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“We totally missed the possible role of ...
[DNA] repair although ... I later came to realise that
DNA is so precious that probably many distinct

repair mechanisms would exist.”

(Crick, 1974)



Capitolul 1. Introducere

1.1. Cartoful si rudele sale salbatice ca sursa de gene de rezistenta

Cartoful cultivat (Solanum tuberosum L.) este a treia cea mai importanta planta de cultura dupa

orez si grau, in ceea ce priveste consumul uman (https://cipotato.org/).

Cartoful cultivat are un genofond genetic limitat deoarece provine dintr-o popultie limitata care a
fost adusa in Europa iar datorita domesticirii intensive fondul genetic al cartofului s-a redus

(Ghislain si Douches, 2020).

Tuberculii de cartof sunt o sursa dietetica importanta deoarece contin amidon, antioxidanti,
proteine si vitamine care simultan servesc plantei ca si organ de depozitare si propagare vegetativa

(Burlingame si colab., 2009).

Cartoful cultivat si rudele sale salbatice apartin genului Solanum, este cel mai mare gen ce include
in jur de 1,500-2,000 de specii (Machida-Hirano, 2015).

Cartofii salbatici care sunt rudele cartofului cultivat si produc tuberculi se numesc Solanaceae
sect. Petota Dumort. (specii Solanum L.) iar rudele care nu produc tuberculi, Solanum sect.
Etuberosum (Bukasov si Kameraz) Child (Hawkes, 1990; Spooner si colab., 1993).

Pe langa asta, existd 199 de cartofi salbatici (Solanaceae sect. Petota Dumort) care se gasesc
sporadic in 16 tari de la sud-vestul Statelor Unite pana in centrul Argentinei si Chile (Hijmans si
Spooner, 2001). Speciile salbatice de cartofi sunt o sursa promitatoare de rezistenta pentru cartoful

cultivat (Jansky si colab., 2009; Pelletier si colab., 2011).

Acestia prezinta printre alte trasaturi de rezistenta, o toleranta buna pentru stressul abiotic precum
temperaturile Tnalte (ex. S.berthaultii, S. chacoense, and S. stoloniferum) (Reynolds si Ewing,
1989; Guedes si colab., 2019). In S. berthaultii Hawkes si in S. bulbocastanum Dun., au fost gasite
gene de rezistenta pentru Phytophthora infestans (Ewing si colb., 2000; Naess si colab., 2000,
2001; van der Vossen si colab., 2003). S. brevidens prezinta rezistenta la diferiti virusi (Valkonen
si colab., 1994; Rokka si colab., 1998).

S. chacoense prezina in genofondul lui rezistentd la virusul A si Y (PVA si PVY) al cartofului,
mand, gandacul de Colorado (CPB), molia cartofului, virusul rasucirii frunzelor de cartof (PRLV)
(Brown si Thomas, 1994; Hawkes, 1994) si rezistenta la acumularea zaharurilor in tuberculi

datorita pastrarii la temperaturii scazute (Leisner si colab., 2018).



Speciile sédlbatice de cartofi care sunt rude ale cartofului cultivat prezintd o prioritate pentru
conservare deoarece posedd o diversitate genetica ridicatd ceea ce este extrem de util pentru a
dezvolta noi soiuri de cartof mult mai productive, rezistente cu o valoare nutritionald ridicata
(Castafieda-Alvarez si colab., 2016).

Abilitatea de a incrucisa specii salbatice de cartof cu cartoful cultivat este foarte important (Jansky
si colab., 2009). Mai mult decat atat, a incrucisa specii de cartof salbatic cu cartoful cultivat este
foarte dificil, deoarece acestia poseda incompatibilitate unilaterala si auto-incompatibilitate. Pe
langa asta au si numarul endospermului (endospem balance number —EBN) precum si ploidie
diferita (Spooner si colab., 2014). De astfel, hibridarea somatica este utilizatd pentru a depasi
incompatibilitatea dintre cartofii sdlbatici si cei cultivati, de multe ori fiind singura optiune pentru
a introduce gene de rezistenta de la speciile salbatice de cartof in genofondul cartofului cultivat
(Xu si colab., 1991; Chen, 2004; Chen si colab., 2008; Thieme si Rakosy-Tican, 2017).

Schimbarea climatica accelerata are un impact major asupra productiei de cartof si mult mai multe
insecticide si pesticide sunt necesare pentru a controla bolile si daunatorii cartofului. Dar utilizarea
excesiva a pesticidelor chimice poate duce la probleme foarte serioase de mediu si de sanatate
(Alyokhin, 2008; Maharijaya si Vosman, 2015). Iernile blande ofera conditii favorabile

supravietuirii gandacului de Colorado si a altor daunatori.



Capitolul 2. Obiectivele tezei

Tn scopul de a introduce trasaturi valoroase de la rudele silbatice de cartof in cartoful cultivat,
deficienta in sistemul reparator ADN (MMR) a fost introdus in S. chacoense. S. chacoense cu
deficienta in sistemul reparator ADN a fost utilizat in fuziuni somatice cu cartoful cultivat
tetraploid (Rakosy-Tican et al., 2004; Rakosy-Tican et al., 2019).

Aceasta lucrare a avut ca scop caracterizarea hibrizilor somatici de cartofi, intre S. tuberosum si S.
chacoense cu o deficienta in sistemul reparator ADN. Si pe langa asta, de a arata daca deficienta
n sistemul reparator ADN favorizeaza recombinarea homeologéd in meioza a hibrizilor somatici

pentru a introduce trasaturi de rezistenta de la S. chacoense in genofondul cartofului.

Urmatorul pas a fost inducerea mutatiilor cu ajutorul technicii de editare a genomului
(CRISPR/Cas9) utilizand Agrobacterium tumefaciens si livrarea compusilor CRISPR/Cas9 fara a

utiliza molecule de ADN exogen, in protoplaste mezofiliene de cartof ca si proof of concept.
Obiectivele specific ale tezei au fost:

1) Analiza hibrizilor pentru fenotipurile mutante, instabilitatea microsatelitilor (MSI) n
plante transgenice si control (parinti), verificarea integrarii transgenei, RTq-PCR pentru
genele MSH2 si SPO11 1in hibrizii somatici selectati si parinti.

2) Caracterizarea unui hybrid somatic selectat cu metoda GISH pentru recombinarea
homeoloaga in meioza, caracterizarea meiocitelor precum si analiza viabilitatii polenului

3) Determinarea rezistentei la gindacul de Colorado al unor hibrizi somatici cu sau fara
deficienta in sistemul reparator AND si a evidentia introgresia acestui caracter de la S.
chacoense.

4) Producerea de cartof deficient in sistemul reparator ADN cu metoda de editare a genomului
(CRISPR/Cas9) prin Agrobacterium tumefaciens sau livrarea compusilor CRISPR fara
AND strain in protoplastele de cartof. Telul a fost stabilirea unei metode de editare a
genomului pentru ca mai tarziu sa fie utilizat la editarea altor gene ce confer rezistenta
cartofului. Sau pentru a elimina din hibrizii somatici transgena ce este integrate, cee ace

este foarte important din caza reglementarilor legislative.



