1. Tytut zadania: Opracowanie i wykorzystanie metod biotechnologicznych do skrdcenia 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 prac prowadzonych w 2016 r byto przeprowadzenie doswiadczen wykazujgcych

mozliwos¢ wprowadzenia precyzyjnych zmian w genach majacych wptyw na spoczynek
nasion, metodg mutagenezy miejscowo specyficznej, na przyktadzie rosliny modelowej
Arabidopsis thaliana

3. Temat obejmowat 4 zadania:
Wykorzystanie nukleaz TALE do wprowadzenia zmian w wybranych /oci genéw odpowiedzialnych za

spoczynek nasion Okreslenie poziomu ekspresji TALEN w komdrkach rosliny modelowej

Analiza edycji genomu w miejscu docelowym dla TALEN

Analiza funkcjonalna wybranych Joci wykazujgcych silng korelacje miedzy ekspresja genu i
spoczynkiem nasion w ro$linie modelowe;j

Wyniki i dyskusja:

Na podstawie analiz bioinformatycznych zaprojektowano nukleazy TALE dla 2 gendéw zwiazanych ze
spoczynkiem u rzodkiewnika. Konstrukcje genowe wykonano metodg GoldenGate co obejmowalo
stworzenie wektoréw posrenich oraz ostateczne klonowanie do wektorow docelowych
umozliwajacych ekspresje w roslinach dwulisciennych. Wszystkie etapy prac potwierdzane byty
poprzez trawienia restrykcyjne i sekwencjonowanie. Zastosowana metoda klonowania doprowadzita
do uzyskania zaplanowanych i poprawnie zbudowanych konstruktéw TALEN dla sekwencji 2 genéw
zwigzanych z porastaniem u rzodkiewnika.

Zatozono, ze system transformacji protoplastéw mezofilowych rzodkiewnika postuzy do
przeprowadzenia  sprawdzenia  funkcjonalnosci  konstruktéw. Efektywnos$¢  transformacii
zastosowanymi konstruktami z nukleazami TALE byfa na tym etapie oceniana poprzez oznaczenie
ekspres;ji biatka zielonej fluorescencji GFP, poniewaz wprowadzone konstrukty zawieraty précz kasety
niosgcej dany TALEN, gen reporterowy kodujgcy GFP. Zaobserwowane rdznice w poziomie transfekcji
protoplastéw oraz efektywnosé izolacji protoplastéw z poszczegdlnych roslin wskazujg na
konieczno$¢ zastosowania uprawy roslin donorowych w scisle kontrolowanych warunkach (temp,
wilgotno$¢) jak tez optymalizacji transfekcji, w tym szczegdlnie sposobu oczyszczania plazmidu i
stosunku ilosci plazmidu do gestosci zastosowanych protoplastow.

W celu wykrycia mutacji w docelowym rejonie danego genu zostata wykorzystana metoda
identyfikacji mutacji z uzyciem endonukleazy T7. Produkty PCR oczyszczano, denaturowano przez
podgrzewanie i poddawano re-annealingowi. Dupleksy DNA byly trawione endonukleazg T7 i
rozdzielane na zelu agarozowym. Metoda nie wykryta w badanym materiale heteroduplekséw
powstatych z potgczenia nici DNA niosgcej mutacje z nicig typu dzikiego. Rowniez analizy na poziomie
RNA nie potwierdzity zmian w poziomie ujawnienia sie danego genu. Uzyskany materiat gdzie poziom
transfekcji protoplastéw byt wyzszy zostat zgromadzony i bedzie analizowany na dalszych etapach
projektu. W przypadku wadliwego dziatania TALEN nie wyklucza sie koniecznosci nowego
zaprojektowania wektordéw i dalszej optymalizacji metody.



