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Badania wykonano w ramach projektow:

1. Badania podstawowe na rzecz Postgpu Biologicznego w Produkcji Roslinnej
w latach 2014-2020; zadanie 13 — ,,Opracowanie i wykorzystanie metod
biotechnologicznych do skrocenia cyklu hodowlanego pszenzyta oraz do
poprawy  efektywnosci  selekcji -  miejscowo-specyficzna mutageneza
z wykorzystaniem miejscowo-specyficznych nukleaz”.

2. Dotacja dla Mtodych IHAR-PIB 2018 — ,,Ewaluacja aktywnosci konstruktow

TALEN metodqg przejsciowej koekspresji z markerem fluorescencyjnym”
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Wprowadzenie
Porastanie przedzniwne jako problem w uprawach pszenzyta i pszenicy

Porastanie przedzniwne to problem polegajacy na kietkowaniu ziarniakow zbdz przed
ich zbiorem — jeszcze w klosie. Za podtoze problemu uwaza si¢ selekcje w kierunku rownego
kietkowania, a co za tym idzie — krotkiego spoczynku nasion, ktora dokonata si¢ na wczesnych
etapach udomawiania oraz hodowli zboz (Tai i in., 2021). W przypadku pszenzyta, duze
nasilenie tej negatywnej cechy wynika¢ moze réwniez z waskiej puli genowej tego
mieszancowego gatunku (Moullet i in., 2022).

Porastanie przedzniwne jest zjawiskiem $cisle uzaleznionym od warunkow
pogodowych danego sezonu. W latach, w ktorych wystepuja niskie temperatury oraz obfite
opady, ziarniaki genotypow podatnych na porastanie kietkujg na skutek szybkiego przerwania
okresu spoczynku. Ziarno dotkniete porastaniem, charakteryzuje si¢ podwyzszong aktywnos$cig
enzymow hydrolitycznych, rozktadajacych skrobie i biatka zapasowe (Tai i in., 2021). Produkty
wytworzone z takiego ziarna cechuje obnizona zawarto$¢ sktadnikéw odzywczych oraz szereg
niepozadanych cech organoleptycznych. Nie opracowano zabiegow agrotechnicznych
pozwalajacych na ograniczenie zjawiska porastania, dlatego konieczne jest przeciwdziatanie

polegajace na uprawie genotypow odpornych.

Rola genu ABA8’0OH w regulacji spoczynku nasion

Uwaza sie, ze czas spoczynku nasion regulowany jest na dwoch poziomach —
genetycznym oraz hormonalnym (Tai i in., 2021). Najwazniejsze hormony, ktorych wzajemna
rownowaga decyduje o dlugosci spoczynku, to kwas abscysynowy (ABA) oraz gibereliny
(GA). Wysoki poziom ABA sprzyja utrzymaniu stanu uspienia (Walker-Simmons i Sesing,
1990; Suzuki i in., 2000). Jednocze$nie, poziom endogennych giberelin, oraz wrazliwos¢
komorek na indukowany przez nie sygnat, decyduja o przerwaniu spoczynku i inicjacji
kietkowania (Taun i in., 2018).

Gtowny enzym szlaku syntezy kwasu abscysynowego, decydujacy o endogennym
poziomie tego hormonu, to dioksygenaza 9-cis-epoksykarotenoidu (9-cis-epoxycarotenoid
dioxygenase; NCED). Enzym ten odpowiada za przeksztalcenie cis-wiolaksantyny oraz
cis-neoksantyny w ksantoksyne — bezposredni prekursor ABA. Jednakze, po okresie
dojrzewania ziarniakow komorkowy poziom tego hormonu zalezy gtéwnie od tempa jego
katabolizmu. Za inaktywacje ABA odpowiada grupa cytochromowych (P450) 8’-hydroksylaz
ABA (CYP707A1-CYP707A4; ABAS’OH); (Okamoto i in., 2006; Piskurewicz i in., 2023).

U zboz opisano liczne kopie tych genéw, nie jest jednak wiadomo czy wszystkie
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sg funkcjonalne. Pierwsze doniesienie o identyfikacji i1 analizie ekspresji ABA8 OH-1 oraz
ABA8’OH-2 u pszenzyta miato miejsce w 2016 roku (Fidler i in.). W toku realizacji prac,
opisywanych w niniejszej rozprawie, zidentyfikowano takze trzy homeologi 7s4ABA8 OH-1
w genomie pszenzyta odm. Bogo (zdeponowane w bazie NCBI: MW538321-MW538323).

