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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, Chisindu, 2015. Teza consta din introducere, 3
capitole, concluzii, recomandari, bibliografie din 258 surse, anexd, 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 lucrarii 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
vatdmatori) 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 datd 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 solutionatd constd 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 i reducerea termenului de creare a liniilor homozigote de porumb.

Valoarea aplicativi 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 «[loBbimienne 3(PeKTHBHOCTH TEXHOJOTHU CO3TAHUS
TOMO3MTOTHBIX JHHUH KYKypy3bl (Zea mays L.)», nuccepranus JOKTOpa OHOJIOTHYECKHX
Hayk, Kummnzy, 2015. J[uccepramus cOCTOUT U3 BBEICHHS, 3-X TJiaB, BBIBOJOB,
pexkoMeHanuii, oubauorpaduu, BKItoUaromen 258 ncrounuka, oommii oobem — 136 crpanwuil,
coaepxut 31 tabmun 1 48 puCYHKOB. Pe3ynbTaThl HccieoBaHUN ONyOIMKOBAaHBI B 9 HAYUHBIX
pabotax. KiioueBble cjioBa: KyKypy3a, TEXHOJOTHUH, WHAYKTODPBI, TallJIONJbI, MapKepHbIE
TeHbl aHTOIMAaHA, IyOJMpPOBAaHHE KOJMYECTBA XPOMOCOM, IBOWHBIC TaIlUIOWIHBIC JIMHUH,
TOMO3HUTOTHBIC JINHUH.

O0JacTb ucciegoBanmii: ['enernka pacTeHUi.

Heabr pa6oThi: moBbiieHHe Q(HEKTHBHOCTH TEXHOJOTHMH CO3JAaHUS TOMO3UTOTHBIX
JIMHUAN TyTeM WHAYILMPOBAHUS MAaTEPUHCKHUX TaIllIOMIOB Y KYKypy3sl (Zea mays L.).

3agauyu: MOBBIIICHUE BBIXOJA WHAYKTOPOB; ONTHUMH3AIUS T€HETUYECKOM CHUCTEMBI
UACHTU(DUKAIIMY TalIONIOB Ha pa3HbIX JTalnax pa3BUTUS PA3IUYHBIX PA3HOBHIHOCTEMH
KYKYpY3bl; YIy4YllleHUE KOJMYECTBEHHBIX MPU3HAKOB Yy TaIUIOMIHBIX HHAYKTOPOB (BBICOTA
pacTeHus, [UIMHA METEJIKH, NPOAODKUTEIBHOCTh LBETEHHUS, KOJMYECTBO  IBUIBIIHI,
YCTOMYMBOCTh K TOJIETaHUIO, MYKCKasi (DEepTUIBHOCTH), BIHUAIONIMX CYIIECTBEHHO Ha
KOJIMYECTBO BO3MOXHBIX CKPCIIUBAHUHN; BBIIBICHHEC MEXaHH3Ma WHIYKIIMH TaIluIoUOB;
ONTHMM3AIHS TEXHUKHU TyOIMPOBAHUS KOJIUYECTBA XPOMOCOM Y TAIUIOUAHBIX PACTCHHUU TIPU
MTOMOIIM HHTUOUTOPA MUTO3a — KOJIXUIMHA.

Hayunass HoBW3HA: BrepBble ObUIM CO3/aHbl JMHUM C BBICOKOH CIIOCOOHOCTBHIO
UHIYKIUH ramionnos — 10 10-15% u cuctemoii MapkepHbIX reHoB anTorana (R1-nj, B1, Pl1),
JKCIIpecCHsl KOTOPBIX MO3BOJIsACT 3(G(EKTUBHO HUASHTHU(PUIIMPOBATH TaIIOWAbl HA Pa3HBIX
dTamax pa3BUTHSI KYKYpY3bl, a YIy4IIeHHbIE KOJIWYECTBEHHBIE MPHU3HAKU CIOCOOCTBYIOT
OCYIIECTBIIEHUIO OOJIBIIIOTO KOJUYECTBA CKPEITUBAHUMN.

Teoperuueckoe 3HAYeHHE: TIOTYYEHHBIE peE3yJabTaThl OTHOCHUTEIBHO aHaJlU3a
rerepoQepTUiIn3alii, CIOCOOHOCTH MYMKCKOTO TaMeTopuTa HHAYLHPOBATh pa3IudHbIE
BapUaAHTHI CEMSH, BIMSHUS MEPUO/Ia ONBUIICHHUS MOYaTKOB HA BBIXOJ TaINIOUOB CITIOCOOCTBYIOT
BBISIBJICHUIO MEXaHU3Ma Pa3BUTHUS TAIJIOUIOB MPHU MCTIOIH30BAaHUH TUHUI-UHIYKTOPOB.

