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Wprowadzenie

Nowe Techniki Genomowe (ang. New Genomic Techniques, NGT), w tym technologia

CRISPR/Cas, zrewolucjonizowaly mozliwosci precyzyjnej edycji genomu, znajdujac szero-

kie zastosowanie w biologii molekularnej, medycynie oraz rolnictwie. Obecnie narzedzia

te sa wykorzystywane do modyfikacji genetycznych réznych organizmoéw, w tym roslin
uzytkowych, co umozliwia prowadzenie badan nad funkcjami genéw oraz doskonalenie
cech uzytkowych.

Pomimo ogromnego postepu technologicznego, wcigz istotnym wyzwaniem pozostaje
zwigkszenie efektywnosci i precyzji edycji, minimalizacja efektow ubocznych oraz rozwdj
metod dostarczania komponentéw CRISPR/Cas do komérek docelowych. Réwnocze$nie
trwaja prace nad eliminacjg barier legislacyjnych i regulacyjnych zwiazanych z komercyjnym
zastosowaniem tej technologii.

Celem niniejszej konferengji jest:

1. omowienie aktualnych aspektéw prawnych i technologicznych zwigzanych z nowymi
technikami genomowymi oraz przedstawienie kierunkéw badan podstawowych i wdro-
zeniowych realizowanych w Polsce,

2. stworzenie platformy do nawigzywania wspotpracy miedzy jednostkami badawczymi,
uczelniami, a takze przedstawicielami spotek hodowlanych i przemystu biotechnolo-
gicznego,

3. wspieranie innowacyjnosci oraz promowanie nowych technologii w celu tworzenia stra-
tegii dla rozwoju nauki i technologii w Polsce oraz budowania konkurencyjnosci kraju
na arenie miedzynarodowe;.

Program konferencji obejmie 4 sesje organizowane i prowadzone przez cztonkéw Komi-
tetu Biotechnologii i Komitetu Nauk Agronomicznych PAN. Zostang omdwione: aspekty
spoleczno - prawne, kierunki rozwoju technologii NGT w tym jej przydatno$¢ w gospodarce
i hodowli roslin oraz stopien zaawansowania tych badan w Polsce - od adaptacji technologii
do pierwszych osiagnig¢¢. Zaplanowany jest panel dyskusyjny z udzialem przedstawicieli
nauki, NCBR, NCN, ministerstw (MRiRW, MNiSW), przedstawicieli spétek hodowlanych
oraz przemystu. Bedzie dotyczyt kierunkéw rozwoju badan podstawowych i wdrozeniowych.

Konferencja skierowana jest do naukowcow reprezentujacych Komitety Polskiej Akade-
mii Nauk oraz inne jednostki naukowe, takie jak uczelnie i instytuty badawcze, do przed-
stawicieli ministerstw (MRiRW, MNiSW) oraz instytucji finansujgcych badania (NCN,
NCBR), a takze do hodowcow i przedstawicieli przemystu rolno-spozywczego, w tym spétek
hodowlanych oraz firm biotechnologicznych. Obrady beda réwniez transmitowane on-line,
co umozliwi udziat szerokiemu gronu zainteresowanych mlodych naukowcow.

ﬁmv\o\ Nodee. —O«mfn

prof. dr hab. Anna Nadolska-Orczyk
Przewodniczaca Komitetu Organizacyjnego
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Program konferenciji

7 KWIETNIA 2025

10:00—10:45  rejestracja uczestnikow, powitalny poczestunek
10:45—11:00  rozpoczecie konferencji i przywitanie uczestnikow

11:00—13:00 SESJA 1
ASPEKTY SPOLECZNO-PRAWNE

Prowadzacy: prof. dr hab. Tomasz TWARDOWSKI — KB PAN
prof. dr hab. Pawet KRAJEWSKI — KNA PAN

11:00—-11:30 dr Oana DIMA
Dyrektor Wykonawczy EU-SAGE
VIB-UGent Center for Plant Systems Biology, Uniwersytet Gent, Belgium

Rola naukowcow zrzeszonych w EU-SAGE (European Sustainable Agriculture
through Genome Editing] we wdraZaniu regulacji dotyczacych nowych technik
genomowych w hodowli roslin w Europie. Baza roslin uzyskanych technologiami
NGT dostepna na stronie EU-SAGE

11:30—12:00 Matgorzata WOZNIAK
Naczelnik Wydziatu Bezpieczenstwa Biatkowego i Roslinnych Zasohdw Genowych
Ministerstwo Rolnictwa i Rozwoju Wsi, Departament Hodowli i Ochrony Roslin

Nowe techniki genomowe z perspektywy przepisow UE

12:00—12:20  prof. dr hab. Pawet KRAJEWSKI
Instytut Genetyki Roslin Polskiej Akademii Nauk

Uwagi o metodach obliczeniowych i zarzadzaniu danymi dla nowych technik
genomowych

12:30—12:45  dr Karol MARCINIAK
Prezes PIN i HR Smolice
Polska Izba Nasienna i Hodowla Roslin Smolice Sp. z 0.0. Grupa IHAR

NGT - nadzieje i obawy z punktu widzenia hodowli roslin

12:45—13:00 dr Tomasz ZIMNY
Prawnik
Instytut Nauk Prawnych Polskiej Akademii Nauk
Rosliny NGT w swietle przepisow o GMO, zagadnienia zwigzane z regulacjg
i prawem patentowym

13:00—14:00  Przerwa na lunch

Warszawa, 7-8 kwietnia 2025
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14:00—16:00

SESJA 2
KIERUNKI ROZWOJU TECHNOLOGII NGT | PRZYDATNOSC
W GOSPODARCE | HODOWLI ROSLIN (TECHNOLOGIE, GENY, CECHY)

Prowadzacy: prof. dr hab. Arkadiusz KOSMALA — KNA PAN
prof. dr hab. Rafat BARANSKI — KB i KNA PAN

14:00—-14:30

prof. dr hab. Wactaw ORCZYK
Zaktad Genomiki Funkcjonalnej, Instytut Hodowli i Aklimatyzacji Roslin
— Panstwowy Instytut Badawczy

Technologia GRISPR/Cas stan obecny i perspektywy rozwoju

14:30—15:00

prof. dr hab. Dariusz GRZEBELUS
Katedra Biologii Roslin i Biotechnologii Wydziat Biotechnologii i Ogrodnictwa
Uniwersytet Rolniczy w Krakowie

lgly w stogu siana, czyli jak wytypowac geny do edycji

15:00—15:30

prof. dr hab. Rafat BARANSKI
Katedra Biologii Roslin i Biotechnologii, Wydziat Biotechnologii i Ogrodnictwa,
Uniwersytet Rolniczy w Krakowie

Odmiany roslin NGT dopuszczone do uprawy

16:30—16:00

dr hab. Magdalena ZUK, prof. UWR

Zaktad Biochemii Genetycznej, Wydziat Biotechnologii, Uniwersytet Wroctawski

Wykorzystanie technologii OLIGO do indukcji ukierunkowanych zmian
epigenetycznych w genomie roslinnym

8 KWIETNIA 2025

9:00—-11:30

SESJA 3
ZAAWANSOWANIE BADAN W POLSCE — OD ADAPTACJI TECHNOLOGII
DO PIERWSZYCH OSIAGNIEC

Prowadzacy: prof. dr hab. Anna NADOLSKA-ORCZYK — KB i KNA PAN
prof. dr hab. Dariusz GRZEBELUS — KNA PAN

9:00—9:30

prof. dr hab. Anna NADOLSKA-ORCZYK
Zaktad Genomiki Funkcjonalnej, Instytut Hodowli i Aklimatyzacji Roslin
— Panstwowy Instytut Badawczy

