3.19. Wstepna optymalizacja systemu regeneracji, transformacji oraz procedury ukierunkowanej
mutagenezy dla edycji genoméw roslin drzewiastych (jablon, czere$nia), z wykorzystaniem
systemu CRISPR/Cas.

Kierownik zadania: dr inz. Sylwia Keller-Przybylkowicz
Cel zadania:
1. Opracowanie wydajnej metody regeneracji pgdow przybyszowych wybranych genotypdéw jabtoni i
czeres$ni z eksplantatow lisciowych.
2. Ocena mozliwosci uzyskania protoplastow obu gatunkow na potrzeby strategii bezwektorowej edycji
genomu.
3. Ocena skutecznosci wprowadzania edycji genéw u wybranych roélin za posrednictwem
Agrobacterium tumefaciens.
4. Wstepny wybor genéw przeznaczonych do edycji w celu uzyskania roslin o pozadanych cechach
agronomicznych.
Zakres rzeczowy zadania i przyjete cele w 100% zrealizowano zgodnie z zalozeniami na 2025 rok.
Przygotowano kultury in vitro (zainicjowane z pakow wierzchotkowych / bocznych, a takze todyg i
lisci) roslin dwoch genotypow jabtoni (FR68 i Malus173, hodowli 10-PIB) i dwoch genotypow czeresni
(‘Tamara’ i ‘Regina’), ktore stanowily zrodto eksplantatow do regeneracji i ukierunkowanej
mutagenezy. Wspodtczynnik namnazania oszacowano odpowiednio: dla jabtoni 5-8 pedow, a dla
czere$ni od 2-5 peddéw. Zoptymalizowano procedury regeneracji roslin obu gatunkoéw poprzez
wykorzystanie kombinacji: a) cytokinin (BA, TDZ) i auksyn (NAA, IBA, IAA). W przypadku jabtoni
najwicksze mozliwosci regeneracyjne odnotowano dla genotypu Malus173. W przypadku czere$ni,
mimo zastosowania dwoch innych auksyn IBA i IAA (0,1 mg/l) w kombinacji z TDZ lub BA
regeneracja pedow nie przekroczyla 12%. b) antybiotykow: Cefotaksymu, karbeniciliny i higromycyny
— zoptymalizowano najkorzystniejsze stezenie (500 mg/1). Zastosowanie higromycyny (5 mg/l), byto
toksyczne dla regenerowanych (nietransformowanych) eksplantatow liSciowych jabtoni i czeresni
(liscie brazowiaty i nie tworzyty kalusa). Antybiotyk ten wybrano do selekcji roslin NTG. Podjeto proby
opracowania metody izolacji protoplastow komoérkowych jabtoni i czere$ni. Najlepsze efekty uzyskano
po zastosowaniu roztworu enzymatycznego, ktory zawierat: 0.5% Driselase™ from Basidiomycetes sp.,
0.25% Cellulase RS, 0.025% Pectolyase Y-23 - mieszaning enzymow lizujacych $ciang komorkowa.
Zastosowane 3 procedury nie spowodowaty kompletnego strawienia $ciany komoérkowej i uwolnienia
protoplastow, dlatego etap doczyszczania preparatdw wymaga dopracowania. Przygotowano
kompetentne komorki A. tumefaciens (zawieraja plazmid pPCAMBIA 1105.1), ktore wykorzystano do
wprowadzania genu reporterowego gus.
W celu oceny skuteczno$ci mutagenezy, eksplantaty ro§linne umieszczono w roztworze zawierajgcym:
X-Gle (10 mg w 200 ul DMSO); 0,1% Tritonu, 0,2M NaH2PO4 + H20, pH 4,0; 0,2M NaH2PO4, pH
9,0 (ostateczne pH 7,0) na okoto 12 h. Bazujac na obserwacjach mikroskopowych, na blaszce
lisSciowej/todydze wytypowanych do badan roslin zaobserwowano niebieskie plamki - miejsca
stransformowanych komoérek (ekspresja gus). Wytypowano geny docelowe, zwigzanych z regulacja
cech jakosci owocow: jabtoni (UFGT koduje flavonoid-3-O-glucosyltransferazg — uczestniczy w szlaku
biosyntezy antocyjandéw) i czeresni (AKtytna — uczestniczy w stabilizacji cytoszkieletu komorkowego i
odpowiada za jedrnos¢ tkanek). Zaprojektowano zarowno oligonukleotydy umozliwiajace
monitorowanie aktywnosci genéw oraz sekwencje sgRNA do ‘nockoutu’ genéw docelowych. Synteza
konstruktu zawierajacego ww. sekwencje docelowe begdzie przeprowadzona przez firmg zewngtrzna.