Capitolul 3. Materialul vegetal utilizat in teza

Pentru a introduce gene de rezistenta de la speciile salbatice de cartof, S. chacoense, transformare
genetica a fost facuta utilizand A. tumefaciens, linia LBA4404 (Rakosy-Tican si colab., 2004;
Rakosy-Tican si colab., 2019). Constructul utilizat in aceasta teza pentru transformarea genetica a
fost un construct antisens (AS) si un construct dominant negativ (DN) ce au fost deja descrise n

aceasta publicatie: (Rakosy-Tican si colab., 2019).

Constructul antisens (AS) contine fragmentul 3’ 1 kb de la A. thaliana MSH2 cDNA in orientare

antisens (Figura 1) si inhibarea genei MSH2 este cu o strategie antisens.

Constructul dominant negativ este secventa codificatoare AtMSH2 (Figura 1), ce contine o mutatie
punctiforma la pozitia 697 unde un codon Asp (aspartate) este convertit in codonul Gly (glycine)

(Ispas, 2004) si inhibitia genei MSH2 este prin inhibare competitiva.

O astefel de mutatie in gena MSH2, la drojdie a conferit un fenotip puternic dominant negative cu
deficienta in sistemul reparator ADN (Nicolaides si colab., 1998; Studamire si colab., 1999).

Statusul transgenic al clonelor este descries in: (Rakosy-Tican si colab., 2004).

Kpnl Apal Sall

p35S-E msh2-AS 3355 3" nos  nptll pnos
Kpnl Sall Apal Sall
LB || RB
B.
p355-E msh2-DN 3'355 3 nos nptll pnos

Figura 1. Reprezentarea schematica al plasmidului transformat in S. chacoense, (A)T-DNA al
plasmidului FRG-MSH2-AS, (B) T-DNA al plasmidului FRG-MSH2-DN (dupa Rakosy-Tican si
colab., 2019).

Doua cultivare de cartof, cv. Delikat (Nordring-Kartoffelzucht — und Vermerungs — GmbH Gross
Liisewitz, Germany) si cv. Désiree (ZPC, Leeuwarden, Netherlands) a fost utilizat pentru a obtine
hibrizi somatici intre S. tuberosum si planta transgenica in gena MSH2 (Rakosy-Tican si colab.,
2019). Natura hibrida a acestor plante a fost validat cu ajutorul markerilor SSR (Enikoe Loerincz-
Besenyei, date nepublicate). In aceasta teza, hibrizii soamatici fard transgene sunt notate cu numere

(ex. SH 1837/1) sau controalele cu C urmat de un numar (ex. DkC 5; DeC 7).



Cultivarele de cartof, Dk = cv. Delikat si De = cv. Désiree. S. chacoense este prescurtat S. chc sau
chc. Hibrizii somatici, ce au fost transformati cu constructul dominant negativ sunt notate astfel:
DKDN 5, DKkDN 11, DeDN 5 si DeDN 11; cu numere urmate de numarul clonelor.

Céand constructul antisens (AS) ca fost utilizat pentru a regenera plante transformate genetic atunci,
numarul clonei a urmat DKAS 10 (Rakosy-Tican si colab., 2019).

Hibrizii somatici cu deficientd in sistemul reparatul ADN au fost produsi pentru a creste
recombinarea homeoloaga si astfel pentru a creste introgresia genelor de rezistenta pentru gandacul

de Colorado.
Pentru editarea genomului, cartoful tetraploid S. tuberosum cv. Delikat a fost utilizat.

In bacterii (Rayssiguier si colab., 1989; Zahrt si Maloy, 1997), drojdii (Datta si colab., 1996; Datta
si colab., 1997; Negritto si colab., 1997; Chen si Jinks-Robertson, 1999; Nicholson si colab.,
2000), celule de mamifere (Wind si colab., 1995; Elliott si Jasin, 2001) si plante (Trouiller si
colab., 2006; Lafleuriel si colab., 2007; Tam si colab., 2011; van Marcke si Angenon, 2013), o
frecvetda mare de recombinare homeoloaga a fost observata intre moleculele de ADN homeoloage,

cand gena MSH2 a fost eliminata sau suprimata.



Capitolul 4. Rezultate si discutii

4.1. Fenotipuri noi de cartofi co-induse de deficienta genei MSHZ si de hibridare
somatica

Majoritatea studiilor decrise in capitolul 4.1 este deja publicata in:

Rakosy-Tican, E., Lorincz-Besenyei, E.*, Molnér, I., Thieme, R., Hartung, F., Sprink, T.,
Antonova, O., Famelaer, 1., Angenon, G., Aurori, A., (2019). New Phenotypes of Potato Co-
induced by Mismatch Repair Deficiency and Somatic Hybridization. Frontiers in plant science
10, 3. doi: 10.3389/1pls.2019.00003 (* prim autor), si in:

Molnar, 1., Besenyei, E., Thieme, R., Thieme, T., Aurori, A., Baricz, A., et al. (2017). Mismatch
repair deficiency increases the transfer of antibiosis and antixenosis properties against Colorado
potato beetle in somatic hybrids of Solanum tuberosum + S. chacoense. Pest management
science 73, 1428-1437. doi: 10.1002/ps.4473

4.1.1. Deficienta in sistemul reparator AND induce fenotip mutant in hibrizii somatici
de cartof

La plantele cu deficienta in gena MSH2 in A. thaliana, acumulare de mutatii au fost observate in
timpul propagirii de la seminte la seminte. In aceste plante au fost observate fenotipuri mutant ca

de exemplu plante cu frunze albino, inflorire prematura, sterilitate si plante pitice (Hoffman si

colab., 2004).

Pentru analiza fenotipului mutant ce este cauzat de deficienta in sistemul reparator ADN (MMR)
si variatiile cauzate de hibridarea somatica, marimea plantelor, a frunzelor si a intrenodurilor a fost
analizata. Instabilitatea microsatelitilor (MSI) este tiparul deficientei sistemului reparator ADN,
doar plantele ce au fenotip mutant si prezinta o instabilitate a microsatelitilor au fost considerate
ca fiind mutatii cauzate de MMR, restul mutatiilor au fost considerate ca fiind cauzate de

hibridarea somatica si de interactiunile genetice produse de acesta (Harms, 1983).

Variatii fenotipice au fost observate in hibrizii somatici produse cu clona transgenica S. chacoense
AS, DN si cartof cv. Delikat. De multe ori, acesti hibrizi somatici au prezentat fenotipuri cu

crestere mare si fenotipuri pitice (Figura 3).



