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Accelerarea progresului genetic pentru rezistenta
sau toleranta la unii factori biotici si abiotici de
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elaborarea unor modalitati de selectie timpurie cu
ajutorul markerilor moleculari
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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.2- Dezvoltarea de metode, tehnici pentru studiul stresurilor biotice si abiotice la
— gréu.

——/  Obiectivele fazei:

- Studiul variabilitatii genetice de la nivelul locilor genelor analoage de rezistenta la
stresul biotic;

- - Implementarea tehnologiei de genotipare KASP (,,Kompetitive allele-specific PCR”);
—\ - Optimizare metode de prelucrare a probelor pentru microscopia optica in scopul
-.-.:-::l evidentierii unor caracteristici corelate cu rezistenta la deficit hidric (densitatea stomatelor,
J\ cuticula ventrala si dorsala a frunzei), a distributiei ligninei la nivelul tulpinii de grau.

—)
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Activitatile proiectului ADER 3.2.1, faza 2/2020

Activitate 2.1 Analize moleculare pentru detectarea regiunilor genomice ce codifica pentru
gene analoage de rezistenta la stresul biotic.

Activitate 2.2 Tincercari, teste, optimizari, achizitionarea de echipamente privind
implementarea tehnologiei KASP.

Activitate 2.3 Optimizarea metodei de prelucrare a probelor pentru microscopia optica in
scopul evidentierii unor caracteristici corelate cu rezistenta la deficit hidric (densitatea
stomatelor) a genotipurilor de grau de interes. Procesarea materialului biologic, vizualizarea
probelor la microscopul optic si prelucrarea datelor.

Activitate 2.4 Optimizarea metodei de prelucrare a probelor pentru evidentierea cuticulei
ventrale si dorsale a frunzei de grau prin analize histochimice. Procesarea materialului
biologic, vizualizarea probelor la microscopul optic si prelucrarea datelor.

Activitate 2.5 Optimizarea metodei de procesare a probelor pentru vizualizarea distributiei
ligninei la nivelul tulpinii de grau prin metode histochimice. Procesarea materialului biologic,
vizualizarea probelor la microscopul optic si prelucrarea datelor.

Activitate 2.6 Noi hibridari cu specii inrudite cu graul, pentru obtinere de linii de introgresie
si noi amfiploizi sintetici.

Activitate 2.7 Observatii fenotipice si masuratori (continut clorofila, MMB).

Activitate 2.8 Diseminarea rezultatelor. Realizarea dispozitivului experimental din camp.
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Analize moleculare pentru detectarea regiunilor genomice ce codifica pentru gene
analoage de rezistenta la stresul biotic

Plantele au dezvoltat mecanisme eficiente pentru a recunoaste si a raspunde la atacul agentilor
patogeni. Genele analoage de rezistenta (,RGAs- Resistance Gene Analogs”) reprezinta
candidati ai genelor de rezistenta (R), ce au conservat domenii si motive care joaca roluri
specifice in rezistenta la atacul agentilor patogeni.

Markerii moleculari obtinuti din RGA pot fi utilizati pentru maparea fina si clonarea genelor R
dar si, in scopuri de ameliorare (Sekhwal si colab., 2015).

In aceasta faza au fost testati 42 de markeri RGA iar dintre acestia 6 nu au dat amplificare care
sa permita o buna vizualizare a produsilor. Analizele efectuate au permis evidentierea
variabilitatii genetice doar in cazul a 8 markeri: RGA 2c, 5a, 5b, 13b, 14c, 18bq, 40ca, Ta5D-450
si Ta5D-450A.
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Analize moleculare pentru detectarea regiunilor genomice ce codifica
pentru gene analoage de rezistenta la stresul biotic

Material biologic
1. CS, 2. Ae. Comosa, 3. Ae. Speltoides, 4. H9G, 5. H22, 6. H192-4, 7. H192-5,
8. 516-1, 9. H254-4, 10. H255-2, 11. 557-6, 12. E28, 13. 574-6, 14. 613, 15. Otilia,
16. Armura, 17. Amurg, 18. Abundent, 19. Ursita, 20. Semnal, 21. Pitar, 22. Glosa,
23. Voinic, 24. Bogdana, 25. Baltag, 26. Izvor, 27. F000628, 28. ER26-210,

