Biotech, PCz M. Pab.

CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) to narze-
dzie do edycji genéw. Umozliwia precyzyjne modyfikacje DNA. Zostato odkryte jako czesé
systemu odpornosciowego bakterii [2].

1. Jak dziata CRISPR?

1) CRISPR dziala w polaczeniu z enzymem Cas9, ktory dziala jako "nozyczki"tnace DNA. Sys-
tem dziala w kilku etapach:

a. Rozpoznanie celu: CRISPR uzywa krotkiego odcinka RNA (gRNA - guide RNA),
ktory jest komplementarny do docelowej sekwencji DNA. RNA prowadzi enzym Cas9
do odpowiedniego miejsca w genomie.

b. Ciecie DNA: Po dotarciu do docelowej sekwencji, Cas9 przecina dwie nici DNA,
tworzac przerwe.

c. Naprawa DNA: Komorki probuja naprawié¢ uszkodzona sekwencje DNA, co moze
skutkowaé¢ wprowadzeniem mutacji lub dodaniem nowego genu.

2. Zastosowania CRISPR

1) CRISPR ma szerokie zastosowania w roznych dziedzinach:
a. Biotechnologia: Edycja genéw rodlin, aby poprawié¢ ich odpornoéé na choroby, susze,
czy zwiekszy¢ plony.
b. Medycyna: Potencjalne terapie genowe do leczenia choréb dziedzicznych, takich jak
mukowiscydoza czy anemia sierpowata.
c. Badania naukowe: Badania nad funkcja genéw i modelowanie choréb genetycznych.

3. Przyklad w kontekscie Arabidopsis

1) CRISPR moze by¢ uzyty do wprowadzenia modyfikacji w genach Arabidopsis odpowiedzial-
nych za reakcje na stres suszy.

2) Mozna zaprojektowaé gRNA, aby wycelowaé w specyficzne geny regulujace tolerancje na susze,
a nastepnie uzy¢é CRISPR do knock-out lub zmodyfikowania tych genéw w celu poprawienia
adaptacji roélin do warunkéw niedoboru wody.

3) Dzieki CRISPR mozna tworzy¢ bardziej odporne odmiany roslin, co ma znaczacy wplyw na
rolnictwo, zwlaszcza w obliczu zmian klimatycznych.
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‘ Arabidopsis jako roslina modelowa ‘

1. Dlaczego Arabidopsis jest rosling modelowa?

1) Genom maly i dobrze poznany: Arabidopsis thaliana byta pierwsza roslina, ktorej pelny
genom zostal zsekwencjonowany. Dzieki niewielkiemu genomowi (okoto 135 Mb) oraz duzej
liczbie dostepnych narzedzi genetycznych, jest idealnym modelem do badan nad genetyka ro-
$lin.

2) Krotki cykl zyciowy: Arabidopsis ma szybki cykl zyciowy (okoto 6 tygodni od nasion do
nasion), co pozwala na szybkie prowadzenie badan i eksperymentow.

3) Latwosé¢ manipulacji genetycznych: Dzigki liczbie dostepnych mutantow, linii transgenicz-
nych oraz technik takich jak CRISPR, Arabidopsis jest swietnym systemem modelowym do
badania funkcji genow.

2. Bazy danych do analizy genow Arabidopsis

1) TAIR (The Arabidopsis Information Resource):
a. Najwieksza baza danych zawierajaca informacje o genomie Arabidopsis, sekwencjach
gen6w, mutantach oraz ich funkcjach.
b. Mozna wyszukiwaé¢ specyficzne geny oraz przeglada¢ informacje dotyczace ekspresji
gendw, fenotypow oraz publikacji.
2) ATTED-II:
a. Baza danych powigzan genetycznych oparta na wspotekspresji genéw w réznych wa-
runkach.
b. Moze byé uzywana do identyfikacji genéw zwigzanych z odpowiedzig na stresy $rodo-
wiskowe, takie jak susza.
3) ARaport:
a. Narzedzie do analizowania i wizualizowania profili ekspresji genéw Arabidopsis.
b. Umozliwia analize genéw aktywowanych w odpowiedzi na rézne czynniki stresowe.

4) Gene Ontology (GO):

a. Baza danych klasyfikacji funkcji genow, ktora pomaga w identyfikacji i analizie ge-
néw odpowiedzialnych za okreslone procesy biologiczne, takie jak odpornosé na stresy
abiotyczne.