Z analiz przeprowadzonych na ziarniakach jeczmienia i pszenicy wynika, ze geny
kodujace hydroksylazy ABA ulegaja aktywacji w wyniku imbibicji, przy czym homolog
ABAS8’OH-1 charakteryzuje si¢ 10-100x wyzszym poziomem ekspresji niz ABA8 ’OH-2 (Chono
i in. 2006, Millar i in. 2006). U pszenicy, genotypy charakteryzujgce si¢ wystepowaniem
nieaktywnych homeologow ABA8’OH-1 na sub-genomach A oraz D, wykazywaly wyraznie
obnizony katabolizm ABA (Chono i in., 2013). Wsro6d niedawnych doniesien wykazano,
ze przeniesienie nieaktywnego allelu 4BA8 OH-1-A do pszenicy twardej pozwolito obnizy¢
podatnos$¢ na porastanie przedzniwne u tego gatunku (Ban i in., 2022).

Dwie publikacje badawcze, wchodzace w sktad niniejszej rozprawy, przedstawiajg

prace nad mutagenezg kierunkowsa sekwencji ABA8°OH-1 w genomach pszenicy i pszenzyta.

Edycja genoméw roslinnych

Pierwsze doniesienie o zastosowaniu kompleksow nukleazy Cas9 (CRISPR associated
protein 9) do edycji genoméw rzodkiewnika i ryzu, opublikowano doktadnie dekadg¢ temu
(Feng i in., 2013). Od tamtej pory, mutageneza kierunkowa oparta o Cas9 stala si¢ wiodgcym
narzedziem biotechnologii i hodowli roslin uzytkowych (Hickey i in., 2019).

Aktywny kompleks Cas9 (CRISPR-associated 9) to rybonukleoproteina ztozona
z biatka o aktywno$ci endonukleazy oraz naprowadzajacego RNA (guide-RNA; gRNA)
odpowiedzialnego za wigzanie kompleksu do sekwencji docelowej w genomie.
Najpowszechniej stosowany wariant Cas9 sklonowano ze Streptococcus pyogenes (SpCas9).
Wazna cechg wszystkich nukleaz z rodziny Cas9 jest uzaleznienie ich aktywnos$ci od obecnosci
motywu PAM (Protospacer Adjacent Motif) w bezposrednim sasiedztwie sekwencji
rozpoznawanej przez gRNA (Protospacer). SpCas9 katalizuje dwuniciowe przecigcie nici DNA
w odlegtosci 3 nukleotydow powyzej rozpoznawanego PAM, o sekwencji 5°-NGG-3°.
Aktywnos¢ SpCas9 jest takze mocno uzalezniona od doktadno$ci dopasowania miedzy gRNA
I sekwencja genomowsa. Niesparowane nukleotydy (mismatch) w pozycji migdzy 8-12
nukleotydem powyzej PAM (tzw. ,seed sequence”), drastycznie obnizaja aktywnos¢
kompleksu (Doench i in., 2014; Liu i in., 2016).

Pomimo dekady intensywnych prac na catym S$wiecie, powszechne stosowanie

systemOw edycji genomowej W oparciu o nukleazy Cas9 okazato si¢ trudne do osiagnigcia
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(Cardi i in., 2023). Najczesciej spotykanym problemem okazal si¢ brak oczekiwanej
aktywnosci in planta dla czgséci stosowanych kompleksow gRNA/Cas9. Z tego powodu zaleca
si¢ aby wytypowane sekwencje gRNA podda¢ ocenie w wybranym systemie in vitro.
Dodatkowa ocena na tym etapie wynika z duzego nakladu pracy i czasu, jakich wymagaja
procedury transformacji i regeneracji genetycznie zmodyfikowanych roslin.

