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Porownanie efektywnosci dwoch metod izolacji protoplastow z lisci borowki
wysokiej (Vaccinium corymbosum L.) i maliny wlasciwej (Rubus idaeus 1..)

Maria Burian!, Danuta Wojcik!, Jakub Aniszewski!, Anita Kuras?, Agnieszka Masny?,
Stanistaw Pluta?

! Zaktad Biologii Stosowanej, Instytut Ogrodnictwa — PIB,
ul. Konstytucji 3 Maja 1/3, 96-100 Skierniewice
? Zaktad Hodowli Roslin Ogrodniczych, Instytut Ogrodnictwa - PIB,
ul. Konstytucji 3 Maja 1/3, 96-100 Skierniewice

Boréwka wysoka (Vaccinium corymbosum L.) 1 malina wiasciwa (Rubus idaeus L.) nalezg do roslin
o duzym znaczeniu gospodarczym, ktore najczesciej sa uprawiane w celach komercyjnych. Waznym
elementem hodowli tworczej obu tych gatunkéw jest uzyskanie nowych odmian o pozadanych cechach,
m.in. podniesionej odpornosci na choroby oraz wysokiej jakoSci owocow. Zastosowanie metod
inzynierii genetycznej i nowych technik genomowych (NGT) pozwali na uzyskanie genotypow
o okreslonych cechach, ktéore zostang nastgpnie wykorzystane w programach hodowlanych
realizowanych w Instytucie Ogrodnictwa — PIB w Skierniewicach. Izolacja protoplastow jest
kluczowym elementem bezwektorowej edycji genomu, dlatego celem niniejszych badan bylo
opracowanie efektywnej metody izolacji protoplastow z lisci borowki oraz maliny pochodzacych
z ustabilizowanych kultur in vitro. W dwoch przeprowadzonych izolacjach protoplastow materiatem
wyjsciowym byly liScie 2-tygodniowych roslin boréwki (2 genotypy) oraz maliny (2 genotypy).
Procedura izolacji protoplastow obejmowata dwa etapy: trawienie $ciany komorkowej z udziatem
roznych enzymow celulolitycznych i pektynolitycznych, a nastgpnie oczyszczanie uzyskanych
protoplastow z resztek niestrawionych tkanek. W przypadku pierwszej izolacji protoplastow liscie
badanych ro$lin boréwki oraz maliny inkubowano w roztworze enzymatycznym o nastgpujacym
sktadzie: 2% Cellulase Onozuka R10, 0.5% Macerozyme R-10, 0.6 M Mannitol, 20 mM bufor MES
oraz 5 mM MgCl, x 6H,O. W drugiej przeprowadzonej izolacji wykorzystano roztwor enzymatyczny
zawierajacy nastepujace sktadniki: 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,O. W obu
przypadkach rozdrobniong tkanke¢ roslinng inkubowano w roztworze enzymatycznym przez noc na
wytrzasarce (50 obr./min.) w ciemnos$ci w temperaturze 26°C. Po przeprowadzeniu pierwszej izolacji
protoplastow z zastosowaniem dwoch enzymow trawiacych Sciang komorkowa otrzymano czesciowe
uwolnienie protoplastéw w przypadku obu badanych gatunkow. Po przeprowadzeniu drugiej proby
w przypadku obu genotypow boréwki zanotowano nieznacznie wigksza liczbg zywotnych protoplastow,
natomiast u badanych genotypéw maliny zaobserwowano bardzo liczne skupiska wyizolowanych

protoplastow.
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