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Cel projektu

1.Wykorzystanie miejscowo-specyficznych nukleaz do indukowania kierunkowych mutacji w
genomie pszenzyta dla poznania mechanizmow zaangazowanych w spoczynek nasion i
uzyskania roslin o podwyzszonej tolerancji na porastanie.

2. Zastosowanie mutagenezy TALEN i CRISPR/Cas9 do wyciszenia dwdch genow
zaangazowanych w spoczynek nasion pszenzyta.

Cele badan

Zaprojektowanie i wykonanie konstruktéw genowych TALEN i Crispr/Cas9 do edytowania genéw PDF1 i CYP707A u
rzodkiewnika, pszenzyta i zyta,

Sprawdzenie poprawnosci zaprojektowania i wykonania oraz ocena funkcjonalnosci konstruktéw nukleaz w systemie
ekspresji w komorkach drozdzy, poprzez transfekcje protoplastow, poprzez transformacje przejsciowg jeczmienia i
tytoniu

Transformacja stabilna rzodkiewnika, pszenzyta i zyta wykonanymi konstruktami oraz regeneracja roslin TO.

Ocena efektywnosci transgenezy i wprowadzonych zmian mutacyjnych na poziomie DNA, okreslenie rodzaju i liczby
zmian w poszczegdlnych edytowanych loci poprzez analizy DNA.

Okreslenie poziomu ekspresji nukleaz i sgRNA w komorkach
Okreslenie efektywnosci roznego typu konstruktdw do wywotywania mutacji w komdrkach pszenzyta i zyta
Rozmnozenie i uzyskanie pokolen T1 i T2 oraz wykorzystanie materiatu do analiz zmian w tych pokoleniach.
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Materiaty i metody

Ma!eria’r roSlinny: Arabidopsis thaliana, pszenzyto ozime (X triticosecale Wittmack) , zyto zwyczajne (Secale cereale L.)

Metody: 1. metody molekularne: izolacja DNA, izolacja RNA, odwrotna transkrypcja, ligacja, klonowanie, analiza
restrykcyjna i sekwencyjna konstruktéw TALEN i Crispr/Cas9 (od 2018 r) do modyfikacji rzodkiewnika, pszenzyta i zyta,
analiza PCR, analiza ekspres;ji konstruktow TALEN i Crispr/Cas9 w komdrkach; analiza ekspresji gendw qPCR, konstrukcja
wektorédw ekpresyjnych metodami Gateway oraz GoldenGate.
Ocena aktywnosci przygotowanych konstruktow do edytowania komorek roslin:
Przejsciowa transfekcja protoplastow z lisci pszenzyta z uzyciem glikolu polietylenowego (PEG); izolacja DNA genomowego

na kolumienkach, namnazanie regionu docelowego poprzez PCR, rehybrydyzacja i trawienie nukleazg T7, ocena na
aparacie BioAnalyzer, sekwencjonowanie Sanger i analiza TIDE, sekwencjonowanie NGS.

Przejsciowa ko-ekspresja konstruktdw nukleaz oraz sekwencji docelowych w wektorach zawierajgcych YFP ze zmieniong
ramka odczytu; dostarczanie wektoréw do lisci jeczmienia metoda transformacji biolistycznej, obserwacje w mikroskopie
konfokalnym, zliczanie wydajnosci naprawy ramki odczytu zachodzacej w wyniku aktywnosci badanych nukleaz.

Metody kultur /n vitro: namnazanie, regeneracja, metody transformacji komérek roslinnych, kultury zawiesinowe zyta, selekcja na

podtozach z dodatkiem antybiotykdw lub herbicyddw.
Transformacja oraz regeneracja ptodnych transformantéw pszenzyta poprzez kulture niedojrzatych zarodkéw;
wyprowadzanie zawiesiny zyta z kallusa uzyskanego na drodze kultury pylnikéw, transformacja zawiesiny poprzez ko-
kulture z Agrobacterium

Metody mikrobiologiczne: hodowla bakterii, transformacja bakterii, preparatyka plazmidu;

Analizy bioinformatyczne i analizy statystyczne
Projektowanie konstruktdw TALEN i CRISPR/Cas9 z zastosowaniem narzedzi on-line, analiza regionéw oddziatywan ,,off-
target”, dopasowania oraz dopasowania wielokrotne sekwencji uzyskanych w wyniku sekwencjonowania Sanger, TIDE
(narzedzie on-line stuzgce ocenie udziatu zmutowanych sekwencji w prébie na podstawie chromatogramu);
GeneiousPrime: (narzedzie stacjonarne do filtrowania oraz analizy danych z sekwencjonowania NGS).

