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Sammanfattning

Dagens samhdlle ar helt beroende utav fossila branslen. Da vi ser hur tillgangligheten pa dessa
blir allt mindre parallellt med 6kning av varldspopulationen kraver detta nya innovationer. Ett
bra alternativ till att I0sa dessa utmaningar kan vara oljegrodor. Detta krdver dock
framstéllandet av nya oljegrodor vilka foradlats fram for att passa dessa behov battre an de
sorter som finns etablerade redan idag. Lepidium campestre (Faltkrassing) ar en vildvaxande
Brassica art. Den utgor en bra kandidat att fungera som grund vid domesticering av en ny
oljevaxt. Detta som en foljd av dess goda egenskaper som vinterhardighet, bildandet av
sidoskott pa den adaxiala delen av sidoskotten och hog avkastningspotential. Dessutom &r den
bienn och kan fungera som fanggroda. Som ett ytterligare tillagg till detta erbjuder grodan ett
flertal mervarden da den exempelvis kan fungera som biobréansle och djurfoder. Dock krévs
domesticering av Lepidium for att vaxten ska fa de agronomiska egenskaper som den har
potential till att bara, for att den ska bli en I6nsam oljegroda. For att forédla fram dessa
egenskaper kan genomediteringstekniken CRISPR/Cas9 anvéandas. Malet med arbetet &r att
undersoka om CRISPR/Cas9 &r ett lampligt verktyg for att ge Lepidium de egenskaper som
eftersoks. FOr att undersoka detta anvandes ett CRISPR-konstrukt for att minska
glukosinolathalten, detta genom att mutera transportgenerna kopplade till frokakan. Resultatet
visar att gen X har muterats i bada alleler vilket troligtvis resulterar i en blockering av
transporter for glukosinolater. Utifran detta drogs slutsatsen att CRISPR-tekniken med fordel
kan anvandas for att domesticera Lepidium.

Nyckelord: Lepidium campestre, domesticering, CRISPR/Cas9, glukosinolat

Abstract

Today's society is completely dependent on fossil fuels. As we see how the availability of these
is becoming less and less parallel to the increase in the world population, this requires new
innovations. An alternative to solving these challenges might be oil crops and can be seen as a
good alternative. However, this requires the production of new oil crops which have been
refined to better suit the needs as opposed to the varieties already established. Lepidium
campestre (field cress) is a wild Brassica specie. It is a good candidate to serve as the basis for
the domestication of a new oil plant. This is due to its good properties such as winter hardiness,
the formation of lateral shoots on the adaxial part of the lateral shoots and high yield potential.
In addition, it is a biennial plant and can serve as a catch crop. As a further addition, the plant
offers a number of added values since it could function as both biofuel, producer of oilseeds
and as animal feed. However, the domestication of Lepidium is required to establish the
agronomic properties that it has the potential to carry, in order to make it a profitable oil crop.
To refine these properties, the CRISPR/Cas9 genome editing technique can be used. The aim
of the work is to investigate whether CRISPR/Cas9 is a suitable tool for giving Lepidium the
properties sought. To investigate this a CRISPR construct was used to reduce the glucosinolate
content, by mutating the transport genes linked to the seed cake. The result shows that gene X
has been mutated in both alleles which is likely to result in a blockage of transport for
glucosinolates. From this, it was concluded that CRISPR technique can be advantageously used
to domesticate Lepidium.

Keywords: Lepidium campestre, domestication, CRISPR/Cas9, glucosinolate
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1.