Lt

S. tuberosum
. DKDN 5.25  S. chacoense
cv. Delikat DkDN 5.3 DKDN 5.6 DKDN 5.11

Figura 2. Fenotipurile hibrizilor somatici de cartof in comparatie cu speciile parentale cv. Delikat si S.
chacoense. (A) Fenotipul plantelor crescute in serd (61 de zile), de la stdnga la dreapta: cartoful cv. Delikat,
hibrizii somatici de cartofi cu sistem deficient in MMR (DkDN 5.3, 5.6, 5.11 si fenotipul mutant al
hibridului DKDN 5.25), S. chacoense. (B) Morfologia fenotipului mutant DKAS 10.20 ce prezinta fenotip
pitic, precum si frunze mici si foliole rotunde in comparatie cu planta parentala cv. Delikat. (C) Frunze
unite 1n hibridul DeC 7, fara deficienta in sistemul reparator ADN.
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Figura 3. Iniltimea medie (in cm) a hibrizilor somatici de cartof (cv. Delikat sau cv. Desiree) + Solanum
chacoense, cu sau fara deficientd in sistemul reparator ADN, crescute in sera pentru 61 de zile dupa
transferul din in vitro. Blocurile reprezinta media, punctele reprezinta valorile, linia orizontala din bloc
reprezinta medianul, iar linia verticala reprezinta deviatia standard, testul-t, p < 0,05, * semnificativ diferit
de S. chacoense, ** semnificativ diferit de cartof cv. Delikat sau cv. Desiree, * si ** semnificativ diferit
fatd de plantele parentale.
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Mai mult decat atat, diferite anomalii au fost observate in morfologia frunzelor, ce au prezentat
forma rotunda, frunze mici (Figura 2) precum si lipsa dezvoltarii florilor in comparatie cu plantele
control. Fenotipurile pitice pot fi o cauza a mutatiilor in caile de biosinteza a hormonilor sau a

receptorilor hormonale (Koorneef si colab., 1985; Vega si colab., 2006).

Un hibrid somatic (DKDN 5.25) ce contine constructul DN, prezintd grana dezorganizata cu
schimbari structurale in cloroplaste, are perete celular interior ingrosat in jurul celulelor stomatale,
iar aceste modificari merg mana in mana cu modificari semnificative in structura frunzei, acestea

avand o culoare usor gri-verzuie si frunze deformate (Figura 2).

Recent a fost observat in cazul proteinei mitocondriale MSH1, ca o depletie in aceasta gend se
asociaza cu variegare, frunze incretite, toleranta la stress abiotic si deficiente de crestere (Virdi si

colab., 2016).

Mai mult decét atat, transcriptomul acestui hibrid (Dk DN 5.25) a fost analizat in comparatie cu

plantele parentale (cv. Delikat si S. chacoense) si este semnificativ diferit fata de plantele parentale.

Fenotipuri gigant au fost observate in cazul hibrizilor (DKDN 5.3, 5.6, 5.11; DKDN 11.24 si 11.34),
precum si fenotipuri pitice (DKDN 5.4, 5.17 si DkAS 10.20) ce sunt semnificativ diferite fata de
parinti. Mdrimea frunzelor hibrizilor somatici de cartof cu deficientd in sistemul reparator ADN a

fost deasemena semnificativ diferita fata de plantele parentale.

De asemenea, internozii hibrizilor deficienti in MMR prezinta diferite marimi. Tuberculi mov
inchis, mici au fost observate la fenotipurile mutante. Hibrizii somatici ce au constructul DN
integrat prezinta MSI in proportie de 82 % (9 genotipuri din 11) si fenotip mutant in proportie de
45 % (5 genotipuri din 11) ce este cauzat de deficienta in sistemul reparator ADN. Pe langa asta,
hibrizii somatici produsi cu constructul antisens (AS) prezintd MSI in procent de 11 % (1 din 11

genotypes) si 11% arata fenotip mutant.

Mutatia dominant negativa este mult mai efectiva in cazul acestor hibrizi somatici de cartof. Acesta
a fost observat si in cazul tomatelor, unde un construct dominat negativ al proteinei AtMSH2-DN

a indus cresterea recombinarii homeoloage (Tam si colab., 2011).

Cativa din hibrizii somatici descrisi, prezintd fenotip mutant, nu dezvolta flori sau inflorirea apare

mai repede decét la formele parentale.

Tn tomatele defective in gena MSH2 au fost observate flori anormale, morfologia stamenului

anormala, semintele sterile si cu viabilitate scazuta (Sarma si colab., 2018).
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4.1.2. Prezenta markerului de selectie NPTII in liniile transgenice de hibrizi somatici
cu deficienta In sistemul de reparare a ADN

Constructul antisens sau cel dominat negativ al genei AtMSH2, ce a fost utilizat pentru a obtine
plante transgenice, a avut markerul de selectie pentru gena de neomicina fosfotransferaza (gena
NPTII). In prezenta acestui marker de selectie, plantele transgenice sunt capabile si dezvolte

radacini, ca orice altd planta in conditii normale pe mediu ce contine kanamicina.

Toti hibrizii somatici ce au sistem de reparare a ADN deficient si prezinta si MSI, au dezvoltat
radacini pe mediul de selectie. Exceptie au facut hibridul DkDN 11.10 si DkDN 11.26 (Tabelul
1).

Inactivarea a transgenei a fost observata deja la plante (Broer, 1996). Cu toate acestea, un tratament
cu temperaturi ridicate la Medicago sativa a dus la pierderea aproape in totalitate a constructului
transgenic (95%) si la pierderea rezistentei la fosfinotricina(Walter si colab., 1992). Este foarte
probabil cd acesti hibrizi dupa micropagarile ulterioare sa fii pierdut constructul transgenic.
Probabil ca MMR fiind un stress pentru planta a contribuit deasemenea la pierderea constructului

transgenic.

Mai mult decat atat, pierderea elementului transgenic, creste probabilitatea ca aceste genotipuri sa

fie introduse 1n programele de ameliorare si sd castige acceptarea consumatorilor.

4.1.3. Instabilitatea microsatelitilor in hibrizii somatici de cartof

Deficienta in sistemul reparator ADN este foarte puternic corelata cu instabilitatea microsatelitilor
(MSI). Plantele deficiente in sistemul reparator ADN prezinta instabilitate a microsatelitilor, ca de
exemplu deficiente in gena MSH2 (Leonard si colab., 2003; Hoffman si colab., 2004; Depeiges si
colab., 2005; van Marcke si Angenon, 2013; Rakosy-Tican si colab., 2019), PMS1 (Xu si colab.,
2012), PMS2 (Chao si colab., 2005), MSH6 (Jiang si colab., 2020). Instabilitatea microsatelitilor
este rezultatul alunecarii sau blocarii secventelor de ADN ce apar cand sunt deficiente in sistemul
de reparare al ADN. Aceste instbilitdti ai microsatelitilor sunt hotspot-uri de formare a DSBs
(Gadgil si colab., 2017).

Pentru a analiza MSI 1in hibrizii somatici si parinti, markeri SSR cromozom specifici au fost
utilizati. In total 96 de markeri SSR au fost utilizati (la 12 nu se cunoaste localizarea pe cromozom).
In hibrizii somatici a fost observat un polimorfism foarte scizut si doar sase markeri SSR indica

instabilitate a microsatelitilor, ca de exemplu markerii: Stl0001, Stl0027, Stl0046, Stl0054,
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STMO0024 si STG0001. STGO00L prezintd o instabilitate a microsatelitilor in liniile de hibrizi

somatici retroincrucisati, ce au un sistem MMR normal.
175bp  st10027
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Figura 4. Instabilitatea microsatelitilor la hibrizii somatici dintre S. tuberosum + S. chacoense ce prezinta
deficienta in sistemul de reparare a ADN, in comparatie cu parintii si hibrizii fara deficientd in MMR
(1837/1 si De C8). Markeri SSR Stl0027 si STM0024. Benzile specifice ce indica instabilitatea SSR (MSI),
sunt markate cu o sageata verde.

