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STRESZCZENIE

Brasinosteroidy (BR) sa wazng grupg roslinnych regulatorow biorgcych udziat
w regulacji roéznorodnych procesOw wzrostu i rozwoju oraz procesOw warunkujacych
tolerancj¢ roslin na czynniki $srodowiskowe. BR poprzez $ciezke sygnalowa reguluja
ekspresje tysigcy genow. Gltownymi efektorami Sciezki sygnatowej BR sa dwa czynniki
transkrypcyjne: BZR1 i BES1 (BZR?2).

Kinaza syntazy glikogenu3 (GSK3) jest wysoce konserwatywng kinazg serynowo-
treoninowg, obecng we wszystkich eukariontach. W ros§linach GSK3 jest réwniez okreslana
jako GSK3/Shaggy-like kinase (GSK). Roslinne GSK sg kodowane przez wielogenowe
rodziny i petnig funkcje kluczowych regulatoréw szlaku sygnatowego zaleznego od BR.
Najwazniejsza funkcjg kinaz GSK w szlaku sygnatowym zaleznym od BR jest fosforylacja
i tym samym inaktywacja obydwu czynnikow transkrypcyjnych tej $ciezki tj. BZR1
i BES1. W konsekwencji, fosforylacja blokuje asocjacje obydwu czynnikow
transkrypcyjnych z DNA i tym samym negatywnie reguluje ekspresj¢ genow zaleznych od
brasinosteroidow.

Jeczmien zwyczajny (Hordeum vulgare L.) jest bardzo waznym gatunkiem roslin
zbozowych, czwartym po ryzu, pszenicy ikukurydzy pod wzglgdem areatu upraw,
a jednoczesnie jest to gatunek modelowy badan genetycznych zb6z klimatu umiarkowanego.

Formutujac hipoteze badawcza zatozono, ze rosliny jeczmienia zwyczajnego
z wyciszong eckspresja HVGSK1.1 beda charakteryzowaly sie wzmocnieniem $ciezki
sygnatowej zaleznej od BR oraz zmianami fenotypowymi takimi jak m.in. wigksza tolerancja
na zasolenie, wigksza biomasa ro$lin i wigksze ziarniaki.

Oczekiwany zakres cech fenotypowych eksperymentalnych roslin jgczmienia wynika
z danych literaturowych na temat genow bioracych udzial w transdukcji sygnatow zaleznych
od BR oraz zmian wywolanych egzogenng aplikacjg tych hormonéw. Gen HVGSK1.1 byt
pierwszym genem z rodziny gendw GSK w jeczmieniu zidentyfikowanym
I sklonowanym w Zaktadzie Inzynierii Genetycznej. Szczegdlowa adnotacja tego genu jako
HvGSK1.1 zostata zaproponowana w publikacji (Groszyk, Yanushevska i in., 2018). Gen ten
wybrano do badan ze wzgledu na jego duze podobienstwo do OsGSK1 — genu ryzu, ktorego
mutacja typu nokaut warunkowala podwyzszona tolerancje¢ na stresy Srodowiskowe.
Do realizacji celu postuzono si¢ dwoma strategiami. W pierwszej charakteryzowano rosliny,
w ktoérych postugujac si¢ technologia RNAi wyciszono ekspresj¢ badanego genu. W drugie;j
strategii badany gen poddano edytowaniu metoda CRISPR/Cas9.

Materiatem badawczym byto 11 linii transgenicznych jeczmienia zwyczajnego
wczesniej uzyskanych w zespole, z ktorych 10 reprezentowalo linie zawierajace T-DNA
z kaseta wyciszajaca typu RNAi zintegrowane w pojedynczym locus genomu jeczmienia.
W roslinach tych eksperymentalnie potwierdzono obecnos¢ krotkich (22-25 nt) czasteczek
RNA (siRNA), komplementarnych do wyciszanego genu HvGSK1.1 oraz stwierdzono
obnizong ekspresj¢ badanego genu w pokoleniu T». Konieczno$¢ homozygotyzacji tych linii
oraz uzyskania odpowiedniej liczby nasion do kolejnych badan wymagato dwoch dalszych
cykli generatywnych. Analiza ekspresji w homozygotach pokolenia T4 wykazata obnizony
poziom transkryptu HvGSK1.1 w 7 liniach natomiast w 3 liniach poziom transkryptu byt
podobny do kontroli.

Zamierzone, eksperymentalne wyciszenie HVGSK1.1 powodowato rowniez zmiany
ekspresji czterech paralogobw HvGSK1.2, HYGSK2.1, HVGSK3.1 i HVGSK4.1. Wynik ten
wykazal istnienie wzajemnie skorelowanej sieci regulacji GSK obserwowanej
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w normalnych warunkach wzrostu oraz w stresie zasolenia. We wszystkich 7 liniach
z wyciszong ekspresjg HVGS1.1 zarowno w normalnych warunkach wzrostu, jak i w stresie
zasolenia biomasa 14 dniowych siewek byla wigksza w poroéwnaniu z nietransgeniczng
kontrolg. Ta cecha byla silnie ujemnie skorelowana z ekspresja HYGSK1.1 i z wybranymi
paralogami GSK. Ponadto, w liniach z silnym wyciszeniem obserwowano silng ujemng
korelacje ekspresji genu HYGSK1.1 z masg tysigca ziarniakow (MTZ). Wyniki biotestu Leaf
Inclination wskazaty, ze zgodnie z zatozeniem wyciszenie HVGSK1.1 wigzato si¢ ze
wzmocnieniem reakcji na BR co interpretowano jako wzmocnienie sygnalingu zaleznego od
BR.

W kolejnym etapie uzyskano mutanty HVGSK1.1 bedace efektem edytowania tego
genu przy uzyciu technologii CRISPR/Cas9. Analizy molekularne roslin pokolenia To i T1
potwierdzily integracje T-DNA z kaseta sgRNA/Cas9 oraz potwierdzity obecnos¢ mutacji
genu docelowego. Sekwencjonowanie NGS edytowanego regionu genu HvGSK1.1 w 20
roslinach pokolenia T1 wykazato szeroka game mutacji oraz duzg réznorodnos¢ genotypow.
Zgodnie z oczekiwaniem zdecydowana wigkszo$¢ mutacji (zmiana ramki odczytu,
przedwczesny kodon stop i terminacja translacji) byta typu knock-out. Zidentyfikowano dwa
mutanty (del 6 nt i zamiana nukleotydow TCGA na CTAC) w ktoérych oczekiwang zmiana
jest niewielka zmiana sekwencji aminokwasow biatka GSK, a nie catkowita inaktywacja
genu. Oczekiwana zmiana sekwencji aminokwasoéw to w mutancie pierwszym delecja dwoch
aminokwasow, a w drugim zamiana Glul13-Leul14 na Alal13-Thr114.

Zarbwno mutanty typu knock-out jak | mutanty ze zmieniong sekwencja
aminokwasow kinazy GSK beda materialem biologicznym do identyfikacji mutacji off-target
i szczegotowej fenotypowej charakterystyki mutantow, pordwnania obydwu grup roslin (po
wyciszaniu i po edytowaniu) oraz porownania obydwu strategii. Badania te sg zaplanowane
w projekcie Preludium 17.

WPROWADZENIE, CEL | HIPOTEZA BADAWCZA

Brasinosteroidy (BR) sa grupa hormondéw roslinnych bioragcych udziat w regulacji
proces6w wzrostu i rozwoju roslin oraz procesow reakcji roslin na biotycznie i abiotyczne
czynniki $rodowiskowe. Szczegdtowe badania roslin modelowych pozwolily poznaé
receptory brasinosteroidow oraz kolejne etapy szlaku transdukcji sygnalow zaleznych od BR.
Wykazano, ze duza grupa genéw oraz wiele procesow jest bezposrednio regulowanych przez
te grup¢e hormonow. Wsrdd cech zaleznych od BR sg liczne cechy uzytkowe roslin
uprawnych w tym najwazniejsze cechy plonotworcze.

Kinaza syntazy glikogenu3 (GSK3) jest kluczowym komponentem szlaku transdukcji
sygnatéw zaleznych od BR. Efektem jej aktywnosci jest fosforylacja, i tym samym
inaktywacja, dwoch czynnikow transkrypcyjnych BZR1 i BES1 (BZR2), bedacych
koncowymi efektorami $ciezki sygnatowej BR. Z tego wzgledu GSK3 opisywana jest jako
negatywny regulator $ciezki sygnalowej zaleznej od BR. Wiele danych wskazuje, ze
zmienno$¢ tylko tego biatka (tj. GSK3) moze warunkowad istotne 1 pozadane cechy
uzytkowe. Identyfikacja wielogenowych rodzin kodujacych kinaze¢ GSK3, poznanie wzorow
ekspresji, wykazanie ewentualnej ko-regulacji oraz wskazanie cech warunkowanych przez te
geny jest wazne poznawczo 1 nie mniej wazne dla potencjalnego wykorzystania w hodowli.

