
1 

 

Lp. w zał. do Rozporządzenia MRiRW: 13. 

Tytuł zadania: Opracowanie i wykorzystanie metod biotechnologicznych do skrócenia 

cyklu hodowlanego pszenżyta oraz do poprawy efektywności selekcji - miejscowo-

specyficzna mutageneza z wykorzystaniem miejscowo-specyficznych nukleaz. 

Kierownik zadania: dr A. Linkiewicz 
 

CCeell  zzaaddaanniiaa::    

OOppttyymmaalliizzaaccjjaa  mmeettooddyy  iinndduukkoowwaanniiaa  mmiieejjssccoowwoo--ssppeeccyyffiicczznnyycchh  mmuuttaaccjjii  ww  ggeennoommiiee  nnaa  pprrzzyykkłłaaddzziiee  

rroośślliinnyy  mmooddeelloowweejj  AArraabbiiddooppssiiss  tthhaalliiaannaa  

MMaatteerriiaałłyy  ii  mmeettooddyy::    

KKoonnssttrruukkttyy  zz  ggeennaammii  rreeppoorrtteerroowwyymmii  ppYYFF113333  zz  ggffpp  ii  ppGGHH221177  zz  uuiiddAA  zzoossttaałłyy  wwpprroowwaaddzzoonnee  ddoo  bbaakktteerriiii..  

PPrraaccee  mmiikkrroobbiioollooggiicczznnee  wwyykkoonnaannoo  nnaa  EE..  ccoollii  sszzcczzeepp  DDHH55αα  ii  AA..ttuummeeffaacciieennss  sszzcczzeepp  AAGGLL11  ii  LLBBAA44440044  

pprrzzyy  uużżyycciiuu  ssttaannddaarrddoowwyycchh  mmeettoodd..  EElleekkttrrooppoorraaccjjęę  pprrzzeepprroowwaaddzzaannoo  nnaa  aappaarraacciiee  MMiiccrrooPPuullsseerr  wwgg  

pprroocceedduurryy  BBiioo--RRaadd..  PPllaazzmmiiddyy  iizzoolloowwaannoo  pprrzzyy  uużżyycciiuu  zzeessttaawwóóww  ddoo  iizzoollaaccjjii  DDNNAA  ppllaazzmmiiddoowweeggoo  

MMaacchheerreeyy  NNaaggeell  lluubb  mmeettooddąą  mmiinnii  pprreeppaarraattyykkii  ppllaazzmmiidduu  wweeddłłuugg  SSaammbbrrooookk,,  FFrriittsscchh  MMaanniiaattiiss  ((11998822))..  

PPoommiiaarr  ssttęężżeenniiaa  DDNNAA  wwyykkoonnaannoo  nnaa  ssppeekkttrrooffoottoommeettrrzzee  aa  jjaakkoośśćć  ppoottwwiieerrddzzoonnoo  nnaa  żżeellaacchh  aaggaarroozzoowwyycchh..  

SSpprraawwddzzeenniiee  ppoopprraawwnnoośśccii  kklloonnoowwaanniiaa  wwyykkoonnaannoo  ddzziięękkii  aannaalliizziiee  PPCCRR  oorraazz  aannaalliizziiee  rreessttrryykkccyyjjnneejj  

ppllaazzmmiidduu..  WWyyttyyppoowwaanniiee  sseekkwweennccjjii  ddoocceelloowweejj  ddllaa  zzaapprroojjeekkttoowwaanniiaa  nnuukklleeaazz  TTAALLEENN  wwyykkoonnaannoo  

ppoopprrzzeezz  aannaalliizzęę  zzggrroommaaddzzoonnyycchh  mmaatteerriiaałłóóww,,  ddaannee  lliitteerraattuurroowwee  oorraazz  aannaalliizzyy  sseekkwweennccjjii  wweekkttoorróóww..  