Tn hibrizii dintre orez si orezul silbatic a fost raportat instabilitate a microsatelitilor precum si o
variatie in transcript al diferitelor gene MMR (Dong si colab., 2013). Aceasta indica o relatie
stransa intre genele MMR si variatiile genomice pe care ele le cauzeaza. Instabilitatea
microsatelitilor s-a observat pe cromozomii 4, 8, 11 si 12, pentru ca ceilalti markeri cromozom
specifici nu au prezentat o instabilitate a microsatelitilor. Acesti microsateliti ce au prezentat
instabilitate prezinta repetitii de un nucleotid, de patru nucleotizi si un motiv (STM0024) ce are
cinci repetitii trinucleotidice si 18 repetitii dinucleotidice, ceea ce reprezinta 3% (1/33), 8% (4/50),

si respectiv 1% (1/96).

Aceastd instabilitate apare nu doar in cresterea numarului de benzi ci si In deplasarea pozitiei

principale a benzilor in cazul markerilor STM0024 si St10027 (Figura 4).

Hibrizii somatici cu deficientd in MMR: DKDN: 5.3, 5.4, 5.11, 5.17, 5.25, 11.10, 11.24, 11.34,
DeDN: 5.5, 11.29 si DKAS 10.20 prezinta MSI cu toti cei sase markeri SSR markers, pe

cromozomii 4, 8, 11, si 12.
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4.1.4. Nivelul relativ de transcriere al genelor MSHZ si SPO11 in hibrizii somatici

Hibrizii somatici cu o deficienta in sistemul reparator ADN au fost analizate pentru acumularea de
transcript al genelor MSH2 si SPO11 in celule vegetative si generative. Ca si control, planta
transgenica S. chacoense, HLDN 5 a fost utilizata. in Figura 5, nivelul relative de expresie a genei
MSH2 in frunze (A) si boboci florali (B), fluctueaza intre probe, comparat cu planta transgenica S.
chacoense HLDN 5, utilzat ca si control. Mai mult decat atat, unul dintre hibrizii cu o deficienta
in sistemul reparator ADN, DKDN 5.3 prezinta o expresie redusa a genei MSH2 in frunze,
comparat cu plantele fara deficientd in sistemul reparator ADN si S. chacoense ce are sistem
reparator ADN deficient (p = 0.001, Figura 5-A ). Parintii, S. tuberosum si S. chacoense (S. chc)
ai hibrizilor somatici aratd o crestere a expresiei genei MSH2 in frunze, in comparatie cu S.
chacoense (HLDN 5). Aceste date indica ca mutatia dominant negativa poate reduce nivelul de
transcriere al genei MSH2 in hibrizii somatici. Pe langa asta hibridul somatic DKAS 10.20, arata o
crestere in nivelul de transcriere, aceasta poate fi datorat instabilitatii genetice al acestui hibrid,

ceea ce este evidentiat si prin instabilitatea microsatelitilor (Rakosy-Tican si colab., 2019).

Tn general, In bobocii florali nivelul de expresie a genei MSH2 arati o scadere in comparatie cu
cele din frunze. Aceste date corespund cu cele descrise de pana acum in tomate, unde un nivel
ridicat al expresiei genei MSH2 a fost observat in frunze urmat de o scadere a expresiei genei in
bobocii florali (Tam si colab., 2009).

Tn bobocii florali, hibridul somatic cu o deficienta in sistemul reparator ADN, DKDN 5.11, are 0
expresie a genei MSH2 statistic semnificativ scazuta (p = 0.008). Pe langa asta, genotipul, DKDN
5.25 prezinta o expresie a genei MSH2 usor scazuta, dar ce este statistic nesemnificativa (0.52)

comparat cu planta transgenica, S. chacoense (p = 0.07, Figura 5-B).

Liniile parentale, cv. Delikat si S. chacoense au 0 expresie a genei MSH2 usor scazuta in boboci
florali, pecand in frunze aceasta expresie este ridicatd. Mai mult decat atat, S. chacoense are o
expresie a genei statistic semnificativ crescuta in frunze (p = 0.0001), iar n bobocii florali este
statistic semnificativ scazuta (p = 0.01) in comparatie cu S. chacoense ce are sistemul reparator
ADN deficient. Pe langa asta in cartoful tetraploid, cv. Delikat expresia genei MSH2 este

semnificativ scazuta si are o expresie relativa a genei de 0.28 (p = 0.001, Figura 5-B).
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Figura 5. Analiza RTgPCR a genei MSH2 gene in hibrizii somatici de cartof cu sau fara deficienta in
sistemul reparator ADN in comparatie cu HLDN 5 - Solanum chacoense cu o deficienta in gena MSH2 si
S. chacoense sau S. tuberosum cv Delikat. (A) RTgPCR in frunze, (B) RTgPCR in boboci; liniile orizontale
de pe blocuri reprezinta eroarea standard a mediei replicatelor (+x SEM). * Semnificativ differit de HLDN
5 (p <0.05).

Ca si in cazu nostru, silentierea genei MSH2 in N. tabacum si N. plumbaginifolia, a dus la variatii

mari in expresia genei si nici un genotip nu a avut un nivel de expresie 0. Dar totusi, 0 reducere cu
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20-30% Tn expresia genei a fost deajuns ca sa se induca fenotip mutant, ca de exemplu plante
albino si toleranta la ierbicid (van Marcke si Angenon, 2013). Astfel de plante mutante au fost
observate si in cazul acestor hibrizi, cu toate ca nivelul de transcript nu a fost foarte scazuta
(capitolul 4.1.4). Acesta poate fi efectul mutatiei dominant-negative in gena MSH2 la hibrizii
somatici de cartof. Cu toate ca, acesti hibrizi somatici nu sunt in totalitate deficiente in gena MSH2

deoarece cartoful parenatal tetraploid, cv. Delikat nu este dificitar in sistemul reparator ADN.

Astfel, aceasta semi deficienta este deajuns pentru a induce mutatii in genomul hibrizilor somatici
si de a induce recombinare homeoloaga intre secvente de ADN homeoloage si subsecvent formarea
rupturilor de ADN dublu catenar (DSBs). Aceste DSBs sunt necesare pentru recombinarea
meiotica. Expresia relativa a genelor SPO11 (SPO11-1 si SPO11-2) a fost analizata deoarece sunt
esentiale in formarea DSBs, la plante, dar cum ele interactioneaza este inca neclar (Grelon si

colab., 2001; Hartung si colab., 2007; Sprink si Hartung, 2014).
Nici unul dintre acesti hibrizi somatici nu a prezentat o expresie a genelor SPO11 scazuta.

Cu toate acestea, datele noastre aratd ca proteina MSH2 este necesara pentru reparearea DSBs
deoarece nici una din genele MSH2 sau SPO11 nu au nivelul transcriptului scazut in bobocii florali,

la hibrizii somatici cu deficienta in sistemul reparator ADN.

