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STRESZCZENIE

ialka ARGONAUT (AGO) sa integralnymi elementami regulatorowych szlakéw znaj-

dujacych sie pod kontrola matych RNA (ang. small RNA, sRNA), o fundamentalnym
znaczeniu dla wlasciwego funkcjonowania komoérek eukariotycznych. AGO, jako wysoce
wyspecjalizowane platformy wiazace specyficzne sSRNA, koordynuja wyciszanie genéw po-
przez interakcje z innymi czynnikami biatkowymi (tworzac tzw. kompleks RISC, ang. RNA-
-induced silencing complex), przyczyniajac sie do endonukleolitycznego ciecia docelowego
mRNA i/lub wplywajac na proces translacji. Coraz wiecej dowodoéw potwierdza rowniez
udzial biatek AGO w kilku innych procesach komérkowych, takich jak np.: regulacja trans-
krypcji, sekwestracja, zalezna od RNA metylacja DNA, naprawa uszkodzeii DNA, synteza
siRNA niezalezna od biatek DCL (ang. DICER-like), czy tez kotranskrypcyjna regulacja eks-
presji genow MIRNA i splicingu intronéw. Poszczegodlne gatunki roslin charakteryzuja sie
obecnoscia roznej liczby bialek AGO, w wielu przypadkach o nieznanej jeszcze regulatoro-
wej i/lub biologicznej funkcji. Niniejszy artykul przegladowy obejmuje aktualng wiedze na
temat funkcji ro§linnych AGO w biologii komorki i rozwoju roslin.

BUDOWA, ROZNORODNOSC I MECHANIZMY
DZIALANIA ROSLINNYCH AGO

Badania genetyczne dotyczace locus genu regulujacego rozwdj lisci Arabi-
dopsis thaliana przyczynily sie do odkrycia AGO1, czlonka-zalozyciela rodziny
biatek ARGONAUT (AGO) [1]. Swa nazwe rodzina AGO zawdziecza podobien-
stwu fenotypu mutanta agol A. thaliana, ktéry ma rurkowate, wygiete liscie, do
os$miornicy zeglarka argo (Argonauta argo).

Czasteczki eukariotycznych AGO sa wysoce konserwowane ewolucyjnie i
charakteryzuja sie obecnoscia w swej strukturze czterech funkcjonalnych frag-
mentéw, takich jak: odcinek N-koricowy (DUF1785) i domeny - PAZ (ang. PI-
WI-ARGONAUTE-ZWILLE), MID (ang. MIDDLE), PIWI (ang. P-ELEMENT IN-
DUCED WIMPY TESTIS) [2,3] Domena PAZ zakotwicza koniec 3’ zwigzanego
sRNA i polaczona jest ze zmiennym regionem N-koricowym, ktéry moze ula-
twiac rozdzielenie dupleksu sRNA:docelowe mRNA poprzez rozciecie wzdiuz
struktury dupleksu. Natomiast domena C-koricowa skladajaca si¢ z MID i PIWI,
zakotwicza koniec 5" zwigzanego sRNA. Wszystkie ww. domeny uczestnicza w
prawidiowym pozycjonowaniu sekwencji SRNA wzgledem docelowego RNA
[4]. Pomimo wysokiego poziomu konserwatywnosci biatka AGO moga wykazy-
waé zmienno$¢é wynikajaca ze zréznicowanej lokalizacji i liczby ww. domen w
poszczegdlnych czasteczkach, np.: u Inu (Linum usitatissimum) LuAGO1 zawiera
dwie domeny PAZ, jedng MID i jedng PIWI, u poziomki (Fragaria vesca) FvAGO7
zawiera dodatkowe domeny PIWI, a MdAGO4 u jabloni (Malus domestica) zawie-
ra dwa zestawy domen PAZ, MID i PIW], ktére powtarzaja sie w bezposrednim
tandemie, a przed tymi domenami znajduje sie y-tionina [5]. W czasteczkach
AGO potwierdzono takze obecnos$¢ innych domen, jak np. w MAAGO13 u M.
domestica poza PIWI, MID i ZWILLE zidentyfikowano réwniez dwie dodatkowe
domeny: 1) sekwencje wystepujaca w biatkach inaktywujacych rybosomy (ang.
RIBOSOME-INACTIVATING PROTEINs, RIPs) i 2) DYW (nazwa pochodzi od
specyficznego tréjpeptydu koniczacego sekwencje domeny) obecnag w strukturze
deaminaz kwaséw nukleinowych. Biatka RIPs wykazuja aktywno$¢ N-glikozy-
lazy rRNA i inaktywuja podjednostki rybosomalne 60S przez rozszczepienie
wigzania glikozydowego, co w konsekwencji uwalnia specyficzng zasade ade-
ninowy ze szkieletu cukrowo-fosforanowego 285 rRNA. U roélin funkcja RIPs
zwigzana jest z obrona przeciwwirusowa, przeciwbakteryjng i przeciwgrzybi-
cza. Natomiast rodzina deaminaz zawierajgca domene DYW, zaangazowana
jest w proces dojrzewania transkryptéw chloroplastowego i mitochondrialnego
RNA. W przypadku FvAGO1 u F. vesca, przed domena PAZ wykazano obecnosé¢
domeny a-krystalin (ang. alpha-crystalin domain), charakterystycznej dla matych
biatek szoku cieplnego (ang. small HEAT SHOCK PROTEINS, sHsp lub a-Hsp).
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Tabela 1. Liczba zidentyfikowanych genow AGO u réznych gatunkow roslin.

Literatura

Nazwa gatunku rosliny

Liczba zidentyfikowanych genéw AGO

Chlamydomonas reinhardtii (algi) 3

Fang i ., 2016
Physcomitrella patens (mech) BV 1 WD

Medicago truncatula (lucerna) 9

Mirzaei i ., 2014
Ricinus communis (racznik pospolity) 9 frzactiwsp

Arabidopsis lyrata (rzezusznik skalny) Mirzaei i wsp., 2014

Nicotiana attenuata (tyton) 11 Pradhan i wsp., 2017

Capsicum annuum (papryka roczna) 12

Qiniwsp., 2018

Vitis vinifera (winorosl wiasciwa) 13

Sorghum moench (sorgo dwubarwne) 14

Solanum lycopersicum (pomidor zwyczajny) 15

Linum usitatissimum (len zwyczajny) 18

Gan i wsp., 2015

Gan i wsp., 2015

Gan i wsp., 2015

Mirzaei i wsp., 2014

Setaria italica (proso wloskie) 19
Glycine max (soja warzywna) 21

Gan i wsp., 2015

Biatka zawierajace domene a-krystalin pelnia funkcje cza-
peronowa (opiekunicza), zapobiegajac agregacji bialek pod-
czas stresu np. podwyzszonej lub niskiej temperatury [5].

Analiza funkcjonalnych domen eukariotycznych AGO
wytonita trzy podrodziny: AGO, PIWI i WAGO (ang.
WORM-SPECIFIC ARGONAUTE) [6] Biatka PIWI i od-
dzialujace z nimi sSRNA (tzw. piRNA) wystepuja gtéwnie
w liniach komérek zarodkowych zwierzat. WAGO ziden-
tyfikowano u wolnozyjacego, niepasozytniczego nicienia
Caenorhabditis elegans. Z kolei genomy roslinne koduja wiele
biatlek AGO, wszystkie nalezace do podrodziny AGO. W
toku ewolucji rodzina genéw AGO rozwijala sie ulegajac
m.in. wielokrotnym duplikacjom i/lub utratom. U jedno-
komérkowych i/lub wielokomérkowych zielonych alg (np.
Micromonas pusilla, Volvox carteri, Coccomyxa subellipsoidea,
Chlamydomonas reinhardtii) zidentyfikowano < 3 geny AGO.
Rodzina AGO powiekszyla sie do 6 cztonkéw u mchéw (np.
Physcomitrella patens), a nastepnie do dziesieciu i/lub wiek-
szej liczby czlonkéw u roélin kwitnacych (np. 7 u ogoérka
(Cucumis sativus), 9 u lucerny (Medicago truncatula), 10 u
rzodkiewnika pospolitego (A. thaliana), 19 u ryzu (Oryza sa-
tiva) oraz prosa (Setaria italica), 21 u soi (Glycine max)) [5,7-
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10]. W Tabeli 1 przedstawiono liczbe zidentyfikowanych
genoéw AGO u wybranych gatunkéw roslin.

