Danuta Wojcik, Aleksandra Trzewik, Justyna Trzeciak, Anita Kuras, ' 2uaan
Stanistaw Pluta, Matgorzata Grzelak, Ewelina Wojciechowska & %

I n H o r t .. Instytut Ogrodnictwa — Panstwowy Instytut Badawczy § ;

INsTYTUT oGrRoDNICTWA B ul. Konstytucji 3 Maja 1/3, 96-100 Skierniewice

BADANIA NAD OPRACOWANIEM SYSTEMU TRANSFORMACJI GENETYCZNEJ I EDYCJI GENOMU
Z WYKORZYSTANIEM SYSTEMU CRISPR/CAS9 U BOROWKI WYSOKIEJ (VACCINIUM CORYMBOSUM L.)

" Boréwka wysoka (Vaccinium corymbosum L.) jest waznym gospodarczo gatunkiem uprawianym komercyjnie w Polsce. Aktualnie roczna produkcja borowek w Polsce —

wynosi ok. 62 tys. ton, co daje drugie miejsce w Europie i siodme miejsce w Swiecie. Hodowla twércza nowych odmian borowki wysokiej (typ uprawny pétnocny)
prowadzona jest w Zaktadzie Hodowli Roslin Ogrodniczych |O-PIB od 2010 r. i stanowi wazng czes¢ programow hodowlanych Instytutu.

Wyzwania stojace przed hodowcami borowki wysokiej to przede wszystkim uzyskanie nowych odmian, taczacych w sobie pozadane cechy takie jak odpornosc¢ na
stresy biotyczne i abiotyczne, wysoka jakoS¢ owocow (w tym zawartos¢ zwigzkéw prozdrowotnych) oraz ich dtuga trwatoS¢ pozbiorcza. Rozwo] nowych technik
genomowych, w tym techniki ukierunkowane] mutagenezy z wykorzystaniem systemu CRISPR/Cas, umozliwia precyzyjne modyfikacje genéw odpowiedzialnych za
wyze] wymienione cechy, co daje nowe mozliwosci w hodowli roslin uprawnych. Edycja genomow roslinnych technikg CRISPR/Cas czesto wymaga przeprowadzenia
transformacji genetycznej rosliny za posrednictwem Agrobacterium tumefaciens. Wigze sie to z koniecznoscig optymalizacji procesoéw transformacji genetycznej
| regeneracji pedow przybyszowych z transformowanych komorek w warunkach in vitro.

Jako gen docelowy do opracowania systemu edycji u genomu borowki wysokie] wybrano gen kodujacy desaturaze fitoenowg (pds), enzym zaangazowany
w biosynteze karotenoiddw. Gen pds jest genem markerowym powszechnie wykorzystywanym podczas opracowywania sytemu edycji genomow roslinnych. Nokaut
tego genu prowadzi do uzyskania fenotypu albinotycznego zwigzanego z brakiem chlorofili, co utatwia identyfikacje zmodyfikowanych genetycznie roslin.
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Zadanie 1. Optymalizacja metody regeneracji pedow przybyszowych borowki wysokiej z eksplantatow lisciowych

Do badan nad opracowaniem systemu transformacji genetycznej i edycji genomu borowki wysokiej wybrano dwa klony hodowlane 17A i 21A, pochodzace z programu hodowlanego Zaktadu
Hodowli Roslin Ogrodniczych |O-PIB. Dla obu genotypow przeprowadzono optymalizacje regeneracji pedow przybyszowych z wykorzystaniem eksplantatow lisciowych, pochodzacych
z ustabilizowanych kultur in vitro. W celu okreslenia optymalnych warunkow efektywnej regeneracji pedow borowki wysokiej, zastosowano pozywke opartg na solach WPM (Woody Plant Medium)
zawierajacg 50 mg L' chelatu FEEDTA, 80 mg siarczanu adeniny oraz rdzne stezenia cytokininy — zeatyny (1-8 mg L") podane pojedynczo lub tacznie z auksyng (NAA) w stezeniu 0,1-0,2 mg L.
Kultury umieszczono w fitotronie, w temperaturze 23 + 2°C w roznych warunkach Swietinych: na swietle emitowanym przez swietlowki LED (biate ciepte, fotoperiod 16/8) lub przez pierwsze 2
tygodnie w ciemnosci. Zainicjowane pedy przenoszono na pozywke z 0,75 mg L' zeatyny w celu uzyskania dalszego rozwoju pedow.

