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Popularnonaukowe streszczenie projektu

Celem niniejszego projektu jest poznanie funkcji i roli biologicznej zidentyfikowanych
bioinformatycznie przeze mnie w Zakladzie Ekspresji Genoéw bialek Iub IncRNA
kodowanych przez geny MIR444 w jeczmieniu.

Jeczmien nalezy do najwazniejszych zbdz na $wiecie. Pod wzgledem globalnej produkcji
plasuje si¢ na czwartym miejscu, zaraz po kukurydzy, ryzu i pszenicy. Najstarsze znane
dowody na uprawe jeczmienia pochodza z Bliskiego Wschodu i s3 datowane na VII
tysigclecie p. n. e. Obecnie jeczmien zwyczajny znajduje zastosowanie jako podstawowy
surowiec do produkcji stodu jeczmiennego w browarnictwie oraz do produkc;ji kasz.

MikroRNA to male, zazwyczaj 21 nukleotydowe czasteczki, ktore wlaczone
w wielobiatkowy kompleks RISC (ang. RNA-induced silencing complex) reguluja ekspresje
genoOw na poziomie transkrypcyjnym i potranskrypcyjnym. Cztonkowie rodziny mikroRNA z
rodziny MIR444 sa szczegoélnie interesujacy, poniewaz wystepuja tylko u roslin
jednolisciennych. W Zaktadzie Ekspresji Genow zidentyfikowano trzy geny MIR444 w
jeczmieniu. Wykazano, ze pierwotne transkrypty (pri-miRNA) tych gendéw podlegaja
alternatywnemu splicingowi generujac wiele izoform, ktore podzielono na dwie klasy:
funkcjonalne (generujace mikroRNA) i niefunkcjonalne (niegenerujace mikroRNA). We
wszystkich izoformach zidentyfikowano otwarte ramki odczytu (ORFs, ang. open reading
frames). Z wykorzystaniem techniki profilowania polisomow potwierdzono, ze niektore
izoformy sg zasocjowane z rybosomami w korzeniu w warunkach stresu nadmiaru azotu.
Ponadto potwierdziliSmy obecno$¢ biatka o dlugosci 168 aminokwaséw (pochodzacego
z genu MIR444c) w bakteriach Escherichia coli przy uzyciu techniki Western Blot. Ostatnie
doniesienia literaturowe wykazaty, ze roslinne pri-miRNA moge¢ kodowac biatka stymulujgce
biogeneze¢ mikroRNA (Lauressergues i in., 2015). W $wietle tych danych, uzyskane przez nas
wyniki wstepne mogg $wiadczy¢ o nowej, nieopisanej jeszcze w jeczmieniu funkcji pri-
miRNA.

Celem projektu jest eksperymentalna weryfikacja hipotezy zgodnie z ktorg pierwotne
transkrypty mikroRNA z rodziny MIR444 sg eksportowane z jadra do cytoplazmy, gdzie
moga ulegac translacji jak mRNA lub dziata¢ jak dtugie niekodujagce RNA. Planujemy
przeprowadzi¢ transformacj¢ pytku jeczmienia w celu uzyskania roslin transgenicznych
z delecja sekwencji kodujacych wybrane bialka (przy uzyciu techniki CRISPR/Cas9) oraz
z nadekspresja genow kodujacych zidentyfikowane biatka. W tym zadaniu wykorzystamy
konstrukty przygotowane we wspotpracy z The Leibniz Institute of Plant Genetics and Crop
Plant Research (IPK). Dokonamy obserwacji wzrostu roslin i ekspresji wybranych genow
kandydatow w warunkach kontrolnych i nadmiaru azotu. Sprawdzimy czy zidentyfikowane
biatka maja wplyw na biogenez¢ mikroRNA (eksperyment sekwencjonowania matych RNA).
Linie transgeniczne jeczmienia z nadekspresjg genow kodujacych zidentyfikowane przez nas
biatka wykorzystamy réwniez do eksperymentu koimmunoprecypitacji. Na tej podstawie
otrzymamy informacje, ktore pozwola zidentyfikowaé potencjalnych partneréw biatkowych
zidentyfikowanych przez nas bialek. Ponadto réwniez przeanalizujemy odpowiedz ro$lin
z wyprowadzonych linii transgenicznych w warunkach stresu nadmiaru azotu.

Uzyskane przez nas wyniki pozwolag okresli¢ funkcje i rolg biologiczng bialek lub
IncRNA kodowanych przez geny MIR444 w jeczmieniu oraz w znacznym stopniu przyczynia
si¢ do zrozumienia procesOw rozwojowych tak waznej rosliny uprawnej jaka jest jeczmien.