Analizy filogenetyczne wykazaly, Zze u roslin okrytona-
siennych, w tym A. thaliana AGO tworza trzy klady, pod-
czas gdy u mszakéw, widltakéw, paproci i nagonasiennych
wystepuje dodatkowy klad bialek podobnych do AGO
(ang. AGO-like). Z kolei u zielonych alg, AGO tworza od-
rebna galaz. Warto zaznaczy¢, ze sposréd 10 genéw AGO
(od AGO1 do AGO10) zidentyfikowanych u A. thaliana,
AGOS8 jest pseudogenem. Dziewieé funkcjonalnych biatek
AGO u tego gatunku jest pogrupowanych w trzy klady:
AGO1/5/10, AGO2/3/7 i AGO4/6/9 [11,12]. Do kladu
AGO1/5/10 A. thaliana przynalezy réwniez biatko AGO18,
ktére wyewoluowalo u O. sativa i Z. mays [7].

Badania z wykorzystaniem immunoprecypitacji bia-
tek AGO, a nastepnie pirosekwencjonowania zwigzanych
z nimi sRNA ujawnily, ze poszczegélne biatka AGO od-
dziatuja z licznymi sRNA, ktére r6znia sie sekwencja, co w
konsekwencji wplywa na réznorodnosé regulatorowych i
biologicznych funkgji pelnionych przez te AGO [4]. Wyka-
zano, ze u A. thaliana w przypadku AGO1, AGO2, AGO4,
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AGO5, AGO6, AGO7 i AGO9 podobienistwo nukleotydéw
na konicu 5’ oraz diugosé sekwencji sSRNA maja wplyw na
sortowanie sRNA przez ww. AGO, np. wigkszos¢ sRNA
wigzanych przez AGOL jest dlugosci 21-22 nukleotydéw i
ma uracyl (U) na kornicu 5, podczas gdy sRNA oddziatu-
jace z AGO?2 sa dlugosci 21 nukleotydéw i maja adenine
(A) na koricu &', AGO4, AGO6 oraz AGO9 preferuja wiagzac
sRNA o diugosci 24 nukleotydéw i z A na poczatku korica
5", AGO5 selektywnie wiaze sie¢ z SRNA o dlugosci 24 nu-
kleotydoéw i z cytozyna (C) na poczatku korica 5. Potwier-
dzono réwniez, ze dtugoé¢ sSRNA oddziatujacego ze specy-
ficznym AGO, decyduje o sposobie hamowania ekspres;ji
genéw, tj.: 1) z udzialem 21-22 nukleotydowych sRNA w
cytoplazmie za pomoca PTGS (ang. posttranscriptional gene
silencing, potranskrypcyjne wyciszanie genu) lub 2) z udzia-
tem 24 nukleotydowych sRNA na skutek ukierunkowanej
przebudowy chromatyny w jadrze komérkowym poprzez
TGS (ang. transcriptional gene silencing, transkrypcyjne wy-
ciszanie genu) [4,11].

Rola roslinnych AGO w PTGS i TGS jest dobrze poznana.
Natomiast ostatnie badania dostarczyty nowych informacji
na temat mechanizméw dziatania AGO oraz ujawnily ich
kolejne biologiczne funkcje. Dotychczas wykazano, ze ro-
slinne AGO mogga brac¢ udziat w [2,3,7,13,14]:

* endonukleolitycznym  rozszczepieniu  docelowego mRNA
- AGO jako komponent kompleksu RISC, dzieki ak-
tywnosci podobnej do RNAzy H wykrytej w domenie
PIWI moze cigé czasteczki wybranego mRNA charakte-
ryzujacego sie¢ wysoka komplementarnoscia sekwencji
do sRNA. Uwaza sie, ze to zlokalizowana w PIWI ka-
talityczna tetrada Asp-Glu-Asp-His/Asp jest odpowie-
dzialna za te aktywnosé AGO. W ten sposob funkcjonuje
kilku przedstawicieli AGO A. thaliana np. AGO1, AGO2,
AGO4, AGO7, AGO10;

* represji translacji - takie dzialanie potwierdzono u A. tha-
liana w przypadku AGO1, AGO7 oraz AGO10. Wykaza-
no, ze zalezna od AGO1-miRNA represja translacji u A.
thaliana ma miejsce w retikulum endoplazmatycznym i
wymaga udziatu biatka AMP1 (ang. ALTERED MERI-
STEM PROGRAM 1) zdolnego do odlgczania docelowe-
go mRNA od polisoméw. Co ciekawe, mechanizm leza-
cy u podstaw wyboru miedzy rozszczepieniem mRNA
a hamowaniem translacji przez AGO-miRNA w RISC
nadal nie jest w pelni poznany. Dotychczasowe dowody
sugeruja, ze subkomoérkowa kompartmentalizacja ww.
kompleksu moze odgrywac role w takim wyborze. Zaob-
serwowano bowiem, ze skfadniki wymagane do represji
translacji, sa zbedne do kierowanego przez sRNA roz-
szczepiania docelowego mRNA, co zwieksza prawdo-
podobienistwo, ze te dwa procesy zachodza w réznych
przedziatach komoérkowych;

* rozktadzie docelowego mRNA (?) - mechanizmie spotyka-
nym w komorkach zwierzecych, natomiast w roslinnych
wymaga jeszcze szczegbtowego zbadania;

e metylacji DNA zaleznej od RNA - ktéra reguluje ekspresje

genéw, blokuje ruch transpozonéw, co w konsekwencji
sprzyja utrzymaniu integralnosci genomu. W roélinach
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kanoniczna metylacja DNA zachodzi gléwnie za posred-
nictwem komplekséw AGO4-siRNA funkcjonujacych w
szlakach metylacji DNA zaleznej od RNA (ang. RNA-de-
pendent DNA methylation, RADM). Szlaki te sg inicjowane
przez synteze dsRNA (ang. double-stranded RNA) w wy-
niku skoordynowanego dzialania IV polimerazy RNA
(ang. RNA polymerase 1V, Pol 1V) oraz zaleznej od RNA
polimerazy 2 (ang. RNA-dependent RNA polymerase 2).
Udzial w RNA-zaleznej metylacji DNA wykazano u A.
thaliana réwniez w przypadku AGO3 oraz AGO6. Ponad-
to, AGO6 moze w tym procesie wspotdziata¢ z AGO4 i/
lub funkcjonowac niezaleznie od AGO4;

* sekwestracji - potwierdzono, ze AGO10 u A. thaliana i
AGO18 u O. sativa funkcjonuja jako ,przynety” odpo-
wiednio dla miR165/166 i miR168, ktére wylapujac je
znoszg ich dzialanie poprzez sekwestracje. Co wiecej,
AGO18 moze réwniez sekwestrowaé miR528 z AGO1,
hamujac ciecie transkryptéw AO (ang. L-ascorbate oxidase,
oksydaza L-askorbinianowa);

* naprawie DNA (ang. repair of double-strand break DNA, DSB
repair) - wykazano, ze 21-nukleotydowe diRNA (ang.
DSB-induced small RNAs, mate RNA indukowane przez
DSB), odgrywaja zasadnicza role w naprawie DSB u A.
thaliana. diRNA sa wytwarzane w poblizu miejsc DSB w
sposo6b zalezny od Pol IV. Dotychczas potwierdzono, ze
diRNA sg rekrutowane przez AGO2 i AGO9, jednakze
ten mechanizm dzialania nie jest jeszcze dobrze poznany;

* syntezie siRNA niezaleznej od DCL - udowodniono, ze u
A. thaliana AGO4 uczestniczy w alternatywnym szlaku
biogenezy siRNA poprzez wigzanie prekursorowych
transkryptow, ktére sa nastepnie poddawane 3'-5' egzo-
nukleolitycznemu przycinaniu w celu uzyskania dojrza-
tej formy siRNA;

* kotranskrypcyjnej  (potranskrypcyjnej)  requlacji  ekspre-
sji genéw MIRNA - dowiedziono, ze kompleksy miR-
NA-AGO1 oddzialujagc z chromatyng w loci MIR161 i
MIR173, powoduja roztozenie kompleksu transkrypcyj-
nego i uwolnienie krétkich, niepoliadenylowanych trans-
kryptow;

* splicingu intronéw - wykazano, ze roslinne biatkka AGO
(AGO1 i AGO4 u A. thaliana oraz AGO18 u O. sativa) s
zaangazowane w splicing intronéw poprzez bezposred-
nie i/lub posdrednie oddzialywanie pomiedzy AGO a
jego docelowym intronem. Majac na uwadze, ze w mu-
tantach agol i/lub ago4 A. thaliana zaobserwowano za-
réwno wzrost jak i spadek liczby okreslonych intronéw,
zaproponowano, ze biatka AGO moga by¢ pozytywnymi
jak i negatywnymi regulatorami wycinania intronéw. Po-
twierdzono réwniez, ze tego rodzaju regulacja intronéw
z udzialem AGO odbywata sie¢ w sposéb zalezny od or-
ganu rosliny, w ktérym miata miejsce.