Uprawa roslin rzodkiewnika i pszenzyta w warunkach kontrolowanych fitotronu i szklarni
Wernalizacja roslin (8-12 tyg., 4°C), profilaktyczne opryski fungicydami oraz insektycydami; opryski preparatem Asahi,
sprzyjajacym krzewieniu roslin.



Opracowanie konstruktow genowych do wprowadzenia mutacji w genach zwigzanych z
porastaniem u pszenzyta

1. Zaprojektowanie i wykonanie funkcjonalnych konstrukcji genowych z nukleazami TALE wobec gendow rzodkiewnika i pszenzyta

zwigzanych z kontrolg spoczynku nasion. . =
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Rys 1. Sche;mat 2 genow pszenicy, PP2A (homolog PDF1) i TaABA8OH-A (homolog
CYP707A). Z6ita strzatkg zaznaczono rejon przeznaczony do mutacji TALEN.
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2. Zaprojektowanie i wykonanie konstruktéw genowych Crispr/Cas9 do Klonowanie sekwencji wektorow Crispr/Casd
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Rys 2. Schemat genéw TaABA8BOH1-A (homolog CYP707A) i TaPP2A-2 (homolog PDF1) z zaznaczeniem
sekwencji kodujgcych (CDS). Miejsca zaznaczone jako sgRNA 1, sgRNA2, sgRNA3 wskazujg rejony
-

przeznaczone do edycji w genie CYP707A. Miejsca zaznaczone jako sgRNA 4, sgRNA5, sgRNA6 wskazujg
rejony przeznaczone do edycji w genie TaPP2A-2.




Ocena funkcjonalnosci konstruktow nukleaz
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Wyniki testu nukleaz TALEN - transformacja
biolistyczna komorek jeczmienia i tytoniu
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Rys 3. Sprawdzenie poprawnosci konstrukcji i dziatania wykonanych konstruktéw TALEN (A i B ) oraz Crispr/Cas9 (C i D) w systemie

przejsciowej transformaciji roslin zapewniajgcym ekspresje uzyskanych konstruktow.

sgRNA mCHERRY z YFP YFP/mCHERRY
Tabela 2. Efektywnos¢ sgRNA in
planta na podstawie 3 niezaleznych
eksperymentéw bombardowania ABA-sgRNAL 33 2 6,1%
komorek jeczmienia konstruktami z 110 6 2,5%
MCHERRY i z CAS9 38 2 2,3%
przywracajgcym funkcje YFP. 5,6+0,42%
Efektywnos¢ danego konstruktu ABA-sgRNA2 62 14 22,6%)
CRISPR/Cas9 oceniono na 101 27 26,7%|
podstawie liczby komoérek z YFP w 72 17, 23,6%
stosunku do ogdlnej liczby komorek 24,3:0,42%
stransformowanych wykazujaca PP2A- 50 24 48,0%)
ekspresje mCHERRY. sgRNAL 87 21 24,1%
72, 14 19,4%
30,5+15,31%
PP2A- 161 28 17,4%
SgRNA2 83 13 15,7%
65 10 15,4%
C 16,1+1,09%
— 2xP35S g Target Frameshift YFP T-NOS
pNBI
— 2xP355 © mCHERRY T-NOS
pNB2
—____ Zmubi - TaCas9 | HSP-T —TAUSIN) sgRNA ———————
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Rys 3C: Schemat konstruktéw uzytych do testu aktywnosci CRISPR/Cas9
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Wyniki edycji nukleazami Crispr/Cas9 — transfekcja protoplastow pszenzyta
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¢ LA Protoplasty
ry pszenzyta z
sgRNAS dla PP2A,
VIS (A) i UV (B), 24
h od transfekcji

Protoplasty
pszenzyta z
SgRNAS3 dla
CYP707A2, VIS
(C)iuvv (D),

24 h od transfekcji

3Ak 3A 3Ck 3¢ M 5A 5A  5Cc Produkty PCR dla CYP707A2 (3A, 3C) i PP2A
(5A15C), poddano analizie mutacji przy uzyciu
endonukleazy T7 (NEB). 3Ak, 3Ck DNA z
protoplastéw poddanych transfekcji wektorami
kontrolnymi bez Cas9. Widoczne dodatkowe
produkty ciecia T7E (strzatki) powstate dzieki
rozpoznaniu zmutowanych sekwencji. Marker 50

bp DNA Ladder Fermentas.