Celem pracy byla weryfikacja hipotezy badawczej oraz uzyskanie odpowiedzi
na zwigzane z hipotezg pytanie: Czy tolerancja na zasolenie oraz wybrane cechy uzytkowe
jeczmienia zwyczajnego sa zalezne od genu HVGSK1.1 kodujacego kinaze GSK3?
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Hipoteza badawcza: Rosliny jeczmienia zwyczajnego z wyciszong ekspresja
HvGSK1.1 charakteryzuja si¢ wzmocnieniem S$ciezki sygnalowej zaleznej od BR oraz
zmianami fenotypowymi takimi jak m.in. wigksza tolerancja na zasolenie, wigksza biomasa
ro$lin 1 wigksze ziarniaki.

Oczekiwany zakres cech fenotypowych jeczmienia wynikat z danych literaturowych
na temat genow bioracych udzial w transdukcji sygnatow zaleznych od BR oraz zmian
wywotanych egzogenng aplikacjg tych hormonéw. Realizacja celu badawczego oraz
weryfikacja hipotezy wymagala wykorzystania dwoch technologii analizy funkcjonalne;j tj.
RNAi oraz CRISPR/Cas9. Zaadaptowany do tej pracy warsztat badawczy obejmowat:
i) molekularng i fenotypowa analize roslin z wyciszong ekspresja HYGSK1.1 (RNAI) oraz ii)
uzyskanie roslin po edytowaniu genu HYGSK1.1 (CRISPR/Cas9) oraz pierwsze etapy analizy
molekularne;j.

MATERIALY I METODY

Material roslinny: (i) jeczmien zwyczajny (Hordeum vulgare L.), odmiana Golden
Promise; (ii) transgeniczne linie jeczmienia odmiany Golden Promise pokolenia To, linie
numer: #1, #2, #3, #4, #5, #6, #7, #8, #9, #10, #11 zawierajace T-DNA z kaseta wyciszajaca
typu RNAI, uzyskane w Zaktadzie Inzynierii Genetyczne;j.

Szczepy bakterii: (i) Escherichia coli, szczep DH50. oraz One Shot Mach1-T1R —
wykorzystano w trakcie konstruowania wektorow do systemu CRISPR/Cas9;
(if) Agrobacterium tumefaciens szczep AGLI wuzyto do transformacji genetycznej
niedojrzalych zarodkow jeczmienia.

Plazmidy: plazmid pBract211 _cmCas9-sgRNA otrzymano od zespotu Prof.
A. Lyznika z SGGW. Plazmid ten jest pochodng plazmidu pBract211-Cas GW (Gasparis
i in., 2018), w ktorym wykonano dwie modyfikacje umozliwiajace klonowanie krotkich
fragmentow DNA  kodujacych docelowe gRNA  bezposrednio do plazmidu
pBract211_cmCas9-sgRNA.

Odczynniki: (i) media roslinne (pozywka Hoagland’a); (ii) media do roslinnych
kultur in vitro; (iii) media do bakteryjnych kultur in vitro.

Startery do amplifikacji genow: wykorzystane w reakcjach PCR, RT-PCR,
RT-gPCR. Inne oligonukleotydy: sekwencja oligonukleotydoéw czasteczki guide RNA.

Metody badawcze:

1. Analiza molekularna ro$lin uzyskanych w wyniku transformacji genetycznej
wektorem zawierajacym kasete wyciszajaca typu RNAi — wykonano izolacje
genomowego DNA oraz identyfikacje roslin posiadajacych wstawke T-DNA przy
uzyciu metody PCR.

2. ldentyfikacja roslin homozygotycznych w pokoleniu Ti — wykonano izolacje
genomowego DNA oraz oznaczano liczbe kopii T-DNA w roslinach transgenicznych
metoda RT-gPCR.

3. Analiza ekspresji genu HYGSK1.1 w pokoleniu T oraz analiza ekspresji HYGSK1.1
I czterech paralogdéw w homozygotycznych roslinach pokolenia T4 w warunkach
kontrolnych oraz w warunkach stresu zasolenia — w tym celu z lisci 14-dniowych
siewek jeczmienia izolowano RNA, ktore oczyszczano z zanieczyszczen DNA,
syntetyzowano cDNA oraz wykonano pomiar ekspresji gendw z wykorzystaniem
metody RT-gPCR.



10.

11.

12.

Detekcja krotkich interferujacych RNA (siRNA) w pokoleniu T2 —wykonano izolacje
frakcji krotkich RNA (siRNA, ang. Small interfering RNA) z puli catkowitego RNA
oraz wykonano detekcje krotkich interferujacych RNA przy uzyciu techniki
hybrydyzacji Northern blot

Analiza fenotypowa homozygotycznych roslin transgenicznych pokolenia T4 —
wykonano pomiary biomasy 14 dniowych siewek jeczmienia uprawianych
w warunkach kontrolnych (w pozywce Hoagland’a) oraz w stresie zasolenia
(w pozywce Hoagland’a z dodatkiem 200 mM NacCl), w roslinach tych oznaczano
rowniez wzgledng zawartos¢ wody (RWC).

Adaptacja biotestu z pomiarem kata nachylenia lisci do potilosciowej oceny
aktywno$ci brassinosteroidéw w jeczmieniu — pomiary katow nachylenia lisci po
traktowaniu  9-dniowych siewek odpowiednimi stezeniami 24-epibrasinolu
I bikininy.

Fenotypowa analiza homozygotycznych linii transgenicznych uprawianych
w warunkach fitotronowych — pomiary powierzchni lisci flagowych oraz masy
tysigca ziaren (MTZ).

Analizy statystyczne - obliczano istotno$¢ statystyczng réznic przy uzyciu testu
ANOVA oraz testu NIR uzywanego jako test post-hoc (STATISTICA 10, StatSoft)
lub przy uzyciu testu t-studenta. Dla nast¢pujacych grup danych: wzgledna ekspresja
analizowanych gendéw, biomasa siewek, wzgledna zawarto$§¢ wody oraz masa tysiaca
ziaren obliczano wspotczynnik korelacji Pearsona.

Konstruowanie wektora CRISPR/Cas9 do ukierunkowanej mutagenezy genu
HvVGSK1.1 — projektowanie 20 nt czasteczki gRNA (ang. guide RNA) uzywajac
oprogramowania: CRISPOR on-line tool, klonowanie dwuniciowego fragmentu
DNA kodujacego 20 nt gRNA do wektora pBract211_cmCas9-sgRNA. Weryfikacja
uzyskanych konstruktéw. Poprawng konstrukcje genetyczng wprowadzono do
Agrobacterium tumefaciens szczepu AGL1.

Transformacja genetyczna niedojrzatych zarodkow jeczmienia oraz regeneracja
roslin w kulturach in vitro.

Analizy molekularne roslin To uzyskanych w wyniku transformacji genetycznej
wektorem do ukierunkowanej mutagenezy HvGSK1.1 — izolacja genomowego DNA
oraz identyfikacja roslin posiadajacych wstawke T-DNA przy uzyciu PCR.
Identyfikacja mutacji w genie HYGSK1.1 — amplifikacji fragmentu genu docelowego
(on-target site) genu HVGSK1.1 przy uzyciu PCR, analiza restrykcyjna amplikonow
DNA przez Endonukleaze | z bakteriofaga T7 (T7EI) oraz enzym restrykcyjny Alul.
Analizy molekularne ro$lin T1 po edytowaniu HVGSK1.1: a) weryfikacja obecnosci
mutacji w regionie edytowanego genu — amplifikacja fragmentu genu docelowego
przy uzyciu PCR, analiza restrykcyjna amplikonéw DNA przy uzyciu Endonukleazy
| z bakteriofaga T7 (T7EI), b) poznanie typoéw mutacji w analizowanych roslinach —
amplifikacja edytowanego regionu DNA przy uzyciu PCR, amplikony zawierajace
edytowany region genu HvGSK1.1, oflankowane sekwencjami adaptorowymi
sekwencjonowano przy uzyciu metody NGS w Laboratorium Genomiki
1 Bioinformatyki, Instytutu Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej PAN, we
Wroctawiu, c¢) wyniki sekwencjonowania analizowano na platformie:
https://usegalaxy.org/ oraz w programie IGV
(https://software.broadinstitute.org/software/igv/download).
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WYNIKI | DYSKUSJA

Gen HvGSK1.1 byt pierwszym genem z rodziny gendw GSK w jeczmieniu
zwyczajnym zidentyfikowanym i sklonowanym w Zaktadzie Inzynierii Genetycznej. Gen ten
wybrano do analiz ze wzglgdu na jego duze podobienstwo do OSGSK21 — genu ryzu, ktérego
mutacja typu nokaut warunkowala podwyzszong tolerancje na stresy Srodowiskowe (Koh
i in., 2007).