W ramach zadania 3.19 w 2025 r. wykonano nastepujace prace:

1) dobor roslinnego materialu do badan i inicjacja kultur in vitro oraz optymalizacja metody
regeneracji wybranych genotypow jabloni i czere$ni z eksplantatow liSciowych;

Z roslin wybranych dwoch genotypow jabtoni (FR68 i Malus173, hodowli I0-PIB) i dwoch genotypow
czeres$ni (odmiany "Tamara' i 'Regina’) zainicjowano kultury in vitro (uzyto paki wierzchotkowe/boczne
oraz liScie), ktore stanowily zrodto eksplantatow do regeneracji i transformacji.

a) Inicjacja kultur — optymalizacja sktadu pozywek:
Pobrane eksplantaty, poddano sterylizacji powierzchniowej i wyktadano na stala pozywke inicjalng o
sktadzie: - jablon: 2 MS (Murashige i Skoog 1962) 30 g/l sacharozy, 10 mg/l inozytolu, 1 mg/l BAP,



1 mg/l IBA, 1 mg/l GA3, 8,7 g/l agaru Bacto oraz zestaw witamin z WPM (Lloyd &McCown ). -
czeresnia: /2 MS (Murashige i Skoog 1962).

Ustabilizowane kultury, przenoszono na pozywke¢ do namnazania: - jablon: pozywka podstawowa MS
z dodatkiem regulatoréw wzrostu: BAP — 1,0 mg/l, IBA - 1,0 mg/l i GA3 — 1,0 mg/l, sacharoza 30g/I
(lub BAP - 0,8 mg/l, IBA - 0,1 mg/l, GA3- 0,1 mg/1), srodek zelujacy - 8,7 g/l (Agar Bacto), - czeresnia:
sole MS oraz regulatory wzrostu: BAP - 0,8 mg/l, IBA - 0,01 mg/l, GA3 - 0,5 mg/l, sacharoza - 20 g/I,
srodek zelujacy: 7,5 g/l (Plant Agar).

Kultury umieszczono w fitotronie (16 godzin o$wietlenia i w temperaturze ok. 21+2°C). Nastgpnie pedy
0 najwyzszej zywotnosci, pasazowano co 3-4 tygodnie.

b) Ocena wptywu auksyn i cytokinin na zdolno$ci regeneracyjne wybranych genotypow jabtoni i
czeresni.

W tym celu pedy (obu gatunkéw) hodowano na podstawowym podtozu do namnazania z dodatkiem

tidiazuronu (TDZ) lub 6-benzyloaminopuryny (BA), (1 mg/l). Zastosowano réwniez kwas giberelinowy

(GA3) i kwas indolilo-3-mastowy (IBA).

Z ustabilizowanych kultur pobierano trzeci i czwarty najmtodszy 1is¢ i hodowano na podtozu

indukcyjnym w rownolegtych eksperymentach tj. w ciemnos$ci oraz przy o$wietleniu biatym.

W tych eksperymentach, wykorzystano podtoze uzupetnione regulatorami wzrostu roslin (PGR),

- dla jabtoni: TDZ (1 mg/l) lub BA (4 mg/l) w potaczeniu z kwasem 1-naftylooctowym (NAA) (0,5

mg/l),

- dla czeres$ni: TDZ (1 mg/1) lub BA (2 mg/l) w potaczeniu z kwasem 1-naftylooctowym (NAA) (0,1

mg/l).

