakterystyki mitochondrialnych promotoréw roslin wyz-
szych, pewien postep odnotowano réwniez w badaniach bialek zaangazowanych
w transkrypcje. Opierajac sie na sekwencji znanych mitochondrialnych polimeraz
RNA grzybdw i zwierzat zidentyfikowano podobne sekwencje u przedstawicieli ro-
§lin jedno- i dwulisciennych. U A. thaliana obecne sg trzy geny kodujgce monome-
ryczne polimerazy RNA typu fagowego. Podobnie jak u grzybéw i zwierzat sa one
kodowane przez genom jadrowy i przenoszone do organelli. Na podstawie przepro-
wadzonych badan in vitro i in vivo ustalono, ze jedno z tych biatek przenoszone jest
potranslacyjnie do chloroplastow, drugie do mitochondriéw, a trzecie jest kierowa-
ne do obu organelli [23). Wysokie podobienstwo polimeraz mitochondrialnych do
fagowych jest szczegdlnie interesujace z ewolucyjnego punktu widzenia. Pomimo
ze w endosymbiotycznej teorii pochodzenia organelli zaktada sie podobienstwo po-
miedzy mechanizmem transkrypcji mitochondridéw i prokariontéw, to ma ono miej-
sce tylko w przypadku chloroplastow, gdzie oprécz polimerazy typu fagowego wy-
stepuje réwniez kodowana przez genom chloroplastowy polimeraza RNA typu bak-
teryjnego [24]. Nalezy takze zwrdci¢ uwage na fakt, ze zaréwno struktura promoto-
row chloroplastowych jak i czynnikéw transkrypcyjnych, sa bardzo podobne do bak-
teryjnych. Geny kodujgce podjednostki eubakteryjnej polimerazy RNA zidentyfiko-
wano jedynie w mitochondriach Reclinomonas americona, ktore reprezentujg bardzo
archaiczny typ genomu mitochondrialnego [25]. Przypuszcza sie, ze pierwotnie tran-
skrypcja w mitochondriach zachodzita wedtug modelu eubakteryjnego, lecz nastep-
nie zostata zastgpiona przez mechanizm zblizony do fagowego [26] (rys. 4). Oprdcz
polimeraz mitochondrialnych kodowanych przez genom jadrowy, u kilku gatunkéw
roélin zidentyfikowano réwniez geny polimeraz RNA typu fagowego kodowane przez
liniowe plazmidy mitochondrialne [27[. Problem, dlaczego mitochondria, w przeci-
wienstwie do chloroplastow, preferowaty w toku ewolucji mechanizm transkrypcji
zblizony do fagowego, wymaga dalszych badan.

Informacje tyczace sie mitochondrialnych czynnikéw transkrypcyjnych sa bardzo
nieliczne i dotycza gtéwnie dwdch klas biatek (mtTFA i mtTFB) zidentyfikowanych
u zwierzat i grzybéw [28]. Biatko mtTFB, posiadajgce niewielka homologie do se-
kwencji eubakteryjnego czynnika sigma [29] jest czynnikiem niezbednym do inicja-
cji transkrypcji gendéw mitochondrialnych.

Biatko mtTFA, posiada domeny typowe dla biatek HMG (high-mobility-group prote-
ins) [30] i albo stymuluje tylko w pewnym stopniu transkrypcje [31,32], albo peini
funkcje gtéwnego czynnika transkrypcyjnego [30].

Dotychczas nie posiadamy zadnych informacji, czy biatka typu mtTFA i mtTFB,
znajduja sie rowniez u roslin. Réznice w budowie genomoéw mitochondrialnych oraz
w systemach ekspresji zwierzat, grzybow i roslin moga mie¢ réwniez odzwierciedle-
nie w zr6znicowanej budowie czynnikéw transkrypcyjnych. Jednakze rdznice w struk-
turze genoméw mitochondrialnych oraz fakt, ze podlegajg one innym modelom eks-
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Rys. 4. Model obrazujacy zamiane organellowej polimerazy RNA przez polimeraze typu fagowego.