O singura exceptie in acest fel este hibridul DKDN 5.11, in care nivelul de transcript al genei MSH2
este scdzutd iar al genei SPO1l este putin crescutd, dar aceasta crestere nu este statistic
semnificativa. Datele noastre sugereaza o co-regulare a genelor MSH2 si SPO11 in bobocii florali,

ceea ce confirma faptul ca proteina MSH2, joaca un rol important in recombinarea meiotica

Cateva studii indicd implicarea MSH2 1n meioza (Meyer si colab., 2001; Lloyd si colab., 2007;
Tam si colab., 2011; Manhart si Alani, 2016; Sarma si colab., 2018).

O co-regulare intre SPO11 si MSH2 a fost deja descrisa in S. cerevisiae (Meyer si colab., 2001).

Mai mult de atét, un element cis (cis-element) cu exceptia unei baze azotate este identica cu
regiunea 5’ de flancare (flanking region) al secventei SPO11 si o deletie in acest element cauzeaza

pierderea inducerii MSH2 in meioza (Meyer si colab., 2001).

Tn celule ovariene de soarece a fost observat ca proteina MSH2 joaca un rol important in repararea
rupturilor ADN-ului dublu catenar (DSBs) ih mod neomolog (NHEJ-non homologous end joining)

si impiedica reasamblarea capetelor ADN neomoloage (Smith si colab., 2005).

Pe linga asta, cercetari stiintifice facute la fibroblastele de soarce suporta rolul proteinelor MMR

n repararea rupturilor ADN dublucatenare (DSBs) (Bannister si colab., 2004).
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4.1.5. Hibridarea genomica in situ la hibrizi somatici, in meioza

Hibridarea genomica in situ (GISH) este o modificare a hibridarii fluorescente in situ (FISH) ce
permite distingerea a doud genomuri diferite de la specii de plante diferite si permite distingerea
cromozomilor parentali. Solanum chacoense Bitt. este o ruda foarte apropiata cartofului cultivat,

S. tuberosum. Ambele specii sunt clasificate in sectia Petota, a patra clada (Spooner si colab.,
2018).

S. tuberosum (2n = 4x = 48) are un genom AAAA, pe cand S. chacoense (2n = 2x = 24) are un
genom AA. Prin urmare, genomul acestor plante este foarte omolog si o diferentiere a genomului
n conditii standard de GISH nu este posibila. Genomurile ce au o omologie de 80-85% pot fi
differentiate prin tehnici standard. Pe de alta parte, pentru genomurile ce au o omologie de 90-
95%, conditiile GISH trebuie imbunatatite (Silva si Souza, 2013). Astfel imbunatatiri consista in
cresterea concentratieci ADN-ului ce blocheaza si evitarea utilizarii formamidei (Parokonny si

colab., 1997; Jang si Weiss-Schneeweiss, 2015).

Aceste optimizari au fost pivotale in hibrizii somatici de cartof pentru a diferentia genomurile de
S. tuberosum si S. chacoense. Scopul acestui studiu a fost de a evidentia recombinarea homeoloaga
sau introgresia genelor de rezistenta de la S. chacoense n hibrizii somatici cu deficienta in sistemul

reparator ADN, in stadiile primordiale meiotice.

Este foarte bine cunoscut faptul ca proteinele MMR suprima recombinarea dintre doud secvente
divergente, pe cand recombinarea meiotica se bazeaza pe omologia ADN (Bozza si Pawlowski,
2008).

Pentru analiza GISH, s-a ales hibridul somatic cu deficienta in sistemul reparator ADN, DKDN 5.4
ce prezintd instabilitate a microsatelitilor, fenotip mutant precum si o rezistenta crescutd al

gandacului de Colorado (Figura 4, Tabelul 1, supliment).

DKDN 5.4 prezinta o toxicitate si un effect deterent crescut fata de gandacul de Colorado, precum
planta parentald, S. chacoense. Aceasta evidentiaza introgresia acestei caracteristici in genofondul
hibridului. Markeri SSR cromozom specifici arata mostenirea unor alele cromozom specifice de
la S. chacoense si cartof (Figura 4). Cu ajutorul GISH, in meiocite a fost posibil evidentierea

regiunilor cromosomale de la S. chacoense, ce formeaza chiasma cu S. tuberosum (Figura 6).

Tn meioza acestui hibrid somatic, s-au observat multe aberatii meiotice, cum ar fi formarea de
univalenti in diakineza precum si un numir aberant al cromozomilor. In concordanti cu aceastea,

anterele acestui hibrid somatic contin polen stafidit la sfarsitul meiozei.
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La tomate diploide, ce au gena MSH2 silentiata, observatii similare S-au facut, unde majoritatea
meiocitelor au prezentat meiocite tetraploide si meiocite tetraploide anormale. Doar putine
meiocite au prezentat meioza diploida normala. Pe langa aceasta, fertilitatea, viabilitatea polenului

si producerea de seminte a fost afectata (Sarma si colab., 2018).

Pe langa asta, hibrizii somatici cu deficienta in sistemul de reparare a ADN au o viabilitate a
polenului redusa, ceea ce este statistic semnificativ (p < 0.05) fata de formele parentale. Sterilitatea

este in general afectata la plantele ce au o deficientd in sistemul de reparare a ADN (Hoffman si

colab., 2004; Sarma si colab., 2018).

Rezultatele noastre sunt similare cu aceste observatii. Prin urmare, meioza aberanta si viabilitatea
polenului scazuta este co-indusa de activitatea scazuta a proteinei MSH2 precum si de hibridare

somatica. MSH2 creste semnificativ recombinarea homeologa, si este posibil ca meioza aberanta

sa fie o cauza a formarii deficitare a heterodimerului cu MSH7.

Figura 6. Cromozomi meiotici in hibridul somatic DKDN 5.4; (a) diakineza, (b) anafaza I; rosu -
S. chacoense; verde - S. tuberosum; bare 10 pum.

Din céte stim, pand In prezent nu a fost raportatd o discriminare intre doi genomi A de la cartofi,
cu exceptia hibrizilor somatici dintre S. bulbocastanum (diploid, 1EBN) si S. tuberosum (lovene
si colab., 2007; Rakosy-Tican si colab., 2020). Depasirea barierelor de hibridizare si introgresia
genelor de rezistentd de la rudele salbatice sunt de o importanta foarte mare pentru ameliorarea

cartofilor. Prin urmare, este foarte importanta urmarirea introgresiei cromozomilor parentali in

noul hibrid.
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4.1.6. Rezistenta hibrizilor somatici deficienti in sistemul reparator ADN la gandacul
de Colorado

S. chacoense este o planta inrudita cu cartoful si are in genofond foarte multe gene de rezistenta,
incluzand rezistentd la gandacul de Colorado (Sinden si colab., 1986; Brown si Thomas, 1994;
Hawkes, 1994).