Analiza produktéw ciecia CRISPR w genie
TaABA8'OH-A w protoplastach pszenzyta z
zastosowaniem modyfikacji wektoréw Crispr/Cas9
na BioAnalizerze. Zwigkszony poziom edycji w
komérkach protoplastéw, bez wzgledu na
zastosowane sgRNA, otrzymano przy uzyciu
konstruktow z sekwencjg TREX2. Przyktadowo
protoplasty byty transfekowane sgRNA2 i
odpowiednio zawieraty sekwencje TREX2+ lub nie
120 zawieraly (TREX2-). Analiza aktywnosci Cas9
g5 - zostata przeprowadzona przy uzyciu T7E.
Kontrole stanowito DNA protoplastow
transfekowanych wektorem bez Cas9.
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Analizy sekwencjonowania
rejonu PP2A w protoplastach
pszenzyta po zastosowaniu
SgRNAD5 Crispr/Cas9.
Region zmian w sekwencji
(poz. 222 bp) pomiedzy
probkg badang (zielony) a
kontrola nietraktowang Cas9
(czarny). W 67,5% sekwencji
nie wykryto zmian, pozostate
dotyczyty niewielkich delecji
od 1 do 5 nukleotyddw oraz
insercji do 6 nukleotydéw

(p20,001).

Tab 3. Edycja genu TaABA8’OH-A
uzyskana w 2 eksperymentach
transfekcji protoplastéw pszenzyta.
Czestotliwos¢ T7E ciecia fragmentow
PCR docelowych sekwencji
opracowano na podstawie analizy na
BioAnalyzerze. Warto$¢ uzyskanych
mutacji [%] zestawiono w odniesieniu
do kontroli, gdzie zastosowano wektor
bez sekwencji Cas9. Zwigkszony
poziom edycji w komoérkach
protoplastéw, bez wzgledu na
zastosowane sgRNA, otrzymano przy
uzyciu konstruktéow z sekwencjg
TREX2.

Tab 4. Potwierdzenie rodzaju i czgstosci mutacji generowanych
w komorkach pszenzyta wykonano przy uzyciu
sekwencjonowania NGS dla konstruktow z sgRNA2 i sgRNA3 z
modyfikacjg TREX lub bez. Czestos¢ i charakter
zaobserwowanych zmian zalezy od zastosowanego konstruktu.



Wyniki — stabilna transformacja pszenzyta

Rys-1.-Przyktadowe  wyniki-analizy - roélin TO (nr- 77-131) ze- starterami- specyficznymi
dla-stosowanego-w-konstruktach-terminatora:- HSP. - Kp--plazmid- zawierajacy-sekwencje
terminatora: HSP- (380 bp).- Kn' — odm- Bogo- nietransformowana.- Pozytywne: rosliny
zaznaczono- wytluszczong- czcionka, M-marker- mas- molekularnych- 50- bp: DNA: Lader
Thermo Y

Kn= 7783 Q1 G 9G 108~ 118~ M- 120-121+-+123-125126-+128130-131-+Kp9Y

Fot 1. Linie pszenzyta regenerujgce na pozywkach z
fosfinotrycyng uzyskane w wyniku transformacji konstruktami
niosgcymi endonukleazy Crispr/Cas9 wobec genéw PP2A (A)
i CYP707A (B). Rosliny na etapie ukorzeniania (C).

Poréwnanie roliny tolerancyjnej i kontroli (D). Roslina # [ Cas9 | sgRNA [ Akt |
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Kultura zawiesinowa zyta transformowana wektorem z GFP

' ‘ LU
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komoérkowe z ekspresjg GFP.

