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UNIWERSYTET
PRZYRODNICZY
W POZNANIU

% Ministerstwo Rolnictwa
Rozwoju Wsi

Plan zadania badawczego w latach 2021-2027

Rok Czynnosci w chronologicznym uje¢ciu przyczynowo-skutkowym

Analiza molekularna genotypow donorowych w celu doboru komponentéw do krzyzowan.
Wysiew donorowych i akceptorowych genotypow ozimych.

Wysiew donorowych i akceptorowych genotypow jarych.
Krzyzowanie genotypow donorowych z akceptorowymi.

Wysiew jarych genotypdéw pokolenia F1 oraz analiza molekularna.

Krzyzowanie genotypoéw F1 z genotypami akceptorowymi.
Wysiew ozimych genotypdw pokolenia BC1F1 oraz analiza molekularna.

1
2
1
2
3. Wysiew ozimych genotypow pokolenia F1 oraz analiza molekularna.
1
2
3

2024 1. Wysiew jarych genotypow pokolenia BC1F1 oraz analiza molekularna.
2. Kirzyzowanie genotypow BCi1F1 z genotypami akceptorowymi.
3.  Wysiew ozimych genotypdéw pokolenia BC2F1 oraz analiza molekularna.
2025 1. Wysiew jarych genotypow pokolenia BC2F1 oraz analiza molekularna.
do 2027 1. Analizy porazenia oraz analizy molekularnne w trzyletnim doswiadczeniu polowym.

Obramowano czynnosci w roku sprawozdawczym 2023
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Cele zadania w 2023

Termin rozpoczecia —
zakonczenia realizacji .
Koszty realizacji

Temat Cel tematu badawczego w tematu Czy cel zostat zrealizowany
badawczy miesigcach od (tak/nie/czesciowo)
. o badawczego
rozpoczecia realizacji
zadania

Analiza molekularna 2000 préb
pszenicy ozimej powstatej w wyniku
krzyzowan, w celu identyfikacji .

1. . , , . 1-12 151 929,50 zt czeéciowo
markeréw gendéw typu odpornosci
poziomej (,,slow rusting”) oraz
pionowej
Analizy 150 préb pobranych z
pieciu genotypow kombinacji

2. krzyzowan (fitotron) w celu 1-12 247 929,50 zt czesciowo
okreslenia ekspresji gendw typu

,,Sslow rust”.

Cele nr 1i 2 nie zostaty w petni zrealizowane - stan na 24 listopada 2023 r. - powody oraz sposoby realizacji:

+ Decyzja Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi o przyznaniu srodkow - 18 wrzesnia 2023 r.

« Srodki finansowe zostaty przekazane Uczelni dnia 11 pazdziernika 2023 roku.

+ Braki zgody JM Rektora UPP na prefinansowanie realizacji zadania.

+  Wydatkowanie srodkéw rozpoczeto po uzyskaniu informacji o transferze srodkow tj. od 12 pazdziernika br.

+ 33 dni od transferu srodkow finansowych do daty przestania sprawozdania wstepnego.

* W ostatnim tygodniu listopada oraz w grudniu 2023 r. przeanalizowane zostang pozostate wyniki analiz molekularnych w ramach tematu

badawczego nr 1 oraz ddPCR wraz z analiza statystyczna wszystkich danych uzyskanych w ramach tematu badawczego nr 2.
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Materiat badawczy i metody — temat badawczy nr 1

Formy ozime BC1F1 Formy jare F1
Liczba
otrzymanych Liczba Liczba otrzymanych Liczba
Spotka Kombinacja genotypow w przeanalizowanych Spétka Kombinacja genotypéw w 2022 — przeanalizowanych
2023 - wysiew genotypow wysiew w 2023 genotypow
w 2023

