1. Tytut zadania nr 13: Opracowanie i wykorzystanie metod biotechnologicznych do skrécenia cyklu
hodowlanego pszenzyta oraz do poprawy efektywnosci selekcji —-miejscowo-specyficzna mutageneza
z wykorzystaniem miejscowo-specyficznych nukleaz.

2. Kierownik zadania: Anna Linkiewicz, Laboratorium Kontroli GMO, Zaktad Biotechnologii i
Cytogenetyki Roslin IHAR-PIB
Celem realizowanego w 2017 r. zadania byto wykonanie i zastosowanie nukleaz TALEN do
indukowania kierunkowych mutacji genéw zaangazowanych w spoczynek nasion rzodkiewnika i
pszenzyta.

Zadanie przeprowadzane jest dla poznania mechanizmoéow edytowania sekwencji w organizmie
modelowym, w efekcie czego zdobytg wiedze bedzie mozna przenies¢ na gatunek wazny
rolniczo. Finalnym efektem catego projektu ma by¢ uzyskanie roslin o podwyzszonej tolerancji na
porastanie.

3. Temat obejmowat 4 zadania:

.Opracowanie zmienionych konstruktéw TALEN do wyciszania gendw zwigzanych ze spoczynkiem
nasion. Celem tematu byto zaprojektowanie i wykonanie konstrukcji genowych niosgcych
nukleazy TALE wraz z sekwencjg Fok | i innymi niezbednymi elementami konstruktéw,
skierowanych wobec gendw rzodkiewnika i pszenzyta zwigzanych z kontrolg spoczynku
nasion. Zastosowane metody prowadzi¢ majg do wytworzenia konstruktow, ktére koduja
nukleazy do wprowadzenia zmian mutacyjnych w tych genach.

I1.0cene funkcjonalnosci konstruktéw TALEN dla rzodkiewnika w systemie transfekcji protoplastow
mezofilowych lub analogicznym. Celem tematu byto sprawdzenie poprawnosci konstrukgji i
dziatania wykonanych konstruktéw TALEN w systemie transformacji roslin zapewniajagcym
ekspresje przejsciowg uzyskanych konstruktéw TALEN.

Ill.Zastosowanie wybranych konstruktéw do wprowadzenia zmian w wybranych Joci gendow
odpowiedzialnych za spoczynek nasion rzodkiewnika. Optymalizacja mutagenezy TALEN.
Celem tematu badawczego 3 bylo zastosowanie wybranych konstruktéw do wywotania
zmian mutacyjnych przez nukleazy TALEN w loci 2 gendw rzodkiewnika zwigzanych ze
spoczynkiem nasion (PDF1i CYP707A

IV.) oraz optymalizacja wprowadzania zmian mutacyjnych poprzez zastosowanie réznych wariantéw
metody.

V.Ocene efektywnosci transformacji roslin i poziomu wprowadzonych zmian mutacyjnych. Celem
tematu byto wykrycie i ocena zmian na poziomie sekwencji DNA wprowadzonych przez
zastosowane konstrukty TALEN.

Wyniki i dyskusja:
Ad 1. Zadanie pierwsze obejmowato zaprojektowanie zmienionych sekwencji konstrukcji TALE dla 2
genéw rzodkiewnika (Arabidopsis thaliana) zwigzanych z regulacjg spoczynku nasion oraz
homologdéw tych gendéw u pszenzyta (x Tritosecale) oraz wykonanie konstruktéw zawierajgcych
nukleazy TALEN, ktére mogg by¢ wykorzystane do wprowadzenia zmian edycyjnych w genach
rzodkiewnika.

Materiaty i metody:

Projektowanie i wykonanie sekwencji nukleaz TALEN: Sekwencje genomowe docelowych
gendéw PDF1 i CYP707A dla rzodkiewnika i homologéw znanych u pszenicy uzyskane z bazy danych
NCBI wprowadzono do pakietu TAL Effector Nucleotide Targeter 2.0. Sposréd wygenerowanych
sekwencji RVD wybrano takie, ktore cechowaty sie najlepszym wynikiem analizy, odpowiadaty
sekwencjom eksonowym oraz miaty dtugos$¢ 25 RVD. Wykonano dla nich analizy ewentualnych miejsc
niedocelowego dziatania nukleaz tzw. miejsc ,off-target”. W tym celu, genom rzodkiewnika
przeszukano z uzyciem projektowanych sekwencji przy pomocy narzedzia Target Finder z pakietu
TALE-NT. Wybrano dwie pary nukleaz specyficznych dla genéw rzodkiewnika PDF1 i specyficznych dla