Najprostszy sposob oceny in vitro polega na amplifikacji docelowego regionu
genomowego oraz tescie efektywnosci jego trawienia przez rybonukleoproteing (RNP)
sktadajacg si¢ z biatka Cas9 oraz testowanego gRNA (Abe i in., 2019; Cui 1 in., 2019).
Jednakze, w swoim zalozeniu, metoda ta nie pozwala na ocen¢ efektywnosci kompleksow
gRNA/Cas9 w natywnym kontek$cie chromosomowym, co moze mie¢ zasadnicze znaczenie
dla wiarygodnos$ci uzyskiwanych wynikow. Dlatego tez, standardem dla oceny gRNA na tym
etapie, stata si¢ przejsciowa eckspresja badanych konstruktow w komorkach wybranego
gatunku. U zbdz najczeSciej stosowana jest chemiczna transfekcja protoplastow izolowanych
z lisci siewek, do ktorych kompleksy nukleazy dostarczane sg w postaci plazmidu, mMRNA lub
gotowych RNP (Zhang i in., 2016; Cermak i in., 2017; Lin i in., 2018; Gerasimova i in., 2019;
Brandt i in., 2020; Meng i in., 2020;). Inne systemy ekspresji przejsciowej opisywane
w literaturze opierano o mikrowstrzeliwanie plazmidéw kodujacych gRNA/Cas9 do lisci
(Budhagatapalli i in., 2016, Miller i in., 2021) lub infiltracj¢ lisci zawiesing Agrobacterium
(Liang i in., 2019; Wang i in., 2023). Jednakze, druga ze wspomnianych metod nie

ma zastosowania u gatunkow jednolisciennych.

W niniejszej rozprawie przedstawiono rozne, aktualnie stosowane metody oceny
efektywnosci kompleksow nukleazy Cas9 oraz zaproponowano nowy system, szczegolnie
przydatny do oceny efektywnosci edytowania genomow poliploidalnych gatunkow zbéz.
Ponadto, w sktad rozprawy wchodzi praca przegladowa, omawiajaca postepy poczynione

w ciggu ostatniej dekady badan nad zastosowaniem metod opartych o nukleaze Cas9 u roslin.
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Cel badan

Celem doswiadczen byto opracowanie systemu oceny efektywnosci kompleksow
gRNA/Cas9 przeznaczonych do edycji gatunkéw poliploidalnych zb6z metodg CRISPR/Cas9,
na przyktadzie genu hydroksylazy ABA (4BA8’OH-1) u pszenicy i pszenzyta oraz porownanie

go z powszechnie stosowanymi systemami oceny efektywnosci kompleksow gRNA in vitro.

Opracowujagc nowy system oceny komplekséw gRNA/Cas9 wykonano nastepujace
badania:

1. Zaprojektowanie i konstrukcja kompleksow gRNA/Cas9 w celu wywotania mutacji
w 2 rejonach genu ABA8 OH-1 u pszenzyta i pszenicy.

2. Poréwnanie wynikow miedzy systemami przejSciowej ekspresji opartymi
o mikrowstrzeliwanie konstruktéw gRNA/Cas9 do lisci jgczmienia oraz transfekcje
protoplastow.

3. Poréwnanie metod wizualizacji kierunkowej mutagenezy zaindukowanej
w transfekowanych protoplastach.

4. Ocena wplywu dodatkowej egzonukleazy TREX2 na efektywnos$¢ indukowanej
mutagenezy.

5. Pordéwnanie wynikdw migdzy systemami oceny gRNA opartymi o przejsciowa

ekspresj¢ w protoplastach oraz stabilng transformacj¢ zawiesin komérkowych

Hipoteza:
Metoda dostarczania konstruktow oraz zdolnos¢ komoérek akceptorowych do podziatu,
wplywa na obserwowang efektywno$¢ konstruktow gRNA/Cas9 w systemach oceny

in vitro.
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Materialy i metody
Identyfikacja TSABA8'OH-1

We wszystkich pracach nad pszenzytem, stosowano modelowa odmian¢ Bogo
(KCRZG, IHAR - EGISET, numer akcesyjny: 66000). Sekwencje genomowe homeologow
genu ABA8’OH-1 kodowane na sub-genomach A i B pszenicy zwyczajnej pobrano
z repozytorium NCBI (National Center for Biotechnology Information — Bethesda, Maryland,
USA). Na ich podstawie znaleziono sekwencj¢ zytnia, zdeponowana w bazie danych USDA
(United States Department of Agriculture). Konserwowane regiony w pierwszym oraz trzecim

eksonie genu poddano amplifikacji i sekwencjonowaniu typu Sanger.

Projektowanie gRNA i konstrukcja wektorow plazmidowych
Do zaprojektowania sekwencji gRNA nakierowanych na T7s4BA8’OH-1 uzyto
narzedzia Cas-Designer (Park i in., 2015). Wytypowano dwie sekwencje gRNA, nazwane
odpowiednio: gRNA-ABA/1/364 i gRNA-ABA/2/323.
Wektory ekspresyjne konstruowano z zastosowaniem metody GoldenGate (Engleriin.,
2008) oraz zestawu plazmidow przejsciowych opracowanych przez zespdt Daniela Voytasa

(Cermak i in., 2017).