BIOLOGICZNE FUNKCJE ROSLINNYCH AGO
Zwiekszanie sie liczby cztonkéw rodziny AGO wraz ze

wzrostem zlozonosci organizméw roslinnych wskazuje na
funkcjonalna dywersyfikacje tych biatek, przypuszczalnie
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odzwierciedlajgc tym samym rozwijajace sie¢ w toku ewolugji
kolejne regulatorowe szlaki kierowane przez sRNA, o istot-
nym znaczeniu dla Zycia roélin. Zastosowanie nowoczesnych
technik badawczych pozwolilo ujawnié nie tylko wzorce eks-
presji AGO i ich lokalizacje subkomoérkowe, tkankowe i/lub
organowe podczas cyklu rozwojowego roélin, ale takze okre-
sli¢ ich biologiczne funkcje. Znaczenie bialek AGO w trakcie
rozwoju roslin stato si¢ oczywiste juz w momencie scharak-
teryzowania pierwszych mutantéw agol A. thaliana wykazu-
jacych istotne plejotropowe wady rozwojowe, takie jak np.:
kartowatos¢ i sterylnos¢ [2]. Przyktady biologicznych funkgji
jakie pelnia AGO w rozwoju roslin zostaty przedstawione na
streszczeniu graficznym i oméwione w kolejnych podroz-
dziatach niniejszego artykutu.

ROLA AGO PODCZAS EMBRIOGENEZY
I POWSTAWANIA NASION

Najnowsze badania z zakresu rozwoju roslin ujawnity,
ze przedstawiciele rodziny biatek AGO sa zaangazowani
w regulacje procesu embriogenezy, umozliwiajac roslinie
okredlenie planu budowy ciala i wzorcéw réznicowania
si¢ tkanek. Analizy lokalizacji AGO w komérkach rozwi-
jajacego sie zarodka A. thaliana, wykazaly, ze w stadium
sercowatym: AGO2, AGO3 i AGOS nie byty obecne, bial-
ko AGOI10 zlokalizowano w doosiowej czes¢ liscieni oraz
w prokambium (tkance prowaskularnej), natomiast: AGO1,
AGO4 i AGO6 wystepowaly we wszystkich jego komor-
kach, ze szczegélnym uwzglednieniem rejonu embrional-
nego merystemu wierzchotkowego pedu (ang. shoot apical
merystem, SAM), ktory jest osrodkiem morfogenezy roslin
i centrum rozwojowym wiekszosci nadziemnych czesci
roélin [15,16]. Badania nad zmianami zachodzgcymi w em-
brionalnym SAM, ujawnily, ze u O. sativa gen SHL4/SHO?2
(ang. SHOOTLESS 4/SHOOT ORGANIZATION 2) koduje
ortolog AGO7 wystepujacy u A. thaliana. Wykazano, ze mu-
tacje tego genu wplywaja na rozw¢j lisci poprzez szlak ta-
-siRNA (ang. trans-acting siRNA, jedne z sSRNA) regulujacy
krytyczny etap tworzenia SAM podczas embriogenezy u O.
sativa. Badania nad poznaniem funkcji genu SHL4 wykaza-
ty, ze jego ektopowa ekspresja (ekspresja genu w miejscu
odmiennym od fizjologicznego) skutkowata zmniejszona
akumulacja miR166 i czesciowa adaksjalizacja lisci (zwro-
ceniem doosiowym), wspierajac role szlaku ta-siRNA w
utrzymaniu polarnosci lisci, podobnie jak to wczesniej opi-
sano u kukurydzy [17]. W innych badaniach, analizy zarod-
kow typu dzikiego i mutantéw agol A. thaliana bedacych w
stadium torpedy ujawnity ich zréznicowane fenotypy. Jak
wykazano, na tym etapie rozwoju liScienie zarodkéw agol
nie byty zdolne do zmiany kierunku wzrostu od skierowa-
nego na zewnatrz do wzrostu skierowanego w gére, w wy-
niku czego odchylaly sie pod katem 45° od osi zarodka, a
nie byly ustawione pionowo [16].

Dowiedziono, ze w regulacje zaleznego od WUS (ang.
WUSCHEL, czynnik transkrypcyjny odpowiedzialny za
utrzymanie komoérek macierzystych w stanie niezréznico-
wanym) rozwoju SAM podczas embriogenezy A. thaliana
zaangazowane sg bialka AGO1 oraz AGO10 (inna nazwa
AGO10 to ang. ZWILLE (ZLL) lub PINHEAD (PNH)) [18].
Wykazano, ze podczas embriogenezy zalezna od AGO10
transdukcja sygnalu indukowanego w zawigzku naczynio-
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wym merystemu pedu utrzymuje komoérki macierzyste w
stanie niezréznicowanym poprzez wzmocnienie interakcji
sygnatu przesylanego przez WUS z centrum organizacyjne-
go do komérek macierzystych. O ile wczesniejsze analizy
podwoéjnych mutantéw agol agol0 A. thaliana ujawnity funk-
cjonalne redundancje pomiedzy tymi dwoma AGO w nie-
ktorych aspektach rozwoju, to pézniejsze analizy pozwolilty
okresli¢ funkcje specyficzne dla AGO10. W przeciwienstwie
do AGO1 wszechobecnie eksprymowanego w tkankach ro-
slinnych, AGO10 zostat zidentyfikowany w tkance prowa-
skularnej, zawigzkach adaksjalnej powierzchni lisci i mery-
stemie [7]. Wzor ekspresji AGO10 jest zgodny z jego rola w
kontroli rozwoju SAM i rozwoju lisci u A. thaliana. Bada-
nia z wykorzystaniem mutantéw A. thaliana genu AGO10
potwierdzily, ze charakteryzuja sie¢ one nieprawidlowym
rozwojem SAM. Co wiecej, zaobserwowano, ze AGO10 re-
guluje rozw6j SAM poprzez sekwestracje miR165/miR166 z
AGOI1 [2]. W komoérkach macierzystych A. thaliana na etapie
embrionalnym zidentyfikowano réwniez obecnoé¢ trans-
kryptow AGO5, AGO7 oraz AGO9 [16]. Jednak ich funkcje
nie zostaly jeszcze poznane. Natomiast w SAM u O. sativa
potwierdzono ekspresje OsAGO13 [19].

Udzial AGO1 w regulacji procesu embriogenezy udoku-
mentowano réwniez u roélin nagonasiennych. U $wierku
(Picea glauca) oraz araukarii (Araucaria angustifolia) odpo-
wiednio gen P¢QAGO i domniemany AaAGO1 wykazywaly
podwyzszong ekspresje m.in. na wezesnych etapach rozwo-
ju zygotycznego [20]. Jako, ze ekspresja PgAGO ogranicza
sie do komorek merystematycznych zaréwno korzeni, jak
i pedu, zasugerowano, ze biatko kodowane przez ten gen
jest wymagane do prawidlowego rozwoju zarodka gdyz re-
guluje specyfikacje tozsamosci macierzystej tych komorek.
Natomiast, podobieristwo sekwencji biatek AGO1 i AGO10
A. thaliana do bialek AGO1 u innych gatunkéw roslin w tym
AaAGO, pozwolilo zasugerowac, ze podobne mechanizmy
moga regulowaé SAM we wczesnym rozwoju zygotycznym
i poczatkowym rozwoju siewek m.in. u A. angustifolia [20].

