Maria Burian, Danuta Wéjcik, Jakub Aniszewski,

In H o rt OCROD! Anita Kuras, Agnieszka Masny, Stanislaw Pluta
=l OGRODNICTWA

L Instytut Ogrodnictwa - Panstwowy Instytut Badawczy
ul. Konstytucji 3 Maja 1/3, 96-100 Skierniewice
e-mail: maria.burian@inhort.pl

Porownanie efektywnosci dwoch metod izolacji protoplastow z lisci borowki wysokiej
(Vaccinium corymbosum L.) i maliny wlasciwej (Rubus idaeus L.)

WSTEP MATERIALY I METODY

Boréwka wysoka (Vaccinium corymbosum L.) i malina wlaéciwa (Rubus W procesie izolacji protoplastéw wykorzystano liscie 2-tygodniowych roélin boréwki
idaeus L.) naleza do ro§lin o duzym znaczeniu gospodarczym i z tego wzgledu oraz maliny hodowanych w warunkach in vitro. W pierwszej 1zolacji protoplastow
sg one uprawiane w celach komercyjnych. Istotnym elementem hodowl liscie badanych roélin boréwki oraz maliny inkubowano w roztworze enzymatycznym
tworcze) obu tych gatunkow jest otrzymanie nowych odmian o pozadanych o nastepujacym skladzie: 2% Cellulase Onozuka R10, 0.5% Macerozyme R-10, 0.6 M
cechach, m.in. podniesionej odpornosci na choroby oraz wysokiej jakosci Mannitol, 20 mM bufor MES oraz 5 mM MgCl, x 6H,0. W drugiej przeprowadzone]
owocow. Zastosowanie metod inzynieril genetyczne] 1 nowych technik 1zolacjl wykorzystano roztwor enzymatyczny zawierajacy nastepujace skladniki: 0.5%
genomowych (NGT) pozwali na uzyskanie genotypéw o okreslonych cechach, Driselase™ from Basidiomycetes sp., 0.25% Cellulase RS, 0.025% Pectolyase Y-23, 0.6
ktore zostang nastepnie wykorzystane w programach hodowlanych M Mannitol, 20 mM bufor MES oraz 5 mM MgCl, x 6H,0. W obu przypadkach
realizowanych w Instytucie Ogrodnictwa — PIB w Skierniewicach. Izolacja rozdrobniong tkanke roélinng inkubowano w roztworze enzymatycznym przez noc na
protoplastow jest kluczowym elementem bezwektorowej edycji genomu, wytrzasarce (50 obr./min.) w ciemnoéci w temperaturze 26°C. Po oczyszczeniu
dlatego celem niniejszych badan byto opracowanie efektywnej metody 1zolacji protoplastéw ustalono ich gestoéé na poziomie 8 x 10° protoplastéw na 1 ml pozywki
protoplastow z liSci borowki oraz maliny pochodzacych z ustabilizowanych plynne;j.

kultur in vitro.

WYNIKI

Po przeprowadzeniu pierwszej 1zolacji protoplastow z zastosowaniem dwoéch enzymow trawiacych Sciane komorkowa otrzymano czesSciowe uwolnienie protoplastow w
przypadku badanych genotypéw boréwki. Zaobserwowano nieliczne zgrupowania wyizolowanych, zywotnych protoplastéw (Fot. 1), ktére znajdowaly sie w obrebie
wiekszych skupisk niestrawionych tkanek (Fot. 2). W przypadku maliny zanotowano réwniez niewielkie skupiska zywotnych protoplastéw po przeprowadzeniu
procesu izolacji (Fot. 3) w obrebie niestrawionych tkanek materiatu roélinnego (Fot. 4). W przypadku obu gatunkéw éciana komérkowa nie zostala do konca strawiona
w badane] mieszaninie enzymow, z tego wzgledu w nastepnej i1zolacji protoplastow zastosowano trzy enzymy w mieszaninie trawilacej Sciane komoérkowa. Po
przeprowadzeniu drugiej izolacji protoplastéw w przypadku boréwki zanotowano nieznacznie wieksza liczbe zywotnych protoplastéw po przeprowadzeniu izolacji (Fot.
5) z mniejsza, zawartodcia, resztek niestrawionej tkanki (Fot. 6), co moze $§wiadczyé o skuteczniejszym dzialaniu mieszanki enzymatycznej skladajacej sie z trzech
enzymow trawiacych sSciane komorkowsa. Znacznie lepsze wyniki po i1zolacji protoplastow otrzymano u badanych genotypoéw maliny. Zaobserwowano bardzo liczne
skupiska wyizolowanych protoplastéw, jednak nadal zanotowano §lady niestrawionych tkanek (Fot. 7, Fot. 8).

I. Izolacja protoplastéw z zastosowaniem dwoch enzymow
trawigcych $ciang¢ komorkowa.
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Fot.1- Zgr up(IwaI’ne ;)VYIIZOIIZiwanyCh Fot.2 — Fragmenty niestrawionych tkanek po Fot.3 — Wyizolowane protoplasty maliny Fot.4 — Fragmenty niestrawionych tkanek po
PR SRR SO izolacji protoplastéow borowki izolacji protoplastéw maliny

II. Izolacja protoplastow z zastosowaniem trzech enzymow
trawigcych sciang¢ komorkowa.
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Fot.5 — Wyizolowane protoplasty borowki Fot.6 — Fragmenty niestrawionych tkanek
po izolacji w obrebie protoplastow
borowki

Fot.7,8 — Liczne skupiska wyizolowanych protoplastow maliny w obrebie niestrawionych
tkanek po przeprowadzeniu procesu izolacji

PODSUMOWANIE

Po przeprowadzeniu pierwszej izolacji protoplastow z zastosowaniem dwoch enzymow trawiacych Sciane komorkowa otrzymano czeSciowe uwolnienie protoplastow w
przypadku obu badanych gatunkéw. Po przeprowadzeniu drugiej proby w przypadku obu genotypow borowki zanotowano nieznacznie wieksza liczbe zywotnych protoplastow,
natomiast u badanych genotypéw maliny zaobserwowano bardzo liczne skupiska wyizolowanych protoplastow. W przypadku obu przeprowadzonych izolacji protoplastow z
lisci borowki wysokiej oraz maliny wlasciwej Sciana komoérkowa nie zostala do konca strawiona w badane] mieszaninie enzymow, z tego wzgledu w nastepnej i1zolacji
protoplastow zostang przetestowane inne enzymy trawiace Sciane komoérkowa.

Badania realizowane w ramach Zadania 3.18 ,,Opracowanie systemu edycji genomu technika CRISPR/Cas oraz optymalizacja metod regeneracji i transformacji wybranych
gatunkow roslin jagodowych.” . Kierownik zadania: dr Danuta Wojcik.
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