Rezistenta la gandacul de Colorado este data de abilitatea acestei plante de a produce glicoalcaloizi
steroidici (SGA) ce sunt numite leptine (Sinden si colab., 1986; Brown si Thomas, 1994; Hawkes,
1994). Leptinele au o activitate anticolinesterazica, prin urmare o concentratiec de un nmol este
indeajuns pentru a avea activitate deterentd si toxica fatd de gandacul de Colorado (Sinden si
colab., 1980; Sinden si colab., 1986; Ronning si colab., 1999; Rangarajan si colab., 2000; Yencho
si colab., 2000; Dinkins si Peterson, 2008). Leptinele sunt sintetizate doar in materialul foliar al
plantei si sunt absente in tuberculi, de acea calitate acestora nu este afectata, acest caracter este

important pentru consum si piata (Veilleux si Miller, 1998).

Pentru analiza rezistentei acestor hibrizi la gandacul de Colorado, un test de antibioza si antixenoza
a fost efectuat. S-a observat ca hibrizii somatici de cartof cu o deficienta in sistemul reparator ADN
prezinta o mai buna rezistenta la gandacul de Colorado (Tabelul 1). Prin urmare acest caracter din

S. chacoense a fost introdus efficient in genofondul hibrizilor somatici.
Aceste date au fost publicate in:

Molnér, 1., Besenyei, E., Thieme, R., Thieme, T., Aurori, A., Baricz, A., et al. (2017). Mismatch
repair deficiency increases the transfer of antibiosis and antixenosis properties against Colorado
potato beetle in somatic hybrids of Solanum tuberosum + S. chacoense. Pest management science
73, 1428-1437. doi: 10.1002/ps.4473.
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4.2. Inducerea de mutatii in gena MSHZ cu ajutorul CRISPR/Cas9

4.2.1. Testul clivajului ADN in vitro

Am construit mai multe sgRNA-uri (single guide RNAs) pentru gena MSH2, folosind platforma
on-line CCTop-CRISPR/Cas9 pentru a prezice efectele posibile “off-target” (Stemmer si colab.,
2015; Labuhn si colab., 2018). sgRNA-urile cu efecte posibile “off-target” scazute au fost utilizate
pentru a evalua abilitatea de scindare a fiecarui sgRNA, folosind un test de scindare in vitro. Toate
sgRNA-urile utilizate Tn acest studiu au fost construite ca protospacerul sa corespunda secventei
tinta de 20 nucleotide Tn gena MSH2 si sa creeze scindarea ADN-ului la 3 nucleotide in amonte de

motivul protospacer adiacent (PAM-protospacer adjacent motiv).

Pentru a tinti gena MSH2 care se gaseste pe cromozomul sase al cartofului, am ales sase SJRNAS
pentru testul in vitro (Figura 7). Pe exonul trei este localizat SRNAZ2, pe exonul 4 este localizat
sgRNAS5 si sgRNA10 si respectiv pe exonul 5 este localizat sg RNA22 (Figura 7).

Urmatoarele doua sgRNAs, sgRNA32 si sgRNA3S8 sunt localizate pe exonul 12 si respectivl3
(Figura 7).

1 t(b 2|kb 3lkb 4Ikb 5 |kb 6|kb 7| kb 8| kb
5 3

L] [ N ] ] [ ] =}
sgRNA2 SgRNAS sgRNA10 sgRNAZ2 SgRNA32 SgRNA3S

Figura 7. Reprezentarea schematica a genei MSH2, cu blocuri gri sunt reprezentate secventele
exonilor iar cu linii negre sunt reprezentate secventele intronilor. Bulinele reprezinta protospacerul
sgRNA-urilor utilizate in experimente.

Toate sgRNA-urile testate au fost capabile de a cliva produsul de PCR al genei MSH2 de la cartof
dar presentand eficienta diferita in vitro (Figura 8). sgRNA2 si SgRNA38 prezintd o eficienta
foarte bund, de aceea au fost alese pentru transfectia protoplastelor de cartof si transformarea

mediatd de Agrobacterium tumefaciens in cartof.
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Figura 8. Testarea in vitro a sgRNA-urilor dupa o incubare de 1 ora si 4 ore cu Cas9 si diferite
sgRNA-uri.

4.2.2. Editarea genomului fara a utiliza ADN exogen in protoplastele de cartofi

Ingineria genetica este 0 technical eficientd de a introduce trasaturi agronomice importante pentru
imbunatatirea cartofului. Inducerea mutatiilor in genele tinta utilizind sgRNA sintetizate in vitro,
preasamblate cu endonucleaza Cas9 care impreuna formeaza complexul ribonucleoproteic (RNP)

este benefica deoarece se evita integrarea stabila a ADN-ului strdin in genom.

Acest lucru este foarte important datoritd reglementarilor legislative. Unele tari tind spre un sistem
de reglementare bazat pe procesul de transformare al plantei, cum ar fi Europa, Australia, Noua
Zeelanda si India (Friedrichs si colab., 2019).

Pentru ameliorarea plantelor, editarca genomului fara a utiliza ADN strain, este o metoda foarte

recenta care incd necesitd optimizare pentru a creste eficienta si specificitatea metodei.

Prin urmare, editarea genomului fira a utiliza ADN exogen, necesitd optimizarea regenerarii

culturilor recalcitrante.

Folosind ribonucleoproteinele CRISPR/Cas9 (RNPs) am vizat gena MSH2 a cartofului. Aceasta
gena joaca un rol important in recombinarea si repararea ADN-ului. Pentru a atinge acest obiectiv,
am izolat protoplaste mezofiliene de cartof si am facut transfectii folosind ribonulceoproteine.

Pentru izolare si regenerare am utilizat o metoda stabilita deja (Thieme si colab., 2008).

Cu toate acestea, regenerarea protoplastelor de cartof dupa transfectia cu polietilenglicol si
ribonucleoproteine (RNPs) cu nu a fost de succes, desi regenerarea protoplastelor de cartof fara a

utiliza RNPs a functionat foarte bine (Figura 9-E, F). Editarea genomului fira ADN exogen la
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Figura 9. Reprezentarea schematic a transfectiei cu ribonucleoproteine (Cas9 si SQRNA) in protoplastele
de cartofi pentru a produce plante editate fara transgena. (A) Protoplaste ce sunt transfectate cu RNPs
utilizdnd PEG. (B) Protoplaste proaspat isolate transferate in mediu de regenerare. (C) Protoplaste dupa
doua saptamani de la transfectie, peretele celular este reficut. (D) Protoplaste patru saptamani dupa
transfectie. (E) Protoplaste patru luni dupd izolare. (F) Plantule regenerate 5 luni dupa izolarea
protoplastelor.

cartofi cu RNP prin transfectie PEG a fost raportata ca fiind de succes de catre alte grupuri de
cercetare (Andersson si colab., 2017; Gonzélez si colab., 2020). Regenerarea protoplastelor dupa
transfectia cu RNPs a fost eficienta (Andersson si colab., 2017; Gonzalez si colab., 2020) dar s-a

utilizat o altd metoda, protoplastele au fost incoroprate in alginat dupa transfectia cu PEG.

Dupa transfectia protoplastelor de cartof, utilizand sgRNA2 si sgRNA38, ADN-ul din protoplaste
a fost izolat si regiunile tintd au fost secventate. Diferite mutatii au fost observate 3 nucleotide in

amonte de secventa PAM.