Inledning

Né&r den grona revolutionen svepte Gver vérlden, gav det samhéllet mojligheten att
producera mer foda genom anvéndningen av godselmedel, fossila branslen, nya
odlingstekniker och nya domesticerade grdodor. Som ett resultat av den Okade
fodotillgangen, 6kade populationen och idag star vi infor stora utmaningar for att kunna
uppratthalla vart samhélle (Jones & Mayfield 2016). | dagens samhélle beraknas
varldspopulationen vaxa till 9.1 miljarder manniskor ar 2050. Med det kommer samhéllet
mota flera olika utmaningar sasom att producera tillrackligt med foda fér populationen.
Produktionen av foda ar beroende av fossila brénslen och tillgangligheten kommer att
minskas (FAO,2009). Darfér kan oljevéxter ses som ett fornybart branslemedel for
framtiden, men de behéver foradlas for att fa en bra oljekvalitét (Nilsson et al. 1998). |
en rapport fran 2013 beskrivs hur Lepidium campestre (Lepidium) ar en méjlig kandidat
att utgd ifran vid domesticerandet av en ny oljegroda, bade till foder och industriell
anvandning. For att den ska uppna de egenskaper géllande den producerade oljans
kvalitet och kvantitet som eftersoks krdvs dock modifiering av gensekvensen i
arvsmassan (lvarson et al. 2013). Lepidium har dessutom potentialen att anvandas som
djurfoder (Arefaine et al. 2019) eller som en fanggroda med vardefulla
ekosystemtjanster. Lepidium &r valdigt nara beslaktad med Arabidopsis thaliana
(Arabidopsis), dar Arabidopsis har ett av de mest védlkanda genomen i florariket.
Forskare vid SLU har pavisat att Lepidium och Arabidopsis har 30 homologa gener som
kontrollerar oljeinnehallet, blomningstid, vernalisering och frodrasning. Dessutom finns
det en variation inom Lepidium dar dessa 30 gener har olika sekvenser som pa olika satt
paverkar fenotypen. Genom att ha en stor variation i genomet sa kan domesticeringen av

Lepidium paskyndas (Gustafsson et al. 2018).

Med hjalp av genediteringstekniker kan domesticeringen av Lepidium paskyndas
(QDsterberg et al. 2017). Genediteringstekniken CRISPR/Cas9 kan forkorta tiden for
vaxtforadlingsprocessen och effektivare paverka den genotyp som eftersoks, genom
precisa mutationer i malgener (Chen et al. 2019). | det har experimentet undersoks om

CRISPR/Cas9 kan utgora ett verktyg i domesticeringen av Lepidium.



2. Bakgrund

2.1 Lepidium campestre

Lepidium &r en diploid art (2n=16) som ar sjalvpollinerande, vildvaxande och tillhor
familjen Brassicaceae. Den har goda egenskaper sasom extremt hog vinterhardighet
(Merker A et al. 1995; Al-Shehbaz et al. 2006), sidoskott bildas pa 6verdelen av
stammen och resistens mot pollenskalbaggen. Lepidium har stor potential att bli en ny
oljegrdda och kan odlas i norra regioner dar hostraps inte ar hardig (Ivarson et al. 2013).
Den har en hog avkastningspotential pa upp emot fem ton per hektar vilket &r cirka 30

% mer an den genomsnittliga hostrapsen (Merker et al. 2010)

Ett av grodans mervérden ar att den kan anvandas som biobransle vilket delvis kan ersétta
fossila branslen. Frokakan kan dessutom nyttjas som djurfoder for grisar istallet for de
proteingrodor som anvands idag, vilket bidrar till en mer hallbar djurproduktion. |
dagslaget innehaller dock frokakan for hoga halter av glukosinolater vilket bidrar till en
mindre effektiv matsmaltning for grisar (Arefaine et al. 2019). Lepidium kan etablera sig
i kyligare regioner déar andra fanggrodor inte kan. (Ulén & Aronsson 2018). Dessutom
ar den bienn sort som gor den mer lamplig som fanggréda. Om Lepidium samodlas med
varkorn har den majligheten till att 6ka avkastningen av varkorn. Det ger en positiv okad
avkastning och effektivisering per ha, dar Lepidium anvands som en fanggroda (Merker
et al. 2010). Genom att odla bada grodor samtidigt sparas energi, pa samma gang som
ingen jordbearbetning sker. Detta minskar dessutom urlakning av naringsémnen genom
att Lepidium técker marken under vintern och genom ackumulering av biomassan av
Lepidium. Lepidium har en relativt 1ag frooljehalt, runt 20 %, men den har en fiberhalt
pa 40 % och en proteinhalt pa runt 20 %, vilket gor frokakan till ett vardefullt material
som djurféda (Andersson et al. 1999).

