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Streszczenie: Rosliny sa nieustannie narazone na dzialanie roznych abiotycznych czynnikoéw
stresowych. Susza jest jednym z gtéwnych czynnikow srodowiskowych negatywnie wplywajacych na
procesy zyciowe roslin, stad tez rosliny wyksztalcity szereg ztozonych mechanizméw obronnych po-
zwalajacych na przeciwdziatanie negatywnym skutkom stresu. Tolerancja na stres suszy jest wynikiem
zmian pojawiajacych si¢ na wszystkich poziomach organizacji ro$liny — molekularnym, fizjologicz-
nym, komoérkowym, tkankowym oraz catego organizmu. Jedng z kluczowych reakcji roslin na deficyt
wody jest zmiana profilu ekspresji gendw, w tym gendw odpowiedzi na stres oraz akumulacja ich pro-
duktow biatkowych, co w konsekwencji umozliwia ro§linom przystosowanie si¢ do niekorzystnych
warunkow wodnych w $rodowisku. Regulacja ekspresji informacji genetycznej podczas stresu suszy
odbywa si¢ m.in. za pomocg czynnikow transkrypcyjnych z rodzin: bZIP, AP2/EREBP, NAC, MYB/
MYC, NF-Y, ZF-HD, ZFP oraz WRKY. Coraz wigksza liczba danych pojawiajacych si¢ w ostatnich
latach wskazuje, Ze istotnym elementem w kontroli ekspresji genow podczas ekspozycji na stres suszy
sa rowniez modyfikacje epigenetyczne, takie jak: metylacja nici DNA, modyfikacje histonow oraz
wyciszanie genow przez mikro RNA. Niniejsza praca ma na celu przedstawienie aktualnego stanu
wiedzy na temat kontroli ekspresji genéw za pomoca czynnikéw transkrypcyjnych oraz mechanizméw
epigenetycznych jako molekularnych podstaw tolerancji roslin na stres suszy.

Stowa kluczowe: stres suszy, czynniki transkrypcyjne, epigenetyka, tolerancja na stres suszy, mikro RNA

Summary: Plants are incessantly exposed to a wide range of abiotic stress factors. Drought is one of
the major environmental stress agents, which negatively affects the growth and development of plants.
Plants evolved a variety of protective mechanisms leading to stress resistance. Tolerance of drought
stress is due to plant response at the molecular, physiological, cellular, tissue, and whole organism
levels. One of the pivotal plant responses to water deficit is alteration in genes expression profile,
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including stress response genes and accumulation of their protein products, which enables plants to
adapt to drought. Regulation of gene expression under drought stress includes activity of transcription
factors belonging to bZIP, AP2/EREBP, NAC, MYB/MYC, NF-Y, ZF-HD, ZFP and WRKY families.
Results, published in recent years, demonstrate the significance of mechanisms of the genes expression
regulation under drought stress, such as epigenetic modifications including DNA methylation, histones
modifications, and genes silencing by micro RNAs. The aim of this paper is to overview the current
state of knowledge of regulatory mechanisms controlling gene expression mediated by transcription
factors as well as epigenetic mechanisms as the molecular basis of plant tolerance to drought stress.

Key words. drought stress, transcription factors, epigenetic, drought stress tolerance, micro RNA

WSTEP

Monitoring globalnych zmian klimatycznych w ostatnich dziesigcioleciach
wskazuje na niepokojacy trend nasilania si¢ ekstremalnych zjawisk pogodowych,
w tym pojawianie si¢ coraz czestszych i bardziej intensywnych okresow posusz-
nych. Stanowi to powazany problem zaréwno w ujeciu srodowiskowym, spotecz-
nym jak i gospodarczym. Od lat 60-tych, obserwuje si¢ sukcesywne zwigkszanie
zasiegu suszy na obszarach przeznaczonych pod uprawe roslin uzytkowych, co
wraz ze wzmozong intensywnoscia oraz czesto$cig wystepowania suszy prowadzi
do istotnych strat w §wiatowej produkcji rolnej [49].

Stres suszy definiowany jest jako zaburzenie wewnatrzkomorkowej rownowagi
stosunkow wodnych na skutek przewagi utraty wody w wyniku transpiracji nad jej
pobieraniem przez rosling [82]. Deficyt wody prowadzi do szeregu niekorzystnych
zmian w procesach fizjologicznych i biochemicznych rosliny. Niedobdr wody skut-
kuje m.in. zahamowaniem wzrostu, zaburzeniami procesu fotosyntezy, kietkowania
nasion, homeostazy jonowej, a takze przyczynia si¢ do istotnego wzrostu poziomu
reaktywnych form tlenu (ROS), powodujacych uszkodzenia oksydacyjne kompo-
nentow komorkowych. Istotna wydaje si¢ by¢ zatem doglebna znajomos¢ konse-
kwencji dziatania stresu suszy na rosliny, a takze wyksztatconych przez nie mecha-
nizméw obronnych. Niniejszy artykul stanowi przeglad aktualnego stanu wiedzy
dotyczacego reakcji roslin na warunki suszy ze szczegdlnym uwzglednieniem roli
czynnikow transkrypcyjnych oraz modyfikacji epigenetycznych jako kluczowych
elementow odpowiedzi roslin na bodzce srodowiskowe.

CZYNNIKI TRANSKRYPCYJNE

Percepcja stresu prowadzi do zainicjowania szeregu zaleznych od siebie reak-
cji, ktore prowadza do uruchomienia mechanizméw odpowiedzialnych za proces
nabywania tolerancji przez ro$liny. Aktywacja szlakow przekazywania sygnatow
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odpowiedzi na niekorzystne warunki srodowiska wplywa réwniez na zmiany pozio-
mu ekspresji genow zaangazowanych w odpowiedz na stres. Jedna z grup gendw,
ktérych poziom ekspresji ulega zmianie w wyniku ekspozycji na stres, sg czynniki
transkrypcyjne (TF). TF dziatajg w uktadzie trans 1 poprzez wiagzanie do elementow
cis zlokalizowanych w promotorach genéw regulujg ich ekspresje [10]. Do rodzin
czynnikow transkrypcyjnych aktywowanych w warunkach deficytu wody zalicza sig
m.in.: bZIP (np. AREB/ABF), AP2/EREBP (np. DREB/CBF), NAC, MYB/MYC,
NF-Y, ZF-HD, ZFP oraz WRKY [10, 116]. Nalezy zauwazy¢, ze cze$¢ z nich dzia-
ta w sposob zalezny od kwasu abscysynowego (ABA), a czgs¢ niezaleznie (ryc. 1).

Percepcja sygnalu

Szlaki sygnalowe Szlaki sygnalowe
zalezne od ABA niezalezne od ABA

©

AREB/ABF NAC MYB/MYC NF-Y ZF-HD ZFP WRKY DREB/CBF

AREB1/ABF2 NAC8 MYBI5 NF-YBI ZFHDI ZFP245 WRKY2 DREB2A
AREB2/ABF4 NA67 MYB44 NF-YB2 ZFP252 WRKY07 DREB2B

ABF3/DPBF5 RD26 MYB96 NF-YB7 ZPT2-3 WRKY10

i MYBIR-1 AZF1 WRKY11

I AZF2 WRKY19

AZF3 WRKY54

STZ WRKY57

WRKY63/ABO
4 h

WZROST POZIOMU EKSPRESJI GENOW INDUKOWANYCH STRESEM SUSZY

RYCINA 1. Czynniki transkrypcyjne uczestniczace w ABA-zaleznej i ABA-niezaleznej kontroli eks-
presji genéw w odpowiedzi na stres suszy. Schemat przedstawia najwazniejsze rodziny i podrodziny
czynnikow transkrypeyjnych oraz przyktady ich przedstawicieli bioracych udziat w mechanizmach
zwickszajacych tolerancje roslin na stres suszy. Przerywane linie oznaczaja szlaki zalezne od ABA.
Linie ciagle oznaczaja szlaki niezalezne od ABA

FIGURE 1. The transcription factors that regulate the level and activity of drought-responsive genes
in an ABA-dependent and an ABA-independent manner. The diagram shows the most important fa-
milies and subfamilies of transcription factors as well as examples of their members participating in
plants tolerance to drought stress. Dashed lines indicate ABA-dependent signaling pathways. Solid
lines represent ABA-independent signaling pathways
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ABA reguluje wiele waznych proceséw w roslinach, wlaczajac w to stan spoczyn-
ku i kietkowanie nasion, zamykanie aparatoéw szparkowych, a takze adaptacje do
stresu niedoboru wody [118]. Wykazano, ze zaleznie od ABA funkcjonuja biatka
AREB/ABF, a niezalezniec DREB. Wsrod biatek NAC, MYB/MYC, NF-Y oraz
ZF-HD wyrdznia si¢ podrodziny, ktore moga ulega¢ aktywacji ABA-zaleznej lub
ABA-niezaleznej (ryc.1). Dotyczy to rowniez TF nalezacych do tej samej podrodzi-
ny lecz uczestniczacych w réznych szlakach sygnatowych [10, 46].