c) Ocena stopnia regeneracji ro$lin jabtoni i czeresni

. Regeneracja wytypowanych genotypow jabtoni:
Dla genotypu Malus173, doswiadczenia prowadzono na dwdch podtozach MS (Murashige i Skoog,
1962) i WPM (Lloyd and McCown., 1980) - odmienny sktad soli mineralnych.
Nastepnie, w celu regeneracji eksplantaty lisci z kalusem hodowano na pozywce zawierajacej BA (0,5
mg/l), GA3 (0,5 mg/l) i IBA (0,1 mg/l), sacharoza 30 g/l, fotoperiod 16/8 godzin. Zastosowanie
tidiazuronu (TDZ) mialo istotny wptyw na zwigkszenie liczby pedoéw uzyskanych z 1 eksplantatu.
Srednia liczba pedéw przybyszowych uzyskana dla jednego eksplantatu w ciemnoéci i na $wietle (8
tyg.) wyniosta odpowiednio: 10,12 i 9,88. W przypadku zastosowania BA w pozywce zdolnos¢ do
regeneracji wykazato 92% pedow w ciemnosci i 68% pedoéw na $swietle.
W przypadku genotypu FR68 najlepszym okazato si¢ podtoze (MS) wzbogacone o 1 mg TDZ. Odsetek
indukowanych pedow wynosit odpowiednio w ciemnosci 64%, a na $wietle - 52%. Dla FR68 48%
pedow (6,00 pedu) podjeto organogenezg na pozywkach z BA w ciemnosci, podczas gdy na $wietle
12% (1,33 pedu).
Porownywano wptyw auksyn: NAA, IBA oraz kwasu indolilo-3-octowego (IAA) w stezeniach 0,5 mg/1
na mozliwosci regeneracyjne genotypow jabloni- rosnacych w ciemno$ci na pozywkach MS z 1 mg
TDZ lub 4 mg/l BA.
Dla genotypu Malus173 odsetek zregenerowanych eksplantatéw na pozywce z TDZ w ciemnoS$ci
wynosit 100 % (10,12 1 9,12 pedu), natomiast na pozywce z IBA - 84% (8,05 pedow). W przypadku
genotypu FR68, zastosowanie IBA wykazato najstabszy wptyw na regeneracj¢ pedow przybyszowych.
Whioski:
1. Zdolnos$¢ i intensywno$¢ regeneracji byla zalezna od genotypu badanych roslin jabtoni, typu

pozywki, rodzaju uzytych regulatorow wzrostu, ich stezenia, od temperatury i §wiatta. Wazny byt
takze rodzaj eksplantatu, jego wiek i pochodzenie.

2. Eksplantaty badanych roslin wykazaty zr6znicowana reakcj¢ na zastosowane hormony roslinne.
Najwigksze mozliwos$ci regeneracyjne odnotowano dla genotypu Malus173.
II. Regeneracja wytypowanych genotypow czeres$ni

W przypadku, wytypowanych do badan dwoch genotypdéw czere$ni, regeneracja przeprowadzona z
eksplantatow lisciowych okazata si¢ mato wydajna. Zastosowanie zarowno TDZ jak i BA skutkowato
inicjacja tkanki kalusowej po 4 tygodniach kultury (100% eksplantatow z kalusem), jednak tylko z



pojedynczych lisci udato sie uzyskaé zregenerowane pedy. Eksplantaty lisci z kalusem i regenerujacymi
pedami hodowano na pozywce regeneracyjnej zawierajacej: BA (0,5 mg/1), i GA3 (0,5 mg/l) i IBA (0,01
mQ), sacharoze 20 g/1, a nast¢pnie na standardowej pozywce do namnazania z fotoperiodem 16/8 godzin.
Odsetek eksplantatow tworzacych kalus na WPM wynosit 100% na MS 18% (liscie zo6tkly).
Odnotowano takze korzystniejszy wptyw zastosowania TDZ na zwigkszanie liczby pedow uzyskanych
z 1 eksplantatu.

W przypadku odmiany ‘Tamara’ najlepszy stopien zregenerowanych pedéw uzyskano dla pozywki
WPM wzbogaconej w TDZ (1 mg/l) i NAA (0, 1 mg/l) oraz warunkéw wzrostu w ciemnosci - 16%
zregenerowanych pedow, z kolei 8% na $wietle.

Dla pgdéw odmiany ‘Regina’ rosngcych w warunkach ciemnosci uzyskano odpowiednio 12%
zregenerowanych pedow. W warunkach o$wietlenia odsetek eksplantatow nie przekroczyt 8%.

