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Abstract

Wheat grain quality, a trait that affects both food processing quality and nutritional
value, is the decisive factor in measuring the market potential and commercial value of new
wheat varieties.

The “No Apical Meristem” (NAM) gene encodes a NAC transcription factor with a role in
accelerating senescence, increasing the remobilization of nutrients from leaf tissues to
developing grains. Hexaploid wheat has five NAM genes, three paralogs (on chromosomes
2A, 2B and 2D) and two homeologs (on chromosomes 6A and 6D) of which NAM-AL (6A)
has a similar function to NAM-B1 (Gpc-B1 - Triticum turgidum L. subsp. dicoccoides), with
beneficial effects on the nutritional quality of cereals and on baking properties.

In this study, 42 wheat lines were analyzed for allelic variants at the NAM-A1 locus using
KASP markers. The results revealed the presence of three haplotypes, namely Ala, Alc and
Ald. Among these haplotypes, Ald is predominant in the analyzed material, having a
frequency of 71% (30/42), followed by Alc (10%) and Ala (7%). Regarding the protein
content, genotypes with the Ala haplotype presented higher values, with an average of
15.2%, followed by Alc (14.9%) and Ald (14.3%). However, there are lines with Ald
haplotype that have high protein content, suggesting the existence of other factors
influencing this character.

In order to establish the role of the NAM-Al, NAM-B1 and NAM-D1 genes in hexaploid
wheat and their interactions with the environment, further research is necessary to establish
the most favorable allelic combinations specific to each growing environment.

Cuvinte cheie: continut de proteind, grau, KASP, NAM.
Keywords: grain protein content, wheat, KASP, NAM.

'INCDA Fundulea. E-mail: mcincda@gmail.com

Tehnoredactare: Elisabeta BARBU, Catalin SAVIN



102 Daniel Cristina si colaboratorii

INTRODUCERE

Graul (Triticum aestivum L.) joaca un rol cheie in majoritatea tarilor din intreaga
lume, ca sursda majora de proteine vegetale. La nivelul Uniunii Europene cultura graului
reprezintd una dintre cele mai importante culturi avand, in anul 2021, o pondere 45,6%
din suprafata totald cultivata cu cereale. In Roménia, s-a obtinut in anul 2021, 7,5% din
productia totala de grau a Uniunii Europene, situandu-se pe locul patru in ierarhia Statelor
Membre, dupa Franta, Germania si Polonia (https://insse.ro/... productia vegetala la
principalele_culturi_in_anul 2021 0.pdf).

Calitatea boabelor de grau, o trasdturd care afecteaza, atat calitatea procesarii
alimentelor, cat si valoarea nutritiva, este factorul decisiv pentru masurarea potentialului
de piata si a valorii comerciale a noilor soiuri de grau. Prin urmare, imbunétatirea
genetica a trasaturilor legate de calitatea graului a primit o atentie deosebita la scara larga
(Wang si colab., 2018; Lou si colab., 2021). Cu toate acestea, schimbarile climatice
globale modifica climatul regiunilor producdtoare de grau, in special in ceea ce priveste
temperatura si nivelul precipitatiilor, supunand productia si calitatea gréului la un risc
crescut, rezultdind astfel provocdri uriase pentru securitatea alimentara si sandtate
nutritionala (Lou si colab., 2021).

Tn graul hexaploid (Triticum aestivum L.) si graul tetraploid (Triticum turgidum L. ssp
durum), gena ,,No Apical Meristem (NAM)” de la locusul Gpc-B1 (NAM-B1) avand
localizare pe bratul scurt al cromozomului 6BS, codificd un factor de transcriptie NAC cu
rol In accelerarea senescentei, in cresterea remobilizarii nutrientilor din tesuturile
frunzelor in boabele aflate in curs de dezvoltare (Uauy si colab., 2006a; Uauy si colab.,
2006b; Distelfeld si colab., 2012) si astfel, conduce la o cresterea concentratiei de
proteine Tn cereale. Diferite efecte ale genei NAM-B1 au fost evidentiate in functie de
interactiunile dintre genotipuri si combinatiile de mediu. in plus, cinetica optimi a
senescentei poate sa varieze in functie de nivelurile de azot (Distelfeld si colab., 2012),
ceea ce duce la ipoteza ca efectele NAM-B1 pot depinde si de regimurile de fertilizare.