SSeekkwweennccjjee  zzaapprroojjeekkttoowwaannyycchh  eeffeekkttoorróóww  TTAALL  zzoossttaałłyy  sspprraawwddzzoonnee  pprrzzyy  uużżyycciiuu  aallggoorryyttmmuu  bbllaasstt  oorraazz  

oopprrooggrraammoowwaanniiaa  PPaaiirreedd  TTaarrggeett  FFiinnddeerr™™  ((CCoorrnneellll  UUnniivveerrssiittyy,,  22001144))  oorraazz  TTAALLEENNooffffeerr™™  AAnnaalliizzęę  

bbiiooiinnffoorrmmaattyycczznnąą  wwyykkoorrzzyyssttuujjąąccąą  aallggoorryyttmmyy  ddoobboorruu  ii  sseelleekkccjjii  nnuukklleeaazz  TTAALLEENN  oo  nnaajjwwyyżżsszzyymm  

pprraawwddooppooddoobbiieeńńssttwwiiee  sskkuutteecczznnoośśccii  ww  ssttoossuunnkkuu  ddoo  tteessttoowwaanneejj  sseekkwweennccjjii  pprrzzeepprroowwaaddzzoonnoo  ww  rraammaacchh  

wwssppóółłpprraaccyy  zz  TThheerrmmoo  FFiisshheerr  SScciieennttiiffiicc  GGmmbbHH..  SSeekkwweennccjjoonnoowwaanniiee  ii  aannaalliizzęę  sseekkwweennccjjii  rreejjoonnuu  eeddyyccjjii  

ggeennoommuu  AArraabbiiddooppssiiss  pprrzzeepprroowwaaddzzoonnoo  ww  IIBBBB--PPAANN..  DDoo  bbaaddaańń  uużżyyttoo  nnaassiioonnaa  rrzzooddkkiieewwnniikkaa  

((AA..  tthhaalliiaannaa))  ooddmmiiaannyy  CCoolluummbbiiaa  ii  WWaassssiilliieevvsskkaayyaa  ttyyppuu  ddzziikkiieeggoo  oorraazz  uuzzyysskkaannee  lliinniiee  ttrraannssggeenniicczznnee  

zz  ggeenneemm  ggffpp  ii  uuiiddAA  ((GGUUSS))..  RRoośślliinnyy  ppoo  wweerrnnaalliizzaaccjjii  ((44°°CC,,  44  ddnnii))  bbyyłłyy  uupprraawwiiaannee  ww  ffiittoottrroonniiee  ((1166//88°°CC  

ddzziieeńń//nnoocc,,  2200,,000000  lluuxx))  ddoo  mmoommeennttuu  rroozzkkrrzzeewwiieenniiaa,,  pprrzzeezz  ookk..  mmiieessiiąącc..  PPoo  iinndduukkccjjii  rroozzwwoojjuu  

ggeenneerraattyywwnneeggoo  rroośślliinnyy  rrzzooddkkiieewwnniikkaa  zz  wwyykksszzttaałłccoonnyymmii  33--44  ppęęddaammii  kkwwiiaattoossttaannoowwyymmii  ppooddddaannoo  

iinnffiillttrraaccjjii  mmeettooddąą  fflloorraall--ddiipp  wwgg  BBeecchhttoolldd  ii  iinn..  ((11999933))  zz  mmooddyyffiikkaaccjjaammii  CClloouugghhtt  ii  BBeenntt  ((11999988))  

ii  wwłłaassnnyymmii..  RRoośślliinnyy  zz  wwyykksszzttaałłccoonnyymmii  33--44  ppęęddaammii  kkwwiiaattoossttaannoowwyymmii  ttrraannssffoorrmmoowwaannoo  ccyykklliicczznniiee  44--66  

rraazzyy  ww  ooddssttęęppiiee  44  ddnniioowwyymm..  SSeelleekkccjjaa  ttrraannssffoorrmmaannttóóww  pprroowwaaddzzoonnaa  bbyyłłaa  iinn  vviittrroo,,  ppoo  wwssttęęppnneejj  

sstteerryylliizzaaccjjii  nnaassiioonn..  SStteerryyllnnee  nnaassiioonnaa  rroozzpprroowwaaddzzaannoo  nnaa  ppłłyyttccee  zzee  ssttaałłąą  ppoożżyywwkkąą  sseelleekkccyyjjnnąą  ½½  MMSS  

zz  cczzyynnnniikkiieemm  sseelleekkccyyjjnnyymm..  RRoośślliinnyy  rroossłłyy  zzggooddnniiee  zz  pprroocceedduurrąą  ddoo  ttrraannssffoorrmmaaccjjii  zzaapprrooppoonnoowwaannąą  pprrzzeezz  

