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Abstract

The forecasted climate changes will increase the effects of drought and heat on wheat crop.

Consequently, resistance or tolerance to water stress and high temperatures constitutes a
major objective of numerous wheat breeding programs. Marker assisted selection can
facilitate the use of the many genes involved.

This paper presents the results of analyses on genotypes from different stages of the breeding
program from NARDI Fundulea, for 7 markers associated with genes Or, 1-FEH w3, Dreb-B1,
TaDRO-5A, TaPPH-7A, QTL gDSI.4B.1 and TaBAS1-B1. From the 133 analyzed wheat genotypes,
71 had favorable alleles of at least one of the markers associated with the plant response to drought
and heat. The frequency of favorable alleles varies greatly between markers, from 4 to 38%. Out of
the 71 mentioned genotypes, 32 had favorable alleles for two markers and 25 (about 19% of the
analyzed genotypes) cumulated favorable alleles for more than two of the analyzed markers. For
most pairs of markers, the frequency of favorable alleles showed large deviations from the
frequency expected based on the respective individual markers involved.

The obtained results could be due to the effects of phenotypic selection applied during the
breeding process in the environment of Fundulea, characterized by frequent periods of drought
and high temperatures or by the lack of favorable alleles in the initial germplasm used in the
breeding program. The data obtained can be a basis for future research aiming the optimization of
marker assisted selection for improving wheat performance under the forecasted climate changes.
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INTRODUCERE

Schimbarile climatice reprezintd o amenintare majora pentru majoritatea culturilor
agricole pe plan mondial. Seceta este una din consecintele schimbarilor climatice cu impact
major asupra cresterii plantelor si asupra productiei. Ameliorarea tolerantei la stresul hidric
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este 0 provocare importanta pentru cercetatorii care lucreaza asupra culturilor de grau. Si in
Romania schimbarile climatice, din ultimii ani, au condus la o variatic mare atat a cantitatii
totale de precipitatii de la un an la altul cat si a distributiei acestora pe parcursul anului,
inclusiv pe perioada vegetatie a culturii cerealelor de toamna. Popescu si colab. (2023) au
sintetizat principalele efecte ale schimbarilor climatice in Romania, ardtind ca ele s-au
manifestat prin temperaturi crescute ale aerului si arsite pe perioade mai lungi de timp,
secete severe in multe regiuni si secetd pedologica pe suprafete insemnate situate in Sudul,
Estul si Sud-Estul tarii.

Graul foloseste diverse mecanisme pentru a supravietui factorilor de stres hidric si
termic, care includ ajustarea osmoticd, protectia enzimatica, stabilitatea membranelor
plasmatice, inlaturarea radicalilor liberi toxici, remobilizarea carbohidratilor solubili in apa
din tulpind pentru umplerea boabelor in conditii de stres hidric, arhitectura radacinilor etc.

Toate aceste Tnsusiri sunt luate in consideratie in programele de ameliorare care vizeaza
imbunatatirea comportarii graului in conditii de stres abiotic.

Selectia asistata de markeri (MAS) poate fi folositd pentru a facilita utilizarea in
ameliorare a unor gene sau factori de transcriptie in scopul cresterii rezistentei la seceta
(Paudel si colab., 2024). De exemplu, Jain si colab. (2014) au folosit markeri moleculari
pentru a selecta QTL asociati cu caractere implicate in rezistenta la stres hidric si termic,
precum temperatura lanului, continutul de clorofila, indicele NDVI, sau durata umplerii
boabelor (GFD). Ciuca si Petcu (2009) au propus un marker SSR pentru facilitarea
Morgan in 1991.

Rasheed si colab.(2016) au proiectat markeri KASP pentru doua gene importante pentru

controlul rezistentei la secetda Dreb-B1 si 1-Feh w3, ceea ce face ca metodologia KASP sa
fie recomandabila pentru utilizare in ameliorare. Cercetari ulterioare au dus la proiectarea
de markeri KASP pentru multe alte gene implicate in rezistenta graului la stres hidric sau
termic, cum sunt TaDRO-5A (Zhang si colab., 2018), TaPPH-7A (Ur Rehman si colab.,
2021), Dreb-B1 (Khalid si colab., 2019), QTL gqDSI.4B - De106 (Liu si colab., 2023) etc.

