Zadanie 3.18. Opracowanie systemu edycji genomu technika CRISPR/Cas oraz optymalizacja
metod regeneracji i transformacji wybranych gatunkéw roslin jagodowych.

Cel zadania:

1) Opracowanie wydajnej metody regeneracji pedow przybyszowych borowki wysokiej i maliny z
réznych eksplantatow.

2) Opracowanie metody uzyskiwania protoplastow borowki wysokiej i maliny na potrzeby
bezwektorowe;j strategii edycji genomu.

3) Ocena skutecznosci transformacji genetycznej boréwki wysokiej i maliny za posrednictwem
Agrobacterium tumefaciens z wykorzystaniem genu reporterowego gus.

4) Wybor sekwencji docelowych do edycji genu kodujacego enzym desaturazg fitoenowa.

Opis zadania:

1) Optymalizacja metody regeneracji pedow przybyszowych z roznych eksplantatow

wybranych genotypoéw borowki wysokiej i maliny z hodowlanej kolekcji ZHRO.

Do badan wybrano 2 genotypy boréwki wysokiej: 17A i 21A i trzy genotypy maliny wlasciwe;:
‘Polana’, L-41, L-15. Dla wybranych genotypéw przeprowadzono oceng zdolno$¢ do tworzenia pedow
przybyszowych z wykorzystaniem blaszek lisciowych, a dodatkowo dla maliny takze z ogonkéw
lisciowych. Eksplantaty pobierano z kultur in vitro, zainicjowanych z pgkéw katowych i mnozonych na
pozywkach zoptymalizowanych dla kazdego genotypu. W celu okreslenia optymalnych warunkow
efektywnej regeneracji pedéw dla poszczegolnych genotypow zastosowano pozywki zawierajace rézne
stezenia cytokinin (zeatyna, TDZ lub BAP) zastosowane pojedynczo lub tacznie z auksyng (IAA, NAA
lub NAA). Testowano rowniez rézne warunki $wietlne podczas regeneracji, a takze oceniano wptyw
antybiotykoéw stosowanych do eliminacji Agrobacterium tumefaciens: cefotaksym i karbenicylina oraz
antybiotyku sekecyjnego - higromycyny na regeneracj¢ pedéw przybyszowych badanych genotypow.
Dla obu genotypow borowki wysokiej najwyzsza zdolno$¢ regeneracyjng obserwowano na pozywce z
dodatkiem zeatyny w stezeniu 4 mg L bez obecnosci auksyny. Dla genotypu 17A zdolnos$é
regeneracyjng podwyzszalo umieszczenie kultur na 2 tygodnie w ciemnos$ci (78%), dla genotypu 21A
umieszczenie kultur od poczatku na §wietle (87%). W przypadku maliny wykazano wyzsza efektywno$é
regeneracji z ogonkow lisciowych niz z blaszek lisciowych. Zdolno$¢ regeneracyjng znaczaco
podwyzszato zastosowanie TDZ (0,5-1 mg-L'?) w poréwnaniu z BAP i zeatyng. Dodanie auksyny do
pozywki z cytokining nie miato wptywu na regeneracje lub w niektorych kombinacjach prowadzito do
zamierania kultur. Najwyzsza zdolno$¢ regeneracyjna wykazywal klon hodowlany L-15, a nastgpnie
‘Polana’ i L-41 (kolejno 83% i 66,6%). Obecnosé antybiotykow w pozywce znaczaco ograniczala
tworzenie tkanki kalusowej 1 indukcje pedow przybyszowych u wszystkich badanych genotypow.

2) Opracowanie metodyki uzyskiwania protoplastow borowki wysokiej i maliny.