HHaarrrriissoonn  ii  iinnnnii,,  22000066..  RRNNAA  wwyyiizzoolloowwaannoo  pprrzzyy  uużżyycciiuu  mmeettooddyy  NNuucclleeooSSppiinn®®  RRNNAA  PPllaanntt  ((MMaacchheerreeyy--

NNaaggeell))  zz  ppoottoommssttwwaa  rroośślliinn  AA..  tthhaalliiaannaa  ((ppYYFF113333))  oorraazz  rroośślliinnyy  kkoonnttrroollnneejj  ((eekkoottyypp  CCooll--00))  ii  ppoozzoossttaałłyycchh  

kkoonnttrroollii..  IInntteennssyywwnnoośśćć  fflluuoorreesscceennccjjii  oobbsseerrwwoowwaannoo  ppoodd  sstteerreeoosskkooppeemm  LLeeiiccaa  ww  śśwwiieettllee  nniieebbiieesskkiimm  

oo  ddłłuuggoośśccii  ffaallii  447700nnmm  wwzzbbuuddzzaajjąącc  22--33  ddnniioowwee  ssiieewwkkii..  WW  cceelluu  sspprraawwddzzeenniiaa  cczzyyssttoośśccii  oorraazz  

iinntteeggrraallnnoośśccii  wwyyiizzoolloowwaanneeggoo  RRNNAA  pprrzzeepprroowwaaddzzoonnoo  eelleekkttrrooffoorreezzyy  ww  żżeelluu  ddeennaattuurruujjąąccyymm  

zz  ffoorrmmaallddeehhyyddeemm..  OOddwwrroottnnąą  ttrraannsskkrryyppccjjęę  pprrzzeepprroowwaaddzzoonnoo  pprrzzyy  uużżyycciiuu  zzeessttaawwuu  HHiigghh--CCaappaacciittyy  ccDDNNAA  

RReevveerrssee  TTrraannssccrriippttiioonn  KKiitt  ((AApppplliieedd  BBiioossyysstteemmss))..  

WWyynniikkii  ii  ddyysskkuussjjaa::  

SSpprraawwddzzeenniiee  mmoożżlliiwwoośśccii  eeddyyccjjii  ggeennoommuu  rroośślliinn  ppoopprrzzeezz  zzaapprroojjeekkttoowwaanniiee  eeffeekkttoorróóww  TTAALL  ddoo  

wwpprroowwaaddzzeenniiaa  zzmmiiaann  ww  oobbrręębbiiee  sseekkwweennccjjii  ggeennuu  rreeppoorrtteerroowweeggoo  wwyyddaajjee  ssiięę  ooppttyymmaallnnyymm  ppooddeejjśścciieemm  ddoo  

ddaallsszzyycchh  pprraacc  nnaadd  zzmmiiaannaammii  ww  wwaażżnnyycchh  aaggrroonnoommiicczznniiee  cceecchhaacchh..  NNaa  ppooddssttaawwiiee  aannaalliizz  ddaannyycchh  

lliitteerraattuurroowwyycchh,,  aannaalliizzyy  sseekkwweennccjjii  ww  bbaazzaacchh  ddaannyycchh,,  aannaalliizz  ww  pprrooggrraammiiee  TTAALLEENN  TTaarrggeetteerr™™  

ii  kkoorrzzyyssttaajjąącc  zzee  wwssppaarrcciiaa  bbiiooiinnffoorrmmaattyycczznneeggoo  TThheerrmmoo  FFiisshheerr  SScciieennttiiffiicc  GGmmbbHH  zzaapprroojjeekkttoowwaannoo  

sseekkwweennccjjee  eeffeekkttoorróóww  TTAALL  ddllaa  ggeennuu  rreeppoorrtteerroowweeggoo  uuiiddAA  ((GGUUSS))  ii  ddllaa  ggeennuu  rreeppoorrtteerroowweeggoo  ggffpp..  