Prezenta lucrare sintetizeaza rezultatele analizelor moleculare privind prezenta alelelor
favorabile pentru 7 markeri moleculari asociati cu rezistenta graului la seceta, la 133
genotipuri din programul de ameliorarea graului de la INCDA Fundulea.
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MATERIAL ST METODE

Au fost analizate probe recoltate Tn anul 2025 din diferite verigi ale programului de
ameliorarea graului de la INCDA Fundulea. Toate probele au apartinut speciei Triticum
aestivum.

Au fost analizati 7 markeri, corespunzatori unor gene care controleaza diferite elemente
ale rezistentei la stres abiotic si localizate pe diferiti cromozomi:

> Gena Or implicatd in controlul reglarii osmotice, cu localizare pe
cromozomul 7A (Morgan, 1991);
> Gena 1-FEH w3, care controleazd enzima fructan 1-exohidrolaza w3,

implicatd in remobilizarea carbohidratilor solubili in apd din tulpind, cu localizare pe
cromozomul 6A,;

> Gena Dreb-Bl1, implicata in sinteza unui factor de transcriptic care
regleaza expresia mai multor gene induse de stres, cu localizare pe cromozomul 3B (Khalid
si colab., 2019);

> Gena TaDRO-5A , implicatd in determinarea arhitecturii radiculare, cu
localizare pe cromozomul 5A (Zhang si colab. 2018);

> Gena TaPPH-7A, implicata in senescenta frunzelor, situatd pe cromozomul
7A (Wang et al., 2019);

> Gena TaBAS1-B1, implicata in sinteza unei peroxidaze cu rol in protectia
clorofilei la factorii de stres abiotici, cu localizare pe cromozomul 1B (Zhu si colab., 2016);

> gqDSI.4B, un QTL, major asociat cu toleranta la seceta, cu localizare pe

bratul scurt al cromozomului 4B (Liu si colab., 2023).

Pentru gena Or s-au folosit markerii SSR raportati anterior wmc603 si wmc596, folosind
protocolul descris de Ciuca M. si Petcu E. (2009). Alaturi de acestia s-a folosit si un al
treilea marker SSR, numit “secv603”, cat si un marker KASP dezvoltat ulterior la INCDA
Fundulea.

Pentru genele Dreb-B1 si 1-Feh w3 s-au folosit markerii KASP propusi de Rasheed si
colab. (2016), iar pentru celelalte gene, markeri KASP publicati anterior (Zhang si colab.,
2021; Ur Rehman si colab., 2021; Khalid si colab., 2019; Liu si colab., 2023), sau
dezvoltati la INCDA Fundulea.

A fost calculatd frecventa alelelor favorabile pentru fiecare marker si combinatie de
markeri.

REZULTATE SI DISCUTII

Dintre cele 133 genotipuri de grau analizate, 71 au avut alele favorabile pentru cel putin
unul din markerii asociati cu comportarea plantelor la seceta si arsita, ceea ce sugereaza ca
selectia fenotipica efectuatd in conditiile de la Fundulea a favorizat prezenta acestora.
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Astfel, pentru reglarea osmoticd analizele au evidentiat 26 (cca. 19%) dintre
genotipurile de grau cu profile electroforetice similare cu cele ale soiului Izvor, adica

posedand alela Or ce confera toleranta la seceta, confirmata de toti cei trei markeri utilizati
(figura 1).

WMC603

Figura 1 — Exemple de profile electroforetice obtinute cu markerii wmec603, wmc596 si secv603, asociati cu
reglarea osmotica la grau.
(Examples of electrophoretic profiles obtained with markers wmc603, wmc596, and secv603, associated with
osmotic regulation in wheat)

Analizele moleculare efectuate pentru gena 1-Feh w3, care controleaza sinteza enzimei
fructan 1-exohidrolaza w3 si care poate contribui la cresterea productiei graului in conditii
de stres hidric prin remobilizarea asimilatelor din tulpina pentru umplerea boabelor, alela
favorabila a fost identificata la 27 (cca. 20%) din genotipurile analizate (figura 2).
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Figura 2 - Gruparea genotipurilor analizate prin tehnica KASP pentru locusul 1-Feh w3
(Clustering of the analyzed genotypes using the KASP technique for the 1-Feh w3 locus)

Pentru gena DREB-B1 (‘“dehydration responsive element binding”) care regleaza
expresia mai multor gene induse de stres, in mare parte intr-o maniera independenta de
ABA (acidul abscisic) si care joaca un rol critic in imbunatatirea tolerantei la stresul abiotic
al plantelor (Lata. si Prasad, 2011), au fost identificate numai 6 genotipuri (cca. 4%)
purtatoare ale alelei favorabile (figura 3).

