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REPERELE CONCEPTUALE ALE CERCETARILOR

Actualitatea temei. In ultimii 50 ani, cresterea productivititii porumbului este
determinata la nivel de 45-55% de implementarea noilor hibrizi [1] ce manifesta inalte
capacitati de productie si rezistentd la factori nefavorabili de mediu [3]. Traditional, hibrizii
sunt creati prin incrucisarea liniilor consangvinizate, homozigote care la randul lor se obtin la
autopolenizatea plantelor selectate timp de 6-10 generatii [25].

Una din noile metodologii de producere a liniilor homozigote de porumb, reprezinta
tehnologia liniilor dublu haploide (DH) [30, 32]. Producerea liniilor DH din germoplasma
heterozigota este un proces ce implica 2 generatii: 1 — haploida, indusa din plantele diploide
(garnitura de cromozomi a acestora fiind redusa la jumatate); 2 — diploida, obtinutd prin
dublarea setului haploid de cromozomi, fiecare cromozom obtinand astfel o copie identica.
Planta diploida rezultata, numita dublu haploida este homozigota la nivel de 100%, deoarece
in fiecare pereche de cromozomi, unul este copia identica a celuilalt. Prin urmare, homozigotia
completd este produsd in 2 sezoane de vegetatie, spre deosebire de metoda traditionala care
necesita autopolenizari recurente pe o durata indelungata de timp [13, 23, 30].

Descrierea situatiei in domeniu si identificarea problemelor de cercetare. Obtinerea
haploizilor a devenit posibila datorita crearii liniilor cu capacitate specifica de inducere in vivo a
dezvoltarii embrionilor haploizi in rezultatul incrucisarii cu plantd diploida (normald). Numarul
de haploizi din descendenta totald de boabe reprezinta ,,rata de inducere a haploizilor” de catre
inductorul utilizat [23, 30]. Abilitatea inductorilor pentru haploidie in vivo la porumb prezinta
un caracter care raspunde la selectie si, totodatd, oferd largi oportunitati la crearea noilor linii in
ultimele trei decenii. Un aspect esential al tehnologiei DH la crearea liniilor homozigote,
constituie sistemul de diferentiere a boabelor sau plantulelor haploide [23]. In scopul facilitarii
capacitatii de identificare a boabelor haploide, in inductori au fost integrate gene dominante ce
regleaza sinteza antocianului in tesuturile embrionare si endospermale, planta integra la diferite
faze de dezvoltare [17, 24, 27, 29]. Pentru eficientizarea si accelerarea obtinerii liniilor
homozigote prin tehnologia DH, sunt necesare metode ce ar permite: 1) consolidarea sistemului
de gene marker al inductorilor care sa permita evidentierea exacta a haploizilor la diferite faze de
dezvoltare din diverse tipuri de germoplasma, fara eforturi si cheltuieli financiare semnificative;
2) ameliorarea caracterelor cantitative si calitative ale liniilor inductoare de haploidie; 3)
restabilirea fertilitdtii masculine la un numar cit mai mare de plante; 4) diminuarea actiunii
reprimante a agentului de dublare a numarului de cromozomi asupra viabilitatii plantei; 5)

reducerea cheltuielilor pentru obtinerea liniilor DH.
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In legiturd cu cele mentionate, scopul lucrdrii a constat in eficientizarea tehnologiei de
creare a liniilor homozigote prin explorarea fenomenului de inducere a haploizilor materni la
porumb (Zea mays L.).

Obiectivele tezei:

- majorarea ratei de inducere a haploizilor;

- consolidarea sistemului de gene marker, pentru eficientizarea procesului de

identificare a haploizilor la diferite faze de dezvoltare din varietati diverse de porumb;

- ameliorarea caracterelor cantitative la inductorii de haploidie (indltimea plantei,
lungimea paniculului, durata infloririi panicului, cantitatea de polen, rezistenta la
cadere, boli si vatamatori) ce influenteaza semnificativ numarul de incrucisari;

- elucidarea mecanismelor de inducere a haploizilor;

- optimizarea tehnicii de dublare a numarului de cromozomi la plantele haploide prin
utilizarea inhibitorului mitotic — colchicina.

Metodologia cercetarii stiintifice. Cercetarile iIn domeniul investigat au inclus:
selectarea materialului initial pentru crearea liniilor inductoare de haploizi, hibridari,
autopolenizari, selectari individuale [13]; elaborarea conceptului pentru crearea sistemului de
gene marker in scopul identificarii exacte a haploizilor [12, 17, 18]; observatii fenologice,
masurari biometrice; optimizarea procedeului de dublare a numarului de cromozomi [2, 21];
analize statistice ale datelor obtinute [28, 36] in pachetul de soft STATISTICA 7.

Noutatea stiintifica a rezultatelor. Pentru prima data s-au creat linii cu rata de inducere a
haploizilor de 10-15% care detin un sistem eficient de gene marker al antocianului (R1-nj, B1,
PI1), expresia cdrora permite identificarea exactd a haploizilor la diferite faze de dezvoltare a
genotipurilor de porumb, iar caracterele cantitative ameliorate ale liniilor favorizeaza efectuarea
unui numar mare de Incrucisari.

Importanta teoreticAi a lucrarii. Rezultatele obtinute referitor la analiza
heterofertilizarii, capacitatii gametofitului masculin de a induce dezvoltarea diferitelor variante
de boabe, influenta perioadei de polenizare a stiuletilor contribuie la explicarea mecanismului de
formare a haploizilor prin utilizarea liniilor inductoare de haploidie la porumb.

Problema stiintifica solutionati consta in fundamentarea stiintifica a conceptului de
eficientizare a tehnologiei de creare a liniilor dublu haploide in vederea explorarii dirijate a
sistemului de gene marker al sintezei antocianului, sporirii performantei caracterelor cantitative

si optimizarii procedeului de dublare a numarului de cromozomi, fapt care a contribuit la



majorarea randamentului de obtinere a genotipurilor haploide si reducerea termenului de creare a
liniilor homozigote de porumb.

Valoarea aplicativa. Liniile LHI pot fi utilizate in procesul de obtinere a haploizilor
materni din diferite genotipuri de interes genetic si ameliorativ. Pentru restabilirea fertilitatii, a
fost optimizat procedeul de dublare a cromozomilor la plantulele haploide cu colchicina direct in
conditii de camp.

Rezultatele stiintifice principale inaintate spre sustinere:

- capacitatea de inducere a haploizilor de catre inductorii creati in baza liniilor

inductoare Stock 6, ZMS, MHI;

- controlul genetic al capacitatii de inducere a haploizilor de porumb;

- consolidarea sistemului genetic de gene marker al antocianului la porumb;

- crearea liniilor DH/homozigote de porumb prin implicarea inhibitorului mitotic

(colchicina).

Implementarea rezultatelor stiintifice: liniile inductoare de haploizi materni se
utilizeaza in programele de ameliorare ale Institutului de Fitotehnie “Porumbeni” si IGFPP al
ASM.

Aprobarea rezultatelor stiintifice. Rezultatele investigatiilor au fost prezentate la
sedintele Consiliului Stiintific al Institutului de Genetica, Fiziologie si Protectie a Plantelor al
ASM (2008, 2009, 2010); Conferinta nationald cu participare internationala: "Probleme actuale
ale Geneticii, Fiziologiei si Ameliorarii Plantelor" (Chiginau, 2008); Congresul al IX-lea
International al Societdfii Stiintifice a Geneticienilor si Amelioratorilor din Republica
Moldova" (Chisinau, 2010); Conferinta ,,Genetica si fiziologia rezistentei plantelor” (Chisinau,
21 iunie, 2011); Simpozionul Stiintific International (100 ani de la nasterea distinsului savant si
om de stat Mihail Sidorov) (Chisinau, 2014); Congresul al X-lea International al Geneticienilor
si Amelioratorilor din Republica Moldova, Chisinau, 28 iunie — 1 iulie 2015.

Cercetarile prezentate in lucrare au fost realizate in cadrul proiectului pentru tinerii
savanti ,,Elaborarea metodelor eficiente de dublare a numarului de cromozomi la plantele
haploide de porumb” 09.819.04.04A (2009-2010) (ASM, Republica Moldova) si proiectului
institutional ,,Elaborarea tehnologiilor genetice de creare a soiurilor si hibrizilor valorosi de
culturi agricole, cu potential ereditar inalt pentru caracterele de productie, calitate si rezistenta”
11.817.04.10A (2011-2014).

Publicatii la tema tezei. Rezultatele cercetarilor sunt prezentate in 9 lucrari stiintifice (5

fara coautori), inclusiv 3 — in reviste recenzate nationale, 1 — revista internationala, 1 — 1in
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culegeri stiintifice nationale, 1 — 1n culegeri stiintifice internationale, 3 — teze la
conferinte/congrese nationale cu participare internationala.

Volumul si structura tezei. Teza este redactata pe 136 pagini (112 — text de baza) si
constd din adnotari, introducere si 3 capitole, dintre capitolul 1 prezintd analiza situatiei in
domeniul tezei, 2 — materialul si metodele de cercetare, 3 — partea experimentald a tezei care
include datele obtinute si discutia acestora; concluzii generale si recomandari; bibliografie;
anexa.

Cuvinte-cheie: porumb, tehnologii, inductori, haploizi, gene marker antocianice,

dublarea numarului de cromozomi, linii dublu haploide, linii homozigote.

CONTINUTUL TEZEI
1. FENOMENUL DE HAPLOIDIE - EXPLORAREA iN GENETICA SI
AMELIORAREA CULTURILOR AGRICOLE
Compartimentul prezintd o sinteza a datelor acumulate din literatura de specialitate
privind istoricul si clasificarea haploizilor; metodele de inducere a haploizilor; procedeele de
majorare a frecventei haploizilor; aparitia si crearea noilor linii cu capacitate de inducere a
haploizilor, aspectele genetice ale fenomenului de inducere a haploizilor, metodele de dublare a
cromozomilor la haploizi, domeniile de utilizare a plantelor haploide si dublu haploide; rolul

tehnologiilor DH la crearea liniilor homozigote de porumb.