Na poczatkowych etapach powstawania nasion A. thalia-
na wykryto ekspresje 8 z 10 genéw kodujacych AGO [16].
Wryjatek stanowily AGO2 i AGOS, ktérych obecnosci nie
potwierdzono. AGO1 wykryto w zewnetrznej i wewnetrz-
nej stronie integumentu (integument - ostonka, ktéra po
zaplodnieniu zalazka, podczas dojrzewania nasiona zmie-
nia sie w tupine nasienng) sporofitu jak réwniez w zarod-
ku. Natomiast nie potwierdzono jego obecnosci w bielmie.
AGO5 zlokalizowano w zarodku i wewnetrznej stronie
integumentu, natomiast nie wystepowal w bielmie. Obec-
no$¢ AGO10 potwierdzono na wczesnych etapach rozwoju
zarodka, nie obserwowano w bielmie. Akumulacja AGO3
ograniczala sie do czesci chalazalnej okrywy nasiennej.
AGOY? zidentyfikowano we wszystkich typach komoérek
tworzacych sie nasion z wyjatkiem bielma. AGO4 i AGO6
wystepowaly na wczesnych etapach rozwoju zarodka, nie
byto ich w bielmie. Wynik ten zgadza sie ze znang redun-
dancja funkcji AGO4 i AGO6 podczas metylacji DNA i TGS
w niektoérych loci genetycznych [16]. W innych badaniach
z wykorzystaniem nasion M. truncatula obecno$¢ biatek
AGO1 i AGO4 wykryto w jadrach komérkowych, co wspie-
ra hipoteze, Zze moga one bra¢ udzial w regulacji rozwoju
nasion poprzez wyciszanie genéw i metylacje DNA zalezna
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od RNA [21]. Analizy prowadzone na wczesnych etapach
powstawania nasion A. thaliana ujawnity obecnosé¢ AGO9
w zarodku i bielmie, z wyjatkiem integumentu. Co cieka-
we, AGO9 byt obecny w komérkach bielma od pierwszego
podziatu jadrowego bielma, az do stadium 4-komérkowego
zarodka, dowodzac tego, ze AGO9 jest jedynym z AGO u
A. thaliana, ktérego obecnos¢ jest skorelowana z rozwojem
bielma. Wyniki te wskazuja na silng asymetrie pomiedzy
profilami ekspresji AGO w komérkach bielma i zarodka.

W przypadku O. sativa na wczesnych etapach rozwoju
nasion potwierdzono ekspresje OsAGO14 [19]. Ponadto w
przypadku transformantéw O. sativa ssp. Japonica charak-
teryzujacych sie nadekspresja OsAGO17 zaobserwowano,
ze wytwarzaly one nasiona ci¢zsze i wigkszych rozmiaréw
niz nasiona roslin typu dzikiego [22]. W oparciu o uzyska-
ne wyniki autorzy zaproponowali, ze biatko OsAGO17 jako
komponent kompleksu RISC wraz z OsmiR397b, poprzez
obnizenie ekspresji genu lakazy OsLAC (ang. LAKKASE,
gen kodujacy oksydaze wielomiedziowq utleniajaca rézne
substraty fenolowe, np. odgrywa role w tworzeniu ligniny),
prowadzil do zwigkszenia wielkosci i masy nasion. Obser-
wacje cytologiczne wykazaly réwniez, ze wpltyw OsAGO17-
-OsmiR397b na OsLAC skutkuje intensyfikacja wzrostu elon-
gacyjnego komorek w wytwarzanych nasionach. W innych
badaniach wykazano, ze mutacje w genie AGO5 u G. max
prowadza do wytwarzania nasion o siodetkowatym wzo-
rze wybarwienia, a efekt ten jest zwigzany z przestrzenna
dystrybucja siRNA regulujacych ekspresje genu CHS (ang.
CHALCONE SYNTHASE) kodujacego syntaze chalkonowa
uczestniczaca w szlaku syntezy flawonoidéw [23].

ROLA AGO W KIEEKOWANIU I ROZWOJU SIEWKI

Przejscie od wzrostu embrionalnego do kietkowania jest
pierwszym krytycznym etapem umozliwiajacym wzrost i
rozwdj siewki a nastepnie rosliny zdolnej do wytworzenia
nowego pokolenia nasion [24]. Badania wykazaly, ze prze-
miany, ktére temu towarzysza wymagaja zaangazowania
m.in. wyspecjalizowanych bialek AGO. W zarodkach kiet-
kujacych ziarniakéw pszenicy (Triticum aestivum) zidentyfi-
kowano wysoki poziom transkryptéw TaAGO1b i TaAGO4,
podczas gdy w bielmie tylko w przypadku TaAGO4 ekspre-
sja byla znaczaco nizsza w stosunku do tej obserwowanej
w zarodku. Co wiecej, w bielmie ziarniakéw, ekspresja Ta-
AGO4 ulegata znacznemu obnizeniu podczas kietkowania,
a zmiany te byly skorelowane z podwyzszona aktywnoscia
enzymoéw rozkladajacych skrobie zgromadzong w bielmie
[25]. Nie wykluczone wiec, ze funkcja AGO4 w ziarniakach
ma zwigzek z wyciszaniem genéw odpowiedzialnych za
degradacje materialow zapasowych (np. kodujacych amy-
laze), co w konsekwencji umozliwia ich zmagazynowanie
w komoérkach bielma na etapie wytwarzania nasion. Nato-
miast, w liSciach siewek T. aestivum (bedacych w stadium
2-3 lisci) wykazano, ze ekspresja TaAGO4 byla znaczaco
wyzsza niz TaAGO1b, wskazujgc na zréznicowane funkcje
pelnione przez te geny w regulacji proceséw zachodzacych
podczas wzrostu i rozwoju siewki [25].

W regulacje stanu niezréznicowania komérek SAM pod-

czas rozwoju siewki zaangazowany jest tez gen AGOI0.
Wykazano, ze siewki mutantéw agol10 A. thaliana, charak-
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teryzowaly sie specyficznym fenotypem tzw. , gtéwki szpil-
ki” (ang. pinhead) [26]. Objawialo sie to tym, ze w miejscu
SAM u agol0 A. thaliana w odréznieniu od osobnikéw typu
dzikiego, wystepowaly zréznicowane komoérki a nawet
cale organy. Badacze udowodnili, ze odpowiedzialny jest
za to mechanizm sekwestracji miR166/165 przez AGO10,
do ktérego to konkretne sSRNA ma wieksze powinowactwo
niz do AGO1 majace aktywnosé rybonukleazy. W wyni-
ku tego miR166/165 nie moze oddzialywac¢ z AGO1, co w
konsekwengji uniemozliwia wyciszenie ekspresji genu ko-
dujgcego czynnik transkrypcyjny HD-ZIP III (ang. class III
HOMEODOMAIN-LEUCINE ZIPPER) uczestniczacego w
regulacji przemian zachodzgcych w SAM [26]. Natomiast w
przypadku siewek mutantéw agol-1 A. thaliana z zerowym
allelem AGO1 (ang. null mutant) zaobserwowano, ze wy-
twarzaja one nieliczne, palczaste, waskie liscie, a blisko 10
% z nich nie wytwarza funkcjonalnego SAM [27]. W przeci-
wienistwie do agol-1, hipomorficzny (cze$ciowo funkcjonal-
ny) allel ago1-27, ktéry wytwarza biatko AGO1 o zmniejszo-
nej aktywnosci rozszczepiania mRNA, wykazuje bardziej
subtelne defekty rozwojowe [27].