Lepidium kan dessutom anvandas som en kommersiell groda. For att det ska bli mojligt
att anvanda Lepidium som en kommersiell groda kravs det att dess agronomiska
egenskaper forbattras, en av dessa egenskaper ar oljesammansattningen. Fettsyrorna
linolsyra, linolensyra och erukasyra ar for hoga. Darfor behdvs det att forandra
oljesammansattningen for att gora oljan halsosam och stabil i héga temperaturer (Ivarson
et al. 2016). Mer an 5% erukasyra anses vara giftigt for manniskan och det tillats inte

utgdra mer an 5% om det ska anvandas som ravara inom matindustrin enligt den
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allmanna livsmedelslagstiftningen i Europeiska unionen (EU). Linolensyra ar nyttigt
men pa grund av sina dubbelbindningar &r den ostabil i hoga temperaturer (Graef et al.
2009). Men oljesyra ar nyttig och tal hoga temperaturer, darfor eftersoks det att halten
oljesyra hojs. Genom att anvanda RNAI nedreglering har det visat sig att oljesyrahalten
kan Okas ifran 11 % till 80 % i Lepidium. Dessutom sanktes linolensyran fran 40,4 % till
2,6 % och erukasyran sanktes fran 20,3 % till 0,1 %. Den hoga oljesyrahalten var stabil

i tre generationer (lvarson et al. 2016).

Alla dessa exempel ger ett flertal mervérden for vilket Lepidium kan anvandas, och gor
den till en bra kandidat for att domesticeras till en ny grdda.

2.1.1 Glukosinolater

Glukosinolater &r forsvarskomponenter som dr narvarande i Brassicales (Halkier &
Gershenzon 2006). Dessa komponenter ar metaboliskt kostsamma att producera och
ackumuleras till den hogsta halten i vdvnader som har hdgst sannolikhet till att bli
attackerade (Ohnmeiss & Baldwin 2000; Zust et al. 2011). De ackumuleras i hdga
koncentrationer i froer av Brassica-véxter och reducerar naringen av proteiner (Tayo et
al. 2012). 1 Arabidopsis har en minskning av glukosinolater i bladen resulterat att de har
ackumulerats hdga halter i froerna (Brown et al. 2003).Pa grund av att de kan inte
syntetiseras i froerna maste transportering till vavnaden ske (Brown et al. 2003; Nour-
Eldin & Halkier 2009) eftersom de har hdgst sannolikhet att bli attackerade.

Lepidiums frokaka innehaller det glukosinolater vilket i for hoga halter ar toxiska for
djur. Glukosinolatinnehall i Lepidium fréer ar 123 till> 138 umol g* jamfort med sorter
av rapsfroer som innehéller 30 umol g.Om Lepidium frokakan ska anvandas som foda
for manniskor sa behdver den minskas, i EU maste nivan ligga under 18 umol g’
(Andersson et al. 1999).

| Arabidopsis har det identifierats tva specifika transportgener for glukosinolater, vid
namn glukosinolat transporter 1 och 2 (GTR1 och GTR2). Analys av
glukosinolatinnehall i froerna med GTR1- och GTR2-mutationer, visar en 48 + 11 %
reducering i totala glukosinolatinnehall i froer med mutation av GTR2, medan innehallet

av glukosinolater i GTR1-mutanter visade ingen signifikant skillnad ifran vildtypen.
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Men glukosinolatinnehall var under detektionsgransen for de froer som hade
dubbelmutation, bdde GTR1 och GTR2 (Nour-Eldin et al. 2012).