DAN Bataja x TX 32 32 DAN Itaka x Glenlea 55 55
DAN Bataja x Purdue 0 0 DAN Itaka x NP846 0 0
DAN Kariadyda x TX 75 75 DAN Itaka x A99AR 0 0
DAN Kariatyda x Purdue 0 0 MHR Harenda x Glenlea 2 2
MHR Medalistka x TX 10 10 MHR Harenda x NP846 2 2
MHR Medalistka x Purdue 29 29 MHR Harenda x A99AR 2 2
PHR AND x TX 20 20 MHR Jutrzenka x Glenlea 1 1
PHR AND x Purdue 20 20 MHR Jutrzenka x NP846 1 1
PHR NAD x TX 20 20 MHR Jutrzenka x A99AR 1 1
PHR NAD x Purdue 20 20 PHR Carusum x Glenlea 3 3
SMH Symetria x TX 0 0 PHR Carusum x NP846 9 9
SMH Symetria x Purdue 0 0 PHR Carusum x A99AR 0 0
STH Euforia x TX 180 120 SMH Merkawa x Glenlea 0 0
STH Euforia x Purdue 140 48 SMH Merkawa x NP846 1 1
SMH Merkawa x A99AR 2 2

STH Aura x Glenlea 18 18

Suma ozime: 546 314 STH Aura x NP846 19 19

STH Aura x A99AR 13 13

Suma jare: 129 129

Liczba otrzymanych genotypow ogétem: 675

Liczba przeanalizowanych genotypow: 443

Liczba przeanalizowanych préb: 1329
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Materiat badawczy i metody — temat badawczy nr 1

Etapy realizacji tematu badawczego nr 1:

1. Analiza pokolenia F1 (formy jare)

2. Analiza pokolenia BC1F1 (formy ozime)

3. Opracowanie i dostosowanie protokotow simpleks i multipleks PCR
4. Analiza markera fenotypowego — LTN

Sekwencje starterow (5’ — 3’)

Marker Typ markera

Forward Reverse

Markery molekularne genéw typu ,slow rusting”
1. Lr34  csLV34 SSR GTT GGT TAA GAC TGG TGA TGG TGCTTG CTATTG CTG AAT AGT 55 i\lnvﬁcseat
5. sLVA6G22 CAPS Sekwencje oraz warunki reakcji otrzymane dzie‘ki w.s‘pé’fprac,:y z Prof. E. Lagudah’em
Lr46 Poufne do momentu publikacji wynikéw
3. Xwmc44 SSR GGT CTT CTG GGC TTT GAT CCT G GTT GCT AGG GAC CCG TAG TGG 61
4. Xcfd71 SSR CAA TAA GTA GGC CGG GAC AA TGT GCCAGT TGA GTTTGC TC 60 MAS
5. e Xcfd23 SSR TAG CAG TAG CAG CAG CAG GA GCA AGG AAG AGT GTT CAG CC 60 Wheat
6. Lr68  ¢sGS SSR AAG ATT GTT CAC AGA TCC ATG TCA GAG TAT TCC GGC TCA AAA AGG 60
Markery molekularne genéw gtéwnych
7. Lr10  Lrk10D SSR GAA GCCCTT CGT CTCATCTG TTG ATT CAT TGC AGA TGA GATCACG 60 MAS
8. Lr13  Xgwm630 SSR GTG CCT GTG CCATCG TC CGA AAG TAA CAG CGC AGT GA 60 Wheat

6
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Wyniki — temat badawczy 1

Geny typu ,slow rusting” Geny gtéwne
Lp. Genotyp Donor/akceptor
Lr34 | Lr46 | Lr67 | Lr68 | Lr10 i Lr13
Pszenica jara
1. Glenlea Donor + + = + - -
2. NP846 Donor + + - + - _
3. A99AR Donor + + = + - -
4. Itaka Akceptor - - - + + -
5. Merkawa Akceptor - + - - - o
6. Aura Akceptor - + - - X X
7. Harenda Akceptor - - - S - +
8. Jutrzenka Akceptor - - - - - .
9. Carusum Akceptor - + - + - o
Pszenica ozima
10. X Donor + + - S +
11. Purdue Donor - + + + - _
12. Bataja Akceptor - - = - - -
13. Kariatyda Akceptor - - - - - -
14. Symetria Akceptor - + = . - +
15. Euforia Akceptor - + - + - -
16. Medalistka Akceptor - + - - - o
17. NAD Akceptor - - - - - -
18. AND Akceptor - - . - - -