Majoritatea graului cultivat prezintd alela nefunctionald a genei NAM-B1 si, astfel,
caracterizarea sa fiziologicd a Inceput dupa introgresia segmentului cromozomial de la
specia Triticum turgidum L. subsp. dicoccoides ce poarta alela functionald. Cu toate
acestea, graul hexaploid prezinta alte cinci gene NAM, trei paraloage (pe cromozomii 2A,
2B si 2D) si doua omeoloage (pe cromozomii 6A si 6D) dintre care NAM-Al (6A), gena
ce prezintd functie similard cu NAM-B1, cu efecte benefice asupra calitatii nutritionale a
cerealelor si asupra proprietatilor de panificatie (Avni si colab., 2014).

Polimorfismul evidentiat la nivelul genei NAM-Al se datoreaza identificarii a doua
SNP-uri. Primul SNP (SNP-1) a fost identificat in domeniul NAC al genei si este
determinat de inversia C/T. Acest SNP determina substitutia aminoacidului alanind cu
aminoacidul valind in secventa proteicd. Al doilea SNP este determinat de o
insertie/deletie (IN/DEL) A/del ce determind obtinerea unei proteine truncate. Aceste
doud SNP-uri determind o variabilitate geneticd concretizatd prin patru haplotipuri
(NAM-Ala, NAM-Alb, NAM-Alc si NAM-Ald), iar NAM-A1Db este posibil sa fi aparut ca
urmare a recombindrii dintre haplotipurile NAM-Alc si NAM-Ald (Cormier si colab.,
2015). Studii ulterioare (Alhabbar si colab., 2018), efectuate pe soiuri de grau australiene,
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cu scopul de a investiga asocierile dintre eficienta utilizarii azotului si compozitia alelica
a genelor NAM, au evidentiat faptul ca alela nefunctionala NAM-B1 a fost mai sensibila la
nivelurile de azot si a crescut semnificativ eficienta utilizarii azotului (N), ceea ce duce la
o productie mai mare de grau, dar la un continut redus de proteine. in acelasi studiu,
pentru gena NAM-Al, s-a demonstrat asocierea semnificativd cu durata perioadei de
umplere a boabelor de grau. Tn timp ce alela NAM-A1 a fost asociati cu o faza scurtd pana
la moderatd de umplere a boabelor, alelele ¢ si d au fost legate de faza de umplere a
boabelor moderata pana la lunga. Astfel, selectia combinatiilor adecvate ale alelelor genei
NAM poate reprezenta un mecanism de reglare find a duratei fazelor de crestere care
afecteaza relatiile surse de substante (sinteza substantelor) - depozite de substante
(rezerve), ceea ce oferd o oportunitate de a dezvolta soiuri cu eficientd crescutd de
utilizare a azotului pentru anumite conditii de mediu.

Scopul acestui studiu a constat in screeningul unei germoplasme de grdu de toamna
pentru a determina variabilitatea genetica existenta la nivelul genei NAM-AL cu ajutorul
tehnicii KASP.

MATERIAL SI METODE

Materialul biologic a constat din 42 de linii de grau de toamna obtinute la INCDA
Fundulea (tabelul 1).

Analize de calitate

Determinarea parametrilor pentru calitatea boabelor s-a realizat n doi ani, respectiv,
2021 si 2022, si au fost determinati cu ajutorul urmatoarelor echipamente: analizor de
boabe INFRATEC 1241 FOSS, Reomixer si Alveograf Chopin (Marinciu si colab.,
2019).

Analize moleculare

Analizele moleculare pentru detectarea variantelor alelice de la nivelul locusului
NAM-AL s-a realizat cu ajutorul tehnicii KASP (,,Kompetitive allele specific PCR”).

Aceasta tehnicd de genotipare are la baza utilizarea unor oligo-extensii, marcate
fluorescent. Amplificarea KASP se realizeaza cu ajutorul unui mix de reactie ce contine
casete universale FRET (FAM, HEX/VIC), fluorofor (colorant) de referinta pasiv ROX,
Taq polimeraza, nucleotide libere si MgCl, intr-o solutie tampon optimizata (LGC
Bioresearch Technologies).

Primerii utilizati la aceasta tehnica sunt reprezentati de doi primeri forward specifici
fiecarei alele de la nivelul SNP-ului si un primer revers comun. Primerii forward contin la
capatul 5', pe 1anga secventa specifica regiunii de interes, si 0 coadad unica ce corespunde
cu una din casetele universale FRET: coada FAM - GAAGGTGACCAAGTTCATGCT si
coada HEX/VIC - GAAGGTCGGAGTCAACGGATT.
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Reactiile de amplificare ADN pentru tehnica KASP s-au efectuat cu KASP-TF V4.0
2X Master Mix de la LGC Biosearch Technologies. Pe baza recomandarilor
producatorului acestui mix de reactie parametrii termici de amplificare au fost urmatorii:

94°C - 15 min activarea enzimei (Hot-start)

94°C-20s

X 10 cicluri tip touchdown
61-55°C - 60 s (temperatura de annealing scade cu 0,6°C per ciclu)

94°C-20s
55°C-60s

X 26 cicluri

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).