Pemiennasi BaxxHasi Hay4yHasi mpo0JieMa COCTOUT B HAYYHOM 0OOCHO8AHUU KOHIICTIITUN
noBbIIEHUS  A(P(GEKTUBHOCTH  CO3/aHUS  JUTAIUIOMIHBIX JUHUH Yy  KyKypy3bl 074
YeneHanpasieHHo20 UCNONb306aHUs. CUCTEMBbl MapKepHBIX TEHOB CHHTE3a AaHTOIMaHa,
yIy4IIEeHUS! KOJTMYECTBEHHBIX IPU3HAKOB M ONITUMU3AIINU CIIOCO0a AyONUPOBaHUS KOTUYECTBA
XpPOMOCOM, U4mO CHOCOOCMB06AIO TIOBBIIEHWIO BBIXOJ@ TaIlJIOMJHBIX TEHOTUIIOB |
COKpAIIICHUIO BPEMEHH ISl CO3aHUSI TOMO3UTOTHBIX JIMHUN KYKYPY3HI.

IpakTuueckoe 3uauvenue: yuauu LHI (Linie Haploid Inductoare) moryr ObITh
WCIIOJIB30BAaHbl JUISI TIOJNIYYEHHUST MATEPUHCKUX TaruIOWJO0B W3 Pa3jIUYHBIX TE€HOTHIIOB,
MPEJCTABISIIONINX TEeHEeTHYEeCKU M CEeNeKIIMOHHBIM uHTepec. Jlig BOCCTaHOBIICHUS
(bepTUIBPHOCTH TMpEATiaraeTcs Crnocod AyOMMpOBaHUS KOJMYECTBA XPOMOCOM VY TarlIOMIHBIX
pacTeHuil PH MOMOIIY KOJIXHUIIMHA B TIOJIEBBIX YCIOBHSIX.

BHenpenue Hay4HBIX Ppe3yJbTATOB: B CEINEKIHUOHHBIX MpOrpaMMax KyKypy3bl
WUuTtutyra pacrenueBoactBa “‘Porumbeni” u MHcTuTyTa reHeTHKH, (U3MOIOTUU M 3alIUTHI
pacrennii AHM.



SUMMARY

Sarmaniuc Mariana “The efficientization of creation technology of maize homozygous
lines (Zea mays L.)”, Thesis in Biology, Chisindu, 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.



LISTA ABREVIERILOR

Al, al — Anthocyaninless 1 (Lipsa antocianului 1)

A2, a2 — Anthocyaninless 2 (Lipsa antocianului 2)

A3, a3 — Anthocyaninless 3 (Lipsa antocianului 3)

As 1 - Asynaptic 1

B1 — Colored brown plant (Planta cu coloratie bruna)

Bzl — Bronze 1 (Bronz 1)

Bz2 — Bronze 2 (Bronz 2)

C1 - Colored aleurone 1(Aleurona colorata 1)

C1-1 — Dominant inhibitor (Inhibitor dominant)

C2, —Colorless 2 (Lipsa coloratiei)

C2-1df — Dominant inhibitor (Inhibitor dominant)

Cl-1 — Chlorophyll 1 (Clorofila 1)

DH — Dublu haploid

DMSO - Dimethyl sulfoxide

El 1 —Elongate 1 (Alungit 1)

Gl1, gl1 — Glossy 1 (Lucios 1)

Ig1, igl — Indeterminated gametophyte 1 (Gametofit nedeterminat 1)
lgl — Liguleless 1 (Aligulat 1)

Ig2 — Liguleless 2 (Aligulat 2)

MHI — Moldavian Haploid Inducer

PEM - Purple Embryonic Marker (Marker Embrionar Purpuriu)
PI1 — Purple plant 1 (Planta purpurie 1)

Prl - Red aleurone 1 (Strat aleuronic rosu 1)

QTL — Quantitative Trait Loci (Locus al Caracterelor Cantitative)
R1-Red 1 (Rosu 1)

R1-nj — R-novaho

RFLP — Restriction Fragments of Length Polymorphism (Polimorfismul Lungimilor Fragmentelor de
Restrictie)

Rgl- Ragged leaves 1 (Frunze neregulate 1)

UV — Raze ultraviolete

ZMS — Zarodisevii Marker Saratovschii

3MC — 3apoasieBsiit Mapkep CapaToBckHii

KMC — Kopnunesslit Mapkep CapaTtoBckuii



INTRODUCERE

Actualitatea si importanta problemei. Porumbul (Zea mays L.) este utilizat in
alimentatia omului si furajarea animalelor, in calitate de biocombustibil si are aplicabilitate larga
la nivel industrial. Cultura de porumb reprezinta un important produs alimentar alaturi de grau
(Triticum aestivum L.) si orez (Oryza sativa L.), fiind o sursa bogata de calorii pentru majoritatea
oamenilor ce locuiesc intr-un sir de tari cu nivel precar de viata din Africa, Asia, America [195].

In ultimul timp, in agricultura mondialad au loc schimbari esentiale la nivelul diferitelor
culturi. Producerea boabelor de porumb este concentrata pe cresterea productiei agricole pentru
satisfacerea consumatorilor din intreaga lume, care sunt in continud crestere; Tmbundtatirea
calitatii produselor alimentare, pentru a asigura o viatd cu nivel calitativ inalt; pe utilizarea
cariopselor ca surse rentabile de combustibil. In contextul acestor deziderate, cercetarile sunt
orientate spre obtinerea de noi forme genetice cu caractere economic valoroase [176].

