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Accelerarea progresului genetic pentru rezistenta sau
toleranta la unii factori biotici si abiotici de mediu importanti
pentru cultura graului, prin elaborarea unor modalitati de
selectie timpurie cu ajutorul markerilor moleculari
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ADER 3.2.1/2022

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.4 - Prelucrarea integrata a datelor din camp si laborator (fiziologie, microscopie optica si

electonica, analize moleculare - ADN) in vederea stabilirii schemei de selectie timpurie a genotipurilor
valoroase de grau.




ADER 3.2.1/2022
Rezultate faza 4

Ceara cuticulara joaca un rol semnificativ in toleranta plantelor la stresul biotic si
abiotic si a fost implicata in mecanismele de aparare impotriva radiatiilor ultraviolete
excesive, seceta, arsita, agenti patogeni bacterieni si fungici, insecte, salinitate ridicata,
temperaturi scazute si astfel productii mai mari in conditii de stres.

Pe de alta parte cerozitatea poate reduce cantitatea de radiatii disponibile pentru
fotosinteza.

Cerozitatea se refera la aspectul cenusiu-albastrui-argintiu al organelor plantelor de
grau (frunze, tulpini si spice).

Gene cu rol in productia de ceara (Wax): W1, W2, W3, W4, W5, Ws, QTLs

Gene inhibitoare ale productiei de ceara: Iwl, w2, Iw3
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Aspecte din camp: linia BOGDANA (GGEN3) fara strat de pruin




Aspecte din camp




* Descendentele hibrizilor cu soiul NOGAL din Franta au prezentat o mare
variabilitate din punct de vedere al cerozitatii frunzelor. De exemplu, liniile
Bogdana, Columna si 13248G4 sunt linii surori din aceeasi combinatie hibrida,
contrastante din punct de vedere al cerozitatii.

e Linia 13248G4 a segregat pentru prezenta stratului ceros, ceea ce a permis
formarea a doua amestecuri de linii inrudite contrastante ca cerozitate.

e Aceste amestecuri au fost testate pe parcele in culturi comparative de orientare
in mai multe statiuni din tara. Rezultatele obtinute in anul 2022 sunt preliminare.
Studiul va fi continuat si in anii urmatori, in incercarea de a defini conditiile in
care stratul ceros este avantajos in Romania.




Rezultate faza 4 ADER 3.2.1/2022

Aspectul cristalelor de ceara la variantele 13248G4 wx si 13248G4 non-wx;
ad - suprafata adaxiala, ab - suprafata abaxiala (Microscopia electronica cu baleiaj (SEM))
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Productiile de boabe la varianta cu strat ceros fata de varianta fara strat ceros in 2022 (kg/ha)

Localitate/conditii 13248G4 | 1324864 | o 900 + SECUIEN|
2022 WX non wx : 800 y=-0,0901x+915.48
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2 Productia (kg/ha)

1 Targul Mures 8846 9080 234

1 Turda 5628 5354 274

(LR Secuien 6633 5789 844 Desi corelatia cu nivelul productiei nu este semnificativa, pare

sa existe o relatie negativa intre nivelul productiei si avantajul

| Med.generala 6866 6539 327 dat de cerozitate. Rezultatele sugereaza faptul ca cerozitatea
I Med.Trans-Mold 7036 6741 295 frunzelor ar avea un efect pozitiv in conditii de seceta (seceta

L Medsv 6815 6478 337 fiind principalul factor limitativ al productiei).




Rezultate faza 4 compozitia stratului de ceara ' APER 3.2.1/2022

HPTLC - High Performance Thin Layer Chromatography (cromatografie in strat subtire de inalta performanta)
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Rezultate preliminare ale compozitiei stratului de ceara epicuticular la 14 variante
1.Dodecyl arachidat (ester), 2.0ctacosanol (alcool), 3.Tritriacontan (alcan), 4.Acid
octacosanoic (acid), 5. GDR1082, 6. GFU296, 7. Drysdale, 8. Harkovskaia, 9. B2-98, 10.
F628, 11. Izvor, 12. A1-3, 13. A1-65, 14.A1-66, 15.A2.13, 16. A2-92,17.A2-256, 18. B1-16