CZYNNIKI TRANSKRYPCYJNE AREB/ABF

Biatka AREB Iub inaczej ABF (ang. ABA Responsive Element Binding proteins/
Factors) nalezg do rodziny czynnikow transkrypcyjnych bZIP (ang. basic leucine
zipper) zawierajacych w swej strukturze motyw zamka leucynowego. Czynniki te
wiaza sie do zachowawczego elementu cis — ABRE (ang. ABA-Responsive Element)
znajdujacego si¢ w promotorach genéw indukowanych przez ABA [46, 115, 117].
Sugeruje si¢, ze przynajmniej czgs¢ AREB/ABF ulega aktywacji w wyniku zaleznej
od ABA fosforylacji przez kinazy SnRK2 [101]. Proponowany model szlaku AREB/
ABF — SnRK?2 w odpowiedzi na wzrost stezenia ABA podczas dehydratacji komo-
rek wyglada nastepujaco: czasteczki ABA przylaczaja sie do kompleksu recepto-
rowego PYR/PYL/RCAR (ang. Pyrabactin Resistancel/PYRI-Like/Regulatory
Components of ABA Receptor). Zwigzanie si¢ ABA do PYR/PYL/RCAR powoduje
hamowanie aktywno$ci fosfataz PP2C (ang. Protein Phosphatases 2C) z grupy A,
bedacych negatywnymi regulatorami aktywnosci kinaz SnRK2. W obecnosci ABA
dochodzi do wzrostu aktywno$ci SnRK?2 fosforylujacych AREB/ABF, co prowadzi
do ekspresji genow odpowiedzi na ABA [26] (ryc. 2). W tkankach wegetatywnych
Arabidopsis zaobserwowano wzrost ekspres;ji trzech cztonkéw podrodziny AREB/
ABF (AREB1/ABF2, AREB2/ABF4, ABF3/DPBF5) indukowany przez ABA, su-
szg oraz zasolenie [24]. W badaniach tych wykazano, Ze podczas niedoboru wody
AREBI aktywuje ekspresje kilku genow uczestniczacych w redukcji negatywne-
go wptywu suszy: HISI-3 — kodujacego histon linkerowy H1-S, ktéry potencjal-
nie uczestniczy w rearanzacji chromatyny w warunkach stresu, 4/4/ kodujacego
AAA ATPazg o aktywnos$ci opiekunczej oraz genow kodujacych kilka klas biatek
LEA (ang. Late Embryogenesis Abundant). Stwierdzono, iz podczas suszy regula-
cja AREBI przez ABA, odmiennie niz w przypadku AREB2/ABF4, ABF3/DPBFS5,
moze zachodzi¢ zaré6wno na poziomie transkrypcyjnym jak i w wyniku fosforylacji
przez kinazy SnRK2 [24, 25]. Niedawne badania wykazaly, ze nadekspresja 4hA4-
REBI u Arabidopsis prowadzi do aktywacji gendw zaangazowanych w usuwanie
ROS (CAT2, CCS, SODI i CSD3), a takze utrzymania wysokiej aktywnosci CAT
1 SOD zaréwno w warunkach kontrolnych jak i podczas suszy [48]. Nadekspresja
ABF3 oraz ABF4 w liniach transgenicznych Arabidopsis spowodowata obnizenie
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ABA

[ PYR/PYL/RCAR J

Hels

FOSFORYLACJA

AREB/ABF

WZROST EKSPRESJI GENOW ODPOWIEDZI NA STRES SUSZY
ZALEZNYCH OD ABA

RYCINA 2. Proponowany model szlaku AREB/ABF — SnRK2 regulujacego transkrypcje genéw w od-
powiedzi roslin na stres suszy. Przytaczenie ABA do receptora PYR/PYL/RCAR prowadzi do unieczyn-
nienia fosfataz PP2C, stanowigcych negatywne regulatory aktywnosci kinaz SnRK2. W obecnosci kwa-
su abscysynowego kinazy SnRK2 poprzez fosforylacje aktywuja czynniki transkrypcyjne AREB/ABF
zwigzane z regulacja ekspresji genow odpowiedzi na stres. Na podstawie [25, 26], zmienione

FIGURE 2. Model of the AREB/ABF-SnRK2 pathway that regulates ABRE-mediated transcription un-
der drought stress in plants. In response to drought stress, ABA repress the activity of phosphatases PP2C.
ABA interactions with PYR/PYL/RCAR receptor allows binding phosphatases PP2C and inhibition of
their activity. PP2Cs impede the activity of protein kinases SNRK2 which are positive regulators of
AREB transcription factors. In the presence of ABA, SnRK2s released from PP2C-mediated negative
regulation phosphorylate AREB/ABFs, which then activate the expression of many stress-responsive
genes. Based on [25, 26], modified

transpiracji oraz poprawe tolerancji odwodnienia [36]. Podobnie, rosliny z nadeks-
presja ABF2 charakteryzowaly si¢ wyzsza tolerancja na niedobor wody, a biatko
o ABF?2 okazato si¢ kluczowym komponentem szlakow sygnatowych glukozy [42].
Yoshida i wsp. [118] wykazali, ze AREB1/ABF2, AREB2/ABF4 oraz ABF3 moga
tworzy¢ w jadrze komorkowym homo- i heterodimery oraz, ze ich funkcje w duzej
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mierze si¢ pokrywaja. Potrjne mutanty (jednoczesny nokaut genow arebl, areb?2,
abf3) cechowaly si¢ zmniejszong wrazliwoscig na ABA oraz spadkiem tolerancji na
susz¢ w porownaniu z mutantami pojedynczymi lub podwojnymi. Ponadto analiza
transkryptomiczna potrojnych mutantéw pozwolita na zidentyfikowanie genow ule-
gajacych ekspresji w wyniku aktywacji AREB/ABF pod wptywem suszy, do ktorych
nalezg m.in. geny kodujace czynniki transkrypcyjne (np. AtMYB102), molekuty sy-
gnatowe (np. MAPKKK8) oraz biatka PP2C. Na podstawie uzyskanych wynikéw
zasugerowano, ze AREB1/ABF2, AREB2/ABF4 oraz ABF3 dziataja w sposob ko-
operatywny i sg istotnym elementem regulacji genéw indukowanych przez ABA pod-
czas suszy [118].

CZYNNIKI TRANSKRYPCYJNE DREB/CBF

Biatka DREB/CBF (ang. Dehydration Responsive Element Binding/C-repeat-
Binding Factor) reguluja odpowiedz ro$lin na stresy abiotyczne w sposob niezalezny
od ABA [46]. Naleza one do rodziny czynnikow transkrypcyjnych AP2/ERF (APE-
TALA2/Ethylene Responsive-element binding Factor), zawierajacych pojedyncza do-
men¢ wigzaca DNA. DREB/CBF rozpoznaja sekwencjg¢ DRE, ktora po raz pierwszy
zostata zidentyfikowana w promotorze genu rd294 indukowanego suszg oraz wyso-
kim zasoleniem [114]. Biatka podrodziny DREB dzielg si¢ na sze$¢ mniejszych grup
(od A1 do A6), sposrod ktorych dwie grupy: Al i A2 sg najliczniejsze. W warunkach
suszy, tak samo jak w przypadku szoku cieplnego, akumulowane sg glownie biatka
DREB2 nalezace do grupy A2 [2]. U Arabidopsis, sposroéd 8 przedstawicieli grupy
DREB2, biatka DREB2A i DREB2B sa najsilniej indukowane przez susze oraz za-
solenie i stanowig gtéwne czynniki transkrypcyjne funkcjonujace w tych warunkach
[65, 84]. Do aktywacji genow regulowanych przez biatko DREB2A wymagany jest
nie tylko wzrost ilo$ci transkryptéw AtDREB2A, ale rowniez modyfikacje potransla-
cyjne (prawdopodobnie fosforylacja) [54, 85]. DREB2A posiada na C-koncu dome-
n¢ NRD (ang. Negative Regulatory Domain), ktorej usunigcie powoduje przejscie
w forme aktywna DREB2A-CA [85]. Nadekspresja AtDREB2A-CA oraz jego orto-
loga GmDREBZ2A,2 u Arabidopsis spowodowata znaczacy wzrost tolerancji na stres
suszy [63, 85].

