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Foérfragan med anledning av planerade faltférs6k med
Arabidopsis som muterats med hjalp av CRISPR Cas9

Vi arbetar med CRISPR Cas9-metoden for att orsaka riktade mutationer i tva lokus
i Arabidopsis (At1g20120 och At1g20150). Genen i lokus At1g20120 kodar for ett
lipas och genen i lokus Atl1g20150 kodar for ett peptidas. Bigge dessa proteiner
antas vara viktiga under standarutvecklingen, varvid forvintad genotyp efter
mutation 4r en nedsatt hanfertilitet. Vi vill 1 detta forskningssteg fa bekriftat att de
mutationer som induceras med hjélp av CRISPR Cas9 kommer att resultera i
nedsatt hanfertilitet 4ven vid faltférsok.

Forsoket med CRISPR Cas9 och mutation som orsakar nedsatt hanfertilitet ir
intressant da det vid en framtida tillimpning har potential att underlitta
foradlingsprocessen for hybridutside, i férsta hand for oljevixter. Hybridsorter har
en hogre avkastning, hdgre odlingssikerhet och bittre enhetlighet, vilket gér dem
viktiga f6r produktiviteten inom sévil nationell som internationell vixtodling.

Genom den riktade mutation som induceras av CRISPR Cas9 kommer vi att ta
fram tre olika typer av mutanter:

1. En enkel mutant med 1-2 nukleotiders deletion i férsta exonen i lokus
At1g20120.

2. En enkel mutant med 3-4 nukleotiders deletion i forsta exonen av lokus
At1g20120.

3. En mutant med 30 kb. deletion. CRISPR Cas9 kommer att orsaka ett
dubbelstrangsbrott i At1g20120 samt i At1g20150, vilket resulterar i en
deletion fran forsta exonen av Atlg20120 till och med At1g20150.
Deletion av de gener som ligger i lokus At1g20130, Atlg20132,
At1g20135 och Atlg20140 kommer saledes att ske.

De tre mutanterna erhélles genom att genspecifika guide-RNA (gRNA) designas
och klonas in i den binira vektorn pFGC-pcoCas9. Cas9-vektorn kommer direfter
att féras ¢ver till Agrobacterium for att sedan anvéndas i en transformation av
Arabidopsis. Transformationen kommer att ske genom en sa kallad floral dip vilket
innebdr att vivnad fran en sekundért producerad blomstjilk (endast ett fatal
blommor) inokuleras i en vitska som bestér av Agrobacterium tumefaciens, 5%
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sukros och 500 mikroliter per liter av surfactant Silwet L-77'. Transformationen
kommer att géras pa den transformationsplattform som finns pa SLU i Uppsala déir
tillstdnd f6r innesluten anvindning av genmodifierade vixter finns”.

Efter transformationen kommer vi att erhalla en heterozygot med avseende pé
transgenen. [ nésta generation kommer transgenen att segregeras bort och
homozygota linjer som bér pd4 CRISPR Cas9 kommer att viljas ut. Vid filtférsok
med de tre mutanterna kommer transgenen pa si sitt att vara bortsegregerad.

Fragor som vi vill fa besvarade:

* Faller plantor som modifierats med hjéilp av CRISPR Cas9 in under
den radande GMO-lagstiftningen?

e Maste vi soka tillstdnd for att genomfora filtforsok med dessa
plantor?

* Enligt vilket regelverk skall vi i sddana fall utforma vara filtfors6k?
Om regelverk saknas kan vi 4nda utfora faltforsoken?

Detektion av de mutationer som skapas kommer for de tva enkla mutanterna med
1-2 respektive 3-4 nukleotiders deletion att kunna ske genom en multiplex PCR-
reaktion; en metod som ir speciellt ldmplig for detektion av mutationer och
deletion av gener’. Detektionen av mutationerna som skapats i de tva enkla
mutanterna kommer dock inte kunna sirskiljas frdn spontana mutationer. Den stora
deletionen om 30 kb. kommer bade att kunna detekteras med multiplex PCR och
kommer dven i princip att kunna sirskiljas dé denna typ av stora deletioner sker
med mycket lag frekvens.

Vidare kommer vi att komplementera mutant #3, vilket innebdr att vi kommer
aterstilla denna till vildtyp. Detta kommer att goras genom transformation med
Agrobacterium.

Fraga som vi vill fa besvarad:
Behover vi soka tillstdnd fér GMO fér att f& genomfora faltforsék med den
aterstillda vildtypen?