Podjeto trzy proby izolacji protoplastow z obu gatunkéow roslin jagodowych. Do izolacji
protoplastow wykorzystywano liscie z 2-tygodniowych pedow boréwki oraz maliny pochodzacych z
kultur in vitro. W pierwszej kolejnosci przetestowano jednostopniowa metodg izolacji protoplastow, w
ktorej materiat ro$linny zostal umieszczony w roztworze enzymatycznym trawigcym S$ciang
komorkowa, zawierajacym 2 enzymy: Cellulase Onozuka i Pectolyase. Kolejne dwie proby izolacji
protoplastow z obu gatunkéw obejmowaly 2 etapy: trawienie $ciany komérkowej z udzialem réznych
enzymow celulolitycznych 1 pektynolitycznych (mieszanina 2 lub 3 enzyméw), a nastepnie
oczyszczanie uzyskanych protoplastow z resztek niestrawionych tkanek. Po oczyszczeniu protoplastow
ustalono ich gesto$¢ na poziomie 8 x 10° protoplastobw/na 1 ml pozywki plynnej za pomoca
hemocytometru oraz przeprowadzono ocen¢ zywotnosci za pomocg barwienia btekitem trypanu. W
przypadku obu gatunkéw $ciana komoérkowa nie zostata do konca strawiona w badanej mieszaninie
enzymow 1 uzyskano cze$ciowe uwolnienie protoplastow. Najwiekszg liczbe zywotnych protoplastow
z mniejszg zawartoscig resztek niestrawionej tkanki uzyskano po zastosowaniu dwustopniowej metody
izolacji protoplastow, w ktorej do trawienia $cian komorkowych uzyto mieszaniny 3 enzymow:
Driselase, Cellulase RS i Pectolyase.



3) Ocena skutecznosci transformacji genem reporterowym gus borowki wysokiej i

maliny wlasciwej.

Blaszki lisciowe badanych genotypow poddano prébie transformacji genetycznej za posrednictwem
bakterii Agrobacterium tumefaciens niosgcej plazmid binarny binarny pCambiall05.1r z genem
reporterowym gus, kodujacym B-glukuronidaze. Bakterie hodowane byly w pozywce ptynnej LB z
dodatkiem antybiotyku selekcyjnego. Kultura bakterii byta nastepnie odwirowywana i zawieszana w
swiezej pozywce LB bez antybiotyku. Zawiesing rozcienczano pozywka LB do uzyskania pozadanej
gestosci optycznej (OD): 0,35 lub 1.0. Eksplantaty inokulowano przez 3 minuty w zawiesinie
bakteryjnej z dodatkiem acetosyringonu w stezeniu 200 pM, nastgpnie osuszano i wyktadano na
odpowiednie pozywki regeneracyjne. Kokultywacje eksplantatow z bakterig prowadzono przez 3-6 dni
w ciemno$ci, po tym czasie blaszki liSciowe ptukano w antybiotyku (500 mg L cefotaksymu) i
umieszczano na pozywkach regeneracyjnych zawierajgcych 250 mg L cefotaksymu. Po 7 dobach
eksplantaty przenoszono na pozywke selekcyjno-regeneracyjng zawierajacg 250 mg Lt cefotaksymu i
2 mg L* higromycyny. Skuteczno$¢ transformacji komorek borowki wysokiej i maliny wiasciwej
oceniano na podstawie analizy aktywnosci enzymu f3-glukuronidazy metoda histochemiczng w reakcji
z X-Gluc 7 dni po kokultywacji. Transformacji genetycznej ulegly blaszki lisciowe borowki wysokiej
genotypu 17A oraz maliny whasciwej genotypu L-41. Nie uzyskano pozytywnego wyniku transformacji
blaszek lisciowych boroéwki wysokiej genotypu 21A oraz ogonkéw liSciowych u testowanych
genotypow maliny i blaszek lisciowych maliny genotypu L-15 oraz ‘Polany’.

4) Wybér sekwencji docelowych do edycji genu kodujacego desaturaze fitoenowa.