Blb [,
H o
@1
Bla
&% Dreb-B1

Figura 3 — Gruparea genotipurilor analizate prin tehnica KASP pentru locusul Dreb-B1
(Clustering of the analyzed genotypes using the KASP technique for Dreb-B1 locus)

Pentru gena TaDRO-5A implicatd in arhitectura radiculard, inclusiv in determinarea
unghiului de crestere a radacinilor, care influenteaza modul in care radicinile exploreaza
solul, alela favorabild (A) a fost gasita la 44 (cca. 33%) din genotipurile analizate (figura
4). Frecventa ridicatd a alelei implicate in arhitectura sistemului radicular sugereaza ca
selectia fenotipica exercitatd la Fundulea a fost legata in mare masura de caracteristicile
radacinilor.
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Figura 4- Gruparea gehbtipurilor analizate prin tehnica KASP pentru locusul TaDRO-5A
(Clustering of the analyzed genotypes using the KASP technique for TaDRO-5A locus)

Alela favorabild (A) pentru markerul asociat genei TaPPH-7A, care codifica feofitinaza
(PPH), o hidrolaza ce degradeaza clorofila in procesul de senescentd a frunzelor, a fost
identificata la 25 (cca 19%) din genotipurile analizate (Figura 5). Frecventa destul de
ridicatd a alelei favorabile pentru acest marker sugereaza ca si presiunea de selectie pentru
senescentd Intarziatd a fost destul de puternica.
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Figura 5 — Gruparea genotipurilor analizate prin tehnica KASP pentru gena TaPPH-7A
(Clustering of the analyzed genotypes using the KASP technique for TaPPH-7A gene)

Analizele efectuate pentru QTL gDSI.4B.1 s-au realizat cu markerul DE106 (Liu si
colab., 2023). Alela favorabila (A) a fost prezentda in numai 6 (cca. 4%) din genotipurile
analizate (figura 6).
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Figura 6 — Gruparea genotipurilor analizate prin tehnica KASP pentru markerul DE106
(Clustering of the analyzed genotypes using the KASP technique for DE106 marker)

O frecventd redusa a alelei favorabile, de cca. 6% din totalul genotipurilor analizat, s-a
constatat si pentru markerul corespunzitor genei TaBAS1, implicatd in sinteza unei
peroxidaze cu rol in protectia clorofilei la factorii de stres abiotici (Zhu si colab., 2016).

Diferentele considerabile observate Intre markerii analizati in privinta frecventei alelelor
favorabile pot fi datorate fie efectului selectiei fenotipice asupra productiei in conditiile de
la Fundulea, caracterizate frecvent prin perioade de Seceta si temperaturi ridicate, fie
folosirii In programul de ameliorare a unei germoplasme initiale in care alelele respective
erau absente. Cercetari viitoare vizand efectul fenotipic al markerilor si analiza unui numar
mai mare de genotipuri, incluzand diferitele surse de gene folosite in programul de
ameliorare vor putea estima ponderea factorilor care au determinat diferentele constatate in
privinta frecventei alelelor favorabile.

Figura 7 prezinta frecventa alelelor favorabile pentru fiecare din cei 7 markeri analizati
si pentru toate perechile de markeri. Se constatd o mare variabilitate, atat pentru markerii
individuali (intre 4 si 38%), cét si intre perechile de markeri (intre 0 si 24%). Pentru
majoritatea perechilor de markeri, frecventa alelelor favorabile se abate mult de la cea
asteptata pe baza frecventei observate la markerii individuali respectivi. Avand 1n vedere ca
markerii analizati au fost localizati pe cromozomi diferiti, ceea ce exclude inlantuirea
genelor respective, rezultatele sugereaza ca selectia fenotipica efectuatd pe parcursul
procesului de ameliorare a favorizat sau defavorizat asocierea unor markeri.