2. MATERIAL SI METODE DE CERCETARE

Cercetarile s-au efectuat in cadrul laboratoarelor Genetica aplicata si Genetica rezistentei
plantelor ale Institutului de Genetica, Fiziologie si Protectie a Plantelor al ASM pe parcursul
anilor 2008-2014, in conditii de cAmp si de laborator. In calitate de material initial pentru
cercetare au servit populatiile hibride create prin incrucisarea a trei linii inductoare de haploizi la
porumb — Stock 6, ZMS si MHI. Intre inductorii initiali, timp de doua sezoane s-au efectuat
hibridari dupa urmatoarea schema: anul I: Stock 6 x ZMS, Stock 6 x MHI, MHI x ZMS; anul 1I:
(Stock 6 x ZMS) x MHI, (Stock 6 x MHI) x ZMS, (MHI x ZMS) x Stock 6. Ca rezultat s-au
creat trei combinatii hibride cu raportul de germoplasma 50%(25x%25). Aprecierea capacitatii de
inducere a haploizilor s-a efectuat prin implicarea inductorilor de diferite generatii in incrucisari
cu donorii (forme materne din care s-au obtinut haploizii). In cazul familiilor Fs si Fy4, rata de
inducere a haploizilor s-a determinat pentru fiecare planta inductor cu caractere valoroase in mod
individual prin incrucisari planta donor x planta inductor. Determinarea capacitatii inductoare a

liniilor Fs si Fg s-a realizat la nivel de familie. Totalitatea plantelor cu caractere calitative si
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cantitative valoroase atestate intr-un singur rdnd au format o familie, iar incrucisarile s-au
realizat la nivel de plantd donor x familie inductor. In scopul vizat, in calitate de donori s-au
utilizat populatiile sintetice SPCy4, SAC3, SPC4 X SACs, diferiti hibrizi — Debiut si hibrizi oferiti
cu amabilitate de cercetatorii Institutului de Fitotehnie ,,Porumbeni”. Frecventa haploizilor s-a
determinat la faza de boabe uscate in baza expresiei genei marker R1-nj. In descendenta Fg s-a
analizat expresia genelor B1 si PI1 la plantule de 3-4 zile, obtinute ca rezultat al incrucisarii
donorilor cu diferiti inductori. Pentru aceasta, cariopsele au germinat in termostat la temperatura
de 26°C pana la aparitia sistemului radicular. Plantulele hibride ce au mostenit markerii de la
polenizator, poseda sistem radicular pigmentat, spre deosebire de haploizii dezvoltati din ovule
nefecundate, fara pigmentarea acestuia. Gradul de intensitate a pigmentarii antocianice a
embrionului si endospermului controlatd de gena marker R1-nj s-a stabilit in scara de 5 trepte: 4
— puternic, 3 —mediu, 2 —slab, 1 — foarte slab, 0 — lipsa pigmentatiei.

Pentru obtinerea liniilor DH de porumb, s-a optimizat procedeul de dublare a numarului
de cromozomi cu colchicina la plantele haploide. Ca material s-au utilizat plantule haploide de 3-
4 zile n(MK109), n(Rf7 x Ky123) obtinute prin incrucisarea donorilor MK 109 si Rf7 x Ky123
cu liniile inductoare de haploizi. Administrarea colchicinei in concentratiile 0,03; 0,06 si 0,12%
s-a realizat la nivelul zonei de crestere a plantulelor de 3-4 zile, durata de tratare constituind 12 si
24 ore. In conditii de camp s-au aplicat diferite procedee: ,, gaurire” — penetrarea plantulei cu un

’

fir de ata la nivelul zonei de crestere; ,, tivitura” — tivirea zonei de crestere — in ambele cazuri
capetele atei cu lungimea de 4-5 cm fiind introduse 1n eprubetd cu solutie de colchicina;
,,absorbtie” — similar primului procedeu, diferenta constand 1in pastrarea integritatii zonei de
crestere a plantulei. In conditii de laborator boabele au fost germinate, iar la coleoptilul de circa
4 cm s-a inldturat partea superioara, plantulele fiind introduse in solutie de colchicina de 0,06% +
DMSO de 0,5% pentru 12 ore, dupa care au fost plantate in camp [21]. Eficacitatea metodelor de
dublare a numarului de cromozomi s-a determinat conform numarului de plante cu panicul fertil
care dupa autopolenizare formeaza boabe.

Ca baza a oricarei metode genetico-biometrice de studiu serveste modelul matematic, in
care sunt simplificate supozitiile despre influenta factorilor ereditari si de mediu, interactiunilor
acestora asupra caracterului cercetat, dar si posibilelor efecte ale actiunii cercetatorului asupra
factorilor mentionati [28]. Datele obtinute au fost prelucrate statistic in baza analizelor variantei
(X — media aritmeticd; my — eroarea medie; Sy, — eroarea totala (%), o — deviatia standard; V —
coeficientul de variatie (%). Autenticitatea deosebirilor s-a stabilit 1n baza testului t, la nivelul

de probabilitate p <0,05; p <0,01; p <0,001. S-au efectuat, de asemenea, analiza bifactoriala a
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variantei [15]; analize clusteriene prin construirea dendrogramelor de distributie — metoda
ierarhica si prin metoda k-mediilor — metoda centroida, frecvent aplicate in cercetarile biologice
[11, 31, 36]; analiza corelationala a factorilor (gradul si orientareca dependentei) si regresionala
(ecuatia matematici a dependentei). In scopul elucidarii particularitatilor de repartitie a plantelor
in clase fenotipice au fost utilizate histogramele - frecvenfele de distributie, un avantaj
incontestabil al carora constd in oportunitatile de stabilire usoara a tendintelor de schimbare a
parametrului cercetat, centrului, diapazonului/variabilitatii si formei de distributie a valorilor
[14]. Frecventa haploizilor (%) s-a calculat conform formulei: [num.boabelor haploide/ num.total
boabe] x 100%. Analiza statistici a datelor obtinute s-a efectuat in pachetul de soft
STATISTICATT.

3. INDUCEREA HAPLOIDIEI IN VIVO — EFICIENTA NOILOR LINII
INDUCTOARE SI CREAREA LINIILOR HOMOZIGOTE DE PORUMB
(Zeamays L.)
3.1.Tehnologia de creare a liniilor inductoare de haploizi materni

In scopul credrii noilor inductori eficienti, s-au utilizat trei combinatii obtinute prin
hibridarea liniilor Stock 6, ZMS si MHI. Pentru aceasta s-a propus ameliorarea: 1) capacitatii de
inducere a haploizilor; 2) caracterelor calitative — manifestarea fenotipica a genelor marker; 3)
caracterelor cantitative — inaltimea plantei, lungimea paniculului, durata infloririi, cantitatea de
polen, rezistenta la cadere.

Imbundtitirea capacititii de inducere a haploizilor. Pornind de la descendenta F; in
combinatiile hibride s-au efectuat selectari individuale si autopolenizari ale formelor cu expresie
pronuntatd a genelor marker ale antocianului, valori maxime ale parametrilor morfologici si cu
eficienta de inducere nalta (minimum 9%) a haploizilor. Genotipurile haploide s-au selectat in
baza manifestarii fenotipice a genei marker R1-nj [24, 29] ce determina pigmentarea antocianului
in stratul aleuronic si scutelum la faza de coacere tehnica a boabelor. Ca rezultat al incrucisarii
donorului cu inductorul, conform expresiei genei R1-nj, boabele s-au diferentiat in:

» hibride — ca rezultat al fecundarii duble - nucleului central si ovulului, se dezvolta
boabe cu endosperm triploid si embrion diploid, gena R1-nj determinand pigmentarea
stratului aleuronic si a scutelumului,

» haploide — in urma fecundarii doar a nucleului central si dezvoltarii endospermului
triploid, gena R1-nj determina pigmentarea stratului aleuronic, in timp ce embrionul

haploid matern ramane nepigmentat.



» materne — ca consecintd a Contamindrii cu polen propriu, se obtin boabe fard

pigmentatia endospermului si embrionului.

Descendenta F3 (a.2008). Din 458 plante, 80 au fost selectate pentru autopolenizare si
implicate in incrucisari cu donorul — populatia sinteticd SPC,4. Frecventa haploizilor a inregistrat
valori 1n limitele 1 - 13,4%, genitorul MHI demonstrand un randament de 6,3%. Din totalul de
plante autopolenizate, 8 descendenti: F317, F324, F325, F330, F340, F341(1), F341(2), F343 in
incrucisarile cu donorul au demonstrat o capacitate inaltd de inducere a plantelor haploide, rata
acestora fiind 9,1-13,4%.

Frecventa de inducere a haploizilor manifestata de formele selectate a depins in mare
masurd de raportul de germoplasma al combinatiei hibride din care fac parte. Dupa cum s-a
mentionat, comparativ cu alte 2 linii initiale — Stock 6 si ZMS, linia MHI poseda cea mai inalta
capacitate de inducere a haploizilor. Liniile F3 17, F3 24, F325, F3 30, F340 F341(1), F341(2) au
provenit din combinatia MHI x (Stock 6 x ZMS), iar F3 43 — din combinatia ZMS x (Stock 6 x
MHI). Din combinatia Stock 6 x (MHI x ZMS) nu s-a selectat nici o forma cu caractere
calitative si cantitative valoroase [6].

Descendenta F, (a.2009). Din 470 plante analizate, pentru autopolenizare s-au selectat
174, ulterior implicate in Incrucisari cu populatia sintetica SPC4xSAC3;. Frecventa haploizilor a
inregistrat valori cuprinse in intervalul 1-14,8%. MHI a prezentat un randament de inducere de
6,5%. Ca rezultat, au fost identificate 11 forme din combinatia MHI*(Stock 6xZMS) — F4 7, F4
8, F49-1, F49-2, F4 9-3, F440-1, F, 40-2, F442-1, F4 42-2, F444-1, F4 44-2 ce au indus haploizi In
populatia SPC4xSACj3cu frecventa de 9,2-14,8%, media lotului constituind 11,2%.

Descendenta Fs (a.2010). Au fost selectate pentru autopolenizare 21 familii din 45
analizate, si implicate in incrucisari cu populatiile sintetice SPC4xSAC; SAC; si hibridul
MK 109xKy123. In combinatie cu populatia SPC4xSAC3, 12 familii Fs au manifestat o capacitate
de inducere 1nalta: 9,5-13,5, in timp ce MHI a indicat o rata de 6,8% [6, 30]. Cu exceptia formei
Fs 43, toate celelalte au prezentat diferente cu suport statistic (p<0,05) in raport cu martorul.
Astfel, familiile F5s 19; Fs 20 si Fs 36 cu capacitate de inducere a haploizilor de 13,0; 12,2 si
12,4%, respectiv, au demonstrat o eficientd mult mai Tnaltd, comparativ cu MHI. Familiile F5 21
si F5 39, la obtinerea boabelor haploide din populatia SPC4xSAC3 au prezentat un randament de
13,5 si 13,0%, respectiv. S-au identificat 6 familii de inductori ce au demonstrat o capacitate de
inducere inalta: 9,1-11,2% in incrucisarea cu populatia SAC; si care au depasit semnificativ
(p<0,05) inductorul MHI, cele mai performante fiind Fs 38, Fs 35, Fs 20, cu un randament de

10,7; 10,8 si 11,2%, respectiv. Un alt donor utilizat la estimarea capacitatii de inducere a
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haploidiei de catre familiile Fs a fost hibridul MK109xKy123. Din totalul de familii analizate,
doar Fs21 si F523 au prezentat un randament mai mare de 9%, aceste familii inducand haploizi
Ccu rata de 10,2 si 10,3%, astfel demonstrandu-se o eficientd mai pronuntata in raport cu MHI
(4,7+0,4%). Desi capacitatea de inducere a haploizilor, in primul rand, depinde de genotipul
utilizat ca polenizator, germoplasma donorului poate influenta randamentul de obtinere a
haploizilor [22, 27, 32], influenta formei materne fiind constatata si pentru alte gene mutante la
porumb [4]. Estimarea frecventei haploizilor pe fundalul donorilor SPC4xSAC3; SAC; si
MK109xKy123 au confirmat acest lucru.