2.1.2 Tidigare forskning pa Lepidium campestre

Det har tagits fram en genetisk kopplingskarta for Lepidium, dar den slutgiltiga
kopplingskartan bestod av atta kopplingsgrupper. Denna analys visar att sekvensen av
Lepidiums atta kopplingsgrupper har minst en 66 % hog kollinearitet med fem av
Arabidopsis kromosomer. Kartpositionerna av Lepidiums kopplingsgrupper visar 24
gener som reglerar olika egenskaper, dessutom har dessa gener identifierats i
Arabidopsis (Geleta et al. 2020). Denna forskning gor det mojligt att se att det finns en
korrelation mellan visa gener i Arabidopsis och Lepidium, som kan resultera i att
forskning som har gjorts pa Arabidopsis egenskaper kan anvandas for Lepidium.

Forskare pa SLU har visat att Lepidiums protein har en bra aminosyrasammansattning
enligt referensmonstret for ménniskor, men att det domineras av den ostabila
linolensyran i fettsyresammanséttningen. Den kemiska sammanséttningen av
rapsfréerna ar 40 % - 50 % olja och en protein halt pa 25 % Lepidium har en lagre innehall
olje- och proteinhalt an raps. Olja och protein ar vérdefulla egenskaper hos en oljegrdda.
For att Lepidium ska bli en vardefull oljegroda sa behdver oljehalten okas. Genom att
forbattra vardefulla egenskaper med geneditering sa har Lepidium en stor chans till att

bli en lyckad oljegroda (Andersson et al. 1999).

Ivarson et al. (2013) har utvecklat ett protokoll fér Agrobakterium-transformering av
Lepidium. Med hjalp av en stabil Agrobakterium-transformering har transgena linjer av
Lepidium med minskad frédrasning (Ivarson et al. 2016) , forbattrad oljesammansattning
(Ivarson et al. 2017) ,vax ester-syntes (Ivarson et al. 2017) samt dkad oljehalt tagits fram
(Ivarson et al. 2013).

Det har visats att Lepidium som &r en bienn vaxt kan 6ka Iénsamheten for jordbrukare
till exempel i norra Skandinavien som har begransade grodoalternativ pa grund av korta
odlingsperioden och kalla vintrar. Utvecklingen av bienna grédor kommer ocksa att ge
en mer hallbar hantering av ekosystem pa grund av hantering av lagre tillforsel av
godsling (Ortiz et al. 2020)
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2.2 CRISPR/Cas9

Genomeditering innebdr mestadels att DNA modifieras i en levande organism i form av
till exempel att baspar ersatts (Baltes et al. 2017). Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats (CRISPR) och CRISPR associated protein 9 (Cas9) &r en
genomediteringsmetod som anvénds for att modifiera DNA (Belhaj et al. 2015). CRISPR
har palindromiska frekvenser som aterupprepas i den langa deoxiribonukleinsyra
(DNA)-kedjan (Belhaj et al. 2015) och Cas9 &r ett enzym som har funktionen att klippa
dubbelstrangat DNA. For att klippa en DNA-kedja pa en specifik plats i genomet, sa
designas en syntetisk guideribonukleinsyra (QRNA) for att vara komplementart till DNAt
hos genen som ska muteras. gRNAL binder in till Cas9, med funktionen att k&nna igen
en protospacer adjacent motif (PAM)-sekvens och en DNA-sekvens som &r lokaliserad
bredvid PAM-sekvensen. Cas9 skannar genomet for att identifiera en PAM sekvens och
en DNA sekvens intill PAM som matchar gRNAt. Om DNAt ar komplementért till
gRNALt sa kommer Cas9 klippa DNA-strangarna (Kato-Inui et al. 2018). Detta kommer
att aktivera tva endogena reperationsvagar i en cell. Antingen en icke homolog
sammanfogning (NHEJ) eller homolog rekombination (HDR). NHEJ &r en
reparationsmekanism i vilken de klippta &ndarna i DNAt fors samman och leder ofta till
randomiserade borttagningar eller infogningar i form av frameshift-mutation. HDR &r en
reparationsmekanism som reparerar dubbelstrang DNA genom att en DNA
rekombination sker mellan DNA genomet och ett homologt templat-DNA, vilket leder
till en exakt genomeditering om en extern donator DNA finns tillganglig i cellen (Moore
& Haber 1996).