Secventa primerilor (Cormier si colab., 2015):

NAM-6A-SNP1

NAM-6A-SNP1_Fam: GAAGGTGACCAAGTTCATGCTTACCGCCTCACCGACGT
NAM-6A-SNP1_HexC:GAAGGTCGGAGTCAACGGATTACCGCCTCACCGACGC
NAM-6A-SNP1_Com: TGTACGTACCCTCAGAGAGGCT

NAM-6A-SNP2

NAM-6A-SNP2_FamA: GAAGGTGACCAAGTTCATGCTGCGCCACCTCTGGTTTCCA
NAM-6A-SNP2_Hex_del: GAAGGTCGGAGTCAACGGATTGCGCCACCTCTGGTTTCCG
NAM-6A-SNP2_Com: GATTCCAGTTCACGCCGGATACTT

REZULTATE SI DISCUTII
Rezultatele integrale privind calitatea materialului analizat (media valorilor pentru cei

doi ani, 2021 si 2022), cat si cele privind variabilitatea alelica de la nivelul celor doua
SNP-uri ale genei NAM-AL1 sunt prezentate in tabelul 1.
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Tabelul 1
Rezultate moleculare privind variabilitatea genetica la locusul NAM-Al
si indici calitativi la un set de linii de grau de toamna
(Molecular results for genetic variability of NAM-A1 locus
and quality results obtained on winter wheat set lines)
Media valorilor pe doi ani (2021 si 2022)
Haplotipuri . - . Gluten | Indicelede | Tarie | Duritate
Probe |SNP1|SNP2 NAM-AL Prootema Umlodltate Ar’rlldon umed | sedimentare | aluat bob
@) 1 ) OO | o | zeleny(ml) | (3) | (%)
GGEN-1b| T del Ald 14,8 11,3 64,3 37,7 51,3 3250 | 713
GGEN-1c| T del Ald 14,3 11,9 64,7 35,2 47,8 2883 | 64,1
GGEN-2 T del Ald 14,4 11,4 64,5 35,7 50,7 309,6 | 6838
GGEN-3 T del Ald 15,2 11,4 64,2 37,9 49,9 338,8| 491
GGEN-4 T del Ald 14,6 11,5 66,0 36,7 46,6 3256 | 488
GGEN-5 T del Ald 14,5 11,4 65,4 36,3 51,2 319,3| 618
GGEN-6 T del Ald 14,1 11,9 65,8 35,6 46,9 276,7 | 65,7
GGEN-7 T del Ald 13,8 11,6 66,3 34,3 40,6 2849 | 605
GGEN-8 T del Ald 13,9 115 65,2 33,2 41,0 300,2| 58,8
GGEN-9 T del Ald 13,8 11,3 65,5 334 39,3 308,2| 60,7
GGEN-10| T del Ald 13,7 12,3 65,6 32,0 39,1 252,3| 395
GGEN-11| T del Ald 14,6 11,8 66,6 35,9 46,2 301,8 | 46,3
GGEN-12| C H Ala/b 13,5 12,1 66,3 32,4 40,0 261,8 | 58,0
GGEN-13| T del Ald 14,9 11,6 64,3 355 45,8 339,8| 473
GGEN-14| T del Ald 14,2 11,3 65,1 34,9 42,9 2832 | 51,0
GGEN-15| C A Ala 15,1 11,3 64,6 36,6 45,0 3295| 454
GGEN-16| T del Ald 13,2 11,5 65,9 314 339 2831 | 434
GGEN-17| C A Ala 16,3 11,1 62,9 40,1 51,1 3825| 545
GGEN-18| T del Ald 14,4 11,5 65,0 35,5 48,0 322,1| 643
GGEN-19| T del Ald 14,6 115 64,9 36,7 49,3 311,5| 59,9
GGEN-20| T del Ald 15,2 11,2 63,7 37,7 48,0 330,6 | 51,0
GGEN-21| C na na 13,4 12,1 46,6 36,2 42,6 267,1| 457
GGEN-22| T A Alc 15,6 10,4 63,9 39,0 51,4 345,6 | 457
GGEN-23| T A Alc 14,2 10,7 66,8 36,4 43,8 293,0| 595
GGEN-24| T A Alc 15,0 10,7 64,2 37,6 51,3 317,8 | 53,6
GGEN-25| C H Ala/b 16,4 11,8 64,1 42,1 61,4 3458 | 57,1
GGEN-26| T del Ald 12,7 12,4 65,9 30,3 36,9 2599 | 710
GGEN-27| T del Ald 14,9 12,4 62,8 36,9 47,2 3189 | 715
GGEN-28| T del Ald 13,0 12,6 65,3 30,3 36,7 2350 | 549
GGEN-29| T del Ald 13,2 12,6 65,7 31,8 37,6 256,1 | 52,7
GGEN-31| T del Ald 13,4 12,1 65,3 32,3 40,8 2792 | 634
GGEN-32| T del Ald 16,4 12,2 61,8 39,2 55,7 336,7 | 56,1
GGEN-35| T del Ald 14,7 11,3 63,9 36,2 45,6 321,7| 583
GGEN-36| C A Ala 14,2 11,4 65,0 34,7 47,0 2926 | 614
GGEN-37| C H h 15,6 115 62,5 38,7 55,7 331,1| 66,0
GGEN-38| T del Ald 14,1 11,7 65,9 34,9 40,2 275,7| 56,5
GGEN-39| T A Alc 14,7 11,3 65,4 36,4 49,3 3136 | 505
GGEN-40| C H Ala/b 15,0 11,5 64,6 37,0 51,7 314,7| 573
GGEN-41| T del Ald 15,0 11,2 64,6 37,6 52,9 3615| 648
GGEN-42| T del Ald 14,6 12,1 63,8 36,0 52,7 2931| 713
GGEN-43| T del Ald 14,1 11,2 64,6 33,7 41,2 309,4| 537
GGEN-44| T del Ald 14,6 11,4 64,7 354 44,8 288,8 | 43,2
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Analizele moleculare efectuate cu cei doi markeri KASP aferenti SNP-urilor 1 si 2
(figura 1) au evidentiat faptul cd in germoplasma de grau studiata predomina alela T
pentru SNP-1 (81%) si alela cu deletie 1a SNP-2 (71%), rezultand 3 haplotipuri, respectiv,
NAM-Ala, NAM-Alc si NAM-ALd, dar si materiale heterozigote ce sugereazid posibila
prezenta haplotipului NAM-ALD.
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Figura 1 — Rezultatele analizei KASP pentru cele doua SNP-uri (rosu = alela de tip HEX;
albastru = alela de tip FAM; verde = heterozigot/heterogen; negru = proba de control fara ADN)
[KASP results for NAM-SNP1 and NAM-SNP2 (red = HEX-type allele;
blue = FAM-type allele; green = heterozyous/heterogen; black dots represent non-template control)]