KWS Carusum
Merkawa

- e e an - e

1. Formy jare (F,) — korzystne uktady:
* Carusum x donory (Lr34+Lr46+Lr68+Lr13)
* Merkawa x donory (Lr34+Lr46+Lr68+Lr13)
* Jutrzenka x donory (Lr34+Lr46+Lr68+Lr13)
* Itaka x donory (Lr34+Lr46+Lr68+Lr10)

* Aura x donory (homozygotyczne: Lr46)

2. Formy ozime (BC,F,) — korzystne uktady:
* Euforia x TX (Lr34+Lr46+Lr68+Lr13)
* Euforia x Purdue (Lr46+Lr67+Lr68+Lr13)
* Medalistka x TX (Lr34+ Lr46+Lr68+Lr13)
* Medalistka x Purdue (Lr46+Lr67+Lr68+Lr13)

Formy ozime (F,) — korzystne uktady:
*  Symetria x TX (Lr34+Lr46+Lr68+Lr13)

Brak BC,F,!!! Do powtdrzenia!
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Wyniki — temat badawczy 1

Opracowanie i dostosowanie protokotow simpleks i multipleks PCR

Temperatura Wielkos¢

Sekwencja starterow

anealingu* produktu
Lrl0 - F: GAAGCCCTT CGT CTCATCTG
60°C 282 pz
Lrk10D R: TTG ATT CAT TGC AGA TGA GAT CACG
Lrl3 - F: GTG CCT GTGCCATCG TC
60°C 120 pz

Xgwm630  R: CGA AAG TAA CAG CGC AGT GA

AAG ATT GTT CAC AGA TCC ATG TCA
Lr68 - csGs 60°C 385. pz
GAG TAT TCC GGC TCA AAA AGG

Cl1-Lr10+Lr13 C2—-Lr10+Lr68 C3 —Lr13+Lr68

Lr1i0 Lr13 Lr68
Lr10 Lr13 Lr68

385 pz—

200 pz—»

120 pPZ—
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Wyniki — temat badawczy 1
Obserwacje nekrozy koncéwek lisci (LTN)

Nr Odmiana/Genotyp Numer referencyiny 7" LTN2022 T" 202

1 Ceruga-4 Pl 560118 - - - - - - - - - - - -
2. San Martin PI116314 . + + + + . . - - + + +
3. HS1 P191925 + + B B B . - - - + + B
a Artigas P1192535 + + + + + - - - - - + +
5. Larranaga PI191713 - - - - - - - - - - - -
6. :;?‘NTA Imperial NIL Glu- PI 674008 + + + + + + + + + + + +

