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Polska jest najwiekszym w Unii Europejskiej (3.4 mln ton) i czwartym na Swiecie producentem
owocow jabloni. Wzrost spozycia jablek i ich przetworéw oraz wprowadzenie do produkcji innowacyjnych
odmian niosacych pozadane cechy poprawi szanse zagospodarowania tak duzej produkeji. Rozwoj nowych
technik. takich jak CRISPR/Cas, daje mozliwosci precyzyjnej edycji genow i doskonalenia cech uzytkowych
tego gatunku.

Celem badan bylo opracowanie skutecznej metody edycji genomow dwaoch genotypow jabloni FR68
i Malus173 (kolekcja 10-PIB) zréznicowanych pod wzgledem zawartosci prozdrowotnych antocyjanow
w tkankach wegetatywnych i owocach (w kulturach in vitro odpowiednio wytwarzaja pedy zielone
i brunatne) oraz wybar genu do edvcji przy uzyciu systemu CRISPR/Cas.

W procesie regeneracji pedow przybyszowych in vitro zoptymalizowano sklad pozywek
regeneracyjnych i selekcyjnych. a takze warunkow wzrostu roslin. Badane rosliny wykazaly zroznicowana
reakcje na zastosowanie cytokinin: BA, TDZ oraz auksyn: NAA, IBA i IAA. Ponadto. przeprowadzono
ocene wplywu antybiotykéw kontrolujacych wzrost Agrobacterium (cefatoksymu, karbenicyliny oraz
higromycyny) na prowadzone kultury tkankowe ww. roslin.

Transformacje genetyczna obu genotypow jabloni wykonano w zawiesinie szczepu Agrobacterium
LBA 4404, bedacego wektorem plazmidu binarnego pCAMBIA z genem reporterowym GUS. kodujacym
B-glukuronidaze. Skutecznosé transformacji oceniano na podstawie analizy aktywnosci -glukuronidazy
metoda histochemiczna w reakcji z X-Gluc 7-10 dni po kokultywacji. Aktywnos¢ B-glukuronidazy
odnotowano w transformowanych eksplantatach obu genotypow.

Do edycji z wykorzystaniem systemu CRISPR/Cas9, wybrano gen UFTG, dla ktorego
zaproponowano trzy czasteczki sgRNA. Wybrany gen, 0 znanej sekwencji

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/data-hub/genome/GCF_002114115.1/) koduje Glukozylotransferaze, ktora

stabilizuje pierscien barwnych antocyjanow poprzez przylaczenie cukrow.

Nasze badania umozliwia rozpoznanie roli genu w kontrolowaniu zawartosci antocyjanow
w tkankach roslin i owocach jabloni. Zwazywszy, ze glukozylotransferaza indukuje produkcje barwnych
antocyjanow, skutkujaca wybarwieniem komorek docelowych zregenerowanych pedéw (w odniesieniu
do kontroli), spodziewamy sie latwego monitorowana roslin NTG.

Badania przeprowadzono w ramach dotacji celowej MRIRW — zadanie 3.19. Wstepna optymalizacja
systemu regeneracji, transformacji oraz procedury ukierunkowanej mutagenezy dla edycji genomow
roslin drzewiastveh (jablon, czeresnia), z wvkorzystaniem systemu CRISPR/Cas.
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