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Chloroplast retrograde control of miRNA expression in response to high light stress
Rola retroaktywnych sygnatéw chloroplasiowych w zaleinej od miRNA odpowiedzi roslin na stres
swietiny

In response to developmental and environmental cues such as high light (HL),
chloroplasts produce signals which affect the expression of nuclear genes. This signaling
process is called retrograde signaling. Among enviromentally responsive nuclear genes
the important role could be assigned to MIR genes encoding micro RNAs (miRNAs). These
regulatory molecules are involved in post-transcriptional tuning of stress response
and acclimation.

This dissertation aimed to identify HL-responsive miRNAs and verify the role
of retrograde signaling in their expression. Micro-transcriptomic sequencing of Arabidopsis
thaliana plants exposed to HL followed by gPCR analysis was applied to find miRNAs
regulated by HL. The number of HL-responsive miRNAs was limited either in shoots directly
subjected to HL or systemic roots. Moreover, roots separated from rosettes failed to maintain
HL-induced miRNA expression changes. Inconsistency in the level of primary transcripts
(pri-miRNAs) and the level of their cognate miRNAs indicates a vital role of miRNA stability
and its efficient maturation. Therefore, the role of HYPONASTIC LEAVES 1 (HHYL1) in the
processing of HL-induced miR163 and miR840 was verified. Different expression patterns
of pri- and miR163 compared to pri- and miR840 in the hyll plants indicated a crucial role
of HYL1 protein in miR163, but not miR840 maturation. A diverse effect of HL on the stability
of pri-miR163 and pri-miR840 was also observed. The impact of retrograde signals on miRNA
expression was verified using a chemical and genetic approaches. Similar changes in pri-
miR163 and pri-miR840 levels, whether plastoquinone (PQ) is oxidized or reduced suggest that
a stress signal is genérated upstream to PQ, in photosystem II (PSIT). In PSII, the HL causes the
singlet oxygen (102) accumulation and subsequent oxidation of B-carotene resulting in the
formation of volatile compounds such as B-cyclocitral (B-CC). The role of the MBS1 protein,
in the HL signal transfer to the nucleus was verified. The induction of pri-miR163 and
pri-miR840 levels after B-CC treatment with the disturbed pattern of their expression in mbs]
mutant versus wild-type plants indicated a crucial role of this 102 signaling pathway
in miRNA-mediated response to HI..

To sum up, this dissertation provided evidence that HL influences miRNA expression.
In these stress conditions, the signals derived from chloroplast, including 102 signaling, have
been proven to be vital determinants of miRNA level. Moreover, the presented work creates
new scenarios for studying retrograde control of miRNA metabolism in changing environment.



W odpowiedzi na czynniki rozwojowe i $rodowiskowe takie jak stres wysokiego swiatta
(ang. high light — HL) chloroplasty generuja sygnaly, ktdre wplywajg na ekspresje genow w jadrze
komérkowym. Taki przekaz sygnatu nazywamy komunikacjg retroaktywng. Posréd genéw jadrowych
reagujacych na zmieniajgce sig warunki srodowiska wazna role odgrywajg geny MIR kodujace mikro
RNA (miRNA), ktére sa czasteczkami regulatorowymi dzilajacymi na poziomie postranskrypcyjnym
i dostrajaja odpowiedz molekularna rosliny na stresy umozliwiajac ich aklimatyzacje. Ta rozprawa
doktorska miata na celu identyfikacje miRNA bioracych udzial w odpowiedzi na stres $wietlny oraz
okreslenie roli wybranych sygnatéw retroaktywnych w regulacji ekspresji tych miRINA. Identyfikacji
miRNA dokonano poprzez sekwencjonowanie puli miRNA z roslin Arabidopsis thaliana
eksponowanych na HL i walidacj¢ wynikéw z udziatem metod opartych na PCR w czasie rzeczywistym.
Zakres zmian ekspresji miRNA pod wplywem HL by} niewielki zaréwno w rozetach narazonych
bezposérednio na HL jak i korzeniach systemowych pozostajacych w ciemnodci. Korzenie oddzielone
od rozet i naswietlane HL, nie wykazywaly zmian w ekspresji miRNA widocznych w korzeniach
systemowo narazonych na HL. Niespdjnos¢ w poziomach ekspresji pierwotnych transkryptoéw
(ang. primary transcripts - pri-miRNAs) i odpowiadajacych im miRNA indukowanych przez HL
wskazuje na kluczows rolg stabilnosei i efektywnego dojrzewania miRNA w tym stresie. Rolg biatka
HYL1 w dojrzewaniu regulowanych przez HL miRNA, zabadano na przyktadzie miR163 i miR840.
Akumulacja pri-miR163 i spadek miR163 w mutancie hyll przy wzroscie poziomu miR840 wskazuja
na wazng role HYL] w biogenezie miR163, ale nie miR840. Dodatkowo udowodniono, ze HL
regulowat odmiennie stabilno§¢ pri-miR163 i pri-miR840. Wplyw sygnaléw retroaktywnych na
ekspresje omawianych miRNA zbadano poprzez zastosowanie inhibitorow taficucha fotosyntetycznego
lub analize mutantéw rzodkiewnika. Podobny charakter zmian na poziomie pri-miRNA, niezaleznie od
tego, czy pula redoks plasochinonu (ang. plastoquinone —PQ) byla utleniona, czy zredukowana,
sugeruja, ze sygnat stresowy jest generowany wyzej w fanicuchu fotosyntetycznym — w fotosystemie I1
(ang. Photosystem II-PSII). W HL w PSII gromadzi si¢ tlen singletowy (102) , co prowadzi do
utlenienia B-karotenu i powstania jego lotnych pochodnych, takich jak B-cyklocytral (§-CC). Nastepnie,
za posrednictwem biatka MBS1, sygnal stresowy jest transportowany do jadra. Wzrost ckspresji
pri-miR163 i pri-miR840 po traktowaniu $-CC w polaczeniu z zaburzona odpowiedzia mutanta mbs1
na HL wzgledem roélin dzikiego typu wskazuje na kluczows rolg tego szlaku sygnalowego 102
w regulacji miRNA w stresie HL.

Podsumowujac, niniejsza rozprawa dostarczyta dowoddw na udzial HL w regulacji ekspresji
miRNA. Wykazano tez, ze w tych stresowych warunkach, sygnaty retroaktywne w tym sciezki sygnalne
zalezne od 102 determinuja poziom ekspresji miRNA. Co wigcej, zaprezentowana praca tworzy wiele
nowych scenariuszy badania roli sygnaléw retroaktywnych i metabolizmu miRNA w zmiennym
srodowisku.
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