Testarea familiilor Fs cu privire la inducerea haploizilor pe fundalul donorilor
SPC4xSAC3, SAC3 si MK109xKyl123 a demonstrat, ca 3 dintre acestea — Fs 21, F5 23 si Fs5 20
(ultima testatd doar pe primele 2 fondaluri) au manifestat o capacitate de inducere de 10,2-
11,7%, mult mai avansata comparativ cu martorul MHI (5,53%). Familia F5 21 in incrucisarile cu
populatiile SPC4xSACs, SAC3 si hibridul MK109 x Kyl23 a demonstrat o capacitate de
inducere de 11,26%, iar Fs 23 — 10,2%, respectiv. De asemenea si familia F5 20 a demonstrat
eficientd inaltd in combinatiile cu populatiile SPC4xSAC3 si SAC3 — 10,2-11,7%, mult mai
avansata comparativ cu martorul MHI (5,53%) (Figura 3.1).
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Fig. 3.1. Capacitatea familiilor Fs de inducere a haploizilor la incrucisarea cu populatiile sintetice
SPC4xSACs3, SACs si hibridul MK109xKy123.

Pe orizontala: 1 — MHI (martor), 2 - F5 21,3 —F5 23,4 — F5 20.

Deci, formele Fs in raport cu cel mai bun genitor — MHI (5,5%), au manifestat o
capacitate de inducere a haploizilor semnificativ majorata. Pe langa aceasta, unele familii induc
eficient haploizi, independent de fundalul genotipului donor, ceea ce are o mare importanta
pentru durabilitatea si oportunitatile de utilizare a acestora in incrucisarile cu un spectru larg de

forme materne.
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Descendenta Fs (a.2011). Pentru aprecierea formelor Fg cu privire la eficienta de inducere
a haploizilor, au fost analizate 53 familii, dintre care pentru autopolenizare s-au selectat 23. In
calitate de donori s-au utilizat populatia sinteticd SPC4xSACj3 si hibridul Debiut.

in populatia SPC4xSAC;3, din totalul de familii selectate, 14 au manifestat o ratd de
inducere a haploizilor de 9,8-12,9%, in timp ce MHI a demonstrat un indice de 6,3%. Cele mai
bune rezultate au demonstrat familiile Fg 26; Fe 27; Fs 28; Fg 32; Fs 33; Fs 37; Fg 39; Fs 63, cu 0
rata a haploizilor de 10,9-12,9%, unele din ele — Fg 26; Fg 28 si Fg 32, manifestand capacitate de
inducere de 2 ori mai mare, decat cel mai bun genitor MHI. Pe fondalul donorului — hibridului
Debiut, 8 familii au manifestat o eficienta de inducere de 9,2-11,4%, ceea ce prezintd un avantaj
evident in raport cu MHI (5,8%). Comparativ cu populatia SPC4xSACs3, pe fundalul careia s-au
obtinut haploizi cu frecventa maxima de 17,3%, la incrucisarea cu hibridul Debiut, cea mai inalta
ratd a constituit 16%. Analiza comparativd a capacitatii medii de inducere a haploizilor,
manifestatda de familiile Fg pe fundalul a 2 donori — populatia SPC4xSACj3 si hibridul Debiut a
pus in evidenta ca acestea au prezentat un randament de 9,6-12,8%, iar martorul — MHI: 6,1%.

De mentionat ca liniile testate au manifestat, totodata, o stabilitate relativa a capacitatii de
inducere la incrucisarea cu acesti donori, deviatia standard (o) variind in limitele 0,14-0,99.
Exceptie a prezentat doar Fs 29 la care s-a atestat o variabilitate mai pronuntata: 6=2,19 (Figura
3.2).
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Fig. 3.2. Capacitatea familiilor Fg de inducere a haploizilor la incrucisarea cu populatia sintetica
SPC4*xSACs; si hibridul Debiut.

Pe orizontala: 1 — MHI (martor), 2 - Fg 19,3 —F¢ 26,4 — Fs29,5—F 30, 6 — Fg 32, 7 — Fg 33,
8 — F¢ 36, 9 — F¢ 63.
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Deci, prin selectarea individuald a plantelor, cu indici inalti ai caracterelor cantitative
(indlfimea plantelor, lungimea paniculului, durata infloririi paniculului, cantitatea de polen) si
calitative (manifestarea fenotipica puternica a genelor marcatoare ale antocianului) in generatiile
Fs ... Fs, urmatad de autopolenizare s-au obtinut noi forme cu eficientd inaltd de inducere a
haploizilor materni. Unele linii au depasit de 2 ori cel mai bun genitor — MHI, altele pe fundalul
diferitilor donori au indus haploizi cu rata mai inalta de 9% [8].

Analiza variatiei genetice a capacitatii de inducere a haploizilor. Conform cercetarilor
descendentei F3 (2008), combinatia hibrida Stock 6x(MHIXZMS) s-a deosebit de
MHIx(ZMSxStock 6) si ZMSx(MHIxStock 6) prin capacitate redusa de inducere a haploizilor si
lipsa a variatiei genetice (Tabelul 3.1).

Tabelul 3.1. Variatia genetica a capacitatii de inducere a haploizilor in diferite combinatii hibride

Combinatie hibrida Rata ha(‘)BOIOiZ”O"' genfralﬁ Gateatorie | Ggencia | VESLUIF
F5 Stock 6x(MHIXZMS) 2604 14 14 i i
Fs MHIX(ZMSxStock 6) 4,7+0,6 2.9 1,7 2,4 3,1**
F3s ZMSx(MHI*Stock6) 3,9+0,9 2,9 1,4 2,5 4,0*

*, ** - semnificativ la nivelul p<0,05; p<0,01, respectiv.

Lipsa variatiei genetice in combinatia Stock 6xX(MHIXZMS) releva cd genele ce
controleaza capacitatea liniilor MHI si ZMS de inducere a haploidiei au fost blocate de catre
genele liniei Stock 6. Plantele din prima combinatie, pentru fiecare locus au genotipul SM, sau
SZ. Lipsa variatiei genetice in prima combinatie este determinatd de faptul, ca pentru fiecare
locus SiM=SiZ;=S;S;, alela S;j dominda M; si Zi. Combinatiile MHIx(ZMSxStock 6) si
ZMSx(MHIxStock 6) se deosebesc de prima, prin faptul cd pe langa genotipurile MS si ZS
exista si MZ, la care actiunea alelelor M; si Z;j nu este blocata de S;. Tocmai aceste genotipuri
determind capacitatea 1naltd de inducere a haploizilor si variatia genetica a acesteia. Semnificatia
variatiei genetice, determinatd dupa criteriul Fisher indicd de cate ori variatia existenta intre
diferite plante din aceeasi combinatie depaseste pe cea teoretic asteptatd. Dupa o autopolenizare,
din cele trei combinatii hibride in cercetare a raimas doar MHIX(ZMSxStock 6). Descendenta F4
a prezentat o valoare medie a capacitatii de inducere de 4,4% si variatie genetica de 1,7%.
Descendenta a inclus 25 de plante, un volum ce a permis construirea histogramei de repartitie a

acestora in baza capacitatii de inducere a haploidiei (Figura 3.3 A). Distributia s-a dovedit a fi
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asimetrica, cu inclinare spre stanga fatd de mediana (coeficientul asimetriei: 1,27 + 0,46,
p<0,01), ceea ce poate fi explicata prin actiunea multipa a genelor, cand efectele diferitilor loci la
combinarea intr-un genotip nu se sumeaza, ci se inmulfesc. Aceasta ipoteza, controlatd prin
transformare logaritmica, a demonstrat ca coeficientul asimetriei a constituit 0,26+0,46. Valoarea
mediei fiind mai mica ca eroarea, demonstreaza ca asimetria dispare.

O altd explicatie plauzibila a repartizarii asimetrice a formelor dupa capacitatea de
inducere a haploizilor din combinatia hibrida MHIx(ZMSxStock 6) ar consta in faptul ca
fenomenul este cauzat de oligogene sau dominanta intre loci. Dupa trei autopolenizari in fiecare
locus se asteaptd urmatoarele frecvente genotipice (cu conditia, cd acestea nu sunt distorsionate
de selectie): MM — 14/32; ZZ — 7/32; SS — 7/32; MZ — 2/32; ZS — 2/32. Dintre liniile initiale,
MHI posedd cea mai 1naltd capacitate de inducere, iar frecventa mostenirii genotipului MM
constituie aproximativ 50%. Repartizarea formelor dupa frecventa genotipica la fel s-a dovedit a

fi asimetrica, dar cu inclinatie spre dreapta (Figura 3.3 B).
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Fig. 3.3. Repartizarea formelor F4 din combinatia MHIX(ZMSxStock 6) in baza capacitatii de

inducere a haploizilor (A) si frecventei genotipice (B).

In general, repartizarea asimetrici denotd faptul, ca indicii progresului de selectie cu
fiecare autopolenizare variaza. La determinarea capacitatii de inducere s-au obtinut urmatoarele
valori ale mediei per descendenta: Fs — 4,4%; Fs — 6,9%; Fs — 7,7%. Deci, progresul general de
selectie a constituit 1-2% per an. Analiza pedigriului a demonstrat, ca inductorii Fg cu capacitate
inaltd de inducere a haploizilor provin din 3 plante F4 si 4 familii Fs, respectiv.

Consolidarea sistemului genetic de identificare a haploizilor. O etapa importantd in
procesul de creare a haploizilor materni in vivo prezinta identificarea boabelor cu embrion

haploid in descendenta Fi. Strategia de baza a cercetarilor noastre la aspectul vizat a constat n
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consolidarea si eficientizarea sistemului de gene marcatoare ale antocianului prin combinarea
genelor R1-nj (R1-Novajo) cu B1(Booster 1) si PI1(Purplel) in acelasi sistem marker, deziderat
care ar solutiona problema dificultatii de identificare sau a excluderii nejustificate a boabelor
haploide. Dintre genele antocianice, cea mai ampla utilizare la identificarea haploizilor se atesta
pentru R1-nj [19, 20]. in combinatie cu alte gene dominante ce controleaza sinteza antocianului
(Al, A2, Bz1, Bz2, C1 si C2), gena R1-nj determina pigmentatie in aleurona (tesut endospermal),
cat si scutelum (tesut embrionar) in boabele uscate. Ca rezultat al polenizarii donorului cu
inductorul ce contine acest marker, haploizii detin embrionul matern nepigmentat si endospermul
triploid pigmentat derivat din genomul matern si patern.