Edycja genomu zhoz (jeczmien, pszenica, pszenzyto) z wykorzystaniem

CRISPR/Cas9 - hadania Zakfadu Genomiki Funkcjonalnej na rzecz
ulepszania cech agronomicznych

Warszawa, 7-8 kwietnia 2025
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9:30—10:00

dr Artur PINSKI
Instytut Biologii, Biotechnologii i Ochrony Srodowiska, Wydziat Nauk Przyrodniczych,
Uniwersytet Slaski w Katowicach

Edycja genomu w gryce: duZa roslina - duze mozZliwosci

10:00—-10:30

prof. dr hab. Arkadiusz KOSMALA
Instytut Genetyki Roslin PAN

Zastosowanie CRISPR/Cas9 do edycji genomu rzepaku, ziemniaka i traw - analizy
funkcji wybranych genow prowadzone w IGR PAN

10:30—11:00

Przerwa kawowa

11:00—-11:20

dr Yuliya KLOC
Zaktad Genomiki Funkcjonalnej, Instytut Hodowli i Aklimatyzacji Roslin
— Panstwowy Instytut Badawczy

Zastosowanie CRISPR/Cas9 w edycji regulatorow szlaku sygnatowego
brasinosteroidow u jeczmienia w celu zwigkszenia odpornosci na stresy
sradowiskowe

11:20—-11:40

prof. dr hab. Wactaw ORCZYK
Zaktad Genomiki Funkcjonalnej, Instytut Hodowli i Aklimatyzacji Roslin
— Panstwowy Instytut Badawczy

Edytowanie genow elF4E jeczmienia w celu uzyskania roslin o podniesionej
odpornosci na wirusy

11:40—-12:00

dr hab. Magdalena KLIMEK-CHODACKA, prof. URK
Katedra Biologii Roslin i Biotechnologii, Wydziat Biotechnologii i Ogrodnictwa,
Uniwersytet Rolniczy w Krakowie

Edycja (knockout) gendw marchwi - uktad modelowy i hadanie funkcji gendw

12:00—13:30

PANEL DYSKUSYJNY

Prowadzaca: prof. dr hab. Ewa tOJKOWSKA — KB PAN,
przedstawiciele nauki, NCN, NCBiR, MRiRW, MNiSW,
przedstawiciele Spotek Hodowlanych, Polskiej Izby Nasiennej (PIN),
Krajowej Grupy Spozywczej (KGS)

13:30

ZAKONCZENIE KONFERENCJI

13:30—14:30

Obiad

Warszawa, 7-8 kwietnia 2025
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Streszczenia

Rola naukowcow zrzeszonych w EU-SAGE (European Sustainable
Agriculture through Genome Editing) we wdrazaniu regulacii
dotyczacych nowych technik genomowych w hodowli roslin

w Europie. Baza roslin uzyskanych technologiami NGT
dostepna na stronie EU-SAGE

Oana DIMA
VIB-UGent Center for Plant Systems Biology, Uniwersytet Gent, Belgium

e-mail: oana.dima@vib.be

Czy wiesz, ze istnieje juz ponad 950 aplikacji metod precyzyjnej hodowli roslin takich jak
edycja genomo6w roélin uprawnych, opublikowanych w literaturze naukowej? Komisja
Europejska stwierdza jednak, ze wszystkie organizmy powstale w wyniku nowych technik
genomowych (NGT) wchodzg w zakres prawodawstwa UE dotyczacego organizméw zmo-
dyfikowanych genetycznie (GMO). W konsekwencji uprawa ze zmiang genetyczng powstala
w wyniku konwencjonalnej techniki mutagenezy jest wytaczona z zakresu przepiséw dyrek-
tywy GMO, podczas gdy uprawa z tg samg zmiang genetyczng uzyskang w wyniku zasto-
sowania nowych technik genomowych podlega dyrektywie GMO, co ogranicza potencjal
edycji genomow dla rozwoju ulepszonych odmian roslin w Europie.

W 2023 roku Komisja Europejska wydala projekt rozporzadzenia, dotyczacy regula-
¢ji wykorzystania odmian wyhodowanych przy uzyciu nowych technik genomowych, aby
umozliwi¢ wykorzystanie potencjalu edycji genomu w celu ulepszenia upraw i przyczynie-
nia si¢ do rozwoju zréwnowazonych systemow zywno$ciowych. Wniosek prawny Komisji
dotyczacy NGT moze mie¢ znaczacy wplyw na europejski sektor badan i hodowli roslin,
rolnikéw oraz firmy nasienne. UE znajduje sie obecnie w krytycznym momencie, zwigza-
nym z konieczno$cig okreslenia jakie innowacyjne technologie beda dostepne, aby poméc
rolnikom sprosta¢ wyzwaniom zwigzanym ze zmiang klimatu, wzmocni¢ dziatania na rzecz
zréwnowazonego rozwoju i chroni¢ réznorodnoé¢ biologiczna, nie pozostawiajac nikogo
w tyle. Nadchodzace decyzje polityczne w Europie okresla, w jaki sposéb edycja genoméw
w hodowli roélin moze przyczyni¢ si¢ do przejécia na ekologiczng gospodarke.

W moim wystapieniu przedstawie prace stowarzyszenia EU-SAGE, zrzeszajacego czton-
koéw ponad 150 europejskich instytucji zajmujacych si¢ prowadzeniem badan z wykorzysta-
niem roélin na rzecz wprowadzenia legislacji umozliwiajacej wykorzystanie nowych technik
genomowych w europejskim zréwnowazonym rolnictwie.

Warszawa, 7-8 kwietnia 2025
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Nowe techniki genomowe z perspektywy przepisow UE

Matgorzata WOZNIAK
Ministerstwo Rolnictwa i Rozwoju Wsi

e-mail: malgorzata. Wozniak@minrol.gov.pl

5 lipca 2023 roku Komisja Europejska przyjeta projekt rozporzadzenia Parlamentu Europej-
skiego i Rady w sprawie roslin otrzymanych z wykorzystaniem niektérych Nowych Technik
Genomowych (NGT) oraz pochodzacych z nich zywnoéci i pasz, a takze zmieniajacego roz-
porzadzenie UE 2017/625. Projekt dotyczy wylacznie roslin i obejmuje dwie nowe techniki
genomowe: ukierunkowang mutageneze i cisgeneze. Unijne rozporzadzenie zaklada podzial
na dwie kategorie roslin w zaleznosci od liczby modyfikacji wprowadzonych w DNA roéliny.
Kategoria NGT 1z maksymalnie 20 zmianami i kategoria NGT 2 - powyzej 20 zmian. Kate-
goria NGT 1 zostata uznana jako réownowazna ro§linom konwencjonalnym a kategoria NGT
2 traktowana jest jak GMO, ale z niewielkimi ztagodzeniami. Projekt przygotowany przez
Komisje Europejska, zgodnie z obowigzujacymi procedurami wspotdecydowania w procesie
stanowienia prawa, zostal przekazany do oceny Rady i Parlamentu Europejskiego. Praca
w Radzie rozpoczela sie podczas prezydencji hiszpanskiej w lipcu 2023 a nastepnie w roku
2024 byla kontynuowana przez prezydencje belgijska i wegierska. Obecnie prace nad nim
prowadzi prezydencja polska.

Panstwa czlonkowskie z zainteresowaniem przyjely projekt przedstawiony przez Komisje
Europejskg. W zaproponowanych przepisach dostrzegty potencjalny wktad NGT w reali-
zacje celow zréwnowazonego rozwoju Europejskiego Zielonego Ladu i strategii ,,od pola
do stotu”. Niemniej jednak w prowadzonej dyskusji podniesiono wiele obaw dotyczacych
bezpieczenstwa NGT 1 dla ludzi, zwierzat i Srodowiska, braku transparentnoéci wynikajacego
ze zniesieniem obowiazku znakowania zywnosci i pasz pochodzacych z roslin NGT 1, czy
braku przepisu umozliwiajacego panstwom cztonkowskim zakazanie uprawy roslin NGT
na ich terytorium. Istotnym elementem dyskusji byta potrzeba zapewnienia konkurencyjno-
$ci malym i §rednim firmom hodowlanym w obliczu zagrozen wynikajacych z mozliwosci
pojawienia si¢ na rynku unijnym duzej liczby opatentowanych odmian.