A. mtDNA zawiera geny rpo A, B, C, D kodujace podjednostki polimerazy odziedziczonej po bakte-
ryjnym przodku wspoétczesnych mitochondriéw. Ukfad tego typu zachowat sie obecnie u Reclinomonas
americana. B. Do Jgdrowego DNA dostaje sie gen kodujacy fagowsg polimeraze RNA (RpoY). Biatkowy pro-
dukt tego genu przenoszony Jest do mitochondriéw. C. Genom mitochondrialny traci podjednostki bak-
teryjnej potimerazy. Uktad tego typu zachowat sie u wiekszosci organizméw eukariotycznych. D. Chto-
roplastowy DNA zawiera podjednostki rpoA,B,Cl ,C2 kodujace polimeraze zwigzang z ewolucyjnym przod-
kiem chloroplastéw - sinicami. E. Gen Rpo Y ulega duplikacji, biatko powstajace w wyniku ekspresji
kopii RpoZ Jest przenoszone do chtoroplastow. Uktad tego typu zachowat sie u wiekszosci roslin okryto-
zalgzkowych, wg [26], z modyfikacjami.

presji moga by¢ powodem wystepowania w mitochondriach roslin czynnikow tran-
skrypcyjnych innego typu.

Obecnie trwajg prace nad charakterystyka kilku roslinnych biatek mitochondrial-
nych, potencjalnych czynnikéw transkrypcyjnych. Sklonowano gen biatka pszenicy
o wielkosci 63 kDa wigzacego sie z promotorem genu coxll [33]. Biatko to, oprécz
domeny odpowiedzialnej za transport do mitochondriéw, zawiera réwniez kilka
blokéw sekwencji wykazujacych homologie z niektérymi eubakteryjnymi czynnika-
mi sigma. Nie posiada ono jednak zadnej homologii z czynnikami mtTFA i mtTFB.
Ustalono ponadto, ze zar6éwno biatko oczyszczone z mitochondriéw jak i biatko
zrekombinowane stymulujg transkrypcje genéw mitochondrialnych n vitro. U gro-
chu zidentyfikowano dwa biatka o wielkosci 32 i 43 kDa, wiazace sie do krétkich se-
kwencji DNA obejmujacych motywy konsensusowe promotoréw mitochondrialnych
|34j. Cechg charakterystyczng tych biatek jest to, ze po denaturacji, fatwo renatu-
rujg oraz odzyskujg petng aktywno$¢ w buforach zawierajacych Triton X-100. Po-
dobne wiasciwosci wykazujg réwniez czynniki mtTFA i mtTFB. Pomimo ze oba
biatka grochu nie zostaty jeszcze sklonowane, a zatem nie jest znana ich sekwencja,
przypuszcza sie, iz nie sg one homologami mtTFA i mtTFB, gdyz réznig sie od nich
masg czasteczkowg oraz sposobem oddziatywania z DNA. Biatka grochu 32 i 43 kDa
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wigzg sie z promotorem niezaleznie od innych komponentéw biatkowych, podczas
gdy biatko mtTFB wigze sie z promotorem tylko w kompleksie z polimerazg RNA.
Trwajg rowniez prace nad identyfikacjg czynnikdéw transkrypcyjnych tubinu biatego.
W mitochondriach tego gatunku zidentyfikowano trzy biatka (25, 35 i 48 kDa) wigzace
sie specyficznie z promotorem plazmidu mitochondrialnego [35]. Poniewaz biatka
25 i 35 kDa oddziatujg z DNA tylko razem, sugeruje to, ze tworzg heterodimer.
Niewiele wiadomo réwniez na temat miejsc wiazania poszczegdlnych mitochon-
drialnych czynnikow transkrypcyjnych roslin z DNA. Mapowanie wykonane z wyko-
rzystaniem eksonukleazy Il pozwolito ustali¢, ze w przypadku genu atp] kukurydzy
czynniki transkrypcyjne wigzg sie z odcinkiem o dtugosci 36pz obejmujacym se-
kwencje od -20 do -H16, w stosunku od miejsca startu transkrypcji [36|. Sekwencja
ta zawiera konserwatywny motyw CRTA i ramke AT. W badaniach wykonanych z po-
szczegOlnymi biatkami grochu (32 i 43 kDa) i fubinu (25, 35 i 48 kDa) wykazano, ze
oprécz wysokiego powinowactwa do promotoréw zawierajgcych motyw konsensu-
sowy, mogg one réwniez wigza¢ sie z innymi odcinkami DNA. Podobng aktywno$¢
zaobserwowano takze w przypadku biatek mtTFA oraz mtTFB grzybdw i zwierzat.
Przypuszcza sie, ze odzwierciedla ona zdolno$¢ tych biatek do petnienia dodatko-
wych funkcji, zwigzanych z replikacjg i organizacjg genomu mitochondrialnego.

