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Wstepne badania nad opracowaniem metodyki transformacji genetycznej i edycji
genomu z wykorzystaniem systemu CRISPR/Cas9 u maliny wiasciwej (Rubus idaeus L.)

Wstep

Malina wiasciwa (Rubus idaeus L.) jest waznym gospodarczo gatunkiem uprawianym komercyjnie w Polsce. Wedtug danych FAOSTAT, Polska z produkcjg wynoszacg ok. 100 tys. ton
rocznie zajmuje pigte miejsce na Swiecie i pierwsze w Europie wsrod producentow tych owocow. Hodowla maliny wiasciwej realizowana byta przez wiele lat w Sadowniczym Zaktadzie
Doswiadczalnym Instytutu Ogrodnictwa w Brzeznej, a od roku 2014 prowadzona jest takze w Zaktadzie Hodowli Roslin Ogrodniczych 10-PIB w Skierniewicach. Obecnie odmiany malin
hodowli I0-PIB dostarczajg okoto 2/3 catkowite] produkcji malin w Polsce. Wyzwania stojace przed hodowcami roslin jagodowych to przede wszystkich uzyskanie nowych odmian,
taczacych w sobie pozadane cechy takie jak odpornosc na choroby, wysoka jakoSC owocow (w tym zawartos¢ zwigzkow prozdrowotnych) raz ich diuga trwatos¢ pozbiorcza. Rozwdj metod
inzynierii genetycznej, w tym techniki edycji genomu z wykorzystaniem systemu CRISPR/Cas, umozliwia precyzyjne modyfikacje genow odpowiedzialnych za wyzej wymienione cechy, co
daje nowe mozliwosci w hodowli roslin uprawnych.

Celem prezentowanych badan jest opracowanie metodyki transformacji genetycznej za posrednictwem Agrobacterium tumefaciens oraz edycji genomu z wykorzystaniem systemu
CRISPR/Cas9 u maliny wtasciwej. Do badan wytypowano dwa klony hodowlane maliny wiasciwe] (Rubus idaeus L.) o symbolach L-15 i L-41, pochodzace z programu hodowlanego
Zaktadu Hodowli Roslin Ogrodniczych 10-PIB w Skierniewicach.
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Transformacja maliny genem reporterowym gus

Do transformacji uzyto szczepu Agrobacterium tumefaciens LBA 4404 niosacego plazmid binarny

pCambia1105.1r. z genem reporterowym gus, kodujgcym [-glukuronidaze. e =

« Probie transformacji poddano 2 rodzaje eksplantatow: blaszki lisciowe i ogonki lisciowe maliny i / &'_
pochodzace z peddw z ustabilizowanych kultur in vitro. /' g T

« Eksplantaty inokulowano w zawiesinie bakteryjnej o gestosci optycznej (OD) roéwnej 0,35 z /
dodatkiem acetosyringonu w stezeniu 200 uM, przez 3 minuty.

« Kokultywacje prowadzono przez 3 doby w ciemnos$ci, na pozywce MS zawierajacej 0,5 mg L A

TDZ i 200 uM acetosyringon.

« Po kokultywaciji eksplantaty ptukano w roztworze antybiotyku cefotaksym w stezeniu 500 mg L',
a nastepnie wyktadano na pozywke regeneracyjng* zawierajacq 250 mg L' cefotaksymu.

« Po 7 dobach eksplantaty przenoszono na pozywke selekcyjno-regeneracyjng zawierajacg 250
mg L cefotaksymu i 2 mg L higromycyny (antybiotyk selekcyjny).

* Ocene skutecznosci transformacji komorek roslinnych prowadzono na podstawie analizy
aktywnosci enzymu (- glukuronidazy metoda histochemiczng w reakcji z X-Gluc.

* Pozytywny efekt transformacji uzyskano dla genotypu maliny L-41. Reakcja histochemiczna D
potwierdzita ekspresje genu gus w tkankach transformowanych eksplantatow lisciowych tego

klonu, ana ogopkach Iiéciowygh uzyskano kultury kalusa alftywnie rosnacego na p9,2¥WCe Z  RYS. 1. Kalus uzyskany po transformacji ogonkow lisciowych genotypu L-41, rozwijajacy sie na pozycie
dodatkiem antybiotyku selekcyjnego uzyskano. Transformacja blaszek i ogonkow lisciowych  gelekcyingj (A i B): aktywnosé B-glukuronidazy w tkankach maliny L-41 (C): transformowane blaszki liciowe

genotypu L-15 dotychczas sig nie powiodka. (D) i ogonki lisciowe (E) maliny zamierajagce na pozywce selekcyjnej; pedy regenerujgce z ogonkow
Badania nad optymalizacjg pozywek regeneracyjnych dla maliny wiasciwej prezentowane sg na plakacie Wojtania A. i in. ,Ocena potencjatu Iiéciowych W kombinacji kontrolnej (F)
regeneracyjnego wybranych genotypow maliny wiasciwej (Rubus idaeus L.). '

