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|_ADER 3.2.1 J Introducere

Productia de grau este amenintata de factori biotici si abiotici neasteptati din cauza
schimbarilor bruste de mediu sau a migrarii agentilor patogeni. in plus, urbanizarea a dus la
reducerea disponibilitatii de terenuri agricole adecvate pentru cultivarea graului. Totodata,
monocultura culturilor moderne de grau cu o diversitate genetica scazuta a dus la
aparitia/reaparitia unor patogeni, care ameninta productivitatea si calitatea graului (Figueroa
si colab., 2017). In acest sens, identificarea acelor componente ce permit graului evitarea
actiunii stresurilor, cat si imbogatirea fondului genetic actual sunt necesare pentru a face fata
provocarilor prezente si prognozate, determinate de schimbarile climatice, sunt unanim
acceptate de comunitatea stiintifica.

Senescenta intarziata sau pastrarea stadiului verde o perioada mai mare dupa anteza
contribuie la o remobilizare a nutrientilor si o perioada mai lunga de umplere a boabelor de
grau. Gregersen si colab. (2008) a raportat o corelatie pozitiva intre senescenta intarziata a
culturii si randamentul cerealelor. Degradarea clorofilei este principalul indicator al
senescentei frunzelor si este catalizata de o serie de enzime, precum feofitinaza - “Pheophytin
———\  pheophorbide hydrolase - PPH” (Wang si colab., 2019). Gena ce codifica pentru aceasta enzima
——| se numeste TaPPH-7A si este localizata pe cromozomul 7A, in apropierea centromerului,
;_:[ marginita de Xwmc9 (0,94cM) si AX-95634545 (1.04 cM).
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Obiectivul general al proiectului (nr.3): Dezvoltarea de cercetari fundamentale, in scopul
deschiderii de noi cai de progres in cercetarea aplicativa.

Obiectivul specific al proiectului (3.2): Explorarea a noi cai de scurtare a perioadei de
creare de soiuri.

| DESCRIEREA STIINTIFICA SI TEHNICA

| Faza: nr.1- Documentare si initierea optimizarii de metode si tehnologii de laborator.
Faza 1 din cadrul acestui proiect s-a desfasurat pe perioada 18.09.2019-31.10.2019 (32 zile).

Obiectivele fazei:

- Caracterizarea moleculara a unui sortiment de linii/soiuri de grau privind variantele alelice
ale genei TaPPH implicata in senescenta.

- Documentarea si initierea optimizarii de metode laborator pentru microscopia optica in
——\ scopul evidentierii unor caracteristici corelate cu rezistenta la deficitul hidric (densitatea
——\ stomatelor, cuticula ventrald si dorsald a frunzei) si a distributiei ligninei la nivelul tulpinii
——— de grau;
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Activitatile proiectului ADER 3.2.1, faza 1/2019

Activitatea 1.1- Documentare si achizitionarea necesarului pentru realizarea experimentelor.

— | Activitatea 1.2- Analize moleculare pentru detectarea variantelor alelice de la locusul genei
. TaPPH implicata in senescenta frunzelor de grau.

——/ Activitatea 1.3- Selectia metodelor histochimice si a protocoalelor pentru microscopie cu
' ' adaptarea acestora la particularitatile materialului biologic utilizat.

Activitatea 1.4- Realizarea dispozitivului experimental pentru testarea materialului biologic si
intocmirea planului experimental pentru obtinerea de noi linii de introgresie.
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Analizele efectuate pentru evidentierea haplotipurilor genei TaPPH-7A au condus la
identificarea a 8 genotipuri (din 23 analizate) ce prezinta alela favorabila TaPPH-7A-1
(A), reprezentand 35%. Dintre acestea, trei sunt soiuri straine (Kukri si Drysdale din
Australia; Renesansa din Serbia).

Prin urmare doar cinci genotipuri autohtone, din cele analizate pana in prezent, prezinta
alela favorabila (Armura, Bogdana, G574-6, G603 si E28) iar in cazul speciei diploide
Aegilops comosa (genom MM) nu s-a amplificat nici un produs PCR.

Prima incercare de evidentiere de polimorfism la nivelul locusului genei TaPPH, altul
decat cel existent, a presupus clivarea produsului PCR cu enzima de restrictie Hinfl.
Rezultatele au aratat tot doua variante: varianta 1 (151pb+51pb) similara variantei
alelelice TaPPH-7A-2 (G) si varianta 2 (135 pb+51pb+16pb) similara variantei favorabile
TaPPH-7A-1 (A), prin urmare, pana in prezent, nu s-a identificat o noua varianta alelica.
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Soiul de grau lzvor (care nu a prezentat varianta alelica favorabila a genei TaPPH) este considerat un soi
tolerant la seceta, avand in genomul sau alela favorabila or implicata in osmoreglare, permitandu-i acestui
soi, printr-un mecanism indirect, sa prezinte o senescenta tarzie in conditii de seceta. Stiind ca aceasta
gena se afla in apropierea markerului wmc9 ca si gena TaPPH am efectuat analize moleculare cu markerul
wmc9 pe un sortiment de 110 genotipuri si am initiat analizele moleculare cu markerul Barc108 cu
localizare pe cromozomul 7A, in apropierea markerului wmc9.

