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Badania nad opracowaniem systemu transformacji genetycznej i edycji
genomu z wykorzystaniem systemu CRISPR/Cas9 u boréwki wysokiej
(Vaccinium corymbosum L.)
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Boréwka wysoka (Vaccinium corymbosum L1.) jest waznym gospodarczo gatunkiem
uprawianym komercyjnie w Polsce. Wyzwania stojgce przed hodowcami borowki wysokiej to przede
wszystkich uzyskanie nowych odmian, tagczacych w sobie pozadane cechy takie jak odpornos¢ na stresy
biotyczne i abiotyczne, wysoka jako$¢ owocow (w tym zawarto§¢ zwiazkéw prozdrowotnych) oraz ich
dluga trwalo$¢ pozbiorcza. Rozwdj nowych technik genomowych, w tym techniki edycji genomu
z wykorzystaniem systemu CRISPR/Cas, umozliwia precyzyjne modyfikacje genéw odpowiedzialnych
za wyzej wymienione cechy, co daje nowe mozliwosci w hodowli roslin uprawnych.

Do badan nad opracowaniem systemu transformacji genetycznej i edycji genomu boréwki
wysokiej wybrano klony hodowlane 17A i 21A, pochodzace z programu hodowlanego Zakiadu Hodowli
Roslin Ogrodniczych 10-PIB. Dla obu genotypéw przeprowadzono optymalizacj¢ regeneracji pedow
przybyszowych z wykorzystaniem eksplantatéw lisciowych, na pozywkach zawierajacych rézne
stezenia cytokinin (zeatyna, TDZ, BAP) zastosowanych pojedynczo lub lacznie z auksyna (JAA, NAA,
NAA) oraz w réznych warunkach swietlnych. Przeprowadzono ocen¢ skutecznosci transformaciji
genetycznej za posrednictwem szczepu Agrobacterium tumefaciens LBA 4404 niosacego plazmid
binarny pCambia z genem reporterowym gus, kodujacym pB-glukuronidaze. Dla genotypu 17A
potwierdzono aktywnos$¢ p-glukuronidazy w transformowanych eksplantatach w reakcji
histochemicznej z X-Gluc.

Jako gen docelowy do opracowania systemu edycji genomu borowki wysokiej wybrano gen
kodujacy desaturaze fitoenowa (pds), enzym zaangazowany W biosyntez¢ karotenoidow.
Przeprowadzono sekwencjonowanie cDNA genu pds obu genotypdéw boréwki wysokiej positkujac si¢
sekwencja tego genu z jagody lesnej (Vaccinium myrtillus), dostepng w bazie danych Genome Database
for Vaccinium (GDV). Poznana sekwencja pds boréwki o dtugosci 1429 pz 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.

Badania wykonano w ramach zadan celowych finansowanych przez Ministerstwo Rolnictwa i Rozwoju
Wsi, Zadanie nr 3.18 pt. ,Opracowanie systemu edycji genomu technika CRISPR/Cas oraz

optymalizacja metod regeneracji i transformacji wybranych gatunkéw roslin jagodowych™.
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