Ekspresja przej$ciowa w lisciach jeczmienia
Sekwencje docelowe dla badanych gRNA, w postaci syntetycznych oligonukleotydow,
wprowadzono do plazmidu pNB1 (Budhagatapalli i in., 2016), generujagc tym samym zmian¢
ramki odczytu w markerowym genie zo6ttej fluorescencji (YFP). Otrzymane w ten sposob
wektory klasy pTARGET mieszano w stosunkach rownomolowych z wektorem kodujacym
biatko czerwonej fluorescencji mMCHERRY (pNB2) oraz odpowiednim wektorem kodujacym
kompleks gRNA/Cas9 (pTRANS; bez GFP i TREX2). W nastgpnej kolejnosci, mieszaning
wektorow optaszczano 1 pm kulki ztota i wstrzeliwano do lisci jgczmienia
odm. GoldenPromise, z zastosowaniem strzelby genowej BioRad PDS-1000. Liscie
inkubowano przez 48h, po czym zliczano komoérki wykazujace fluorescenCje¢ za pomoca

mikroskopu konfokalnego.

Transfekcja protoplastow pszenzyta
Procedure oparto na metodologii opisanej uprzednio dla pszenicy (Shan i in., 2014).
Zrédtem protoplastow byly liscie 7-dniowych etiolowanych siewek. Oczyszczone protoplasty
zawieszano w buforze MMg 1 poddawano transfekcji z uzyciem glikolu polietylenowego
(PEG4000, stezenie koncowe 20%). Stosowano 25 pg plazmidu pTRANS na kazde 100 tysigcy

transfekowanych protoplastow.
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Sekwencje  poszczegolnych ~ homeoalleli TsABA8 OH-1 amplifikowano
z zastosowaniem starterow genomowo-specyficznych. Otrzymane fragmenty trawiono
endonukleazg T7E1 (New England Biolabs, USA). Produkty cigcia analizowano poprzez
elektroforeze na chipie (BioAnalyzer 2100, Agilent). Alternatywnie, genomowe sekwencje
docelowe amplifikowano stosujgc startery wspélne dla wszystkich sub-genomow, a uzyskane

produkty sekwencjonowano z uzyciem wysokoprzepustowej technologii Illumina (HiSeq
2000).

Transformacja zawiesin komérkowych pszenicy

Kalus pszenicy odmiany Svilena uzyskano na drodze manualnej selekcji z kultur
izolowanych pylnikéw. Kalus wstepnie namnazano na statej pozywce 190-2 (Pauk i in., 1991),
a po uzyskaniu masy 1-2g, zaktadano kultury na podlozu ptynnym. Kultury zawiesin
komoérkowych (30ml) prowadzono na $wietle przy statym wytrzasaniu (160 rpm, 16h $wiatla,
25 °C). Po okoto 3-4 tygodnia kultury, masa zawiesiny zaczeta intensywnie przyrasta¢. Od tego
etapu, co 7 dni, ¥ objetosci zawiesiny zastepowano §wiezg porcja pozywki.

Do stabilnej transformacji zawiesin zastosowano Rhizobium radiobacter (wcze$niej
Agrobacterium) szczepu AGL1 wedlug zmodyfikowanej procedury, opisanej uprzednio dla
transformacji kultur izolowanych mikrospor (Kumlehn i in., 2006). Aktywnie rosnaca
zawiesing dzielono na porcje o objetosci 3ml, pozywke odciggano 1 zastgpowano 1 ml zawiesiny
Agrobacterium (OD = 1). Po 48h inkubacji w ciemnosci, bakterie wyplukiwano pozywka
190-2 z dodatkiem antybiotykow (timentin 150 mg/L, cefotaksym 100 mg/L). Po 72h komorki
przenoszono do 30ml ptynnego podtoza z odpowiednim czynnikiem selekcyjnym
(higromycyna 20 mg/L lub fosfinotrycyna 3 mg/L) i poddawano wstepnej selekcji przez 7 dni.
Po selekcji  wstepnej, agregaty homogenizowano poprzez intensywne pipetowanie
i przenoszono na szalki z podtozem staltym zawierajagcym czynnik selekcyjny. Pojedyncze
agregaty rosngce na podtozu stalym poddawano dalszym analizom.

