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Abstract

Grain protein content is a complex quantitative trait, being controlled by major and minor genes
located on several chromosomes that can vary among cultivars. Increasing grain protein content to
improve wheat quality and nutritional value may be easier to achieve by using specific molecular markers.

This paper presents the results obtained by analyzing 47 recombinant substitution lines (RSL) for
homologous 7B chromosomes pair of the cultivar Favorit and the breeding line F26-70. As results we found
an association between the trait of interess and SSR marker polymorphism obtained with Xwmc606.

Xwmc606 marker was associated with the percentage of grain protein content, averaged over all
experimental conditions. Xwc606 marker allele derived from parent F26-70 assured, in average, a
higher grain protein content by 0.5 to 0.6 percent units compared with Favorit alleles. On average, the
superiority for grain protein content for the lines carrying the alleles from F26-70 was higher by 0.1
percent units under a poorly nitrogen supply (without additional fertilization).

Although the effect of the locus involved in the control of protein content which is associated with
Xwmc606 marker was strongly influenced by environmental conditions, the results suggested that
Xwmc606 marker may be useful in improving grain protein content, even in poorly nitrogen supply

conditions, by using RSLs or F26-70 genotype as genitors in wheat breeding programs.

Cuvinte cheie: grau, linii recombinante de substitutie, continut in proteine,markeri moleculari, SSR.
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INTRODUCERE

Graul este una din cele mai importante plante de cultura, constituind alimentul de baza
pentru cca 35-44% din populatia globului, fiind folosit la fabricarea painii si a altor
produse alimentare. Ameliorarea graului pentru un continut ridicat in proteine, de care
depinde calitatea de panificatie, s-a dovedit a fi insa un obiectiv mai greu de realizat,
intrucat variaia geneticd pentru acest caracter In germoplasma cultivata este relativ
redusd comparativ cu variatiile cauzate de conditiile de mediu. De asemenea, corelatia
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negativa Intre continutul in proteine din bob si productie face dificila realizarea acestui
deziderat. Totusi, s-au obtinut unele progrese pentru combinarea celor doud insusiri, ceea
ce indreptateste speranta cd prin acumularea treptatd a genelor care contribuie la o
utilizare mai eficientd a azotului, corelatia negativd productie-proteine sia poata fi
depasita.

Au fost identificate surse potentiale de gene pentru cresterea continutului de proteine
din bobul de grau atat printre speciile salbatice inrudite graului, cat si Tn cadrul
germoplasmei cultivate. Astfel, la biotipuri ale speciei tetraploide salbatice Triticum
turgidum var. dicoccoides (genom AABB), un progenitor inrudit al gréaului, s-au
identificat gene pentru continut ridicat de proteine in bob cu localizare pe grupurile
omeoloage 1, 5 si 7 de cromozomi (Levy, 1988, citat de Mesfin, 1999). in acelasi
sens, prin folosirea sistemului genetic SB (deficienta pentru cromozomul 5B) intr-un
program de hibridare Indepartata, s-a reusit transferul unor fractii specifice de gliadine de
la specia hexaploida Aegilops crassa (6x-genom MM DDD?D?), la soiul Favorit, iar
liniile de introgresie derivate s-au evidentiat pentru continutul ridicat de proteine de pana
1a16,3% (Giura, 1982).

In germoplasma de grau comun cultivata la noi in tard s-a remarcat, pentru continutul
ridicat de proteine in bob, linia F26-70, creata la I.N.C.D.A. Fundulea. Aceasta linie a
inregistrat in mod constant valori ridicate ale continutului in proteine, atdt in testarile
efectuate in tara noastra (Ceapoiu si colab., 1978), cat si in testdri internationale
(Kuhr si colab., 1979). in perioada respectiva, linia prezenta un interes deosebit pentru
ameliorare fiind superioard, in privinta productivitatii, soiului american Atlas 66 cea mai
cunoscuta si folositd sursa donoare pentru continutul in proteina pe plan international.

