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Celem niniejszego projektu jest charakterystyka dziewieciu nowych, jeczmiennych miRNA
zidentyfikowanych w Zakladzie Ekspresji Genow.

Jeczmien jest jednym z najwaznieszych zb6z na swiecie. Pod wzgledem globalnej produkcji plasuje si¢ na
czwartym miejscu, zaraz po kukurydzy, ryzu i pszenicy. Gatunki hodowane dzisiaj pochodza od dzikiej
odmiany — Hordeum vulgare ssp. spontaneum, ktorej udomowienie nastgpito okoto 10 000 lat temu w
okolicach delty Nilu, w rejonie nazywanym Zyznym Polksiezycem. Dzisiaj jeczmieh jest zbozem
pastewnym oraz czolowym ziarnem w browarnictwie.

MiRNA to mate czasteczki liczagce zazwyczaj 21 nukleotydow, ktore wigczone w kompleks biatkowy RISC
(RNA-induced silencing complex) reguluja ekspresje gendow na poziomie transkrypcyjnym i
potranskrypcyjnym. Pierwsze miRNA ro$linne zidentyfikowano ponad dekade¢ temu w toku badan nad
orgaznimem modelowym Arabidopsis thaliana. Juz w tedy badacze wnisokowali o istotnej roli tych
czasteczek w rozwoju rosliny. Od tego czasu przypuszczenia zostaty potwierdzone, natomiast badania nad
miRNA rozszerzono na inne gatunki, w tym zboza. Obecnie zidentyfikowano 71 dojrzalych miRNA w
jeczmieniu. Ta liczba wydaje si¢ mala w poréwaniu z innymi zbozami, w genomie ktérych odnotowalo
setki tego rodzaju czasteczek. Fakt ten pozwala wnioskowaé o obecnosci wielu dotychczas
niezbadwnych miRNA, a co za tym idzie wielu nieopisanych mechanizméw regulatorowych. Naszym
celem jest uzupelnienie tych roéznic i zidentyfikowanie oraz scharakteryzowanie dotychczas
nieopisanych miRNA w jeczmieniu i procesow jakie regulujg.

Aby zrealizowa¢ postawione zadanie w ramach badan wstepnych do naszego projektu wykonalismy
glebokie sekwencjonowanie bibliotek sSRNA z pigciu stadiow rozwojowych jeczmienia a nastepnie we
wspoélpracy z Zaktadem Biologii Obliczeniowe] UAM zidentyfikowaliSmy potencjalne nowe miRNA
jeczmienne. Istnienie dziewigciu z nich potwierdziliSmy za pomoca hybrydyzacji Northern. Nastepnie
wykorzystujac ogolnodostepne bazy danych okresliliSmy strukture ich prekursorow (pre-miRNA) oraz
zbadali$my poziom pri-miRNA na etapach rozwojowych jeczmienia i w ogranach pojedynczego kwiatu.
ZaobserwowaliSmy wysoka ekspresje transkryptow w stadium klosa oraz interesujace zmiany W
poszczegblnych organach kwiatowych. Nasza uwage szczegolnie zwrocily cztery pri-miRNA, ktorych
ekspresja byta znacznie zwickszona w precikach, sugerujgc zaangazowanie w funkcje i rozwdj tego organu.
Przeanalizowali$my takze liczby zczytan dla naszych miRNA w bibliotekach sSRNA pochodzacych ze stresu
suszy i zauwazyliSmy znaczne zmiany ilo§ciowe poszczegolnych miRNA pomigdzy warunkami tagodnego i
silnego stresu.

Te wyniki sklonily nas do postawienia hipotezy stwierdzajacej zaangazowanie nowych jeczmiennych
miRNA w rozwéj jeczmienia, szczegolnie na etapie formowania kwiatu, oraz w odpowiedZ na stresy
srodowiskowe. Aby dopetni¢ charakterystyke naszych czagsteczek w toku tego projektu planujemy
przeprowadzi¢ analizg ekspresji oraz lokalizaji dojrzalych miRNA za pomoca pcr w czasie rzeczywistym z
wykorzystanie sond typu TagMan, jak rowniez analiz¢ ich zachowanie w r6znych warunkach stresowych
(hybrydyzacja Northern). Ponadto planujemy identyfikacje gendéw docelowych dla wszystkich badanych
miRNA poprzez analiz¢ danych degradomowych. Aby okresli¢ mechanizmy regulacji potranskrypocyjnej
gendw kodujacych nowe jeczmienne miRNA przeprowadzimy eksperymenty typu RACE, pozwalajace na
amplifikacje petnej dtugosci cDNA. Koncowym krokiem bgdzie wybranie najbardziej interesujacych dla nas
mMiRNA i przygotowanie lini roslin transgenicznych z wyciszong funkcja badanych miRNA, za pomoca
gabki molekularnej sekwestrujagcej miRNA, aby okre$lic fenotyp otrzymanych roélin i ostatecznie
potwierdzi¢ $ciezki regulowane przez nowy miRNA w jeczmieniu.