27. ER26-221, 28. Amigo, 29. Neko




|-ADER 3.2.1 /zozﬂ Rezultate faza ll

Analize moleculare pentru detectarea regiunilor genomice ce codifica
pentru gene analoage de rezistenta la stresul biotic

s g — fr—

RGA 18bq TA5D-450 § TA5D-450A

Cea mai mare variabilitate genetica a fost identificata la materialul biologic obtinut din incrucisari cu specii

salbatice precum:
H22 (F132/Agropyron junceum), H192-4 si H192-5 (Elidur/Aegilops tauschii 2454/ / Faur- spice

colorate//Pitar).

: Dintre cele doua specii salbatice analizate in aceasta faza, Aegilops speltoides a prezentat cel mai mare
_] \polimorfism fiind o sursa buna pentru transfer de noi gene de rezistenta la boli.
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Implementarea tehnologiei de genotipare KASP (,,Kompetitive allele-specific PCR”)

Tehnica KASP (,,Kompetitive Allele-Specific PCR”) a fost propusa ca un instrument foarte promitator
pentru accelerarea ameliorarii culturilor (Semagn si colab., 2014) si utilizat pe scara larga pentru a
valida importanta SNP-urilor (Neelam si colab., 2013).

Echipamente necesare pentru tehnica KASP: aparat sigilat placi, termocycler, cititor placi cu cap FRET/TFRET
\

Software: KlusterCaller
Componente reactie: KASP MASTER MIX + KASP primer assay+ ADN

il

,’Q
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Implementarea tehnologiei de genotipare KASP (,,Kompetitive allele-specific PCR”)
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A15 - D1b CS-D1a 516-1-D1b Semnal - D1a NTC (martor fara ADN)
Ariesan - D1a Glosa - D1a | H254-4 - D1a Pitar - D1a NTC (martor fara ADN)
F132 - D1a H9 - D1a H255-2 - D1a Voinic - D1a
Transilvanial - D1a | H22 - D1a Amurg - D1b Bogdana - D1a
F659 - D1a H192-4 - D1a | Abundent - D1a | lzvor - D1a
Flamura85 - D1a H192-5 - D1a | Ursita - D1a F628 - D1a
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Optimizare metode de prelucrare a probelor pentru microscopia optica in scopul evidentierii
unor caracteristici corelate cu rezistenta la deficit hidric (densitatea stomatelor, cuticula
ventrala si dorsala a frunzei), a distributiei ligninei la nivelul tulpinii de grau.

Distributia si dimensiunea stomatelor

Determinarea caracteristicilor stomatelor s-a realizat prin metoda amprentarii frunzelor, care consta in prelevarea
amprentelor, fixarea acestora pe o lama de microscop si vizualizarea la microscopul optic. Pentru determinarea
acestor caracteristici a fost folosita frunza steag, iar amprentele au fost prelevate de pe frunze proaspete
nedetasate, frunze proaspete detasate de planta sau frunze uscate si rehidratate, fiind urmarit modul de dispunere
al stomatelor si numarul stomatelor, iar numarul de stomate din fiecare fotografie a fost raportat la 1mm2. Ulterior
a fost calculata valoarea medie a densitatii stomatelor pentru fiecare varianta, luand in calcul numarul de stomate
determinat la cele doua amprente.
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Dispunerea si dimensiunile stomatelor: rps -
randuri paralele simple; rdi - randuri duble
intercalate; mci - celule interstomatice multiple




ADER 3.2.1/2020

- " P i e——e——————=

Dispunerea si dimensiunile stomatelor: rps - randuri

paralele simple; rdi - randuri duble intercalate;
mci - celule interstomatice multiple; cim - celule
interstomatice de dimensiuni mici; ciM - celule
interstomatice de dimensiuni mari
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Densitatea stomatelor

Rezultate faza Il

&
& \

S N
 © © ©O

s
& '\:(, "

Y
nr. stomate/mm?
— N w H (¥, ]
o O © O O
o’}
J‘
G)
(o2
)
4,

\‘\r (9 ]
-'@ 'a° @‘9 Q?’ Xv Q«\’ 7
S
N P RGN N LTS A ©
SE LT S P ITYTE
000 b’b
[€) Qé‘

Studii recente (Dunn si colab., 2019) au aratat ca plantele de grau cu o reducere mai moderata a
densitatii stomatale (adica o reducere cu <50% a densitatii stomatale pe frunze) au avut productii
similare cu martorii, impreuna cu o crestere a eficientei utilizarii apei intrinseci. Prin urmare
identificam potentialul densitatii stomatale ca un instrument pentru ameliorarea graului la stresul
hidric fara pierderi de productii.