Prin lucrari de analizd genetica, folosind liniile de substitutie intersoi de cromozomi
individuali Favorit/F26-70 s-a reusit identificarea cromozomilor de la F26-70 implicati
atdt in controlul genetic al continutului de proteine, cat si al comozomilor cu rol in
exprimarea Insusirilor de calitate. Daca la soiul Atlas 66 controlul genetic al continutului
in proteina este exercitat de cromozomii 5A si 5D (Moris si colab., 1978), la linia F26-
70 intervin, semnificativ, mai multi cromozomi: 4B, 4D, 5B, 5D. Analizele au evidentiat
si rolul cromozomului 7B in controlul continutului in proteine, al insusirilor reologice ale
aluatului si al unui inflorit mai timpuriu cu 2-3 zile fata de parintele recipient Favorit
(Giura,2003; Giura silttu, 1986; Giura sicolab., 1986).

Ulterior, prin crearea de linii recombinante de substitutie pentru cromozomul 7B
(Favorit/F26-70(7B) si studierea acestora in conditii de camp la I.N.C.D.A. Fundulea
(zile lungi) si la Gatersleben (Germania) in conditii artificiale de zi scurtd, cu si fard
vernalizare, s-a constatat ca infloritul mai timpuriu in conditii de zile lungi de datoreaza
unei gene cu raspuns la fotoperioadd denumitd Ppd-B2 cu localizare pe bratul scurt al
cromozomului 7B (7BS), la 4.4 cM distal fata de locusul microsatelit Xgwm0537 si 20,7
cM proximal fata de locusul XgwmO0255. S-a observat, totodata, ca accelerarea infloritului
se coreleazd semnificativ cu un continut mai ridicat de proteine in bob si aceasta fie
datorata unui efect pleiotropic al genei Ppd-B2, fie ca rezultat al interactiunii a doi loci
strans linkati, unul de raspuns la fotoperioada si celelalt pentru continutul in proteina
(Khlestkina sicolab., 2009).
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Folosind trei populatii dublu haploid, Bogard si colaboratorii (2013) au identificat
pe cromozomii 2A, 2D, 3B, 7B si 7D colocatii de QTL-uri pentru continut ridicat in
proteine si productie de boabe cu efecte antagonice asupra relatiei productie — continut de
proteine si doud regiuni genomice independente, doar pentru continut ridicat in proteine,
pe cromozomii 3A si 5D.

Studii recente (Hwayoung, 2013) au identificat la graul de primavara doua noi
QTVL-uri pentru continutul in proteine pe cromozomii 3B (Barc77) si 5B (Xgwm499).

Tn ultimii ani, ameliorarea asistatd de utilizarea markerilor moleculari permite trierea
sigurd a descendentei pentru genele de interes, inclusiv pentru cele implicate in controlul
genetic al continutului in proteina.

Scopul acestei lucrdri a fost acela de a identifica noi markeri moleculari asociati cu
continutul ridicat de proteine in linii recombinante de substitutie pentru cromozomul 7B,
markeri care sa fie utilizati ulterior in programul de ameliorare a graului.

MATERIAL SI METODA

Tn acest studiu au fost analizate 47 linii recombinante de substitutie create de
Colectivul de Citogenetica Cereale din cadrul .N.C.D.A. Fundulea. Liniile au fost
cultivate in campul experimental al laboratorului de Ameliorarea graului, pe un sol
cernoziomic, in perioada 2005-2008. Experientele au fost amplasate in blocuri
randomizate, cu trei repetitii, suprafata fiecarei parcele fiind de 5 m? atat in conditii de
fertilizare cu 200 kg NH4;NOs/ha, cét si in varianta nefertilizata.

Analizele pentru continut in proteine s-au efectuat cu aparatul ,,Inframatic” (firma
Perten).

Analizele moleculare privind:

- izolarea si purificarea ADN s-au realizat conform protocolului de extractie dupa
Dellaporta (1983). Pentru determinarea concentratieci ADN s-a folosit spectofotometrul
Beckman-Coulter Du Series 700.

- amplificarea PCR-SSR s-a realizat prin utilizarea urmatorilor primeri cu localizare
pe cromozomul 7B: Xgwm43; Xgwm46; Xgwmll2; Xgwm146; Xgwm297; Xgwm302;
Xgwm333; Xgwm344; Xgwm400; Xgwm537; Xgwm577; Xgwm644; Xcfa2106;
Xgpw1054 si Xwmc606.