Whioski:

1. Mimo zastosowania dwoch auksyn IBA i IAA (0,1 mg/l) w kombinacji z TDZ lub BA
regeneracja pedéw dwoch odmian czeresni nie przekroczyta 12%.

2. Doswiadczenia nad kulturami, prowadzonymi z liSci czeres$ni, na pozywkach z cytokininami

(BA, TDZ) i auksynami (NAA, IBA, IAA) skutkowalo wysoka indukcja tkanki kalusowe;j, jednak préba
wzbudzenia powstania organow przybyszowych poprzez pasazowanie jej na $wiezg pozywke
regeneracyjng spowodowata zmniejszenie zywotnosci tej tkanki i jej staby wzrost (tkanka brazowiata).

d) Ocena wptywu antybiotykow (niezb¢dne do selekcji ro$lin uzyskanych w wyniku
ukierunkowanej mutagenezy) na wzrost i zdolno$ci regeneracyjne wybranych genotypow jabloni i
czeresni

Celem badan byla ocena wplywu antybiotykéw cefotaksymu i karbenicyliny zastosowanych w
stezeniach 100 - 500 mg/l oraz higromycyny w stezeniach 5 - 60 mg/l na regeneracj¢ dwoch odmian
czere$ni i jabtoni oraz wybor najlepszej kombinacji antybiotykow do zastosowania w etapie
ukierunkowanej mutagenezy.

Whioski:

1. Cefotaksym i karbenicilina w zastosowanych stezeniach z ré6znym skutkiem wptywaly na szybkos$¢
regeneracji badanych roslin.

2. Cefotaksym w stezeniu 500 mg/l wybrano do kontrolowania wzrostu Agrobacterium po
eksperymentach kokultywacji kultur in vitro.

3. Cefotaksym w stezeniu 100-300 mg/l umozliwiat regeneracje lisci, a takze sprzyjat wydtuzaniu
pedow.

Stezenie higromycyny 5 mg/l byto toksyczne dla regenerowanych (nietransformowanych) eksplantatow
lisSciowych jabtoni i czeresni (liScie bragzowialy i nie tworzyty kalusa)

Whiosek: W dalszym etapie badan higromycyna bedzie uzyta do selekcji pedow.

2) opracowanie metodyki uzyskiwania protoplastéw komoérkowych z materiatu roslinnego jabtoni
i czeres$ni;

Na poczatkowym etapie badan przetestowano metode jednostopniowa, w ktorej material roslinny (liscie
z 2-tygodnowych kultur in vitro, jabloni i czeres$ni) zostal umieszczony w roztworze enzymatycznym,
trawigcym $ciang komorkowa, ktory zawierat: 1% Cellulase Onozuka R10, 0.1% Pectolyase Y-23, 0.6
M Mannitolu, 20 mM buforu MES oraz 5 mM MgCl, x 6H20. W wyniku tej metody nie otrzymano
uwolnionych zywotnych protoplastow. Dalsze prace nad optymalizacjg metodyki obejmowaty trawienie
Sciany komorkowej z udzialem réznych enzymow celulolitycznych i pektynolitycznych oraz
oczyszczanie uzyskanych protoplastow z resztek niestrawionych tkanek.

a) Metoda podstawowa (kilkustopniowa) izolacji protoplastow z roslin

W podstawowej metodzie izolacji protoplastow (z modyfikacjami wtasnymi), liscie badanych roslin
jabtoni oraz czere$ni inkubowano (wytrzasajac 50 obr./min.) W roztworze enzymatycznym o
nastepujgcym sktadzie: 2% Cellulase Onozuka R10, 0.5% Macerozyme R-10, 0.6 M Mannitol, 20 mM
bufor MES oraz 5 mM MgCl; x 6H20 (przez noc) w ciemnosci w temperaturze 26°C. Zawiesing
uwolnionych protoplastow przefiltrowano przez filtry komoérkowe o $rednicy porow 100 pm. |
odwirowano (1000 obr./5 min.). Uzyskany osad rozdzielano w uktadzie dwufazowym sktadajacym sig¢
z roztworu réznicujacego — Sacharoza/MES (dolna warstwa, sktad: 0.5M sacharoza, 1 mM bufor MES)



