Zadanie 3.20. Opracowanie procedury ukierunkowanej mutagenezy z wykorzystaniem systemu
CRISPR/Cas dla wybranych gatunkéw roslin warzywnych (pomidor, ogérek).

Cel badan:

— opracowanie optymalnych warunkéw regeneracji in vitro wybranych genotypéw ogdrka i pomidora
w réznych wariantach prowadzenia kultur,

— opracowanie metodyki izolacji protoplastéw dla pomidora jako wstepnego etapu dla
bezwektorowej metody edycji genow,

— identyfikacja oraz bioinformatyczna charakterystyka genu kandydujgcego do ukierunkowanej
mutagenezy genomu pomidora majgcej na celu uzyskanie bezkolankowej szypufki,

— scharakteryzowanie warstwy odcinajgcej (AZ) w szypuice u genotypdw z mutacjg j-2 oraz
z funkcjonalnym genem J-2 na réznych etapach rozwoju kwiatostanu.

W ramach optymalizacji warunkdw regeneracji in vitro przetestowano sze$¢ genotypéw pomidora
i trzy genotypy ogdrka z wykorzystaniem dwdch typow eksplantatéw dla kazdego gatunku, wykazujac
istotny wptyw genotypu, rodzaju eksplantatu oraz regulatoréw wzrostu na efektywnos¢ regenerac;ji.
Wytypowano trzy genotypy pomidora o najwyzszym potencjale regeneracyjnym jako podstawe do
dalszej optymalizacji procedur transformacji i regeneracji roslin uzyskanych po edycji genomu.
Réwnolegle przeprowadzono prébne transformacje trzech genotypdéw pomidora z wykorzystaniem
Agrobacterium tumefaciens, potwierdzajgc skuteczno$¢ wprowadzenia transgenu na podstawie
ekspresji genu reporterowego gus. W przypadku ogérka zaobserwowano istotnie nizszg efektywnos¢
regeneracji w pordwnaniu z pomidorem oraz silng zaleznos$¢ odpowiedzi regeneracyjnej od genotypu
i rodzaju eksplantatu, co potwierdza trudnosci w opracowaniu uniwersalnej metodyki regeneracji dla
tego gatunku.

Rozpoczeto prace nad optymalizacjag protokotu izolacji protoplastéw z dwéch rodzajow
eksplantatow pomidora, testujgc jedno- i dwustopniowe procedury trawienia Sciany komadrkowej
z zastosowaniem réznych mieszanin enzymatycznych, co umozliwito wskazanie kierunkéw dalszej
optymalizacji pod katem zywotnosci protoplastéw oraz stopnia zanieczyszczenia izolatu
niestrawionymi fragmentami tkanek.

W celu przygotowania strategii edycji genomu pomidora przeprowadzono analize sekwencji genu
Solyc12g038510 zwigzanego z wystepowaniem warstwy AZ w szyputfce, u genotypdw posiadajgcych
funkcjonalny (siedem genotypdéw) lub niefunkcjonalny (szes¢ genotypow) allel J-2. Uzyskane dane
potwierdzity obecnosé¢ znanych typdw mutacji prowadzacych do utraty funkcji genu, w tym insercji
elementu transpozonowego oraz mutacji punktowych skutkujgcych przedwczesnym kodonem STOP.
Réwnolegle wykonano analize ekspresji genu Solyc12g038510 w szyputkach metoda RT-gPCR,
wykazujgc zwigzek pomiedzy poziomem transkryptu a zdolnoscig do rozwoju warstwy odcinajacej.
Dodatkowo, dla pieciu wybranych genotypéw (cztery mutanty j-2, jeden genotyp kontrolny J-2),
przeprowadzono charakterystyke warstwy AZ w réznych stadiach rozwojowych kwiatostanu
z wykorzystaniem mikroskopii Swietlnej i skaningowej, co pozwolito na powigzanie zmian
morfologicznych i anatomicznych z obecnoscig funkcjonalnego lub niefunkcjonalnego allelu J-2.
Réwnolegle rozpoczeto opracowanie komponentdéw systemu CRISPR/Cas na potrzeby ukierunkowane;j
mutagenezy, projektujgc dwie sekwencje sgRNA komplementarne do genu docelowego
(Solyc12g038510), dobrane pod katem wysokiej skutecznosci i specyficznosci ciecia.