CZYNNIKI TRANSKRYPCYJNE NAC

Rodzina czynnikéw transkrypcyjnych NAC jest charakterystyczna dla roslin
i stanowi jedng z najwigkszych rodzin wsrod roslinnych czynnikoéw transkrypcyj-
nych [73]. Biatka NAC wigzg si¢ z elementami cis (NACR) w promotorach regu-
lowanych genow za pomocg domeny NAC zlokalizowanej po stronie N-koncowej
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tancucha polipeptydowego [50]. W warunkach stresowych geny NAC moga po-
sredniczy¢ w szlakach sygnatowych zaleznych jak i niezaleznych od ABA, co jest
zwigzane z obecno$cig w ich promotorach roznych elementoéw cis [73]. Wykazano,
ze w odpowiedz niezalezng od ABA na rdzne stresy, w tym na stres suszy, zaanga-
zowane sg m.in. TaANACS8 u Triticum aestivum [109] oraz SINAC u Setaria italica
[72]. Zaleznie od ABA funkcjonuje biatko RD26 zidentyfikowane u Arabidopsis.
Wzrost ekspresji genu RD26 byt indukowany przez deficyt wody, wysokie zasole-
nie oraz traktowanie ABA i kwasem jasmonowym. Nadekspresja RD26 skutkowata
nadmierng wrazliwoscig roslin na ABA. Wykazano réwniez, ze w regionie promo-
torowym tego genu znajduja si¢ m.in. elementy ABRE, MYC i MYB, regulujace
ekspresje RD26 zaleznie od ABA. W warunkach stresowych RD26 stanowit akty-
wator ekspresji wielu gendéw, w tym genu GLY zaangazowanego w mechanizmy
antyoksydacyjne i genu RD2(0 zwigzanego z transdukcja sygnatu [23]. Dalsze ba-
dania funkcji genu RD26 podczas suszy wskazaly, ze wzrost jego ekspresji kontro-
lowany jest przez szlak sygnalowy ABA sktadajacy si¢ z PYR/PYL/RCAR, PP2C
oraz SnRK2 [22, 25]. Opublikowane dane $wiadcza rowniez o kooperatywnym
dziataniu biatek NAC z innymi czynnikami transkrypcyjnymi w regulacji reakcji
ro$lin na stres suszy [98]. U Arabidopsis gen indukowany suszg ERDI (ang. Early
Responsive to Dehydratation 1) posiada w promotorze dwa elementy cis — NACRS
oraz ZFHDRS rozpoznawane odpowiednio przez NAC i biatko ZFHD1 z rodzi-
ny ZF-HD (ang. Zinc Finger-Homeodomain proteins). Ekspresja ERDI mozliwa
jest w wyniku rownoczesnej aktywacji przez NAC i ZFHD1 [98]. Analiza morfolo-
giczna transgenicznych siewek Arabidopsis z nadekspresja genu pochodzacego z T.
aestivum TaNAC67 w warunkach umiarkowanej suszy wykazata, ze rosliny te miaty
wyzszg zdolno$¢ do zatrzymywania wody w tkankach oraz zwigkszong stabilnosé¢
bton komoérkowych. Dodatkowo wykazano, ze nadekspresja TaNAC67 u Arabidop-
sis prowadzita do wzrostu ekspresji genéw odpowiedzialnych za podwyzszong to-
lerancje na abiotyczne czynniki stresowe (DREB2A, COR15, ABII oraz ABI2) [57].

CZYNNIKI TRANSKRYPCYJNE MYB/MYC

Rodzina czynnikow transkrypcyjnych MYB/MYC pehni role w regulacji wie-
lu proceséw fizjologicznych w roslinach, zaro6wno w warunkach optymalnych
jak i1podczas stresu. Na podstawie liczby powtorzen w domenie wigzacej DNA,
czynniki transkrypcyjne MYB skategoryzowano w 3 podrodziny: 1) R2ZR3-MYB
z dwoma sasiadujacymi powtdrzeniami aminokwasow (R2R3), 2) RIR2R3-MYB
(3 powtdrzenia— R1R2R3) oraz 3) biatka podobne do MYB zwykle zawierajace po-
jedyncze powtorzenie (R1) [92]. Wsrod tych trzech grup najszerzej rozpowszech-
niona u roslin jest podrodzina R2R3-MYB.
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Wykazano, ze u Arabidopsis czynnik transkrypcyjny MYB96, nalezacy do
R2R3-MYB, posredniczy w zaleznej od ABA indukcji genu RD22 prowadzac do
zamykania aparatow szparkowych i wzrostu odpornosci na susz¢ [88]. W warun-
kach niedoboru wody MYB96 integruje sygnat ABA z sygnatem auksynowym ha-
mujac rozwoj korzeni bocznych na etapie aktywacji merystemow [88]. Pozniejsze
badania udowodnity, Ze podczas suszy biatko MYB96 odpowiedzialne jest rowniez
za wzrost ekspresji genow, ktorych produkty biatkowe zaangazowane sg w biosyn-
teze woskow kutykularnych, co rowniez stanowi element odpornosci roslin na stres
suszy [87]. Nadekspresja MYB44, ktérego produkt biatkowy jest przedstawicielem
podrodziny R2R3-MYB, w transgenicznych liniach Arabidopsis spowodowata za-
mknigcie aparatow szparkowych i wzrost tolerancji na suszg, zasolenie oraz niska
temperaturg. Ponadto nadekspresja MYB44 skutkowata obnizeniem ekspresji genow
kodujacych biatka PP2C stanowiacych negatywne regulatory kaskady sygnatowe;j
ABA [35]. Wzrost tolerancji na susze¢ i zasolenie wykazano réwniez w odmianie
transgenicznej Aarabidopsis charakteryzujacej si¢ nadekspresja MYBI5 [16]. Od-
miana transgeniczna Solanum tuberosum z nadekspresja SIMYBIR-1 wykazywata
zwigkszong tolerancje na stres suszy, co autorzy ttumacza regulacjg transpiracyjne;j
utraty wody przez StMYBIR-1. Badania te dowiodly, ze StMYBI1R-1 aktywuje
ekspresj¢ kilku genow podobnych do AtHB-7, RD28, ALDH oraz ERD15 zaanga-
zowanych w mechanizmy obronne podczas niedoboru wody oraz innych stresow
abiotycznych [89].

CZYNNIKI TRANSKRYPCYJNE ZFP

Jednym z lepiej scharakteryzowanych motywow wigzacych DNA w czynni-
kach transkrypcyjnych jest palec cynkowy (ZF) typu Cys2/His2 (C2H2). Motyw
ten obecny jest w biatkach TFIIIA (bialka z domeng palca cynkowego C2H2, ang.
C2H2-Type zinc Finger proteins), ktore u roslin zaangazowane sg zarowno w pro-
cesy rozwojowe jak i w regulacj¢ odpowiedzi na stresy abiotyczne [12]. U Oryza
sativa, spos$rdd 189 zidentyfikowanych gendéw kodujacych biatka z rodziny TFIIIA,
26 ulega pozytywnej regulacji przez stres zasolenia, niskiej temperatury oraz suszy
[1]. Do czynnikoéw transkrypcyjnych TFIIIA zwigkszajacych tolerancje O. sativa
na stres niedoboru wody naleza biatka ZFP252 [113] oraz ZFP245 [31]. Biatko
ZFP252 jest odpowiedzialne za aktywacje genow zwigzanych ze stresem. Jego
nadekspresja w transgenicznej odmianie O. sativa spowodowata nagromadzenie
biatek LEA, a takze substancji kompatybilnych takich jak prolina i rozpuszczalne
cukry, prowadzac do wzrostu tolerancji na susz¢ oraz zasolenie. Tolerancja odwod-
nienia linii transgenicznej O. sativa z nadekspresjg ZFP252 byta zwigzana z induk-
cja genu DREBIA. Sugeruje si¢, ze ZFP252 moze by¢ pozytywnym regulatorem
DREBIA [113]. Wzrost aktywnosci enzymow antyoksydacyjnych — peroksydazy
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(POD) oraz dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) w odpowiedzi na niedobor wody
oraz niskg temperature odnotowano w siewkach O. sativa z nadekspresja ZFP245.
Siewki te charakteryzowaly si¢ ponadto podwyzszonym poziomem proliny na sku-
tek wzrostu ekspresji genu syntazy pirolino-5-karboksylanu (P5CS), kodujacego
enzym szlaku syntezy proliny oraz gendéw kodujacych transportery proliny [31].
Biatka z domena palca cynkowego zaangazowane w mechanizmy tolerancji roslin
na stres suszy opisano takze u Petunia hybrida (ZPT2-3) [93], oraz Arabidopsis
(AZF1, AZF2, AZF3, STZ) [83].