Dintre aceste haplotipuri, NAM-Ald a fost haplotipul cel mai prezent Tn materialul
studiat, fiind evidentiat Tn 30 de linii de grau (71%), urmat de haplotipul NAM-Alc (10%)
si NAM-Ala (7%) (tabelul 2) si material heterozigot la nivelul SNP-ului 2 (10%).

Tabelul 2
Frecventa haplotipurilor genei NAM-AL (6A) in germoplasma de grau analizata
[NAM-A1 (6A) haplotype frequency in wheat germplasm used in this study]

Haplotip SNP-1 SNP-2 Frecventa haplotip (%)
NAM-Ala C A 7
NAM-Alb C Del Nedetectat
NAM-Alc T A 10
NAM-Ald T Del 71
Heterozigot CIT A/Del 10
Nedeterminat C NA* 2

In ceea ce priveste indicii calitativi, s-a observat faptul ci genotipurile ce prezinti
haplotipul NAM-Ala prezinta valori superioare pentru continutul de proteine (medie
15,2%) si taria aluatului (334,8) fatd de celelalte genotipuri ce prezintd haplotipurile
Alc (14,9% proteind; tarie aluat 317,5) si Ald (14,3% proteind; tarie aluat 301,2).
Genotipurile cu haplotipul NAM-Alc prezinta, in medie, valori mai mari decét celelalte
doud variante pentru amidon, gluten si indicele Zeleny, in timp ce genotipurile cu
haplotipul Ald prezinta valori superioare pentru duritatea boabelor (tabelul 3).
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Tabelul 3
Haplotipurile genei NAM-AL si mediile datelor fenotipice
(NAM-A1 haplotypes and average phenotypic data)
Medii pe doi ani (2021-2022)