Este demonstrat ca peste 50% din progresul obtinut in agricultura in lume, in ultimii 50
de ani, se datoreaza crearii si implementarii de noi soiuri si hibrizi, dar Republica Moldova
comparativ cu nivelul mondial, la acest capitol este intr-un dezavantaj pronuntat [2]. Din aceste
considerente, crearea si promovarea hibrizilor competitivi si producerea de seminte calitative
sunt obiective de mare importantd in agricultura moderna. Producerea hibrizilor de porumb cu
productivitate inalta este un rezultat creativ al imbinarii reusite a bazelor teoretice si practice ale
fenomenului de heterozis [4].

in agricultura modernd, la cultivarea porumbului se utilizeaza hibrizii si varietatile cu
polenizare libera, producatorii selectand din acestea, genotipuri adaptate la anumite conditii de
mediu, si cu avantaje de ordin economic. Hibrizii sunt creati prin incrucisarea plantelor
autopolenizate timp de 6-10 generatii, in scopul obtinerii liniilor consangvinizate, homozigote
[120]. Prin urmare, cheia dezvoltdrii accelerate a genotipurilor ameliorate este reducerea
timpului necesar crearii liniilor homozigote. Acest deziderat a devenit realizabil datorita aplicarii
tehnologiei liniilor dublu haploide (DH) [111, 195, 202]. Producerea liniilor DH din
germoplasma heterozigota este un proces, ce implicd 2 generatii. In prima generatie, haploidia
este indusa din plantele diploide, garnitura de cromozomi a acestora fiind redusa la jumitate. in a
2-a generatie, setul haploid de cromozomi este dublat, fiecare cromozom obtine o copie identica,
iar garnitura diploidd este restauratd. Planta diploidd rezultatd, numitd ,,dublu haploida” este
homozigota la nivel de 100%, deoarece in fiecare pereche de cromozomi, unul este copia
identica a celuilalt. Prin urmare, homozigotia completad este produsd in 2 sezoane de vegetatie,

spre deosebire de metoda traditionala, care necesita autopolenizari recurente pe durata mai
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multor ani [69, 96, 110, 195, 202, 249]. Autorii B.Forster, W.Thomas au raportat ca tehnologia
de dublare numarului de cromozomi la plantele haploide este utilizata in ameliorarea a peste 250
culturi, iar din 300 de varietati cu polenizare libera prin intermediul liniilor dublu haploide au
fost create 12 specii noi [105].

Haploizii produsi din plante diploide (2n=2x), cunoscuti i ca monoploizi contin un set
gametic de cromozomi in faza de sporofit (2n=x), poseda talie mica a plantei, demonstreaza
viabilitate redusa comparativ cu plantele donatoare si sunt sterili din cauza distorsionarii meiozei
care conduce la formarea gametilor defectuosi, sai chiar la absenta acestora [181].

Haploizii pot aparea spontan in naturd, sau ca rezultat al diferitelor tehnici de inductie. De
la prima atestare a plantelor haploide la Datura stramonium (LINN.) [54], aparitia spontana a
acestora a fost observata la multe alte specii [95, 104], insa datorita incidentei lor reduse,
obtinerea unui numar mare de linii DH este posibild doar pe cale artificiala — in vivo, sau in vitro
[110].

Propagarea in vitro asigura multiplicarea rapida a germoplasmei, crearea de genotipuri
noi cu caractere valoroase si este utilizata pe larg in fitotehnie. Cultivarea in vitro a materialului
vegetal (tesuturi meristematice, celule, embrioni imaturi) permite obtinerea rapida a clonelor
organismelor valoroase [1]. Prin aceasta tehnica, producerea haploizilor implica cultivarea
gametofitului patern (antere, sau microspori) sau matern (ovule) pe medii de culturd, in conditii
controlate, pentru a induce embriogeneza care va rezulta cu dezvoltarea plantelor haploide [232,
233].

La porumb, inducerea haploizilor prin cultura de antere reprezinta o metoda laborioasa si
costisitoare, cu nivel scazut de regenerare a plantei, din care cauza biotehnologia nu este aplicata
pe larg in programele de producere a liniillor DH. Se mentioneaza, totusi ca potentialul
regenerativ are un caracter genotipic [58, 227].

Producerea haploizilor in vivo poate fi obtinutda prin: (i) incrucisari interspecifice, cu
aplicare larga la orz Hordeum vulgare (polenizarea cu H. bulbosum); [140] si grau (polenizarea
cu porumb); [159]; (i1) incrucisari cu polen tratat prin iradiere, caldura si/sau chemicale [95]; (ii1)
incrucisari cu genotip specific de inducere a haploidiei (inductori, sau linii inductoare) [74].
Aceasta din urma a fost aleasa ca metoda de producere a haploizilor [110].

Inductorii prezinta genotipuri cu capacitate specifica de inducere a dezvoltarii boabelor
cu embrion haploid in rezultatul incrucisarii cu planta diploida (normald). Utilizarea inductorului

ca forma materna induce haploizi paterni [146], in timp ce folosirea acestuia ca polenizator duce
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la dezvoltarea haploizilor materni [202]. Numarul de haploizi din descendenta totald de boabe
reprezintd ,,rata de inducere a haploizilor” de catre inductorul utilizat [110, 195].