CYP707A. Nastepnie poréwnano sekwencje docelowe rzodkiewnika z ich homologami u pszenicy. Na
podstawie tego poréwnania oraz dwdch zaprojektowanych uprzednio par nukleaz, recznie
zaprojektowano kolejne dwie pary o potencjalnej zdolnosci do wigzania docelowych gendéw u
rzodkiewnika jak i pszenzyta. Dla tych nukleaz takze przeprowadzono analizy miejsc off-target.
Synteza zaprojektowanych nukleaz TALEN: Do sktadania wektoréw TALEN postuzono sie procedurg

GoldenGate 2.0 zgodnie z Cermak i in 2011. Wykorzystano zestaw GoldenGate TALEN i TAL Effector
Kit 2.0 Addgene. Gotowe konstrukty zawierajgce sekwencje TALEN o wtasciwie dobranych RVD

klonowano do wektora przejsSciowego ENTRY pZHY013, pojedynczo lub jako podwdjne kasety
zawierajgce prawy i lewy TALEN. Do klonowan uzyto bakterii E. coli szczepu DH5a i DG1. Do izolacji
DNA plazmidowego uzywano zestawu kolumienkowego Qiagen Qiaprep® Spin Miniprep. Pomiary
stezenn DNA wykonywano metodg fluorymetryczng na urzadzeniu Qiubit 3. Do restrykcji i ligacji
uzywano produktéw firmy New England Biolabs oraz Thermo. Poszczegdlne etapy klonowania
planowano przy pomocy programoéw komputerowych SerialCloner oraz Genome Compiler. Na
kazdym etapie, poprawnos$¢ klonowania potwierdzano metodg trawienia restrykcyjnego i rozdziatu
elektroforetycznego. Potwierdzenie poprawnosci klonowan przeprowadzono réwniez przez
sekwencjonowanie. Gotowe konstrukty poddano analizie restrykcyjnej oraz poprzez
sekwencjonowanie w Pracowni Sekwencjonowania i Syntezy Oligonukleotyddow IBB PAN celem
ostatecznego potwierdzenia poprawnosci ich sekwencji kodujgcych. Produkty sekwencjonowania
poréwnano z sekwencjami wygenerowanymi z pomocg narzedzia TAL Plasmids Sequence Assembly
Tool. W celu dtugoterminowego przechowywania, bakterie niosgce konstrukty zamrozono w postaci
stockéw glicerolowych w -80°C.

Wyniki i dyskusja:

Na podstawie wczesniejszych doswiadczen wytypowano sekwencje w genach PFDI1 i
CYP707A2 zwigzanych ze spoczynkiem nasion rzodkiewnika i homologéw tych gendéw znanych u
pszenicy. Przy zastosowaniu pakietu TAL Effector Nucleotide Targeter 2.0 zaprojektowano sekwencje
nukleaz TALEN o pozadanych cechach i wysokiej specyficznosci wigzania wobec docelowych gendw.
Zaréwno sekwencje wygenerowane bezposrednio przez pakiet, jak i zaprojektowane recznie nie
wykazaty tendencji do wigzania sekwencji off-target na podstawie analizy in silico. Dalsza czes$¢ zadan
w temacie badawczym obejmowata wykonanie konstruktéw nukleaz. Metoda GoldenGate 2.0
okazata sie odpowiednia dla konstrukcji zaprojektowanych uprzednio nukleaz. Poprawnosé sekwencji
poszczegodlnych konstruktow potwierdzito sekwencjonowanie. Zaplanowane i wykonane dziatania
pozwolity na wytworzenie planowanej liczby konstruktéw TALEN. W wyniku klonowania metodg
GoldenGate otrzymano 8 konstruktow (4 geny, dla kazdego TALE prawy i lewy) zawierajgce
poszczegodlne nukleazy TALEN skierowane specyficznie wobec genom rzodkiewnika i pszenzyta.
Zastosowanie pakietu TAL Effector Nucleotide Targeter 2.0 umozliwito wtasciwe zaprojektowanie
sekwencje nukleaz TALEN o pozadanych cechach i wysokiej specyficznosci wigzania wobec
docelowych gendw. Na podstawie doswiadczen in silico nie wykazano tendencji do wigzania przez
stworzone nukleazy sekwencji off-target. Metoda Golden Gate jest jedng z niewielu dostepnych
metod samodzielnej konstrukcji nukleaz TALE. Analiza gotowych konstruktow poprzez trawienie
restrykcyjne oraz poprzez sekwencjonowanie potwierdzita poprawnos¢ ich sekwencji kodujacych