Materiatem badawczym w niniejszej pracy byto 14 linii jgczmienia zwyczajnego To
uzyskanych w wyniku transformacji genetycznej przy uzyciu Agrobacterium wektorem
binarnym pBract207 (Kloc i in., 2020) zawierajacym kasete wyciszajaca typu hpRNA.
pBract207 jest to plazmid typu RNAi dedykowany do wyciszania ekspresji genow zbdz
(Harwood, 2014; Harwood i in., 2009). Kaseta wyciszajaca zbudowana jest z dwoch
powtorzen sekwencji wybranego fragmentu ORF genu HvGSK1.1, umieszczonych
w orientacji 5°3’/intron/3’5’ lub 3°5°/intron/5°3°. W wyniku transkrypcji kasety wyciszajacej
pod kontrola zbozowego promotora Ubi, nastepuje synteza RNA o strukturze spinki (hpRNA,
ang. harpin  RNA), indukujagcg  wyciszenie  ekspresji genu  HvGSK1.1.
W ro$linach weryfikowano obecnos¢ T-DNA. Z 14 badanych linii obecnos¢ T-DNA
potwierdzono w 11 liniach, ktére oznaczono numerami od #1 do #11.

Druga, istotng cze$cig pracy doktorskiej bylo uzyskanie materiatu badawczego przy
uzyciu technologii CRISPR/Cas9 tj. ro$lin jeczmienia po edytowaniu genu HVGSK1.1.
Pierwszy etap badan tj. analiza roslin pokolenie T jest przedmiotem pracy doktorskiej. Pelna
analiza roslin jest zaplanowana ibedzie wykonana w realizowanym obecnie projekcie
Preludium. Jej celem bedzie poznanie funkcji edytowanego genu HVGSK1.1l oraz
szczegotowa charakterystyka i poréwnanie obydwu grup roslin (tj. tych po wyciszeniu i po
edytowaniu HvGSK1.1), a takze poréwnanie obydwu strategii.

Charakterystyka roslin transgenicznych, w ktérych postugujac si¢ technologia RNAi
wyciszono ekspresje badanego genu HVGSK1.1.

W liniach roslin transgenicznych w pokoleniu Ty (linie #1 - #11) oznaczano liczbe
kopii zintegrowanego T-DNA oraz identyfikowano homozygoty i hemizygoty. W 10 liniach
(#1 - #10) wykazano integracj¢ T-DNA w pojedynczym locus. Tylko w jednej linii roslin
(linii #11) wykazano integracj¢ T-DNA w wiecej niz pojedynczym locus. Stosunkowo
wysoki udziat linii z pojedyncza integracja uzyskany w naszej pracy jest korzystny biorac
pod uwagg oczekiwang wyzsza stabilno$é ekspresji transgenu w kolejnych pokoleniach. Jak
stwierdzili Zalewski i in. (2012), jest to szczegdélnie wazne, gdy docelowy gen jest
regulowany rozwojowo i bierze udzial w regulacji hormonalnej. W kazdej z analizowanych
linii udato si¢ zidentyfikowaé potencjalne rosliny homozygotyczne, posiadajace T-DNA na
dwoch chromosomach homologicznych oraz hemizygoty, posiadajace T-DNA na jednym
chromosomie. Ros$liny homozygotyczne zostaly przeznaczone do dalszych analiz
molekularnych w pokoleniu To.

W wybranych liniach transgenicznych pokolenia T2 wykonano detekcje krotkich
interferujacych RNA (siRNA, ang. Small interfering RNA), bedacych sygnatlem wyciszania
potranskrypcyjnego. Wyniki analizy Northern blot potwierdzity obecno$¢ krotkich
(22-25 nt) czasteczek RNA, komplementarnych do wyciszajacego fragmentu genu
docelowego. Czasteczki te byty niewykrywalne w nietransgenicznych roslinach kontrolnych.
Obecnos¢ tej klasy krotkich czgsteczek RNA, komplementarnych do kasety wyciszajace;,
potwierdza syntezg¢ transkryptu o strukturze hpRNA i jego przetwarzanie do SiRNA. Wyniki
te sg spdjne z obserwowanym obnizeniem ilosci transkryptu genu docelowego.
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Analiza ekspresji  wyciszanego genu HvGSK1.1 w 10 liniach ro$lin
homozygotycznych pokolenia T, wykazata znaczne obnizenie ilosci transkryptu tego genu.
Poziom ekspresji wynosit od 0.1 do 0.6 we wszystkich liniach transgenicznych
w porownaniu do nietransgenicznej kontroli. Rozmnozenie nasion niezbednych do dalszych
analiz eksperymentalnych i odpowiedniej liczby powtorzen biologicznych wymagato dwéch
dodatkowych pokolen roslin uzyskanych po samozapyleniu homozygot dominujacych.

W pokoleniu T4 analizowano ekspresje genu HvVGSK1.1 oraz ekspresje 4 z 7
paralogow HVGSK: HVGSK1.2, HYGSK2.1, HvGSK3.1 i HVGSK4.1, reprezentujacych kazda
z czterech grup GSK. Ekspresje gendéw analizowano w 14-dniowych siewkach jeczmienia
uprawianych w warunkach normalnych oraz w stresie zasolenia. Wyciszenie ekspresji genu
docelowego HVGSK1.1 utrzymato si¢ w siedmiu liniach (Ryc. 1) Linie te reprezentowaty
gradient wyciszania ekspresji HYGSK1.1 w zakresie od 0.15 do 0.82. Wyciszenie ekspresji
HvGSK1.1 byto zwigzane ze zmieniong ekspresja pozostatych analizowanych paralogéw
GSK. Wyciszenie HVGSK1.1 i zwigzany z nim zmodyfikowany profil ekspresji paralogdw,
wskazywal na sie¢ wzajemnie skorelowanych zmian wystepujacych w obu testowanych
warunkach wzrostu.
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Ryc. 1. Wzgledna ekspresja HVGSK1.1 (HORVU3Hr1G034440.2) w liSciach 14-dniowych siewek
jeczmienia pokolenia T4 w warunkach normalnych (pozywka Hoagland’a) i w stresie zasolenia (pozywka
Hoagland’a z dodatkiem 200 mM NaCl). Wzgledna ekspresje HYGSK1.1 w lisciach ro$lin kontrolnych
uprawianych w warunkach normalnych przyjeto za réwna 1.00. Jako gen referencyjny uzyto ADP-
rybosylation factor (ARF) AJ508228. W pokoleniu T4 linii 1, 6, 5, 8, 9 i 10 obserwowano ro$liny
z wyciszeniem ekspresji HYGSK1.1 (A). W pokoleniu T4 linii 7, 3 i 2 obserwowano zniesienie wyciszenia
HvGSK1.1. Dane przedstawiaja wartoéci $rednie z odchyleniem standardowym z co najmniej trzech
powtdrzen biologicznych, kazdg analize wykonao w trzech powtoérzeniach technicznych. Réznice istotne
statystycznie pomigdzy kontrolng, a liniami transgenicznymi w tych samych warunkach do$wiadczalnych
0znaczano na poziomie: *** p<0.001 i ** p<0.01.

Uzupelnienie bedace odpowiedziag na uwage Recenzenta, Pana Prof. dr. hab. Marcina
Filipeckiego.

Analiza podobienstwa sekwencji kasety wyciszajacej (dt. 263 pz) docelowego genu
HvGSK1.1 oraz sekwencji nukleotydowych czterech analizowanych paralogow GSK
wykazala, ze w regionie sekwencji kodujacej najdtuzsze identyczne fragmenty homologiczne
z sekwencjg wyciszajacg miaty dtugosé: 12 nt (1) i 17 nt (1) w genie HVGSK1.2; 12 nt (1)
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i 16 nt (1) w HVGSK2.1; 11 nt (1) i 14 nt (3) w HVGSK3.1; 11 nt (3), 12 nt (1) w HVGSK4.1.
Analiza podobienstwa kasety wyciszajacej z sekwencjami czterech paralogow GSK
w regionach 5°UTR i 3’UTR wykazata, obecnos$¢ identycznych sekwencji o maksymalnej
dhugosci: 5 nt (1) w 5’UTR oraz 6 nt (1) w 3°’UTR w genie HYGSK1.2; oraz odpowiednio
6 nt (1) oraz 8 nt w HVGSK2.1; 9 nt (1) oraz 7 nt (1) w HvGSK3.1; oraz 7 nt (1) tylko
w 5’UTR w genie HvGSK4.1. Podsumowujac, regiony o identycznej sekwencji miaty
dhugos¢ od 5 do 17 nt, liczba w nawiasach oznacza ile razy jest powtdrzona dana sekwencja.

Udowodniono, ze przy uzyciu pojedynczej kasety wyciszajacej mozliwe jest
jednoczesne wyciszenie wielu gendw o dostatecznym podobienstwie sekwencji.
Przyktadowo w pracy Miki i in. (2005) analizowano wyciszenie siedmiu réznych genow
z rodziny gendéw OSRac u ryzu. Zastosowanie kasety wyciszajacej z zakonserwowanym
fragmentem genu osRacl lub osRac5 spowodowato wyciszenie ekspresji, pozostatych genow
osRac. Geny te zawieraly fragmenty o identycznej sekwencji 0 dtugosci od 21 nt do 49 nt.

Nie mozna wykluczy¢ niespecyficznego wyciszenia ekspresji  paralogow.
W literaturze zjawisko to okreslane jest to jako ,,off-target gene silencing” (Jackson i in.,
2003, Lin i in., 2005). Uwaza si¢ jednak, ze fragment specyficznie wyciszajacy dany gen
musi by¢ identyczny z transkryptem na odcinku minimum 21 nt, poniewaz takiej dhugosci sg
najkrotsze czasteczki siRNA.