CZYNNIKI TRANSKRYPCYJNE WRKY

Rodzina WRKY stanowi kolejng grupe czynnikéw transkrypcyjnych maja-
cych istotne znaczenie w regulowaniu reakcji ro$lin na czynniki stresowe [100].
U Arabidospis nadekspresja WRKY63/ABO3 [79] oraz WRKY57 [34] spowodowata
wzrost tolerancji na stres suszy w sposob zalezny od ABA. Liczne dane wskazuja,
ze nadekspresja genéw kodujacych biatka nalezace do rodziny WRKY zwicksza
tolerancj¢ odwodnienia réwniez u gatunkow uprawnych. U O. sativa sg to m.in.
OsWRKYO07 [77], OsWRKYI11 [108], OsWRKY45 [75], u Nicotiana tabacum TaWR-
KY10 [104], au T aestivum TaWRKY2 [68] oraz TaWRKY19 [68]. Transformacja
Arabidopsis genem GmWRKY54 z Glycine max doprowadzita do wzrostu tolerancji
na suszg i zasolenie, prawdopodobnie w wyniku regulacji przez WRKY 54 czynni-
kow transkrypeyjnych DREB2A oraz STZ/Zat10 [125].

CZYNNIKI TRANSKRYPCYJNE NF-Y

Pojawiajace si¢ w ostatnich latach dane wskazuja, ze w szlakach regulujacych
odpowiedz ro$lin na stres suszy uczestniczg rowniez czynniki transkrypcyjne z ro-
dziny NF-Y (ang. Nuclear Factor Y) [29, 47, 67, 91]. Biatka NF-Y stanowig he-
terotrimeryczne kompleksy zbudowane z trzech podjednostek: NF-YA, NF-YB,
NF-YC. U zwierzat i grzybow poszczegdlne podjednostki kodowane sa przez po-
jedynczy gen, podczas gdy u roslin zidentyfikowano wiele rodzin genow dla kaz-
dej z podjednostek [28]. Biatka NF-Y wykazuja silne powinowactwo do kasety
CCAAT zlokalizowanej w promotorach i/lub wzmacniaczach wielu genow [14].
Wykazano, ze AtNF-YB1, ZmNF-YB2 oraz TaNF-YB2 uczestnicza w indukowa-
niu mechanizmoéw zwigzanych z odpornoscig na susz¢ odpowiednio u Arabidopsis,
Zea mays 1 T. aestivum, a takze przyczyniaja sie¢ do zwiekszenia produktywnosci
upraw podczas stresu niedoboru wody [67, 91]. Nadekspresja AtNF-YB1 spowodo-
wata zwigkszenie wspotczynnika przezycia roslin transgenicznych w poréwnaniu
z ro$linami dzikimi. Mutanty charakteryzowaty sie zdolnoscia do utrzymywania
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wyzszego potencjatu wody oraz wysokiej wydajnosci fotosyntezy [67]. Podobnie,
zwigkszona ekspresja ZmNF-YB2 (ortologa AtNF-YBI) u Z. mays doprowadzita do
wzrostu tolerancji na stres suszy poprzez zwiekszenie intensywnosci fotosyntezy,
zawarto$ci chlorofilu, przewodnosci szparkowej oraz obnizenie temperatury lisci
[67]. U Arabidopsis nadekspresja podjednostki PANF-YB7 z Populus przyczynila
si¢ do wzrostu tolerancji siewek na stres suszy, co m.in. przektadato si¢ na ich fe-
notyp. Siewki transgeniczne charakteryzowatly si¢ zwigkszong powierzchnig lisci
oraz dlugos$cia korzeni pierwotnych, wzrostem wspotczynnika fotosyntezy, a takze
polepszeniem wspotczynnika wykorzystania wody (WUE, ang. Water Use Efficien-
cy) w warunkach niedoboru wody w porownaniu do ro$lin dzikich. Ekspozycja na
stres niedoboru wody spowodowata u roslin transgenicznych aktywacje kilku ge-
néw indukowanych susza (KINI, LEA76, LTP, GST), sugerujac udziat PANF-YB7
w akumulacji biatek opiekunczych podczas suszy. Badania te wskazuja rowniez,
ze odmiennie niz w przypadku AtNF-YBI, PANF-YB7 jest elementem szlakow
sygnalowych ABA. Analiza sekwencji promotora PdNF-YB7 wykazata, ze w jego
obrebie wystepuje kilka elementow cis zwigzanych z odpowiedzia na ABA (ang.
ABA-Responsive Elements, ABRE). Co wigcej nadekspresja PANF-YB7 skutkowata
zmianami w aktywnosci gendw RD29B oraz CBFY wykorzystywanych jako marke-
ry szlaku ABA-zaleznego [29].

EPIGENETYCZNE MECHANIZMY REGULACJI
ODPOWIEDZI ROSLIN NA STRES SUSZY

Informacja o pojawieniu si¢ czynnika stresowego jest odbierana przez komor-
ki i przekazywana szlakami transdukcji sygnatu do jadra, gdzie przy udziale spe-
cyficznych czynnikéow transkrypcyjnych nastepuje aktywacja genow kodujacych
bialka efektorowe, umozliwiajace przystosowanie si¢ ro$liny do zmiennych wa-
runkow Srodowiskowych. W ostatnich latach pojawia si¢ coraz wigcej doniesien
wskazujgcych na istotny udzial mechanizmoéw epigenetycznych w odpowiedzi na
stres, polegajacych na regulacji ekspresji gendw bez zmian w sekwencji DNA [62,
74]. Wigkszos¢ modyfikacji epigenetycznych zostaje usunig¢ta po ustgpieniu stresu,
jednak czg$¢ z nich moze si¢ utrzymywac i by¢ przekazywana komorkom potom-
nym w podziatach mitotycznych oraz mejotycznych. Dziedziczenie zmian epigene-
tycznych indukowanych stresem pozwala na tworzenie tzw. epigenetycznej pamigci
stresu (ang. epigenetic stress memory) i polepszenie zdolnosci do tolerowania stresu
u roslin nastepnej generacji [126]. Wyrdznia si¢ trzy podstawowe mechanizmy epi-
genetycznej kontroli genomu — metylacja DNA, modyfikacje histonéw oraz wyci-
szanie genow przez mate RNA (sRNA), w tym mikro RNA.
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METYLACJA DNA

Metylacja DNA polega na przeniesieniu grupy metylowej z S-adenozylometio-
niny na cytozyne (rzadziej na adening) i kowalencyjne przylaczenie do wegla w po-
zycji 5°, w wyniku czego powstaje S-metylocytozyna (5mC). U roslin za metylacje
odpowiedzialne sa metylotransferazy nalezace do trzech rodzin: metylotransferazy
1 (METT1), chromometylazy 3 (CMT3), oraz metylotrnasferazy DRM [21]. Metyla-
cja powoduje zmniejszenie powinowactwa DNA do czynnikow transkrypcyjnych,
prowadzac do przej$cia genu w stan nieaktywny. [20]. U ro$lin, w odr6znieniu do
zwierzat, metylacja zachodzi zard6wno w regionach promotorowych jak i kodujg-
cych. Dane literaturowe wskazuja, ze metylacja w regionach kodujacych nie za-
wsze zwigzana jest z wyciszeniem genu, czego dowodem sa badania, w ktorych
obserwowano wzrost poziomu ekspresji genéw konstytutywnych (ang. house-ke-
eping) uwarunkowany metylacjg regionow kodujacych [120].