Biologiczna funkcja AGO-miRNA podczas rozwoju
siewki moze mie¢ réwniez zwigzek z zaleznym od genéw
MAD (ang. miRNA ACTION DEFICIENT) modulowaniem
skladu i funkcjonowania bton biologicznych i/lub synte-
zy hormonéw roélinnych (np. giberelin, brasinosteroidow)
[28]. Gen MAD3 koduje 3-hydroksy-3metyloglutarylo-CoA
reduktaze 1 (ang. 3-HYDROXY-3-METHYLGLUTARYL CoA
REDUCTASE 1, HMGI1), ktéra pelni role w poczatkowym
etapie szlaku biosyntezy izoprenoidéw. Z kolei MAD4 ko-
duje izomeraze sterolowa C-8 (ang. C-8 STEROL ISOMERA-
SE, HYDRA1, HYD1) dzialajaca w dolnej czesci ww. szlaku.
Wiele pochodnych izoprenoidéw jako komponenty bton ko-
morkowych pelni istotng role strukturalng i/lub sygnatowsq
(np. sterole maja wplyw m.in. na organizacje mikrodomen
bogatych w sterole/sfingolipidy oraz transport/lokalizacje
biatek blonowych). Zaobserwowano, ze mutanty A. thaliana
z hipomorficznym, zmutowanym allelem AGO1 jaki i mu-
tanty z wyciszonym genem MAD3 wykazuja uposledzenie
asocjacji blonowej biatka AGO1. Co wiecej, wykazano, ze
w mutancie mad3 A. thaliana jest uposledzony mechanizm
wyciszania gendéw zalezny od miR171. Dziewiecdziesiat
procent homozygotycznych siewek mutantéw insercyjnych
hmgl1-1 A. thaliana rozwijato si¢ normalnie, ale 10 % wyka-
zywalo defekty morfologiczne typowe dla mad3, takie jak:
zahamowanie wzrostu i waskie, nieprawidtowo rozwiniete
liscie. Z kolei mutanty mad4 tego samego gatunku wykazy-
waly mocno obnizona Zywotnoé¢, mialy male, zdeformo-
wane, ciemne liscie, charakteryzowaly sie¢ zahamowanym
rozwojem korzenia, co wskazuje na plejotropowe dziatanie
genu MAD4 [28]. Jako, ze biosynteza wielu hormonéw ro-
slinnych wymaga etapéw syntezy pirofosforanu izopente-
nylu i/lub steroli zaleznych od aktywnosci HYD1 (MAD4)
to nie wykluczone tez, ze oddzialtywanie AGO1-miRNA
reguluje rozw6j siewek posrednio poprzez wpltyw na me-
tabolizm hormonéw roslinnych. Niemniej jednak blonowa
lokalizacja AGOL1 i jej czeSciowa zaleznos¢ od aktywnosci
HMG1 (MAD3) sugeruja, ze zaburzona funkcja blony ko-
moérkowej lezy u podstaw przynajmniej czesci fenotypow
mutantéw mad3 i mad4 zaleznych od miRNA.
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ROLA AGO W ORGANOGENEZIE ROSLIN

WYTWARZANIE LISCI, PAKOW
BOCZNYCH, PEDU, KORZENI

Wozrost i réznicowanie komodrek majace miejsce podczas
kolejnych etapéw rozwoju osobniczego roslin (ontogene-
za) umozliwiaja wytworzenie organéw (organogeneza). W
inicjowaniu organogenezy i w kontroli jej przebiegu duza
role odgrywajq biatka regulatorowe, o wyspecjalizowanych
funkcjach, jak np. AGO. Udowodniono, ze w koordynacji
nastepujacych po sobie faz rozwoju roslin A. thaliana uczest-
niczy m.in. biatko AGO7 [29]. Mutanty genu AGO?7, zip
A. thaliana charakteryzuja sie przedwczesnym powstawa-
niem organéw wegetatywnych dojrzalej roliny i brakiem
odpowiednio przyspieszonego, zsynchronizowanego wy-
twarzania generatywnych i/lub zdolnosci kwitnienia bez
wzgledu na warunki fotoperiodu dnia dlugiego czy krot-
kiego. Cho¢ w wiekszosci przypadkéw doroste rosliny zip
i typu dzikiego nie réznily sie liczba lisci, a czas ich kwit-
nienia byl podobny, to u zip znacznie szybciej pojawialy sie
cechy lisci, ktére sa zwykle zwigzane z indukcja kwitnienia,
np. w szczegolnosci kilka ostatnich lisci rozet w mutantach
zip mialo silnie zagbkowana podstawe i specyficznie uksztat-
towany wierzchotek, przypominajacy kopule. Mutacja w
genie AGO7 powoduje, ze zawiazki liSci rozet przedwcze-
$nie przyjmuja cechy lisci charakterystycznych dla fazy
kwitnienia (reprodukcyjnej), nie powodujac analogicznych
zmian w SAM. Oznacza to, ze zawiazki lidci i pedu moga
niezaleznie reagowac na indukcje fazy reprodukcyjnej i wy-
magaja zaangazowania innego zestawu bialek regulatoro-
wych [29].

Liscie A. thaliana maja dwustronng symetrie, a ich osie
doosiowo-odosiowe, proksymalno-dystalne i Srodkowo-
-boczne sa ustalane juz we wczesnych stadiach organoge-
nezy lisci. Wykazano, Zze biegunowos¢ lisci jest regulowana
m.in. przez bialko AGO10, ktére genetycznie hamuje miR-
NA165/166 [26,30]. Zaobserwowano, ze w liSciach mutanta
pnh/zll agol0 A. thaliana poziom miRNA165/166 jest znacznie
podwyzszony, prowadzac do obnizenia ekspresji czynni-
kow transkrypcyjnych HD-ZIP 111, bedacych targetami miR-
NA165/166. Redukcja transkryptéw HD-ZIP III w mutancie
pnh/zll przyczynia sie do powstawania licznych anomalii
rozwojowych lisci. Co wiecej, nieprawidlowe fenotypy pnh/
zIll moga by¢ czesciowo odwrécone przez zwiekszenie po-
ziomu transkryptéw HD-ZIP III i/lub obniZzenie poziomu
miR165/166 m.in. w lisciu [30]. Mechanizm regulacji polar-
nosci lisci jest jeszcze bardziej zloZzony, gdyz inne badania
potwierdzity takze udzial AGO1 i AGO7 w tym procesie
[31-35]. Wyjasnienie tego zagadnienia wymaga jednak prze-
prowadzenia bardziej kompleksowych, dodatkowych eks-
perymentow.

Analizy z wykorzystaniem mutantéw agol, hyl1 (ang. hy-
postatic leaves 1), dcll (ang. dicer-like 1) i henl (ang. hua enhan-
cer 1) A. thaliana wykazaly u tych roélin wady w budowie
miejsca, w ktérym znajduje sie przejscie ogonkéw liscio-
wych do blaszki lisciowej [36]. Obserwacje wskazuja na per-
turbacje w specyfikacji i/lub utrzymaniu tozsamosci ogon-
kow lisciowych oraz ze geny te i szlak miRNA sa wazne
dla proksymalno-dystalnego ksztaltowania wzoru lisci [36].
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Wykazano, ze stabo zaznaczona granica pomiedzy ogon-
kiem a blaszka obserwowana w liSciach hipomorficznych
mutantéw agol A. thaliana jest skorelowana z obnizonym
poziomem transkryptéw BOP2 (ang. BLADE ON PETIOLE
2) w lisciach ago1-52. Biatko BOP2 nalezy do rodziny biatek
NPR1 (ang. NON-EXPRESSOR OF PR 1), ktére zawieraja
charakterystyczne sekwencje cystein oraz domeny BTP/
POZ stuzace do oddzialywan z innymi biatkami. Zmiana w
ekspresji BOP2 w pewnym stopniu przyczynia sie do utra-
ty tozsamosci proksymalnej (ogonkowej) obserwowanej u
mutantéw agol-52 A. thaliana. Jako, ze BOP2 funkcjonuje i
ulega ekspresji w regionie proliferacyjnym zlokalizowanym
pomiedzy blaszka i ogonkiem liSciowym, to fenotyp mu-
tantéw ago1-52 obserwowany na granicy ogonek-blaszka
mozne by¢ réwniez tlumaczony wystepowaniem niepra-
widlowo zréznicowanego regionu proliferacyjnego. U tych
samych mutantéw zaobserwowano takze zwiekszong w
poréwnaniu z typem dzikim liczbe aparatéw szparkowych
w czesci adaksjalnej (doosiowej) lisci, co wskazuje na role
AGOL1 réwniez w rozwoju tych struktur. Wyttumaczeniem
tego fenotypu jest fakt, ze PTGS zalezne od AGO1 regulu-
je poziom transkryptéw genu odpowiedzialnego za rozwdj
aparatéw szparkowych, takiego jak AGL16 (ang. AGAMO-
US-like 16), ktérego zwiekszong ekspresje stwierdzono w
domenach blaszek i ogonkéw lisciowych mutantéw ago1-52
[36,37]. Charakterystyka fenotypu mutantéw agol-52 cha-
rakteryzujacych sie wyzsza gestoscia zylek i liczba bifurkacji
(rozgalezieri) na jednostke powierzchni liscia ujawnita role
biatka AGOI, jako negatywnego regulatora réznicowania
sie¢ nowych elementéw unerwienia blaszki lisciowej. Zapro-
ponowano, ze wplyw mutacji w genie AGO1 na wzor jaki
tworza nerwy w blaszce liSciowej moze wynikaé z wady
formowania wzoru odosiowo-adaksjalnego [36].