Arabidopsis &ar narbeslaktad med Lepidium och flera fenotypiska egenskaper har
upptéckts i Arabidopsis i form av forlust-av-funktion mutationer. Narbesléktade arter har
I6sare artbarriarer mellan varandra vilket forenklar éverforandet av genetisk information
emellan dessa (QJsterberg et al. 2017). Domesticeringen av Lepidium kan dra nytta av

kunskapen som finns om Arabidopsis.

| ett forsok anvandes CRISPR for att modifiera Arabidopsis och Camelina sativa
(C.sativa) for att 6ka halten oljesyra i froerna. Syftet var att sla ut nagra eller alla sex
fettsyradesaturas 2 (FAD2) generna i genomet. Oljesyran okade fran 16 % till> 50 %.

Denna 6kning var associerad med att linolsyra (fran 16 % till <4 %) och linolensyran
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(fran 25 % till <10 %) sanktes signifikant. Det visade sig att modifieringen i genomet
foljde med i bade generation 2 och 3 for Arabidopsis och Camelina (Jiang et al. 2017).

Med CRISPR-tekniken gar det att andra ett flertal egenskaper samtidigt i en generation
for att fa det genom som efterscks. Det skulle annars tagit flera generationer for att uppna
det. Ett exempel ar ett forsok med vild tomat Solanum. pimpinellifolium, dar bade storre
frukter och 10 ganger hogre avkastning per planta uppnaddes efter endast en generation.
Det pavisar att en vaxt kan ga fran en vildvaxande till en domesticerad groda i endast en
generation, och &r darfor en snabb véxtforadlingsmetod (Schindele et al. 2020)

2.3 Domesticering

Domesticering innebdr att en véxt tas fran det vilda och foradlas till en gréda som kan
anvandas och brukas av manniskan. Detta sker under flera generationer for att fa de
morfologiska och fysiologiska egenskaper som eftertraktas (Plant Domestication 2012).
Under 1960-talet kom den grona revolutionen som drevs av hogintensivt lantbruk med
fokus att producera sorter med hog avkastning. Dessutom nya mojligheter for
anvandning av bekampningsmedel, godsel, nya véxtforadlings- och -odlingsmetoder.
Resultatet blev évergddsling, forlust av botanisk diversitet och en paverkan pa miljon.

Idag star vi infor stora utmaningar pa grund av vad som har gjorts (Pingali 2012).

Det finns ca 200 kommersiella grédor och majoriteten av odlingsarealen utgors av ett
fatal olika grodor, huvudsakligen vete, majs och ris. Domesticeringen av nya grodor kan
bidra till att 16sa de problem som dagens jordbruk star infor och de baksidor som den
grona revolutionen medforde. Med genomeditingstekniken CRISPR mdjliggors det att
accelerera processen for domesticering, till exempel gar det att inféra en

domesticeringsgen i genomet (Dsterberg et al. 2017).

2.4 Juridiskt perspektiv

Om en ny grdda ska introduceras till den kommersiella marknaden och egenskaper har
forandrats med hjélp av CRISPR stamplas grdédan som en genetiskt modifierad (GM)
grdda enligt EUs lagstiftningar (Bruetschy 2019). Det finns fall dar mutationslinjer utan
fraimmande DNA har tagits fram med hjalp av CRISPR. BSV (banana streak virus) i
kokbananens arvsmassa slogs ut med hjalp CRISPR (Tripathi et al. 2019) och borde inte

