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Zmienno$¢ liczby kopii DNA (ang. copy number variation, CNV) to okreslenie odnoszace si¢ do roéznic
w sekwencji genomowej osobnikoéw tego samego gatunku, przejawiajacych si¢ zwigkszeniem liczby lub utratg
pewnych segmentéw DNA - odpowiednio - poprzez ich duplikacj¢ lub delecje. Segmenty te niejednokrotnie
obejmujg regiony, w ktorych zlokalizowane sg geny kodujgce bialka, jednak nie tylko. Liczne badania nad
CNV u ludzi wskazuja, ze w obszarach polimorficznych (tj. zmiennych) pod wzgledem liczby kopii znajduja
si¢ rowniez geny mikroRNA (nazywane dalej CNV-mikroRNA).

MikroRNA s3 malymi czasteczkami RNA, ktore nie podlegaja translacji. Ich funkcja polega na
potranskrypcyjnej regulacji ekspresji (wyciszaniu) niektorych genéw biatkowych. W ten sposob mikroRNA
uczestniczg w regulowaniu licznych proceséw komdrkowych. Duplikacja Iub delecja genéw mikroRNA,
podobnie jak w przypadku polimorficznych gendéw kodujacych produkty biatkowe, moze prowadzi¢ do
zmiany poziomu ekspresji tych gendéw, a co za tym idzie, do zwickszenia lub zmniejszenia ilo$ci
funkcjonalnych czasteczek mikroRNA. W efekcie, rdéznice w liczbie kopii genow CNV-mikroRNA mogag
przektadac si¢ na zréznicowanie ekspresji niektorych genow regulowanych przez te mikroRNA (tzw. genow
docelowych), a to z kolei moze przejawia¢ si¢ roznicami na poziomie fenotypu. Istotnie, u cztowieka pewne
warianty CNV-mikroRNA powigzano mi¢dzy innymi z nowotworami, mgska nieptodnoscia, czy zaburzeniami
psychicznymi.

U roélin, jak dotagd, zmienno$¢ liczby kopii genéw mikroRNA nie byla badana. Biorac pod uwage
zaangazowanie tych matych, niekodujacych RNA w kontrolowanie zaréwno licznych procesow wzrostowych
i rozwojowych jak i w odpowiedz na stres, polimorfizm liczby kopii genéw mikroRNA moze mie¢ znaczenie
na kazdym etapie rozwoju rosliny i by¢ korzystny lub nie dla jej adaptacji do warunkow srodowiska. Dlatego
celem tego projektu jest zbadanie, w jakim stopniu CNV obejmuje geny mikroRNA w populacji rosliny
modelowej Arabidopsis thaliana 1 czy geny kodujace biatka, regulowane przez zweryfikowane
CNV-mikroRNA, w istocie wykazuja roznice w poziomie ekspresji, skorelowane z roznicami w liczbie kopii
genow mikroRNA zaangazowanych w ich regulacje.

A. thaliana to model roslinny, ktéry doskonale nadaje si¢ do przeprowadzenia zaplanowanych badan. Dla tego
gatunku istnieja dostgpne obszerne dane o sekwencji genomow, transkryptomoéw oraz epigenomow ponad
tysigca naturalnych odmian (ekotypow). Porownujac dane genomowe dla tych ekotypow byliSmy w stanie
wytypowa¢ grupe kilkudziesieciu genéw mikroRNA, ktore moga podlega¢ CNV. Dzigki wezesniejszemu
opracowaniu i zoptymalizowaniu metod genotypowania CNV u 4. thaliana, mozliwa bedzie eksperymentalna
weryfikacja bioinformatycznych przewidywan, co zaplanowano w niniejszym projekcie. Dla pozytywnie
zweryfikowanych CNV-mikroRNA zostang przeprowadzone analizy na skalg populacyjng z wykorzystaniem
metody multipleksowej zaleznej od ligacji amplifikacji sond (MLPA). Umozliwia ona jednoczesng analize
zmienno$ci nawet 30 regionow (w tym wypadku CNV-mikroRNA) i pozwoli na przebadanie okoto 1000
roznych ekotypow. Dzigki temu zostanie okre§lony stopien i rodzaj polimorfizmu badanych CNV-mikroRNA
(polimorfizm typu obecno$é/brak genu, badz delecje i duplikacje albo duplikacje réoznego stopnia - zaleznie
od ekotypu i genu mikroRNA). Ostatnim etapem analizy bedzie sprawdzenie, czy geny docelowe
(zidentyfikowane 1 wybrane na podstawie literatury oraz internetowych baz danych) dla tych
CNV — mikroRNA, ktore podlegaja delecji, wykazuja zmieniong ekspresje. Pozwoli to wnioskowac o istnieniu
badz braku regulacyjnej zaleznosci pomigdzy parami CNV-mikroRNA: gen docelowy oraz przystuzy sie¢
w weryfikacji prawdziwych genéow docelowych dla stosunkowo miodych mikroRNA, o ktérych roli, a nawet
funkcjonalnosci, nadal niewiele wiadomo. Badanie ekspresji genéw docelowych obejmie szereg tkanek
ro$linnych i zostanie przeprowadzone z wykorzystaniem techniki ddPCR, ktéra umozliwia precyzyjny pomiar
bezwzglednej liczby badanych czasteczek (w tym przypadku ¢cDNA) w probece. Dodatkowo wykorzystane
zostang takze dostepne publicznie dane sekwencyjne transkryptoméw dla badanych ekotypow A. thaliana
(tzw. dane RNA-Seq).

Wyniki uzyskane w efekcie realizacji niniejszego projektu rzucg §wiatlo na - dotychczas niezbadane - zjawisko
CNV-mikroRNA u roslin. Dzigki okresleniu jego wplywu na zmiang ekspresji genow docelowych mozliwe
bedzie dalsze wnioskowanie odnos$nie funkcjonowania mikroRNA i znaczenia CNV-mikroRNA dla adaptacji
i ewolucji 4. thaliana.