Zmiany we wzorze metylacji DNA pod wptywem dzialania suszy udokumento-
wano u takich gatunkow jak Pisum sativum [45], Z. mays [97], O. sativa [106], Ara-
bidopsis [13], S. lycopersicum [27], Populus [76] oraz Quercus ilex [80]. W dwoch
odmianach Macrotyloma uniflorum — wrazliwej (HPKC) oraz tolerancyjnej na stres
suszy (HPK4) analiza sekwencji CCGG wykazata, iz pelna metylacja oraz hemime-
tylacja (metylacja tylko jednej nici DNA) byta czgsciej obserwowana w genomie
odmiany HPKC. Dodatkowo badania te dostarczyty informacji dotyczacych mety-
lacji fragmentu DNA wykazujacego homologie do genu cbf-1 z Cucumis staivus,
kodujacego czynniki transkrypcyjne zaangazowane w mechanizmy odpornosci na
stres suszy. Metylacja tego fragmentu byta obserwowana tylko w odmianie wrazli-
wej, czym autorzy pracy thumaczg réznice w stopniu tolerancji odwodniania przez
oba genotypy [5]. W pracy autorstwa Wang 1 wsp. [106] opisano zmiany we wzo-
rze metylacji DNA u dwoch linii O. sativa, tolerancyjnej oraz wrazliwej na stres
niedoboru wody. Catkowity poziom metylacji/demetylacji byt zblizony u obu linii,
przy czym zaobserwowano duze zrdéznicowanie pod wzgledem miejsc metylowa-
nych lub demetylowanych w warunkach suszy. Na tej postawie Wang i wsp. [106]
wnioskuja, ze w warunkach suszy nastgpuje ekspresja innych zestawow gendw
u odmian tolerancyjnej i wrazliwej na odwodnienie. Ponadto zmiany w poziomie
metylacji indukowane susza byly specyficzne tkankowo irozwojowo. Wyniki te
wskazuja, ze modyfikacje epigenetyczne mogg by¢ waznym mechanizmem regu-
lacyjnym w przystosowaniu si¢ O. sativa do stresu suszy [106]. Inne badania do-
tyczace O. sativa wykazaly wyzszy poziom metylacji DNA u odmiany wrazliwej
niz u tolerancyjnej podczas niedoboru wody. Dodatkowo cz¢§¢ zmian w metylacji
DNA wywotanych suszg okazata si¢ stabilna i dziedziczona przez kolejne pokole-
nia [123]. Badania nad metabolizmem proliny w warunkach stresu osmotycznego
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spowodowanego suszg wskazuja, ze jej akumulacja jest zwigzana ze zmianami pozio-
mu metylacji DNA gendéw kodujacych enzymy szlaku syntezy proliny. W badaniach
przeanalizowano wzory metylacji 3 genow Scisle zwigzanych z biosynteza proliny
(P5CS, P5CR oraz OAT) i wykazano, ze sekwencje dwoch z nich (PSCR oraz OAT)
ulegaja demetylacji w warunkach deficytu wody. Sugeruje to, ze demetylacja DNA
zwieksza akumulacje proliny poprzez wzrost poziomu ekspresji genow P5CR i OAT
w odpowiedzi na stres [119]. Z kolei hipermetylacje w warunkach suszy odnotowa-
no w korzeniach P. sativum [45]. Wzrost metylacji wysp CpG w pierwszym egzonie
genu Asrl odpowiedzialnego za synteze biatka z rodziny LEA oraz jednoczesne usu-
nigcie metylacji w sekwencjach symetrycznych CpNpN spowodowato zwigkszenie
ekspresji tego genu w lisciach S. lycopersicum eksponowanych na stres suszy [27].

W ostatnim czasie scharakteryzowano gen kodujacy glikozylaze DNA u Hor-
deum vulgare (HvDME) bedacag homologiem enzymu DEME u Arabidopsis. Ana-
liza ekspresji wykazata zroznicowang aktywno$¢ tego genu w warunkach suszy
w siewkach dwoch odmian H.vulgare — wrazliwej oraz tolerancyjnej. Po 10-dnio-
wej ekspozycji na stres suszy nastgpit 10-krotny wzrosty ekspresji genu HvDME
w odmianie tolerancyjnej, a tylko 2-krotny we wrazliwej. Dodatkowo stopien me-
tylacji DNA w regionach promotorowych oraz transkrybowanych genu HvDME
roznil si¢ w obu odmianach wskazujac na epigenetyczng regulacje HvDME w wa-
runkach suszy [38].

MODYFIKACJE HISTONOW

Innym sposobem epigenetycznej regulacji ekspresji gendw jest modyfikacja
N-koncowego ogona histonow tworzacych rdzen nukleosomu. Trimetylacja reszty
lizyny w pozycji czwartej histonu H3 (H3K4) oraz acetylacja lizyny 9 (H3K9) zwy-
kle zwigzane sg z aktywacja ekspresji genéw, natomiast dimetylacja Lys9 H3K9
oraz Lys27 H3K27 prowadza do obnizenia transkrypcji [74].

Wykazano, ze u Arabidopsis stres suszy indukowat trimetylacje lizyny 4 histo-
nu H3 (H3K4) oraz acetylacj¢ lizyny w pozycji 9 (H3K9) w obrebie gendw RD294,
RD29B, RD20 i1 RAP2.4 (zwiazanych z odpowiedzia na stres niedoboru wody), co
faczyto si¢ ze wzrostem poziomu transkrypcji tych genow [41]. Wykorzystujac im-
munoprecypitacj¢ chromatyny oraz technik¢ ChlP-seq (ang. Chromatin Immuno-
precipitation Sequencing) ustalono wzory rozmieszczenia mono-, di- oraz tri-me-
tylowanej Lys 4 histonu H3 (H3K4mel, H3K4me2 oraz H3K4me3) w genomie
Arabidopsis podczas suszy oraz w warunkach niestresowych. Modyfikacje H3K-
4me?2 oraz H3K4mel byly bardziej rozpowszechnione w genomie niz H3K4me3,
ale w warunkach niedoboru wody wykazywaty niewielkie zmiany poziomu w od-
roéznieniu od H3K4me3. Poziom trimetylowanego histonu H3K4me3 byt wyraznie
skorelowany ze zmianami w ekspresji genéw (spadek lub wzrost poziomu tran-
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skryptu), podczas gdy H3K4mel hamowat transkrypcje, a w przypadku H3K4me2
nie obserwowano zwigzku z poziomem ekspresji gendw [102]. Dodatnig zaleznos¢
pomigdzy poziomem modyfikacji H3K4me3, a zmianami ekspresji genow zaan-
gazowanych w odpowiedz na stres suszy odnotowano rowniez u O. sativa [127].
W wyniku trimetylacji H3K4 nastgpita aktywacja genow zwigzanych m.in. z me-
tabolizmem proliny oraz szlakami transdukcji sygnatu. W lisciach S. lycopersicum
stres wodny spowodowat obnizenie poziomu trimetylacji H3K27 w obrebie genu
Asrl (kodujacego biatko z rodziny LEA), natomiast nie odnotowano zmian w ilo$ci
trimetylownej lizyny 4 (H3K4me3) [27]. Istotnych informacji na temat relacji po-
miedzy transdukcja sygnatu, a zmianami epigenetycznymi w trakcie suszy dostar-
czyly badania Ndamukong i wsp. [66]. Autorzy wykazali zalezno$¢ migedzy 5-fosfo-
ranem fosfatydyloinozytolu (PtdIns5P) — elementem lipidowego szlaku transdukcji
sygnalu, a trimetylotransferaza H3K4 (ATX1) uczestniczaca w metylowaniu pro-
motora genu WRKY70 u Arabidopsis. Podczas suszy obserwowano hamowanie
aktywnosci ATX1 (spadt poziom H3K4me3 w obrgbie WRKY 70, i ekspresja), przy
jednoczesnej akumulacji 5-fosforanu fosfatydyloinozytolu (PtdIns5P). Sugeruje
si¢, ze PtdIns5P obniza ilos¢ H3K4me3 prawdopodobnie przez sekwestracje ATX1
w cytozolu. Dane literaturowe $wiadcza rowniez o udziale ABA w ksztaltowaniu
si¢ modyfikacji epigenetycznych w warunkach suszy. Podczas niedoboru wody
ABA reguluje ekspresje biatek Polycomb odpowiedzialnych za metylacje histonow
1 zageszczanie chromatyny [39]. Wyniki innych badan na Arabidopsis sugeruja, ze
deacetylaza histonéw AtHD2C jest zaangazowana w zalezng od ABA odpowiedZ na
stres suszy. Kwas abscysynowy hamuje ekspresje 4tHD2C, przy czym nadekspresja
tego genu w liniach transgenicznych spowodowata zwigkszenie tolerancji na stres
suszy i zasolenie (m.in. w wyniku wzrostu ekspresji gendéw RD9IB i RAB18 koduja-
cych biatka z rodziny LEA) [90].