oraz roztworu myjacego W5 (goérna warstwa, sktad: 154 mM NaCl, 125 mM CaCl; x 2H,0, 5 mM KClI,
5 mM glukoza). W koncowej fazie uzyskang zawiesing protoplastow umieszczono w pozywce CPP
(sktad: baza pozywki Kao&Michayluk, mikro- i makroelementy, hormony w zaleznosci od wydajnosci
izolacji protoplastow). Ustalono gesto$¢ protoplastow na poziomie 8 x 10° w 1 ml pozywki ptynnej
(komora Fuchsa-Rosenthala) oraz przeprowadzono oceng zZywotnosci za pomoca barwienia biekitem
trypanu (4% Trypan Blue, Sigma). Nastepnie kulture protoplastow prowadzono w ciemno$ci w
temperaturze 26°C.

b) Izolacja protoplastow z zastosowaniem dwoch enzymow lizujgcych $ciang komoérkows

Po przeprowadzeniu izolacji z zastosowaniem dwodch enzyméw: Cellulase Onozuka R10 oraz
Macerozyme R-10, otrzymano cz¢$ciowe uwolnienie protoplastow ze struktur komorkowych.
Zastosowanie w metodzie mieszaniny ww. enzymow u obu gatunkow nie spowodowato catkowitego
usunigcia niestrawionych fragmentéw S$ciany komodrkowej, dlatego w nastepnej prdbie izolacji
protoplastow zastosowano kombinacje trzech enzymow trawiacych $ciane komdrkowa.

c) Izolacja protoplastow z zastosowaniem trzech enzymow lizujacych Sciang komorkowsa

W celu poprawienia wydajnosci metody izolacji protoplastow skolekcjonowane li§cie jabtoni oraz
czere$ni dodatkowo potraktowano roztworem enzymatycznym o nastepujacym sktadzie: 0.5%
Driselase™ from Basidiomycetes sp., 0.25% Cellulase RS, 0.025% Pectolyase Y-23, 0.6 M Mannitol,
20 mM bufor MES oraz 5 mM MgCl; x 6H,0. Uzyskano znacznie lepsze wyniki izolacji zywotnych
protoplastow wyizolowanych z badanych genotypow jabtoni, jednak nadal zanotowano §lady
niestrawionych tkanek. Dla czeresni odnotowano wigksza licz¢ zywotnych protoplastow, co $wiadczy
o skuteczniejszym dziataniu ww. mieszaniny enzymatycznej na struktury komérkowe tego gatunku.
Dalsza optymalizacja procedury obejmowaé bedzie skuteczne usuwanie pozostatosci niestrawionych
tkanek w przygotowanych preparatach protoplastow. Uzyskanie protoplastow o wysokiej czystosci, bez
fragmentdéw niestrawionych tkanek, bedzie istotne w trakcie procesu regeneracji pedéw na pozywkach
regeneracyjnych.

3) ocena skuteczno$ci wprowadzenia konstruktu edytujgcego wybranych ros$lin jabloni i czeresni
poprzez identyfikacje genu reporterowego gus;

Przygotowano komorki bakteryjnego szczepu Agrobacterium tumefaciens (zawieraja plazmid/konstrukt
pCAMBIA 1105.1 - wykorzystany w procesie wprowadzania do uzyskanych roslinnych kultur
komoérkowych genu reporterowego gus).

W ramach prac prowadzono:

a) Przygotowanie bakterii do transformacji

Metodyka transformacji za posrednictwem Agrobacterium obejmuje:
(1) kokultywacje - umieszczenie eksplantatow w zawiesina bakterii,
(2) odptukanie bakterii z zawiesiny,
(3) umieszczenie eksplantatow na pozywce z antybiotykiem w celu eliminacji kultur bakterii,
(4) umieszczenie eksplantatow na podtozu z odpowiednim czynnikiem selekcyjnym,
(5) regeneracja roslin, w warunkach selekcyjnych.
Transformacj¢ genetyczng eksplantatow jabtoni i czere$ni wykonano w zawiesinie bakteryjnej
(pozywka LB) o gestosci optycznej (OD) rownej 0,35 z dodatkiem acetosyringonu w stgzeniu 200 uM.