Desi gena R1-nj este prezenta in toate trei linii inifiale, utilizate ca material initial la
crearea inductorilor, totusi extinderea si intensitatea pigmentului in fiecare din acestea este
diferita, ceea ce este o dovada a dependentei expresiei acesteia de fondalul genetic, adicd a
influentei interactiunilor epistatice. Cea mai slaba pigmentatie s-a constatat la linia Stock 6, iar
cea mai accentuatd — la ZMS. La polenizarea liniei A464 cu diferiti inductori s-a constatat, ca
markerul inductorilor Fs, spre deosebire de formele initiale determind o pigmentatie mai
accentuata in boabele uscate, ceea ce releva eficientizarea sistemului de gene marker antocianice.

In prezenta markerilor B1 si PI1, sistemul radicular al diploizilor capati coloratie rosietica,
iar planta matura — purpurie [20]. Pentru analiza expresiei acestor gene in sistemul radicular s-a
incrucisat o formd maternd ce inhiba sinteza antocianului in endosperm si embrion cu un
inductor Fe. S-a constatat ca sistemul radicular la plantulele diploide manifesta coloratie
rosietica. Ca rezultat al dezvoltarii endospermului triploid, diploizii au mostenit markerii
inductorului, din care motiv in radacina s-a sintetizat antocianul. Plantulele haploide, provenite
din ovule nefecundate nu contin genele antocianului, iar sistemul radicular este nepigmentat,
astfel genotipurile haploide fiind foarte usor si exact deosebite de cele hibride. Aprecierea
gradului de pigmentare antocianica in diferite organe ale plantei, determinata de expresia
genelor B, PII si RI-nj a demonstrat, ca combinarea markerilor intr-un sistem unic reprezinta
un avantaj pentru noii inductori — markerii permit evidentierea cu succes a haploizilor la faza de
boabe uscate in baza expresiei genei R1-nj, iar la faza de plantule si plante mature — conform
genelor B1 si PI1.

Ameliorarea caracterelor cantitative la liniile cu capacitate de inducere a haploizilor.
Marea majoritate a liniilor cu capacitate de inducere a haploidiei se caracterizeaza prin talie mica
a plantei, motiv pentru care nu pot fi utilizati in producerea haploizilor prin polenizare libera, pe

parcele izolate. Paralel cu imbunatatirea capacitatii de inducere a haploizilor si consolidarea
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sistemului de gene marker, s-a propus ameliorarea unor parametri cantitativi (inaltimea plantei,
lungimea paniculului, capacitatea de producere a polenului, durata infloririi paniculului), cat si
rezistenta la cadere. Inductorii din generatiile Fs si Fg au fost apreciati in testari comparative cu
genitorii Stock 6, ZMS si MHI, ultimul avand parametri cantitativi bine ameliorati.

Indltimea plantei si lungimea paniculului. Plantele din familiile Fs de interes, adicd cu
capacitate inalta de inducere a haploizilor — F5 19, Fs 20, F5 21, F5 23, F5 25, F5 26, F529, F533, Fs
34, F5 35, F5 36, F538, F539 si F543 au inregistrat valori ale indltimii plantei intre 137,5 si 164,5
cm, si ale lungimii paniculului de 16,4-22,3 cm. Majoritatea liniilor au depasit inductorul martor
— ZMS (125,5 cm), iar 4 familii — lina Stock 6 (144,5 cm). Linia MHI, cu inalfimea de 160,6 cm
nu a fost depasitd semnificativ de nici una din familiile mentionate. In ce priveste lungimea
paniculului, s-a constatat practic acelas tablou, cu unica exceptie ca linia Stock 6 (19,3 cm) a fost
depasita de 3 familii. Rezultatele demonstreaza, ca plantele Fs cu randament inalt de inducere s-
au evidentiat si prin indici morfologici mai majorati decat genitorii ZMS si Stock 6 [6]. In
descendenta Fg, 12 familii cu capacitate de inducere 1naltd — Fg 26, Fg 27, Fg 28, Fg 29, Fg 30, Fg
32, F¢ 33, Fs 36, Fs 37, Fg 38, Fg 39, Fs 63 au demonstrat indici ai inaltimii plantei de la 135,6 la
176,5 cm si lungime a paniculului de la 19,8 la 24,5 cm. In ce priveste indlfimea plantei, 0
majorare semnificativa fatd de linia ZMS cu valoarea medie de 127,7 cm au demonstrat
majoritatea familiilor. Exceptie au facut doar plantele din familia Fg 27, cu media de 135,6 cm.
Comparativ cu Stock 6, indici mai inalti au demonstrat 6 familii — Fg 30, Fg 32, Fg 37, Fg 38, Fs
39, Fg 63, iar cu MHI (167,0 cm), ameliorare semnificativa a parametrului a demonstrat familia
Fs.39 care a inregistrat indltimea medie de 176,5 cm. Referitor la lungimea paniculului, linia
ZMS cu media de 14,3 cm, a fost depasita semnificativ de toate familiile Fg cu capacitate de
inducere inalta. Comparativ cu Stock 6 — 20,5 cm, o majorare semnificativa de pand la 23,4-24,5
cm au demonstrat familiile Fg 38, Fg 39, F¢ 63. La nici una din familiile de interes nu s-a atestat o
majorare semnificativd a lungimii paniculului in raport cu MHI. Coeficientul de variatie a
indltimii plantei si lungimii paniculului la liniile Fg, a variat intre 1,2-3,9% si 3,6-11,1%,
respectiv, ceea ce relevd variatii nesemnificative pentru caracterele ameliorate, fenomen care
posibil se datoreazad genotipului homozigot. Desi frecventa de inducere si expresia genelor
marker au constituit principalele criterii de selectie, este important cd unele dintre familiile Fg S-
au evidentiat si prin parametri morfologici mai avantajosi decat la cel mai bun genitor — MHI.
Prin analizd corelationala (r) s-a constatat cd dependenta intre indltimea plantei si lungimea
paniculului la inductorii de haploidie Fs a constituit 0,77* (p<0,05), iar la inductorii Fe: 0,72*

(p<0,05). Rezultatele obtinute demonstreaza ca plantele cu inaltime mai mare au si un panicul
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mai lung. Ecuatiile regresionale ale dependentei sunt: y=(-8,6528+0,1949)xx (Figura 3.4 A) si
y=(3,5508+0,1182)xx (Figura 3.4 B).

= d e
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Figura 3.4. Dependenta regresionald intre lungimea paniculului (y) si inaltimea plantei (x) la

liniile inductoare de haploidie Fs (A) si Fg (B).

Astfel, in baza inaltimii plantelor poate fi calculata cu exactitate lungimea paniculului
care prezintd un caracter ameliorativ important, intrucit existd probabilitatea cd asemenea
paniculi sa produca o cantitate mai mare de polen. De mentionat ca liniile de porumb Fg 26 si Fg
28 care s-au abatut de la tendinta generald — intervalul de confidenta, au indl{imea relativ mica,
dar lungimea paniculului — mare.

Capacitatea de producere a polenului i durata infloririi la liniile de porumb, inductoare
de haploidie. Pentru liniile inductoare de haploidie dintre caracterele cantitative este importanta
cantitatea de polen si durata infloririi paniculului. In descendenta Fg plantele au produs zilnic o
cantitate de polen de 0,188-0,318 g, pe durata de inflorire de 3-5 zile. Toate familiile ameliorate
au produs mult mai mult polen decat MHI. Cele mai ameliorate familii — Fg 27, Fg 28, Fg 32, Fg
29, Fg 33 au depasit cu mult nivelul liniet MHI (1,142 g), media caracterului variind in limitele
0,256-0,318 g. In ceea ce priveste durata de inflorire, toate familiile de interes au demonstrat o
perioada de minimum 4 zile, iar la Fg26, F29, Fs30, Fs32, Fs36, F39, Fs63 paniculul a
produs polen timp de 5 zile. Media valorilor pentru indltimea plantelor, lungimea paniculului,
cantitatea de polen, durata infloririi la aceste linii a variat in limitele: 165,5-176,5 cm; 21,3-24,5
cm; 0,188-0,234 g; 4-5 zile, respectiv [34].

Dendrograma de repartitie a liniillor Fg (Figura 3.5), claborata in baza caracterelor
inaltimea plantei, lungimea paniculului, cantitatea de polen, durata infloririi paniculului, a

demonstrat ca cea mai inaltd similitudine cu liniile ZMS (1), Stock (2) au manifestat liniile: 4 —
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Fe26,8 —F530,9—-F632,5—-F627,6 —F¢28, 7—Fg29, 10 — F 33, iar cu MHI: 11 — F¢ 36, 12 —
Fe37,15—F63, 13 — F 38, 14 — F¢ 39, cu valori inalte ale indicilor inclusi in studiu [35].
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Figura 3.5. Analiza clusteriana a inductorilor creati in baza similitudinii unor caractere

cantitative si morfobiologice.

1-2ZMS, 2 - Stock 6, 3— LiniaMHI, 4 —-Fg26,5—-F¢27,6 —Fs28, 7—Fs29, 8 —F 30,9 - Fs
32,10 - F633,11-F636,12 — F¢ 37, 13 — F¢ 38, 14 — F6 39, 15 — F¢ 63.

Rezistenta plantelor la cddere si sterilitatea masculina partiala. Inductorii de haploizi
uneori demonstreaza dezavantaje: unii sunt sensibili la cadere, altii dezvoltad paniculi cu sectoare
sterile.

iIn cadrul familiilor Fg26, Fg 27, Fe.28, frecventa plantelor sensibile la cadere a constituit
8-15%. Plantele din restul familiilor de inductori Fg 26 s-au evidentiat prin rezistenta sporita.
Dupa cum s-a mentionat, familiile Fg 26, Fg 28 au prezentat indici favorabili ai inaltimii
plantelor, lungimii paniculului si cantitatii de polen. Faptul ca unele plante din cadrul acestor
familii au fost predispuse la cadere, releva ca tendinta de selectare a plantelor cu talie inalta,
urmeaza a fi realizata cu prudenta pentru a nu selecta in paralel si genotipuri indezirabile.

