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Rezumat

Productia graului este afectata negativ de o serie de boli al caror impact si raspandire sunt influentate direct de schimbarile climatice.

Ruginile cerealelor determinate de patogenii Puccinia triticina, Puccinia striiformis f. sp. tritici si Puccinia graminis f. sp. tritici precum si septorioza determinata de Zymoseptoria tritici/Mycosphaerella graminicola
reprezinta principale boli ale graului.

Rezistenta durabila a graului la boli reprezinta o componenta semnificativa pentru securitatea alimentara si un obiectiv major al amelioratorilor. Cumularea/piramidarea genelor de rezistenta la boli In noi soiuri de
grau constituie principala strategie pentru imbunatatirea rezistentei graului la boli. In acest studiu au fost analizate 46 de linii de grau (generatia F5 si F6) cu ajutorul markerilor moleculari (ADN) in vederea
selectarii acelor linii de grau In care s-a evidentiat cumularea/piramidarea a doua, trei, patru sau cinci alele de rezistenta la boli ale genelor: Lr34/Yri8//5r57/Pm38/Ltn1/Bdvl, Lr37/Yr17/5r38,

Lr46/Yr29//5r58/Ltn2, Lr68/Ltn4 si Stb16q.

Rezultatele obtinute cu ajutorul markerilor moleculari au evidentiat cumularea/piramidarea in stare homozigota a urmatoarelor combinatii de alele de rezistenta: Lr34+Lr46 (o linie), Lr37+Lr46 (2 linii), Lr46+Lr68
(2 linii). De asemenea, au fost evidentiate combinatii alelice In care au existat si alele In stare heterozigota/heterogena (H): Lr34(H)+Stb16q; Lr37+Lr46(H); Lr34(H)+Lr37+Lr46; Lr37(H)+Lr46+Stb16q;
Lr34(H)+Lr37+Lr68(H); Lr34(H)+Lr37(H)+Lr46+Lr68 (H) si Lr34+Lr37+Lr46+Lr68(H)+Stb16q.

Analize moleculare pe plante individuale din linia de grau ce a prezentat combinatia alelica Lr34+Lr37+Lr46+Lr68(H)+Stb16q au permis selectarea acestei combinatii in stare homozigota.

Acest studiu dovedeste valoarea strategiei de ameliorare a graului bazata pe selectie asistata de markeri ADN, pentru accelerarea obtinerii de noi soiuri de grau rezistente la rugini si septorioza.

Introducere

Ruginile graului (bruna, galbena si neagra) reprezinta o amenintare majora pentru productia de grau la nivel global, inclusiv iIn Romania. Piramidarea sau cumularea genelor de rezistenta la rugini in soiuri noi de
grau reprezinta strategia principala din programele de ameliorare pentru imbunatatirea rezistentei la rugini si a durabilitatii acesteia.

In general exista doua cai de control pentru rugina bruna la grau: chimica si genetica. Rezistenta genetica este reprezentata de doua clase de gene ce confera rezistenta la nivel de plantula (ASR) si rezistenta la
planta adulta (APR), rezistenta partiala, durabila, caracterizata prin dezvoltarea sau cresterea mai redusa si mai lenta a patogenului, fara un raspuns necrotic (efect de tip slow rusting).

Pana in prezent au fost identificate si descrise 82 de gene de rezistenta la rugina bruna. Dintre acestea doar unele gene prezinta efect de tip ,slow rusting” sau APR, gene precum Lr34, Lr46, Lr67 si Lr68. Genele
Lr34 si Lr46 prezinta si efect pleiotropic, conferind rezistenta APR la rugina bruna (LR), rugina galbena (YR), rugina neagra (SR) si fainare (PM).

In cazul septoriozei (STB), pana in prezent, au fost identificate si cartate 22 de gene majore de rezistenta si mai multe QTL-uri. Cu toate acestea, majoritatea acestor gene au spectre inguste de specificitate fatd de
izolatele de Z. tritici, in plus, mai multe cicluri sexuale ale Z. tritici in timpul sezonului de crestere a graului fac ca populatia de agenti patogeni sa fie foarte diversa si complica gestionarea bolii. Genele Stb
individuale cunoscute, cu exceptia Stb19 care nu a fost testata, nu sunt in prezent eficiente impotriva populatiilor de Z. tritici din Europa. Prin urmare, identificarea noilor gene Stb si cumularea acestora, pentru un
management durabil si eficient al STB sunt considerate a fi aspecte cheie pentru gestionarea septoriozei in ameliorarea graului.

Gena Stb16q - localizata pe cromozomul 3DL si originara din Ae. taushii - a oferit un nivel ridicat de rezistenta la izolatele globale atat la stadiile de plantula, cat si la stadiu de plante adulte.

Rezistenta genetica poate reduce pierderile la grau si poate fi selectata prin utilizarea markerilor moleculari. Cu toate acestea, rezistenta genetica este depasita de multe ori, dupa modificari ale virulentei agentului
patogen (aparitia de noi rase). Acest lucru evidentiaza nevoia de: (1) identificare de gene care, singure sau in combinatie, furnizeaza rezistenta cu spectru larg; (2) intelegere a mecanismelor moleculare de actiune
a patogenilor; (3) transferul genelor ce confera rezistenta in soiuri productive sau cumularea rezistentei la boli cu elemente pentru productii mari in noi soiuri.