Abilitatea inductorilor de a induce genotipuri haploide in vivo la porumb este un caracter
care raspunde la selectie si, totodata, ofera largi oportunitati la crearea noilor linii in ultimele trei
decenii [195]. Primul inductor de haploizi materni este Stock 6 care in incrucisari cu donorii
demonstreaza rata de 2-3% [85]. Ulterior acest inductor ancestral a stat la baza crearii multor
altor inductori in diferite institutii de profil din lume [22, 47, 63, 157, 175, 194, 202, 221, 249].

Un aspect esential in utilizarea tehnologiei DH la crearea liniilor homozigote, constituie
sistemul de diferentiere a boabelor, sau plantulelor haploide rezultate din inducerea haploidiei
de cele dezvoltate prin fertilizare obisnuitd [110]. In inductori au fost integrate gene dominante
ce regleaza sinteza antocianului in tesuturile din embrion si endosperm, planta intregra la diferite
faze de dezvoltare [77, 118, 183].

Tehnologia liniilor DH ofera o gama vasta de avantaje pentru genetica, ameliorarea si
producerea porumbului, cele mai importante fiind [69, 105, 110, 111, 124, 202]:

1. reducerea semnificativa (de 2-3 ori) a procesului de obtinere a liniilor complet
homozigote;

2. logistica simplificatd, termeni restransi, surse financiare reduse pentru obtinerea si
producerea liniilor homozigote, toate acestea favorizand realizarea si implementarea mai
multor selectii pentru producerea accelerata a genotipurilor de elita;

3. selectarea eficienta si exacta a genotipurilor valoroase;

4. accelerarea obtinerii liniilor cu alele favorabile ce controleaza productivitatea si adaptarea
la conditii de stres, mult mai dificil de realizat prin metodele conventionale;

5. defineste perfect conditiile de distinctivitate, uniformitate, stabilitate pentru protectia
varietatii plantelor, datoritd omogenitatii 1 homozigozitatii complete;

6. reduce eforturile de mentinere a liniei In stare homozigota;

7. in combinatie cu markerii moleculari faciliteaza accesul la germoplasma maternd, sau
paterna din liniile parentale ale formelor hibride.

Metoda de inducere a haploizilor in vivo poate fi consideratd ca importanta 0 a treia
realizare metodologicd dupa tehnologia heterozisului si pepenierele anuale [220]. Ca rezultat,
datoritd multor avantaje si metodologiei relativ simple, tehnologia DH a inlocuit cu succes alte
metode de obtinere a liniilor homozigote in programele de producere industriala a porumbului in

Europa [215], America de Nord [220], China [78] si America Centrald [193, 194].
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Cu fiecare an, tehnologia liniilor DH avanseaza tot mai mult, tendinta fiind determinata
de necesitatile de plante haploide in continua crestere. Industria porumbului poate fi insa afectata
de unele dezavantaje ale inductorilor: rata redusa de obtinere a haploizilor, expresia instabila a
genelor marker care controleaza pigmentatia antocianica, din care motiv diferentierea exacta a
boabelor cu embrion haploid de cele cu embrion diploid este dificila [194].

Odatd cu marirea diversitatii materialului de obtinere a haploizilor, s-a constatat ca
germoplasma donorilor poate influenta puternic pigmentarea antocianicd a embrionului si
endospermului. In unele cazuri coloratia este atat de slaba, incat haploizii si hibrizii practic nu se
deosebesc de boabele obisnuite materne [88, 145]. Un alt impediment consta in faptul ca o parte
considerabild de inductori sunt predispusi la cadere, sensibili la boli, daundtori si poseda
caractere cantitative slab ameliorate, din care motiv este pusa in dificultate realizarea unui numar
mare de incrucisari si, respectiv, obtinerea cantitatii necesare de boabe [194].

Majoritatea plantelor haploide sunt sterile, datorita distorsionarilor meotice la formarea
gametilor [227]. Prin urmare, dublarea cromozomilor este necesara pentru restabilirea fertilitatii,
autopolenizare si mentinerea genotipului. La porumb, cel mai utilizat agent de dublare este
alcaloidul colchicina, ce actioneaza ca inhibitor mitotic. In timpul dividerii celulare, colchicina
inhiba formarea fusului de diviziune, astfel in celuld ramane numarul dublu de cromozomi fara
dividerea acesteea [121, 235].

La producerea liniilor DH au fost elaborate protocoale de tratare a haploizilor cu
colchicina atat in vivo [91, 108], cat si in vitro [43, 240], de asemenea si metode alternative de
tratare cu protoxid de azot [144] si erbicide cu efect de inhibare a mitozei [241]. Cu toate
acestea, indiferent de metoda, dublarea artificiald a cromozomilor la porumb este un proces
foarte costisitor ce necesita conditii speciale. Metodele utilizate pana in prezent au demonstrat
eficacitate diminuata si afectare puternica a viabilitatii plantei. Din aceste cauze, doar un numar
mic de plante isi recapata fertilitatea, iar plantele dublu haploide de obicei produc cantitati
insuficiente de polen pentru autopolenizare, ceea ce conduce la formarea unui numar mic de
boabe pe stiulete. Pentru obtinerea eficienta a liniilor homozigote prin tehnologia DH, sunt
necesare metode ce ar permite: 1) restabilirea fertilitatii masculine la un numar cat mai mare de
plante; 2) reagentul de dublare a cromozomilor sa afecteze cat mai putin viabilitatea plantei; 3)
procedeul de tratare sa fie simplu, cu cheltuieli minime [122].