W badaniach nad regulacja rozwoju lisci u O. sativa wy-
kazano, ze gen OsPNHI, ktory jest blisko spokrewniony z
OsAGO1, uczestniczy w kontroli rozwoju naczyn w tych
organach [38]. Wykazano, ze OsPNH1 ulega silnej ekspre-
sji wokoél wegetatywnego wierzchotka pedu w pro-naczy-
niowym regionie zawigzkow lisciowych. Zaobserwowano
réwniez, ze supresja ekspresji OsPNH1 przez antysensow-
ny transkrypt przyczynia sie do perturbacji w rozwoju
unerwienia lisci i nieuporzadkowanego rozmieszczenia
przestrzennego tkanek naczyniowych w zawigzkach lidci.
Co wiecej, defekty wynikajace z nieprawidlowego rozwo-
ju naczyn wystepuja wylacznie w lisciach, a nie w korze-
niach czy todydze. Wyniki te wskazuja, ze OsPNHI1 moze
by¢ czynnikiem odpowiadajacym za regulacje specyficznej
sygnalizacji rozwojowej w komoérkach odpowiadajacych za
powstawanie lisci [38]. W innych badaniach wykazano, ze
wyciszenie homologéw AGO1 (AGOla, b, ¢, d) u O. sativa
powoduje podwyzszong akumulacje targetow miRNA i po-
wstawanie uposledzonych fenotypéw rozwojowych [39].
Stabe linie mutantéw, ktére utracily funkcje petnione przez
homologi AGO1 wykazuja tagodna karlowatos¢ z waskimi
i pofaldowanymi liéémi. Natomiast silne linie utraty funkcji
AGOI1 cechuja plejotropowe fenotypy rozwojowe, w tym
ostra karlowatos¢ i poskrecane pedy, a ich rozwdj jest ha-
mowany w stadium miodych siewek [39]. Istnieja dowody
takze na to, ze rozw¢j lisci O. sativa moze by¢é modulowany
jeszcze przez innego przedstawiciela rodziny AGO - gen
OsAGO?7. Obserwacje fenotypu transformanta charakte-
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ryzujacego sie nadekspresja OsAGO7, ujawnily, Ze ma on
pozwijane ku goérze blaszki liciowe, wzmacniajace pokréj
wyprostowanych, szpiczastych lisci [40].

W przypadku komoérek macierzystych merystemu paka
bocznego (pachowego) (ang. axillary merystem, AM), po-
wstajacych z komorek merystematycznych zlokalizowa-
nych u podstawy doosiowej strony liscia, wykazano, ze
ich podzialy i ré6znicowanie sa regulowane czasowo-prze-
strzennie przez bialko AGO10 [41]. Zaobserwowano, ze
mutanty agol0 A. thaliana charakteryzuja sie defektami w
inicjacji AM. Dowiedziono, ze AGO10, ktéry sekwestruje
miR165/166, promuje rozw6j AM poprzez regulacje eks-
presji genu REV (ang. REVOLUTA) bedacego targetem dla
miR165/166. Co wiecej, udowodniono, ze ekspresja AGO10
jest czasowo-przestrzennie kontrolowana przez $wiatto
oraz hormony roslinne (np. auksyny i brasionosteroidy),
dzieki czemu inicjacja AM ma miejsce tylko w bocznych pa-
kach o okreslonym wieku. Potwierdzono, Zze w mechanizm
kontroli ekspresji AGO10 zaangazowane sg bialka, takie jak:
ARF5 (ang. AUXIN RESPONSE FACTOR 5) o stymuluja-
cym dziataniu w starszych pakach bocznych lisci oraz BZR1
(ang. BRASSINAZOLE-RESISTANT 1) i PIF4 (ang. PHYTO-
CHROME-INTERACTING FACTOR 4) bezposrednio hamu-
jace jego ekspresje w miodych pakach [41].

Prawidlowo uksztaltowane korzenie pelnia kluczowa
role w zyciu roéliny, jako ze zakotwiczajq ja w podlozu, po-
bieraja wode ze sktadnikami mineralnymi oraz magazynuja
zapasy skfadnikéw pokarmowych. Wzrost i rozw6j systemu
korzeniowego kontrolowany jest zaréwno przez fitohormo-
ny i czynniki §rodowiskowe, jak i zlozony system proce-
sow molekularnych z udzialem wyspecjalizowanych biatek
regulatorowych np. AGO. Wykazano, ze AGO1 reguluje
ksztaltowanie tkanki podstawowej korzenia u A. thaliana
niezaleznie od szlaku angazujacego biatka SHR/SCR (ang.
SHORT-ROOT/SCARECROW) [42]. Specyficzne dla roslin
czynniki transkrypcyjne typu GRAS (ang. GRAS-type), takie
jak: SHR i SCR sa wymagane do asymetrycznego podziatu
komoérek, ktére oddzielaja warstwy komoérek tkanki pod-
stawowej: endodermy i kory, jak réwniez do specyfikacji
komoérek endodermalnych. Cho¢ u mutantéw agol A. thalia-
na charakteryzujacych sie obecnoscia wielu zmutowanych
alleli AGO1, nie ulegta zmianie ekspresja genéw SHR i SCR,
to mimo wszystko obserwuje sie dodatkowe warstwy ko-
morek tkanki podstawowej korzenia pozbawione koncen-
trycznej organizacji. Analiza podwdéjnych mutantéw agol
scr A. thaliana wykazala za to, ze jednoczesna utrata dwéch
szlakéw powoduje drastyczne zaburzenie organizacji ko-
morkowej i tozsamosci tkanki podstawowej korzenia w
poréwnaniu z pojedynczymi mutantami. Majac to na uwa-
dze zaproponowano, ze wysoce symetryczne wzorce tkanki
podstawowej korzenia sg utrzymywane za pomoca dwéch
niezaleznych $ciezek, w tym jednej wykorzystujacej regula-
¢je potranskrypcyjna za posrednictwem biatka AGO1 oraz
drugiej angazujacej czynniki transkrypcyjne SHR/SCR [42].