7. NP 818 P1422294 - - - - - - - - - -
s Buck Manantial Pl 344455 + + + + + - - - - - + +
s Janz P1591910 . + + + + . . - - + + +
10. 7536K-51A4 P1 553001 - - - - - - - - - - - -
1. 7531-V30 P1552994 . + + + + . . - - + + +
12, Jacui Pl 520498 + + B B B . - - - + + B
1. P8802-C1*3A2C16 P1596351 + + + + + - - - - - + +
1. P8802-C1*3A2A2U P1596350 - - - - B B B B B . . .
15, HD 2329 Pl 648391 . + + + + . . - - + + +
16. K494 Pl250413 - - - - - - - - - - - -
17. Glenlea Cir17272 + + B B B . - - - + + B
18, Artigas P173046 + + + + + - - - - - + +
19. Amurskaya 90 P1592036 . + + + + . . - - + + +
20. Lerma Rojo Citr 13651 . + + + + . . - - + + +
2. 36311 P1527696 _ _ _ _ - N N _ _ _ _ _
22 2563 PI527695 - - - - B B B . . . . .
2. NP 846 P1322263 + + B B B . - - - + + B
2. 75M-505-001-001 PI 556464 + + + + + - - - - - + +
2. 7531-APSA PI 552997 . + + + + . . - - + + +
2. 7531-AGS8 P1 552996 - - - - - - - - - - -
27. 7531-AGSA PI552995 - - x x x x x x x x x x
28. CM 46725-3p-1P-3p-2P Pl 520562 + + B + + - - - - + + +
[ L r3 4 - Lt n 1 29. Cook P1442900 + + + + + - - - - - + +
’ 30. PAT 7219 P1422416 - - - - - - - - - - - B
31 HI617 P1422283 - - x x x x x x x x x x
Y L r 4 6 _ Lt n 2 32. Oxley Pl 386167 - - - - - - - - - - - -
) 33 NP 718 P1322236 - - - - . B B . . 5 5 5
34, San Martin Pl 104137 + + + + + - - - - - + +
35. A99AR P1600923 . + + + + . . - - + + +
[ L r 6 7 - Lt n 3 36. Klein San Martin Pl 191884 + + + + + + + - + + + +
) 37. HS1 Pl 184512 . + + + + . . - - + + +
38, San Martin PI 117500 - - x x x x x x x x x X
39. San Martin Citr 8437 - - - - - B B B . . . .
L4 L r 6 8 - Lt n 4 . 40. Record Citr 8399 - - - - - - - - - - - -
a1 Frontana Citr 12470 . + + + + . . - - + + +
a2 Chris Citr 13751 . + + + + . . - - + + +
a3. ROD PI191772 + + B B B . - - - + + B
4. Frontana 3671 PI193932 + + + + + - - - - - + +
as. Frontana LF 320 P1193933 - - - - - - - - - - - -
46. Frontana LF 321 P1193934 . + + + + . . - - + + +
a7 Fronthatch-1 P1290745 . + + + + . . - - + + +
as. Fronthatch-2 P1297014 + + B B B . - - - + + B
a9. Fronthatch-3 P1299419 - - - - B B B . . 5 5 5
PY C h kt t 4 4 50. Toropi PI 344200 - - - - - - - - - - - -
araKterystyczne nekrozy koncowe R 3175 S
s2. Sparrow PI519725 . + + + + . . - - + + +
«s . 53. Pavon F76 Pl 519847 + + B B B . - - - + + B
lisci obserwowano u 47 badanych C—— . S S S S S S
s5. Pavon P1520054 . + + + + . . - - + + +
s6. Pavon PI1520172 . + + + + . . - - + + +
4 s7. Myna P1520340 . + + + + . . - - + + +
gen otypow Ea— brsiosns S S S S S S S
s9. Tanager Pl 519878 + + B B B . - - - + + B
60. Parula P1520340 + + + + + - - - - - + +
61 Rayon 89 P1591786 . + x x x x x x x x x x
62. Cumpas 88 P1591786 . + + + + . . - - + + +
63. Mochis 88 PI591791 . + + + + . . - - + + +
64. P8901-AP PI613175 - - - - - - - - - - - -
65. P8901-AQ P1613176 - - - - B B B . . 5 5 .
66. Tiaxcala F2000 PI 619634 . + + + + . . - - + + +
67. L34 GSTR433 . + + + + . . - - + + +
68. IWAB608696 Pl 624623 - - - - B B B B B . . .
69. Anza Pl 638742 - - - - - - - - - - - -
70. ucti1o P1671999 + + + + + - - - - - + +
7. Kern P1 672001 . + + + + . . - - + + +
72. TX89D6435 Pl 584759 . + + + + . . - - + + +
7. Purdue Citr 13227 . + + + + . . - - + + +
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Whioski i mierniki — temat badawczy 1

Wykorzystano analizy PCR z uzyciem pojedynczych markeréw (Lr34, Lr46, Lr67, Lr68, Lr10 i Lr13) do okreslenia obecnosci alleli genéw
odpornosci typu "slow rusting" w pszenicy.