3. Geny Arabidopsis zwiazane z odpornoscia na susze

1) DREB1A (Dehydration-Responsive Element-Binding Protein 1A):
a. Gen kodujacy czynnik transkrypcyjny, ktory reguluje ekspresje wielu genéw odpowiedzi
na stres, w tym susze.
b. Wzmacnia odpornosé na susze poprzez aktywowanie $ciezek sygnatowych odpowiedzi
na niedobo6r wody.
2) RD29A (Response to Dehydration 29A):

a. Jeden z gtownych gendéw markerowych dla stresu suszy, regulowany przez DREBIA.
b. Jego ekspresja jest indukowana przez stres zwiazany z odwodnieniem oraz niska tem-
peratury.
3) NHX1 (Sodium/Hydrogen Exchanger 1):
a. Gen kodujacy bialtko transportujace jonow, ktére pomaga w utrzymaniu homeostazy
jonowej w warunkach suszy.
b. Jego nadekspresja poprawia zdolnosé¢ rosliny do przetrwania suszy poprzez zwiekszenie
magazynowania jonéw i regulacje cinienia osmotycznego.
4) P5CS1 (1-Pyrroline-5-Carboxylate Synthetase 1):
a. Kluczowy enzym w syntezie proliny, aminokwasu petniacego role osmolitu, ktory po-
maga roslinom przetrwaé stres zwiazany z odwodnieniem.
b. Wyzszy poziom proliny w komérkach poprawia tolerancje na susze.
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‘ Modyfikacja genetyczna poprawiajaca odporno$é na susze.

1. Wprowadzenie

1) Stosowanie CRISPR w roslinach pozwala na precyzyjne wprowadzenie modyfikacji genetycz-
nych, ktére moga poprawi¢ odpornosé na stresy abiotyczne, takie jak susza.

2) Zwiekszenie odpornosci Arabidopsis na susze mogloby zosta¢ osiagniete przez ukierunkowana
modyfikacje genow, ktore reguluja odpowiedzi roslin na stres zwigzany z niedoborem wody.

2. Cel modyfikacji

1) **Nadekspresja genu DREBIA**:
a. Gen DREBI1A koduje czynnik transkrypcyjny, ktory aktywuje ekspresje genéw odpo-
wiedzialnych za ochrone komérek przed odwodnieniem.

b. Wzmozona ekspresja DREB1A prowadzi do zwiekszenia aktywnosci szlakéw odpowiedzi
na stres suszy, co moze poprawi¢ zdolnosé rosliny do przetrwania w warunkach niskiej
wilgotnosci.

2) **Edytowanie sekwencji promotora RD29A**:

a. Promotor RD29A moze byé zmodyfikowany, aby zwiekszyé¢ ekspresje genu podczas

stresu zwigzanego z odwodnieniem.

b. Poprzez edycje sekwencji regulatorowej z wykorzystaniem CRISPR, mozna zwigkszy¢
indukowang, ekspresje genu RD29A, co wzmocni odpowiedz na susze.

3. Przykladowa modyfikacja z uzyciem CRISPR-Cas9

1) **Ukierunkowanie CRISPR na sekwencje promotora DREB1A**:

a. Wykorzystujac CRISPR-Cas9, mozna wprowadzi¢ mutacje do sekwencji promotora
DREBI1A, ktora spowoduje nadekspresje genu.

b. Wprowadzenie sekwencji regulatorowej, ktora zwieksza ekspresje, moze uczyni¢ rosline
bardziej odporna na odwodnienie poprzez szybsze i bardziej efektywne uruchamianie
mechanizméw obronnych.

2) **Zmiana w sekwencji genowej NHX1**:

a. Modyfikacja sekwencji kodujacej gen NHX1 moze zwickszy¢ wydajnosé biatka trans-
portujacego jony, co pomoze lepiej regulowaé ci$nienie osmotyczne w komoérkach.

b. Dzieki tej zmianie, Arabidopsis bedzie lepiej radzié¢ sobie z niedoborem wody, utrzymu-
jac stabilne funkcje komoérkowe w warunkach stresu suszy.