ZZaapprroojjeekkttoowwaannee  nnuukklleeaazzyy  TTAALLEENN  oocceenniioonnoo  ppoodd  kkąątteemm  mmoożżlliiwwoośśccii  ooddddzziiaałłyywwaanniiaa  zz  sseekkwweennccjjaammii  

""ooffff--ttaarrggeett"",,  cczzyyllii  iinnnnyymmii  mmiieejjssccaammii  ww  ggeennoommiiee  ppoozzaa  wwłłaaśścciiwwyymm,,  ddoocceelloowwyymm  mmiieejjsscceemm  wwiiąązzaanniiaa  ddllaa  

ddaanneejj  cczząąsstteecczzkkii..  WW  cceelluu  ttrraannssffoorrmmaaccjjii  rroośślliinn  uuzzyysskkaannee  ppllaazzmmiiddyy  zz  ggeennaammii  rreeppoorrtteerroowwyymmii  zzoossttaałłyy  

ppooddddaannee  aannaalliizziiee  rreessttrryykkccyyjjnneejj  oorraazz  aannaalliizzoomm  PPCCRR..  WW  wwyynniikkuu  ttrraannssffoorrmmaaccjjii  rroośślliinn  zziiddeennttyyffiikkoowwaannoo  

2200  lliinniiii  GGMM  AA..  tthhaalliiaannaa  zzaawwiieerraajjąąccyycchh  ffrraaggmmeenntt  TT--DDNNAA  cchhaarraakktteerryyssttyycczznnyy  ddllaa  wweekkttoorraa  ppYYFF113333..  

AAkklliimmaattyyzzaaccjjęę  ww  ppookkoojjuu  hhooddoowwllaannyymm  pprrzzeeżżyyłłoo  1166  zz  2200  rroośślliinn..  NNiiee  zzaaoobbsseerrwwoowwaannoo  fflluuoorreesscceennccjjii  ggeennuu  
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rreeppoorrtteerroowweeggoo  ggffpp  uu  lliinniiii  AA..  tthhaalliiaannaa//AAGGLL11//ppYYFF113333  nniioossąąccyycchh  ggeenn  ggffpp..  ZZ  tteeggoo  ppoowwoodduu  

pprrzzeepprroowwaaddzzoonnoo  aannaalliizzyy  eekksspprreessjjii  ttrraannssggeennóóww  nnaa  ppoozziioommiiee  RRNNAA  ii  ppoottwwiieerrddzzoonnoo  eekksspprreessjjee  nnaa  

ppoozziioommiiee  RRNNAA..  TTeemmaatt  zzaakkłłaaddaa  uuzzyysskkaanniiee  ssttaabbiillnneejj  ii  wwyyssookkiieejj  eekksspprreessjjii  ggeennóóww  rreeppoorrtteerroowwyycchh  

ww  rroośślliinnaacchh  AA..  tthhaalliiaannaa  ww  cceelluu  oobbsseerrwwaaccjjii  zzmmiiaann  ppoowwooddoowwaannyycchh  pprrzzeezz  ddzziiaałłaanniiee  mmiieejjssccoowwoo--

ssppeeccyyffiicczznnyycchh  nnuukklleeaazz..  UUzzyysskkaannaa  eekksspprreessjjaa  nnaa  ppoozziioommiiee  mmRRNNAA  ii  bbrraakk  ssttaabbiillnneejj  eekksspprreessjjii  nnaa  ppoozziioommiiee  

bbiiaałłkkaa  wwyymmaaggaa  ddoopprraaccoowwaanniiaa  kkoonnssttrruukkttuu  ppYYFF113333  ww  ttyymm  mmoożżlliiwweejj  zzmmiiaannyy  pprroommoottoorraa..  DDllaa  

ddoossttaarrcczzeenniiaa  TTAALLEENN  nnaa  tteerreenn  kkoommóórrkkii  rroośślliinnnneejj  ii  uuzzyysskkaanniiaa  eeffeekkttuu  pprreeccyyzzyyjjnnyycchh  mmuuttaaccjjii  

ii  uunniieecczzyynnnniieenniiaa  ggeennóóww  rreeppoorrtteerroowwyycchh  ppoożżąąddaannyy  jjeesstt  ssttaabbiillnnyy  ppoozziioomm  eekksspprreessjjii  bbiiaallkkaa..  AA..  ttuummeeffaacciieennss  

sszzcczzeepp  AAGGLL--11  zz  wweekkttoorreemm  ppGGHH221177  zzoossttaałł  wwyykkoorrzzyyssttaannyy  ddoo  ttrraannssffoorrmmaaccjjii  2200  rroośślliinn  AA..  tthhaalliiaannaa  eekkoottyypp  

WWss..  NNaassiioonnaa  zzoossttaałłyy  zzeebbrraannee  ii  wwyyssiiaannee  nnaa  ppoożżyywwkkii  sseelleekkccyyjjnnee..  RRoośślliinnyy  ppookkoolleenniiaa  FF11  ssąą  aakkttuuaallnniiee  

aannaalliizzoowwaannee..  