Potwierdzono obecnos$¢ badanych alleli zarowno w ozimych genotypach mieszaficowych pszenicy pokolenia BC1F1, jak i w jarych
mieszancach pokolenia F1.

Opracowano trzy protokoty multipleksowego PCR dla gtéwnych genéw (Lr10 i Lr13) oraz gendw typu "slow rusting" (Lr68) w celu
selekcji wspomaganej markerami.

Przeprowadzono analizy dotyczace ukfadu allelicznego Lr34+Lr48+Lr68+Lr13, identyfikujac korzystne uktady alleliczne w roslinach
ozimych.

W jarych kombinacjach krzyzowanych osiggnieto nadrzedny cel piramidyzacji genéw odpornosci poziomej typu "slow rusting" z
genami odpornosci pionowej.

Zidentyfikowano wartosciowe kombinacje gendw, szczegdlnie homozygotyczne wzgledem allelu Lrd6res, Lr68res, Lrl3res, co moze
zwiekszy¢ trwatos¢ odpornosci na patogeny.

Gen Lr34 jest uznawany za zrédfo trwatej i rasowo niespecyficznej odpornosci na rézne patogeny.

W zwigzku z powyzszymi wnioskami, zaproponowano badania z wykorzystaniem technologii CRISPR-Cas9 do doktadnej edycji trzech
SNP w genie Lr34 w celu modyfikacji allelu Lr34sus na Lr34res.

Wartos¢ miernika podana w Wartos¢ miernika
opisie zadania zrealizowana

1. Liczba genotypéw 1000 675
2. Liczba analizowanych préb 2000 886
3. Liczba badanych genéw 6 6
4. Liczba analizowanych markerow 8 8
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Odpornosé na rdze brunatna Odpornosé na rdze z6it
e m a a a W C Z y nr Odmiana/Genotyp o (skala1- 91" (skala 191"
2 2

Ceruga-4 PI560118
San Martin PI116314

Analiza ekspresji gendw typu ,slow rusting” : L. e

Larranaga P1191713
. r4 . ProINTA Imperial NIL Glu-
w mieszanicowych genotypach pszenic
NP 818 P1422294
. Buck Manantial Pl 344455
9. Janz PI591910
10. 7536K-51A4 P1553001
11. 7531-V3D P1552994

Genotyp . > " Fasoncirsaanzy pe
. Formy mieszaficowe — I
refe re (1] cyj ny 17. Glenlea Cltr 17272

R WNNRORNWNNWER W NOWAN W W R OWwe
TN WONNNNWNNLEN B OO WAN W W WN W
TR WWNNONNWNNBES W ORWAN W N WG WW
BUWNRURNBONWWR W AOWAN W WR RO We
AL WONUNNUNNBRE N OO WAEN W DWW NS
AL WNNUNNRUNNBEN W ORWEN W N WO WW