Obiectiv: Selectia asistata de markeri pentru verificarea introgresiei unor gene de rezistenta precum Lr34, Lr37, Lr46, Lr68 si Stb16q in programul de ameliorare al graului de la INCDA Fundulea.
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Sursa: https://www.glissando.ro/product/rugina-bruna/ Sursa: https://www.bighaat.com/blogs/kb/yellow-rust-in-wheat Sursa: https://www.ars.usda.gov/midwest-area/stpaul/cereal-disease-lab/docs/cereal-rusts/wheat- Sursa: https://www.glissando.ro/product/septorioza-cerealelor/
stem-rust/

Material si metode

Au fost analizate 46 de linii de ameliorare, generatia F5 si F6, obtinute la INCDA Fundulea.

Izolarea ADN s-a realizat din 3 boabe utilizand un protocol de extractie cu tampon pe baza de SDS.

Reactiile de amplificare ADN s-au realizat cu ajutorul a doua Kkituri de PCR: KAPA2G Fast Multiplex Mix (Sigma-Aldrich) si DreamTaq Green DNA ) | o
’ _ o ’ Gena Marker Kit amplificare ADN
Polymerase (Thermo Scientific).
& cpr o e : . . . : : Lr34 Functional - cssfr5
In cazul amplificarii ADN pentru tehnica KASP (Kompetitive allele specific PCR) s-a utilizat master mix-ul KASP-TF V4.0 2X (LGC Biosearch
_ CAPS . |
Techno]ogles)_ Lr37 URIC-LN2,/Dpnll KAPA2G Fast Multiplex Mix
Amplificarile au fost realizate in termocyclerele ABI ProFlex™ 3 x 32-well PCR System si Eppendorf Mastercycler EP Gradient. Lr46 CsL\C,‘igiaql
Separarea produsilor PCR si/sau a fragmentelor obtinute dupa clivare s-a realizat pe geluri de agaroza, colorate cu bromura de etidiu si vizualizate la Lr68 CS7BLNC&PRS/HaeIH DreamTaq Greén DNA Polyrhékase
lumina UV cu sistemul Uvidoc HD6.
Sth16q Cfn80044 (KASP) KASP-TF V4.0 2X Master Mix

Citirea si interpretarea rezultatelor tehnicii KASP s-a realizat cu ajutorul cititorului de placi FLUOstar Omega (BMG Labtech) si a softului
KlusterCaller (LGC Biosearch Technologies).

Rezultate
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In cazul genei Lr34, rezultatele au evidentiat 12 linii ce prezinta alela de rezistents, 6 In stare homozigota si 6 in
stare heterozigota.
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Rezultatele pentru gena Lr37 au evidentiat 19 linii ce prezinta alela de rezistenta, 13 linii homozigote si 6 linii
heterozigote.

In cazul genei Lr46, s-au evidentiat 23 de linii cu alela de rezistents, 6 linii heterozigote si 17 linii cu alela de

rezistenta in stare homozigota. — e = SRR AT S S B e
Pentru gena Lr68, doar in 5 linii s-a observat prezenta alelei de rezistenta, 3 linii heterozigote si 2 linii — — o . — —
homozigote. Stb16q+ |
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Analizele moleculare prin tehnica KASP pentru gena Stb16q au evidentiat prezenta alelei de rezistenta in 3 linii. ;49S & | %
csLV46/Taq]l

De asemenea, rezultatele au evidentiat cumularea/piramidarea in stare homozigota a urmatoarelor combinatii de alele de rezistenta: Lr34+Lr46 (o
linie), Lr37+Lr46 (2 linii), Lr46+Lr68 (2 linii). Totodata, au fost evidentiate combinatii alelice In care au existat si alele in stare heterozigota/heterogena
(H): Lr34(H)+Stb16q; Lr37+Lr46(H); Lr34(H)+Lr37+Lr46; Lr37(H)+Lr46+Stbl16qg; Lr34(H)+Lr37+Lr68(H); Lr34(H)+Lr37(H)+Lr46+Lr68(H) si
Lr34+Lr37+Lr46+Lr68(H)+Stb16q.

Analize moleculare efectuate ulterior pe plante individuale din linia de grau ce a prezentat combinatia alelica Lr34+Lr37+Lr46+Lr68(H)+Stb16q au
permis selectarea acestei combinatii In stare homozigota dupa cum urmeaza: Lr34+Lr37+Lr46+Lr68, Lr34+Lr37+Lr46+Stbl16q si L.Lr37 / Dpnll
Lr34+Lr37+Lr46+Lr68+Stb16q.

Selectia asistata de markeri moleculari (ADN), a genotipurilor aflate In prezent in stare heterozigota, va facilita selectia ulterioara a unui material biologic uniform care va avea In genom mai multe/gene de
rezistenta la boli.

Concluzii

Selectia asistata de markeri moleculari completeaza si accelereaza procesul de obtinere a noi soiuri de grau cu rezistenta la boli prin evidentierea liniilor in care s-a realizat cumularea/piramidarea alelelor de
rezistenta.

Acest studiu prezinta rezultate ce raspund strategiilor ,Pactul Ecologic European” si de la ,,Ferma la Consumator” prin care se solicita reducerea consumului de pesticide.
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