Sterilitatea partiald a gametofitului masculin la unii inductori, precum e si firesc,
influenteaza cantitatea si calitatea polenului, si desigur randamentul boabelor per stiulete, acest
fenomen atestandu-se si la linia initiala MHI. Se cunoaste ca aneuploidia poate cauza inducerea
haploizilor [16]. Aceasta mutatie cromozomiala determina diverse perturbari in timpul meiozei
influentand, atat sterilitatea masculina partiald, cat si randamentul redus al boabelor pe stiulete.
Sterilitatea masculina partialda este usor stabilita vizual: unele antere nu se deschid si nu produc

polen. Primele depistari ale caracterului in generatia Fg, a determinat excluderea din cercetare a
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plantelor cu segmente sterile pe panicul. In cea mai mare parte, inductorii Fg cu expresie reusita a
genelor marker si capacitate de inducere inaltd au dezvoltat panicul cu polen totalmente fertil.

In general, utilizarea liniilor cu caractere cantitative ameliorate, ce produc polen in
cantitati considerabile si sunt rezistente la cadere sporesc semnificativ procesul de obtinere a
haploizilor materni, iar polenizarea manuala poate fi usor Inlocuitd cu cea naturald, deschisa.

Liniile Haploid Inductoare (LHI) cu capacitate de inducere a haploizilor materni. La
crearea noilor linii cu capacitate de inducere a haploizilor materni prin incrucisarea inductorilor
ZMS, Stock 6 si MHI si selectarea individuala repetatd a formelor valoroase in baza capacitatii
de sinteza intensa a antocianului (genele R1-nj, B1, PI1); parametrilor morfologici cu valori
inalte; rezistentei la cadere; fertilitatii paniculului; ratei haploizilor de minimum 9 %, in a. 2011
din populatiile descendente Fg s-a reusit selectarea a 11 linii numite Linie Haploid Inductoare
(LHI)

Conform unor date din literatura, germoplasma materna influenteaza frecventa dezvoltarii
boabelor haploide [22, 27] si manifestarii fenotipice a genelor marker [20]. in cadrul proiectului
de colaborare cu Institutul de Fitotehnie ,,Porumbeni” (2012-2017), liniile LHI au fost testate in
incrucisarile cu unii hibrizi (in calitate de donori) creati la aceasta institutie. Oportunitatea de a
obtine boabe cu embrion haploid dintr-un spectru larg de genotipuri a favorizat analiza detaliata
a ratei de obtinere a haploizilor i manifestarii markerilor antocianici.

Sistemul marker al liniilor LHI contine genele mentionate — R1-nj, B1 si PI1. Pigmentatia
embrionului §i endospermului este o dovada a garniturii diploide si triploide a cromozomilor,
respectiv, astfel selectarea boabelor cu embrion haploid - fara coloratie fiind usoara. S-a
constatat, cd intensitatea pigmentarii antocianice a endospermului §i embrionului a variat la
genotipurile cercetate intre 0,9 si 3,9 in embrion si de la 0 la 3,7 Tn endosperm 1n scara de 5
trepte [2].

Analiza corelationald, a demonstrat cad intre gradul de pigmentare a endospermului si
embrionului exista o corelatie inalta: r=0,87* (p<0,05), ceea ce releva ca gena R1-nj are, practic,
aceeasi expresie in genomul diploid (embrionul) si triploid (endospermul). Totodatd, aceasta
corelatie releva oportunitatea de inlaturare exacta a boabelor diploide (Figura 3.6).

O alta etapa in aprecierea eficientei sistemului marker al liniilor LHI a constituit
identificarea haploizilor pe fundalul diferitilor donori la faza de boabe uscate (R1-nj), dupa care
exactitatea selectarii s-a determinat suplimentar la etapa de plantule de 3-4 zile (B1, PI1)
(Tabelul 3.2).
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y = 0,4506+0,7038*x; 0,95 Conf.Int.

Pigmentarea embrionului, grad

0,
0,5 1,0 15 2,0 225 3,0 3,5 4,0 4,5

Pigmentarea endospermului, grad

Fig. 3.6. Analiza regresionala a dependentei coloratiei endospermului de coloratia embrionului.

Tabelul 3.2. Eficienta selectarii haploizilor din diferite genotipuri materne la faza de boabe
uscate (R1-nj) si plantule de 3-4 zile (B1 si PI1)

. . Nr. haploizilor conform
Genotip g;lt?oa;gg Gradul de pigmentare expresiei genelor:
Embrion | Endosperm R1-nj B1lsiPll

Hibrid 2 94 3 3 9 9
Hibrid 3 62 4 4 6 6
Hibrid 5 113 2 3 11 13
Hibrid 6 14 3 3 3 3
Hibrid 7 157 4 4 9 9
Hibrid 9 51 3 4 3 4
Hibrid 10 72 1 2 2 10
Hibrid 12 63 0 1 4 8
Hibrid 13 65 3 3 5 6
Hibrid 14 68 3 4 6 8
Hibrid 15 123 2 3 4 8
Hibrid 19 50 3 3 5 7

Prin analizd corelationald, s-a constatat ca intre numarul haploizilor identificati in baza
expresiei genelor B1 si PI1 in plantule si expresia genei R1-nj in boabe uscate, gradul de
corelatie (r) este 0,65*. Astfel, la donorii cu manifestare puternica a genei R1-nj in endosperm si
embrion, numarul de haploizi coincide cu cel estimat la faza de plantule, ca exemplu servind
Hibrizii 2, 3, 6, 7 si dimpotriva, cu cat pigmentatia din aleurond si scutelum este mai slaba, cu
atat haploizii la faza de boabe uscate sunt selectati inexact — Hibrizii 5, 9, 10, 12, 13, 14, 15, 19.
Deci, daca gena R1-nj manifesta pigmentatie intensd, haploizii pot fi selectati doar la faza de

boabe uscate, iar in cazul pigmentatiei slabe a endospermului si embrionului, identificarea se va

face suplimentar la faza de plantule de 3-4 zile [9].
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Testarea inductorilor de generatia 7 — LHI 2, LHI 3 si LHI 7, pe fundalul diferitilor
donori de tip dentata si indurata a demonstrat ca frecventa haploizilor pe stiuletii polenizati a
variat intre 1,41 si 21,1%, rata medie a acestora constituind 9,0-15,8%.

Autorii, Eder si Chalyk [22] au constatat ca rata haploizilor pe fundalul porumbului
sticlos, este mai redusa decat pe a celui dentat. Date similare s-au atestat si in cercetarile
prezentate. Astfel, inductorul LHI 2 in incrucisarile cu categoria de donori ,,porumb dentat” a
indus haploizi cu o rata medie de 9,0-11,1%, iar cu a doua, “porumb sticlos” 6,8 %. LHI 3 a
demonstrat media de 9,9-15,8% si 9,3%, iar LHI 7 — 10,0-14,8% si 5,8%, respectiv, celor doua

grupuri de donori (Tabelul 3.3).

Tabelul 3.3. Rata medie a haploizilor indusi de liniile LHI la diferite categorii de donori de

porumb
Numarul Nr Rata medie a Variatia ratei
Donor Inductor total de .. o
boabe haploizilor | haploizilor, % haploizilor, %
Zea mays dentiformis
LHI 2 1025 105 10,3 +0,7 8,8—-129
3 LHI 3 816 90 11,1 £0,5 10,2 -13,1
LHI7 810 98 12,1 +£1,0 95-144
LHI 2 645 58 90+1,2 53-139
7 LHI 3 203 20 99+23 6,3-12,8
LHI7 659 66 10,1 £1,3 41-13,9
LHI 2 1694 187 11,1 +£1,1 7,1-16,9
11 LHI 3 969 153 15,8+ 1,8 116-21,1
LHI7 1327 184 13.9+0,5 12,1 -16,1
LHI 2 1159 115 99+1,0 42172
15 LHI 3 227 26 11,5+4,1 79-194
LHI7 305 45 14,8 +1,9 10,4 -19,4
Z. mays indurata
LHI 2 455 31 6,8+0,5 6,31 7,64
5 LHI 3 803 75 93+1,3 6,5-12,1
LHI 7 482 28 5.8+1,0 35-7,6

Astfel, s-a constat ca rata haploizilor indusi de fiecare inductor in donorul indurata este

aproximativ de doud ori mai mica, decat in porumbul dentata.

Este cunoscut faptul ca cea mai inaltd ratd a haploizilor se obtine in cazul polenizarii
stiuletilor la 2-3 zile de la aparitia matasei. Prin utilizarea inductorului LHI 7 s-a constatat ca in
raport cu ziua a 2-a, rata haploizilor a diminuat considerabil la ziua a 4-a, si in special, la ziua a

6-a de polenizare. In cazul polenizirii stiuletilor la 4 zile de la inflorire, in unele genotipuri rata
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haploizilor s-a redus aproximativ de 2 ori. Dupa 6 zile de la aparitia matasei, indicele s-a redus
de 3 ori, comparativ cu perioada de 2 zile. in ce priveste donorul 11, rata haploizilor a diminuat
nesemnificativ, chiar si la categoria stiuletilor polenizati la 6 zile de la aparitia matasei, ceea ce
stabilit ca rata boabelor haploide este mai inalta la varful stiuletelui decat la baza, insa in evolutia
maturizarii inflorescentei feminine, indicele descreste la ambele extremitati. Astfel, la stiuletii
polenizati la 2 zile de la aparitia matasei, rata boabelor haploide a constituit 9,1 si 5,3%; la a 4-a
zi, diferenta, practic, fiind neschimbata, desi nivelul indicelui a diminuat: 7,29 si 3,29%,
respectiv pentru prima si a doua varianta. La ziua 6, diferenta intre rata semintelor haploide

formate la varful (v) si la baza (b) stiuletelui nu a avut suport statistic (Figura 3.7).

%
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Fig. 3.7. Rata de formare a boabelor haploide la varful (v) si baza (b) stiuletelui, functie de ziua

polenizarii: 2, 4, 6 zile.

Prin analiza corelationald s-a constatat lipsa dependentei intre frecventa de formare a
boabelor haploide la varful si baza stiuletelui, in cazul polenizarii la 2 zile de la aparitia matasei,
si, totodatd, manifestarea corelatiilor inalte — pentru zilele 4 si 6: r=0,88*; r=0,97* (p=<0,05),
respectiv. Fenomenul ar putea fi explicat prin faptul cd distributia boabelor haploide,
preponderent la extremitatile stiuletelui, este controlatd de 2 sisteme genetice independente, care
isi manifesta potentialul in conditii optime — 2 zile de la aparitia matasei.