Analizele moleculare au scos in evidenta un polimorfism mai mare la nivelul markerului wmc9 (8 alele) fata
de Barc108. Totodata, rezultatele obtinute cu acest marker nu coincid cu cele obtinute cu markerul asociat
cu gena TaPPH, prin urmare, apare nevoia de a stabili care varianta alelica este cea mai buna pentru
imbunatatirea graului printr-o senescenta tarzie. Din aceste considerente am initiat analize moleculare
(teste) cu alti markeri SSR, precum MAG1279 si MAG4044.
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Materialul biologic a fost semanat in perioada 10 -29 octombrie 2019. Pregatirea patului
germinativ s-a efectuat din trei treceri cu discul plus o lucrare cu combinatorul, planta
premergatoare -mazarea.

In ceea ce priveste planul experimental pentru obtinerea de noi linii de introgresie s-a stabilit
urmatoarea schema de hibridari:

- diferite genotipuri de grau durum (Triticum turgidum cv. durum- genom AABB) cu
diferite biotipuri de Aegilops squarrosa-genom DD, pentru obtinerea de amfiploizi sintetici;

- diferite genotipuri de grau durum (Triticum turgidum cv. durum-genom AABB) si
genotipuri de grau comun -hexaploid -AABBDD- Triticum aestivum cu Aegilops speltoides;

- diferite genotipuri de grau comun cu Triticum urartu (genom AA).
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In cadrul acestei faze, atentia a fost indreptata si catre analize de microscopie optica. Microscopia optica
reprezinta o metoda complementara de investigare a numeroase caractere de interes pentru rezistenta la
diferiti factori biotici si/sau abiotici. Aceasta poate fi utilizata pentru evidentierea unor caracteristici
importante ale soiurilor valoroase de grau. In aceasta faza au fost studiate metode pentru determinarea
densitatii stomatelor si pentru evidentierea cuticulei, factori determinanti pentru rezistenta sau
toleranta la stres hidric. De asemenea, a fost consultata literatura referitoare la evidentierea
continutului si distributiei ligninei, caracter cu importanta deosebita pentru rezistenta la cadere a
cerealelor.

Pentru evaluarea corecta a densitatii stomatelor, trebuie luate in considerare mai multe aspecte: stadiul
de dezvoltare al plantei, stadiul de dezvoltare al frunzei, gradul de expunere a frunzelor la lumina solara,
dar si alegerea zonei din frunza ce urmeaza a fi investigata.

Referitor la evidentierea cuticulei, cele mai potrivite metode pentru evidentierea structurilor cuticulei ar
fi cele ce utilizeaza albastru de Nil A si auramina. Este posibil totusi, ca datorita dezavantajelor
mentionate la descrierea acestor metode sa nu se obtina o evidentiere foarte buna a structurilor de
interes. Mai mult, optimizarea acestor metode pentru analiza probelor prelevate de la plante de grau se
poate dovedi a fi dificila, eficienta fiecarei metode pentru evidentierea cuticulei fiind dependenta de
tipul si proportia compusilor ce alcatuiesc aceste structuri.
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- Alela favorabila a genei TaPPH - TaPPH-7A-1 (A) a fost evidentiata in 35% dintre genotipurile analizate in
aceasta faza;

- Armura, Bogdana, G574-6, G603 si E28, genotipuri autohtone, obtinute la INCDA Fundulea, prezinta
varianta favorabila TaPPH-7A-1 (A);

- Originea variantei favorabile TaPPH-7A-1 (A), prezenta in amfiploidul sintetic E28, obtinut prin hibridarea
- soiului de Triticum turgidum cv. durum - Condur (AABB) cu Aegilops tauschii 2477 (DD), se afla in soiul
\ Condur;
| - Rezultatele analizelor moleculare cu markerul wmc9 nu au fost identice cu cele obtinute cu markerul
I/ functional pentru gena TaPPH;

/) - Utilizarea enzimei de restrictie Hinf | a evidentiat tot doua variante aleleice la nivelul locusului genei
/- TaPPH,

- Rezultatele preliminare obtinute in aceasta faza nu au evidentiat noi variante alelice pentru gena TaPPH;
- Pentru evaluarea corecta a densitatii stomatelor, trebuie luate in considerare mai multe aspecte: stadiul

de dezvoltare al plantei, stadiul de dezvoltare al frunzei, gradul de expunere a frunzelor la lumina solara,
dar si alegerea zonei din frunza ce urmeaza a fi investigata;

——\ - Pentru procesarea probelor va fi utilizata metoda care furnizeaza informatii cat mai complete, iar in
-::;:-,:;*:~4\'\ cazul in care este necesar si posibil, vor fi folosite mai multe metode complementare;

— =,

m—— w[ - Activitatile si obiectivele prevazute in cadrul primei faze a proiectului s-au efectuat conform planului de
— realizare propus.
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PERSPECTIVE

Rezultatele obtinute confirma faptul ca obiectivul fazei 1/2019 si toate activitatile din planul
de realizare au fost indeplinite integral. Totodata, rezultatele evidentiaza necesitatea
continuarii proiectului si creeaza premisele derularii in bune conditii a proiectului in anii

urmatori.