b) Inokulacja i kokultywacja eksplantatow roslinnych

Uzyto 45- 50 eksplantatow lisciowych/fragmentow todyg z kazdego genotypu czereéni i jabtoni. Proby
moczono w zawiesinie bakterii z acetosyringonem przez 3 min., a nastgpnie osuszano na sterylnej bibule
1 umieszczano na pozywce regeneracyjnej rowniez z acetosyringonem. Kokultywacj¢ eksplantatow z
bakteriami oraz regeneracj¢ eksplantatow z roslin kontrolnych (nietransformowanych) prowadzono w
ciemnosci. Pozywka regeneracyjna dla jabtoni: zawierata sole mineralne i witaminy z pozywki MS
(Murashige i Skoog, 1962) z dodatkiem 1 mg/l TDZ i 0,5 mg/l NAA, dla czeresni - sole mineralne i
witaminy z pozywki WPM (Lloyd and McCown. 1980), 1 mg/l TDZ i 0,1 mg/l NAA.

c) Selekcja i regeneracja



Eksplantaty plukano przez 15 minut w roztworze sterylnej wody z dodatkiem 500 mg/l cefotaksymu,
osuszano na bibule i przenoszono na pozywke regeneracyjng z dodatkiem 250 mg cefotaksymu.
Cefotaksym eliminowatl bakterie A. tumefaciens z kultur in vitro. Przez pierwszy tydzien kultury
prowadzono w ciemnosci. Po tym czasie eksplantaty przeniesiono na pozywke regeneracyjng
zawierajaca 250 mg/l cefotaksymu i 2 mg/l higromycyny (stanowita czynnik selekcyjny, punkt 1, ppkt.
d). Prowadzone sa obserwacje pojawienia si¢ tkanki kalusowej, jej wzrostu oraz oceniany jest rozwoj
nowych pedow.

d) Ocena uzyskanych transformatow i skutecznosci transformacji.

Po 7 — 10 dniach prowadzenia kultur badanych roslin wykonano test gus (B-glucuronidase) (kaseta
pCAMBIA A. tumefaciens zawiera sekwencje operonu genu gis i sekwencje gus). Eksplantaty
umieszczono w roztworze zawierajagcym: X-Glc (10 mg w 200 ul DMSO); 0,1% Tritonu oraz NaH2PO4
na okoto 12 h. Nastepnie ptukano je etanolem, celem umozliwienia ekspozycjg barwnej reakcji ekspresji
genu gus.

Bazujac na obserwacjach mikroskopowych na blaszce li§ciowej/todydze zar6wno u dwoch odmian
czere$ni jak i jabtoni zaobserwowano niebieskie plamki - miejsca stransformowanych komorek
(ekspresja gus) wytypowanych do badan ro$lin.

Whiosek: Uzyskane wyniki potwierdzity skuteczno$¢ metody wprowadzenia do tkanek roslin NTG
genu reporterowego gus, w kolejnym etapie rosliny uzyskane w wyniku ukierunkowanej mutagenezy
bedg poddane regeneracji do uzyskania produktu z cecha markerowa (umozliwiajgca monitorowanie
uzyskanych roslin).

4) wybor genéw przeznaczonych do edycji.

Na podstawie literatury, dostepnych baz danych (w tym dla jabtoni z bazy PGIHRS I10-PIB,
zgromadzonej z sekwencjonowania transkryptomow Malus) wytypowano docelowe geny zwigzane z
regulacja cech jakosci owocow jabtoni i czeresni.

W przypadku jabtoni wybrano gen MAUFGT (dla ktorego zaprojektowano sekwencje oligonukleotydoéw
(PrimerPRO3); Forward: 5'-GTT GGC GAG TTC ATG TCT CC-3'; Reverse: 5'-AAT CCC CAC CAA
GTT CAT CC-3), przydatnych do identyfikacji i monitoringu aktywno$ci genu. Wytypowany gen
koduje flavonoid-3-O-glucosyltransferazg, ktora uczestniczy w szlaku biosyntezy antocyjanéw oraz
warunkuje wybarwianie struktur roslinnych na kolor czerwony. Wytypowany gen pozwoli na
monitorowanie zregenerowanych komorek jabtoni (zawierajacych sekwencje wybranego genu) poprzez
oceng stopnia ich wybarwienia, wynikajacego z kumulacji antocyjanéw w tkance roslin uzyskanych
dzieki NTG.

