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Sie¢ powigzan watrobowcowo-specyficznych mikroRNA i ich docelowych mRNA w rozmnazaniu
generatywnym Marchantia polymorpha

Watrobowce (Marchantiophyta) zaliczane sg do grupy najstarszych, zyjacych wspotczesnie roslin ladowych.
Ze wzgledu na swoj pierwotny charakter, sg bardzo dobrym obiektem do prowadzenia ewolucyjnych analiz
dotyczacych biologii rozwoju (,,evo-devo”). Materiatem naszych badan jest, nalezagca do klasy
Marchantiopsida, porostnica wieloksztaltna (Marchantia polymorpha). Jest to rozdzielnoptciowa ro$lina
wytwarzajaca - plechy zZenskie, na ktorych powstaja rodniostany (archegoniofory) z rodniami (Zdj.1A) oraz
oddzielnie - plechy meskie z plemniostanami (anteridioforami) zawierajgcymi plemnie (Zdj.1B). Sg to ztozone
organy generatywne, majace kluczowe znaczenie w rozmnazaniu plciowym porostnicy. W roslinach
kwiatowych rozwoj kwiatu, czas kwitnienia i zaptodnienie sg regulowane, miedzy innymi, przez czasteczki
zwane mikroRNA (miRNA), bedace krotkimi, niekodujgcymi RNA. Czgsteczki te regulujg poziom ekspresji
genow poprzez kierowanie rozcinaniem mRNA lub kierowanie blokowaniem translacji mRNA. W
przedstawianym projekcie, chcemy zbadaé, czy kontrola powstawania organoéw generatywnych, ich rozwoju
oraz plodnosci roslin w procesie rozmnazania ptciowego watrobowcow odbywa si¢ przy udziale tych
czasteczek. Szczegdlnie interesujace sa te miRNA, ktore wystepuja tylko w grupie watrobowcow. Zatem
kluczowymi zadaniami do wykonania w naszym projekcie beda (1) scharakteryzowanie watrobowcowo-
specyficznych miRNA, ktére wykazuja zrdéznicowany profil ekspresji w plechach generatywnych
Marchantia: charakterystyka ich genéw, pierwotnych transkryptéw (pri-miRNA), poznanie
szczegolowego profilu ekspresji, (2) opisanie funkcji wybranych miRNA i genéw kodujacych ich
docelowe mRNA oraz stworzenie modelu pokazujacego sie¢ powigzan miRNA i ich docelowych mRNA
w kontroli procesu rozmnazania plciowego najstarszych roslin ladowych.

Posiadamy wstepne wyniki, udowadniajgce, ze siedem rodzin watrobowcowo-specyficznych miRNA,
wykazuje zroznicowany profil ekspresji w plechach generatywnych porostnicy. Dla tych miRNA
zidentyfikowali§my rowniez mRNA bedace celem ich dziatania. Zamierzamy przeanalizowac¢ funkcje genow
kodujacych mRNA docelowe dla badanych miRNA. Przygotujemy szereg linii mutantow nadeksprymujacych
wybrane miRNA/geny docelowe oraz mutanty CRISPR/Cas9 z ,,wytaczonymi” genami kodujgcymi wybrane
miRNA/geny docelowe. Charakterystyka fenotypow mutantow (wlacznie z oszacowaniem ich zdolnosci do
rozmnazania ptciowego) umozliwi nam okreslenie faktycznych funkcji pelnionych przez te miRNA 1 przez
geny bedace pod ich kontrolg. Jednym z takich genéw docelowych dla specyficznego miRNA (miR8185) jest
fosfataza o podwojnej specyficznosci - DUSP12. Przeprowadzajac eksperymenty ko-immunoprecypitacji
biatek oraz identyfikacji biatek metodg spektrometrii mas, wyznaczymy potencjalnych bialkowych partnerow
oddziatujacych z DUSP12 i przebadamy ich role w rozmnazaniu generatywnym Marchantia. Stosujgc badania
transkryptomiczne porownamy transkryptomy mutantow z brakiem miR8185, nadekspresja DUSP12 i ro$lin
typu dzikiego. Wyszukamy geny zmieniajace swdj profil ekspresji w ten sam sposob u obu mutantow, a
uzyskane wyniki odniesiemy do wynikéw eksperymentu co-IP, a tym samym scharakteryzujemy wzajemne
sieci powigzan pomigdzy zidentyfikowanymi biatkami. Zaproponujemy model sieci zaleznosci pomigdzy
poznanymi miRNA - docelowymi mRNA w kontroli rozwoju organow generatywnych i zaplodnienia u
watrobowcow. Uzyskane przez nas wyniki w znaczacy sposob wplyna na uzupelnienie luki w wiedzy na
temat roli miRNA w rozmnazaniu ptciowym pierwszych roslin ladowych, a takze beda mialy istotny wptyw
na poszerzenie wiedzy o regulacji ekspresji gendw odpowiedzialnych za rozwoj organdéw rozmnazania
generatywnego roslin.

Zdj.1. Archegoniofory (A) i anteridiofory (B) M. polymorpha