W trakcie prezydencji hiszpanskiej, belgijskiej i wegierskiej do projektu zaproponowano
wiele zmian, w tym np. mozliwo$¢ zakazywania uprawy roslin NGT kategorii 2 przez pan-
stwa czlonkowskie, Parlament Europejski jako jedna z wazniejszych poprawek zaproponowal
zakaz patentowania roélin NGT. Polska prezydencja od poczatku ktadzie nacisk na sprawy
patentowania roélin NGT i przejrzysto$¢ informacji patentowej, co ma ogromne znaczenie
dla firm hodowlanych, Prezydencja uwaza za konieczne przeprowadzenie analizy wplywu
patentow, ktérych wladcicielami sa gtéwnie duze koncerny nasienne, na caly europejski
sektor hodowli roélin. Polska dazy do zakonczenia pracy w Radzie i przejscia do kolejnego
etapu prac nad projektem czyli trilogéw miedzy Rada, Komisja i Parlamentem Europejskim.
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Uwagi o metodach obliczeniowych i zarzadzaniu danymi
dla nowych technik genomowych

Pawet KRAJEWSKI
Instytut Genetyki Roslin Polskiej Akademii Nauk

e-mail: pkra@igr.poznan.pl

Wspdlczesne badania naukowe dotyczace roélin korzystajg z danych uzyskiwanych réznymi
metodami pomiarowymi, w réznego typu do$wiadczeniach i opisujacych wiele réznych wta-
snoéci badanych obiektow. Prawidtowa integracja tych danych i wspolna analiza zmierzajaca
do uzyskania nowej wiedzy jest wyzwaniem, z ktérym zmaga si¢ obecnie wiele zespolow
badawczych. Postawiony cel moze by¢ zrealizowany poprzez dazenie do takiego opisywania
i utrwalania danych, ktére zapewnia ich wyszukiwalnoé¢, dostepnoé¢, interoperacyjnoéé
i mozliwo$¢ wielokrotnego wykorzystania — zgodnie z zasadami FAIR. Niektére rozwigzania
i metody stuzace do dobrego zarzadzania danymi o roélinach to: rekomendacje dotyczace
prawidtowego opisywania danych, protokoly wymiany danych oraz przedsiewzigcia zmie-
rzajace do polaczenia danych znajdujacych si¢ w réznych, niekoniecznie kompatybilnych
zasobach. Implementacja takich rozwiazan w istniejacych lub tworzonych obecnie bazach
danych jest warunkiem koniecznym uzytecznosci tych baz dla badan naukowych i zastoso-
wan praktycznych, w szczegélnosci — dla rozwigzywania zagadnien zwigzanych z nowymi
technikami genomowymi (NGT). W tym obszarze, wazne bedzie przechowywanie i prze-
twarzanie danych wykorzystywanych m.in. do: optymalizacji protokotéw NGT, oceny aso-
cjacji pomiedzy genotypem i fenotypem roélin, opisywania produktéw NGT, oceny kreacji
roélinnych pod wzgledem kryteriéw zgodnosci z tradycyjnymi metodami hodowlanymi
i monitorowania procesu wdrazania NGT. Pewne rozwiazania w tym zakresie mozna suge-
rowa¢, jednak wprowadzenie stabilnych procedur zapewniajacych skuteczne i harmonijne
wspoldzialanie interesariuszy w obszarze NGT wymaga rozwigzan systemowych.
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NGT - nadzieje i obawy z punktu widzenia hodowli roslin

Karol MARCINIAK
Hodowla Roslin Smolice Sp. z 0.0. Grupa IHAR/Polska Izba Nasienna

e-mail: karol.marciniak@hrsmolice.pl

Hodowla roélin w najwigkszym stopniu przyczynia si¢ do wzrostu efektywnosci produk-
¢ji roslinnej. Proces hodowli jest nieustannie modyfikowany poprzez wdrazanie nowych
technik, rozwigzan, metod, narzedzi, ktére pozwalaja na skrocenie cyklu hodowlanego,
wplywaja na bardziej precyzyjna ocen¢ materialu roélinnego oraz pozwalajg wytworzy¢
coraz lepsze odmiany.

Szczegdlna pozycje wiréd najnowszych innowacji stanowig tzw. nowe techniki genomowe
(New Genomic Technics — NGT), zwlaszcza w swej ,,1zejszej” formie NGT1, nie wymagajacej
oceny ryzyka. Szczegélnie zainteresowane uwolnieniem innowacji typu NGT do §rodowiska
sa $wiatowe korporacje biotechnologiczne, ktore przedstawiajg wiele korzystnych przykla-
déw ich zastosowania. Dzigki tym technikom majg zmniejszy¢ si¢ negatywne skutki zmian
klimatu, maja by¢ wprowadzone nowe cechy uzytkowe i jakosciowe, ma nie zabrakna¢ zyw-
noéci dla rosnacej populacji. Wykorzystanie NGT ma pozwoli¢ m.in. na tworzenie odmian
bardziej odpornych na szkodniki, choroby i niekorzystne warunki $rodowiskowe, a wigc
rodliny wymagajace mniej zasobow naturalnych, nawozow i pestycydéw, co ma przyczynié
sie do takze zachowania réznorodnosci biologicznej i korzystniej wplywa¢ na $rodowisko.

Trwajacy proces legislacyjny najprawdopodobniej umozliwi wkrétce dopuszczenie roslin
NGT1 do rynku, jednak bez uwzglednienia wielu obaw ze strony matych i §rednich firm
hodowlanych, zaréwno krajowych jak i europejskich. Podstawowe obawy malych i $red-
nich firm hodowlanych dotycza gléwnie wplywu patentowania na ograniczenie dostepu
do zasobdw genetycznych, niezbednych do tworzenia nowych odmian. Nie jest jasny wptyw
prawa patentowego na wylaczne prawo do odmiany, w szczegélnosci w zakresie przywileju
hodowcy oraz tzw. odstepstwa rolnego. Istnieja tez powazne obawy zwiazane z nieumysl-
nym naruszeniem patentu. Uzyskanie dostepu do opatentowanej innowacji moze by¢ bar-
dzo kosztowne lub niemozliwe co bedzie skutkowa¢ marginalizacjg znaczenia lokalnych
firm hodowlanych i w konsekwencji uzaleznieniem produkcji roslinnej i zywnoséci w Polsce
i Europie od kilku $wiatowych dostawcow nowych technologii.