Haplotip Nr. . - . Gluten | Indicele de | Tarie | Duritate
NAM-A1 | genotipuri Pr(()(f/:;na Um(loi]l)tate Ar(r;)cj)on umed | sedimentare | aluat bob
(%) | Zeleny(ml) | (J) (%)
Ala 3 15,2 11,3 64,2 37,1 47,7 334,8 53,8
Alc 4 14,9 10,8 65,1 37,3 48,9 317,5 52,3
Ald 30 14,3 11,7 64,9 35,0 45,0 301,2 57,7

In ceea ce priveste continutul de proteine al genotipurilor cu varianta NAM-Ald s-a
observat ca acesta a variat intre 12,7 si 16,4. Tn studii similare, aceastd varianta a fost
evidentiatd Tn mod preponderent in elitele europene moderne sugerand ca haplotipul ar fi
fost selectat n procesul de ameliorare (Cormier si colab., 2015). De asemenea, analiza
unei colectii de baza de la nivel mondial, a evidentiat ca varianta consideratad functionala,
NAM-Ala, se gaseste in principal 1n varietati din Nepal (21 din 23 de genotipuri), China
(8 din 16 genotipuri) si Japonia (7 din 12 genotipuri). Mai mult, liniile/soiurile care poarta
haplotipul NAM-Ala sunt in mare parte grau de primavara. De asemenea, studiul unei
colectii de elite a evidentiat prezenta alelei Ala in elitele cu o calitate superioarda de
panificatie (Cormier si colab., 2015).

Screeningul unor soiuri de grau de primavara, din Rusia, pentru variantele alelice ale
genei NAM-A1 a indicat ca 60% dintre soiurile analizate contineau alela NAM-Alc,
urmata de NAM-Ald (33%) si alela NAM-Ala (5%). Soiurile cu alela NAM-Ald au
prezentat un continut de proteine semnificativ (p < 0,01) mai mic decat cele cu NAM-Alc
si NAM-Ala si nu au fost observate diferente semnificative intre alelele evidentiate la
locusul NAM-A1, atét pentru greutatea boabelor per spic, cét si pentru masa a o mie boabe
(Leonova si colab., 2022).

Un alt studiu, efectuat de Yang si colab. (2018), demonstreaza cd prezenta alelei
nefunctionale NAM-B1 este legata de intarzierea senescentei frunzelor, Tnsemnand o
perioada mai lunga de umplere a boabelor si, in general, o eficienta de utilizare a azotului
mai mare. Pe de alta parte, studiul lor a evidentiat si faptul ca alela functionala NAM-B1
si alela NAM-Ala au fost asociate cu o perioadd mai scurtd de umplere a boabelor, ceea
ce le face utile in regiunile cu un sezon de precipitatii scurt, cum ar fi Australia de Vest.

De asemenea, au observat o corelatie negativa intre alela NAM-B1 nefunctionala si
continutul de proteine din soiurile analizate. In schimb, prezenta alelei functionale NAM-B1
s-a corelat cu un continut mai mare de proteine. Compozitia alelicd a genei NAM-A1 a fost,
de asemenea, puternic asociatd cu tipurile de maturitate. Soiurile cu alele NAM-Ala si b
au demonstrat maturitate timpurie pana la mijlocie, in timp ce soiurile cu alele NAM-Alc
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si d au prezentat maturitate medie pana la tarzie la acelasi fond genetic (nefunctional) al
alelei NAM-B1. Selectia de combinatii specifice de alele NAM-1 ofera o oportunitate de a
dezvolta noi soiuri cu eficienta ridicata a utilizarii azotului pentru medii tinta.

Totodata, sunt necesare abordari privind rolul si variabilitatea genetica a genei NAM-D1,
in vederea stabilirii precise a rolurilor genelor NAM-A1l, NAM-B1 si NAM-D1 in gréul
hexaploid si a interactiunilor acestora cu mediu. Astfel, se poate stabili combinatia alelica
favorabila specifica unui mediu.

CONCLUZII

Din totalul de 42 de linii de grdu cu diferite fonduri genetice caracterizate pentru
variantele alelice ale genei NAM-A1 s-a constatat c varianta alelici NAM-Ald predomina
Tn materialul analizat.

Piramidarea alelelor NAM-A1 si -B1, care sunt asociate cu continut ridicat de proteina,
in noi soiuri/linii este realizabila cu ajutorul selectiei asistate de markeri.
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