Wnioski: 

  WWyykkaazzaannoo  mmoożżlliiwwoośśćć  bbuuddoowwyy  kkoonnssttrruukkttóóww  TTAALLEENN  ddoo  mmuuttaaggeenneezzyy  mmiieejjssccoowwoo--ssppeeccyyffiicczznneejj  ddllaa  

sseekkwweennccjjii  ggeennóóww  mmaarrkkeerroowwyycchh  uużżyywwaannyycchh  ddoo  ttrraannssffoorrmmaaccjjii  rroośślliinn..  

  UUżżyycciiee  pprrooppoonnoowwaannyycchh  kkoonnssttrruukkttóóww  zz  ggeennaammii  rreeppoorrtteerroowwyymmii  ssttaannoowwii  ddooggooddnnyy  mmooddeell  ddoo  bbaaddaanniiaa  

eeddyyccjjii  ggeennoommóóww  rroośślliinn  zz  zzaassttoossoowwaanniieemm  nnuukklleeaazz  TTAALLEENN..  

  SScchhaarraakktteerryyzzoowwaannoo  nniieelliicczznnee  mmiieejjssccaa  mmoożżlliiwweeggoo  ooddddzziiaałłyywwaanniiaa  eeffeekkttoorróóww  TTAALL__GGUUSS  ii  TTAALL__GGFFPP  

ppoozzaa  mmiieejjsscceemm  ddoocceelloowwyymm..  GGłłóówwnniiee  hhoommoollooggiiaa  ooggrraanniicczzaa  ssiięę  ddoo  sseekkwweennccjjii  rreejjoonnuu  wwiiąążżąącceeggoo  DDNNAA  

ii  zzwwyykkllee  nniiee  pprrzzeekkrraacczzaa  1155  nnuukklleeoottyyddóóww..  

  IIssttnniieejjee  mmaałłee  pprraawwddooppooddoobbiieeńńssttwwoo  ooddddzziiaałłyywwaanniiaa  kkoonnssttrruukkttóóww  TTAALLEENN  pprroojjeekkttoowwaannyycchh  ddllaa  

sseekkwweennccjjii  ttrraannssggeenniicczznnyycchh,,  ww  ttyymm  sseekkwweennccjjii  ggeennóóww  rreeppoorrtteerroowwyycchh  nnaa  iinnnnee  rroozzppoozznnaawwaannee  sseekkwweennccjjee  

ww  ggeennoommiiee  rroośślliinnyy..  

  ZZooppttyymmaalliizzoowwaannyy  pprroottookkóółł  ddoo  aaggrroottrraannssffoorrmmaaccjjii  AA..  tthhaalliiaannaa  mmeettooddąą  fflloorraall--ddiipp  uummoożżlliiwwiiaa  

uuzzyysskkaanniiee  ttrraannssggeenniicczznnyycchh  rroośślliinn,,  ww  kkttóórryycchh  mmeettooddąą  uukkiieerruunnkkoowwaanneejj  eeddyyccjjii  ggeennoommuu  TTAALLEENN  mmooggąą  

bbyyćć  wwyycciisszzaannee  ggeennyy  rreeppoorrtteerroowwee    

  ZZooppttyymmaalliizzoowwaannyy  pprroottookkóółł  PPCCRR  ppoozzwwaallaa  nnaa  sszzyybbkkii  ssccrreeeenniinngg  rroośślliinn  ggeenneettyycczznniiee  

zzmmooddyyffiikkoowwaannyycchh  nniioossąąccyycchh  rreeggiioonn  TT--DDNNAA  cchhaarraakktteerryyssttyycczznnyy  ddllaa  wwpprroowwaaddzzoonneeggoo  kkoonnssttrruukkttuu    

  NNiieeddoossttaatteecczznnyy  ppoozziioomm  eekksspprreessjjii  rreeppoorrtteerraa  uuzzyysskkaannyy  ppoo  ttrraannssffoorrmmaaccjjii  AA..tthh//AAGGLL11//ppYYFF113333  

wwyymmaaggaa  mmooddyyffiikkaaccjjii  lluubb  zzmmiiaannyy  kkoonnssttrruukkttuu..  

 