Mikro RNA

Mikro RNA (miRNA) to populacja niekodujacych czasteczek RNA, zwykle
o dtugosci ok. 21 nukleotyddéw. Ich funkcja jest regulacja ekspresji informacji ge-
netycznej poprzez wyciszanie genéw [61]. Mechanizm dzialania miRNA polega
na degradacji mRNA w wyniku oddziatywania z kompleksem RISC (ang. RNA-In-
duced Silencing Complex) zbudowanym z biatek i miRNA (potranskrypcyjne wy-
ciszanie gendw) lub blokowania translacji przez wigzanie si¢ kompleksu RISC do
mRNA bez jego rozcinania (wyciszanie na poziomie translacji) [33].

W ostatnich latach pojawia si¢ coraz wiecej danych sugerujacych, ze miRNA
jest waznym elementem modulujacym odpowiedz roslin na stres suszy w ramach
strategii tolerancji oraz unikania [15]. Gléwnym miejscem dziatania miRNA sg
czasteczki mRNA czynnikow transkrypcyjnych, co $wiadczy o istotnym znaczeniu
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miRNA w ztozonej sieci regulacji ekspresji gendw. Susza moze indukowaé miR-
NA degradujace transkrypty biatek zaangazowanych w odpowiedz na stres lub tez
obniza¢ ilo$¢ innych miRNA przyczyniajac si¢ do akumulacji czasteczek mRNA,
pozytywnie skorelowanych z adaptacjg do stresu [15].

W dwoéch genotypach G. max roznigcych si¢ wrazliwoscig na niedobor wody
wykazano znaczace roznice w profilu ekspresji miRNA podczas suszy [44]. Stres
spowodowal obnizenie ilo$ci pi¢ciu czgsteczek miRNA — miR166-5p, miR169f3p,
miR1513¢c, miR397ab oraz miR-Seql3 w genotypie tolerancyjnym, natomiast
w genotypie wrazliwym ich poziom ulegt podwyzszeniu. Podobna tendencj¢ odno-
towano dla miR-Seql1, ktorego docelowym mRNA jest transkrypt biatka o aktyw-
nosci peroksydazy zaangazowanej w usuwanie ROS. Poziom miR-Seqll wzrost
istotnie w odmianie wrazliwej podczas suszy w porownaniu do roslin kontrolnych,
natomiast w przypadku linii tolerancyjnej poziom miR-Seql1 byt zblizony w kon-
troli, jak i u roslin poddanych dziataniu stresu, przy czym byt on nizszy niz w ge-
notypie wrazliwym wystawionym na warunki stresowe. Przypuszcza sie, iz nizsza
ekspresja miR-Seql1 u roslin odmiany tolerancyjnej podczas stresu stanowi jeden
z czynnikéw odpowiedzialnych za zmniejszong podatnos¢ na susze w porOwnaniu
z odmiang wrazliwg [44]. Wyniki te sugerujg rowniez, ze profil miRNA jest cha-
rakterystyczny dla danych genotypdéw wykazujacych zréznicowana wrazliwos$¢ na
stres, nawet wsrdd blisko spokrewnionych odmian [95].

Badania przeprowadzone przez Li i wsp. [47] wskazuja na udziat czasteczek
miRNA zrodziny miR169 w regulacji odpowiedzi na stres suszy u Arabidopsis.
Niedobor wody, atakze aplikacja egzogennego ABA spowodowaly obnizenie
ekspresji miR169a oraz miR169c¢, ktére wyciszaja gen NFYAS kodujacy jedng
z podjednostek czynnika jadrowego Y (NF-Y) [47]. Autorzy sugeruja, ze gtownie
miR169a odpowiada za negatywna regulacje ekspresji NF'YAS podczas suszy. Eks-
presja NFYA5 w komorkach szparkowych powoduje obnizenie przewodnosci szpar-
kowej w sposob zalezny od ABA, natomiast w innych komorkach zwigzana jest
z aktywacja genow odpowiedzi na stres suszy, takich jak transferaza glutationu czy
peroksydaza [47] (ryc. 3). Analiza funkcjonalna wskazata, ze rosliny z usunigtym
genem nfyas oraz rosliny charakteryzujace si¢ nadekspresja miR169a wykazywaty
zwigkszong wrazliwos$¢ na stres suszy, podczas gdy nadekspresja NF'YAS5 prowadzi-
ta do zwigkszenia tolerancji na niedobdr wody w wyniku ograniczenia transpiracji
[47]. Obnizenie poziomu miR169 obserwowano réwniez u Medicago truncatula
w warunkach umiarkowanej suszy [105]. Z kolei badania przeprowadzone przez
inny zesp6t nie wykazaty zmian w poziomie miR169 w li§ciach roslin M. trunca-
tula eksponowanych na silny stres suszy [98]. Przypuszcza si¢, ze roznice w odpo-
wiedzi miR169 na stres suszy u M. truncatula wynikaja z zastosowania ré6znego
natezenia stresu, a rodzina miR169 moze by¢ zaangazowana na wczesnych etapach
odpowiedzi na stres [105]. Przeciwstawne wyniki w stosunku do Arabidopsis uzy-
skano dla siewek S. lycopersicum, u ktorych podczas deficytu wody odnotowano
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RYCINA 3. Udzial czasteczek miRNA w szlakach sygnatowych zaleznych od ABA oraz auksyn pro-
wadzacych do wzrostu tolerancji roslin na stres suszy. Szczegoty w tekscie. Line przerywane — szlaki
sygnatowe zalezne od ABA, linie ciggte — szlaki sygnatowe zalezne od auksyn. Pogrubione linie — in-
dukcja, cienkie linie — inhibicja. Na podstawie [15], zmodyfikowane

FIGURE 3. Role of miRNAs in ABA-dependent and auxin signaling pathways leading to increased
plants drought tolerance. Details in the text. Dashed line — ABA-dependent signaling pathways, solid
lines — auxin signaling pathways. Bold lines — up-regulation, thin lines — down-regulation. Based on
[15], modified

akumulacje miR169 [121]. Susza spowodowata indukcje miR169¢ w powigzaniu
z obnizeniem ilosci mRNA NF-YA1/2/3 oraz biatka MPR1 nalezacego do rodziny
transporterow MPR (ang. Multidrug Resistance-associated Proteins) [121]. Na-
dekspresja miR169c w linii transgenicznej S. lycopersicum spowodowata wzrost
tolerancji odwodnienia w poréwnaniu do typu dzikiego. Nadekspresja miR169c¢ ko-
relowata ze spadkiem przewodnosci szparkowej oraz utraty wody przez transpiracje
w ro$linach transgenicznych. Na tej podstawie sugeruje si¢, ze miR169¢ zwigksza
tolerancje siewek S. lycopersicum na stres niedoboru wody poprzez kontrole ru-
chow komorek szparkowych [121]. Akumulacje miR169g indukowana przez suszg
odnotowano u O. sativa, przy czym jego ekspresja byla wyzsza w korzeniach niz
pedach [122]. W promotorze genu MIR169g wystepuja dwa elementy DRE wska-
zujac, ze podlega on regulacji poprzez TF nalezace do podrodziny DREB [43]. Pro-
fil ekspresji miR169, moze zaleze¢ od stadium rozwojowego, warunkow wzrostu,
rodzaju badanych tkanek i organdw, a takze nasilenia i czasu trwania stresu [15].
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Kolejnym przyktadem miRNA zwigzanego z odpowiedzig roslin na stres suszy
poprzez kontrole otwierania oraz zamykania aparatow szparkowych jest rodzina
miR167 [107]. Postuluje si¢ udziat miR167 w regulacji puli transkryptéw fosfolipazy
D (PLD). Enzym ten uczestniczy w regulacji ruchow szparkowych i jest aktywowany
przez ABA [18]. Nadekspresja PLDal w N. tabacum spowodowala wzrost wrazli-
wosci roslin na ABA oraz redukcje transpiracyjnej utraty wody na wczesnych eta-
pach dziatania stresu suszy [30]. W siewkach Z. mays ekspozycja na deficyt wody
hamowata ekspresje miR167 prowadzac do akumulacji transkryptow PLD. Autorzy
wnioskuja, ze akumulacja mRNA genu PLD na skutek obnizenia ilosci miR167, jest
elementem odpowiedzi roslin na stres suszy zaleznym od ABA [106] (ryc. 3).