Ad 1l Ocena funkcjonalnosci konstruktéw TALEN dla rzodkiewnika w systemie transfekgcji
protoplastéw mezofilowych lub analogicznym
Materiaty i metody



Doswiadczenia zostaty przeprowadzone na protoplastach izolowanych z lisci rzodkiewnika ekotyp
Wasilievskaya oraz przy zastosowaniu testu aktywnosci skonstruowanych nukleaz polegajagcym na
transformacji biolistycznej lisci tytoniu lub jeczmienia we wspdtpracy z Zaktadem Fizjologii i Biologii
Komorki (Leibniz Institute of Plant Genetics and Crop Plant Research; Gatersleben, Niemcy).

Test aktywnosci nukleaz metoda transformacji przejsciowej lisci tytoniu i jeczmienia

wykonano w IHAR i w Zaktadzie Fizjologii i Biologii Komdrki Gatersleben. Rosliny jeczmienia byty
uprawiane do fazy siewek z wyksztatconym 2 lisciem. Rosliny tytoniu uprawiane byty j.w. do stadium
4 liscia. Z lisci rzodkiewnika izolowano gDNA metodg CTAB. Wykonano reakcje PCR, w ktérej
namnozono fragmenty gendw bedace sekwencjami docelowymi dla poszczegélnych par nukleaz.
Nastepnie produkty reakcji klonowano do wektora pTARGET zawierajgcego gen z6ttej fluorescencji
YFP. Produkt PCR wstawiany byt miedzy promotor a sekwencje kodujacg YFP, co powoduje zmiane
ramki odczytu. Tak przygotowane wektory wprowadzano do E. coli DH5a celem powielenia, po czym
izolowano przy pomocy zestawu Qiaprep® Spin Miniprep. Wektory ekspresyjne pK2GW7 niosace
pary poszczegdlnych nukleaz powielono i wyizolowano w ten sam sposdb. Oczyszczone wektory
plazmidowe postuzyty do optaszczenia czastek ztota uzywanych w procedurze transformacji metodg
bombardowania lisci. Jako kontrola pozytywna dla procesu transfekcji wykorzystany zostat wektor
pNB2 zawierajgcy gen czerwonej fluorescencji mCherry. Dla kazdego badanego wariantu, kulki ztota
optaszczano mieszaning wektoréw pTARGET, pK2GW?7 oraz pNB2. Kontrole negatywng stanowita
mieszanina wektorow pK2GW?7 i pNB2. Jako pozytywng kontrole metody wykorzystano mieszanine
pustego wektora pTARGET (bez wprowadzanego produktu PCR) oraz pNB2. Do transformacji roslin
wykorzystano system PDS-1000 / He™ (Bio-Rad). Transformowano liscie 10 dniowych siewek
jeczmienia oraz 3 tygodniowych siewek tytoniu. Po bombardowaniu liscie inkubowano przez 24h na
agarze odzywczym wzbogaconym o chloramfenikol oraz benzimidazol w warunkach niesterylnych.