Rezultate faza 4 ADER 3.2.1/2022
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Distributia ligninei (stanga) si celulozei (dreapta) la nivelul tulpinii de grau; scl - sclerenchim,
p - parenchim, vc - vase conducatoare evidentiate cu floroglucinol, respectiv calcoflour white.
A15 si Bezostaia-sensibile la cadere; Miranda-rezistenta la cadere; Pitar -mediu rezistent la cadere
Rezultatele nu sunt concludente privind rezistenta la cadere




In prezent exista un interes din ce in ce mai mare pentru productia de
culturi de cereale bogate in antociani, datorita varietatii mari de

efecte pentru sanatatea umana demonstrate de antociani
(antioxidante, antiinflamatorii, anticancerigene, anti-imbatranire,
reglarea profilului lipidic, prevenirea obezitatii si diabetului,

hiperglicemiei si protectia retinei).

In graul cu pericarp violet/rosu inchis cele mai abundente antocianine
sunt compusii pe baza de cianidine.

La INCDA Fundulea s-au obtinut Llinii cu pericarp colorat cu

participarea speciei Thinopyrum junceum.
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Rezultate preliminare-Concentratia de antociani la cariopse de grau colorat
H171 1, intermediar H171 Il si necolorat H171 Il
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H22
GDR 1082
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Rezultate analize moleculare

Imagini grupare clustere tehnica KASP
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Rezultate faza 4

QTL-uri implicate in sinteza de ceara cu localizare pe cromozomul 7A
« QTL-ul reprezentat de SNP-ul BS00035678 nu a fost observat in materialele romanesti

analizate ci doar in doua soiuri straine, Gladius si Halberd.

« QTL-ul detectat cu ajutorul SNP-lui BS0034689 nu este prezent in soiurile romanesti

analizate ci doar in linia H9G si in secara.

Rezultatele obtinute scot in evidenta rolul locusului Iw2, fiind singurul care face distinctie
clara intre prezenta stratului de ceara sau absenta acestuia. Cantitatea de ceara si compozitia
chimica a acesteia este influentata de interactiunea dintre locii implicati in sinteza/inhibarea

sintezei stratului de ceara.




Rezultate faza 4 ADER 3.2.1/2022

Tackx este o gena implicata in controlul nivelului de citokinina. Enzimele citokinin oxidaza/dehidrogenaza
(CKX) catalizeaza degradarea permanenta a citokininelor, fitohormoni ce joaca un rol crucial in reglarea
proliferarii si diferentierii celulelor plantelor si, de asemenea, controleaza diferite procese in cresterea si
dezvoltarea plantelor, cum ar fi senescenta, ramificarea radacinilor, transductia semnalelor nutritionale,
formarea cloroplastelor si productivitatea culturilor. Gena Tackx4 are efect si asupra continutului si
stabilitatii clorofilei din frunze, MMB si productie

Haplotipurile genei Tackx4 si diferentele fenotipice :
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Rezultatele moleculare obtinute cu markerii KASP TaCKX4- e
ex3 si TaCKX4-ex4 au aratat ca varianta favorabila este cea S L q’%
de tip A (SNP C + SNP G) si de asemenea, din punct de 4, i
° o TaCKX4-ex3 & ¢ TaCKX4-ex4

vedere statistic (software TASSEL - General Linear Model),
varianta A a fost semnificativ asociata cu lungimea
boabelor (p<0,05) si MMB (p<0,01).

Evidentierea prin tehnica KASP a variantelor alelice ale genei Tackx4
(NTC = No Template Control = proba martor fara ADN matrita)




§ ADER 3.2.1/2022
Rezultate faza 4

TaFlo2-D1 - Gena “FLOURY ENDOSPERM2” (Flo2)
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Rezultate faza 4 ADER 3.2.1/2022

Analize cu markeri pentru RGAs (Resistance Gene Analogs) urmatd de secventiere a evidentiat in varietati
de Aegilops speltoides (22-2 si 125 ) similaritate a secventei cu cea ce codifica pentru proteina de
rezistenta la boli asemanatoare cu proteina RPM1, cu markerul RGA-40C.