5. Podsumowanie

Obraz transkrypcji gendéw mitochondrialnych roélin analizowany za pomocg me-
tody Northern biot wykazuje zr6znicowang liczbe stabilnych transkryptow w zalez-
nosci od rodzaju genu i gatunku rosliny. Jednym z istotnych czynnikéw wptywa-
jacych na taki obraz jest aktywno$¢ poszczeg6lnych promotoréw. Z kolei na aktyw-
no$¢ promotoréw wptywa zaréwno ich budowa, jak i dostepnosé wtasciwych czyn-
nikéw biatkowych zaangazowanych w transkrypcje. W roslinach jednolisciennych
wiekszo$¢ zbadanych rejonéw promotorowych wykazuje obecnos¢ sekwencji przy-
jetych jako konsensusowe, w ktérych wystepuja zaréwno motywy CRTA lub podob-
ne, oraz rejony bogate w puryny. U rodlin dwulisciennych, w aktywnym promotorze
zawierajacym motyw CRTA prawie nie obserwuje sie odstepstw od struktury zacho-
wawczej wielu rejondw promotora, co sugeruje, ze obserwowane motywy sekwen-
cji s niezbedne do prawidtowego przebiegu mechanizmu transkrypcji. W inicjacje
transkrypcji zaangazowane sg odpowiedniej dtugosci poszczeg6lne motywy sek-
wencji. Sadzi sie, ze zaréwno u roslin jednolisciennych, jak i dwuliSciennych promo-
tory, ktére nie zawierajg okreslonych motywdw sekwencji prawdopodobnie wyma-
gaja innych czynnikow biatkowych do przebiegu transkrypcji.

Kolejnym elementem wptywajacym na ztozony obraz transkrypcji genéw mito-
chondrialnych jest przebieg procesu potranskrypcyjnego dojrzewania, czyli procesu
obejmujacego przycinanie koricow transkryptu, usuwanie introndw, redagowanie.
Okazato sie jednak, ze 5' koniec transkryptu nie zawsze powstaje w wyniku przyci-
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nania, jako jednego z etapdw dojrzewania RNA. Pomimo ze do kilku mRNA, jak i rRNA
nie udawato sie przytaczy¢ czapeczki, aby okresli¢ funkcjonalne miejsce startu tran-
skrypcji, to 5' koniec transkryptu spetniat te role, gdyz w uktadzie transkrypcji in vi-
tro byt aktywny. Stwierdzono to m.in. na przykladzie transkryptu genu atp6 kukury-
dzy [22]. Wiele koncow transkryptéw, zaréwno 5' jak i 3’, utworzonych w wyniku
proceséw dojrzewania powstato przy udziale r6znego typu endonukleaz co powo-
duje, Ze pojawianie sie takich transkryptow wptywa na ztozony obraz transkrypcji
danego genu.

Potranskrypcyjne procesy w duzym stopniu okreslajg poziom stabilnych trans-
kryptéw dla wielu RNA i moga decydowac o obrazie ekspresji poszczegélnych ge-
néw mitochondrialnych. Prowadzg one bowiem albo do utrwalenia sie transkryptu,
albo do jego degradacji. Zmienna stabilnos$¢ transkryptu jest takze odpowiedzialna
za tkankowo- i komorkowospecyficzny poziom transkryptu. W przypadku mRNA
stabilno$¢ transkryptu jest zwigzana z obecnoscig odpowiedniej drugorzedowej
struktury na 3' konicu i sekwencji poli(A). Stwierdzono, ze podobnie, jak w chloro-
plastach, struktury odwrotnie powtérzonych sekwencji dziatajg raczej, jak sie wyda-
je, jako sygnaly dojrzewania mRNA i elementy stabilizujgce transkrypt niz jako ter-
minatory transkrypcji. W przeciwienstwie jednak do chloroplastow, u ktérych zi-
dentyfikowano niektore elementy mechanizmu dojrzewania 3' konca transkryptu,
w mitochondriach roslin wyzszych oprocz identyfikacji helikazy SUV3 A. thaliana
prawie nic nie wiadomo o sktadnikach tego procesu [37]. Poliadenylacja przyspie-
sza, jak sie wydaje, degradacje transkryptow mitochondrialnych roslin, ale efekt ten
jest staby w poréwnaniu do znacznego, destabilizujgcego efektu w bakteriach i chlo-
roplastach. Z prac J. Kuhn i wsp. [38], ktérzy badali dojrzewanie transkryptdéw
w ukfadzie in vitro grochu wynika, ze specyficzna struktura mRNA na 3' korcu powo-
duje szybkie usuwanie ogona poli(A), obnizajac tym samym jego wptyw na degrada-
cje mRNA. Brak takiej struktury powoduje, ze ogon poli(A) znacznie promuje degra-
dacje transkryptu in vitro.
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