Opublikowane do tej pory dane $wiadczg rowniez o udziale kilku rodzin miR-
NA (miR160, miR167, miR390, miR393) w kontroli sygnatu auksynowego podczas
suszy [4, 7,9, 19, 52, 53, 96, 117, 122] (ryc. 3). Wykazano, ze auksyna stymuluje
rozwoj korzeni bocznych dziatajac tym samym antagonistycznie do ABA, ktory
prowadzi do hamowania rozwoju korzeni bocznych na rzecz korzenia gtéwnego [8,
111]. Ograniczenie horyzontalnego rozwoju korzeni jest adaptacyjng odpowiedzig
roslin na stres suszy umozliwiajaca bardziej efektywny wzrost korzenia glownego
i dotarcie do wody dostepnej w nizszych warstwach gleby [111]. Susza indukuje
akumulacje miR393 u Arabidopsis [9, 96], O. sativa [121], Saccharum spp. [19].
Docelowe transkrypty rozpoznawane przez miR393 koduja dwa receptory auksyn
TIR1 (ang. Transport Inhibitor Response 1) oraz AFB2 (ang. Auxin signaling F-Box
protein 2), stanowigce pozytywne regulatory sygnalu auksynowego [9]. W korze-
niach Arabidopsis wykazano zalezng od ABA destabilizacje TIR1/AFB2 przez
miR393 bedaca mechanizmem adaptacyjnym do stresu suszy [9] (ryc. 3). Specyficz-
ng genotypowo ekspresje 2 cztonkdéw rodziny miR 160 podczas suszy obserwowano
u Vigna unguiculata [4]. Odmiana tolerancyjna charakteryzowata si¢ akumulacja
miR160a oraz miR160b degradujacych biatka ARF (czynniki transkrypcyjne zaan-
gazowane w transdukcje¢ sygnatu auksynowego), natomiast u odmiany wrazliwej
nie wykazano zmian w poziomie ich ekspresji podczas deficytu wody [4]. Ponad-
to, negatywng regulacje ARF10 przez miR160 odnotowano w kietkujacych nasio-
nach Arabidopsis wskazujac na udzial miR160 w krzyzowaniu si¢ (ang. cross-talk)
szlakow sygnatowych zaleznych od auksyny oraz ABA [53] (ryc. 3). Zwigkszenie
ekspresji miR390 — kolejnej rodziny miRNA zaangazowanej w kontrole sygnatlu
auksynowego w trakcie ekspozycji na stres suszy odnotowano u Brachypodium
distachyon [7] jak rowniez u V. unguiculata [4]. Wykazano, ze czasteczki tej rodzi-
ny miRNA, poprzez cigcie niekodujacych prekursorow RNA (TAS3), biorg udziat
w produkcji ta-siRNA, ktore z kolei hamuja ekspresje AFR4 (ryc. 3). Aktywacja
miR390 w korzeniach Arabidopsis miata negatywny wptyw na formowanie korzeni
bocznych [117]. Indukcja miR390 u B. distachyon i V. unguiculata w warunkach
niedoboru wody moze sugerowac udzial zachowawczego wsrdd roslin szlaku miR-
390-TAS3-ARF4 w odpowiedzi na stres suszy [15].
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Sugeruje si¢, ze na architekture korzeni maja rowniez wplyw czasteczki miRNA
z rodziny miR166 regulujace poziom czynnikéw transkrypcyjnych HD-Zip 111 od-
powiedzialnych m.in. za tworzenie si¢ korzeni bocznych u M. truncatula [6]. Linie
z nadekspresjag miR166a charakteryzowaty si¢ zredukowang liczba korzeni bocz-
nych i brodawek symbiotycznych [6]. Wzmozong ekspresje miR166 w korzeniach
M. truncatula obserwowano w odpowiedzi na stres suszy, co moze $wiadczy¢ o za-
angazowaniu miR166 w rozwdj korzeni podczas deficytu wody [99].

Wzrost tolerancji na stres suszy w wyniku nadekspresji miR369 odnotowano
w transgenicznych liniach Arabidopsis [51] oraz N. tabacum [115]. miR369 jest
zachowawcza rodzing miRNA wérdd roslin jedno- i dwuliSciennych, degradujaca
mRNA czynnikow transkrypcyjnych GRF (ang. Growth-Regulating Factor) odpo-
wiedzialnych za rozwoj lisci [S51]. Mutanty Arabisopsis z nadekspresja miR369a
oraz miR369b traktowane stresem suszy posiadaly obnizong gesto$¢ aparatow
szparkowych oraz zredukowany indeks szparkowy, co ograniczato utrate wody,
czym autorzy ttumacza zwigkszong tolerancje na niedobor wody w poréwnaniu do
roslin dzikich. Badania te sugeruja réwniez, iz miR369 moze odgrywac istotng role
w réznicowaniu si¢ komorek lisci podczas stresu suszy [51].

Zwigkszenie tolerancji na stres suszy w wyniku regulacji metabolizmu pro-
liny przez miRNA wykazano u siewek Z. mays [107]. Niedobér wody spowodo-
watl wzrost ilosci czasteczek z rodziny miR474, ktorych docelowym mRNA jest
transkrypt genu PDH kodujacego dehydrogenaze proliny odpowiedzialng za jej
degradacj¢. Wzrost poziomu ekspresji miR474 w warunkach suszy zwigzany byt
ze spadkiem ilosci transkryptow PDH oraz z akumulacja wolnej proliny, stad tez
sugeruje sie, ze indukcja ekspresji miR474 przyczynia si¢ do uruchomienia me-
chanizmow osmoprotekcyjnych [107]. Pozytywna regulacje miR474 w warunkach
deficytu wody odnotowano rowniez u O. sativa [124]. Autorzy wskazuja, ze do-
celowym mRNA dla miR474 sa prawdopodobnie rowniez transkrypty biatlek PPR
(ang. Pentatricopeptide Repeat Protein), kinaz biatkowych oraz kinezyn, co moze
$wiadczy¢ o zaangazowaniu miR474 w regulacje ekspresji genéw organelli ko-
moérkowych oraz potranskrypcyjng obrobke RNA podczas stresu [124]. Wei 1 wsp.
[107] wykazali, ze regulacja ekspresji genéw podczas suszy za pomocg miRNA
moze przyczynia¢ si¢ do usprawnienia systemu antyoksydacyjnego. Akumulacja
ABA podczas niedoboru wody prowadzi do nagromadzenia si¢ H,O, — reaktywne;j
formy tlenu, ktora jednoczesnie jest molekutg sygnalng aktywujaca MAP kinazy
posredniczace w indukcji ekspresji genéow kodujacych przeciwutleniacze. Stres su-
szy w siewkach Z. mays spowodowat obnizenie ekspresji miR168 oraz pozytywna
regulacje ilosci docelowych dla miR168 transkryptéw MAP kinaz. Ekspozycja na
stres zmniejszyta rowniez poziom rodziny miR528 rozcinajacych mRNA peroksy-
dazay (POD) [107]. Specyficzng odpowiedz dla lisci w postaci hamowania ekspre-
sji miR528 obserwowano rowniez u Triticum turgidum ssp. dicoccoides po 8 godzi-
nach stresu suszy [37]. Innym przyktadem miRNA zaangazowanego w usuwanie
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ROS jest rodzina miR398. Docelowymi transkryptami dla nich sa3 m.in. mRNA
dwach blisko spokrewnionych miedziowo-cynkowych dysmutaz ponadtlenkowych
— cytozolowej CSD1 oraz plastydowej CSD2. Inhibicj¢ ekspresji miR398 podczas
suszy odnotowano u M. truncatula [105] oraz w korzeniach Prunus persica [17].
Ponadto w transgenicznej linii O. sativa nadekspresja odpornej na miR398 formy
CSD2 spowodowala zwigkszenie tolerancji na stres wodny oraz wysokie zasolenie
w porownaniu z ro$linami typu dzikiego [56]. Badania te sugeruja, iz regulacja eks-
presji genow przez miRNA moze by¢ waznym elementem mechanizméw tolerancji
na stres oksydacyjny generowany susza.