Daniel Cristina si colaboratorii

TaBAS-B1
4%
- \
%c
1-FEH w3 8% or
20% o 19%
| & ’
2% 10%
3% ‘o 21%
| ‘)70
Drilg/-Bl ’ ™ TaPPH-7A
0 19%
2%
\ 3% 6% 8%
N
qDSI.4B.1 % | Ta2§$'5A
(Del06) 4% °

Figura 7 — Frecventa alelelor favorabile pentru cei 7 markeri analizati si pentru toate perechile de
cate doi markeri
(Frequency of favorable alleles for the 7 analyzed markers and for all pairwise combinations of the markers)

Un numar de 25 genotipuri, adicd cca. 19% din totalul genotipurilor analizate, au cumulat
alele favorabile pentru mai mult de 2 dintre markerii analizati (tabelul 1). De exemplu, liniile
GDD3-10 si GDD3-12 au cumulat alelele favorabile pentru markerii TaBAS1-B1, 1FEH w3,
Dreb-B1, gDSI.4B.1 (Del06) si TaDRO-5A, iar liniille GDD9-7, GDD9-14, GDD10-7 si
GDD10-16 au cumulat alelele favorabile ale markerilor 1-FEH w3, TaDRO-5A, or (Or603-
KASP) si TaPPH-7A. Cercetari viitoare ar trebui sd analizeze efectul fenotipic al cumularii de
alele favorabile asupra performantelor genotipurilor de grau in conditii de stres hidric si/sau
termic si sa stabileasca haplotipurilor optime pentru conditiile de stres intdlnite in Roméania.

Rezultatele prezentate in lucrarea de fata reprezintd un prim pas in directia selectiei asistate
de markeri pentru imbunatatirea comportarii viitoarelor soiuri de grau in conditiile de seceta si
arsitd prognozate pentru tara noastra.
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Tabelul 1

Genotipuri care au cumulat alele favorabile pentru mai mult de 2 markeri asociati rezistentei
la seceta si/sau arsita
(Genotypes that accumulated favorable alleles for more than 2 markers associated with drought and/or
heat resistance)

NZE);'; TaBAS-B1 |1-FEH w3| Dreb-B1 qtéiligg.l TaDRO-5A (}zfgg TaPPH-7A
GGEN-28 Bla H? B1b A - A
GGEN-29 B1b K B1b A ; A
GGEN-30 H W B1b H - A
GGEN-32 B1b K Bla G C ; A
GGEN-33 B1b W B1b G C n A
GGEN-34 B1b K B1b G A n G
GGEN-35 B1b K B1b G A n A
GGEN-36 H K Bla G A n A
GGEN-37 B1b K B1b G A H2/- H
GCO1-4 B1b K B1b G A n A
GCO1-7 B1b W B1b G A - G
GCO1-8 B1b W B1b G A n A
GCO1-24 B1b W B1b G A n A
GCO1-25 Bla W B1b G A H H
GDD2-23 B1b W B1b G C T A
GDD3-10 Bla W Bla A A ; G
GDD3-12 Bla W Bla A A ; G
GDD3-16 B1b H B1b G A n A
GDD4-2 Bla K B1b G A - G
GDD9-7 B1b W B1b G A n A
GDD9-14 B1b W B1b G H n A
GDD10-7 B1b W B1b H A n A
GDD10-16 | B1b H B1b G A n A
GDD10-19 | B1b H? B1b A A ; G
GDD10-22 | B1b H? B1b A A H H

CONCLUZII

e Analiza a 133 genotipuri din programul de ameliorarea graului de la INCDA Fundulea,
utilizand 7 markeri asociati genelor Or, 1-FEH w3, Dreb-B1, TaDRO-5A, TaPPH-7A,
QTL gDSI.4B.1 (Del06) si TaBAS1-Bl, implicate in controlul unor insusiri care
determind comportarea plantelor la secetd si/sau arsita, a evidentiat prezenta alelelor
favorabile pentru cel putin unul din markeri la 71 genotipuri, dintre care 32 genotipuri
au prezentat alele favorabile pentru doi markeri, iar 25 genotipuri, adica cca. 19% din
totalul genotipurilor analizate, au cumulat alele favorabile pentru mai mult de 2 dintre
markerii analizati;
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e Frecventa alelelor favorabile a variat mult intre markeri (de la 4 la 38%), cat si intre
perechile de markeri (de la 0 la 24%);

e Pentru majoritatea perechilor de markeri, frecventa alelelor favorabile a prezentat
abateri mari de la cea asteptatd pe baza frecventei observate la markerii individuali
respectivi;

e Rezultatele obtinute pot fi datorate fie efectului selectiei fenotipice efectuate in
procesul de ameliorare in conditiile de la Fundulea, caracterizate frecvent prin perioade
de secetd si temperaturi ridicate, fie folosirii in programul de ameliorare a unei
germoplasme initiale in care alelele respective erau absente.
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