Pentru sporirea eficientei tehnologiei liniillor DH in primul rand este necesara
ameliorarea complexd a liniilor inductoare de haploidie. Paralel cu capacitatea de majorare a

ratei haploizilor i consolidare a sistemului de gene marker, inductorii trebuie sa posede anumite
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performante ale caractere cantitative. Manifestarea fenotipica a genelor marker urmeaza sa
permita evidentierea exactd a haploizilor la diferite faze de dezvoltare, din diverse tipuri de
germoplasma fara eforturi si cheltuieli semnificative. Utilizarea inductorilor cu caractere
cantitative valoroase poate spori randamentul de obtinere a haploizilor, polenizarea manuala
fiind 1nlocuita cu cea naturald — libera; doar in asa caz, haploizii avand perspective de producere
pe suprafete mari.

Scopul lucrarii: 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.

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 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 teoreticAi a lucrarii. Rezultatele obtinute referitor la analiza
heterofertilizdrii, capacitdfii 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 constd 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.
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Valoarea aplicativa 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.

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

Cercetdrile prezentate in lucrare au fost realizate in cadrul proiectului pentru tineri savanti
,Elaborarea metodelor eficiente de dublare a numarului de cromozomi la plantele haploide de
porumb” 09.819.04.04A (2009-2010) (ASM) 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).

SUMARUL COMPARTIMENTELOR TEZEI

Teza cuprinde adnotari prezentate in limbile romana, rusa si engleza, lista abrevierilor,
introducere, trei capitole, concluzii generale §i recomandari practice, bibliografie, anexe,
declaratia privind asumarea raspunderii $i CV.

In ,,Introducere” se argumenteazi actualitatea si importanta problemei abordate; sunt
formulate scopul si obiectivele tezei; se descrie noutatea stiintificd a rezultatelor obtinute;
importanta teoretica, problema stiintifica solutionatad si valoarea aplicativa a lucrarii, aprobarea
rezultatelor si sumarul compartimentelor tezei.

Capitolul 1. ,,Fenomenul de haploidie — explorarea in genetica si ameliorarea
culturilor agricole” — prezinta 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.
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Capitolul 2. ,,Material si metode de cercetare” — sunt descrise materialul de studiu si
conditiile de cultivare; aprecierea capacitatii de inducere a haploizilor; analiza fenologica a
expresiei genelor B1, PI1, R1-nj la descendentii segreganti; metodele de dublare a numarului de
cromozomi cu colchicind la plantele haploide; analiza statistica a datelor obtinute.

Capitolul 3. ,,Inducerea haploidiei in vivo — eficienta noilor linii inductoare si crearea
liniilor dublu haploide de porumb (Zea mays L.)” — sunt prezentate date despre tehnologia de
creare a liniilor inductoare de haploizi materni; imbundtafirea capacitatii de inducere a
haploizilor; analiza variatiei genetice a capacitatii de inducere a haploizilor; consolidarea
sistemului genetic de identificare a haploizilor; ameliorarea caracterelor cantitative la liniile
inductoare de haploizi (inaltimea plantei, lungimea paniculului, durata infloririi paniculului,
cantitatea de polen, rezistenta la cadere, fertilitatea masculind) ce influenteaza numarul de
incrucisari; mecanisme ale fenomenului de inducere a haploizilor materni; liniile LHI (Linie
Haploid Inductoare) cu capacitate de inducere a haploizilor materni; fenomenul de
heterofertilizare in procesul inducerii haploizilor; capacitatea gametofitului masculin de a induce
dezvoltarea diferitelor variante de boabe; utilizarea unor metode de dublare a numarului de
cromozomi la crearea liniilor dublu haploide de porumb; analiza comparativa a diferitelor
procedee de tratare a haploizilor atat in conditii de camp, cat si de laborator; utilizarea
tehnologiilor statistice moderne la analiza datelor obtinute si elaborarea sistem-suportului de

decizii.
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FENOMENUL DE HAPLOIDIE —- EXPLORAREA IN GENETICA SI AMELIOAREA
CULTURILOR AGRICOLE

1.1. Istoricul si clasificarea haploizilor. Caracteristici ale plantelor haploide

Haploizii reprezinta plante sau embrioni cu garnitura redusd de cromozomi (n),
comparativ cu forma initiala (2n). Conform clasificarii elaborate de C.C. Xoximos, B.C. TeipHOB,
E.B. I'pumuna [24], haploizii se clasifica in trei tipuri:

- haplozi matroclini (materni) — se dezvolta dintr-un ovul nefecundat, detin nucleul si
citoplasma unui gamet;

- haploizii androclini (paterni) — se dezvolta dintr-o celula a gametofitului masculin, contin
nucleul si citoplasma aceluiagi gamet si se obtin doar experimental din cultura de antere;

- haploizii androgeni — se dezvolta dintr-un ovul reductional sau din alta celuld al sacului
embrionar, in care cromozomii proprii sunt inlocuiti cu cromozomii nucleilor spermatici, acest
tip de haploizi detinand nucleul unui gamet si citoplasma altui gamet.

