4-1-03-4-01:,,0pracowanie i wykorzystanie metod biotechnologicznych do skrécenia cyklu
hodowlanego pszenzyta oraz do poprawy efektywnosci selekcji —miejscowo-specyficzna
mutageneza z wykorzystaniem miejscowo-specyficznych nukleaz” (dr Anna Linkiewicz).

Cele zadania:

Zadanie obejmowato 3 tematy:

1)  Opracowanie konstruktow genowych do wprowadzenia mutacji w genach zwigzanych z porastaniem u
pszenzyta. Cel tematu: Zaprojektowanie i wykonanie konstruktow genowych do edytowania genow PDF1 i
CYP707A u pszenzyta.

2) Ocena funkcjonalnosci konstruktow nukleaz. Cel tematu: Sprawdzenie poprawnosci zaprojektowania i
wykonania oraz ocena funkcjonalno$ci konstruktow nukleaz.

3)  Uprawa roslin pszenzyta, optymalizacja transformacji roslin oraz metody regeneracji in vitro. Cel
tematu: Uzyskanie odpowiedniego materiatu do transformacji pszenzyta, zastosowanie metody transformacji
in vitro roslin pszenzyta wykonanymi konstruktami oraz regeneracja ro$lin TO.

Whyniki i dyskusja: Ad 1). Prace obejmowaty zaprojektowanie i wykonanie konstruktow genetycznych do
indukowania mutacji w genomie pszenzyta przy wykorzystaniu miejscowo-specyficznych nukleaz
Crispr/Cas9. Do wprowadzenia mutacji wytypowano rejony 1 i 2 eksonu w sekwencji homologow genow
PDF1 i CYP707A. Zaprojektowano i skonstruowano 6 konstruktow do edycji sekwencji w/w gendéw. Zadna z
wybranych sekwencji sgRNA nie charakteryzuje si¢ mozliwo$cig pelnego wigzania do innych loci niz
zamierzone w subgenomach pszenzyta, na podstawie analiz in silico, co wskazuje na niskie ryzyko wystapienia
mutacji typu off-target po wprowadzeniu zaprojektowanych konstruktéw do komorek rosliny. Analiza
przygotowanych konstruktow poprzez trawienie restrykcyjne oraz poprzez sekwencjonowanie potwierdzita
poprawno$¢ klonowania i sktad sekwencji kodujacych.

Whyniki i dyskusja: Ad 2). Przej$ciowa ekspresja konstruktu w wyniku transfekcji protoplastow stanowi metode
stosowang do testowania konstruktow wykorzystywanych do mutagenezy miejscowo-specyficznej w
roslinach. Po uzyskaniu 30-40% transfekcji protoplastow wytworzone konstrukty byly sprawdzane poprzez
ich ekspresje przejéciowg w protoplastach izolowanych z 4-7 dniowych siewek pszenzyta odm. Bogo.
Wytworzone w temacie nr 1 konstrukty zawierajace sgRNA3 dla genu CYP707A i sgRNAS dla genu PDF1
zostaly wykorzystane do przetestowania mozliwo$ci wprowadzania zmian w protoplastach przy uzyciu
transfekcji z PEG. Obecny w konstrukcie gen markerowy GFP umozliwit oceng wydajnosci transfekcji.
Analizy na poziomie DNA potwierdzity wystgpienie zmian typu delecje/insercje w przewidywanych
regionach genow CYP707A i PDF1 u pszenzyta. Wykonano analizy prowadzace do allelo-specyficznej
amplifikacji PCR dla poszczegolnych genomow czastkowych A, B i R dla sekwencji poddanych mutagenezie.

Whyniki i dyskusja: Ad 3). Sprawdzone w temacie 2 konstrukty genowe po przeklonowaniu do szczepu AGL1
zostaly uzyte do transformacji niedojrzalych zarodkow pszenzyta z zastosowaniem A. tumefaciens.
Zastosowano metodg transformacji zarodkow i regeneracji roslin in vitro zgodnie z procedurami opisanymi w
Oleszczuk i in. 2004, z modyfikacjami wiasnymi. Przeprowadzono 3 niezalezne eksperymenty transformacji
w odstepach kilkudniowych. W wyniku prowadzonej selekcji i regeneracji otrzymano 10 linii TO pszenzyta,
ktére wykazaty in vitro odporno$é na czynnik selekcyjny fosfinotrycyne.

1. Podsumowanie i wnioski:
Cele wszystkich zadan zostaly osiagniete i zrealizowane w 100%. Zaprojektowano i wykonano konstrukty

genowe do edytowania genow PDF1 i CYP707A u pszenzyta. Przeprowadzono oceng funkcjonalnosci
konstruktow nukleaz w systemie ekspresji przej$ciowej w protoplastach pszenzyta. Uzyskano materiat do
transformacji stalej pszenzyta, a zastosowana metoda transformacji zarodkow doprowadzita do uzyskania 10
linii TO pszenzyta opornych na fosfinotrycyne.



Krotka informacja o wynikach wspolpracy naukowo-technicznej krajowej i z zagranicq (przy wspélpracy z
zagranicq podac kraj, firme, temat).

Wspotpraca z Leibniz Institute of Plant Genetics and Crop Plant Research (IPK)?, Gatersleben, Germany
przy ocenie konstruktow do trasformac;ji.