Reactia de amplificare a ADN s-a realizat ntr-un volum de 25 pl, incluzand
urmatoarele componente in concentratie finala: tampon de reactie concentratie 1x, dNTPs
- 0,2 mM, primeri (forward si reverse) concentratie 0,4uM, MgCl, concentratie 1,5 mM
enzima Taq polimeraza (Promega) - 1U si ADN matrita -100-150 ng.

Probele astfel pregitite au fost supuse urmadtorului program de amplificare
(termocycler GeneAmp PCR System 9700 de la Applied Biosystems): denaturare initiald
la 94°C - 3 minute; urmatd de 36-40 cicluri: 94°C - 1 minut; 55°C, 55, 60 sau 61°C (in
functie de primer) - 1 minut; 72°C - 2 minute si o extensie finala de 10 minute la 72°C.

Evidentierea produsilor PCR s-a realizat prin electorforeza pe gel de agaroza uzuala
(Promega) si ,,High resolution” (Sigma) cu concentratie de 1,5% sau 2% si colorare cu
bromura de etidiu cu vizualizare la combina BioPrint-Vilber Lourmant.
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REZULTATE SI DISCUTII

Dintre cei 15 markeri SSR utilizati pentru analizele la nivel molecular, au prezentat
polimorfism la nivelul périntilor un numar de sase: Xgwm43, Xgwml46, Xgwm400,
Xgwmb37, Xgwm577 si Xwmc606. Testarea moleculard a acestora la nivelul liniilor
recombinante de substitutie pentru cromozomul 7B si compararea polimorfismului ADN
obtinut cu continutul de proteind a permis asocierea markerului Xwmc606 cu acest
caracter (Figura 1).

Favlrzc o]

Favlic 7o

A - liniile cu profil asemanator parintelui Favorit; B - liniile cu profil asemanator parintelui F26-70

Figura 1 —PCR cu markerul Xwmc 606, agaroza HR 2,5%
(PCR with Xwmc606 marker, agarose gel HR2.5% )

Analizand graficul distributiei liniilor privind continutul de proteine, in functie de
alelele markerului Xwmc606, remarcam un excedent de linii cu continut mai ridicat de
proteine, la liniile purtatoare ale alelei parintelui F26-70. Liniile cu cel mai scazut
continut de proteine In bob sunt purtdtoare ale alelei parintelui Favorit. Superioritatea
liniilor care poseda alela de la F26-70 in privinta continutului de proteine in bob s-a
manifestat cel mai pregnant in conditiile anului 2006, atat cu fertilizare cu azot (Figura
2A), cat si fara fertilizare suplimentara (Figura 2B).

In tabelul centralizator pentru media continutului in proteine in functie de
alelele markerului Xwmc606 (Tabelul 1) se poate remarca ca in toti anii de
experienta, atat la fertilizat, cat si la nefertilizat, valoarea medie a continutului de
proteine la liniile cu alela F26-70 a fost superioara celor cu alela Favorit. Acelasi
lucru se observa si in cazul valorii maxime, cu o singura exceptie in anul 2006 la
varianta fertilizata. In cazul valorii minime, aceasta a fost superioard pentru toti
anii §i toate conditiile la liniile care au avut alela F26-70. Tn medie pe toate
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conditiile de experimentare, alela markerului Xwmc606 provenita de la parintele
F26-70 a fost asociata unui continut de proteine Th bob superior cu 0,5-0,6 unitati
procentuale. Tn medie, superioritatea continutului de proteine in bob a liniilor
purtatoare ale alelei de la F26-70 a fost mai mare cu 0,1 unitati procentuale in
conditiile unei aprovizionari mai slabe cu azot (fard fertilizare suplimentara).
Toate acestea sugercaza ca markerul Xwmc606 poate fi util in ameliorarea
continutului de proteine in bob, inclusiv pentru conditiile unei aprovizionari
deficitare cu azot.
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Figura 2 — Distributia LRS privind continutul de proteine in corespondenta cu de alelele markerului
Xwmc606, in conditii de fertilizare/nefertilizare cu azot

(RSL distribution for grain protein content according to Xwmc606 marker alleles, under
ferilized/unfertilized conditions)

Tabelul 1

Continutul mediu in proteine in corespondenti cu alelele markerului Xwmc606
(Average protein content according to Xwmc606 marker alleles)