Prima data, plantele haploide au fost atestate la Datura stramonium [50], dupa care
haploizii au fost detectati si la alte culturi, ca tutunul [84], triticale [106], tomatele, cartofii, soia,
orzul etc. [141]. Autorii G. Kimber, R. Riley [147] au raportat despre depistarea haploizilor la
cel putin 71 specii, care apartin la 39 genuri si 16 familii de angiosperme. Ulterior numarul
acestora a crescut considerabil, fiind mentionati pirul [211], piersicul [126, 234]; citricele [138,
246]; Trillium [Uchino, 1973]. Aparitia spontana a haploizilor s-a semnalat de asemenea, si la
unele specii de gimnosperme [131, 224].

Pentru prima data haploizii la porumb au fost mentionati de L.J Stadler in 1929. L.
Randolph si L.J Stadler sunt considerati primii care au initiat cercetari in domeniul haploidiei la
porumb [197, 202, 219]. La plantele superioare, haploizii se deosebesc de omologii diploizi prin
mai multe insusiri (Figura 1.1), cele mai evidente fiind: dimensiunile caracterelor morfologice
diminuate datorita dimensiunilor mici ale celulelor, volumul acestora corespunzand cu nivelul de
ploidie; toleranta redusa la conditii nefavorabile; sterilitate inalta la nivel de panicul si stiulete.
De asemenea, plantele haploide sunt mai tardive, dezvoltandu-se mult mai lent decat cele
diploide. Gradul de haploidie, poate fi confirmat prin diferite metode, acestea incluzand, in
primul rand, determinarea numirului de cromozomi. In prezent, se utilizeaza tehnici citologice
conventionale si de stabilire a volumului de ADN prin citometrie de flux [55], cat si metode

indirecte bazate pe dimensiunile celulelor de protectie si ale plastidelor [247].
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Fig. 1.1. Dimensiunea plantelor haploide si diploide [194].

1.2. Crearea sistemului genetic de identificare a haploizilor

Incepand cu anul 1946, una din problemele fundamentale in domeniu haploidiei a fost
obtinerea si identificarea haploizilor. Autorul S. Chase [75] a fost primul care a enuntat: ,,daca
rata haploizilor este de 1/1000 sau 1/2000, aceasta poate avea valoare practica doar in cazul cand
polenizatorul utilizat poseda un sistem genetic eficient de evidentiere a haploizilor”. Pentru
identificarea haploizilor, autorul a utilizat un tester ce contine genele al; A2; B1; PI1; C1; Rgl;
Pr [71]. Prezenta genei recesive al in stare homozigota blocheaza sinteza antocianului, din care
motiv testerul este de culoare verde, cu nuantd bruna intunecatd. La incrucisarea testerului cu
genotipul ce contine gena dominanta Al, antocianul se va sintetiza in cantitati suficiente pentru
colorarea plantulelor si plantelor mature in purpuriu sau violet, astfel sistemul de gene marker
permitand selectarea eficientd a haploizilor la faza de 3-4 frunze. Dat fiind faptul ca haploizii
materni se dezvolta din ovule nefecundate, acestea sunt de culoare verde. Sistemul marker
mentionat a facut posibild identificarea unui numar mare de haploizi spontani, insd poseda si
unele dezavantaje [73]. Inainte de insimantare este necesard germinarea semintelor obtinute din
incrucisarile cu testerul — al. De mentionat, cd nu fiecare genotip utilizat in ameliorare Sau
geneticd in scopul vizat posedda gena dominantd Al, iar in lipsa acesteia alela recesiva al

devenind in stare homozigota, blocheaza sinteza antocianului. Identificarea haploizilor in asa caz
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este dificila, sau practic imposibila de realizat. Un impediment la utilizarea acestui tester,
prezintd si faptul ca sinteza antocianului poate fi inhibata si de alte gene, care se intdlnesc in
unele genotipuri de porumb: ClI-1, C2-1df si In1-D [88].

Pentru identificarea haploizilor, cercetatorii francezi P. Lashermes, E. Couturon,
A.Charrier (1988) au utilizat un alt sistem marker, in care in calitate de forme materne s-au
selectat genotipuri cu genele recesive — Igl, 1g2, gl1 ce controleaza caracterul frunze lucioase si
neligulate. La polenizarea genotipurilor ce nu detineau markerii utilizati de P. Lashermes, s-au
obtinut plante hibride fard manifestarea caracterelor mentionate. In cazul polenizirii cu acest
tester, la unele plante genele Igl, 192, gl au avut o expresie fenotipica. Acestea sunt plantele
haploide materne dezvoltate din ovule nefecundate. Rata haploizilor obtinuti a variat in limite
destul de largi si a depins atat de polenizator, cat si de un sir de alti factori [157].