ZdolnoSC do tworzenia pedow przybyszowych wykazywaty oba badane genotypy borowki wysokiej, ale intensywnosc regeneracji zalezata od zastosowanych regulatorow wzrostu i obecnosci
Swiatta (Rys. 1). Najwyzsza zdolno$¢ regeneracyjng, zaréwno dla genotypu 17A jak i 21A, obserwowano na pozywce z dodatkiem zeatyny w stezeniu 4 mg L' bez obecnosci auksyny. Dla genotypu
17A zdolnoS¢ regeneracyjng podwyzszato umieszczenie kultur na 2 tygodnie w ciemnosci (78%), dla genotypu 21A umieszczenie kultur od poczatku na swietle (87%).
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Blaszki lisciowe obu badanych genotypow borowki wysokiej poddano probie transformacii genetycznej za posrednictwem
bakterii Agrobacterium tumefaciens niosgcej plazmid binarny pCAMBIA1105.1r z genem reporterowym gus, kodujacym -
glukuronidaze. Eksplantaty (blaszki lisciowe) inokulowano w zawiesinie bakteryjnej o gestosci optycznej (OD) rownej 1,0
z dodatkiem acetosyringonu w stezeniu 200 yM L. Kokultywacje eksplantatow z bakterig prowadzono przez 6 dni
w ciemnosci, po tym czasie blaszki lisciowe ptukano w antybiotyku (500 mg L cefotaksymu), a nastepnie wyktadano na
pozywke regeneracyjng zawierajacg 250 mg L' cefotaksymu. Po 7 dobach eksplantaty przenoszono na pozywke
selekcyjno-regeneracyjng zawierajaca 250 mg L cefotaksymu i 2 mg L' higromycyny (antybiotyk selekcyjny). Skutecznos¢
transformacji komorek roslinnych borowki wysokie] oceniano na podstawie analizy aktywnosci enzymu [-glukuronidazy
metodg histochemiczng w reakcji z X-Gluc 7 dni po kokultywacji. Eksplantaty inkubowano w roztworze zawierajgcym X-Gluc
przez noc w temperaturze 37°C, a nastepnie tkanke ptukano kilkakrotnie w etanolu w celu usuniecia chlorofilu.
Transformacji genetycznej ulegty blaszki lisciowe borowki wysokiej genotypu 17A (Rys. 2). Nie uzyskano pozytywnego RYS. 2. Aktywnos¢ B-glukuronidazy w tkankach borowki wysokiej genotyp 17A
wyniku transformacji blaszek lisciowych boréwki wysokiej genotypu 21A.
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Zadanie 3. Wybor sekwenciji docelowych do edycji genu pds u borowki wysokiej

* Projektowanie starterow do amplifikacji fragmentow cDNA genu pds positkujac sie sekwencjg tego genu z jagody lesnej (Vaccinium myrtillus), dostepng w bazie danych Genome Database for
Vaccinium (GDV) — zaprojektowano po 10 par starterow;

* Reakcja PCR z zaprojektowanymi parami starterow na matrycy DNA lub cDNA z wybranych genotypow i sekwencjonowanie uzyskanych amplikonow;

* Analiza bioinformatyczna uzyskanych sekwencji: analiza BLAST, sktadanie sekwencji: LaserGene v. 17 (MegAlignPro i SeqManUltra), NCBI (BLAST), EMBOSS (matcher - local alignment,
needle - global alignment, merger - alignment consensus);

* Projektowanie czasteczek sgRNA (single guide RNA), identyfikacja tzw. sekwencji off-target (CRISPR RGEN Tools: Cas-Designer i Cas-OFFinder).

Poznana sekwencja pds bordwki ma dtugos¢ 1429 pz i wykazuje podobienstwo do sekwencji genu pds jagody lesnej na poziomie 97,1%. Dla uzyskanych sekwencji zaproponowano 4 czasteczki
sgRNA do edycji z wykorzystaniem systemu CRISPR/Cas9 (Rys. 3, Tab. 1).