Kultury zawiesinowe zyta zostaty stransformowane konstruktami Crispr/Cas9 wobec genu CYP707A2 i PP2A z uzyciem Agrobacterium. Sekwencjonowanie rejonéw
docelowych mutacji wykazato zmiany w obu badanych genach. Analizy sekwencjonowania rejonu CYP707A2 w zycie (C) po mutagenezie z uzyciem sgRNA2 i PP2A po
mutagenezie z uzyciem sgRNA5. Oczekiwane regiony zmian na niebiesko, obserwowane zmiany w sekwencjach pomiedzy prébkg badang (zielony) a kontrolg
nietraktowang Cas9 (czarny) na podstawie analizy TIDE. Na wykresie stupkowym, z prawej strony typ i czestotliwosé obserwowanych zmian w sekwencjach.



q Whnioski
I

W wyniku zastosowania nukleaz typu Crispr/Cas9 wprowadzono zmiany w sekwencji genéw PP2A i CYP707A2 w
komdrkach pszenzyta i zyta. Wczesniejsze prace nad edycjg zbdz nukleazami TALEn nie przyniosty spodziewanych
rezultatéw.

Zaprojektowano i skonstruowano sekwencje sgRNA do edycji sekwencji w/w gendw o niskim ryzyku wystgpienia mutacji
typu off-target. Wykonano analizy prowadzace do allelo-specyficznej amplifikacji PCR dla poszczegdlnych genoméw
czastkowych A, B i R dla gendéw poddanych mutagenezie.

Przetestowano i udoskonalono wektory Crispr/Cas9, a ich test przeprowadzono w systemie ekspresji przejSciowej na
komdrkach protoplastow pszenzyta, lisciach jeczmienia i tytoniu oraz jako stabilne transformanty w zawiesinach zyta.
Potwierdzono znaczgce zwiekszenie efektywnosci edycji gendw dzieki zastosowaniu dodatkowych sekwencji Trex2 w
wektorach stosowanych do transformaciji.

Analizy na poziomie DNA potwierdzity wystgpienie zmian typu delecje/insercje/SNP w przewidywanych regionach genéw
PP2A i CYP7072A tak w protoplastach pszenzyta jak i kulturach zawiesinowych zyta.

Zastosowana metoda transformacji niedojrzatych zarodkdw zbdz w potgczeniu z uzyciem zmodyfikowanej procedury
regeneracji doprowadzita do otrzymania 77 linii TO pszenzyta, ktdre wykazaty in vitro odpornos¢ na czynnik selekcyjny
fosfinotrycyne a obecnos¢ konstruktu zostat potwierdzona metoda PCR.

Analiza sekwencyjna NGS pokolenia wybranych roslin TO wykazata pojedyncze zmiany mutacyjne, najczesciej o
charakterze SNP lub delecji 1 lub 2 nukleotydowych o duzo nizszym nasileniu niz w poréwnywanych prébach
uzyskanych w wyniku transfekcji protoplastow pszenzyta konstruktami zawierajgcymi TREX2.

Analizy Real Time PCR wybranych roslin pszenzyta pokolenia T2 wykazaty stabilng ekspresje sgRNA jak i Cas9.



q Osiggniecia, wspotpraca i projekty
I

Opracowanie metody efektywnej transfekcji protoplastow zboz i transformacji zawiesin zyta konstruktami
Crispr/Cas9 z sekwencjami umozliwiajagcymi uzyskanie ukierunkowanych delecji w genach docelowych.
Wizyty naukowe i wspotpraca przy projekcie:

Wspdtpraca z Leibniz Institute of Plant Genetics and Crop Plant Research (IPK)?2, Gatersleben, Niemcy i Instytutem Biochemii i Biofizyki Roslin
PAN

15.10.2017-21.10.2017:
Leibniz Institute of Plant Genetics and Crop Plant Research (IPK), Gatersleben, Germany (K. Michalski)

18.03.2019-12.04.2019:
Leibniz Institute of Plant Genetics and Crop Plant Research (IPK), Gatersleben, Germany (K. Michalski)

Projekty i wdrozone metody:
Wyniki prac stanowity podstawe do ztozenia 2 projektéw: ETIUDA (NCN) i tematu statutowego dla mtodego naukowca IHAR.
Wyniki s podstawg dla 3 publikacji (w opracowaniu) oraz planowanych w 2021 projektéw NCN i 1 pracy doktorskiej

Opracowano i wdrozono metody budowy konstruktéw CRISPR/Cas9 do ekspresji w zbozach, zoptymalizowano metode transformagiji
niedojrzatych zarodkdw pszenzyta, protoplastow i zawiesin zyta przy uzyciu Agrobacterium i PEG. Wdrozono metody detekcji i analiz
mutacji. Uzyskane wyniki stanowig warsztat badawczy i analityczny Zaktadu Biotechnologii i Cytogenetyki Roslin IHAR-PIB.
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