Przyktadem wykorzystania narzedzi inzynierii genetycznej w celu uzyskania
nowych odmian roslin o wysokim stopniu tolerancji na stres suszy sa badania Pie-
czynskiego 1 wsp. [71]. Wykazano w nich wzrost tolerancji na stres suszy transge-
nicznej linii S. tuberosum charakteryzujacej si¢ wyciszeniem genu CBPS80 poprzez
zastosowanie sztucznego miRNA. Biatko CBP80 stanowi duza podjednostke ja-
drowego kompleksu wigzgcego kap — CBC (ang. Cap-Binding Complex) bioracego
udziat m.in. w dojrzewaniu miR159. Wyciszenie genu CBP80 skutkowato obnize-
niem poziomu miR159 w warunkach deficytu wody, z jednoczesnym wzrostem ilo-
sci mRNA MYB33 oraz MYB101, opisanych jako docelowe transkrypty dla miR159
oraz pozytywne regulatory ABA-zaleznych szlakow sygnatowych.

BIALKA ZAANGAZOWANE W REAKCJE
ROSLIN NA STRES SUSZY

W wickszosci przypadkdéw zmiana poziomu ekspresji gendw ma odzwiercie-
dlenie w analogicznej zmianie poziomu akumulacji biatek. Biatka, ktorych poziom
wzrasta w odpowiedzi na dziatanie czynnika stresowego uczestnicza w procesie
ksztattowania tolerancji na warunki stresowe w r6zny sposob. Deficyt wody prowa-
dzi ponadto do zaburzen w konformacji oraz prawidlowym funkcjonowaniu biatek.
W wyniku ekspozycji na stres suszy dochodzi do odwodnienia komoérek, zmniejsze-
nia ich objetosci oraz nagromadzenia ROS, co bezposrednio wptywa na wzrost licz-
by biatek podlegajacych denaturacji, degradacji/agregacji, czy tez uszkodzeniom
oksydacyjnym. Produkcja i akumulacja biatek takich jak LEA, biatka opiekuncze,
w tym HSP (ang. Heat Shock Proteins), USP (ang. Universal Stress Proteins), pet-
nigcych funkcje ochronne w stosunku do biatek komorki, stanowi jeden z mechani-
zmow tolerancji umozliwiajacy roslinom przetrwanie suszy [32, 103].

Biatka LEA akumulowane sg w zarodkach nasion ulegajacych desykacji, jak
rowniez w odwodnionych tkankach wegetatywnych podczas dziatalna stresu suszy,
zasolenia lub niskiej temperatury [116]. Dodatnia zalezno$¢ pomiedzy gromadze-
niem biatek LEA, a tolerancja roslin na stres suszy wykazano m.in. u Avena sativa
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[60], Capsicum annuum [40], O. sativa [110, 112] oraz T. aestivum [78]. Ze wzgledu
na wystepowanie zachowawczych motywéw w sekwencji aminokwaséw wyroznia
si¢ 6 klas biatek LEA, wérod ktorych na szczegdlng uwage zastuguje klasa II, do
ktorej nalezg dehydryny. Akumulacja dehydryn uwazana jest za powszechng reak-
cj¢ roslin na stres niedoboru wody [81], przy czym mechanizm dziatania dehydryn
wcigz nie zostal szczegdtowo opisany. Sugeruje si¢, ze bialka te stabilizujg blony,
wykazujg aktywnos$¢ chaperondw, a takze hamujg interakcje pomig¢dzy zdenaturo-
wanymi biatkami nie dopuszczajac do formowania si¢ agregatow [103]. Ze wzgledu
na wybitnie hydrofilowy charakter dehydryn postuluje si¢ ich rol¢ w zapewnieniu
wodnego $rodowiska na potrzeby podtrzymania aktywnosci enzymatycznej w sil-
nie odwodnionych komorkach [70].

Stres suszy powoduje rowniez akumulacje biatek opiekunczych, do ktérych na-
leza biatka szoku cieplnego HSP [102]. Wzrost tolerancji roslin na susz¢ w wyniku
nadekspresji genow kodujacych poszczegdlnych przedstawicieli HSP odnotowano
m.in. u N. tabacum (nadekspresja genow kodujacych biatka BiP oraz Hsp70) [3,
11], Arabidpsis (nadekspresja Hsp17.6A4) [94], w siewkach O. sativa (nadekspresja
sHspl7.7) [86] oraz u Gossypium hirsutum (nadekspresja GHSP26) [58].

Biatka USP po raz pierwszy zostaty zidentyfikowane w komodrkach bakterii.
Wykazano, ze indukcja ekspresji genow kodujacych USP zachodzi podczas eks-
pozycji bakterii na r6znorodne czynniki stresowe [64, 69]. Homologi bakteryjnych
bialek USP obficie wystepuja u roslin, jednak ich rola nie zostala jeszcze w pet-
ni poznana [55]. Opublikowane w ostatnich latach dane sugeruja, iz biatka USP
uczestniczg w odpowiedzi roslin na stres suszy [32, 55, 59]. W pracy Loukehaich
1 wsp. [55] wykazano, ze nadekspresja genu SpUSP w transgenicznej linii Solanum
pennellii (SpUSP OE) prowadzi do wzrostu tolerancji na susz¢. Ekspozycja linii
SpUSP OE na niedobor wody oraz zasolenie spowodowata wzrost poziomu ABA,
stad sugeruje si¢, ze SpUSP jest elementem szlakow sygnalowych ABA-zaleznych.
Ponadto nadekspresja SpUSP w warunkach suszy spowodowata wzrost ilosci biatek
LHCB (ang. Light-Harvesting Chlorophyll a/b Binding proteins), co przyczynito si¢
do zamknigcia aparatow szparkowych, a takze utrzymania w stanie nienaruszonym
kompleksu antenowego PSII. Wykazano rowniez, ze SpUSP prowadzi do akumula-
cji osmoprotektantow oraz hamowania produkcji ROS.

PODSUMOWANIE

W wyniku zachodzacych zmian klimatycznych susza staje si¢ obecnie coraz
wigkszym problemem, zwlaszcza w konteksécie wzrostu i plonowania roslin upraw-
nych. Z tego wzgledu poznanie podstawowych mechanizmow tolerancji roslin na
stres suszy powinno stanowi¢ wazny obszar zainteresowan badawczych. W toku
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ewolucji rosliny wyksztalcity skompilowang sie¢ mechanizméw adaptacyjnych,
zar6wno na poziomie fizjologicznym, biochemicznym i molekularnym, pozwa-
lajacych na przetrwanie niedoboru wody w $rodowisku. W koordynacji ekspresji
genow odpowiedzi na stres suszy biorg udziat r6zne czynniki transkrypcyjne, kto-
re regulujg poziom transkryptu genéw kodujacych biatka zaangazowane w reak-
cje na deficyt wody. W ostatnich latach nastapit znaczacy postep w badaniach nad
epigenetyczng kontrola ekspresji gendow zwigzanych z odpowiedzia roslin na stres
suszy, do ktorej zalicza si¢ zmiany we wzorze metylacji DNA, modyfikacje histo-
noéw i rearanzacje chromatyny, a takze wyciszanie genow za pomocg mikro RNA.
Modyfikacje epigenetyczne w znaczgcym stopniu przyczyniaja si¢ do zmian
w poziomie ekspresji genow w warunkach stresowych, tym samym wplywajac
na potencjal adaptacyjny. Pomimo zwigkszajacej si¢ liczby prac poswieconych
zagadnieniom reakcji ros$lin na odwodnienie, wcigz nie jest znany pelen obraz
zdarzen prowadzacych do nabywania przez rosliny tolerancji na stres suszy. Ko-
nieczne sa wiec dalsze badania, nie tylko ze wzgledow poznawczych, ale rowniez
ze wzgledu na potencjalne wykorzystanie zdobytej wiedzy w inzynierii genetycz-
nej i zwigkszeniu tolerancji roslin uzytkowych na deficyt wody.
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