De mentionat, ca cercetdtorii francezi au aplicat un sistem marker destul de original.
Genele 1g1, 1g2, gl1 deblocheaza sinteza antocianului, iar haploizii pot fi selectati independent de
prezenta sau lipsa genelor inhibitoare. Totusi, markerii propusi de P. Lashermes nu si-au gasit
aplicarea Tn ameliorarea §i genetica porumbului, intrucat haploizii pot fi selectati doar din
materialul, ce contine genele recesive Igl, 192, gll. In lucririle amelioratorilor cat si a
geneticienilor, cercetarea si imbunatatirea liniilor si hibrizilor de porumb din asemenea material
se realizeaza destul de rar.

Totusi, existd posibilitatea de identificare fenotipica a haploizilor la nivelul sistemului
radicular. Autorul B. TeipHOB a constatat ca la faza de 3 frunze sistemul radicular la plantele
haploide este de 1,5-2 ori mai scurt si mai subtire, decat la plantele diploide [21, 23]. Conform
unor date, masa radacinilor plantulelor haploide in medie la diferite faze de dezvoltare constituie
10-60% din cea a diploizilor, astfel acest indiciu servind ca factor suplimentar la identificarea
haploizilor [12]. Genele de inhibitie a antocianului adesea pun in dificultate manifestarea
caracterului, din care motiv este necesara elaborarea altor metode de evidentiere a haploizilor ce
nu ar depinde de prezenta inhibitorilor antociani. Sub acest aspect, o0 metoda destul de interesanta
a fost elaboratd in Germania [109]. In calitate de marker s-a utilizat rezistenta trans-genica pentru
erbicidul BASTA. Paternul de mostenire a rezistentei este dominanta monogenica, iar
genotipurile rezistente pot fi selectate la faza de planta tanara. Plantulele haploide pot fi
identificate in baza arsurilor pe fragmentele de frunza, ca reactie la solufia de erbicid de 1%.
Totusi, metoda propusd nu prezinta exactitate la apreciere, motiv pentru care plantulele selectate

urmeaza a fi suplimentar testate in conditii de camp, sau analizate citologic.
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Anumite progrese la crearea sistemului marker au fost determinate de utilizarea genelor
embrionare, care se manifestd la faza de boabe mature si permit evidentierea haploizilor cu
embrion haploid. Aplicarea acestora este foarte rentabila, deoarece selectarea haploizilor nu are
restrictie de timp, materialul poate fi pastrat, insdmantat in camp sau sera in perioada necesara.

Autorii K. Sarkar, E. Coe (1966) au folosit ca component matern, genotipuri ce detin in
stare homozigota gena C1 (coloratie antocianicd in stratul aleuronic). Componentul patern al
incrucisarii contine gena C1-l in stare homozigota, care inhiba sinteza antocianului. La boabele
hibride ce contin markerii polenizatorului, din cauza blocarii sintezei antocianului nu este
prezentd coloratia, iar cele cu aleurond pigmentatd se selecteazd ca presupusi haploizi.
Determinarea finald a nivelului de ploidie se realizeaza in conditii de camp. Plantele considerate
haploide in baza fenotipului, se deosebesc usor de plantele diploide, ceea ce releva eficienta
markerilor C1 si C1-1, utilizarea acestui sistem facand posibila selectarea haploizilor cu precizie
inaltd [214]. Totusi aplicarea acestor markeri la identificarea haploizilor materni are si unele
dezavantaje, intrucat pot fi utilizati la obtinerea haploizilor doar din materialul care contine in
stare homozigota gena Cl, complementara genelor ce controleaza sinteza antocianului. De
asemenea, este necesar ca componentul patern al incrucisarii sd contind gena C1-l care inhiba
sinteza pigmentului.

In comparatie cu sistemul sus-mentionat, mai performant este sistemul ce contine gena
R1-nj, identificata pentru prima datd de Brink, citologic confirmata de S. Chase. R1-nj determina
coloratia antocianica in stratul aleuronic al endospermului. Pentru expresia acestei gene, este
necesara prezenta tuturor genelor, care controleaza sinteza antocianului — Al, A2, bzl, Bz2, C1,
C2 [77]. In baza cercetarilor autorilor D. Nanda, S. Chase (1966), I. Greenblatt, M. Bock (1967)
au creat sistemul marker cu utilizarea genei R1-nj (R-novaho). De rand cu gena R1-nj, in sistem
mai sunt prezente genele b1; pll; Al; A2; A3; C1; C2; prl; P1-wr. Astfel, cercetatorii D. Nanda,
S. Chase au utilizat acest sistem pentru identificarea haploizilor indusi de linia inductor W22, iar
I. Greenblat, B. Bock — de linia W23. Utilizarea genei R1-nj permite selectarea haploizilor in
baza boabelor cu embrion nepigmentat si strat aleuronic pigmentat [118, 183].

Sistemul marker ce contine gena embrionara R1-nj prezintd un mare avantaj in raport cu
sistemele mentionate anterior. Utilizarea acesteia permite identificarea exactd a haploizilor la
faza de boabe mature, fara eforturi fizice si cheltuieli financiare semnificative. Totusi, exista un
dezavantaj al utilizarii markerului R1-nj in caz dacd genotipul matern contine genele C1-1, C2-
Idf si In1-d: pigmentatia antocianica variaza in intensitate, din care motiv haploizii adesea sunt

selectati incorect [110], ceea ce demonstreaza influenta sursei donatoare asupra expresiei acestei
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gene [89]. Date similare cu privire la influenta donorului asupra expresiei diferitelor gene au fost
obtinute de E. Partas si colaboratorii sai [6].