Wyniki badan na komorkach ludzkich wykazaty, ze w niektorych przypadkach nie
jest konieczna stuprocentowa zgodnos¢ calej, 21-nukleotydowej sekwencji SsiRNA
z docelowym mRNA. W badaniach czynnika transkrypcyjnego HIF-lo stwierdzono
niespecyficzne wyciszanie gendw przez czasteczki siRNA zawierajagce 7-nukleotydowy
motyw wspolny dla wyciszanych gendw, przy czym motyw ten wystgpowat w 3’UTR w
wielokrotnych powtorzeniach (Lin i in., 2005). W przypadku sekwencji kodujacych,
czgsciowa zgodno$¢ siRNA o dlugosci 15 nt, a nawet 11 nt byla wystarczajaca do
uruchomienia niespecyficznego wyciszenia genow w komorkach ludzkich (Jackson i in.,
2003).

W przypadku paralogow GSK, sekwencje identyczne z kaseta wyciszajaca dtuzsze
lub réwne 7 nt (7-9 nt) byly obecne w 3’UTR i 5’UTR. Natomiast najdtuzsze odcinki
identyczne z kaseta wyciszajaca W sekwencji kodujacej byty: 11 - 16 nt, i tylko w jednym
genie (HvGSK1.2) 17 nt. Sekwencje te wystgpowaly najczesciej w pojedynczych
powtodrzeniach.

Jezeli fragmenty te znalazlyby si¢ w obrgbie wycietych czasteczek siRNA to, zgodnie
z wynikami uzyskanymi na komorkach ludzkich, istnieje mozliwo$¢ jednoczesnego
wyciszenia wszystkich czterech paralogow przez te sSiRNA.

Nalezy zaznaczy¢, ze dotad nie zaobserwowano u roslin wyciszenia typu off-target
indukowanego przez fragmenty identyczne, krotsze od 21 nt.

Niski poziom podobienstwa nukleotydow migdzy kaseta wyciszajaca, a paralogami
wykluczyl wyciszanie krzyzowe jako proces odpowiedzialny za ko-regulacje. By¢ moze, ta
sie¢ korelacji, ktora zostata dodatkowo wzmocniona przez stres solny, wskazuje na natywny
Mechanizm regulacji genéw z rodziny GSK.

Chociaz w tym momencie brak bezposrednich danych eksperymentalnych, ktére
wyjasniatyby ten proces uwazamy, ze wzor miejsc wigzacych czynniki transkrypcyjne
(TFBS) znaleziony w regionach promotorowych genéow wskazuje na mozliwosé
wystepowania takiego mechanizmu. Jak wykazaliSmy wcze$niej, regiony promotorowe
badanych GSK jeczmienia zawieraly wiele miejsc wigzania BZR1 1 BZR2 — dwdch zaleznych
od BR czynnikow transkrypcyjnych (Kloc i in., 2020). Czynniki te poprzez fosforylacje
ulegaja inaktywacji zaleznej od GSK (Wang i in., 2012; Zhu i in., 2013). To potaczenie
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elementow regulacji pozytywnej i negatywnej wskazuje na mozliwy mechanizm sprzezenia
zwrotnego koordynujacego ekspresje genow GSK. Zatozenie, ze istnieje sie¢ wzajemnej
wspotregulacji genow GSK jest spdjne z: (i) obecnoscig miejsc wigzacych BZR1/BZR2
w regionach promotorowych OsSK11 i OsGSK1, dwoch ortologéw ryzu genu HYGSK1.1 oraz
(i1) duza liczba TFBS w regionach promotorowych wybranych genéw GSK jeczmienia, ryzu
i Arabidopsis (Kloc i in., 2020). Obserwacje te sa zgodne z rozlegla i silng korelacja genow
GSK wystepujacg w narzadach generatywnych jeczmienia (Groszyk, Yanushevska i in.,
2018) oraz z wynikami immunoprecypitacji chromatyny pokazujacymi, ze w Arabidopsis
geny GSK (AtSK12, AtSK13, AtSK21 i AtSK41) oraz geny kodujace BZR2 sa celami czynnika
transkrypcyjnego BZR1 (Sun i in., 2010). Obecno$¢ TFBS swoistych dla regulacji zaleznej
od BR w Arabidopsis potwierdza zlozong sie¢ koregulacji tej grupy genow. Wyniki
pokazujace skoordynowang regulacje GSK w jeczmieniu dostarczajg nowych danych na
temat mechanizmoéw homeostazy BR u ro$lin. Podobne dane, dotyczace wyciszania genu
TaCKX1 w oparciu o strategiec RNAi i zwigzang z tym wspotregulacj¢ paralogow CKX,
zostaly opisane przez Jablonskiego i in. (2020). Autorzy wykazali, ze ré6zne poziomy
wyciszania ekspresji genu docelowego byly zwigzane z réoznymi modelami ko-ekspresji
z innymi genami TaCKX i parametrami cech zwigzanych z plonem.

Bikinina jest czasteczkag hamujacg specyficznie aktywno$¢ kinazy GSK3.
W Arabidopsis thaliana, 7 z 10 AtGSK bylo wyraznie hamowanych przez ten zwigzek,
co korelowato ze wzmocnieniem sygnalizacji zaleznej od BR (De Rybel i in., 2009; Rozhon,
2014). Postawili$my hipoteze, ze wyciszenie genu HYGSK1.1 powinno wzmocni¢ odpowiedz
zalezna od BR 1 nasladowa¢ efekt traktowania bikining. Aby to zweryfikowac,
zaadaptowali$my procedure biotestu katow nachylenia lisci siewek jeczmienia na podstawie
oryginalnego testu opracowanego dla ryzu (Wada i in., 1984; Yamamuro i in., 2000). Test
dostosowany do jeczmienia wykazal, ze wyzsze st¢zenia EBL i bikininy byly zwigzane
z wiekszymi katami nachylenia blaszek lisciowych. Bioragc pod uwage t¢ funkcje, bikinine
mozna uzna¢ za fizjologiczny odpowiednik wyciszenia genéw kodujacych GSK. Efekt ten
byl wyraznie widoczny we fragmentach siewek traktowanych testowanymi stezeniami EBL
i bikininy (Ryc. 2 A, B). Jednoczesne traktowanie EBL i bikining wykazato silniejszy efekt
niz wplyw kazdego ze zwigzkow zastosowanych oddzielnie (Ryc. 2 C). Zmiany
obserwowane po traktowaniu EBL i bikining w lisciach nietransgenicznej kontroli i trzech
linii #1, #8 1 #4 wskazuja, ze wyciszenie HYGSK1.1 wzmocnito reakcje egzogennie podanego
EBL w podobny sposob, jak egzogenne traktowanie bikining (Ryc. 3). Na podstawie tych
wynikow doszlismy do wniosku, ze wyciszenie HYGSK1.1 wzmocnito sygnalizacj¢ zalezng
od BR w ro$linach. Ostateczny efekt byt wynikiem eksperymentalnego wyciszenia
HvGSK1.1 i byl skorelowany z ko-regulacjg innych paralogow GSK. Zgadza si¢ to
z odkryciami wskazujacymi, ze bikinina hamujaca aktywno$¢ GSK dziata jako aktywator
sygnalizacji BR 1 na$laduje efekt egzogennej aplikacji BR (De Rybel i in., 2009).
Zaproponowane przez nas podej$cie wykazato, ze zar6wno wyciszenie genu HVGSK1.1 oraz
skorelowana z nim ko-regulacja ekspresji paralogéw GSK wzmocnity sygnalizacje zalezng
od BR i w ten sposob promowaly pewne cechy regulowane przez BR.
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Ryc. 2. Zdjgcie przedstawiajgce reprezentatywne fragmenty nietransgenicznych siewek jeczmienia
odmiany Golden Promise traktowanych: (A) roztworem 24-epibrasinolidu (EBL) w stezeniach 0 uM
(kontrola), 0.01 uM, 0.1 uM, 1 uM i 2 uM, (B) roztworem bikininy w stezeniach: 0 uM (kontrola), 2 uM,
5 uM i 10 pM oraz (C) roztworem zawierajacym EBL 0.01 uM i 5 puM bikining. Opisano $redni kat
nachylenia li§cia wraz z odchyleniem standardowym dla kazdej proby. Pasek skali reprezentuje 5 cm.