Tn concluzie, metoda de transfectie cu PEG a fost de success, dar metoda de regenerare a platelor
necesitd optimizare pentru a putea regenera plante mutante. Pe langa asta, utilizadnd un mediu lichid
de regenerare este mult mai avantajos, deoarece in oricare din pasii de cultivare diferite interventii

se pot face, fara a deranja protoplastele, iar aceasta nu ar fi posibila daca ar fi incorporate 1n alginat.
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4.2.3. Transformarea mediata de Agrobacterium tumefaciens la cartof

In acest studiu, transformarea mediata de Agrobacterium a fost efectuata utilizand vectorul binar
pDECas9 T-DNA (Fauser si colab., 2014) pentru a introduce endonucleaza Cas9 si SgRNA 1in
plante. Odata patrunse in planta, componentele vectorului T-DNA binar sunt exprimate si T-DNA

se integreaza in genomul plantei rezultand plante transformate genetic.

Utilizand tulpina de Agrobacterium tumefaciens GV3101-pMP90RK si vectorul binar pDECas9
si sgRNA tintind exonul 3 si 13 a genei MSH2 al cartofului, am reusit sd obtinem cinci linii
transgenice cu SgRNA2. Cu ajutorul sgRNA38, nu am reusit sa regeneram nicio planta, calusurile

regenerate nu au dezvoltat plante, chiar daca in primele stadii au regenerat normal.

Pentru experimentul de transformare genetica am utilizat internozi de cartofi a caror regenerare a
fost de success. Cele cinci linii transgenice de cartof, regenerate ce au tintit mutarea exonului 3
(DksgRNAZ2), au fost secventate pentru a verifica dacd mutatii au aparut din urma transformarii
genetice. In doua linii transgenice, modificari in secventa tintd au fost observate, iar in celelalte
trei linii transgenice nu a fost detectata nicio mutatie in regiunea tinta. In exonul 3 o deletie de trei
nucleotide a fost observata in amonte de motivul PAM, aceasta deletie schimba cadrul de citire
(ORF) al genei MSH2 (Figure 10). Tn cea de-a doua linie, o substitutie a fost observati, ca si in

cazul exonului 13, ce a fost transformat utilizand constructul ce contine SJRNA38 (Figure 10).

Nu a fost posibil regenerarea plantelor dupa co-cultura cu A. tumefaciens, ce a avut transgena
SgRNA38 pentru a produce mutatii in exonul 13. Calusurile obtinute au murit inainte ca plantulele
sa fi regenerat. Cu toate acestea, dintr-un calus salvat, ADN-ul a fost izolat si secventat in regiunea
tintd si s-a gasit o substitutie. Aceasta substitutie modifica cadrul proteinei MSH2 intr-o regiune
puternic conservata, in regiunea terminala C (Figura 7) care este un domeniu de legare a
ATP/ADP.

target sequence PAM

Exon 3: wt: 5°- GATGTTAGGGCAGTTCGTCTCT.T(EGATCGTCGGG -3
DksgRNA2.1: 5- GATGTTAGGGCAGTTCGTCTCTTCGATC - - - GGG-3"-3 bp
DksgRNA2.2: 5°- GATGTTAGGGCAGTTCGTCTCCTCGATCGTCGGG - 37

target sequence PAM

Exon 13: 5-GGATTTCACTCAGTTGCCTCTGG - 3 wt
5-GGATTTCACTCAGTTGCCCCTGG - 3° DksgRNA38

Figure 10. Mutatii in exonul 3 (DksgRNAZ2) si 13 (DksgRNA38) a genei MSH2 in genotipurile
regenerate dupa transformarea A. tumefaciens, determinat prin secventare.
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Domeniul de legare ATP/ADP este necesara pentru corectarea nepotrivirilor si pentru legarea de
bazele nepotrivite din ADN (Bowers si colab., 1999; Dufner si colab., 2000). Mai mult decat atat,
o mutatie in domeniul de legare a ATP/ADP, la soarece se asociaza cu proliferare tumorala (Lin
si colab., 2004). Formarea complexul MutS-DNA este dependent de ATP (Iyer si colab., 2006).
Este posibil ca in plante, pierderea domeniului de legare a ATP a acestei proteine nu este
compatibila cu viata. Aceasta poate explica de ce nu a fost posibild regenerarea plantelor cu mutatii
in acest domeniu. In timpul regenerarii, fenotipuri mutante au fost observate dupa inducerea de
mutatii in exonul 3 (DksgRNAZ2). Aceste fenotipuri mutante s-au rezumat la plantule albino

deformate (Figura 11). De la aceste plantule nu a fost posibila regenerarea de plante viabile.

Figura 11. Editarea cartofului cu CRISPR/Cas9, cu ajutorul Agrobacterium, tintind gena MSH2
n exonul 3 (A) inducere de calus, (B) regenerarea calusului, (C-E) fenotipuri mutante de cartofi
obtinute in timpul regenerarii.

Avand in vedere cd suprimarea genei MSH2 duce la o frecventa crescutad a mutatiilor in genom, ce
constd in aparitia insertiilor si deletiilor (indels) si a mutatiilor in SNV (single nucleotide variant),
acesta ar putea explica aparitia fenotipului mutant la cartof in timpul procesului de regenerare
(Belfield et al., 2018). Himere albinotice au fost observate in plante de cartofi editate, unde
meristemul apical a fost complet alb, fara frunze adevarate (Figura 11-C, D) si cu frunze albino
(Figura 11- E).

Aceste date corespund cu cele observate in N. tabacum si N. plumbaginifolia unde gena MSH2 a
fost silentiatd. Tn acest caz, sectiuni mari si albe au fost observate la primele perechi de frunze,
ceea ce a aparut mult mai rar in cotiledoane (van Marcke si Angenon, 2013). Mai mult decat atét,
crestere pleiotropica, defecte de dezvoltare cum ar fi muguri nedezvoltate, muguri fara frunze,
fenotip steril si diviziunea celulara scazuta au fost observate in muschi la Physcomitrirella patens

care au avut o mutatie in gena MSH2 (Trouiller si colab., 2006).

Editarea genomului cu A. tumefaciens este cea mai convenabila si utilizata tehnica de editare a

genomului la multe specii. Cu toate acestea, in cartofi este 0 provocare din cauza integrarii
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transgenei si a propagarii clonale. Pentru eliminarea transgeni, in mod normal plantele se

autoincruciseaza, dar multe soiuri de cartofi sunt incompatibile cu autoincrucisarea.

Dezvoltarea unei tehnici de editare a genomului fira ADN exogen este cruciald pentru cartof. Tn
acest studiu, am aratat ca editarea genomului folosind A. tumefaciens si editarea genomului fara
ADN exogen sunt ambele metode fiabile pentru transformarea cartofului. Cu toate acestea,
editarea genomului fara ADN prezinta un avantaj fata de transformarea mediata de Agrobacterium,

dar sunt necesare optimizari ale regenerarii plantelor.
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Capitolul 5. Concluzii generale

Am dovedit ca nivelul de transcriere al genei MSH2 1n hibrizii somatici cu deficientd in sistemul
de reparare ADN (MMR) a fost mult mai scazuta decat in cazul plantelor de tip salbatic, ceea ce

explica deficienta de MMR.