WYTWARZANIE KWIATU I KWITNIENIE

Przejscie roslin z fazy wegetatywnej do generatywnej
jest wynikiem wielu skomplikowanych, wieloetapowych
reakcji. W dynamicznie zmieniajacych si¢ warunkach $ro-
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dowiska, podczas wytwarzania kwiatu i kwitnienia roslina
musi przejé¢ réznorodne zmiany morfologiczno-fizjolo-
giczne. Zaréwno czas jak i przebieg tych proceséw regulo-
wane sa przez rézne czynniki srodowiskowe (np. $wiatto,
temperatura) oraz endogenne (np. hormony, reaktywne
formy tlenu), indukujace kaskady reakcji wymagajace zaan-
gazowania wyspecjalizowanych biatkowych regulatorow.
Przykladem takiego biatka jest AGO1, ktére pelni wazna
role podczas rozwoju reprodukcyjnego, kontrolujgc m.in.
architekture kwiatostanéw [43]. U mutantéw A. thaliana
moss-ago1-103 oraz agol-26 (dwa hipomorficzne allele agol
z mutacja w domenie PIWI) zaobserwowano, ze pierwsza
faza powstawania kwiatostanu (ang. first inflorescence phase)
jest wydiuzona i charakteryzuje sie wzrostem liczby kwia-
tow o zaindukowanym w tym samym czasie kwitnieniu
(ang. coflorescence, wspotkwitnienie). Co wiecej, ww. mu-
tanty agol A. thaliana wykazuja nieprawidtowa architekture
kwiatostanu, w tym brak wydluzonych miedzywezli mie-
dzy kwiatami, co prowadzi do formowania kwiatostanéw o
zwartym pokroju, zwiekszonej liczbie cofnietych kwiatosta-
néw i zmniejszonej liczbie kwiatow. Wykazano, ze fenotyp
tych mutantéw agol A. thaliana spowodowany jest brakiem
ekspresji genu TFL1 (ang. TERMINAL FLOWER 1) koduja-
cego bialko wiazace fosfatydyloetanoloamine. Hamowanie
powstawania kwiatostanéw w podwdéjnych mutantach agol
tfl1 A. thaliana wskazuje na to, ze proces ten wymaga aktyw-
noéci TFL1 i potwierdza, Ze rola AGO1 w regulacji archi-
tektury kwiatostanéw opiera si¢ na jego aktywnosci, jako
represora ekspresji TFL1. Ekspresja TFL1 jest kontrolowana
przez PTGS, a transkrypt TFL1 jest celem degradacji stero-
wanej przez miRNA i/lub zatrzymania translacji, w czym
posredniczy AGO1. A wiec AGO1 pozytywnie reguluje wy-
dtuzanie miedzywezli i liczbe kwiatoéw, ale negatywnie re-
guluje liczbe jednoczes$nie zakwitajacych kwiatow (wspot-
kwitnienie) [43].

W przypadku Z. mays wykazano, ze mutanty agol8b
tego gatunku wytwarzaja kwiatostany meskie (typ: wiecha
zlozona) charakteryzujace sie wieksza liczba ktoskéw, co
przyczynia sie do powstawania dluzszego klosa central-
nego, przy jednoczesénie nie zmienionej liczbie rozgalezien
i gestodci ktoskéw [44]. Postuluje sie, ze biatko AGO18b
jest negatywnym regulatorem rozwoju kwiatostanow, w
przeciwienstwie do biologicznej funkcji AGOla. Wykaza-
no bowiem, ze ekspresja AGOla w kwiatostanach meskich
jest niska i stopniowo zmniejsza sie¢ w trakcie rozwoju tych
organdéw, co sprzyja terminacji aktywnosci merystemu w
trakcie rozwoju kwiatostanu. Natomiast gen AGO18b jest
silnie eksprymowany w merystemie kwiatostanowym i me-
rystemach pachowych niedojrzalego kwiatostanu meskiego
kukurydzy, a jego ekspresja stopniowo wzrasta podczas
rozwoju wiechy. Ponadto, AGO18b dziata jako negatywny
regulator liczby ktoskéw na osi kwiatostanowej, a podwyz-
szony poziom ekspresji AGO18b przyczynia sie do determi-
nacji kierunku réznicowania komoérek merystematycznych.
Zaproponowano, ze w celu utrzymania homeostazy komor-
kowej AGO1la i AGO18b wspélpracuja ze soba, zapewniajac
réwnowage miedzy nieokreslonymi i zdeterminowanymi
losami komoérek merystematycznych w rozwijajacym sie
kwiatostanie meskim. Wykazano réwniez, ze mechanizm
dziatania biatka AGO18b w regulacji powstawania kwiato-
stanu moze mie¢ zwigzek z jego wspoétdziataniem z miR166,
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wplywajac w ten sposéb na poziom czynnikéw transkryp-
cyjnych HD-ZIP 111 [44].

Wiadomym jest, ze SAM wytwarza zawiazki lisci podczas
wzrostu wegetatywnego, a po przejsciu do fazy kwitnienia
wytwarza merystemy kwiatowe na swoich bokach. W prze-
ciwienstwie do SAM merystemy kwiatowe sa genetycznie
zaprogramowane, tak aby zakoniczy¢ swoja aktywnosé po
uformowaniu zawigzkéw zenskich organéw rozrodczych.
Wygasniecie kwiatowych komérek macierzystych jest pre-
cyzyjnie regulowane w czasie, tak aby mogto si¢ zbiec z
formowaniem zetiskich organéw rozrodczych, zapewniajac
tym samym pomyslna reprodukcje roslin. Wykorzystujac
jako model doswiadczalny kwiatowe komorki macierzyste
A. thaliana udowodniono, ze AGO1 i wspétdzialajace z nim
miR172 i miR165/166, reguluja w czasie zmiany zachodzace
w kwiatowych komoérkach macierzystych poprzez hamo-
wanie ekspresji AP2 (ang. APETALA 2) i HD ZIP typu III
[45]. Zaréwno obnizenie ekspresji HD-ZIP III poprzez nade-
kspresje miR165/166, jak i nieprawidtowa ekspresja genéw
HD-ZIP Il przez uczynienie ich odpornymi na dzialanie
miR165/166 prowadza do przediuzonej aktywnosci kwiato-
wych komoérek macierzystych, co wskazuje, ze ekspresja ge-
néw HD-ZIP Il musi by¢ precyzyjnie kontrolowana, tak aby
osiagnac¢ wyciszenie kwiatowych komoérek macierzystych.
Istnieja dowody na to, ze aktywnos¢ samego AGOL1 nie jest
wystarczajaca do utrzymania prawidlowego przebiegu pro-
ceséw majacych miejsce w kwiatowych komérkach macie-
rzystych i wymaga takze aktywnosci AGO10. Wykazano,
ze biatko AGO10, podobnie jak AGO1 moze oddzialywaé
z miR172 i miR165/166 in vivo i wykazywac aktywnosc¢ tna-
ca mRNA in vitro. Co ciekawe, pomimo wspdlnych funkcji
biologicznych i podobnych aktywnosci biochemicznych,
AGO1 i AGO10 wywieraja rézny wplyw na miR165/166 in
vivo. Potwierdzono, ze AGO10 wraz z miR172 uczestnicza
zaréwno w specyfikacji tozsamosci precikéw, jak i determi-
nacji kwiatéw, dlatego wzmacnia funkcje AGO1 w regulacji
ekspresji AP2. Natomiast, AGO1 oraz AGO10 wywieraja
przeciwstawny wpltyw na akumulacje miR165/166 i ekspre-
sje genéw HD-ZIP III. AGO10, sekwestruje miR165/166, aby
nie zostato ono wlaczone do kieszeni AGO1, ktéry to kom-
pleks wyciszalby geny HD ZIP 111 [26]. Zwiekszony poziom
miR165/166 i zmniejszona ekspresja HD-ZIP III w mutan-
tach ago10 A. thaliana sugeruja, ze AGO10 promuje ekspresje
genéw HD-ZIP Il poprzez redukcje poziomu miR165/166.
Pomimo przeciwstawnego wplywu na ekspresje HD-ZIP
III, zaré6wno AGOL1 jak i AGO10 promuja wyciszenie kwia-
towych komérek macierzystych [45].