In cazul variantelor 4 si 6 zile, putem presupune ci manifestarea corelatiilor inalte (0,88-
0,97*) intre frecventa de formare a boabelor haploide la cele 2 extremitati este determinata nu
atat de factorii genetici, cat de cei fiziologici: la zilele 4 si 6 prevaleaza procesele degenerative
generale nespecifice gametofitului feminin, care inhiba in mare masura manifestarea
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componentei genetice, iar aparatul reproductiv feminin la etape mai tarzii are, practic aceeasi

totipotenta la extremitatile stiuletelui.

3.2. Mecanisme ale fenomenului de inducere a haploizilor materni

S-a stabilit ca polenizarea libera a stiuletilor donorului cu inductorii, comparativ cu cea
artificiala (manuala), a redus frecventa haploizilor, fiind influentatd de heterofertilizare —
participarea spermiilor din diferite grauncioare de polen la fecundarea dubla. Prin utilizarea a
doua linii - A464 si A619 in calitate de forme materne, a unui inductor si unei linii obisnuite —
X28C (fara capacitate de inducere) in calitate de polenizatori, ambii detinatori ai genei R1-nj, si
prin aplicarea diferitelor tipuri de polenizari: polenizare simpla cu polen patern; polenizare cu
amestec de polen (50 patern / 50 patern); autopolenizari repetate dupa 24, 48, 72 ore, s-au obtinut
4 variante de boabe: 1) boabe materne fard pigmentatie antocianica, 2) boabe cu pigmentatie a
endospermului si embrionului, 3) boabe cu pigmentatie a endospermului, 4) boabe cu
pigmentatie a embrionului. Astfel, in baza pigmentarii doar a endospermului sau embrionului
usor putem deduce cad aceste boabe au rezultat din heterofertilizare care uneori au generat
haploizi, confirmati ulterior la cresterea plantelor [33]. Fenomenul de heterofertilizare a fost mai

evident la combinatiile in care ca polenizator s-a utilizat inductorul (Tabelul 3.4).

Tabelul 3.4. Frecventa si influenta heterofertilizarii asupra inducerii haploizilor la porumb

Forma materna A 464 Forma materna A 619
Polenizator Haploizi, | Heteroferti- Haploizi, Heteroferti-

% lizare, % % lizare, %
Inductor haploid 12,6 - 11,8 -
Linia X28C - - - -
Inductor (amestec de polen) 10,6 3,9 3,9 2,0
X28C (amestec de polen) - 0,3 - 0,4
Inductor/autopolenizare 24 ore 5,2 1,5 6,0 1,3
X28C/ autopolenizare 24 ore - 0,5 - -
Inductor/ autopolenizare 48 ore 12,5 0,4 9,5 0,3
X28C/ autopolenizare 48 ore - 0,2 - -
Inductor/ autopolenizare 72 ore 10,0 0,7 8,5 0,4
X28C/ autopolenizare 72 ore - 0,3 - -

In polenizirile cu amestec de polen (50/50) frecventa heterofertilizarii la liniile A464 si
A619 a constituit 3,9 si 2,0%, respectiv, iar la implicarea liniei X28C, frecventa heterofertilizarii
a prezentat 0,3 si 0,4%, respectiv. Utilizarea amestecului de polen a determinat si reducerea
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frecventei haploizilor. In cazul liniei A464, rata haploizilor s-a redus de la 12,6 la 10,6%, iar a
liniei A619 — de la 11,8 la 3,9%.

Frecventa haploizilor si heterofertilizarii s-a redus aproximativ de 2 ori in cazul
polenizarilor repetate peste 24 ore, indicand valori de 5,2 si 1,5% la linia A464; 6 si 1,3% la
A619, respectiv. Totusi, cea mai naltd frecventa de heterofertilizare s-a detectat in cazul in care
prima polenizare s-a efectuat cu polen prelevat de la inductor. Frecventa haploizilor poate varia
si In cazul polenizarilor manuale. Polenizarile mai tarzii de la aparitia matasei duc la micsorarea
frecventei haploizilor, fenomen care la fel poate fi cauzat de heterofertilizare. Cel mai probabil,
aceasta se datoreaza numarului mai mare de tuburi polinice ce penetreaza sacul embrionar. Prin
urmare, 1n cazul fertilizarii singulare dupa polenizarea cu inductorul, probabilitatea compensarii
celulei spermatice lipsa cu un alt grauncior de polen este mai mare. S-a constatat, cd cea mai
inaltd frecventd de haploizi se obtine la polenizarea donorului dupda 2-3 zile de la aparitia
matasei. Astfel, in unii saci embrionari are loc fecundarea dubld, in altii — singulara din care
rezultd boabele haploide. In aceste conditii, se realizeazi o combinatie reusitd intre numarul de
haploizi si randamentul inalt al boabelor pe stiulete.

Capacitatea gametofitului masculin de a induce dezvoltarea diferitelor variante de boabe.
La polenizarea donorului cu polenul inductorilor se obtin diferite variante de boabe: boabe
hibride, rezultate din fecundarea dublda — a nucleului central si ovulului; boabe haploide —
fecundarea doar a nucleului central, embrionul dezvoltandu-se din ovulul haploid nefecundat;
boabe fard endosperm — fecundarea doar a ovulului, nucleul central raimanand nefertilizat; boabe
fara embrion — fecundarea celulei centrale din care se formeaza endospermul triploid, iar ovulul
ramane nefecundat. De asemenea, se pot dezvolta boabe cu endosperm redus si embrion viabil.
Boabe fard embrion sau endosperm se dezvolta si in rezultatul autopolenizarii inductorilor. S-a
constatat cd frecventa boabelor haploide poate coincide cu frecventa celor fara endosperm sau
embrion, dezvoltate in rezultatul autopolenizarii inductorilor [33]. A fost stabilit ca doar
gametofitul masculin perturbeaza fecundarea dubla normala. La polenizarea inductorului cu linia
obignuitda A464, s-au obtinut boabe diploide normale cu un randament optim pe stiulete. Aceasta
demonstreaza, cd inflorescentele feminine (stiuletii) nu poseda careva anomalii, din care motiv
nu apar diferite variante de boabe. In baza rezultatelor analizei heterofertilizarii si gametofitului
masculin putem enunta ipoteza, ca inducerea haploizilor materni este rezultatul fecundarii
singulare in care spermiul fecundeaza doar celula centrala a sursei donor. Totusi, nu putem
exclude faptul, ca fenomenul inducerii haploizilor materni este unul complex, din care motiv

exista unele aspecte incerte.

23



3.3. Utilizarea diferitelor metode de dublare a numirului de cromozomi la crearea liniilor
homozigote de porumb

In scopul optimizarii metodei de dublare a numarului de cromozomi la haploizi cu
colchicina in conditii de camp, s-a recurs la diferite procedee — gaurire, tiviturd si acoperirea
zonei de crestere. In testare au fost implicati haploizii n(MK109) si n(Rf7 x Ky123), crescuti
pana la faza de 3-4 frunze. S-a utilizat colchicina de 0,03; 0,06 si 0,12%, cu duratd de tratare de
12 si 24 ore. Metoda de dublare a cromozomilor in conditii de laborator a servit ca martor.
Testarea eficientei metodei s-a realizat in doua sezoane consecutive (a.2009, 2010).

Dublarea numdarului de cromozomi la haploizi prin procedeul ,, gaurire”. Dublarea
numarului de cromozomi la plantele haploide n(MK109) la faza de 3 frunze cu colchicind de
0,06%, tratate timp de 12 ore a permis restabilirea fertilitafii masculine la 7,4% plante, iar in
rezultatul autopolenizarii 3,7% au dezvoltat boabe diploide. La tratarea plantulelor cu 4
frunzulite s-au obtinut 9,37% de plante fertile, dar nici una nu a format boabe. Administrarea
reagentului de dublare timp de 24 ore la plantule cu 3-4 frunze n-a condus la restabilirea
fertilitatii masculine la nici una din plantele tratate (Tabelul 3.5).

Tabelul 3.5. Eficienta de dublare a numarului de cromozomi la plantule haploide in conditii de

camp prin procedeul ,,gaurire”

Genoti Concentratie, | Expozitie, | Numar de Plante, %
P % ore frunze Fertile Cu boabe
3 7.4 3,7
006 12 4 9.4 0.0
' 24 3 0,0 0,0
4 40,0 0,0
n(MK109) " 3 385 77
0.12 4 429 21,4
' 24 3 16,7 0,0
4 20,8 472
3 36,1 22,2
n(Rf7 x Ky123) 0,12 12 4 416 19.4
Plantule de
n(Ky123) control 0,06 12 3-4 7ile 10,1 8,5

Utilizarea concentratiei de 0,12% colchicind la tratarea haploizilor n(MK109) a
demonstrat o eficienta de dublare mai sporita. Tratarea plantulelor la faza de 3 frunze si expoziia
de 12 ore a permis obtinerea a 38,5% plante fertile, cu un randament de 7,7% de plante cu boabe,
astfel rata plantelor cu boabe fiind mai mica decat la martor, dar mai inalta decat la concentratia
de 0,06%, la aceeasi etapa de dezvoltare. La administrarea reagentului la plantule cu 4 frunze s-
au obtinut 42,9% de plantele fertile, dintre care 21,4% au format boabe. Utilizarea aceleiasi
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concentratii, timp de 12 ore la tratarea haploizilor n(Rf7 x Ky123), de asemenea a demonstrat
eficienta sporita. In cazul tratarii haploizilor cu 3 frunze, din 36,1% plante fertile 22,2% au
format boabe, iar a celor cu 4 frunze — 41,6% si 19,4%, respectiv [9].

Dublarea numarului de cromozomi la haploizi prin procedeul ,, tivitura”. Tratarea
haploizilor n(MK109) cu colchicina de 0,06% la faza de 3 frunze timp de 12 ore a permis
obtinerea a 55,6% plante fertile si a 16,7% cu boabe. Administrarea reagentului la faza de 4
frunze a permis obtinerea a 33,3% plante fertile si 5,6% cu boabe. In cazul majoririi perioadei de
tratare cu colchicina timp de 24 ore a haploizilor cu 3 si 4 frunze s-au obtinut 12,5 si 42,85%
plante cu panicul fertil, respectiv. in ambele cazuri, insa nu s-au constatat plante ce au format
boabe (Tabelul 3.6).