Wyniki i dyskusja

Uwaza sie, ze wywotanie mutacji w sekwencji docelowej z zastosowaniem endonukleaz TALEN
powinno byé poprzedzone oceng funkcjonalnosci konstruktu (Hwang i in.,, 2013). Pomimo, ze
mutageneza miejscowo-specyficzna zostata opisana dla szeregu gatunkéw, w tym dla roslin
jednolisciennych - jeczmienia (Budhagatapalli i in, 2015) i pszenicy (Wang, 2014), dostosowanie
endonukleaz do sekwencji docelowej pozostaje ciggle krytycznym elementem doswiadczenia. Test
aktywnosci badanych nukleaz polegat na przywrdceniu aktywnosci genu YFP. W przypadku
prawidtowego rozpoznania sekwecji target” przez nukleaze, zawarta w wektorze sekwencja docelowa
jest rozpoznawana i cieta przez badane nukleazy. Nastepnie systemy naprawcze komarki roslinnej
taczg ponownie przecietny fragment DNA. Zjawisko to indukuje btedy w postaci insercji lub delecji,
ktdre majg szanse naprawi¢ ramke odczytu i przywrdci¢ aktywnos¢ YFP. Obserwacji wynikéw
dokonano z wykorzystaniem laserowego mikroskopu konfokalnego Zeiss LSM 780. W zastosowanym
systemie badawczym, wszystkie komérki do ktdrych w wyniku bombardowania wprowadzony zostat
wektor, wykazujg czerwong fluorescencje wtasciwg dla biatka mCherry. Ponadto komadrki w ktdrych
doszto do ekspresji aktywnych nukleaz TALEN, wykazujg takze z6ttg fluorescencje YFP. Dla kazdego
badanego wariantu, posrdd licznych komérek cechujacych sie czerwong fluorescencjg odnalezione
zostaty komorki z aktywnym biatkiem YFP. Potwierdza to aktywnosé i specyficznos¢ wszystkich
testowanych par nukleaz TALEN. Wykazano funkcjonalnos$é¢ przygotowanych konstruktéw TALEN
poprzez ocene ich dzialania w systemie ekspresji przejsciowej w komérkach tytoniu i jeczmienia.
Zastosowana metoda polega na mikrowstrzeliwaniu i dlatego moze by¢ zaadaptowana dla réznych
gatunkéw rodlin. Dzieki uktadowi, w ktérym réwnoczeénie do komorki wstrzeliwany jest wektor
mCherry, mozliwa jest ocena frekwencji mutacji indukowanej przez dany TALEN. Konstrukty TAL o
udowodnionej aktywnosci zostaty wytypowane celem wbudowania do wektoréw do ekspresji w
roslinach.



Ad lll. Zastosowanie wybranych konstruktow do wprowadzenia zmian w wybranych Joci genéw
odpowiedzialnych za spoczynek nasion rzodkiewnika. Optymalizacja mutagenezy TALEN.

Materiaty i metody

W celu przygotowania konstruktow binarnych do transformacji roslin sekwencje zawierajgce TALEN
wytworzone w ramach tematu badawczego nr 1 byty subklonowane do 2 typéw wektoréw
ekspresyjnych. Do subklonowania stosowano zestaw Gateway® LR Clonase™ IlI, dzieki czemu
sekwencje TALEN z wektora pZHY013 przenoszono do wektoréw ekspresyjnych pK2GW7 oraz
pB7WG2 Potwierdzenie procedury rekombinacji przeprowadzano przez trawienie konstruktéw
enzymami restrykcyjnymi rozdziat na zelach. Stosowano réwniez metode PCR ze starterami
specyficznymi dla rejonu rekombinacji (SVR40 + GMO7). Plazmidy po rekombinacji z konstruktami
niosgcymi sekwencje TALE transformowano do kompetentnych komodrek bakterii A. tumefaciens
metoda elektroporacji. Potwierdzenie poprawnosci klonowania wykonano przy uzyciu izolacji DNA
plazmidowego metoda lizy alkalicznej, nastepnie analizy PCR oraz sekwencjonowania.

Nasiona rzodkiewnika odmiany Wassilievskaya typu dzikiego, po uprzedniej wernalizacji, byty
pikowane indywidualnie i uprawiane w fitotronie w dniu krétkim w celu wyksztatcenia rozety a
nastepnie uprawiane w warunkach dtugiego dnia w celu indukcji kwitnienia. Od 20 do 25 roslin
rzodkiewnika z wyksztatconymi 3-4 pedami kwiatostanowymi byto poddawanych infiltracji metoda
floral-dip wg Bechtold i in. (1993) z modyfikacjami Clought i Bent (1998), dwukrotnie w odstepie 6
dniowym. Przed transformacjg do zawiesiny Agro dodawany byt surfaktant Silweet —L44 do stezenia
0,01%. Nasiona po zbiorze wysiewano na pozywki state 1/2 MS z czynnikiem selekcyjnym oraz z
antybiotykami. Po wstepnej stratyfikacji przeprowadzono selekcje roslin w warunkach in vitro w
fitotronie w temp. 25°C i 16 h fotoperiodzie.