Kodon START

AGAACGTGCAGCCTTTGCAGGTGGTTTGCATGGATTATCCAAGACCAGAGCTTGAGAGTACTGTCAATTATTTGGAAGCTGCTTACATAT TAB. 1. Wybrane sekwencje sgRNA do edycji genu pds u borowki wysokie;
CTTCATCCTTTCGTTCTTCTCATCGTCCAGATAAGLCATTGAAGGICGTCATTGCTGRTGCAGGTTTGGCTGGTTTGTCAACTGCAAAATATTTGG
CAGATGCAGACCATAAACCGATATTGCTGGAAGEAAGAGACGTTTTAGGCGGAAAGGTGGCTGCATGGCAAGATGATGATGGAGACTGGTAT Liczba miejsc ciecia w
GAGACTGGCTTACATATATTTTTTGGCGCCTACCCAAATGTCCAGAACCTGTTTGGAGAACTTGGTATAAATGATCGGTGCAGTGAAAGAACATT Nazwa
CTATGATATTTGCAATGCCAAACAAGCCAGGGGAGTTCAGTCGATTITGACTTCCTTGACATTCTACCGGEACCGTTAAACGGGATATGGGCCATC Lp. | Pozycja Sekwencja %GC | Ni¢ [On-score| genomie borowki
TTAAAGAATAATGAAATGCTTTCTTGGCCGGAGAAAGTAAAATTTGCGATTGGACTACTGCCAGCAATGATCGGTGGACAGGCGTATGTTGAAG sekwendji
CTCAAGATGGTTTAACTGTGAAAGACTGGATGAGGAAACAAGGTGTACCAGATCGAGTAACTACTGAGGTGTTTATTGCCATGTCAAAGGCATT wysokiej
GAACTTCATAAACCCTGATGAACTTTCCATGCAGTGTATTTTGATTGCCTTAAACCGGTTTCTCCAGGAAAAGCATGGTTCAAAAATGGCATTCT

1M7pz | Vc_guidel |TCGTCCAGATAAGCCATTGAAGG | 45 + 74,3 3

TGGATGGTAACCCCCCAGAGAGACTTTGCCTGCCAATTGTCAATCATATTCAGTCCCTAGGTGGTGAAGTCCGGCTTAATTCTCGAATTCAAAAG
130pz | Vc_guide2 || CCATTGAAGGTCGTCATTGCTG | 50 + 79,1

ATTGAGCTAAATAAAGATGGAACCGTGAAGAACTTCTTACTAAATAATGGAAATGTTATTGAAGGAGATGTTTATGTTTTTGCCACTCCAGTCGA 3
201pz | Vc guide3 [ CTTCCAGCAATATCGGTTTATGG | 40 i 72,5 3
424pz | Vc_guide4 |TGACTTCCTTGACATTCTACCGG] 40 + 81,2 3

TGTCTTGAAGCTTCTTTTGCCCGAAGACTGGAAAGAGATTCCTTACTTCATAAAATTGGAGAAATTAGTTGGAGTTCCTGTTATAAATGTCCACA
TATGGTTTGACAGGAAACTGAAGAACTTTCCGATCCCCCACTCTTAATGCAGAAGTCCGCTTCTCAGTGTGTATGCTGACATGTCTGTCCCTCGC
AAGGAATATTACGACCCAAATCGCTCTATGCTGGAATTGGTTTTCGCACCTGCAGAGGAATGGATCTCAAAAAGTGATCAAGAAATTATTGACG

CTACGATGATGGAGCTCGCAAAACTCTTTCCTGATGAAATTTCTGCTGATCATAGTAAAGCAAAAATATTGAAGTACCATGTAGTTAAAACACCA

AGGTCTGTTTATAAAACTGTCCCAGACTGTGTACCTTGCCGTCCCTTACAAAGATCCCCACTGTAATGTTTCTACTTGGCCAGTGAATACCACAG
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RYS. 3. Zidentyfikowana sekwencja kodujgca genu pds u borowki wysokiej i wybrane sekwencje sgRNA
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Badania wykonano w ramach zadan celowych finansowanych przez Ministerstwo Rolnictwa i Rozwoju Wsi, Zadanie nr 3.18 pt. ,,Opracowanie systemu inh |
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edycji genomu technika CRISPR/Cas oraz optymalizacja metod regeneracji i transformacji wybranych gatunkow roslin jagodowych
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