Z wybranych linii komérkowych wykonano jednoczesng izolacje RNA 1 DNA
genomowego z zastosowaniem metody opartej o odczynnik TRIzol. RNA catkowite postuzyto
do reakcji RT-PCR i potwierdzenia transgenicznego charakteru badanych linii na podstawie
amplifikacji sekwencji Cas9. DNA genomowe stuzyto za matryce do reakcji PCR z uzyciem
starterow genomowo-specyficznych. Produkty tej reakcji poddawano sekwencjonowaniu typu

Sanger.
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Omowienie wynikow
Publikacja 1:

Michalski, K.; Hertig, C.; Mankowski, D.R.; Kumlehn, J.; Zimny, J.; Linkiewicz, A.M.
Functional Validation of Cas9/guideRNA Constructs for Site-Directed Mutagenesis of
Triticale ABAS'OH1 loci. Int. J. Mol. Sci. 2021, 22, 7038.
https://doi.org/10.3390/ijms22137038

Niniejsza praca stanowi opis wstepnych etapéw badan, realizowanych w celu
wytworzenia pszenzyta o podwyzszonej odpornosci na porastanie przedzniwne. Na podstawie
doniesien literaturowych wytypowano geny, ktorych kierunkowa mutageneza miata wytworzy¢
pozadany fenotyp. W publikacji opisano prace prowadzone nad Ts4ABAS8 OH-1.

W pracy opisywane s3 trzy strategie oceny konstruktow gRNA/Cas9 nakierowanych
na TsABA8 ’OH]I, tj. — analiza bioinformatyczna, ocena aktywno$ci w systemie przejsciowe;j
ekspresji w lisciach jeczmienia oraz ocena aktywno$ci w transfekowanych protoplastach
pszenzyta.

Pierwszy z opisywanych systemow ekspresji przejsciowej zastosowano we wspotpracy
z zespotem dr Jochena Kumlehna (IPK, Gatersleben). Zesp6t ten opublikowat w 2016 roku
(Budhagatapalli i in.) autorskg metode oceny aktywnosci konstruktow gRNA/Cas9 polegajaca
na ich jednoczesnym mikrowstrzeliwaniu do komoérek mezofilu lisciowego wraz z wektorami
kodujacymi gen markerowy mCHERRY oraz specyficzng fuzj¢ sekwencji docelowej z genem
z6ttej fluorescencji (target-YFP frameshift). Sekwencja docelowa (targetowa) dla gRNA byta
wprowadzana do wektora kodujacego YFP w taki sposob, aby wygenerowa¢ zmian¢ ramki
odczytu (frameshift +1) 1 tym samym zaburzy¢ powstawanie funkcjonalnego biatka zZottej
fluorescencji. Sam test aktywnosci oparty jest na zaloZeniu, Ze mutacje generowane przez
kompleks gRNA/Cas9 prowadzi¢ beda do naprawy ramki odczytu 1 przywrdcenia sygnatu
z6ttej fluorescencji w obserwowanych komorkach. Opisywany test prowadzony byt
z zastosowaniem liSci pozyskiwanych z siewek jeczmienia. Obserwacje fluorescencji
prowadzone byty 48h po wstrzeliwaniu, z zastosowaniem mikroskopu konfokalnego.

Na podstawie zebranych obserwacji mozliwe byto stwierdzenie, ze przy zastosowaniu
wyzej opisanej metody, obydwa badane kompleksy gRNA/Cas9 wykazujg aktywnos¢ wobec

swoich sekwencji docelowych. Zastosowanie gRNA-ABA/1/364 pozwolito na przywrocenie

10



Opracowanie systemu oceny efektywnosci kompleksow nukleazy Cas9, na przyktadzie kierunkowej mutagenezy genu...

ramki odczytu u S$rednio 5,6% obserwowanych komorek, natomiast gRNA-ABA/2/323
przywrocito ramke odczytu u $rednio 24,3% komorek.