Jednocze$nie polska hodowla roélin wspiera rozwoj nauki w krajowych instytucjach
naukowych i jest gotowa do wspotuczestniczenia w rozwijaniu technologii NGT w celu
tworzenia nowych, warto$ciowych cech, mogacych mie¢ zastosowanie w hodowli nowych
odmian i w praktyce rolniczej.
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Ros$liny NGT w $wietle przepisow o GMO,
zagadnienia zwigzane z regulacja i prawem patentowym

Tomasz ZIMNY
Instytut Nauk Prawnych PAN

e-mail: tzimny@inp.pan.pl

W wystapieniu przedstawiam stan prac nad przepisami regulujacymi wykorzystanie
nowych technik genomowych w hodowli roslin, ze szczegdlnym uwzglednieniem wplywu
kontrowersji dotyczacych patentowania takich roélin na proponowany ksztalt uregulo-
wan. Dyskusja dotyczaca statusu prawnego organizméw powstalych przy wykorzystaniu
réznego rodzaju nowych technik hodowlanych (tj. czy podlegaja one badz czy powinny
podlegaé regulacjom dotyczacym GMO) toczy si¢ w Unii przynajmniej od roku 2007,
niemniej jednak przez wigkszos$¢ tego czasu nie przynosita ona efektéw w postaci ofi-
cjalnych projektéw zmian w prawie. Sytuacja ta ulegta zmianie w lipcu 2023 roku, wraz
z przedstawieniem przez Komisje Europejska projektu rozporzadzenia w sprawie roslin
powstatych dzieki wykorzystaniu nowych technik genomowych (NGT). Zgodnie z pro-
jektem rozporzadzenia rosliny powstate przy wykorzystaniu NGT maja zosta¢ podzielone
na dwie kategorie. Do pierwszej (NGT-1) majg zosta¢ zaliczane rosliny uznane za réwno-
wazne roslinom uzyskanym dzieki technikom stosowanym w hodowli konwencjonalnej,
do drugiej (NGT-2) pozostale roéliny NGT. Co do zasady do roslin NGT-1 maja nie mie¢
zastosowania restrykcyjne przepisy o GMO, podczas gdy maja one mieé zastosowanie
do rodlin NGT-2 (z pewnymi modyfikacjami).

W toku prac legislacyjnych okazalo sig, ze istotne kontrowersje wzbudza kwestia, ktorej
projekt Komisji w ogdle nie reguluje — kwestia mozliwoéci patentowania roslin NGT oraz
wplywu takich patentéw na mozliwos¢ wykorzystania tych roélin w pracach hodowlanych,
przez podmioty inne niz uprawniony z patentu. Watpliwosci w tym zakresie (réwniez zgla-
szane przez Polske) staly si¢ jedng z gléwnych przyczyn, dla ktérych projekt nie uzyskat
dotychczas akceptacji panistw cztonkowskich. W referacie przedstawie propozycje Parla-
mentu Europejskiego oraz prezydenciji: belgijskiej i polskiej w odniesieniu do kwestii paten-
towania roélin NGT oraz potencjalne konsekwencje przyjecia ktorejs z tych propozycji.
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Technologia CRISPR/Cas stan obecny i perspektywy rozwoju

Wactaw ORCZYK
Instytut Hodowli i Aklimatyzacji Roslin — Pafistwowy Instytut Badawczy, Zaktad Genomiki Funkcjonalnej, Radzikow, Bfonie

e-mail: w.orczyk@ihar.edu.pl

Nowe techniki genomowe (NGT, New Genomic Technigues) to zestaw zaawansowanych
metod modyfikacji genomu, umozliwiajacych precyzyjne zmiany w DNA bez wprowa-
dzania obcego materiatu genetycznego. W hodowli roslin, NGT sg stosowane do poprawy
cech agronomicznych i uzytkowych. Ich zastosowanie pozwala skroci¢ czas oraz obnizy¢
koszty uzyskania odmian, co stanowi istotny postep w poréwnaniu do tradycyjnych metod
hodowlanych. Najwazniejsza technologia edycji genomu jest CRISPR/Cas. Na wykladzie
zostanie omowiony podstawowy, pierwotnie odkryty system CRISPR/Cas9, pozwalajacy
na wprowadzanie mutacji w wybranych regionach genomu, tj. mutageneze miejscowo
specyficzna. Przedstawione zostang kluczowe komponenty tego systemu, mechanizmy
molekularne warunkujace kolejne etapy procesu oraz efekt konicowy, czyli mutacje¢ w zde-
finiowanym miejscu genomu. Oméwione zostang modyfikacje podstawowego systemu
CRISPR/Cas9, rodzaje indukowanych zmian oraz inne zastosowania biotechnologiczne
tej technologii.

Zostanie przedstawiona duza réznorodnoé¢ natywnych systeméw CRISPR/Cas obec-
nych w drobnoustrojach (archeonach i bakteriach). W tej cz¢sci omoéwiona bedzie roz-
norodnos¢ ortologéw biatka Cas9 oraz innych bialek o podobnej funkcjonalnosci, ktoére
zostaly zidentyfikowane i zaadaptowane do edytowania genéw. Omoéwiony zostanie row-
niez schemat wykorzystania strategii edycji genéw w hodowli roélin. Szczegdlna uwaga
zostanie zwrocona na kluczowe czynniki decydujace o skutecznej edycji, takie jak znajo-
mos¢ genetycznych uwarunkowan danej cechy oraz umiejetnosci praktyczne w zakresie
stosowania technologii.

W podsumowaniu podkreslona zostanie rola wlasnosci intelektualnej w komercjalizacji
technologii CRISPR/Cas9 oraz uzyskanych dzieki niej roslin i cech uzytkowych. Istotnym
aspektem bedzie dostepnos¢ licencji na CRISPR/Cas dla malych i $rednich firm hodowlano-
-nasiennych, co moze wplyna¢ na dynamike innowacji w tym sektorze. Obecnie ksztalto-
wane regulacje prawne w Unii Europejskiej, w tym definicja tzw. Kazegorii 1, moga istotnie
wplyna¢ na mozliwos¢ wykorzystania technologii CRISPR/Cas w hodowli roslin uprawnych
w krajach UE. Ostateczny ksztalt przepisow bedzie mial kluczowe znaczenie dla przysztosci
NGT w europejskim rolnictwie oraz dla konkurencyjnoéci unijnego sektora hodowlanego
na rynku §wiatowym.
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Igty w stogu siana, czyli jak wytypowac geny do edycii

Dariusz GRZEBELUS
Katedra Biologii Roélin i Biotechnologii, Wydziat Biotechnologii i Ogrodnictwa, Uniwersytet Rolniczy w Krakowie

e-mail: dariusz.grzebelus@urk.edu.pl

Nowe techniki genomowe (New Genomic Techniques; NGT) umozliwiaja wprowadzenie
ukierunkowanych zmian w genomach roélin uprawnych, ktére wplywaja na funkcjonowa-
nie edytowanych gendw, co nastepnie ma przelozy¢ sie na korzystne z utylitarnego punktu
widzenia zmiany fenotypowe u nowej odmiany. Aby skutecznie wytypowa¢ do edycji te geny,
ktére warunkujg pozadane efekty fenotypowe, nalezy je zidentyfikowa¢ i funkcjonalnie
scharakteryzowac¢. Cel ten staje si¢ coraz bardziej osiggalny dzieki ogromnemu postepowi
technologicznemu, ktory mial miejsce w ostatnich dekadach, pozwalajac na prowadzenie
wielkoskalowych eksperymentéw z zakresu genomiki strukturalnej i funkcjonalnej. Obecnie
niemal dla kazdego gatunku rosliny uprawnej opracowano referencyjne zlozenia genomu,
obejmujace jego sekwencje i adnotacje. Jako$¢ zlozen genoméw wigkszosci gatunkow
o duzym znaczeniu gospodarczym jest wysoka, s one okreslane jako ,,gapless” (bez przerw)
lub ,,T2T” (telomere-to-telomere), co oznacza, ze zlozenie jest kompletne, a wszystkie chro-
mosomy sg reprezentowane przez nieprzerwane sekwencje. Nastepny poziom ztozono-
éci to tzw. pan-genomy, czyli zlozenia wielu genoméw reprezentujacych ten sam gatunek,
ktore poza sekwencja obejmuja rowniez informacje o wariantach strukturalnych rézniacych
te genomy, a nawet super-pan-genomy grupujace zlozenia genoméw pokrewnych gatunkow
w ramach jednego rodzaju.