JosSdficn.  Tia lud—

Jens Sundstrém (Lektor/Projektledare) Ida Eriksson (Agronomstudent)

" Clough, S. J., & Bent, A. F. (1998). Floral dip: a simplified method for Agrobacterium-
2 The Uppsala Transgenic Arabidopsis Facility. http:/Icpu.se/?page_id=763

3 Henegariu, O., Heerema, N. A., Dlouhy, S. R., Vance, G. H., & Vogt, P. H. (1997).
Multiplex PCR: critical parameters and step-by-step protocol. Biotechniques, 23(3), 504—
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Kompletterande information till férfragan om faltférsok

med CRISPR-muterad Arabidopsis
(Dnr 4.6.18-6864/15)

Nedan finns svar pé de kompletterande fragor som vi blivit dlagda att besvara infor
bedomning av huruvida vi beh6ver anséka om tillstand for att genomfora faltforsok
med CRISPR-muterad Arabidopsis eller ¢j.

Fraga 1. (I er text stdr att homozygota linjer som bir pd CRISPR Cas9
kommer att véljas ut. Menar ni inte "CRISPER Cas9-inducerade
mutationer”, alternativt “viljas bort”?)

Svar: Efter transformationen erhélls heterozygoter med avseende pa
transgenen. I nésta generation véljs homozygoter som inte bar pA CRISPR
Cas9-transgenen ut.

Fraga 2. (Hur har bortkorsningen bekraftats?)

Svar: De CRISPR Cas9-mutationer som induceras uppstér redan i
primértransformanterna (T). D& primértransformanter alltid 4r heterozygota
med avseende pa transgenen, kommer T-DNAt kunna segregeras bort i
néstféljande generation (T}). Att bortsegregering av T-DNAt verkligen skett
kommer att kontrolleras genom att genomfora foljande:

1) Riktad PCR mot gRNAt och Bastagenen som ingar i DNAt (se
tabell 1 for primersekvenser). Férvéntat resultat av en sddan
analys kommer vara att transgenen gar att detektera i % av T;-
plantorna medan Y4 visar negativa resultat.

i) Delar av avkomman till den %-del av T;-plantorna som visat
negativa resultat i PCR-screenen kommer att odlas pa Basta-
medium (50 mg/1) for att kontrollera att transgenen inte finns
kvar.

iil)  For att sékerstilla att endast vildtypsallelen av det lokus som bir
pé transgenen finns med i de linjer som anvinds vid filtférsoken
kommer positionen av transgenen i genomet att faststillas med
hjélp av TAIL-PCR (http://bit.ly/Liu_Chen 2007). Utifran
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resultatet av TAIL-PCR férséken kommer primrar for
genotypning som sarskiljer ett vildtypslokus fran ett lokus som
bér pa transgenen att konstrueras. Dessa primrar kommer
darefter att anvindas for att genotypa plantor dér T-DNAt
segregerats bort.

Tabell 1. Primersekvenser for riktad PCR mot gRNAt och Bastagenen.

Primertyp Primernamn Sekvens

U6 Fltype 1 (fwd) GCGGAATTCAGAAATCTCAAAATTCCG
gRNA U6 R2type | (rev) GCGTCTAGATAATGCCAACTTTGTACA

Fréga 3. (Har off-target-mutationer analyserats i véxterna?)

Svar: Vid design av de gRNA-sekvenser som klonats in i vektorn
pFGC-pcoCas9 i detta forsok, har sekvenser med sé 14g off-target-
frekvens som mgjligt medvetet valts ut. Information om exakta
positioner for var off-target-mutationer potentiellt kan ske finns sparat
tillsammans med gRNA-sekvensema.

Primért har vi inte ténkt analysera eventuella off-target-mutationer
eftersom detta inte &r ett krav vid traditionell mutationsforddling. 1
Arabidopsis finns flera mutantlinjer framtagna med Ethyl
methanesulfonate (EMS) som inte rdknas som genetiskt modifierade
organismer men som ofta bér pa ett stort antal off-target mutationer.
Dessutom kommer slumpmassiga mutationer naturligt att ske och
skilja mellan generationerna, vilket gor att det ar svart att sékerstilla
huruvida en detekterad mutation &r ett resultat av off-target eller om
den uppstétt spontant.

Om sekvensering dnda krdvs kan denna goras pa tva olika nivaer:

i) Sekvensering av de regioner i genomet som bedéms ha
storst risk for att bira pa off-target-mutationer.

ii) Sekvensering av hela genomet.

Dé sekvensering &r ett kostsamt alternativ, speciellt vid sekvensering
av hela genomet, vill vi om mdjligt undvika det.



Vid konventionella mutationsforsék ddr man anvénder sig av EMS
eller radioaktiv stralning och hundratals mutationer introduceras i ett
slag brukar man géra en serie aterkorsningar for att minska pé antalet
off-targets. Av hidvd brukar man gora ca sex aterkorsningar. Ett
alternativ eller komplement till att sekvensera skulle kunna vara att
gora aterkorsningar till vild-typ f6r de linjer som vi avser anvénda i
taltforsoken.

Hilsningar

Jens Sundstrém och Ida Eriksson
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