W niedawno opublikowanych badaniach udowodnio-
no, ze w regulacji czasu kwitnienia A. thaliana uczestniczy
biatko AGO5 [46]. Zaobserwowano, ze mutanty ago5 A. tha-
liana wykazuja fenotyp wczesnego kwitnienia i wytwarza-
ja mniej kwiatéw niz osobniki typu dzikiego. Co ciekawe
u tych mutantéw nie ulega zmianie budowa kwiatéw, ani
liczba nasion wytwarzanych w tuszczynie w poréwnaniu z
typem dzikim. Mechanizm regulacji czasu kwitnienia lezy
u podstaw interakcji AGO5 z miR156, ktéra prowadzi do
obnizenia akumulacji transkryptéw czynnikéw transkryp-
cyjnych SPL (ang. SQUAMOSA PROMOTER-BINDING
PROTEN-like). Wczeéniejsze badania wykazaly, ze wéréd
targetow miR156 zidentyfikowano mRNA kodujace: SPL3,
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SPL4 i SPL5 - regulujace tozsamos¢ merystemu kwiatowe-
go oraz kodujace: SPL2, SPL9, SPL10, SPL11 i SPL15 - kon-
trolujace dojrzewanie pedéw i indukcje kwitnienia [47-49].
Co ciekawe, zaobserwowano, ze w zaleznosci od rodzaju
tkanki miR156 moze oddzialywaé¢ z réznymi przedstawi-
cielami biatek AGO, regulujac inne procesy, np. kompleks
miR156-AGO5 w merystemie kwiatowym wplywa na kwit-
nienie, a miR156-AGO1 w lisciach moduluje ich morfologie
[39,46,50,51].

Regulacja rozwoju generatywnego O. sativa indica wyma-
ga zaangazowania biatka AGO17 [52]. Poréwnanie poziomu
transkryptow AGO17 pomiedzy ryzem dzikim, a upraw-
nym ujawnilo, ze réznice we wzroscie reprodukcyjnym, a w
szczegblnosci w plonie moga czesciowo wynikaé z innych
profili ekspresji tego genu. Transgeniczne linie roslin O. sa-
tiva z nadekspresja AGO17 charakteryzuja sie intensywniej-
szym wzrostem, wczedniejszym kwitnieniem, zwiekszona
dtugoscia wiechy i przyspieszonym tempem zawigzywania
nasion, skutkujacymi wytworzeniem wiekszej ilosci plonu.
Natomiast w liniach z wyciszonym genem AGO17 cechy te
sa ostabione. Wiadomym jest, ze OsAGO17 moze oddzialy-
waé z miRNA i innymi sRNA znanymi z interakcji z AGO1
i/lub innymi cztonkami kladu AGO1/5/10, wptywajac na
sklad puli sSRNA i/lub regulujac mRNA ich specyficznych
genoéw docelowych, szczegélnie w tkankach generatywnych
ryzu, kontrolujac w ten sposéb wazne agronomicznie cechy.
Wsréd sRNA o odmiennym profilu ekspresji okreslonym w
mutantach o obnizonym vs podwyzszonym poziomie trans-
kryptow OsAGO17 zidentyfikowano m.in.: miR159, miR167
imiR397b. Targetami komplekséw tych miRNA z OsAGO17
sa transkrypty gendéw zwiazanych z rozwojem roslin, takie
jak odpowiednio: GAMYB (ang. GAMYB-like), ARF6 (ang.
AUXIN RESPONSE FACTOR 6) i LAC10 (ang. LACCASE-
-10-like) [52].

Coraz wieksza liczba dowodéw potwierdza udzial przed-
stawicieli AGO w regulacji proceséw zachodzacych w trak-
cie rozwoju organéw generatywnych takze u innych niz ww.
modelowych gatunkéw. U M. domestica geny MdAGO1-like,
MdAAGO6-like i MAAGO9-like wykazuja najwyzsza ekspresje
w kwiatach, a MdAGO3like w owocach. U S. lycopersicum gen
SIAGO? jest szczegolnie wysoko eksprymowany w kwiatach,
a SIAGOS5 i SIAGO6a wykazuja silniejsza ekspresje w kwia-
tach i owocach, niz w innych organach [53]. U papryki (Cap-
sicum annuum L.) réwniez zaobserwowano podwyzszony
poziom transkryptéw CaAGOIa oraz CaAGO1b w kwiatach,
W poréwnaniu z innymi organami. Podwyzszony poziom
ekspresji w kwiatach Brassica napus wykazuje réwniez gen
BnAGO1la [8]. Badania ekspresji genéw odpowiedzialnych
za wyciszanie RNA u winoroéli (Vitis vinifera) wykazaty, ze
sposrdod grupy AGO liczacej 13 gendw, zaledwie dwa z nich:
VvAGO6 i VvAGO10b, nie sa eksprymowane w tkankach
kwiatu. Analizy wskazuja, ze pozostale jedenascie genéw
wykryto w tkance tego typu, co sugeruje, Ze moga pelnic
istotng role w kontroli organogenezy narzadéw generatyw-
nych oraz w gametangio-, a nastepnie w gametogenezie [54].

PODSUMOWANIE I PERSPEKTYWY

Od czasu odkrycia AGO1 u A. thaliana, cztonka-zalozycie-
la rodziny roslinnych bialek AGO dokonano wielu odkry¢
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pozwalajacych scharakteryzowac niektore z ich wielu regu-
latorowych i biologicznych funkcji. Pomimo to, wiele pytan
wciagz pozostaje bez odpowiedzi. Cho¢ wiadomo, Ze mecha-
nizm dziatania poszczegélnych AGO moze odbywac sie na
rézne sposoby, to nadal nie jest zrozumiale, jak sa one re-
gulowane i/lub koordynowane. Do pelnienia swoich funk-
i AGO prawdopodobnie potrzebuja wspétdziatajacych
kofaktoréw. Dotychczas potwierdzono interakcje AGO z
niewieloma biatkami, a zidentyfikowanie nowych pozostaje
duzym wyzwaniem. Niezwykle ekscytujace bedzie rowniez
zbadanie, czy i w jaki sposéb AGO moga dziata¢ w sposob
niezalezny od kanonicznych szlakéw kontrolowanych prze
sRNA. W przyszlych badaniach warto skupi¢ sie takze na
analizie biologicznych funkcji AGO nie tylko w zyciu ro-
slin modelowych tj. A. thaliana i O. sativa, ale takZze w innych
gatunkach, w tym i uzytkowych. Zastosowanie réznorod-
nych modeli badawczych jest potrzebne, aby pogtebi¢ nasza
wiedze na temat konserwatywnosci i zréznicowania funkcji
AGO, jak réwniez moze ujawni¢ nowe role tej niezwykle
ciekawej rodziny biatek.
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SUMMARY

ARGONAUTE (AGO) proteins are integral parts of regulatory pathways under the control of small RNA (sRNA) that are fundamental for
the proper functioning of eukaryotic cells. AGOs, as highly specialized platforms binding specific SRNA, coordinate gene silencing through
interaction with other protein factors (forming the RNA-induced silencing complex, RISC), contributing to endonucleolytic cleavage of the
target mRNA and/or influencing the translation process. The increasing number of evidence confirms the participation of AGO proteins in
several other cellular processes, such as i.e.: transcription regulation, sequestration, RNA-dependent methylation of DNA, repair of DNA
damages, synthesis of siRNA independent of DCL (DICER-like) proteins, or co-transcriptional regulation of MIRNA genes expression and
intron splicing. Particular plant species are characterized by the presence of a different number of AGO proteins, in many cases of yet un-
known regulatory and/or biological function. This review article covers the current knowledge about the functions of AGOs in cell biology
and plant development.

Embriogeneza:
Powstawanie nasion: AtAGO1, AtAGO4, AtAGO6
OsAGOT14, OsAGO17
AtAGOT1, AtAGO3-7, AtAGQO9-10 A GO PoAGO ASAGO
OsAGO14, OsAGO17 m. . g, »Aa

GmAGOS3 Whytwarzanie kwiatu i/lub kwitnienie:

AtAGOT1, AtAGOS5, AtAGO10
ZmAGO1a, ZmAGO18b
MdAGO1-LIKE, MdAGOG6-LIKE
. MdAGO9-LIKE, OsAGO17
SIAGOS, SIAGO6a, SIAGO7
CaAGO1a CaAGO1h, BnAGOT

Kietkowanie: VnAGO1-5, VnAGO7-9 VnAGO11,
TaAGO1b VhAGO12
TaAGO4

>

Rozwgj siewki:

AtAGOT, AAGO10 Wytwarzanie lisci, pakéw bocznych, pedu, kerzeni:

AtAGO1, AtAGO7, AtAGO10
OsAGO1a-1d, OsAGO7, OsPNH1
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