18. Artigas PI73046
19. Amurskaya 90 P1592036
Glenlea Glenlea x Itaka ;g; Lamaiia chigest
22. 256-3 PI527695
Glenlea (Glenlea x Aura) x Aura n i
25. 7531-AP5A PI552997
Glenlea (Glenlea x Harenda) x Harenda o ol e :
28. CM 46725-3P-1P-3P-2P PI 520562 1 3 2 5 3 4
29. Cook P1442900 2 2 2 2 2 3
Glenlea (Glenlea X Jutrzenka) x Jutrzenka % PATZZE0 2241 3 3 3 3 3 3
32. Oxley PI386167 3 3 3 3 3 3
Glenlea Glenlea x Merkawa —iien =S S —————
35. A99AR PI 600923 7 7 7 5 5 7
36. Klein San Martin P1191884 5 5 5 4 4 4
. Izolacja RNA 4 S Sy : : : 2 ’ 2
39. San Martin Cltr 8437 3 3 3 3 3 3
° Synteza cDNA a Froneana Cur 2470 a a ; : @ ;
. . . . 42, Chris Cltr 13751 a4 4 3 4 4 4
J gPCR (ang. quantitative polymerase chain reaction) a. 70D 191772 2 3 3 2 3 3
44, Frontana 3671 P1193932 3 3 3 3 3 3
. ddPCR (ang. droplet digital PCR) Py Frontanalf 321 iisaasd 3 ; : 2 ; :
47. Fronthatch-1 PI 290745 2 a4 3 4 2 3
. Testy inokulacyjne - fitotron P i : : : : R
. Obserwacje naturalnego porazenia Py Fromaezs i 351775 . : . . : S
52. Sparrow PI1519725 a4 4 4 4 4 4
° Brak BC1F1 Carusum x Glenlea = pevon6. Pl s20003 ) a 5 ; ; :
55. Pavon PI 520054 1 2 2 4 4 3
56. Pavon P1520172 3 3 3 7 3 5
57. Myna P1520340 3 3 3 7 5 3
58. Junco PI519947 a4 3 3 2 4 4
59. Tanager P1519878 3 3 3 3 3 3
60. Parula P1520340 7 5 4 4 4 4
61. Rayon 89 P1591786 - - - - -
62. Cumpas 88 P1591786 a4 4 3 4 4 4
63. Mochis 88 PI1591791 7 7 6 7 7 6
. Analiza ekspresji genow Lr34, genow kandydatéw Lr46 e pasoLa? L 4 4 H ’ i 4
. 66. Tlaxcala F2000 PI619634 a4 4 4 1 2 4
(Glu2, RIk2, RIk3) oraz genu Lr67 wykonana zostanie w . s GsTR433 ‘ . ‘ 6 “ 5
68. IWA8608696 P1 624623 5 4 4 5 4 5
grudniu 2023 0 Uessio Pl grtona 1 : : h H H
71. Kern PI672001 2 2 2 4 2 2
. Dyskusja oraz wnioski zostang opracowane po analizie = Tiaseass e ; ; ; ; ; ;

wszystkich wynikéw oraz umieszczone w ostatecznej
wersji sprawozdania.

Wartos¢ miernika Wartos¢ miernika
podana w opisie zrealizowana

zadania

Liczba genotypow

Liczba analizowanych mikro RNA 6 0
Liczba badpréb mRNA do analiz gPCR 150 0
Liczba badpréb mRNA do analiz ddPCR 150 0

Zadanie nr 5. Analiza molekularna genéw warunkujacych odporno$¢ pozioma u pszenicy (Zriticum aestivum L.) na porazenie przez grzyby patogeniczne z rodzaju Puccinia sp.



Informacja nt. prezentacji wynikow badan

Analiza obecnosci wybranych genéw odpornosci na
rdze brunatna u odmian pszenicy ozimej
(Triticum aestivum L.)
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Aleksandra Noweiska*, Roksana Bobrowska, D | UNIWERSYTET

Konferencja pt. DNI MtODEGO NAUKOWCA, Radzikdw, 9-10 listopada 2023 r. Jull Spychala, Micha T Kuitel

Katedra Genetyki i Hodowli Rodlin, Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu, ul. Dojazd 11, 60-637 Poznatt
*email: aleksandra.noweiska@up.poznan.pl

W POZNANIU

* Roksana Bobrowska, REFERAT pt.: ,Wykorzystanie reakcji multipleks PCR do jednoczesnej
identyfikacji gendw odpornosci na choroby pszenicy zwyczajnej (Triticum aestivum L.)”
Strony sprawozdania z 2022 r. 5-26.