regleras som GM-gréda i framtiden.
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Det ar forbjudet att odla GM-groédor i EU idag, med undantag for en groda. Fodermajs
ar den enda GM-grdéda som ér tillaten att odla i EU (Genteknikensutveckling,2019), men
det &r tillatet att importera GM-grodor till EU som djurfoder. Detta resulterar i att det gar
stora kostnader for att fa in en GM-groda i den europeiska marknaden (Bruetschy 2019).
Den hoga kostnaden nér det géller tid och pengar brukar vara en begréansande faktor till
att det inte inférs nya GM-grodor. Det visar sig att det kostade foretag 136 miljoner dollar
for att introducera en GM-groda mellan 2008-2012 (McDougall 2011).
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3. Syfte

Syftet &r att undersoka ifall CRISPR/Cas9 kan anvdndas som ett verktyg i
domestieringsarbetet av Lepidium. Experimentet kommer undersoka om det ar mojligt
att mutera gener som &r involverade i frokakans sammanséttning genom stabil
transformering av Lepidium med ett CRISPR-konstrukt. Detta kommer verifieras med
hjélp av polymerase chain reaction (PCR), gelelektrofores och fragmentanalys. Tiden for
experimentet ar for kort for att hinna regenerera skott fran denna transformationen. Skott
regenererade vid tidigare forsok gjorda pa institutionen for vaxtforadling SLU, kommer

utgora material for analyser.
3.1 Malet med experimentet

Resultatet av denna studie forvantas visa ifall CRISPR kan vara ett verktyg i
foradlingsarbetet med Lepidium.
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4. Material & metod

4.1 Vaxtmaterial
Under det har experimentet anvandes fron av Lepidium som harstammar fran nr NO94-
7, samlad av den avlidne Professorn Arnulf Merker pa Oland, Sverige, som odlades i

vaxthus eller biotron.

4.2 Sterilisering av froer

Dag 1 steriliseras froerna i 70 % etanol och skoljs i sterilt vatten. Darefter steriliseras
fréerna ytterligare med 15 % kalciumhypoklorit och Tween 20 med skakning under 15
minuter. Froerna placeras pa ett groningsmedium (se tabell 1) i en odlingskammare med
en fotoperiod av 16h vid 33umol m2 s och en temperatur av 21/18 °C (dag/natt) under
fem dagar.

4.3 Transformering

Dag 5 skérs explantat med hjélp av en skalpell. Skott och rotmeristem avldgsnas, och
hypokotylen anvands som explantat. Déarefter placeras ett sterilt filterpapper pa ett
forkulturmedium (tabell 1) och explantaten placeras pa mediet och forkultiveras under 2
dagar i odlingskammare. Dag 6 odlas bakterien Agrobacterium med LB-medium med
tillsatts av antibiotika (50mg/L Kanamycin, 50mg/L Rifampicillin). Dag 7 centrifugeras
bakterien under 15 min pa 3500rpm. Supernatanten avlagsnas, och bakteriepelleten loses
i MS20 (Murashige & Skoog 1962) som spaddes till OD omkring 0,6. Explantaten
placeras i bakterielosning under 5 min och placeras sedan pa samodlingsmedium (tabell
1) pa sterilt filterpapper. Explantaten placeras i en odlingskammare med en fotoperiod
av 16h vid 33umol m2 s och en temperatur av 21/18 °C (dag/natt) under fyra dagar.
Explantaten tvattas i MS20 innan de placeras pa ett selektionsmedium (tabell 1). Darefter
placeras Petriskalarna i odlingskammare som sedan flyttas till nytt medium efter 2

veckor och halten kanamycin héjs ifran 15 till 25mg/L.
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Tabell 1 Sammanséattning av respektive medium

Preparat Groningsmedium | Forkulturmedium | Samodlingsmedium | Selektionsmedium
MS (g/L) 2.45 4.9 4.9 4.9
Sucrose (g/L) 109 30 30 30
pH 5.7 5.7 5.7 5.7
Bacto agar (g/L) |7