Edycja genu desaturazy fitoenowej (pds)

Do edycji u maliny wtasciwej wybrano gen pds kodujacy desaturaze fitoenowa (phytoene desaturase), TAB 1. Czasteczki sgRNA zaprojektowane do mutagenezy genu pds maliny wasciwej.
enzym zaangazowany Ww biosynteze karotenoidow, ktory jest genem markerowym powszechnie

wykorzystywanym podczas opracowywania sytemu edycji genoméw rodlinnych. Nokaut tego genu | e ELEE Nic  %GC On-score  Liczba miejsc
prowadzi do uzyskania fenotypu albinotycznego zwigzanego z brakiem chlorofili, co utatwia odroznienie off-terget
zmodyfikowanych genetycznie roslin. Egzon 1
» Zaprojektowano startery komplementarne do sekwencji wyjsciowej genu pds dla maliny, uzyskanej z bazy FE®E CGTAGTGGGCAATGGAGAAATGG 50 71,2
danych GDR (Genome Database for Rosaceae) i zamplifikowano poczatkowy fragment sekwencji genu pds B GTTTATGAGGTTCAAGTTGGTGG 40 71,8
Z obu genotypow. Bl AACGAGAGTGCAGTGCTTTGTGG 50 70,3
« Zamplifikowany fragment genu pds wklonowano do plazmidu pGEM-T® Easy, a nastepnie 2
zsekwencjonowano. Uzyskana sekwencja ma dtugoSc 676 pz i obejmuje dwa pierwsze egzony (259 pzi W GGCTTAGTTIGGGCGAGAAGAGG 60 67,5
133 pz) i 2 introny (83 pz i 186 pz). Podobienstwo sekwencji uzyskanych z obu genotypow wynosi 99,0%. B A\ ACCTTCAACGGCTTAGTTGGG _ A5 828 0

 Zaprojektowano 5 czasteczek sgRNA (single guide RNA), znajdujacych sie w obrebie 11 2 egzonu genu
pds, wspoine dla obu klonéw hodowlanych maliny oraz wykonano analize wystepowania miejsc off-target ATGTGTCCGTCCAACCACCACTATCTCGCCACTCACGCACCATTAAAGCTCCATTTCTCCAT
dla tych CZQStGCZGk (CR|SPR RGEN Tools: Cas-Designer i Cas-OFFinder), ktora wykaza’ra brak takich TGCCCACTACATGTTCGATARAAATGTCGCACGTGEGCGCTTGTCTCTCTGLCCACCAACTTGAACC
miejsc w genomie maliny dla wszystkich zaprojektowanych czasteczek. TCATAAACACCCAAAATCCACAAAGCACTGCACTCTCGTTIICATGGCAGTGAGATTGTTGCT
CGCAATTTGAGATTTCTGGGCTCACAAGGTTCTCTTGGTAAAAGGCCGAGGAAGGGTGTTCT

i

E e . CCCTTTGAAGGLttgtttcttctttctcaagtatgctgtagectgttagattgttaaaaatgg
RYS. 2. Fragmenty genu pds z dwoch genotypow maliny gaattaatttgtttcatttgtgatgatataggTGGTTTGTGTGGATTATCCAAGACCGGAGC
wiasciwej (L-15 1 L-41) zamplifikowane z uzyciem TTGATAATACTGTAAATTTCTTAGAAGCTGCGTACTTGTCTTCCTCTTTCCGAACCTCTTCT
starterow uniwersalnych M13 po wklonowaniu do CGCCCAACTAAGCCGITTGAAGGTTG'TGATTGCTGGTGCAGGtgattgtaatagacaacttgt
plazmidy pGEM-T Easy; M - marker wielkosci DNA (100 cattattttttagaacacctttgaattgggttcattttatcttcggctataagcacataatt
pz). atgcttgtgtaataatgaaccagaattttgtaggggttactgaatttacaattttctcttta

ttatgtgcttctcctatgattaaatgcggaaattttgcaggTTTGGCTGGGTTGTC

RYS. 3. Sekwencja fragmentu genu pds maliny wiasciwe] (genotyp L-15), obejmujgca 2 pierwsze egzony i 2 introny oraz
lokalizacja zaprojektowanych czgsteczek sgRNA. y

Badania finansowane przez MRiRW w ramach dotacji celowej, Zadanie nr 3.18 ,,Opracowanie systemu edycji genomu technika CRISPR/Cas oraz optymalizacja metod
regeneracji i transformacji wybranych gatunkow roslin jagodowych.
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