In studiul nostru s-au remarcat doua probe cu densitatea stomatelor redusa: H22 cer (F132/Agropyron
junceum (2n=28) si A1-3 (lzvor x F000628).




ADER 3.2.1/2020 Rezultate faza Il Evidentierea cuticulei ventrale si dorsale

H49 Pop

A H 49 Glosa aristata

HA49 pop

A

cb t . H254-4 H255-2 cb S

G

Structura limbului foliar in sectiuni transversale colorate cu safranina
(marire 400X) : celule buliforme (cb), stomate (S) cu camera
substomatica (cs), vase de lemn (vl), stalpi de sclerenchim (sc)
inconjurate de tesut assimilator (ta), cuticula (c) bine evidentiata
mai ales la nivelul epidermei inferioare (ei).

Estimarea grosimii limbului foliar in sectiuni transversale prin
mezofilul foliar (marire 200X) la descendenti rezultati prin
incrucisarea graului cu specii salbatice.
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H49 Pop B

H49 Glosa aristata B

)

. A H49 Glosa aristata

H22 Cer = HY9GGri

H22 Cer H9G Gri D

E H192-4 H192-5 F

G H254-4 H255-2

- la nivelul epidermei foliare inferioare
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In aceastd fazd am initiat analize moleculare, folosind tehnica SRAP (“Sequence-Related Amplified

Polymorphism”), pentru identificarea unor loci implicati in continutul ridicat de clorofila. Analizele moleculare
preliminare efectuate pe 16 probe cu primerii SRAP14, SRAP20, SRAP24, SRAP29, SRAP80 si SRAP95 au

evidentiat variabilitate.
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1112 1314 15 16

1 23 4 56 7 8 9 101112 13 1415 16

1. Ae. comosa; 2. Ae. speltoides; 3. H 9¢g gri; 4. H 22; 5.
H192-4;6.H192-5; 7.H 254 - 4; 8. H 255 - 5; 9. 574-
6; 10. 613; 11. E28; 12. FO00628; 13. Izvor; 14.Glosa; 15.

Miranda; 16. B2-147
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Rezultatele preliminare obtinute in aceasta faza au evidentiat variabilitate genetica pentru RGA;

Aegilops speltoides si liniile H22, H192-4 si H192-5 au prezentat cel mai clar polimorfism pentru gene
analoage de rezistenta (RGA);

Implementarea tehnicii KASP s-a realizat cu succes;

Au fost evidentiate doua probe cu densitatea stomatelor redusa: H22 cer (F132/Agropyron junceum
(2n=28) si A1-3 (Izvor x F000628);

Dintre genotipurile analizate prin metode histochimice, s-au evidentiat variantele H192-4
(Elidur/Aegilops tauschii 2454// Faur- spice colorate//Pitar) si H49 Glosa aristata, care prezinta cea
mai mare grosime a cuticulei superioare si inferioare;

Au fost realizate noi hibridari cu specii inrudite cu graul, pentru obtinere de linii de introgresie si noi
amfiploizi sintetici;

Activitatile si obiectivele prevazute in cadrul fazei a Il-a proiectului s-au efectuat conform planului de
realizare propus.
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PERSPECTIVE

———| - Dezvoltarea testelor KASP cu markeri functionali la grau;

——

I }J - Continuarea analizelor pentru regiunile genomice ce codifica pentru gene analoage de
rezistenta la stresul biotic si posibila identificare a unor noi gene de rezistenta la boli;

- Analiza stratului ceros cu ajutorul microscopiei electronice;

- Identificarea unor materiale biologice valoroase pentru programele de ameliorarea graului si
N B . . o . P
/Q obtinerea de noi soiuri performante si competitive.