W przypadku obu gatunkow, genem docelowym do edycji bedzie gen pds kodujacy desaturaze
fitoenowa, enzym zaangazowany w biosynteze karotenoidéw. Sekwencja genu pds zar6wno z borowki
wysokiej jak i z maliny wlasciwej nie jest dostgpna w literaturze ani w bazach danych, w zwiazku z tym
sekwencjonowanie tych genéw u badanych genotypow byto prowadzone w oparciu o sekwencje cDNA
gatunkéw pokrewnych: jagody lesnej (Vaccinium myrtillus) i truskawki (Fragaria x ananassa).
Sekwencje cDNA gendéw pds tych gatunkow uzyskano z baz danych Genome Database for Vaccinium
i NCBI (National Center for Biotechnology Information). Na bazie tych sekwencji zaprojektowano
startery do amplifikacji fragmentow genow pds, dla obu gatunkdéw zaproponowano po 10 par starterow.
Fragmenty uzyskane w reakcjach PCR na matrycy materialu genetycznego wyizolowanego z borowki i
maliny zostaty zsekwencjonowane w firmie komercyjnej, a nastgpnie zanalizowane. W przypadku
borowki wysokiej (genotyp 21A) zidentyfikowano sekwencje kodujaca genu pds o dlugosci 1429 pz,
ktéra obejmuje wigkszos¢ egzondow wraz z kodonem start. Poznana sekwencja wykazuje podobienstwo
do sekwencji genu pds z jagody lesnej na poziomie 97,1%. Dla maliny wiasciwej (genotyp L-41)
uzyskano sekwencje¢ o dlugosci 1020 pz, ktéra obejmuje $rodkowa i koncowa czes¢ sekwencji
kodujacej. Podobienstwo uzyskanej sekwencji z sekwencja pds z truskawki wynosi 62%. Rozpoczeto
prace nad zaprojektowaniem sekwencji sgRNA do mutagenezy genu pds oraz identyfikacjg miejsc off-
target dla obu genotypow. Dla kazdego genotypu zaproponowano po 2 czasteczki sgRNA. Czasteczki
sgRNA dla boréwki znajdujg si¢ w obrebie pierwszego egzonu genu pds, a ryzyko efektu off-target
obejmuje jedynie 2 inne sekwencje w genomie tego gatunku. W przypadku maliny, miejsca docelowe
sgRNA znajduja si¢ w dalszych rejonach genu pds, ale zaleta zaprojektowanych czasteczek jest brak
ryzyka efektow off-target.

Wymierne/trwale rezultaty realizacji zadania:

Uzyskano ustabilizowane kultury wybranych genotypow maliny wlasciwej i boroéwki wysokiej. Dla
wybranych genotypow borowki wysokiej 1 maliny wlasciwej oceniono potencjatl regeneracyjny
eksplantatow na pozywkach o roznym sktadzie fitohormonéw. Oceniono skutecznos¢ jednostopniowe;j
I 2-stoniowej metody trawienia $cian komorkowych do izolacji protoplastow maliny wiasciwej i
borowki wysokiej. Wykazano skuteczno$¢ transformacji genotypu 17A bordéwki wysokiej i genotypu
L-41 maliny wtasciwej genem reporterowym gus za posrednictwem bakterii Agrobacterium tumefaciens
zawierajacej plazmid binarny pCambiall05.1r. Uzyskano sekwencje cDNA genu pds z borowki
wysokiej (genotyp 21A) 1 maliny wlasciwej (genotyp L-41) oraz wstgpnie zaprojektowano czasteczki
sgRNA do ukierunkowanej mutagenezy dla tych genotypow.

Dzialania upowszechnieniowo-promocyjne:



W 2025 nie prowadzono dziatan upowszechnieniowych i promocyjnych w ramach zadania.

Wykonanie miernika:
Mierniki na 2025 r. dla zadania 3.18:
1. liczba wytypowanych przez hodowcow genotypdéw borowki wysokiej do badan nad uzyskaniem
ro$lin NTG: plan: 2, wykonanie: 2
2. liczba wytypowanych przez hodowcoéw genotypow maliny wlasciwej do badan nad uzyskaniem
ros$lin NTG: plan: 3, wykonanie: 3
liczba testowanych typoéw eksplantatéw: plan: 2, wykonanie: 2
liczba podjetych prob uzyskania protoplastow: plan: 3, wykonanie: 3
liczba wytypowanych genéw docelowych do edycji u borowki wysokiej: plan: 1, wykonanie: 1
liczba wytypowanych genéw docelowych do edycji u maliny wtasciwej: plan: 1, wykonanie: 1
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