Po uzyskaniu pozytywnych wynikow na wczesniej opisanych etapach analizy,
postanowiono przeprowadzi¢ ocene¢ efektywnosci ocenianych kompleksow w systemie
transfekcji protoplastow pszenzyta. Zastosowana zostata metoda oparta o dostarczanie DNA
plazmidowego do komorek roslinnych poprzez inkubacje z glikolem polietylenowym (PEG
4000). Metoda ta stosowana byla wczesniej u rzodkiewnika i traw, ale dla zastosowania
w pszenzycie, wymagata starannej optymalizacji polegajagcej na doborze odpowiednich ilo$ci
komorek 1 plazmidu do transfekcji. Efektywno$¢ kierunkowej mutagenezy wizualizowano
na dwa sposoby. Po pierwsze, zastosowano stosunkowo tanig metod¢ polegajaca na trawieniu
uzyskanych produktéw PCR z zastosowaniem wrazliwej na niedopasowania DNA (mismatch)
endonukleazy T7E1. W  drugiej kolejnosci  zastosowano  wysokoprzepustowe
sekwencjonowanie amplikondw, co poza informacja ilosciowa na temat aktywnosci badanych
gRNA, pozwolito takze oceni¢ charakter generowanych mutacji.

Poréwnujac wyniki z testu T7E1 oraz sekwencjonowania, zauwazyé mozna,
ze pierwsza z metod zauwazalnie zaniza szacowang efektywno$¢ badanych kompleksow.
Wytlumaczy¢ to mozna faktem, ze nukleaza T7E1 jest niewydajna przy rozcinaniu dupleksow
DNA zawierajacych bardzo krotkie, zwlaszcza jednonukleotydowe, niedopasowania (Vouillot
i in., 2015). Jednoczes$nie, przy zastosowaniu dodatkowej egzonukleazy TREX2 (three prime
exonuclease 2), obydwie metody wizualizacji wynikow daty bardziej zblizone. Zastosowanie
TREX2 nie tylko wyraznie podniosto efektywnos¢, ale takze przesungto charakter
generowanych mutacji w kierunku wigkszych delecji. Wigksze delecje sg natomiast fatwiejsze
do wykrycia w tescie T7E1, co samo w sobie stanowi interesujace rozwini¢cie metody opartej
o transfekcje protoplastow, pozwalajac na wykonywanie szybkich i tanich testow aktywnosci
gRNA.

Istotna obserwacja, jaka poczyniono na podstawie doswiadczenia z transfekcja
protoplastoéw pszenzyta, to brak istotnych roznic w efektywnos$ci kierunkowej mutagenezy

na poszczeg6lnych sub-genomach pszenzyta.
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Publikacja 2:

Michalski, K.; Zigbska, P.; Sowa, S.; Zimny, J.; Linkiewicz, A.M. Evaluation of
CRISPR/Cas9 Constructs in Wheat Cell Suspension Cultures. Int. J. Mol. Sci. 2023, 24,
2162. https://doi.org/10.3390/ijms24032162

W drugiej publikacji, przedstawiono wstepne prace nad autorskim systemem oceny
efektywnosci gRNA. Przyjeto zatozenie, ze rozwijany model bedzie oparty o transformacje
komorek roslinnych z uzyciem Agrobacterium — tak jak ma to miejsce przy stabilnej
transformacji niedojrzalych zarodkoéw zboz. Ponadto, w przeciwienstwie do przejsciowej
ekspresji w lisciach i protoplastach, model bazowat na wykorzystaniu aktywnie dzielacych si¢
komorek. Do prac przedstawionych w opisywanej publikacji postanowiono zastosowac stabilne
zawiesiny komodrkowe, wyprowadzone z kalusa uzyskanego w kulturze izolowanych pylnikéw.
Poniewaz proby uzyskania zawiesiny z pszenzyta cv. Bogo zakonczyly si¢ niepowodzeniem,
badania przeprowadzono na spokrewnionym gatunku, tj. pszenicy zwyczajnej cv. Svilena.

W pracy zastosowano gRNA opisywane uprzednio w Publikacji 1. Obydwie sekwencje
byly w pelni komplementarne trzech homeoalleli 7aABA8’OH-1. Zastosowano wersj¢
wektorow wzbogacong o TREX2. Dla wizualizacji wynikow postanowiono wykorzystac¢
kolejng prosta 1 stosunkowo tanig metode. Podobnie jak przy ocenie aktywnosci
w protoplastach pszenzyta, regiony podlegajace kierunkowej mutagenezie poddawano
amplifikacji PCR. Jednakze, tym razem zamiast starteréw uniwersalnych, zastosowano startery
pozwalajace na specyficzng amplifikacje wybranego sub-genomu. Specyficzna amplifikacja
mozliwa byta dzigki niewielkim réznicom w sekwencjach poszczegdlnych homeoalleli.
Amplikony poddano nastepnie sekwencjonowaniu typu Sanger, a uzyskane chromatogramy
przeanalizowano bioinformatycznie z uzyciem narzedzia TIDE (Brinkman i in., 2014).
Wszystkie zastosowane warianty plazmidéw pozwolity na wygenerowanie kierunkowych
mutacji w genomie badanych linii komérkowych pszenicy.