Secventa Aegilops speltoides (22-2 si 125):

CAGTGTAATGACAGTCCGAAGTTGGTGCATATTGGAAAATGGTTGCTCAATATCCCTCTTTAGTTTGTGAAGCAC
CAACCGACGTCCATTCATCTCAAGAGACCCCCCACACTGATCCTCATAACTAACACCAAAACAGTTCTTCTTGCAC
AAATCAACTGCCAGTTCACGTACGAGATCGTGCATTTTGAATTTCTTCATCCGACCAAATGAGTTTCTCTCAACAA
GTTGCAGCATGTTTCTGTCAACCAACTCTTTTAGATAGCATTCTGCCACTACTTCTAGT




Concluzii ADER 3.2.1/2022

Dezvoltarea a doi markeri KASP pentru SNP-uri la nivelul TaCKX4A exon3 si TaCKX4A exon4 a condus la evidentierea a trei haplotipuri:
GA, CG si CA (doar in 4 genotipuri).

Rezultatele moleculare obtinute cu markerii KASP TaCKX4-ex3 si TaCKX4-ex4 au aratat ca varianta favorabila este cea de tip A (SNP C +
SNP G) si de asemenea, din punct de vedere statistic varianta A a fost semnificativ asociata cu lungimea boabelor (p<0,05) si MMB
(p<0,01).

Testarea a doua amestecuri (cerat si necerat) in 13 zone de cultura a graului a aratat faptul ca desi corelatia cu nivelul productiei nu
este semnificativa pare sa existe o relatie negativa intre nivelul productiei si avantajul dat de cerozitate. Cum principalul factor
limitativ al productiei se poate spune ca a fost seceta, ar parea ca cerozitatea a fost avantajoasa mai ales in conditii de seceta.

S-a realizat caracterizarea moleculara a unui sortiment de linii si soiuri de grau autohtone privind variabilitatea genetica de la nivelul
unor loci implicati in sinteza stratului ceros de la nivel epicuticular, a unor loci implicati in senescenta si a unor loci implicati in
continut de clorofila si ,,stay-green”.

Dintre genotipurile analizate, cu privire la continutul de ceara, se remarca urmatoarele doua: B2-98 si H9G (Triticum dicoccoides/
Aegilops ventricosa//607-3) cu peste 16mg ceara.

Analize privind compozitia stratului de ceara au evidentiat ca acidul gras (acid octacosanoic) este prezent doar la variantele GFU 296,
secara Harkovskaia, B2-98 si F628.

Evidentierea locusului IW2-2D cu ajutorul markerilor moleculari in germoplasma de grau distinge clar genotipurile cerate de cele
necerate din acest studiu.
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Concluz

Evidentierea unei noi variante alelice pentru rezistenta la boli in liniile 613 (F132*3/Aegilops comosa), H22 (F132/Agropyron junceum)
si in varietati de Aegilops speltoides (21-1, 22-2, 125) prin analiza RGA (,,Resistance Gene Analogs”) si secventiere.

Selectia a peste 300 elite grau cu pericarp colorat (violaceu/rosu inchis/”purple”) pentru calitate.

In baza rezultatelor cu privire la continutul in ceara, forma cristalelor si a compozitiei stratului de ceara, a continutului in clorofila si a
rezultatelor moleculare au fost realizate mai multe hibridari intre B2-98, H9Ggri si alte materiale (amfiploizi sintetici si soiuri
moderne).

Linia B2-98 se afla deja in programul de ameliorare a graului.

Celelalte linii evidentiate cu potential de toleranta/rezistenta la factorii de stres si cele pentru imbunatatirea calitatii graului,
deoarece se afla inca in segregare nu au fost predate la laboratorul de ameliorare a graului ci sunt sub observatia echipei proiectului
pentru selectii viitoare a materialelor homozigote.

Aceste rezultate deschid noi perspective de ameliorare a graului pe baza trasaturilor adaptative iar cercetarile privind aceste trasaturi
ar trebui continuate.




