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Tytul zadania w jezyku polskim: Opracowanie i wykorzystanie metod biotechnologicznych do
skrocenia cyklu hodowlanego pszenzyta oraz do poprawy efektywnosci selekcji —miejscowo-

specyficzna mutageneza z wykorzystaniem miejscowo-specyficznych nukleaz
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Tekst:
W ramach tematu badawczego nr 1 prace obejmowaty doswiadczenia nad transformacja pszenzyta

przy uzyciu konstruktow Crispr/Cas9 z sgRNA skierowanymi wobec 2 gendow potencjalnie
zwigzanych z porastaniem pszenzyta. Wykonano transformacje¢ roslin pszenzyta konstruktami z
sgRNATA, sgRNA1B, sgRNA2A, sgRNA2B i sgRNA6A dla genéw PP2A 1 ABA8’OH, otrzymano
regeneracje roslin in vitro i uzyskano rosliny pokolenia TO. Konstrukty Crispr/Cas9 roznitly si¢
sekwencjami sgRNA do indukowania mutacji w genomie pszenzyta oraz zastosowanymi
promotorami. Nawet w przypadku zastosowania wszystkich znanych zasad projektowania sgRNA,
specyficznos¢ 1 aktywnos$¢ tych czasteczek w duzym stopniu nie jest przewidywalna, dlatego

polecane jest zaprojektowanie kilku r6znych sekwencji sgRNA wobec genu, ktory zamierzamy



edytowac i eksperymentalne sprawdzenie ich skutecznos$ci. W wyniku transformacji okoto 100
niedojrzatych zarodkow pszenzyta na kombinacj¢ dla genow PP2A i ABA8’OH, uzyskano 67 roslin
TO odpornych na czynnik selekcyjny fosfinotrycyne. Wyselekcjonowane rosliny zostaty

przesadzone do szklarni w celu uzyskania pokolenia T1.

Roéwnolegle, w ramach tematu badawczego 2 sprawdzano efektywnos$ci roznego typu konstruktéw
do wywotywania mutacji w komodrkach pszenzyta.

Przejsciowa ekspresja konstruktu w wyniku transfekcji protoplastow z zastosowaniem PEG,
stanowi metode stosowana do testowania konstruktow wykorzystywanych do mutagenezy
miejscowo-specyficznej w roslinach (Cermak i in., 2015; Liang i in., 2014; Shan i in., 2014; Woo i
in., 2015). Poszczegdlne typy wektorow byly testowane w uktadzie ekspresji przejSciowej na
komoérkach protoplastéw pszenzyta. W przypadku niskiej wydajnosci transfekcji protoplastow
monitorowane] poprzez ekspresje¢ genu markerowego (GFP), alternatywna metoda sprawdzenia
konstruktow byta ich ocena poprzez mikrowstrzeliwanie do tkanek jeczmienia (Budhagatapalli,
2016) 1 ocena ekspresji w systemie transformacji przej$ciowej roslin metoda strzelby genowej, we
wspotpracy z IPK Gatersleben. Analizy edytowanych sekwencji na poziomie DNA potwierdzity
wystgpienie zmian typu delecje w przewidywanych regionach genéw PP2A i ABAS’OH u
pszenzyta. Potwierdzono znaczgce zwigkszenie efektywnosci edycji genéow dzigki zastosowaniu
dodatkowych sekwencji Trex2 w wektorach stosowanych do transformacji. Generowane zmiany
obserwowane w komodrkach protoplastow pszenzyta maja charakter delecji 3 do

kilkunastonukleotydowych.

Trzeci realizowany temat badawczy dotyczyt detekcji zmian mutacyjnych, okreslenie rodzaju i
liczby zmian w poszczegdlnych edytowanych loci poprzez analizy DNA.

Wykrycie mutacji uzyskanych w wyniku dziatania miejscowo-specyficznych nukleaz pozostaje
wyzwaniem, szczegblnie u roslin poliploidalnych (Wang i in., 2014; 2018). Efektywna metoda
wykrywania mutacji jest szczegdlnie przydatna kiedy spodziewamy si¢ niskiej wydajnosci w
generowaniu mutacji lub kiedy badamy duza populacje (Liang i in., 2018). Ze wzgledu na
ograniczone mozliwosci wykrycia zmian mutacyjnych typu SNP w roslinach TO pszenzyta poprzez
zastosowanie endonukleazy T7 wykorzystano sekwencjonowanie NGS w celu okreslenia typu i
czgstosci zmian mutacyjnych dla wybranych 19 roslin TO. Analiza sekwencji wykazata 9 zmian
mutacyjnych, najczesciej o charakterze SNP lub delecji 1 Iub 2 nukleotydowych o duzo nizszym
nasileniu niz w porownywanych probach uzyskanych w wyniku transfekcji protoplastow pszenzyta

konstruktami zawierajacymi dodatkowy element- eksonukleaz¢ TREX2.
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