Kontrola nietransg. Linia #1 Linia #8 Linia #4

\47 7 \e" 170° 39.3° 54° \ 42° 433°
(SD 14.2%) (SD 11.5%) (SD 8.7°) (SD7.1%) (SD 36%) (SD 1.4°) (8D 9.3")

5 pM bikinina 0 M 5 pM bikinina 0puM 5 uM bikinina 0uM 5 uM bikinina

’

50° | 747 76.7° \42' ‘ 36* \a73 \ 445
(SD 14.2%)

47°
| (SD6.5%) (8D 9.6%) (SD 12.9%) (SD 28.9%) (D2 (SD85%) (SD6.4%)

0.01yMEBL  0.01 yM EBL+5 yM bikinina] 0.01 MEBL  0.01 M EBL+5 M bikinina | 001 UMEBL  0.01 UM EBL+S M bikinina | 0.01 UM EBL  0.01 uM EBL+5 M bikinina

Ryc. 3. Zdjecia framentow siewek reprezentatywnych dla kazdej proby poddanej inkubacji w wodzie
(0 uM), w roztworze bikininy 5 uM, roztworze 24-epibrasinolidu (EBL) 0.01uM oraz w roztworze bikininy
5 uM i EBL 0.01 mM. Na zdjeciu podano $rednie katy nachylenia blaszki lisciowej i warto$ci odchylenia
standardowego (SD) tego pomiaru, wykonanego dla co najmniej pigciu ro$lin w kazdej
z testowanych grup roslin. (A) Rosliny kontrolne (nietransgeniczne). (B) Rosliny linii #1 z silnym
wyciszeniem HVGSK1.1. (C) Rosliny linii #8 ze $rednim wyciszeniem HVGSK1.1. (D) Rosliny linii #4 ze
stabym wyciszeniem HvGSK1.1. Pasek skali reprezentuje 5 cm.

Najbardziej godng uwagi cechg wszystkich linii transgenicznych, uprawianych
w warunkach normalnych i w warunkach stresu solnego, byla wigksza biomasa siewek
w porownaniu z kontrolg nietransgeniczng (Ryc. 4 i Ryc. 5). Cecha ta wykazata silng ujemng
korelacje z ekspresja HVGSK1.1 i paralogéw GSK. Analogiczne obserwacje uzyskano dla
ryzu, gdzie zaobserwowano wigksza mase roslin rosnagcych w warunkach normalnych oraz
w warunkach stresu solnego po traktowaniu EBL (Anuradha i Ram Rao, 2003). Podobne
wyniki pobudzania wzrostu 1 tagodzenia stresu solnego przez egzogenng aplikacje EBL
zostaty takze przedstawione w kilku innych badaniach (Bajguz i Hayat, 2009; Sharma i in.,
2013; Vriet i in., 2012). Zdaniem Perez-Perez i in. (2002) obserwowane efekty fenotypowe
egzogennej aplikacji BR mogg angazowac $ciezki sygnalowe zalezne od auksyn. Zwigkszony
przyrost biomasy jeczmienia obserwowany po wyciszeniu HVGSK1.1 jest rowniez zgodny
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z wynikami Wang i in. (2019). W pracy tej wykazano, ze PeGSK1 dziata jako negatywny
regulator wzrostu komorek w innym gatunku jednoliSciennych - bambusie Moso, ktory jest
jedna z najszybciej rosngcych roslin.
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Ryc. 4. Wzgledna biomasa nietransgenicznej kontroli i ro$lin transgenicznych pokolenia T, uprawianych
w warunkach normalnych (pozywka Hoagland’a) oraz w warunkach stresu zasolenia (pozywka Hoagland’a
z dodatkiem 200 mM NaCl). Sredniag biomas¢ siewek roslin kontrolnych rosngcych
w warunkach normalnych przyjeto za 1.00. Dane przedstawiaja wartos$ci $rednie 1 odchylenie standardowe
€O hajmniej z trzech ro$lin, stanowigcych powtdrzenia biologiczne. Istotnosci statystyczne miedzy kontrolg
a badanymi liniami transgenicznymi uprawianymi w tych samych warunkach oznaczano: *** p<0.001,
** p<0.01 i * p<0.05.

A  Kontrola Linia #1 B Kontrola Linia #1

Ryc. 5. Zdjgcie reprezentujace 14-dniowe siewki jgczmienia ros$lin kontrolnych oraz linii #1
(A) w warunkach normalnych (pozywka Hoagland’a) oraz (B) w warunkach stresu zasolenia (pozywka
Hoagland’a z dodatkiem 200 mM NaCl). Pasek skali reprezentuje 10 cm.

Inng cecha zwigzang z eksperymentalnym wyciszeniem HVGSK1.1 i skorelowang
z tym ko-regulacja paralogow GSK byla zwigkszona masa ziarniakow. MTZ byla znacznie
wigksza w liniach #1 1 #6, w ktorych obserwowano najsilniejsze wyciszenie HYGSK1.1 oraz
w linii #5 ze $rednim wyciszeniem HVGSK1.1l. Wartosci MTZ wykazaty silng ujemng
korelacje z ekspresja HVGSK1.1 (r = -0,82), HYGSK1.2 (r = -0,87) i HVGSK3.1 (r = -0,88).
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Ten zestaw wynikoéw w pelni zgadza si¢ z artykutami pokazujacymi, ze cechy zwigzane
z produktywnoscig sg stymulowane przez BR i sygnalizacje zalezng od BR. Wsrod
opisywanych w literaturze zmian fenotypowych sg: znacznie wigksza liczba nasion
w mutancie ze wzmocnionym szlakiem sygnalowym BR (Huang i in., 2013), mniejsze
nasiona w mutantach z niedoborem BR oraz potwierdzenie, ze wielkos$¢, masa i ksztatt nasion
w Arabidopsis byly regulowane przez BR (Jiang i in.,, 2013). Zgadza si¢ to
z odkryciem Che i in. (2015), w ktorym wykazano, ze mutacja w locus GL2 (ang. grain-size-
associated locus) w ryzu aktywowata odpowiedzi zalezne od BR i w konsekwencji
zwickszata mase ziaren ryzu o 27%. W tej pracy wykazano rowniez, ze mutacja typu knock-
out GSK2 w ryzu powodowala znacznie wigksze ziarniaki. W innej pracy wykazano, ze
zwigzane z membrang plazmatyczng biatko GWS5 (ang. grain width and weight 5) oddziatuje
z OsGSK2 —ryzowym homologiem BIN2, hamujac jego aktywnos¢ fosforylacyjna, i poprzez
wzmocnienie sygnalingu BR, pozytywnie reguluje wielko$¢ i mase ziaren w ryzu (Liu
i in., 2017). We wczesniejszej pracy Wu i in. (2008) zaobserwowali znacznie zwigkszony
plon i mase¢ ziarna ryzu przy zwiekszonej produkcji BRs. Wyciszenie ekspresji HYGSK1.1
oraz skorelowana z nig cecha wigkszej masy tysigca ziaren w liniach transgenicznych
s zgodne z wynikami uzyskanymi w pracy Zhu i in. (2015), w ktorej wykazano, ze rosliny
ryzu z nadekspresja OSBZR1 charakteryzowaty si¢ wigkszymi ziarnami, wigksza masa
tysigca ziaren i wieksza liczbg ktoskow na wieche w porownaniu z typem dzikim.

Manipulowanie ekspresja genow regulowanych przez BR czesto powoduje fenotypy
plejotropowe, takie jak zmiany katow nachylenia lisci (Mantilla Perez i in., 2014; Sakamoto
i in., 2006; Tanaka i in., 2009), wysokosci roslin (Hirano i in., 2017; Li i in., 2013; Yamamuro
i in., 2000), architektury kwiatostanu (Li i in., 2013; Liu i in., 2007; Makarevitch i in., 2012)
lub biomasy roslin (Morinaka i in., 2006; Sakamoto i in., 2006; Tanaka i in., 2009).
Opisywane w niniejszej pracy rosliny transgeniczne linii #6 z silnym wyciszeniem ekspresji
genu HvVGSK1.1 charakteryzowaty si¢ wigkszym katem nachylenia lisci w poréwnaniu do
kontroli. Sredni kat nachylenia lisci w pedach gtéwnych roslin w fazie krzewienia w linii #6
wynosit 84.3° (SD +£9.9°), a w kontroli 40.7° (SD +5.7°). Cecha ta jest zgodna z wynikami
opisanymi w pracy Sun i in. (2015), w ktorej wykazano zalezng od BR regulacje kata
nachylenia lisci w ro$linach ryzu, poprzez modulowanie liczby komorek sklerenchymy
odosiowej w stawach blaszki ryzowej. Rosliny linii #6 charakteryzowaty si¢ réwniez
wiekszymi ziarnami oraz wigkszg MTZ. W analizowanych liniach transgenicznych mierzono
dhugos¢ lisci flagowych w pedach w fazie kloszenia. Liscie flagowe linii #6 byly istotnie
statystycznie dtuzsze (17.5 cm (SD £2.96)) w porownaniu do kontroli (10.26 cm (SD +1.24)).
Obserwacja ta jest zgodna z danymi literaturowymi wykazujacymi, ze czynniki
transkrypcyjne BZR1 i BES1 bezposrednio moduluja transkrypcje wielu genéw zwigzanych
z wydhuzaniem komorek, takich jak CESA, MYB30, ILI1 / PRE1, IBH1, MDP40, MYBL2,
AGBL1 i AIF2 (Li i in., 2018). Charakterystyka linii jeczmienia z wyciszong ekspresja
HvGSK1.1 jest zgodna z oczekiwanymi fenotypami roslin o wzmocnionej sygnalizacji BR.
Wyniki pokazuja, ze manipulacja genami kodujagcymi GSK dostarcza danych do badania ich
funkcji biologicznych, a jednocze$nie wskazuje na realng strategie¢ generowania roslin
0 ulepszonych cechach rolniczych.
Edytowanie genomu w oparciu o system CRISPR/Cas9

Edytowanie genomu stalo si¢ poteznym narzedziem do badan funkcjonalnej
genomiki ro$lin, umozliwiajacym precyzyjne wprowadzanie mutacji w okreslonych
regionach genomu. Zastosowanie endonukleazy Cas9 kierowanej przez RNA zaadaptowanej

13



z prokariotycznego mechanizmu immunologicznego opartego na CRISPR/Cas9 jest wysoce
wydajnym systemem edycji genomu, ktéry zostat z powodzeniem zastosowany w roslinach
jeczmienia (Gasparis i in., 2018; Gasparis i in., 2019; Kapusi i in., 2017; Lawrenson i in.,
2015). W niniejszej pracy zastosowaliSmy endonukleazg Cas9 kierowang przez RNA do
edytowania genomu ro$lin jeczmienia odmiany Golden Promise w celu uzyskania ros$lin z
mutacjami genu HVGSK1.1.