Najwazniejsza, a za razem oczekiwana obserwacja, jakg poczyniono przy realizacji tego
doswiadczenia, to wystapienie zauwazalnych réznic w wydajnoSci mutagenezy
na poszczeg6lnych sub-genomach pszenicy. Réznice te sa najbardziej oczywiste dla gRNA-
ABA/2/323, ktore nie wykazato Zzadnej aktywnos$ci wzgledem homeoallelu z sub-genomu B
oraz wykazato wyraznie nizszg aktywno$¢ wzgledem sub-genomu D, niz sub-genomu A.
Kierunkowe zmiany generowane przez gRNA-ABA/1/364, mimo iz bardziej powtarzalne,

w pojedynczych przypadkach cechowaly si¢ nizszg frekwencja na sub-genomach B i D.
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Publikacja 3:

Cardi T., Murovec J, Bakhsh A, Boniecka J, Bruegmann T, Bull SE, Eeckhaut T, Fladung M,
Galovic V, Linkiewicz A, Lukan T, Mafra I, Michalski K, Kavas M, Nicolia A, Nowakowska
J, Sagi L, Sarmiento C, Yildirnm K, Zlatkovi¢ M, Hensel G, Van Laere K. CRISPR/Cas-
mediated plant genome editing: outstanding challenges a decade after implementation.
Trends in Plant Science 2023, S1360138523001644, doi:10.1016/j.tplants.2023.05.012.

Trzecia publikacja wchodzaca w sktad niniejszej rozprawy jest praca przegladowsa
napisang we wspotpracy ze znamienitymi ekspertami, specjalizujagcymi si¢ w zastosowaniu
technologii opartych o kompleksy nukleazy Cas9 w biotechnologii roslin. Praca powstata jako
zwienczenie dekady badan nad zastosowaniem tej technologii u wielu gatunkow i sg w niej
opisane problemy, ktore nadal czekaja na rozwigzania. System CRISPR/Cas okazat
si¢ skuteczny w wywolywaniu mutacji kierunkowych u wielu organizmow, istnieje jednak
wiele waskich gardet, ktore spowalniajg jego szerokie wykorzystanie, szczegdlnie w przypadku
zb0z.

W publikacji opisano m.in. wyzwania, z ktorymi zetkni¢to si¢ podczas prac
z pszenzytem i pszenica, a ktore wystapi¢ moga podczas doswiadczen in vitro, transformacji,
regeneracji 1 wykrywania mutantow. Podrozdzialy Publikacji 3 bezposrednio wchodzace
w sktad niniejszej rozprawy to ,, Testing functionality and efficiency of editing constructs” oraz
”Advanced CRISPR/Cas variants” wraz z szerokim przegladem technik zawartym w Tabeli 2.

Podrozdziat ,,Testing functionality and efficiency of editing constructs” stanowi
syntetyczny przeglad technik stosowanych do oceny aktywnosci komplekséw gRNA/Cas9 oraz
nakierowuje, potencjalnie szerokie grono odbiorcéw artykulu, na mozliwos$¢ zastosowania
zawiesiny komorkowej jako modelu badawczego w tego typu analizach. ”Advanced
CRISPR/Cas variants” przybliza natomiast caty wachlarz nowej generacji narzedzi opartych
o biatka z rodziny Cas, takie jak edytory zasad (Base Editing) lub prime-edytory (Prime
Editing). Opisywane warianty biatek Cas pozwalaja na tatwiejsze generowanie kierunkowych
zmian sekwencji o pozadanym charakterze, a takze na uniknigcie ograniczen zwigzanych

z kanonicznym dla SpCas9 motywem PAM (5°-NGG-3).
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Podsumowanie uzyskanych wynikéw