Wyniki i dyskusja

Wiasciwa konstrukcja i dostarczenie TALEN na teren komdrki roslinnej sg kluczowymi
elementami warunkujgcymi umozliwienie wywotania zmian mutacyjnych w obrebie sekwencji
docelowej. Poprawne klony AGL1 zostaly wytypowane po przeprowadzeniu mini-preparatyki
plazmidu z komérek AGL1, na podstawie analiz PCR ze starterami GMO7 i SVR40 specyficznymi dla
rejonu rekombinacji pomiedzy wektorem docelowym do transformacji roslin a rejonami sekwencji
TALEN gdzie stwierdzono obecnos$¢ oczekiwanego produktu 302 pz. Wybrane klony w postaci DNA
plazmidowego, dla kazdego wariantu sekwencji zostaty potwierdzone poprzez sekwencjonowanie. W
wyniku subklonowania sekwencji TALEN dla genéw AtPDF1 i CYP707A uzyskano konstrukty
zawierajgce nukleazy TALE w wektorach do ekspresji w roslinach. Poniewaz do zadziatania TALEN
konieczna jest dostarczenie do tej samej komodrki konstruktu dla prawego i lewego TALENa
wprowadzono te sekwencje przez kotransformacje oraz umieszczono sekwencje kodujgce TALEN na
jednym wektorze, zwiekszajgc jego rozmiar. Duze kasety T-DNA kodujgce TALEN mogg obnizac
efektywnos¢ transformacji roslin. Z drugiej strony kotransformacja niesie ze sobg ryzyko niskiej
efektywnosci podwdjnych zdarzen transformacyjnych. W wyniku selekcji na pozywkach statych
nasion T1, wytypowano rosliny odporne. Eksperymenty transformacji roslin rzodkiewnika
doprowadzity do uzyskania transgenicznych roslin pokolenia T1 we wszystkich analizowanych
kombinacjach. Rosliny T1 byty dalej analizowane na obecnosé sekwencji konstruktéow TALE i w celu
wykrycia zmian mutacyjnych.

Ad. IV. Ocena efektywnosci transformacji roslin i poziomu wprowadzonych zmian
mutacyjnych.

Materiaty i metody



Z roslin rzodkiewnika poddanych mutagenezie TALEN i wstepnie przeselekcjonowanych in vitro na
pozywkach selekcyjnych (67 roslin IK4, 6 roslin 1+K2 , 8 roslin MO1) izolowano DNA i przeprowadzono
reakcje PCR potwierdzajace obecnos¢ konstruktow TALEN. Produkty reakcji PCR uzyskane przy uzyciu
wysokowiernej polimerazy byty oczyszczane a w celu wykrycia mutacji w docelowym rejonie genu
zastosowano metode identyfikacji mutacji z uzyciem endonukleazy T7.

Wyniki:

Reakcje PCR potwierdzity obecnos¢ sekwencji TALEN w roslinach T1 dla TALEN skierowanych
wobec gendéw Pdfl dla 7 roslin, genu CYP707A odpowiednio 63 roslin 1K4 i 6 roslin I+K2 oraz po
transformacji kontrolnymi sekwencjami zawierajgcymi sekwencje TALEN (prawy i lewy TALEN)
skierowane wobec genu reporterowego uidA (GUS). Reakcje przeprowadzone w celu wykrycia zmian
wprowadzonych przez TALEN w sekwencjach gendw Pdfli CYP707A metodg screeningu przy uzyciu
nukleazy T7 nie potwierdzity obecnosci zmienionych sekwencji. Reakcje przeprowadzone dla 31 roslin
T1 GUS opornych na kanamycyne wykazaty obecnos¢ obu konstruktéw TALEN w przypadku 1 rosliny
(# 12B/14), prawego konstruktu TALEN u 6 roslin i lewego TALEN w 1 roslinie. Sekwencjonowanie
Sangera wykonane dla rosliny #12B/14 wykazato zmiany w obrebie sekwencji docelowej, ale ich
potwierdzenie musi by¢ wykonane metodg sekwencjonowania NGS Ilub poprzez analize
indywidualnych 60-100 klonéw PCR pochodzacych z amplifikacji sekwencji docelowej.