Valoare medie

Valoare maxima

Valoare minima

Alelamarker| Alela | Alela | Difer- | alela | Alela |[Difer-| alela | Alela | Difer.
Xwmc606 | Favorit | F26-70 Favorit | F26-70 Favorit | F26-70
2005 N 17,2 17,7 0,5 18,4 18,6 0,2 15,8 16,3 0,6
2006 N 13,8 14,2 0,4 15,4 15,0 -0,4 12,9 13,3 0,4
2006 Ng 12,9 13,4 0,5 14,4 14,5 0,1 11,7 12,1 0,4
2007 N 13,7 14,4 0,7 15,5 16,0 0,5 12,2 12,6 0,4
2007N, | 124 | 130 | 06 | 142 | 153 | 12 | 115 12,1 07
>N 14,9 15,4 0,5 16,4 16,5 0,1 13,6 14,1 0,4
> No 12,7 13,2 0,6 14,3 14,9 0,6 11,6 12,1 0,5
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Avand in vedere ca exista, Tn general, o corelatie negativa intre continutul de proteine
in bob si productia de boabe, a fost important sa se analizeze asocierea dintre markerul
Xwmc606 si variatia productiei in diferitele conditii in care au fost experimentate liniile
recombinante pentru cromozomul 7B.

Urmarind cele doud grafice ale distributiei liniilor privind productia, in functie de
alelele markerului Xwmc606 (Figura 3: A - anul 2007, fertilizat si B - anul 2006,
nefertilizat), se poate constata ca distributia celor doua grupe de linii se suprapune in
foarte mare masurd, cu un foarte mic exces al liniilor cu productiile cele mai ridicate la
liniile purtatoare ale alelei de la soiul Favorit, o exceptie de la aceasta regula fiind anul
2006 varianta nefertilizata si anul 2007 varianta fertilizata.
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Figura 3 — Distributia LRS privind productia in corespondenta cu alelele markerului Xwmc606
(RSL distribution for grain yield according to with Xwmc606 marker alleles)

Centralizatorul pentru media productiilor in functie de alele markerului
Xwmc606 (Tabelul 2) confirma faptul ca, in medie, diferenta de productie dintre
liniile purtdtoare ale celor doud alele la markerul Xwmc606 a fost foarte mica,
practic inexistenta la fertilizat si de numai 0,1 t/ha la nefertilizat.

Tabelul 2
Productii medii in corespondenti cu alelele markerului Wmc606
(Average yield according to marker Wmc606 alleles)
Valoare medie Valoare maxima Valoare minima
Alela marker | Alela | Alela | Difer. [ Alela [ Alela | Difer. [ Alela [ Alela | Difer.
Xwmc 606 | Favorit | F26-70 Favorit | F26-70 Favorit | F26-70
2005 N 2,4 2,5 0,1 3,5 3,8 0,3 1,2 1,5 0,3
2006 N 4 3,7 -0,3 49 4,3 -0,6 3,4 3,2 -0,2
2006 Ng 3,6 3,5 -0,1 4,4 3,9 -0,5 2,9 3,2 0,3
2007 N 2,1 2,1 0 2,4 2,6 0,2 1,7 1,7 0,0
2007 Ng 2 1,9 -0,1 2,4 2,2 -0,2 1,6 1,3 -0,3
>N 2,8 2,8 0 3,6 3,6 0 2,1 2,1 0
> No 2,8 2,7 -0,1 3,4 3,1 -0,3 2,3 2,3 0




Identificarea de markeri moleculari asociati continutului ridicat Tn proteine cu localizare 13
pe cromozomul 7B al liniei de grau F26-70

Contrar binecunoscutei relatii negative dintre productie si continutul de proteine din
bob, demonstrate de majoritatea studiilor din domeniu (Triboi si colab., 1996; Triboi
si Triboi-Blondel, 2002), segregarea pentru genele de pe cromozomul 7B
apartinand liniei F26-70 a rezultat in corelatii nesemnificative pentru cei doi ani de
experientd. De aceea, am considerat important s analizam efectul alelelor markerului
Xwmc606 asupra relatiei dintre productia de boabe si concentratia de proteine in bob.