Tabelul 3.6. Eficienta de dublare a numarului de cromozomi la plantule haploide in conditii de

camp prin procedeul ,,tivitura”

0)

Genoti Concentratie, | Expozitie, | Numar de Plante, %
P % ore frunze Fertile Cu boabe
12 3 55,6 16,7
0.06 4 33,3 5,6
’ 24 3 12,5 0,0
4 42,9 0,0
n(MK109) 3 33,3 6,7
0.12 12 4 25,0 0,1
’ 24 3 21,1 7,6
4 21,4 0,0
n(RF7 x Ky123) | 0,12 12 2 13’2 ig
n(Ky123) control | 0,06 12 dez,'f";tz‘::z 10,1 8,5

Dublarea numarului de cromozomi la haploizii n(MK109) cu colchicind de 0,12% a
demonstrat o eficienta de dublare mai redusd, comparativ cu concentratia de 0,06%.
Administrarea reagentului timp de 12 ore la plantule cu 3 frunze a permis obtinerea a 33,3%
plante fertile si 6,7% plante cu boabe, iar la plantule cu 4 frunze: 25 si 0,01%, respectiv. O rata
de 21,1% de plante fertile si 7,63% de boabe s-a obtinut la tratarea haploizilor cu 3 frunze timp
de 24 ore. In cazul administrarii colchicinei timp de 24 ore la haploizii cu 4 frunze, din 21,4 %
de plante fertile nici una nu a produs boabe. Dublarea numarului de cromozomi la haploizii
n(Rf7 x Kyl123) cu colchicind de 0,12% timp de 12 ore, de asemenea a prezentat rezultate
nesemnificative. Administrarea reactivului la faza de 3 frunze a favorizat obfinerea a 9,7% plante
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fertile si 3,2% plante cu boabe, iar pentru faza de 4 frunze s-au obtinut valori de 17,4% si 4,3%,
respectiv (Tabelul 3.6).

Procedeul “absorbtie” a demonstrat rezultate nesemnificative in raport cu varianta
martor. Rata joasd de plante cu panicul fertil care au format boabe face plauzibild supozitia, ca
actiunea reagentului 1in zona intactd de crestere este ineficientd pentru inhibarea dividerii
mitotice a celulelor.

Precum s-a mentionat, metoda de dublare a cromozomilor in conditii de laborator este cel
mai frecvent utilizata la obtinerea liniilor DH. Totusi, in baza rezultatelor obtinute s-a constatat,
ca o eficientd mai nalta la restabilirea fertilitatii masculine la plantele haploide demonstreaza
metoda de dublare a cromozomilor in conditii de camp [5, 7]. De rand cu faptul ca permite
obtinerea unui procent mai mare de plante fertile, metoda este simpla la realizare si nu necesita
echipament tehnic sofisticat. Prin autopolenizarea plantelor dublu haploide s-au format linii
homozigote, inclusiv pentru indicii morfologici.

Astfel ca rezultat al cercetarilor, a fost elaborat conceptul de eficientizare a tehnologiei de
creare a liniilor homozigote de porumb care prevede:

1) crearea noilor inductori de haploizi din populatia segregantd a liniilor inductoare
incrucigsate cunoscute — MHI x (Stock 6 x ZMS) ce implicd selectari si autopolenizari in
generatiile F3 — Fg;

2) consolidarea sistemului de gene marker ale pigmentarii antocianice si ameliorarea unor
caractere cantitative valoroase in cadrul selectarilor i autopolenizarilor;

3) incrucisarea inductorilor creati cu plantele donor (materne):

4) obtinerea haploizilor;

5) dublarea numarului de cromozomi la plantele haploide cu colchicina in conditii de
camp;

6) obtinerea si multiplicarea plantelor dublu haploide care genetic sunt linii complet

homozigote.
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CONCLUZII GENERALE SI RECOMANDARI
Concluzii

1. A fost elaborat conceptul de eficientizare a tehnologiei de creare a liniilor homozigote de
porumb care prevede: a) crearea noilor inductori de haploizi din populatia segregantd a liniilor
inductoare cunoscute — MHI x (Stock 6 x ZMS) ce implica selectari si autopolenizari in
generatiile F3 — Fg; b) consolidarea sistemului de gene marker ale pigmentarii antocianice in
boabe si plantule, si ameliorarea unor caractere cantitative valoroase; ¢) incrucisarea inductorilor
creati cu plantele donor (materne) si obtinerea haploizilor; d) dublarea numarului de cromozomi
la plantele haploide cu colchicind in conditii de camp; e) obtinerea si multiplicarea plantelor
dublu haploide care genetic sunt linii complet homozigote.

2.Au fost create 3 linii de inductori, numite Linie Haploid Inductoare (LHI) cu un
randament de inducere a haploizilor materni de 10,0 ... 15,8%, efectul depinzand si de sursa
donor, ceea ce releva rolul important al interactiunilor donor x inductor la formarea acestora.
Rata haploizilor indusi pe fondalul donorilor dentiformis este de aproximativ 2 ori mai inalta
decat pe fondalul indurata. Analiza descendentilor F3 si F4, proveniti din incrucisarile liniilor
inductoare Stock 6, ZMS si MHI a demonstrat ca capacitatea de inducere a haploizilor la porumb
este controlatd de diverse sisteme genice — actiunea multipla a genelor, oligogene sau gene
dominante.

3. La inductorii LHI creati, s-au consolidat intr-un sistem unic genele marker ale sintezei
antocianului in boabe (R1-nj) si plantule (B1, PI1) de porumb, fapt care a contribuit la
eficientizarea si sporirea preciziei de identificare a genotipurilor haploide. Coeficientul de
corelatie a manifestarii acestor gene este 0,65% (p<0,05). In cazul expresiei pronuntate a genei
R1-nj haploizii de porumb pot fi selectati la etapa de boabe uscate, iar in cazul pigmentarii
antocianice slabe a endospermului si embrionului, identificarea urmeaza a fi efectuata
suplimentar la etapa de plantule de 3-4 zile, in baza expresiei genelor B1 si PI1.

4.Prin analiza clusteriand s-a constatat cd cele mai performante linii inductoare de haploizi Fg
care manifestd, totodata, valori inalte pentru asemenea caractere ca indalfimea plantei, lungimea
paniculului, cantitatea de polen, durata infloririi paniculului, au prezentat similitudine mai
1nalta cu linia MHI, decat cu ZMS sau Stock 6.

5.Ameliorarea caracterelor cantitative la liniile LHI a sporit eficientizarea procesului de
obtinere a haploizilor materni datoritd paniculului totalmente fertil, cantitd{ii considerabile de
polen (0,19-0,32 g/zi) pe o duratd de mai multe zile (pana la 6), ceea ce face posibila realizarea

unui numar mai mare de incrucisari la nivel donor x inductor.
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6.Aprecierea ratei (%) haploizilor obtinuti la incrucisarea liniei LHI 7 cu diferiti donori in
dependenta de ziua polenizarii stiuletilor a demonstrat c¢a cel mai inalt nivel al acesteia (14,5%)
s-a manifestat la ziua 2 de la aparitia matasei. Frecventa de formare a boabelor haploide este mai
inalta la varful stiuletelui. Analiza corelationald a demonstrat lipsa dependentei intre frecventa de
formare a boabelor haploide la varful si baza stiuletelui, in cazul polenizarii la ziua 2 de la
aparitia matasitului, ceea ce releva ca distributia boabelor haploide, preponderent la extremitatile
stiuletelui, este controlata de 2 sisteme genetice independente.

7.In baza analizei fenomenului de heterofertilizare si capacitatii polenului inductorilor de
haploidie de a initia dezvoltarea diferitelor variante de boabe (hibride, haploide, fara endosperm,
fara embrion) a fost confirmata supozitia ca mecanismul de inducere a haploizilor materni la
porumb consta in fecundarea singulard — fecundarea de catre un spermiu doar a celulei centrale
din sacul embrionar al sursei donor.

8.Pentru crearea liniilor dublu haploide de porumb s-a optimizat procedeul de dublare a
numarului de cromozomi prin administrarea inhibitorului mitotic colchicina in concentratie de
0,12% timp de 12 ore, giurind zona de crestere a plantulelor in conditii de camp, care asigura
obtinerea a 36,1% plante fertile si 22,2% de plante cu boabe.

9. Analiza unor indici biometrici de baza — inaltimea plantei, lungimea stiuletelui, numarul
randurilor de seminte la liniile homozigote de porumb obtinute prin tehnologia DH a demonstrat
incadrarea acestora in limitele normale ale liniilor homozigote obtinute pe cale traditionala: prin
selectari repetate timp de 6-8 ani. Luand in consideratie termenul restrans de creare a liniilor DH,
putem mentiona avantajele economice evidente ale tehnologiei optimizate de obtinere a liniilor

homozigote.

Recomandari practice

1.Pentru eficientizarea obtinerii haploizilor materni de porumb se propun liniile inductoare LHI
2, LHI 3, LHI 7, cu o rata de inducere de 10,0 ...15,8% si care detin un sistem de gene marker in

baza caruia are loc identificarea exacta a plantelor haploide.

2. In scopul credrii liniilor dublu haploide de porumb se recomandi procedeul de dublare a
numarului de cromozomi la haploizi in conditii de camp, prin gaurirea zonei de crestere a
plantulelor de 3-4 frunze si administrarea inhibitorului mitotic colchicina in concentratie de
0,12% timp de 12 ore, care afecteaza mai putin viabilitatea plantulelor decat procedeul cunoscut

din stadiul anterior.
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Aportul personal. Elaborarea schemei de creare a inductorilor de genotipuri haploide de
porumb cu randament inalt care detin, totodata, caractere calitative si cantitative valoroase, si
criteriilor de selectare a acestora in descendentele segregante, analiza, interpretarea rezultatelor,

elaborarea concluziilor si recomandarilor practice apartin autorului tezei.
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ADNOTARE

Sarmaniuc Mariana “Eficientizarea tehnologiei de creare a liniilor homozigote de
porumb (Zea mays L.)”, teza de doctor in stiinte biologice, Chisinau, 2015. Teza consta din
introducere, 3 capitole, concluzii, recomandari, bibliografie din 258 surse, anexa, volumul total fiind
de 136 pagini, contine 31 tabele si 48 figuri. Rezultatele cercetarilor sunt publicate in 9 lucrari
stiintifice. Cuvinte cheie: porumb, tehnologii, inductori, haploizi, gene marker antocianice, dublarea
numarului de cromozomi, linii dublu haploide, linii homozigote.

Domeniu de studiu: Genetica vegetala.