Dostepno$¢ sekwengji referencyjnych umozliwia identyfikacje genéw kandydujacych,
odpowiedzialnych za warunkowanie waznych gospodarczo cech roélin uprawnych, w opar-
ciu o analiz¢ loci cech ilo$ciowych (quantitative trait loci; QTL). Klasyczna analiza QTL
obejmowata konstrukcje populacji segregujacej, jej fenotypowanie i genotypowanie, sporza-
dzenie mapy sprzezen genetycznych i identyfikacje rejondéw genomu sprzezonych z feno-
typem. Obecnie jednak stosuje si¢ podejscie okreslane jako calogenomowe badanie asocja-
cyjne (Genome-wide Association Study; GWAS), wykorzystujace fenotypowanie osobnikéw
z niespokrewnionych populacji i ich wysokowydajne genotypowanie, co umozliwia znacznie
precyzyjniejsza lokalizacje genetycznych determinant fenotypu.

W celu weryfikacji poprawnego wytypowania genéw kandydujacych nalezy réwniez
je zbada¢ pod wzgledem funkcjonalnym. W tym celu okreéla si¢ profil ich ekspresji, pozycje
w obrebie tzw. sieci regulatorowych (gene regulatory networks; GRN). Pelna charakterystyka
strukturalna i funkcjonalna powinna ulatwi¢ wskazanie tych sposrod genéw kandydujacych,
ktérych edycja moze pozwoli¢ na uzyskanie oczekiwanego efektu fenotypowego.
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Odmiany roslin NGT dopuszczone do uprawy
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Nowe techniki genomowe (New Genomic Techniques; NGT) umozliwiaja uzyskiwanie
nowych cech lub ich modyfikowanie poprzez generowanie zmian genetycznych w zaplano-
wanych lokalizacjach w genomie. Indukowane zmiany maja charakter mutacji roznego typu:
substytucji oraz delecji i insercji o roznej dlugosci. Dlatego proces ich indukowania okresla
sie terminem ,,ukierunkowana mutageneza”, a potocznie ,,edycja genomu”, z uwagi na pre-
cyzyjnie zaplanowana lokalizacje gdzie ma dojs¢ do mutacji. Do edycji typuje sie lokalizacje
na DNA, w ktérych mutacja moze wywota¢ zmiany fenotypu, tj. bezposrednio w genach lub
elementach regulujacych ekspresje gendw.

W ostatnich latach zostaly dopuszczone do uprawy odmiany uzyskane z wykorzystaniem
NGT, w szczegolnosci ODN i TALEN, a przede wszystkim CRISPR/Cas. Aktualnie liczba
odmian tzw. NGT dopuszczonych do uprawy jest niewielka, jednak szybki postep techno-
logiczny i rozw6j badan nad wykorzystaniem NGT oraz liberalizacja przepiséw w zakresie
stosowania roslin NGT w wielu krajach na $wiecie, sprzyja komercjalizacji tych odmian.
Szczegolnie techniki oparte o elementy systemu CRISPR/Cas, ktdre sg nieustannie mody-
fikowane i udoskonalane, stwarzaja perspektywe przyspieszonego procesu hodowli odmian
wykazujacych cechy, ktorych otrzymanie innymi metodami hodowlanym byltoby niemozliwe
lub dlugotrwate i kosztowne.

Dotychczas dopuszczone do uprawy odmiany NGT charakteryzujg si¢ zmianami cech
jako$ciowych, dla ktérych uwarunkowania genetyczne sa dobrze rozpracowane. Sg to soja
o zmienionym skladzie kwaséw ttuszczowych, kukurydza o zmienionym sktadzie skrobi
pomidor ze wigksza akumulacja GABA, kapusta lisciowa pozbawiona ostrego smaku czy
banany nie ulegajace ciemnieniu. Dopuszczone sg takze odmiany tolerancyjne na herbicydy,
soi, ryzu ilnu. Z reguly wprowadzone w nich mutacje majg charakter delecji powodujace
knock-out wytypowanego genu.

Lista juz dopuszczonych odmian jest zapewne znacznie dtuzsza, lecz brak obowiazkowych
rejestrow odmian NGT uniemozliwia ich identyfikacje, o ile wiasciciel/hodowca odmiany
nie upubliczni o niej informacji. Swiadczy¢ o tym moga liczne wnioski o wylaczenie roslin
NGT spod regulacji dotyczacych GMO skladane np. w Argentynie, lecz nieudostepniane
publicznie.
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Wykorzystanie technologii OLIGO do indukciji ukierunkowanych
zZmian epigenetycznych w genomie roslinnym
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Technologia OLIGO stuzy do epigenetycznej modulacji aktywnos$ci genu. W metodzie tej
wykorzystuje sie oligodeoksyrybonukleotydy, ktdre tacza si¢ komplementarnie do wybranej
sekwencji kwasu nukleinowego (DNA genomowego, mRNA) i moga prowadzi¢ zaréwno
do wyciszenia, jak i nadekspresji badanego genu.

Technologia OLIGO jest alternatywa dla metod GMO - opierajacych si¢ na wprowadze-
niu do genomu, réznorodnych konstrukeji genetycznych oraz metody amiRNA (ang. artifi-
cial microRNA) opierajacej sie na tworzeniu zmodyfikowanych endogennych prekursoréw
miRNA, zaprojektowanych tak, by méc wyciszy¢ docelowy gen. W odréznieniu od tych
metod nie wymaga uzycia wektoréw i jest zdecydowanie mniej czasochfonna.

Zastosowanie sekwencji oligonukleotydowych komplementarnych do wskazanych (spe-
cyficznych) obecnych w komorce kwaséw nukleinowych (zwykle czastek mRNA) pozwala
na nieinwazyjng modulacje ich aktywnoéci przy uzyciu ,,naturalnych mechanizméw” regu-
lacji genow aktywnych w komorce. Zwykle uzyskiwane zmiany majg charakter przejéciowy
i ich efekt utrzymuje sie przez kilka dni. Mozliwym jest rowniez uzyskanie bardziej stabil-
nych zmian - przekazywanych kolejnym pokoleniom - dzieje sie tak w przypadku wyidu-
kowania mechanizmdw stabilizacji zmian epigenetycznych poprzez np. indukcje zmian
metylacji genomowego DNA.

Metoda ta, okreslana czesto nazwa ASO (Antisense oligonucleotides) jest stosowana row-
niez w komorkach ssaczych i istnieja juz nawet terapie choréb genetycznych (wynikajacych
z zachwiania poziomu konkretnych bialek) opierajace si¢ na tej metodzie.

Adaptacja takiej metody do komoérek rodlinnych jest mozliwa i wykonano juz ja skutecz-
nie dla szeregu roslin np.: Arabidopsis thaliana, Inu, ziemniaka, ogorka, jeczmienia. Dodat-
kowa zaletg takiej metody jest mozliwo$¢ uzycia jej na rosnacej w glebie roslinie (transfor-
macja pojedynczych lisci), na mlodych roélinach, réznorodnych tkankach (liécie, korzenie,
fodyga) jak rowniez na kulturach zawiesinowych.