Gelrite (g/L) 2.5 2.5 2.5
2,4-D (mg/L) 0.5

TDZ (mg/L) 1.1 1.2
Tiacarcillin 150
(mg/L)

Kanamycin 15/25
(mg/L)

4.4 DNA extraktion, PCR-analys & fragmentanalys

DNA-extraktion, PCR-analys, gelelektrofores samt fragmentanalys utfors pa skott
som regenererats vid tidigare forsok, eftersom tiden inte ar tillracklig for att
regenerera skott fran explantat transformerade i detta projekt. PCR-analys anvands
for att se om skotten ar transgena, genom analys av markdrgenen nptll. Darefter kors
en fragmentanalys for att ta reda pad om det har skett en mutation i genen som &r

intressant.

4.4.1 DNA extraktion
Bitar (0.5*-1.0cm) av juvenila blad tas ifran sex olika skott och placeras i PCR-ror
med 40uL spadningsbuffert. Bladen krossas med en pipettspets tills 16sningen blir

gronaktig. Losningen centrifugeras och supernatanten dverfors till ett nytt ror.

4.4.2 PCR & Gelektrofores
En mastermix med Phusion high-fidelity PCR mastermix samt primers for nptll
gjordes och tilldelades till de atta PCR-réren. DNA respektive vatten tillsattes till de

olika réren enligt tabell 2.
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Tabell 2. Komponenter i PCR-analysen. 20 ul reaktioner.

Material pL X8
DNA 2 16
Primer 1 1 8
Primer 2 1 8
Phusion high-fidelity 10 80
PCR master mix

H>O 6 48

Darefter kors ett PCR-program pa proverna. Programmet bestar av upprepade
temperaturforandringar for att amplifiera DNA sekvenserna. Proverna laddas pa 1 %

agarosgel och analyseras med hjalp av gelelektrofores.

4.4.3 Fragmentanalys

Slutanalysen for bestdmningen av DNA-fragmenten utférs med anvéndningen av en
kapillarelektrofores med Genetic Analyzer 3500 (Thermo Fisher Scientific) med atta
kapillarer. DNA-fragmenten amplifieras genom ett PCR-program med anvéndning
av en fluorescerade primer. De fluorescerande PCR-produkterna tillsatts med en
storleksmarkor (GeneScan LI1Z 600), vilket & DNA-fragment med kéanda storlekar
som tillsatts med en annan fluorescent an PCR-produkterna och denatureras innan

elektrofores. Resultaten analyseras med hjalp av Genemapper fran Thermo Fisher.

19



5. Resultat

5.1 Gelelektrofores

PCR-produkter fran 5 mojliga transgena linjer samt en positiv kontroll och ett vattenprov
analyseras pa gelelektrofores. Resultatet (se Fig. 1) visar att samtliga 6 linjer var
transgena, det vill saga, uppvisar amplifiering av nptll-genen. Detta indikerar pa att
plasmiden har integrerats i arvsmassan. Dock visar aven vattenprovet amplifiering av
nptll, vilket tyder pa kontaminering av vattnet, vilket gor det svart att dra sakra slutsatser
utifran de resultat som noterats (se Fig. 1).

1 234567 S

Figur 1 Resultat fran gelelektrofores. Nummer 1-5 &r mojliga transgena linjer, 6 ar

positiv kontroll med nptll. 7 &r vattenkontroll och 8 &r stege.

5.2 Kapillarelektrofores

Kapillarelektrofores anvands for att ta reda pa om det har skett en mutation i genen av
intresse i de mojliga transgena linjerna. Resultatet fran kapillarelektroforesen visar tva
olika toppar for gen X (se Fig. 3) i jamforelse med vildtypen som endast visar en stor
topp (se Fig. 2). Detta indikerar att det har skett en mutation. Toppen for gen X i vildtyp
representerar bada allelerna, medan tva toppar for gen X i mutationslinjen representerar
en mutation. Da ingen av de tva topparna uppvisar lika manga baspar som vildtypen kan
slutsatsen dras att en mutation skett i bada alleler. Det formodas att en mutation i bada
alleler har storre paverkan pa fenotypen jamfort med en mutation i enbart ena allel. For
att kunna dra slutsatser gallande huruvida mutationerna i Lepidium resulterat i férandring
av sammansattningen i frokakan kravs vidare odling av dessa linjer samt en efterfoljande