Scopul lucririi a constat in eficientizarea tehnologiei de creare a liniilor homozigote prin
explorarea fenomenului de inducere a haploizilor materni la porumb (Zea mays L.). Obiective:
majorarea ratei de inducere a haploizilor; consolidarea sistemului de gene marker, pentru
eficientizarea procesului de identificare a haploizilor la diferite faze de dezvoltare din varietati
diverse de porumb; ameliorarea caracterelor cantitative la inductorii de haploidie (inalfimea plantei,
lungimea paniculului, durata infloririi panicului, cantitatea de polen, rezistenta la cadere, boli si
vatamatori) ce influenteaza semnificativ numarul de incrucisari; elucidarea mecanismelor de
inducere a haploizilor; optimizarea tehnicii de dublare a numarului de cromozomi la plantele
haploide prin utilizarea inhibitorului mitotic — colchicina. Noutatea stiintifici a rezultatelor:
Pentru prima data s-au creat linii cu ratd de inducere a haploizilor de 10-15% care detin un sistem
eficient de gene marker al antocianului (R1-nj, B1, PI1), expresia carora permite identificarea exacta
a haploizilor la diferite faze de dezvoltare a genotipurilor de porumb, iar caracterele cantitative
ameliorate ale liniilor favorizeaza efectuarea unui numar mare de incrucisari. Importanta teoretica
a lucrarii. Rezultatele obtinute referitor la analiza heterofertilizarii, capacitatii gametofitului
masculin de a induce dezvoltarea diferitelor variante de boabe, influenta perioadei de polenizare a
stiuletilor contribuie la explicarea mecanismului de formare a haploizilor prin utilizarea liniilor
inductoare de haploidie la porumb. Problema stiintifici solutionati consta in fundamentarea
stiintifica a conceptului de eficientizare a tehnologiei de creare a liniilor dublu haploide in vederea
explorarii dirijate a sistemului de gene marker al sintezei antocianului, sporirii performantei
caracterelor cantitative si optimizarii procedeului de dublare a numarului de cromozomi, fapt care a
contribuit la majorarea randamentului de obtinere a genotipurilor haploide si reducerea termenului de
creare a liniilor homozigote de porumb. Valoarea aplicativd a rezultatelor. Liniile LHI pot fi
utilizate in procesul de obtinere a haploizilor materni din diferite genotipuri de interes genetic si
ameliorativ. Pentru restabilirea fertilitatii a fost optimizat procedeul de dublare a cromozomilor la
plantulele haploide cu colchicina direct in conditii de camp. Implementarea rezultatelor stiintifice:
in programele de ameliorare a porumbului la Institutul de Fitotehnie “Porumbeni” si Institutul de

Genetica, Fiziologie si Protectie a Plantelor al ASM.
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AHHOTALIUA

Capmanwok MapuanHa «[loBbimenne 3(GeKTHBHOCTH TEXHOJOTHU CO3TAHUS
TOMO3UTOTHBIX JIMHUA KYKYypy3bl (Zea mays L.)», auccepraius ToKTopa OHOJIOTHYECKUX
Hayk, Kummnzy, 2015. J[luccepramusa coOCTOUT U3 BBEIEHMS, 3-X TJiaB, BBIBOJOB,
pekoMeHanuii, oubauorpaduu, BKItoyaromei 258 ncrounuka, oomnmii o0bem — 136 crpanwuil,
comepxut 31 Tabmun 1 48 prUCyHKOB. Pe3ybTaThl HCCIIeIOBAaHUN OMYOJUKOBAHBI B 9 HAyYHBIX
paborax. KiwueBble cjioBa: KyKypy3a, TEXHOJOTHMH, UHIYKTOPBI, TallJIOMJbl, MapKEpHbIE
TeHBbl aHTOIMaHA, IyONIMpPOBAHUE KOJMYECTBA XPOMOCOM, IBOWHBIC TaIlUIOWIHBIC JIMHUH,
TOMO3HUTOTHBIC JINHUH.

O0JacTb ucciaegoBanmii: ['eneTnka pacTeHui.

Heap padoThl: moBbimieHHe 3G(HEKTHBHOCTH TEXHOJIOTUU CO3JaHHSI TOMO3UTOTHBIX
JIMHUH TyTeM WHIYIUPOBAHUS MATEPHUHCKUX TAIUIOUIOB Y KyKypy3bl (Zea mays L.).

3agauyu: MOBBIIICHUE BBIXOJA WHAYKTOPOB; ONTHUMH3AIUS TCHETUYECKOW CHCTEMBI
UACHTU(DHUKAIIMY TalJIONIOB Ha pa3HBIX JTamax pa3BUTUSA PA3IUYHBIX PA3HOBHIHOCTEH
KYKYpYy3bl; YIy4IlIEHHE KOJMYECTBEHHBIX MPU3HAKOB Yy TalUIOWJHBIX HHIYKTOPOB (BBICOTA
pacTeHus, JJIMHA METEJIKH, MPOJIOJDKUTEIBHOCTh  LBETCHHUS, KOJUYECTBO  IBUIBIIBI,
YCTOMYMBOCTh K TIOJIETAHUIO, MYKCKasi (DEepTUIBHOCTH), BIHUAIONIMX CYIIECTBEHHO Ha
KOJIMYECTBO BO3MOXHBIX CKPCIIUBAHWHN; BBIIBICHHEC MEXaHM3Ma WHIYKIIMH TaIluIOUOB;
ONTHMH3AIMS TEXHUKHU TyOIHMPOBAHUS KOJIMYECTBA XPOMOCOM Y TaIlUIOMIHBIX PACTCHHHA TPH
MOMOIIM UHTUOUTOPA MUTO3a — KOJIXUIMHA.

Hayunass HoBW3HA: BrepBble ObUIM CO3/aHbl JIMHUM C BBICOKOH CIIOCOOHOCTBHIO
UHIYKIUH ramionnos — 10 10-15% u cuctemoii MapkepHbIx reHoB anTormana (R1-nj, B1, PI1),
JKCIIpecCHsl KOTOPBIX MO03BoJsAeT 3G(EKTHUBHO HIACHTHU(PHUIMPOBATH TalJIOUIbl HAa Pa3HBIX
dTamax pa3BUTHS KYKYpy3bl, a YJIyUIlIEHHbIE KOJMYECTBEHHBIC MPU3HAKU CIOCOOCTBYIOT
OCYIIIECTBIIEHUIO OOJIBIIOr0 KOJIMYECTBA CKPELIMBAHUM.

Teopernueckoe 3HAYeHHMe: TIOIYYEHHBIE pE3YJIbTAaThl OTHOCUTEIBHO aHaJIM3a
rerepoQepTUiIN3aii, CIOCOOHOCTH MYXKCKOTO TaMeTopuTa WHIYLHUPOBAaTh pa3jINydHbIE
BapHAHTHI CEMSH, BIMSHUS NEPUOA OTBLUICHHUS MMOYAaTKOB HA BBIXOJ] TallJIONI0OB CITIOCOOCTBYIOT
BBISIBJICHUIO MEXaHU3Ma Pa3BUTHUS TAIJIOUIOB MPHU MCTIOIH30BAaHUH JTUHUI-UHIYKTOPOB.

Pemiennasi BaxxHasi Hay4yHasi mpo0JieMa COCTOUT B HAYYHOM 0O0CHO8AHUU KOHIICTIITUN
NOBBIIEHUS  A(P(GEKTUBHOCTH  CO3/IaHUS  JUTAIUIOMIHBIX JUHUH Yy KyKypy3bl 0714
YeneHanpasieHHo20 UCNONb306aHUs. CUCTEMBl MapKEepHBIX TEHOB CHHTE3a AaHTOI[MaHa,
VIIYYIICHUS] KOJTUYECTBEHHBIX MPU3HAKOB U ONTHUMH3AIMU CTI0co0a AyOIMpOBaHUs KOJTHMYECTBA
XpPOMOCOM, 4YMmoO Ccnocob6Ccmeo6ano TOBBIILIEHUIO BbIXOJA TallJIOWJHBIX T€HOTUIOB U
COKpAIIICHUIO BPEMEHH ISl CO3aHUSI TOMO3UTOTHBIX JIMHUH KYKYPY3HI.

IpakTuueckoe 3uauvenue: yuauu LHI (Linie Haploid Inductoare) moryr ObITh
WCTIONIB30BAaHbl NIl TONYYEHUs MATEPUHCKUX TaIUIOMIOB W3 PA3IUYHBIX TEHOTHIIOB,
MPEJCTABISIIONINX TEeHETHYeCKU M CEeNIeKIIMOHHBIM uHTepec. Jlisg BOCCTaHOBIICHUSA
(bepTUIBPHOCTH TMpEANiaraeTcs Croco0 AyOMMpOBaHUS KOJHMYECTBA XPOMOCOM Y TarlIOMIHBIX
pacTeHUi MPH MOMOIIY KOJIXHUIIMHA B MOJIEBBIX YCIOBUSX.

BHenpenue HayyHBIX Ppe3yJbTATOB: B CEJEKIIMOHHBIX MPOTPAMMax KYKYpPY3bl
WNuTtutyra pacrenueBoactBa “‘Porumbeni” u WHcTuTyTa reHeTHKH, (U3UOIOTUU M 3alUTHI
pacrennii AHM.
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SUMMARY

Sarmaniuc Mariana “The efficientization of creation technology of maize homozygous
lines (Zea mays L.)”, Thesis in Biology, Chisinau, 2015. The thesis consists of introduction, 3
chapters, conclusions and recommendations, bibliography 258 titles, contains 136 pages, 31 tables,
48 figures. The results of the research are published in 9 scientific papers.

Key-words: maize, technology, inducers, haploids, anthocyanin marker genes, chromosome
doubling, doubled haploid lines, homozygous lines.

Research domain: Plant genetics.

The goal of the research: the efficientization of creation technology of maize homozygous
lines by exploring of maternal haploids induction in maize (Zea mays L.). The objectives: increase
the haploid induction rate; strengthening the genetic system of haploids identification at various
stages of development from different corn varieties; the improvement of quantitative traits of haploid
inducer (plant height, tassel length, duration of tassel flowering, amount of pollen, plant resistance to
falls, male fertility) that significantly influence the number of crossings; elucidation of the haploid
induction mechanism; optimization of technique for chromosomes doubling in haploid plants with
mitotic inhibitor — colchicines. Scientific novelty: were created, for the first time, lines with haploid
induction rate of 9-15%, with anthocyanin marker genes system (R1-nj, B1, PI1) which allows
efficient identification of haploids at different stages of development in different genotypes of maize,
and improved quantitative traits favors making a large number of crossings. Theoretical
significance: the results of hetero-fertilization analysis, male gametophyte ability to develop
different kind of seeds, influence of pollination period of ears on haploid rate may help to explain the
mechanism of haploid lines development using inducers. The important scientific problem solved
consist in the scientific fundamenting of the efficientization concept of creation technologies of
double haploid lines in order of a controlled exploring of marker genes system of anthocyans
synthesis, the increase of the performance of quantitative characters and the optimization of
chromosomes doubling process, fact which contributed to the increase of haploid genotypes yield
obtaining and reducing the creation period of homozygous lines. Applicative value: LHI lines can
be fully used in production of maternal haploids from different genotypes with genetic and
ameliorative interest. To restore male fertility was optimized the colchicines treatment of haploid
plantlets directly under field conditions, as method of chromosomes doubling. Implementation of
scientific results: in maize breeding programs in the Phytotechnical Institute ,,Porumbeni” and

Institute of Genetics, Physiology and Plant Protection of ASM.
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