Uzywany przez nas system Cas9 sterowany przez RNA do ukierunkowanej
mutagenezy genu HvGSK1.1 zostal skonstruowany w oparciu o wektor binarny
pBract211 cmCas9-sgRNA, ktory jest pochodng plazmidu pBract211-Cas GW (Gasparis
i in.,, 2018). Zaleta wektorow pBract jest ich optymalizacja pod katem protokotow
transformacji roslin jednoliSciennych (Harwood i in., 2009; Zalewski i in., 2010). W naszym
zespole, w Zakladzie Inzynierii Genetycznej oraz Zakladzie Genomiki Funkcjonalnej
opracowano technike transformacji zboz przy uzyciu Agrobacterium tumefaciens, szczep
AGL1 (Binka i in., 2012; Gasparis i in., 2008; Gasparis i in., 2011; Jablonski i in., 2020; Kloc
i in., 2020; Zalewski i in., 2010).

W wyniku transformacji genetycznej niedojrzatych zarodkow jeczmienia odmiany
Golden Promise wektorem pBract211 _cmCas9-sgRNA-gsk1.1  do ukierunkowanej
mutagenezy HvGSK1.1 przy uzyciu Agrobacterium tumefaciens szczep AGL1, uzyskano 57
roslin pochodzacych zréznych zarodkéw somatycznych. Wydajnos¢ transformacji
genetycznej wynosita 3.17%. Obecnos¢ wstawki T-DNA potwierdzono w 50 z 57
uzyskanych roslin - wydajnos$¢ selekcji wynosita 87.72%. Wydajno$¢ transformacji wahajaca
si¢ od 3% do 12% jest rutynowa dla transformacji przy uzyciu Agrobacterium, roslin
jeczmienia odmiany Golden Promise w naszym zespole (Zalewski i in., 2012). Obecnos¢
mutacji w edytowanym regionie HvGSK1.1 w transgenicznych roslinach pokolenia To,
zawierajacych T-DNA potwierdzono w 29 badanych roslin (58%).

Dane literaturowe wskazuja, ze pierwsze proby edycji niektorych gatunkow
jednolisciennych opartej na Cas9 pod kontrola RNA skutkowaly znacznie nizszymi
czestosciami mutacji, takimi jak 8% w ryzu (Shan i in., 2013), 5.6% w pszenicy (Wang i in.,
2014) oraz wydajnosciami do 23% w jgczmieniu (Lawrenson i in., 2015). Obecnie po
zoptymalizowaniu systemu Cas9 kierowanego przez RNA dla ro$lin jednolisciennych,
wydajnos¢ mutacji wynosi od 60 do 100% w ryzu (Xie i in., 2015; Zhou i in., 2014),
kukurydzy (Svitashev i in., 2015; Xing i in., 2014) i jeczmieniu (Gasparis i in., 2018).
Wykazano, ze istotny wptyw na wydajnos¢ ciecia docelowego DNA przez Cas9/sgRNA ma
procentowa zawarto$¢ GC w sekwencjach docelowych (Pan i in., 2016). Zawartos¢ GC
w sekwencji docelowej genu HVGSK1.1 wynosita 55%, a wydajno$¢ mutacji w roslinach To
w edytowanym regionie HVGSK1.1 wynosita 58%.

Jeczmien zwyczajny jest gatunkiem diploidalnym, w ktorym po integracji systemu
CRISPR/Cas9 do genomu, jedna lub obie kopie genu docelowego (na chromosomach
homologicznych) moga by¢ mutowane przez Cas9. W efekcie mozna oczekiwaé pigciu
rodzajow genotypéw w transgenicznych roslinach To: mutantdow homozygot, mutantow
biallelicznych, heterozygot, chimer 1 roslin typu dzikiego (wt). W 29 roslinach To,
w ktorych potwierdzono obecno$¢ mutacji zidentyfikowano 5 roslin potencjalnie
homozygotycznych (17.24%), 14 ro$lin heterozygotycznych (48.28%) oraz 10 roslin
(34.49 %), wsrod ktorych byly potencjalne rosliny bialleliczne badz chimeralne.

Odnoszac si¢ do catkowitej liczby transgenicznych roslin To (50 ro$lin), obecnos¢
potencjalnych homozygot stwierdzono w 10% (5/50) roslin, heterozygoty byly w 28%
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(14/50), a roslin biallelicznych i/lub chimer w 20% (10/50). W 42% (21/50) ro$lin
nie stwierdzono mutacji genu docelowego. Wyniki te sg zbiezne z wynikami uzyskanymi
przez Zhang i in. (2014), w ktorych wykazano, ze 10.5% analizowanych roslin ryzu To to
byty homozygoty, 15.8% to byly potencjalne rosliny bialleliczne, 21% to byty heterozygoty,
najwigcej bylto roslin chimer 40.4%, natomiast 12% to byly rosliny, nie zawierajace mutacji.

Sposréd 29 roslin  transgenicznych pokolenia To, zawierajacych mutacje
w edytowanym regionie HVGSK1.1, wybrano lini¢: #VII1.8, ktorej potomstwo T1 poddano
analizie Sekwencjonowania Nowej Generacji (NGS). Celem byla szczegdtowa
charakterystyka typow mutacji, ktore zostaly indukowane w tej linii. Rosliny Ti
reprezentowaty pokolenie segregujace. Obecnos¢ mutacji w genie HYGSK1.1 obserwowano
w 66 ro$linach indywidualnych pochodzacych z poszczegoélnych klosow sposrod 88
badanych (75%), (Tabela 10 Doktorat). Sekwencjonowanie NGS edytowanego regionu genu
HvGSK1.1 w 20 indywidualnych roslinach T1 wykazalo szerokg game¢ mutacji oraz duza
réznorodno$¢ genotypow. Zgodnie z oczekiwaniem zdecydowana wiekszo$¢ mutacji (zmiana
ramki odczytu, przedwczesny kodon stop i terminacja translacji) byta typu knock-out (Tabela
1, Ryc. 6). Zidentyfikowano dwa mutanty (delecja 6 nukleotydoéw i zamiana nukleotydow
TCGA na CTAC) w ktorych oczekiwane zmiany (delecja dwoch aminokwasow kodowanej
kinazy GSK3 i zamiang dwoch aminokwasow Glul13-Leulld na Alall3-Thrl14) nie
wigzaty si¢ z wylgczeniem genu.

Nasze wyniki wskazuja, ze rozne typy mutacji mogg by¢ indukowane niezaleznie
w komorkach tkanek somatycznych (tj. w komodrkach liscia) i komoérkach somatycznych linii
generatywnej. Zaktadamy, ze mutacja homozygotyczna typu delecja 6 nt (100%)
obserwowana we wszystkich roslinach T: pochodzacych z klosa 22 (Tabela 1) zaszta
w komoérkach somatycznych linii generatywnej i w trakcie podzialdw mitotycznych
W procesie somatycznego crossing-over powstata linia komorek homozygotycznych, z ktorej
w toku dalszego rozwoju powstal jednorodny genetycznie klos. Ten kierunek wnioskowania
jest wzmocniony heterogennoscia genotypoéw pozostatych roslin Ti. Rosliny te uzyskane
z poszczegblnych klosow byty heterozygotami, zawierajacymi gen docelowy typu dzikiego
oraz rd6zne mutacje tego genu, ponadto byly to rosliny bialleliczne badz chimeralne. Obecnos¢
wigkszej  liczby  typéw  mutacji moze  rowniez  $wiadczy¢ o  tym,
ze nukleaza Cas9 kierowana przez sgRNA moze tolerowa¢ niedopasowania miedzy
kierujacym RNA, a docelowym DNA. W konsekwencji niewielka pierwotna zmiana
w docelowym locus moze w dalszym ciggu wykazywac¢ powinowactwo do sgRNA i tym
samym moze by¢ dalej mutowana. Takie przypuszczenie jest zgodne z wynikami Hsu i in.
(2013), ktorzy wykazali, ze SpCas9 tolerowat niedopasowania migdzy kierujacym RNA,
a docelowym DNA w réznych pozycjach, w sposob zalezny od sekwencji i byt wrazliwy na
liczbg, pozycje¢ i rozktad niedopasowan.
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Tabela 1. Analiza NGS (Next Generation Sequencing) i charakterystyka typow mutacji
w edytowanym regionie HYGSK1.1 w roslinach pokolenia T linii #VI11.8.