Analiza obserwacji zebranych w Publikacji 1 oraz przeglad literatury, pozwolily
na identyfikacje¢ trzech zasadniczych r6znic pomi¢dzy warunkami in vitro oraz in planta, ktore
postuzyty za punkt wyjscia dla prac przedstawionych w Publikacji 2. Po pierwsze (1), zaréwno
mikrowstrzeliwanie, jak i transfekcja protoplastow, wprowadzaja do badanych komorek liczne
kopie plazmidu (Freeman i in., 1984) kodujacego gRNA i Cas9, prowadzac w efekcie
do krétkotrwatej, bardzo wysokiej ekspresji kompleksow nukleazowych. Ten swoisty ,,efekt
dawki” nie wystepuje natomiast przy transformacji opartej o Agrobacterium, kiedy do komorki
trafia mniej kopii transgenu, a integracji z genomem ulega zazwyczaj tylko jedna
(Vaghchhipawala i in., 2018). W dalszej kolejnosci (2), zauwazy¢ mozna, ze komorki
stosowane w opisywanych testach in vitro, tj. komorki mezofilowe oraz izolowane z lici
protoplasty, pochodzg z innego rodzaju tkanki niz komorki kalusa uzyskane z niedojrzatego
zarodka, jakie stosuje si¢ do stabilnej transformacji zbdz. Spodziewac si¢ nalezy, ze tak rézne
komorki, wykazywa¢ beda odmienne profile upakowania chromatyny, a jak wiadomo
z doniesien literaturowych, stan kondensacji chromatyny moze wplywa¢ na wydajnosé
kierunkowej mutagenezy (Weiss i in., 2022). Ostatecznie (3), komorki stosowane w testach
in vitro nie byly zdolne do podziatow, a co za tym idzie wykazywaly si¢ odmienng aktywnoscia
systemow naprawy DNA. Wiadomo, ze w komorkach niedzielgcych si¢, dwuniciowe pgknigcia
DNA naprawiane s3 gltownie na drodze taczenia niehomologicznych koncow (NHEJ),
co prowadzi do duzej czestotliwos$ci zmian mutacyjnych. Komorki dzielace si¢, wchodzac
w faze S i G2 cyklu komérkowego, zdolne sg natomiast do naprawy dwuniciowych peknigé
na drodze rekombinacji homologicznej (lyamai i Wilson, 2013).

Aby ograniczy¢ wpltyw opisanych zjawisk, w Publikacji 2 zastosowano zawiesing
komorkowa jako system do oceny konstruktow gRNA/Cas9. Wykorzystano metodg
dostarczania plazmidu z uzyciem Agrobacterium (1). Dodatkowo, zatozono, ze komorki
zawiesiny, jako dzielacy (3) si¢ kalus, powinny charakteryzowac¢ si¢ profilem kondensacji
chromatyny, zblizonym do tego w kalusujacych zarodkach zboz (2).

Publikacja 3 zawiera elementy podsumowujace dwie wcze$niejsze prace i przybliza
koncepcje oceny gRNA w systemie zawiesinowym szerszemu gronu odbiorcow. Praca
ta zawiera przeglad technik dostarczania kompleksow Cas9 do komorek roslinnych, a takze

szerokie zestawienie narzedzi opartych o modyfikowane warianty Cas9.
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WhioskKi

Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, ze:

Wszystkie zastosowane testy in vitro pozwolity na potwierdzenie przydatnosci

badanych gRNA do kierunkowej mutagenezy sekwencji ABA8 OH-1 pszenzyta.

Frekwencja kierunkowych mutacji wywolywanych przez dany kompleks
gRNA/Cas9 w obrebie sub-genoméw badanych gatunkéw zalezny
od zastosowanej metody transfekcji/transformacji oraz typu komorek

poddawanych manipulacji

i. System oceny gRNA oparty o zawiesiny komorkowe, w przeciwienstwie
do transfekcji protoplastoéw, umozliwia ustalenie réznic w efektywnosci

kompleksow gRNA/Cas9 wzgledem poszczegdlnych sub-genomow.

Wzbogacenie konstruktow kodujacych gRNA/Cas9 o egzonukleaze TREX2
zwicksza efektywnos¢ kierunkowej mutagenezy oraz dtugos¢ delecji

generowanych w protoplastach pszenzyta.

Metoda wizualizacji kierunkowej mutagenezy oparta o trawienie endonukleaza
T7E1 prowadzi do zanizenia obserwowanych frekwencji mutacji kierunkowych.

Zastosowanie konstruktow z nukleazg TREX2 pozwala rozwigzac ten problem.

Postawiona hipoteza badawcza zostala potwierdzona.
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