Oligonukleotydy moga by¢ dostarczane do komoérek poprzez infiltracje do lisci lub calej
roéliny w warunkach obnizonego ci$nienia, lub przez wttoczenie w przestwory miedzy
komoérkowe. Mozliwe jest rowniez aktywne pobranie oligonukleotydéw przez rosling wraz
z cukrem (sacharoza). Metoda ta pozwala na zachowanie pelnej kondycji modyfikowanej
roéliny i umozliwia zastosowanie tej techniki poza laboratorium i na wigksza (potprzemy-
stowg) skale.
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Edycja genomu zbdz (jeczmien, pszenica, pszenzyto)
z wykorzystaniem CRISPR/Cas9
- badania Zaktadu Genomiki Funkcjonalnej IHAR-PIB
na rzecz ulepszania cech agronomicznych

Anna NADOLSKA-ORCZYK
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Poczatek badan nad technologia edycji genéw i ukierunkowanej mutagenezy (CRISPR/Cas9)
w naszym Zakladzie obejmowal opracowanie technik regeneracji 7z vitro oraz transformacji
zbdz, takich gatunkow jak jeczmien, pszenica, pszenzyto i owies. Ze wzgledu na duzg i zlo-
zong strukture genomow, szczegodlnie gatunkow allopoliploidalnych, prowadzenie badan
molekularnych i hodowlanych tych roslin jest dlugotrwale i wymagajace uwzglednienia ich
struktury genetycznej. Transformacj¢ genetyczng realizujemy gléwnie przy uzyciu Agrobac-
terium oraz metoda biolistyczna, a nasze badania koncentruja si¢ rowniez na opracowaniu
bezwektorowych technologii edycji genomu.

W 2018 roku opracowali$my i opatentowali$my pierwszy wektor CRISPR/Cas9 dostoso-
wany do edycji pszenicy. Na jego podstawie edytujemy geny jeczmienia, pszenicy i pszen-
zyta, uzyskujac ukierunkowane mutacje, ktore pozwalaja zaréwno na prowadzenie badan
podstawowych dotyczacych funkeji genéw w tych gatunkach (finansowanych przez NCN),
jak i na ulepszanie cech uzytkowych w liniach hodowlanych oraz odmianach zbéz (badania
finansowane przez MRiRW).

W naszym zespole modelowym obiektem edycji genéw zbdz jest odmiana Goldern Pro-
mise jeczmienia. Pozwala ona, przy wykorzystaniu adaptowanej przez nas technologii
CRISP/Cas9, uzyska¢ wysoka wydajno$¢ edycji, siegajaca od kilku do kilkudziesigciu pro-
cent w zaleznosci od modyfikowanego genu. Diploidalny genom tego gatunku umozliwia
uzyskanie homozygot juz w roslinach pokolenia T, oraz prosta segregacje mutacji w pierw-
szym pokoleniu generatywnym. Wstepne badania przeprowadzone na tym modelu stanowig
podstawe do rozszerzenia analiz na gatunki poliploidalne, takie jak pszenica i pszenzyto.

W ramach badan podstawowych analizujemy funkcje genéw jeczmienia i pszenicy, ktore
moga by¢ kluczowe dla ulepszania odmian uprawnych. Badania wdrozeniowe koncentruja
sie na wprowadzaniu ukierunkowanych mutacji w liniach, rodach i odmianach wskazanych
przez hodowcoéw, co pozwala na uzyskanie lub polepszenie pozadanych cech, takich jak
zwigkszona produktywno$¢ oraz lepsza tolerancja na stresy biotyczne i abiotyczne.

Finansowanie: NCN, OPUS 19, grant UMO-2020/37/B/NZ9/00744;
Dotacja Celowa MRIRW, zad. 4.1
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Edycja genomu w gryce: duza roslina - duze mozliwosci
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Gryka stanowi cenne zrédlo pozywienia, zawierajac roznorodne zwiazki fenolowe, zwlaszcza
rutozyd, kwercetyne oraz C-glikozyloflawony, a takze witaminy o pozytywnych wtasciwo-
$ciach terapeutycznych i dietetycznych wspierajacych zdrowie cztowieka. Do tej pory ziden-
tyfikowano 22 gatunki gryki, z ktérych wiekszo$¢ to gatunki dzikie. Dwa najczeéciej upra-
wiane to obcopylna gryka zwyczajna (Fagopyrum esculentum) oraz samopylna gryka tatarka
(Fagopyrum tataricum). Gryka zwyczajna jest bardziej rozpowszechniona niz gryka tatarka,
a jej zasieg obejmuje Europe, Japonie i region Indo-Mjanmanski. Niski poziom uprawy gryki
w Europie wynika gtéwnie z jej niewielkiego plonu, nawykéw zywieniowych konsumentow
oraz braku wiedzy wsrdd producentéw Zywnosci na temat jej wartosci odzywczej i whasci-
woséci. Najwiekszym ograniczeniem w jej uprawie jest krotka zywotno$¢ kwiatow, ktére
utrzymuja si¢ zaledwie jeden dzien. Ponadto gryka charakteryzuje si¢ wyjatkowo krotkim
okresem wegetacyjnym (70-90 dni) i duza wrazliwo$cig na przymrozki, wysokie temperatury
oraz suszg¢, co moze prowadzi¢ do intensywnego zrzucania kwiatow i zamierania zarodkow.

W tej prezentacji skupimy sie na naszych aktualnych wynikach badan nad gryka (Z£. escu-
lentum i F. tataricum). Obejmuja one rozwdj skutecznych technik hodowli protoplastow
oraz uzyskanie somatycznych hybryd poprzez elektrofuzje. Po raz pierwszy uzyskalismy
stabilne transformanty Z. tataricum z wykorzystaniem wektoréw zawierajacych GFP i GUS.
Co wigcej, opracowanie metody transformacji genetycznej gryki pozwolilo nam na wylacze-
nie genu desaturazy fitoenu za pomocg systemu CRISPR/Cas9. Uzyskaliémy takze mutanty
z zinaktywowanymi genami zwigzanymi z metylacja DNA, ktére wykazuja zaburzenia w plo-
nowaniu. Wszystkie te osiagniecia otwieraja nowe mozliwosci zaréwno dla podstawowych,
jak i aplikacyjnych badan nad gryka.

Finansowanie: Badania zostaty sfinansowane przez Narodowe Centrum Nauki, Polska,
projekty OPUS 19 (2020/37/B/NZ9/01499 przyznany AB)
oraz SONATA BIS 10 (2020/38/E/NZ9/00033 przyznany AB).
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Zastosowanie CRISPR/Cas9 do edyciji genomu rzepaku,
ziemniaka i traw - analizy funkcji wybranych genow
prowadzone w IGR PAN

Danuta BABULA-SKOWRONSKA, Agnieszka KIELBOWICZ-MATUK, Izabela PAWLOWICZ,
Arkadiusz KOSMALA