Zmiana ramki odczytu — prawie zawsze powoduje przedwczesny kodon STOP i przedwczesna
terminacj¢ translacji. Zamiana TCGA na CTAC powoduje zamiang¢ dwoch aminokwasow
Glull3-Leull4 na Alal13-Thrl14, bez zmiany ramki odczytu. del 6 jest delecja 6 nukleotydow

i delecja dwoch aminokwasow Leull4 i GInl15, bez zmiany ramki odczytu.

Linia #VI11.8 gsk1.1
- .. .. Zmiany spowodowane zajsciem mutacji w
Nr kt TO) Rrosl T1) T t: d
rktosa (TO) Rroslina (T1) ypy mutacji w edytowanym regionie edytowanym regionie
ins T(64%), del 16 nt (22%) oraz * ins T- zmiana ramki odczytu i kodon stop
#VIIL.8_T1 5 del 14 nt. del§nt. del 4 nt del 16 - zmiana ramki odczytu i kodon stop
i del 16 - zmiana ramki odczytu i kodon stop
Ktos 2 brak, del 16 nt (8%), zamiana CTAC oraz * . )
#VI11.8_T1_13 . zamiana TCGA na CTAC - zamiana Glu113-Leul14
- - ins T, del 6 nt, del 8 nt, del 14 nt . .
na Ala113-Thr114, bez zmiany ramki odczytu
#VII1.8_T1_14 del 28 nt (100%) del 28 - zmiana ramki odczytu i kodon stop
brak, ins G (21%), del 16 nt (47 %) oraz * ins G - zmiana ramki odczytu i kodon stop
#VII1.8_T1_19 ’ ! omi ; i
del 2 nt. del 5nt. del 6 nt del 16 - zmiana ramki odczytu i kodon stop
Ktos 4
brak, del 16 nt (57% *ins G, del 8 nt, ) ) .
#VII11.8_T1_21 rak, del 16 nt (57%) oraz * ins een del 16 - zmiana ramki odczytu i kodon stop
del 6 nt, del 5 nt, del 4 nt, del 12 nt
brak, ins G (15%), del 16 nt (30%) oraz * ins G- zmiana ramki odczytu i kodon stop
#VIII.8_ T1 29 del 29 nt, del 24 nt, del 11 nt, del 1 nt, del 16 - zmiana ramki odczytu i kodon stop
Ktos 6 del 2 nt, del 8 nt
brak, ins G (10%), del 16 nt (12%) oraz * ins G - zmiana ramki odczytu i kodon stop
#VIIl.8_T1 38 del 7nt, del 6 nt, del 4 nt, del 2 nt, del 20 nt del 16 - zmiana ramki odczytu i kodon stop
Kos 5 AilLE T1 a4 ins G (9%), del 16 nt (43%) oraz * del 8 nt, insG - zm-iana ramk-i odczytu.i kodon stop
e del 6 nt, del 5 nt, del 4 nt, del 1 nt, del 10 nt del 16 - zmiana ramki odczytu i kodon stop
ins G (18%), del 16 nt (33%) oraz * ins G - zmiana ramki odczytu i kodon stop
#VIIl.8_T1 52 del 8 nt, del 34 nt del 16 - zmiana ramki odczytu i kodon stop
ktos 9 ins G - zmiana ramki odczytu i kodon stop
#VII1.8_T1 58 ins G (68%), del 16 nt (28%), del 34 nt (9%) del 16 - zmiana ramki odczytu i kodon stop
del 34 - zmiana ramki odczytu i kodon stop
brak, ins G (19%), del 16 nt (31%) oraz * ins G - zmiana ramki odczytu i kodon stop
Ktos 18 #VIII.8_T1 59 . . .
- del 24 nt, del 6 nt del 16 - zmiana ramki odczytu i kodon stop
ins G - 1 ki odczytu i kodon st
brak, ins G (10%), del 16 nt (7%), del 8 nt ins & - zmianaramodezytut koaon stop
#VI11.8_T1_76 del 16 - zmiana ramki odczytu i kodon stop
(31%) oraz * del 1 nt . . .
del 8- zmiana ramki odczytu i kodon stop
Ktos 20 ins G - zmiana ramki odczytu i kodon stop
#VIILE T1 77 brak, ins G (17%), del 16 nt (8%),del 8 nt del 16 - zmiana ramki odczytu i kodon stop
T (36%), del 24 nt (9%), del 6 nt (30%) del 8 - zmiana ramki odczytu i kodon stop
del 24 - zmiana ramki odczytu i kodon stop
del 6 -delecjaleull4iGInl15bez zmiany ramki odczytu
Kios 21 VI8 T1 80 brak, ins A (68%), del 16 nt (30%) oraz * insA- zmiana ramki odczytu | kodon stop
del8nt del 16 - zmiana ramki odczytu i kodon stop
#VI11.8_T1 81 del 6nt(100%) del 6 -delecjaleul14iGIn115bez zmiany ramki odczytu
#VII1.8_T1 82 del 6nt (100%) del 6 -delecjaleull4iGInl1l5bez zmiany ramki odczytu
Ty #VI11.8_T1 83 del6nt(100%) del 6 -delecjaleull4i GIn115 bez zmiany ramki odczytu
#VIII.8_T1 84 del6nt(100%) del 6 -delecjaleull4iGIn115 bez zmiany ramki odczytu
#VI11.8_T1_85 del 6nt (100%) del 6 -delecjaleulldiGInll5bez zmiany ramki odczytu
#VIII.8_T1_86 del 6 nt (100%) del 6 -delecjaleull4iGIn115bez zmiany ramki odczytu
* Mutacje rzadko reprezentowane w odczytach NGS
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A
Struktura genu HYGSK1.1 (HORVU3Hr1G034440.2) i transkrypt

E1 E3 E4 E7 E9 E10 E11 E12
— ,,,)[- - - _I-l-l S =

" 416k

Edytowany region HvGSK1.1

Poczatek (0) Koniec (1221 bp)
= = e E Ty
:

— CE—— —— —— =) CE s e e E
R . Sekwencja kodujaca biatko HYGSK1.1
g i T - (HORVU3Hr1G034440.2)

'PAM 20 nt edytowany reglon
l GTACGEGGACGAACTGGTGGGTTTACAGCATCGAGACTTCGTAACGAAGAAAA

wt CCCTTTGACAACGGTAATTCTTCCAGGAAGTCCTGTTCGCGATGTTCTTGG 6CG
B1
del 16 nt  CCCTTTGACAACGGTAATTCTTCCAGGAAGTCCTGTTCGCGATG ~TCTGGTACGCGGACGAACTGGTGGGTTTACAGCATCGAGACTTCGTAACGAAGAAAA
wt CCCTTTGACAACGGTAATTCTTCCAGGAAGTCCTGTTCGCGATGTTCTTGGCACTCGATY ICEGACGAACTGGTGGGTTTACAGCATCGAGACTTCGTAACGAAGAAAA
B2
del 28 nt  CCCTTTGACAACGGTAATTCTTCCAGGAAGTCCTGTTCGCG CGGACGAACTGGTGGGTTTACAGCATCGAGACTTCGTAACGAAGAAAA
- wt CCCTTTGACAACGGTAATTCTTCCAGGAAGTCCTGTTCGCGATGTTCTTGGCAR BGACGAACTGGTGGGTTTACAGCATCGAGACTTCGTAACGAAGAAAA
del6nt  CCCTTTGACAACGGTAATTCTTCCAGGAAGTCCTGTTCGCGATGTTCTTGGCAC ===~ ~TCTGGTACGCGGACGAACTGGTGGGTTTACAGCATCGAGACTTCGTAACGAAGAAAA
wt CCCTTTGACAACGGTAATTCTTCCAGGAAGTCCTGTTCGCGATGTTCTTGGCACT-CE JGCGGACGAACTGGTGGGTTTACAGCATCGAGACTTCGTAACGAAGAAAA
ins T CCCTTTGACAACGGTAATTCTTCCAGGAAGTCCTGTTCGCGATGTTCTTGGCACT ICGATGTCTGGTACGCGGACGAACTGGTGGGTTTACAGCATCGAGACTTCGTAACGAAGAAAA
B5 | Wt CCCTTTGACAACGGTAATTCTTCCAGGAAGTCCTGTTCGCGATGTTCTTGGCACT-CGH SGGACGAACTGGTGGGTTTACAGCATCGAGACTTCGTAACGAAGAAAA
ins G CCCTTTGACAACGGTAATTCTTCCAGGAAGTCCTGTTCGCGATGTTCTTGGCACTGCGATGTCTGGTACGCGGACGAACTGGTGGGTTTACAGCATCGAGACTTCGTAACGAAGAAAA
B6 | Wt CCCTTTGACAACGGTAATTCTTCCAGGAAGTCCTGTTCGCGATGTTCTTGGCACSTCGATE JACGCGGACGAACTGGTGGGTTTACAGCATCGAGACTTCGTAACGAAGAAAA
ins A CCCTTFGACAACGGTAATTCTTCCAGGAAGTCCTGWCGCGATGTTCWGGCACATCGATGTCTGGTACGCGGACGAACTGGTGGGTTTACAGCATCGAGACTTCGTAACGAAGAAAA
wt CCCTTTGACAACGGTAATTCTTCCAGGAAGTCCTGTTCGCGATGTTCTTGGCAE T CGCGBACGAACTGGTGGGTTTACAGCATCGAGACTTCGTAACGAAGAAAA
del8nt  CCCTTTGACAACGGTAATTCTTCCAGGAAGTCCTGTTCGCGATGTTCTTGGCACT= === == ==GGTACGCGGACGAACTGGTGGGTTTACAGCATCGAGACTTCGTAACGAAGAAAA
& wt CCCTTTGACAACGGTAATTCTTCCAGGAAGTCCTGTTCGCGATGTTCTTGGCACTEGATGTETGGTACGEGGACGAACTGGTGGGTTTACAGCATCGAGACTTCGTAACGAAGAAAA
del 34 nt CCCTTTGACAACGGTAATTCT CGATGTCTGGTACGCGGACGAACTGGTGGGTTTACAGCATCGAGACTTCGTAACGAAGAAAA
wt CCCTTTGACAACGGTAATTCTTCCAGGAAGTCCTGTTCGCGATGTTCTTGGCAGTEGS

