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In Hort s Optymalizacja sytemu transformacji genetycznej oraz wybor genu do edycji dla

Polska jest najwiekszym w Unii Europejskiej (3,4 min ton) 1 czwartym na swiecie producentem owocOw jabtoni. Wzrost spozycia jabtek 1 ich przetworow oraz wprowadzenie do produkcji innowa-
cyjnych odmian niosgcych pozadane cechy poprawi szanse zagospodarowania tak duzej produkcji. Rozwoj nowych technik, takich jak CRISPR/Cas, daje mozliwosci precyzyjnej edycji gendw 1 dosko-
nalenia cech uzytkowych tego gatunku.

Celem badan byto opracowanie skutecznej metody edycji genomow dwdch genotypow jabtoni FR68 1 Malus173 (kolekcja I0-PIB) zréznicowanych pod wzgledem zawartosci prozdrowotnych anto-
cyjanow w tkankach wegetatywnych 1 owocach (w kulturach in vitro odpowiednio wytwarzajg pedy zielone i brunatne) oraz wybor genu do edycji przy uzyciu systemu CRISPR/Cas. Prace obeymowaty:
1.Opracowanie wydajnej metody regeneracji pedow przybyszowych wybranych genotypow jabtoni z eksplantatow liSciowych. 2.0cena mozliwosci uzyskania protoplastOw obu gatunkdéw na potrzeby
strategil bezwektorowej edycji genomu. 3.0cena skutecznosci wprowadzania edycji genow u wybranych roslin za posrednictwem Agrobacterium tumefaciens. 4. Wstepny wybor genow przeznaczonych
do edycj1 w celu uzyskania roslin o pozagdanych cechach agronomicznych.

Materialy do analiz i zakres realizowanych badan.

Badania przeprowadzono dla dwoch genotypow jabtonit FR68 1 Malus173 (hodowli IO-PIB), ktére stanowity zrodto eksplantatow lisciowych do regeneracji 1 transformacji in vitro.

Opracowanie wydajnej metody regeneracji roslin jabloni przydatnych do ukierunkowanej mutagenezy.

ETAP I: Inicjacja kultur — optymalizacja sktadu pozywek:

Do inicjacji kultur uzyto paki wierzchotkowe/boczne.

Zastosowano pozywke o sktadzie
%2 MS (Murashige 1 Skoog 1962)
30 g/l sacharozy, 10 mg/l inozytlou,
1 mg/l1 BAP,

1 mg/1 IBA,

1 mg/l GA3,

8,7 g/l agaru Bacto

zestaw witamin z WPM (Lloyd &McCown).
Ustabilizowane kultury, przenoszono na pozywke

MS z dodatkiem regulatorow wzrostu:

BAP - 1,0 mg/l, / 0,8 mg/l,
IBA - 1,0 mg/1/ 0,1 mg/l,
GA3 - 1,0 mg/1/ 0,1 mg/l,
sacharoza 30g/1 ,

8,7 g/l (Agar Bacto).

Tab. 1 Wptyw TDZ lub BA uzytych w pozywce kondycjonujacej lub indukcyjnej na regeneracje lisci dwoch odmian jabtoni po 4 tygodniach

kultury na pozywce indukcyjnej 1 po 8 tygodniach regeneracji, w pozywce kondycjonujacej zarowno TDZ jak i BA uzyto w stezeniu 1mg/I;

Obecnos¢
Malus173 FR68 Malus173 FR68
TDZ lub BA
Pozywka kon-
dycjonujaca/ | Eksplantaty formujace kalus | Liczba pedéw na eksplantat
pozywka induk-|  lub pedy % (po 4 tyg.) (po 8 tyg.)
cyjna
TDZ / TDZ 100 100 7,52bc 0,88a
BA /TDZ 100 100 8,05¢ 1.28a
BA /BA 100 100 5,92b 1.16a

Oceniono wplyw auksyn i cytokinin na zdolnosci regeneracyjne TDZ (1 mg/l) lub BA (4 mg/l) w potaczeniu z NAA (0,5 mg/l).

w pozywce indukcyjnej stezenie TDZ 1 BA wynosito odpowiednio 1 mg/l 14 mg/l z IBA 0,5 mg/1.

ETAP IT: Ocena wplywu antybiotykow (niezbedne do selekcji roslin uzyskanych w wyniku ukierunkowanej mutagenezy) na wzrost 1 zdolnosci regeneracyjne wybranych genotypow jabtoni.

Oceniono wplyw antybiotykow:
Cefotaksymu—100 - 500 mg/1
Karbenicyliny—100 - 500 mg/1
Higromycyny—>5 - 60 mg/1

na regeneracj¢ roslin wybranych genotypow jabtoni.
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Higromycyna zastosowana w stezeniu juz 5 mg / L powodowata

obumieranie pedow obu genotypow jabtoni.
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a) Tab. 2 Wptyw antybiotykéw na regeneracje pedoéw jabtoni odmian Malus173(a) i FR68(b) b)
Malus173 Malus173 FR68 FR68
Liczba pedow na  |Karbenicilina  |Liczba p¢ddéw na Liczba pedow na L Liczba pedow na
Cefotaksym (mg/1) eksplantat (mg/l) eksplantat Cefotaksym (mg/1) cksplantat Karbenicilina (mg/1) eksplantat
0 8.68b 0 8.20d 0 5.8bc 0 6.48c
100 7.72b 100 6.12¢c 100 4.16abc 100 4.12b
200 9.36b 200 7.68¢cd 200 6.16¢ 200 6¢
400 5.76a 400 3.76b 400 3.88ab 400 2.48ab
500 4.28a 500 1.96a 500 2.84a 500 1.4a
Malus173 Malus173 FR68 FR68
Cefotaksym (mg/1) Regeneracja (%) ﬁg/)gmcﬂma Regeneracja (%) Cefotaksym (mg/l) | Regeneracja (%) [Karbenicilina (mg/l)] Regeneracja (%)
0 92 0 92 0 68 0 64
100 84 100 88 100 68 100 68
200 96 200 88 200 76 200 76
400 76 400 72 400 56 400 52
500 72 500 48 500 56 500 48
FR6S FR63 Whioski:
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temperatury 1 Swiatla.