4. Przewidywane korzysci z modyfikacji

1) **Zwiekszona tolerancja na susze**: Modyfikacje genoéw takich jak DREB1A, RD29A oraz
NHX1 poprawia zdolno$¢ Arabidopsis do przetrwania w warunkach niskiej dostepnosci wody,
dzieki lepszej regulacji procesow adaptacyjnych.

2) **Zachowanie wzrostu i rozwoju w warunkach stresowych**: Dzieki wzmocnionej odpowiedzi
na susze, rodliny beda mogty utrzymaé normalny wzrost i rozwoj, co jest kluczowe dla rolnictwa
w regionach o ograniczonych zasobach wodnych.
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‘ Pobranie danych z bazy Arabidopsis.

1. Sprawdzenie identyfikatorow genow w TAIR:

1) DREB1A: AT4G25480
2) RD29A: AT5G52310
3) NHX1: AT5G27150

2. Charakterystyka genow i sekwencje DNA:
1) Gen DREB1A (AT4G25480)

a. Informacje z bazy danych Entrez
a) Lokalizacja:
— Chromosom: 4
— Pozycja poczatkowa: 13,018,010
— Pozycja koinicowa: 13,019,400
— Dane z NCBI wskazuja, ze gen obejmuje region od 13,019,399 do
13,018,009 [4, 5].
b) Struktura genu:
— Gen DREBIA sklada si¢ z jednego egzonu.
— Informacje pochodza z bazy danych NCBI [1, 3].
b. Informacje z publikacji
a) Funkcja:
— Gen koduje czynnik transkrypcyjny z rodziny DREB/ERF.

— Odpowiada za reakcje roslin na stresy abiotyczne: susza, zimno, za-
solenie.

— Bialko aktywuje ekspresje genéw ochronnych, ktére pomagaja w ad-
aptacji do trudnych warunkow [1, 3.
b) Ekspresja i regulacja:
— Ekspresja genu indukowana jest gléwnie przez niskie temperatury.
— Moze by¢ réwniez aktywowana w warunkach suszy i zasolenia.
— Nadekspresja genu zwieksza odpornosé roslin na stres [3, 5].
¢) Znaczenie molekularne:

— Biatko DREB1A pomaga w adaptacji roslin do trudnych warunkow
srodowiskowych.

— Reguluje ekspresje gendéw odpowiedzialnych za produkcje biatek ochron-
nych.
— Biatko jest badane w kontekscie zwiekszenia tolerancji na zimno i
susze [4, 5].
c. Informacje z Phytozome
a) Sekwencja genowa:
— Dostepna w bazach danych TAIR i Phytozome.
— Zawiera pelna adnotacje dla analizy genetycznej.
— Umozliwia badania funkcjonalne [1, 4].
b) Adnotacje genomowe:
— Szczegbdlowe informacje na temat sekwencji regulatorowych.
— Opis elementéw genomowych powiazanych z DREB1A.

— Pomaga w zrozumieniu mechanizméw regulacyjnych genu.
2) Gen RD29A (AT5G52310)

a. Funkcja: Biatko zwiazane z odpowiedzia na stres odwodnienia, wyrazane w odpowiedzi
na susze i stres osmotyczny.

b. Sekwencja genowa: (Wyciagnieta z bazy TAIR).
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3) Gen NHX1 (AT5G27150)
a. Funkcja: Bialko transportujace jony, pomagajace regulowaé ci$nienie osmotyczne i réw-
nowage jonéw, co jest kluczowe w odpowiedzi na stres suszy.
b. Sekwencja genowa: (Wyciagnieta z bazy TAIR).

3. Modyfikacja NHX1

1) Gen NHX1 koduje biatko dzialajace jako wymieniacz Na™/H™, co wspiera regulacje osmo-
tyczna w komoérkach roslinnych, pomagajac im przetrwaé stresy srodowiskowe, w tym susze i
zasolenie.

2) Strategia modyfikacji:
a. Zgodnie z publikacja [Apsel999|, nadekspresja NHX1 poprawia akumulacje KT w
wakuolach, co zwieksza tolerancje na susze.
b. Wprowadzono mutacje wzmacniajace funkcje antyportera, poprawiajac zdolnosé trans-
portu jonow.
c. Badania [Bassil2011] wykazaly, ze manipulacja NHX1 pomaga roslinom utrzymac

prawidlowa ekspansje komoérek nawet w warunkach stresu, co jest kluczowe dla rozwoju
i wzrostu w trudnych srodowiskach.
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