Instytut Genetyki Roslin PAN

e-mail: akos@igr.poznan.pl

Badania prowadzone w IGR PAN przy wykorzystaniu technologii CRISPR/Cas9 u gatunkow
uprawnych dotyczyly jak dotad analizy funkcji wybranych genéw u rzepaku, ziemniaka
uprawnego i traw pastewnych. U rzepaku (Brassica napus L.) technologie te zastosowano
w celu poznania funkcji czterech homologéw genu BraHB6 (kodujacego czynnik transkryp-
cyjny z rodziny HD-Zip I) w regulacji odpowiedzi ro$lin na stres suszy i zasolenia. Wcze-
$niejsze badania funkcjonalne wykazaly, ze geny BrzaHBG6 s3 czescig zlozonej sieci regulato-
rowej u rzepaku, ktora umozliwia roélinom przystosowanie si¢ do niekorzystnych warunkow
$rodowiskowych. Wykonano eksperymenty celem edycji wszystkich czterech homologow
BnaHB6 lub ich wybranych par. Uzyskano kilkanacie roélin transgenicznych dla kazdego
ukltadu badawczego. Obecnie trwaja prace zmierzajace do okreslenia typu modyfikacji bada-
nych genéw u otrzymanych transformantéw (NCN OPUS 12; 2016/23/B/NZ9/02175). Kolejé
nym tematem badan jest analiza funkeji trzech homologéw genu ¢/2/ (kodujacego chloropla-
stowg lipokaline) w stabilizowaniu aparatu fotosyntetycznego podczas stresu oksydacyjnego
u tetraploidalnej odmiany kostrzewy trzcinowej (Festuca glaucescens Boiss.). W obrebie
grupy otrzymanych transformantéw uzyskano lini¢ z delecja we wszystkich trzech homo-
logach genu ¢/ (NCN OPUS 20; 2020/39/B/NZ9/02488). Kierunkiem innych badan jest
poznanie funkgji bialek zawierajacych palce cynkowe typu B-box, tj. StBBX20, StBBX4,
StBBX22 i regulatora ich transkrypcji — bialka StZPR1 w procesach wzrostu i rozwoju ziem-
niaka uprawnego (Solanum tuberosum), a przede wszystkim w mechanizmach regulacji
czasu kwitnienia i tuberyzacji (NCN OPUS 15; 2018/29/B/NZ9/01457). Uzyskano roéliny
transgeniczne z mutacja typu knockout we wszystkich czterech allelach genu S/BBX22.
Analiza fenotypowa uzyskanych linii wykazata, ze bialko StBBX22 moze by¢ pozytywnym
regulatorem rozwoju generatywnego, bowiem mutanty sz6bx22 charakteryzowaly sie znacz-
nie mniejszg liczba kwiatéw w poréwnaniu do roélin kontrolnych. Dodatkowo przy zastoso-
waniu techniki CRISPR/Cas9 podjeto proby otrzymania mutantéw typu knockout dla genéw
StBBX4, StBBX20 i StZPRI. Szczegdlowa analiza transformantéw wykazata, ze wigkszo$¢
uzyskanych linii byta w stanie heterozygotycznym, a u niektérych z nich odnotowano sub-
stytucje pojedynczego nukleotydu w obrebi¢ sekwencji badanego genu, ktéra nie wplyneta
na zmiang¢ sekwencji aminokwasowej biatka.
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Zastosowanie CRISPR/Cas9 w edycji regulatordw szlaku
sygnatowego brassinosteroiddw u jeczmienia w celu
zwiekszenia odpornosci na stresy Srodowiskowe

Yuliya KLOC', Marta DMOCHOWSKA-BOGUTA', Paulina ZEBROWSKA-ROZANSKA?,
tukasz tACZMANSKI?, Anna NADOLSKA-ORCZYK', Wactaw ORCZYK'
Vinstytut Hodowli i Aklimatyzacji Roglin - Parstwowy Instytut Badawczy, Zaktad Genomiki Funkcjonalnej, Btonie
2 |nstytut Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej PAN, Laboratorium Genomiki i Bioinformatyki, Wroctaw

e-mail: y.kloc@ihar.edu.pl

Brassinosteroidy (BR) sa wazng grupa roélinnych hormonéw, ktore reguluja wzrost, rozwdj
oraz tolerancje na stresy $rodowiskowe. Szlak sygnalizacyjny BR jest kontrolowany przez
dwa czynniki transkrypcyjne, BZR1 i BES, ktore ulegaja inaktywacji w wyniku fosforylacji
przez biatko GSK3.

Gléwnym celem badan bylo poznanie funkeji genu ZvGSKZ. 7/ w ksztattowaniu cech agro-
nomicznych jeczmienia. W tym celu edytowano ten gen przy uzyciu technologii CRISPR/Cas9,
a nastepnie analizowano cechy fenotypowe uzyskanych mutantow.

Wykonano cykl badan pozwalajacy na edycje genu AvGSKZ./ w jeczmieniu odmiany
Golden Promise. Zaprojektowano sgRNA i skonstruowano wektor zawierajacy kasete
Cas9-sgRNA. W wyniku transformacji tym wektorem uzyskano 57 roslin Ty. W tej grupie,
50 roélin zawieralo T-DNA z kasetg Cas9-sgRNA, a w 29 roslinach (58%) potwierdzono
obecno$¢ mutacji w edytowanym regionie ZvGSK1.1, przy uzyciu endonukleazy T7EIL

Sekwencjonowanie NGS wykazalo szerokie spektrum mutacji m.in. zmiany pojedynczych
nukleotyddéw, krotkie insercje, delecje. Molekularnym efektem wiekszosci tych zmian byt
przedwczesny kodon Stop i terminacja translacji (tzw. mutacje knockout).

Wybrane mutanty knockout genu AZvGSKZ.1 poréwnane do niezmutowanej kontroli
wykazywaly istotnie wigksza biomase siewek uprawianych zaréwno w warunkach normal-
nych jak i w warunkach stresu zasolenia. Masa tysigca ziaren (MTZ) w tych liniach poréw-
nana z MTZ roélin kontrolnych byla wigksza o ponad 10%. Jeden z mutantéw z delecja 6
nukleotydéw i tym samym oczekiwang delecja dwoch aminokwaséw wykazywal mniejsza
biomase siewek w warunkach normalnych oraz nie wykazywat istotnych réznic w MTZ.

Zaadaptowano biotest (katow nachylenia liéci) do potilosciowej oceny $ciezki sygnalowej
BR i reakgji roélin na obecnos¢ brassinosteroidéw (BR). Wyniki biotestu wykazaly, ze muta-
cje typu knockout w edytowanym genie ZvGSKZ.7 wzmocnily sygnalizacje zalezng od BR,
co potwierdza funkcje AvGSK1.1jako negatywnego regulatora szlaku BR.

Wiyniki wskazujg, ze ukierunkowana edycja AvGSK7.1moze by¢ efektywna strategia uzy-
skiwania roélin jeczmienia o podwyzszonej tolerancji na stres zasolenia i lepszych parame-
trach plonowania. Ten cykl moze by¢ adaptowany do wybranych materiatéw hodowlanych
jeczmienia lub innych gatunkow zboz.

Finansowanie: Narodowe Centrum Nauki (NCN), grant Preludium 17,2019/33/N/NZ9/00880 (YK).
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Edytowanie gendw e//4£ jeczmienia w celu uzyskania roslin
0 podniesionej odpornosci na wirusy

Wactaw ORCZYK, Marta DMOCHOWSKA-BOGUTA, Yulia KLOC, Anna NADOLSKA-ORCZYK

Instytut Hodowli i Aklimatyzacji Roslin — Paristwowy Instytut Badawczy, Zaktad Genomiki Funkcjonalnej, Radzikéw, Btonie

e-mail: w.orczyk@ihar.edu.pl

W badaniach nad mechanizmami odpornosci roslin istotne jest pojecie tzw. genéw podatno-
$ci gospodarza. Kodowane przez te geny bialka sa wykorzystywane przez patogeny do sku-
tecznej infekcji. Jednym z najlepiej poznanych bialek roélinnych, ktére odgrywa kluczowa
role w tym procesie, jest eukariotyczny czynnik inicjacji translacji 4E (eIF4E). Uczestniczy
on w translacji eukariotycznej oraz poprzez wigzanie z biatkiem VPg wirusa umozliwia cykl
infekcyjny wiruséw z rodziny Potyviridae. Mutacje w genie e/F4E warunkuja recesywnie
dziedziczona odpornos¢ na potywirusy w wielu gatunkach roélin. W jeczmieniu zidentyfi-
kowano kilkanascie alleli 7y (resistance to yellow mosaic) warunkujacych taka odpornos¢.

Calogenomowa analiza jeczmienia pozwolita zidentyfikowac cztery paralogi e/F4E i okre-
§li¢ ich lokalizacje na chromosomie 1H, 3H i 4H. Odpowiadato to lokalizacji przynajmniej
sze$ciu znanych genéw odpornosci oraz szesciu innych jeszcze niepoznanych. Wszystkie te
geny sa aktywne transkrypcyjnie, a infekcja wirusowa w niewielkim stopniu modulowata
ich wzor ekspresji. Dwa paralogi e/F'4F, charakteryzujace si¢ okolo 10x wyzsza ekspresja niz
pozostate, wybrano jako cele edycji. Zaprojektowano s¢gRNA oraz skonstruowano zestaw
trzech wektoréw zawierajacych gen Czs9i sekwencje kodujace sgRNA dla wybranych genow
docelowych. Przygotowano dwa wektory z pojedynczym sgRNA dla kazdego z wybranych
gendw oraz jeden wektor przeznaczony do jednoczesnej edycji obu genow.

