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Funkcjonowanie gendéw jest regulowane na wielu poziomach, zalezy migdzy innymi od
przestrzennego uporzadkowania chromatyny w jadrach komorkowych. Chromosomy zajmujg w jadrach
okreslone terytoria, ich czesci formuja sekcje obejmujace rejony aktywne transkrypcyjnie (euchromatynowe,
A) 1 nieaktywne (heterochromatynowe, B). Na nizszym poziomie organizacji mozna wyrdzni¢ zasocjowane
topologicznie domeny oraz petle genowe. Wiasciwa struktura tych domen warunkuje prawidtowa ekspresje
genow, funkcjonowanie komorek i catych organizmdéw. Informacje dotyczace struktury 3D chromatyny
pochodza przede wszystkim z badan na zwierzetach i cztowieku. Wiadomo, ze za utrzymanie struktury
domen odpowiadajg biatka CTCF. Nie wystepuja one jednak u ro$lin, nie wskazano rowniez jak dotad biatek
ro$linnych, ktére moglyby peti¢ analogiczng funkcje. Wiadomo jednak, ze rowniez u ro§lin chromatyna jest
przestrzennie zorganizowana. Wiedza dotyczaca takiej organizacji ogranicza si¢ jedynie do roslin
modelowych, w literaturze wskazuje si¢ zatem na konieczno$¢ badania gatunkéw niemodelowych, w tym
waznych rolniczo.

Ruchome elementy genetyczne, popularnie okreslane mianem ,,skaczacych gendéw” to segmenty
DNA zdolne do samodzielnej zmiany swojej chromosomowej lokalizacji w procesie okreslanym jako
‘transpozycja’. Moga one ulec mobilizacji w okreslonych warunkach, powodujac powstanie nowej
zmiennosci genetycznej. Kazda taka zmiana (mutacja) moze mie¢ znaczenie dla funkcjonowania genomu
gospodarza. Zaktada si¢, ze wigkszo$¢ zdarzen transpozycyjnych jest neutralna lub niekorzystna, sg jednak
liczne doniesienia o zmianach wywotanych transpozycja, ktore wywarly korzystny efekt, np. zwiazany z
lepsza adaptacja do warunkow stresowych, a takze warunkowaly wyksztalcenie cech umozliwiajacych
udomowienie waznych gospodarczo gatunkéow ro$lin lub podnoszgcych ich warto$¢ agronomiczng.
Poniewaz ruchome elementy genetyczne tworzg rodziny zawierajace wiele podobnych kopii
zlokalizowanych w roznych miejscach w genomie gospodarza, sa one okreslane mianem rozproszonego
powtarzalnego DNA. Oznacza to, ze jesli pewne rodziny moga wptywacé na przestrzenng konformacje
chromatyny, beda to robity w skali catego genomu. Istnieja doniesienia moéwiace o wzbogaceniu okre$lonych
struktur przestrzennych w pewne grupy ruchomych elementéw genetycznych. U roslin wykazano, ze migdzy
innymi tzw. miniaturowe ruchome elementy genetyczne (ang. miniature inverted-repeat transposable
elements; MITEs) moga czgsciej wystgpowaé w rejonach granicznych domen, jednak ich znaczenie dla
tworzenia takich domen oraz interakcji z zaangazowanymi w ten proces biatkami pozostaje nierozpoznane.

Przedmiotem badan w niniejszym projekcie begdzie organizacja 3D genomu marchwi, warzywa o
duzym znaczeniu ekonomicznym. Organizacja 3D tego genomu zostanie opisana przy uzyciu techniki Hi-C
pozwalajacej na wysokowydajne sekwencjonowanie rejondw DNA wchodzacych ze sobg w fizyczng
interakcje wynikajaca z ich przestrzennej blisko$ci. Sporzadzona mapa Hi-C pozwoli na wyodrgbnienie
topologicznie zasocjowanych domen i rejonéw obejmujacych ich granice, a nastepnie identyfikacje kopii
MITE zlokalizowanych w tych rejonach. Opracowanie takich map dla réznych linii marchwi, cechujacych
sie¢ odmienng dystrybucjg kopii MITE w genomach, umozliwi weryfikacje hipotezy o globalnym znaczeniu
tych elementow dla struktury 3D chromatyny jadrowej. Rownolegle prowadzona bedzie identyfikacja biatek,
ktére sg zdolne do wigzania sie z motywami DNA charakterystycznymi dla rodzin MITE wzbogaconych w
okolicach granic domen. W tym celu wykorzystany zostanie system drozdzowy, w ktorym gen warunkujacy
odpornos$¢ na antybiotyk (umozliwiajacy przezycie komoérek drozdzy na pozywce z antybiotykiem) bedzie
pod kontrolg elementu MITE. W ten sposob jedynie komorki drozdzy, w ktérych dojdzie do zwigzania si¢
okreslonego biatka z sekwencja DNA zlokalizowang wewnatrz MITE, beda cechowaly si¢ odpornoscia na
antybiotyk, co umozliwi identyfikacj¢ genu marchwi kodujacego biatko wigzace si¢ z MITE. Poniewaz
MITE sg z reguly bogate w nukleotydy A/T, biatka wigzace si¢ z takimi sekwencjami beda w obszarze
szczegoOlnego zainteresowania.

Wynikiem realizacji projektu bgdzie poznanie struktury 3D genomu marchwi, identyfikacja biatek
wiazacych si¢ z MITE oraz ocena globalnego wplywu lokalizacji kopii MITE w genomie na przestrzenng
konformacj¢ chromatyny.