analys av glukosinolathalten i frokakan.
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Figur 2 Resultat fran kapillarelektrofores. Toppen visar gen X hos den vildtypen.
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Figur 3 Resultat fran kapillarelektrofores. Topparna visar gen X i en mutationslinje.
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6. Diskussion
Resultatet fran gelelektrofores visar att plasmiden har interagerats i arvsmassan. Men
eftersom vattenprovet ar kontaminerat, gar det inte med sdkert saga att det har skett.
Darfor kors en kapillarelektrofores for att ta reda pA om en mutation har skett i genen av
intresse. | det har experimentet framtogs mutationer i bada alleler for Lepidium, som kan
resultera i att dess frokaka far en lagre glukosinolathalt. For att kunna dra slutsatser
gallande sammansattningen av frokakan kréavs att dessa linjer odlas vidare och tillats
satta froer, som sedan kan analyseras. Resultatet fran kapillarelektrofores visar daremot

att det ar mojligt att anvanda CRISPR-konstruktet for att fa den 6nskvarda genotypen.

| och med att Lepidium har flera goda egenskaper som att den ar koldtalig, sidoskott
bildas pa éverdelen av stammen och resistens mot pollenskalbaggen. Gor det till en bra
groda att anvanda for odlare som eftersoker dessa egenskaper. Dessutom gar det att
anvanda Lepidium for flera olika andamal, exempelvis som biobransle, djurfoder,

fanggroda samt som en oljegrdda.

CRISPR kan vara ett bra verktyg for att domesticera Lepidium. CRISPR mojliggor
specifika &ndringar i genomet. Detta i kontrast mot traditionellt vaxtféradlingsarbete
dar korsning sker Gver flera generationer for att na 6nskvérda egenskaper. Dessutom
kan fordelaktiga egenskaper forloras pa vagen vid traditionell foradling och det
tillkommer svarigheter géllande att spara ifran vilken foralder genomet harstammar
(Breseghello & Coelho 2013).

Da det redan finns mycket kunskap att tillga gallande Lepidium underlattar detta for att
fa fram de egenskaper som efterstravas. Det finns dessutom mycket information som
beror Arabidopsis och med tanke pa de I6sa artbarriarerna emellan narbesléaktade arter
som Lepidium och Arabidopsis mojliggors anvandandet av den genetiska

informationen som finns tillganglig om Arabidopsis for Lepidium.

Normalt sett nar CRISPR/Cas9 anvands i vaxtforadlingssyfte kategoriseras
vaxtmaterialet som en GM-groda. Dessutom &r det en véldigt kostsam process da den
kraver mycket resurser. | detta arbete integrerades fraimmande DNA vid

transformeringen av Lepidium, men det frimmande DNAt kan foradlas ut ur genomet
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med hjélp av traditionell vaxtforadling, vilket borde resultera i att det inte klassificeras
som en GM-gréda. Men i dagslaget klassificeras det anda som en GM-groda eftersom
CRISPR/Cas9 anvéndes. Forhoppningsvis é&ndras regleringarna kring CRISPR/Cas9 i
framtiden och bli mindre restriktiva. Detta skulle vara en fordelaktig riktning for
framtiden vilket skulle 16sa en del av de problem samhéllet star for idag med hjalp av

dessa grodor.
Sammanfattningsvis &r CRISPR en metod som l&mpar sig som ett verktyg for att

domesticera Lepidium. Dock krévs en fordndrad lagstiftning for att mutationslinjer
framtagna med hjéalp av CRISPR-tekniken ska kunna odlas i Europa.
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