Zdolnos¢ 1 intensywnos¢ regeneracji byta zalezna od genotypu badanych roslin
jabtoni, typu pozywki, rodzaju uzytych regulatorow wzrostu, ich stezenia, od

Najwigksze mozliwosci regeneracyjne odnotowano dla genotypu Malus173.
Cefotaksym 1 karbenicilina w zastosowanych st¢zeniach z r6znym skutkiem
wplywaty na szybkos¢ regeneracji badanych roslin.
Cefotaksym w stezeniu 500 mg/l wybrano do kontrolowania wzrostu Agrobac-
terium po eksperymentach kokultywacji kultur in vitro.
W dalszym etapie badan nad regeneracjg roslin uzyskanych w wyniku nowych
technologii genomowych higromycyna bedzie uzyta do selekcji pedow.

Ocena mozliwosci uzyskania protoplastow na potrzeby strategii bezwektorowej edycji genomu. Material roslinny - liscie z 2-tygodnowych Kultur in vitro jabloni.

I> Metoda jednostopniowa:

Liza sciany komorkowej—1% Cellulase Onozuka R10, 0.1%, Pectolyase Y-23, 0.6 M
Mannitolu, 20 mM , bufor MES oraz 5 mM MgCl2 x 6H20.

II> metoda kilkustopniowa:

a) Liza—2% Cellulase Onozuka R10, 0.5% Macerozyme R-10, 0.6 M Mannitol,
20 mM bufor MES oraz 5 mM MgCI2 x 6H20.

b) Wirowanie w roztworze réznicujagcym— Sacharoza /MES (sktad:
0.5M sacharoza, 1 mM bufor MES).
c¢) Plukanie w W5 (154 mM NacCl, 125 mM CaCl2 x 2H20, 5 mM KCl, 5 mM glukoza).

IIT> metoda 7 zastosowanie kombinacji enzymow lizujgcych:
A) Cellulase Onozuka R10 oraz Macerozyme R-10. Fot. 1
B) 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 MgCI2 x 6H20. Fot. 2

Preparaty barwiono btekitem trypanu (4% Trypan Blue, Sigma).

Fot. 1. [zolacja protoplastow z zastosowaniem dwoch

enzymoOw lizujacych sciang komorkowa

Fot. 2. [zolacja protoplastow z zastosowaniem trzech

enzymoOw lizujacych Sciang komorkowa
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Whnioski:

Zadna z zastosowanych procedur nie pozwolita na uzyskanie czystych preparatow protoplastow, przydatnych do bezwektoro-
wej edycji genomow roslinnych.
Dalsza optymalizacja procedury obejmowac bedzie skuteczne usuwanie pozostatosci niestrawionych tkanek w przygotowa-
nych preparatach protoplastow.

Ocena skutecznosci wprowadzania edycji genow u wybranych roslin za posrednictwem Agrobacterium tumefaciens, wybor genow przeznaczonych do edycji .

Wykorzystano Agrobacterium tumefaciens—zawiera plazmid/konstrukt
pCAMBIA 1105.1 z sekwencja genu reporterowego GUS.

Etapy badawcze:

Inokulacja: ptukanie (3 min.) eksplantatow liSciowych/fragmentow to-
dyg (45-50) w zawiesinie bakterii z acetosyringonem.

Regeneracja: MS z dodatkiem 1 mg/l TDZ 1 0,5 mg/l NAA.
Selekcja i regeneracja: 250 mg/l cefotaksymu, 2 mg/l higromycyny.

Ocena skutecznosci transformacji: Plukanie w roztworze z X-Glc
(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) - okoto 12 h.

Odptukanie chlorofilu z probek przy zastosowaniu etanolu w celu
umozliwienia ekspozycji barwnej reakcji ekspresji genu GUS.
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Potwierdzono skuteczno$¢ metody wprowadzenia do tkanek roslin genu GUS.
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WYBOR GENU DO EDYCII

Do edycji CRISPR/Cas wy-
typowano gen MAUFGT—
koduje flavonoid-3-O-
glucosyltransferaze,

Sekwencj¢ genu wyekstraho-
wano z bazy danych ncbi:
Malus (https://

www.ncbi.nlm.nih.gov/).

Zaprojektowano sekwencje
siRNA:
TTAATCACTGATGTTGGGCAT
TAAATTGACAATATGCCCCTG
TATCGTCAGTGGTAGTAGCTG
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Badania przeprowadzono w ramach zadan dotacji celowej finansowanej przez MRiRW - zadanie 3.19. Wstepna optymalizacja systemu regeneracji, transformacji oraz procedury ukierunkowanej mutagenezy dla edycji genomow roslin

drzewiastych (jablon, czeresnia), z wykorzystaniem systemu CRISPR/Cas.