B9

SCGGACGAACTGGTGGGTTTACAGCATCGAGACTTCGTAACGAAGAAAA
zamiana TCGA na CTAC ~ CCCTTTGACAACGGTAATTCTTCCAGGAAGTCCTGTTCGCGATGTTCT IthACCTACTGTCTGGTACGCGGACGAACTGGTGGGTTTACAGCATCGAGACTTCGTAACGAAGAAAA

Ryc. 6. Schemat edytowanego regionu HvGSK1.1 z sekwencjg nukleotydows edytowanego regionu
w indywidualnych roslinach T: linii #VII.8 (A). Kazda ze zmienionych sekwencji zidentyfikowana
w indywidualnych roslinach T jest zestawiona z sekwencja nukleotydowa typu dzikiego (wt) (B).
Zaznaczono strukture genu HVGSK1.1, dtugos¢ transkryptu, sekwencje kodujaca biatko oraz lokalizacje
sekwencji docelowej (zielone podswietlenie) i sekwencji PAM (z6lte podswietlenie). Przedstawiono
sekwencje nukleotydowa regionu docelowego i PAM oraz regionow flankujacych w genomie
niezmienionym (wt) oraz w genomie roslin po edytowaniu (B1-B9). Przedstawiono mutacje najczesciej
reprezentowane w analizowanych roslinach T1. Z 9 mutacji tylko mutacje B3 i B9 nie s3 mutacjami typu
knock-out. Mutacja B3 jest delecja 6 nukleotydow i przewidywang delecjg 2 aminokwasow: Leulld
i GIn115 (Tabela 11). Mutacja B9 jest zamiang TCGA na CTAC i przewidywang zamiang dwoch
aminokwasow Glul13-Leull4 na Alal13-Thrl14 (Tabela 1).

Bezposrednim efektem tego etapu pracy jest kolekcja roslin  jeczmienia,
zawierajacych mutacje w genie HVGSK1.1. Do dalszych etapéw wybrane beda rosliny
homozygotyczne pod wzgledem okreslonego typu mutacji oraz jednoczesnie segreganty
niezawierajace T-DNA z kaseta CRISPR/Cas9. Wykonane bedg szczegotowe analizy cech
fenotypowych oraz analizy molekularne. Sprawdzone be¢da potencjalne mutacje
w miejscach nie docelowych (off-target) wstepnie zidentyfikowane w analizie in silico. Dla
tak wybranych genotypoéw jednoczesnie z najbardziej interesujagcymi uzytkowo cechami
fenotypowymi zostang zaplanowane doswiadczenia polowe po uprzednim uzyskaniu zgody
na kontrolowane uwolnienie roslin genetycznie zmodyfikowanych. Zgoda ta bedzie

wymagana, mimo iz ro$liny te nie beda zawieraty T-DNA, poniewaz, w mysl dyrektywy
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2001/18/WE (orzeczenie TSUE C-528/16, (25.07.2018)) cate potomstwo roslin GM jest
uznawane za GMO.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze wyciszenie genu HVGSK1.1 kodujacego kinazg GSK3
wzmacnia szlak sygnalowy zalezny od BR, co bylo potwierdzone wigkszym katem
nachylenia lisci obserwowanym w biotescie oraz szeregiem zmian fenotypowych takich jak:
wigksza tolerancja na zasolenie, wicksza biomasa ro$lin oraz wigksze ziarniaki. Zmiany te sg
spojne z danymi literaturowymi dotyczacymi gendéw biorgcych udzial w zaleznej od BR
transdukcji sygnalow oraz zmian fenotypowych wywotanych egzogenng aplikacjg tych
hormondw.

Uzyskane wyniki pozwalaja pozytywnie zweryfikowaé postawiong na wstepie
hipoteze badawcza. Rosliny jeczmienia z wyciszong ekspresja HVGSK1.1 charakteryzuja
si¢ wzmocnieniem Sciezki sygnatowej zaleznej od BR oraz zmianami fenotypowymi takimi
jak m.in. zwigkszona tolerancja na zasolenie, wigksza biomasa ro$lin i wigksze ziarniaki.
Wyniki te wskazuja, ze zmiennos$¢ genu HvGSK1.1 uzyskana metodami eksperymentalnymi
i prawdopodobnie réwniez zmienno$¢ naturalna, moze by¢ zroédlem waznych cech
agronomicznych i uzytkowych.

Wyniki drugiej czesci pracy dotyczacej edytowania HVGSK1.1 potwierdzaja duza
skuteczno$¢ tej metody. Szczegdtowe analizy molekularne i fenotypowe mutantow,
zaplanowane w dalszych etapach projektu Preludium, pozwolg porownaé zardwno obydwie
grupy roslin jak i obydwie strategie.

PODSUMOWANIE | WNIOSKI

1. Zastosowana procedura transformacji jeczmienia zwyczajnego z wykorzystaniem
Agrobacterium tumefaciens i kasety typu RNAi pozwolita uzyskaé rosliny, w ktorych
T-DNA zostato zintegrowane glownie w pojedynczym locus genomu.

2. Silne wyciszenie docelowego genu HVGSK1.1 bylo obserwowane we wszystkich liniach
transgenicznych w pokoleniu To.

3. Obecnos¢ matych RNA komplementarnych do fragmentu genu docelowego jest zgodna
z obserwowanym wyciszeniem HvGSK1.1.

4. W homozygotycznych ro$linach pokolenia Ts4 wyciszenie genu docelowego
obserwowano w 7 liniach, natomiast w pozostatych 3 obserwowano zanik wyciszenia.

5. Wyciszenie genu docelowego korelowalo ze zmiang ekspresji paralogdw tego genu
zarowno w normalnych warunkach wzrostu jak 1 w stresie zasolenia.

6. Niski poziom podobienstwa kasety wyciszajacej i paralogdéw wykluczal wyciszanie
krzyzowe jako proces odpowiedzialny za ko-regulacje.

7. Obserwowana ko-regulacja paralogow HVGSK, obecno$¢ miejsc wigzania czynnikow
transkrypcyjnych zaleznych od BR w regionach promotorowych tych gendéw oraz dane
literaturowe pozwalajg zalozy¢ istnienie odrgbnego mechanizmu ko-regulujacego
ekspresje genow rodziny GSK.

8. Wyciszenie HYGSK1.1 powoduje wzmocnienie $ciezki sygnatlowej zaleznej od BR.

9. Wyciszenie HvGSK1.1 i wzmocnienie szlaku sygnatowego zaleznego od BR
warunkowato: i) wigkszg biomase roslin w normalnych warunkach wzrostu i w stresie
zasolenia, ii) wicksza mase tysigca ziarniakow, iii) wiekszy kat nachylenia lisci
11v) dluzsze liscie flagowe w poréwnaniu do kontroli.

10. Technologia CRISPR/Cas9, zaadaptowana do jeczmienia, pozwala skutecznie i z duza
wydajno$ciag generowaé mutacje w zdefiniowanym regionie badanego genu.
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11. W grupie tak uzyskanych mutacji dominuje typ knock-out. Ponadto, sa obserwowane
zmiany 2-3 kodonéw i tym samym aminokwasoéw kodowanej kinazy.

12. Edytowanie genomu przy uzyciu CRISPR/Cas9 pozwala uzyska¢ mutanty
homozygotyczne juz w pierwszym pokoleniu po edytowaniu.

13. Profilowanie mutacji w pokoleniu To wykazato obecno$¢ homozygot, heterozygot, roslin
biallelicznych i chimeralnych.
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