Se poate usor observa ca, in toate conditiile de experimentare, majoritatea liniilor
purtatoare ale alelei de la F26-70 au prezentat abateri pozitive de la linia de regresie care
descrie relatia dintre productia de boabe si continutul procentual de proteine in bob.
Aceastd constatare este valabild inclusiv pentru conditiile In care corelatia dintre cele
doua variabile a fost negativa. Desi liniile cu abateri pozitive fata de regresia productie-
continut de proteine au variat de la o conditie la alta, majoritatea liniilor care au avut un
continut procentual de proteine superior celui asteptat pe baza regresiei au fost purtitoare
ale alelei markerului provenite de la F26-70 (Figura 4: A - anul 20086, fertilizat si B - anul
2007, nefertilizat). Aceasta sugereaza ca selectia pentru prezenta alelei de la F26-70 poate
contribui la cresterea frecventei liniilor cu abateri pozitive fatad de regresia productie-
continut de proteine, capabile s acumuleze in bob cantitati de proteine superioare celor
ce pot fi asteptate pe baza relatiei cu productia de boabe.

Pentru a verifica daca locusul implicat in controlul continutului de proteine in
bob si asociat cu markerul Xwmc606 este asemanator cu cel identificat de
Khlestkina si colaboratorii (2009), am analizat asocierea dintre acest locus si
data inspicatului, ca indicator al precocitatii.
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Legenda: rosu - linii purtatoare ale alelei provenind de la parintele F26-70 cu valori superioare acestuia;
mov - linii purtatoare ale alelelei provenind de la parintele F26-70;
negru - linii purtatoare ale alelei provenind de la parintele Favorit.

Figura 4 — Relatia dintre productie si concentratia de proteine dependent de alelele markerului Xwmc606,
in conditii de fertilizat (A) si nefertilizat (B)
[Grain yield-grain protein content relationship based on Xwmc606 mark er alleles, fertilized (A)
and unfertilized conditions (B)]
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Dupa cum se poate observa (Figura 5: A — 2006, fertilizat si B — 2007, fertilizat) exista
un excedent de forme cu inspicare timpurie in cadrul liniilor purtatoare ale alelei de la
F26-70 pentru markerul Xwmc606, fata de liniile purtatoare ale alelei de la Favorit.
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Figura 5 — Distributia LRS privind precocitatea, in functie de alelele markerului Wmc606
(RLS distribution for earliness according to Wmc606 marker alleles)

In medie, liniile purtitoare ale alelei de la F26-70 pentru acest marker au
Tnspicat cu aproape 2 zile mai devreme in experientele fertilizate, dar au inspicat
concomitent cu liniile purtatoare ale alelei de la Favorit in experientele
nefertilizate. Pe aceasta baza se poate afirma ca markerul Wmc606 este asociat cu
data inspicatului, alela provenita de la F26-70 corespunzand unei inspicdri mai
timpurii, in conditii normale de vegetatie (Tabelul 3).

Tabelul 3
Data medie a inspicatului in functie de alelele markerului Wmc606
(Average heading date and marker alleles of Wmc606)
Valoare medie Valoare maxima Valoare minima
Alelamarker | Alela | Alela |Per-| Alela | Alela | DTl | ajela | Alela |Difer:

Xwmc606 Favorit| F26-70 Favorit | F26-70 Favorit | F26-70
2005 N 136 133 -3 137 136 -1 131 131 0
2006 N 138 137 -1 138 138 0 136 136 0
2006 N 137 137 0 138 138 0 135 136 1
2007 N 158 157 -1 159 158 -1 156 156 0
2007 No 158 158 0 159 159 0 157 156 -1
>N 144 142,3 | -1,7 144.7 144 -0,7 141 141 0
> No 141 139,7 | -0,8 148,5 148,5 0 146 146 0
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CONCLUZII

Dintre markerii folositi in studiul prezent, numai markerul Xwmc606 s-a dovedit a fi
asociat atat cu concentratia de proteine in bob, cat si cu precocitatea. Markerul nu a fost
asociat si cu productia.

Rezultatele acestui studiu argumenteaza folosirea selectiei asistata de markeri
moleculari in lucrdrile de ameliorare vizand transferul genei/genelor pentru continut
ridicat de proteine in bob si precocitate cu localizare pe cromozomul 7BS de la linii
recombinante ori de la linia de ameliorare F26-70, in genofonduri moderne de grau.
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