Po Agrotransformacji ponad 2500 zarodkéw uzyskano 120 transgenicznych roslin To.
Analiza przesiewowa z wykorzystaniem enzymu T7EI potwierdzita wystapienie mutacji
w pierwszym genie u 25 roslin, w drugim u 13 roslin, a w obu genach jednocze$nie u 6 roélin.
W pokoleniu T; analiza metodami T7EI, enzymami restrykcyjnymi oraz sekwencjonowa-
niem Sangera potwierdzilta obecno$¢ mutacji w genach docelowych. Sekwencjonowanie NGS
amplikonéw mutowanych regionéw umozliwito szczegélowa charakterystyke typéw mutacji
w indywidualnych roslinach pokolenia T; i T,. Obserwowano duzg réznorodnos¢ rodzajow
mutacji i genotypéw. Z wybranych roslin uzyskano kolekgje linii mutantéw homozygotycz-
nych pozbawionych T-DNA. Obecnie linie te s3 namnazane i jednocze$nie analizowane pod
katem odpornoéci na wybrane wirusy.

Finansowanie: MRiRW, Postep Biologiczny w Produkcji Roslinnej, Zad.13.
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Edycja (knockout) genow marchwi - uktad modelowy
i badanie funkcji genow

Magdalena KLIMEK-CHODACKA, Tomasz OLESZKIEWICZ, Dominik HUBER, Rafat BARANSKI
Katedra Biologii Roélin i Biotechnologii, Wydziat Biotechnologii i Ogrodnictwa, Uniwersytet Rolniczy w Krakowie

e-mail: m.chodacka@urk.edu.pl

Technologia edycji genéw za pomoca systemu CRISPR/Cas9 zrewolucjonizowata badania
nad funkcjami genéw w roélinach. Dzigki tej metodzie mozliwe jest precyzyjne wprowa-
dzanie zmian w sekwencji DNA, co pozwala na dokladne okre$lenie roli poszczegdlnych
genoéw w procesach biologicznych. Wykorzystanie CRISPR/Cas9 umozliwia zaréwno knock-
-out genow, jak iich knock-in, co jest szczegodlnie przydatne w analizach funkcjonalnych.
Dodatkowo, technologia ta pozwala na jednoczesne edytowanie wielu genéw pozwalajac
tym samym na efektywne badania zlozonych szlakéw metabolicznych. W kontekscie roélin
uprawnych, takich jak marchew, CRISPR/Cas9 stanowi narzedzie do modyfikacji genetycz-
nych, umozliwiajac poprawe cech agronomicznych oraz badanie funkeji genéw zwigzanych
chociazby z odpornoscig na stresy srodowiskowe.

W przeprowadzonych badaniach, system CRISPR/Cas9 zostal zastosowany w kulturach
kalusa oraz protoplastéw. Badania skoncentrowaly sie gléwnie na genie /374, ktéry w mar-
chwi jest odpowiedzialny za biosynteze antocyjanow. Edycja tego genu zaréwno w kalusie,
jak i protoplastach spowodowala utrat¢ akumulacji antocyjanéw. Analizy molekularne
potwierdzily zajécie mutacji, ktére najczesciej skutkowaly przesunieciem ramki odczytu
oraz powstaniem przedwczesnego kodonu stop. Przeprowadzone analizy molekularne
pozwolily na zaobserwowanie réznych typéw mutacji, tj. delecji i insercji pojedynczych
nukleotydéw, matych delecji w miejscach docelowych DNA oraz dtugich delecji (33-152 nt)
miedzy miejscami docelowymi gRNA. Mutacje te wystepowaly z rézna wydajnoscia, osia-
gajac do 12% w przypadku dlugich delecji, podczas gdy ogdlna skutecznos¢ edycji byta
bardzo wysoka i osiagneta 71%.

Opracowany przez nas system modelowy jest intensywnie wykorzystywany do badania
funkcji genéw w marchwi. W wyniku réwnolegtych analiz zidentyfikowalismy kluczowe
geny zaangazowane w biosynteze karotenoidow (psy/ i psy2) oraz w odpowiedz roslin
na stres zasolenia (gpr2 i fcp). Ponadto, wytypowalismy miRNA uczestniczace w regulacji
reakcji na stresy abiotyczne, takie jak zasolenie i wysoka temperatura. Nasze badania kon-
centrujg sie na funkcjonalnej charakterystyce tych genéw i miRNA, co moze przyczynic si¢
do opracowania nowych strategii hodowlanych zwigkszajacych odpornos¢ marchwi na nie-
korzystne warunki §rodowiskowe.
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BUJAK Henryk, prof. dr hab.

Dyrektor COBORU

Centralny Osrodek Badania Odmian Roslin Uprawnych

BRODA Michat

Pomorsko Mazurska Hodowla Ziemniaka Sp. z 0.0., Strzekecino
GACEK-BOGUCKA Katarzyna, dr

Dyrektor ds. Badan i Rozwoju

Hodowla Roslin Smolice Sp. z 0.0. Grupa IHAR

GRYNIA Joanna, drinz.

Poznarska Hodowla Roslin Sp. z 0.0., Oddziat Wiatrowo

HANEK Monika

DANKO Hodowla Roslin Sp. z o.0.

JACKOWSKI Piotr

Prezes HZINR Polanowice

Hodowla Zwierzat i Nasiennictwo Roslin Polanowice Sp. z 0.0.
JASINSKA Dorota, dr inz.

Dyrektor ds. Hodowli — Naczelny Hodowca

Poznanska Hodowla Roslin Sp. z 0.0., Oddziat Wiatrowo
KIDACKA Agnieszka

Dyrektor ds. Hodowli Roslin

Matopolska Hodowla Roslin Sp. z 0.0., Krajowa Grupa Spozywcza
LUTY Marek

Dyrektor Dziatu Marketingu i Rozwoju Produktu

Hodowla Roslin Strzelce Sp. z 0.0. Grupa IHAR

MATYSIK Przemystaw, dr

Dyrektor Pionu Hodowli Roslin

Hodowla Roslin Strzelce Sp. z 0.0. Grupa IHAR

STRESZCZENIA
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NIEWINSKA Matgorzata
Dyrektor Zaktadu

DANKO Hodowla Roslin Sp. z o.0.
RYSINSKA Maria

Speyside Group

SECZKOWSKI Dominik

Kutnowska Hodowla Buraka Cukrowego Sp. z 0.0.

SITARSKI Adam

Dyrektor ds. Hodowli/Gtéwny Hodowca

Kutnowska Hodowla Buraka Cukrowego Sp. z 0.0.
SOWUL Przemystaw

Przedstawiciel firmy Sowul & Sowul Sp.z 0.0.
TURCZYNOWICZ Stawomira

Pomorsko Mazurska Hodowla Ziemniaka Sp. z 0.0., Strzekecino

WOJCIK Krzysztof

Matopolska Hodowla Roslin Sp. z 0.0.

ZAJAC Marek

Zastepca Dyrektora Wykonawczego Segmentu Nasienno-Rolnego KGS S.A.

Krajowa Grupa Spozywcza S.A.

SEKRETARIAT KONFERENCJI
BOCIAN Joanna
Doktorantka
Szkota Doktorska AgroBioTech PhD, IHAR-PIB
POZNANSKI Pawet
Doktorant
Szkota Doktorska AgroBioTech PhD, IHAR-PIB
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