W przypadku czeresni wytypowano gen aktyny (o znanych sekwencjach) PacACT1 (dla ktorego
zaprojektowano sekwencje oligonukleotydow (PrimerPRO3): forward; 5'-
ATGGTGAGGATATTCAACCC-3"; reverse 5-CTTCCTGTGGACAATGGATGG-3"), PacACOl
(forward  5-TYYTNAARCAYYTNCCNGT-3"; reverse 5-NGGYTCYTTNGCYTGRAA-3')
przydatne do monitoringu obecnosci i aktywnosci genu aktyny — odgrywa szczegdlne znaczenie w
zachowaniu stabilnos$ci szkieletu komorkowego, poprzez regulacje oddzialtywan pomigdzy
subdomenami poszczegdlnych protomeréw w filamencie.

Dla wytypowanych sekwencji zaprojektowano czasteczki sgRNA (single guide RNA). W tym celu
wykorzystano program http://wmd3.weigelworld.org/.

Zaprojektowane sekwencje przewodnikowego gRNA, wprowadzone beda do plazmidu pCAMBIA.

Wyjazdy zagraniczne:

— W terminie 1-12.12.2025 r. dr Danuta Wojcik oraz mgr Agnieszka Walencik uczestniczyly w
szkoleniu z zakresu wykorzystania metod ukierunkowanej mutagenezy drzewiastych roslin
sadowniczych. Szkolenie przeprowadzone zostato przez pracownikow Instytutu Julius Kiihn,
Drezno-Pilnitz, Niemcy, (koszt szkolenia zaplanowano w zadaniach 3.18, 3.19). Szkolenie pozwolito
na poszerzenie wiedzy oraz uzyskanie do§wiadczenia w zakresie opracowania skutecznych metod
uzyskiwania ros§lin NTG. Skolekcjonowane w trakcie szkolenia procedury begda sukcesywnie


http://wmd3.weigelworld.org/

adoptowane do warunkow laboratoryjnych IO-PIB podczas uzyskiwania ro$lin o ulepszonych
cechach agronomicznych roslin sadowniczych. Podczas wyjazdu uczestniczki nawigzaty cenne
kontakty z ekspertami w dziedzinie hodowli ro$lin z wykorzystaniem innowacyjnych technologii
genomowych.

3. Wymierne/trwale rezultaty realizacji zadania:

Przeprowadzono szeroko zakrojone prace obejmujgce optymalizacje metod: uzyskiwania,
namnazania, regeneracji roslin jabtoni i czeresni w warunkach in vitro, procedury izolacji
protoplastéw (do bezwektorowej mutagenezy wytypowanych do badan roslin), skutecznosci
wprowadzania genu reporterowego gus. Opracowana metodyka w kolejnych latach realizacji
zadania pozwoli na skuteczne i efektywne uzyskiwania ro$lin zawierajacych, wytypowane do
edycji, geny docelowe.

Dzialania upowszechnieniowo-promocyjne:
Nie prowadzono dziatan upowszechnieniowo-promocyjnych.

Z uwagi na wieloletni charakter badan (w pierwszym roku realizacji zadania prowadzono prace
obejmujace gtdéwnie optymalizacj¢ metod uzyskiwania roslin NTG), po uzyskaniu wstepnych
wynikéw / efektow regeneracji roslin obu gatunkéw z wprowadzonym genem reporterowym
gus, w kolejnych latach realizacji zadania podj¢ta zostanie proba upowszechnienia metod
systemu regeneracji ro$lin NTG.

4. Wykonanie miernika:

Mierniki na 2025 r. dla zadania 3.19.:

liczba testowanych genotypow jabtoni: plan 2, wykonanie 2

liczba testowanych genotypow czeresni: plan 2, wykonanie 2

liczba podjetych metod uzyskania protoplastow: plan 3, wykonanie 3

liczba wytypowanych gendéw jabtoni przeznaczonych do edycji: plan 1, wykonanie 1
liczba wytypowanych gendéw czere$ni przeznaczonych do edycji: plan 1, wykonanie 1
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