Materiaty i metody

1126, 1128, L34, U136, Led1 (39,
2 U168,

* Aleksandra Noweiska, E-poster pt.: ,Analiza obecnosci wybranych genéw odpornosci na rdze

brunatng u odmian pszenicy ozimej (Triticum aestivum L.)”. Strony sprawozdania z 2022 r. 5-
26.
. . . L , . || || |I || i
* Julia Spychata, E-poster pt.: ,Analiza profili ekspresji gendéw typu ,slow rust” oraz badanie

Badariacof
w produkci

RW w ramach badah pod
A TII00 5. Nl b o o

powigzanych miRNA u mieszancéw pszenicy zwyczajnej w odpowiedzi na infekcje Puccinia
triticina”. Strony sprawozdania z 2022 r. 27-59.
Igcnes [moP1

Expression Profiling of the Slow Rusting Resistance Genes
Lr34/Yr18 and Lr67/Yr46 in Common Wheat (Triticum aestivum L.)
and Associated miRNAs Patterns

Publikacja: s et o, i s s

*  Spychata J, Tomkowiak A*, Noweiska A, Bobrowska R, Bocianowski J, Ksigzkiewicz M, Sobiech
A, Kwiatek MT. (2023). Expression Profiling of the Slow Rusting Resistance Genes Lr34/Yr18
and Lr67/Yr46 in Common Wheat (Triticum aestivum L.) and Associated miRNAs Patterns.
Genes, 14(7): 1376. Strony sprawozdania z 2022 r. 27-59.
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Propozycja modyfikacji/nowego zadania:

Wykorzystanie technologii CRISPR-Cas9 w celu doktadnej edycji trzech SNP (polimorfizmoéw
pojedynczego nukleotydu) w genie Lr34

L34SPF L34PLUSR Renan TTCCATCTTCATGATTATHTITAAATGGCATACCAGAGATGAGCATGCAGATTGGGAGACTCCCAAGTTTTTACAAGIC,
+Lr34: 5- TAC TAT ATG GGAGCA TTATTT TTT TCC ATC ATG ATT ATG TTA AAT GGC ATA CCA -3' Avocet S TTCCATCTTCATGATTATGCTAAATGGCATACCAGAGATGAGCATGCAGATTGGGAGACTCCCAAGTTTTTACAAAC
-Lr34: §- TAC TAT ATG GGA GCATTATTT TTT TCC ATC TTC ATG ATT ATG TTA AAT GGC ATA CCA -3 Kariega TTCCATH==-ATGATTATGTTAAATGGCATACCAGAGATGAGCATGCAGATTGGGAGACTCCCAAGTTTTTACAAGICY

L34MINUSR
Landrace 8 TTCCATH===ATGATTATGTITAAATGGCATACCAGAGATGAGCATGCAGATTGGGAGACTCCCAAGTTTTTACAAGKC/
exon11 (cssfr1-5)
L34DINTOF -~ - L34DINT13R2

+Lr34: 5-CCGACTT-3'

SHG OO exon12 (cssfr6)

Fnu4HI
+Lr34: 5'- TCG CAG CAT -3'
- Lr34: 5'-TCG CAG TAT -3'

Simon G. Krattinger et al. Science, 2009 Edith Sanchez et al. et al. Plant Biotech. J., 2022

Propozycja planu badawczego:

(04, L5+~ Nucleus
‘ o 1‘7“.;\3‘;; 1. Identyfikacja SNP do edycji
o ;
” B =8 2. Projektowanie cRNA i sgRNA
" Infected leaf part = 3. Przygotowanie systemu CRISPR-Cas9:
Cell
onar—Y 4, Transformacja komaérek roslinnych przy uzyciu opracowanego systemu CRISPR-Cas9.
5. Selekcja i hodowla transformowanych komérek:
Suceptible gene
l@ 6. Analiza genotypu transformowanych roslin:
@ Show gene = 7. Analiza fenotypu transformowanych roslin:
/ Cosg | O If",.,"
‘/% >a% B o= 8. Weryfikacja stabilnosci zmian genetycznych:
i o M o Qo == ‘ e
> 4 | T 9. Analiza poziomu ekspresji genu Lr34 w transformowanych roslinach pszenicy
7 o Gone: ihie Gene Cleavage CRISPR Cas/9 , . . R N
Resistantplant  addition deletion w poréwnaniu z roslinami kontrolnymi.
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