Tn mugurii florali al hibrizilor somatici s-a aritat ca proteinele initiatoare a recombindrii meiotice,

SPO11 sunt co-reglate cu MSH2, ceea ce indica rolul MSH2 in meioza.

Cu toate acestea, am aratat ca aceastd semi-deficientd la hibrizii somatici este suficienta pentru a
induce mutatii in genomul hibrizilor si pentru a creste recombinarea homeologa intre secventele

homeologe.

Am dovedit recombinarea homeoloaga ntre S. chacoense si S. tuberosum, in meioza timpurie, la
hibridul somatic DKDN 5.4, unde apare un cromozom de tip Y, indicand formarea chiasmei intre

cromozomii heterologi.

Pe langa asta, meioza aberantd si viabilitatea polenului foarte scdzuta a fost observata la hibrizii

somatici deficienti in MMR. Toate aceste caracteristici corespund modelului deficientei MMR.

Testand hibrizii somatici pentru integrarea transgenei, dupa sapte ani de cand au fost produsi, s-a
demonstrat ca din 22 de hibrizi somatici testati, 13 au pierdut transgena (NPTII). Aceasta este 0
caracteristica foarte utila, deoarece aceste plante ar putea fi folosite ca material pentru ameliorare.
De exemplu, hibridul DKDN 11.10 are rezistentd la gandacul de Colorado, dar nu mai contine

transgena.

S-a demonstrat ca hibrizii somatici cu deficientd in MMR sunt mai rezistente la gandacul de
Colorado, decat cartoful cultivat (Molnar si colab., 2017). Mai mult decét atat, hibridul somatic

DKDN 5.4 a aratat o rezistenta puternica la gandacul de Colorado, similar cu S. chacoense.

Analiza fenotipica a hibrizilor somatici cu deficientd in MMR a relevat o frecventd ridicata a
fenotipurilor mutante precum: plante pitice, frunze mici si unite, inflorire timpurie, fara formare

de flori si viabilitate scazuta a polenului, iar acestea nu poat fi explicate doar prin natura lor hibrida.

Aici am descris, o metoda eficientd de editare a genomului faira ADN exogen, precum si o

transformare cu CRISPR/Cas9 folosind A. tumefaciens.

Cu ajutorul acestei technici am reusit sa inactivam partial gena MSH2, obtinand plante de cartof
cu fenotip mutant. Pentru editarea genomului, sunt necesare si alte optimizari pentru a creste

eficienta plantelor transformate si regenerarea plantelor din protoplastele de cartofi.
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Editarea genomului farda ADN exogen ofera o perspectiva foarte buna pentru a creste rezistenta

cartofului la stresul biotic si abiotic asociat cu trasaturile monogene.

Avand in vedere trasaturile poligenice, preconizam utilitatea inducerii deficientei in sistemul
reparator ADN, pentru dobandirea unei variabilitdti genetice necesare in plantele vizate, prin

cresterea mutatiilor si recombinarea homeologa.
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Supliment

Tabelul 1: Tabel ce rezuma gradul de ploidie, prezenta transgenei NPTII, antibioza, antixenoza si

MSI in hibrizi somatici si parinti.

Somatic hybrids or parents Clone Ploidy Presence of MSI Antibiosis |[Antixenosis|
the NPTII
gene
S. tuberosum cv Desiree Parent 4x - - - -
S. tuberosum cv Delikat Parent 4x - - - -
S. chacoense HL Parent 2X - - ++ ++
S. chacoense HL AS 10 Transgenic line 4x ND - ND ND
S. chacoense HL DN 5 Transgenic line 2x ND - ND ND
S. chacoense HL DN 11 Transgenic line 2X ND ND ND ND
cv Delikat + S. chacoense HL AS 10 DKAS 10.5 4% - - - -
DKAS 10.8 4x - - ND ND
DKAS 10.11 4x mixo - - - R
DKAS 10.13 4x ND - + +
DKAS 10.20 4x-6x mixo + + - -
DKAS 10.35 5X - - + -
DKAS 10.40 4x - - + +
DKAS 10.43 4x - ND + +
DKAS 10.47 4x - - + +
DKAS 10.51 4x ND - - -
DKAS 10.61 4x - ND + +
cv Delikat + S. chacoense HL DN 5 DKDN 5.3 6X + + - -
DKDN 5.4 Nd + + ++ ++
DKDN 5.6 4x - - - -
DKDN 5.7 4x-6x mixo - ND ++ ++
DKDN 5.11 6x + + + +
DKDN 5.17 6X + + - -
DKDN 5.25 6x-8x mixo + + ND ND
cv Delikat + S. chacoense HL DN 11 DKDN 11.10 4x-6x mixo - + + -
DKDN 11.24 6x + + - -
DKDN 11.26 X - + ND ND
DKDN 11.34 5x + + + +
cv Desiree + S. chacoense HL DN 5 DeDN 5.5 4x + + + +
cv Desiree + S. chacoense HL DN 11 DeDN 11.5 4x ND - ND ND
DeDN 11.24 6x ND ND ND ND
DeDN 11.29 Nd ND + ++ +
cv Desiree + S. chacoense HL DeC8 5x-6x mixo - - ND ND

Note: AS-antisens, DN- MSH2 gena dominant-negativa. ND — ne determinat, + = da, - = nu.
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Tabelul 2. Fenotip mutant, inflorire, viabilitatea polenului si MSI in hibrizii somatici (Rakosy-
Tican et al., 2019).

Somatic hybrid Mutant phenotype Flowers Pollen SSR instability
viability (MsI)
%

DKDN 5.3 Very small leaves, tall plants, produce stolons as + 12 +
S. chacoense

DKDN 5.4 Dark purple tubers of variable size, produce + 19 +
stolons as S. chacoense, curled leaves

DKDN 5.6 Gigantism, large leaves + 22 -

DKDN 5.7 Stunted growth, deformed leaves, early + ND ND
flowering

DKDN 5.11 Large leaves, early flowering + ND +

DKDN 5.17 Dwarf, bushy with small leaves, deformed small - ND +
tubers

DKDN 5.25 Deformed leaves, grey-green color, mutant + ND +
chloroplasts

DKkDN 11.10 Early dehiscent flower, curled leaves + ND +

DKDN 11.26 Deformed large leaves + 2.4 +

DKDN 11.34 Gigantic growth,large deep green leaves, early + 43 +
flowering

DKAS 10.5 Dwarf plants + ND -

DKAS 10.8 Deformed, pale green leaves - ND -

DKAS 10.20 Dwarf, bushy, round shape small leaflets - ND +

DKAS 10.40 Gigantic leaves + 49 -

DeC 7 Dwarf, large, conjoined leaflets ) ND ND

DeDN 5.5 Stunted growth, large leaves + ND +

DeDN 11.5 Tall plants with large leaves + 21 -

Note: AS-antisens, DN- MSH2 gena dominant-negativa. ND — ne determinat, + = da, - = nu.
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