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Hodowla 4.0 

RAMSTEIN i in., 2018 



Regulacja spoczynku nasion 



• Czy nukleaza jest specyficzna 

tylko dla wybranego miejsca w 

genomie? 

OFF-TARGET 

• Czy nukleaza wykazuje aktywność 

w wybranym miejscu w genomie? 

 

• Jaka jest wydajność nukleazy? 

ON-TARGET 

Ocena jakości konstruktu 



Etapy pracy: projektowanie i synteza konstruktów 

NARZĘDZIA DO PROJEKTOWANIA ON-LINE 

SYNTEZA TYPU GOLDEN-GATE wg. CERMAK i in., 2017  



Metody oceny konstruktów 

TRANSFORMACJA DROŻDŻY 

•Konieczność zastosowania konstruktów optymalizowanych dla 

ekspresji w drożdżach 

•Konieczność wprowadzania nukleazy i sekwencji docelowej 

•Niskie koszty i wymagania sprzętowe 
 

TRANSFEKCJA PROTOPLASTÓW 

•Wieloetapowa optymalizacja 

•Wprowadzana jest jedynie nukleaza 

•Niskie wymagania sprzętowe 
 

KO-TRANSFECJA Z MARKEREM FLUORESCENCYJNYM 

•Konieczność zastosowania specjalistycznego sprzętu 

•Wprowadzana jest nukleaza i sekwencja docelowa 

•Szybka, jednoetapowa analiza 
 



• Optymalizacja izolacji 

protoplastów 
• Dostosowanie protokołu 

izolacji do pszenżyta 

 

 

• Optymalizacja 

transfekcji 
• Ustalenie odpowiedniego 

stosunku ilości plazmidu 

do protoplastów 

Etapy pracy: optymalizacja transfekcji protoplastów 



Detekcja mutacji: test T7 

izolacja DNA z protoplastów 

 

 

reakcja PCR 

 

 

denaturacja i rehybrydyzacja produktów 

 

 

trawienie endonukleazą T7 

 

 

analiza: 

 

 

     elektroforeza  analiza fragmentów 

neb.com; zmieniony 



Kontrola CRISPR #3 

CRISPR #5 Kontrola 

Test T7 

~3% 

~30% 

Analiza fragmentów: BioAnalyzer 2100 



Kontrola CRISPR #3 CRISPR #3+TREX2 

CRISPR #5 Kontrola CRISPR #5+TREX2 

Test T7 

3% vs. 13% 

30% vs. 35% 

Analiza fragmentów: BioAnalyzer 2100 



Sekwencjonowanie 

CRISPR #3 

~10% 

CRISPR #5 

~30% 

Sekwencjonowanie SANGER + analiza TIDE 



Warto zapamiętać 

 

•Analiza aktywności wykorzystująca transfekcję protoplastów 

pszenżyta umożliwią ocenę i wybór najwydajniejszych 

konstruktów CRISPR/Cas9 

 

•Stosowanie kontruktów z egzonukleazą TREX2 zmienia profil 

generowanych mutacji, co ułatwia ich wykrywanie w teście T7 