In general, se poate concluziona ci genele marker descrise au permis obtinerea si
identificarea haploizilor pentru un numar destul de mare de genotipuri la porumb, iar miza pe
obtinerea spontana a haploizilor, timp indelungat a determinat retinerea utilizarii acestora in

scopuri practice.

1.3. Modalititi de majorare a frecventei haploizilor

Odata cu obtinerea spontand a haploizilor la porumb, rata carora constituie circa 0,1%, o
mare parte din cercetarile in domeniul haploidiei au fost axate pe elaborarea diferitelor metode
de majorare a frecventei acestora. Autorul Randolph (1938) a comunicat despre reusita majorarii
de 2,5 ori a frecventei haploizilor, prin tratarea polenului cu raze X. Astfel, s-a constatat ca din
24650 de boabe tratate, 61 aveau embrion haploid, frecventa haploizilor constituind 0,25%
[198]. L. Stadler (1940) studiind influenta razelor X si UV (ultraviolete) asupra frecventei
haploizilor obtinuti, a constatat cresterea in descendenta a numarului de haploizi. Rata de haplozi
obtinuti la tratarea polenului cu raze UV s-a dovedit a fi mai ridicata, decat la tratarea polenului
cu raze X. Ambii autori insa au recunoscut, ca rezultatele obtinute de dansii reprezinta totusi un
artefact, acesta datorandu-se mai curand reprimarii viabilitatii si productivitatii plantelor, decat
majorarii numarului autentic al haploizilor [225].

S-a demonstrat ca iradierea cu raze X, sau UV poate fi eficienta si pentru alte specii. Spre
exemplu, Y. Katayama (1934) studiind inducerea haploizilor prin iradierea polenului la Triticum
monococcum a obtinut 16 haploizi din 91 plante, ceea ce prezinta 17,6%. Polenizarea ulterioara a
pistilurilor iradiate cu polen normal, nu a condus la obtinerea plantelor diploide normale [142].

Ca posibila modalitate de majorare a frecventei haploizilor s-a testat retinerea termenului
de polenizare. In aceasta directie, R. Seaney (1954) a obtinut rezultate destul de interesante.
Hibridul B8 x oh51A a fost polenizat cu o intarziere de la 4 la 20 zile. Numarul de plantule
cercetate provenite de la diferite variante a variat in limitele 6366-31296. S-a constatat, ca
intarzierea polenizdrii Intr-adevar duce la majorarea numarului de haploizi. Cel mai eficient
procedeu s-a dovedit a fi intarzierea polenizarii cu pana la 20 de zile, prin care s-au obtinut 22
haploizi, randamentul constituind 0,35%, in timp ce intarzierea polenizarii cu 4 zile a permis
obtinerea unei frecvente a haploizilor de 0,044%. Totusi, precum mentioneaza autorul, din cauza
conditiilor de mediu intarzierea polenizdrii cu 20 zile deseori duce la pierderea totald a

viabilitatii matasei si sacilor embrionari. In unele conditii, chiar si intarzierea cu o sdptdimana
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poate crea repercursiuni nedorite, motiv pentru care metoda mentionata nu a avut o aplicabilitate
larga in genetica si ameliorare [218].

Autorii L. Mazoti, C. Muhlenberg (1958) au sugerat ca modalitate de marire a
randamentului haploizilor la porumb — strategia mizata pe actiunea alocitoplasmei. In acest scop
s-au creat doud linii diferite din punct de vedere citoplasmatic: porumb si Teosinte, ambele
continand genele al, b1, C1, r1, pl1, gl1, igl. In calitate de polenizator a servit o a treia linie cu
genele marker Al, B1, c1, R1, pl1, GI1, Igl. Actiunea citoplasmei Teosinte s-a dovedit a fi destul
de semnificativa, deoarece a indus din 2347 de plante 16 haploizi, adica 0,68%, in timp ce in
descendenta liniei cu citoplasma normalad s-au obtinut doar 0,27% haploizi. Totusi, in baza
acestor rezultate a fost dificil de elaborat concluzii definitorii, cu privire la influenta alo-
citoplasmatica asupra inducerii haploizilor la porumb [174].

In a.1952 L. Ford a comunicat, ci selectia recurenti a componentului matern al
incrucisarii poate spori inducerea haploizilor. El a reusit sd obtind haploizi cu o frecventa de
0,3% in descendenta liniei haploide W23, ceea ce a condus la concluzia importanta ca frecventa
de inducere a haploizilor este determinatd genetic si poate fi majorata sau micsorata (reglatd) in

procesul selectiei [102], aceste predictii confirmandu-se pe parcursul cercetarilor ulterioare.

1.4. Crearea liniilor cu capacitate de inducere a haploizilor
O noua etapa In domeniul haploidiei a fost marcata de crearea liniilor cu capacitate de
inducere a diferitelor tipuri de haploizi. Odata cu obtinerea inductorilor, frecventa plantelor

haploide s-a majorat considerabil.

1.4.1. Crearea liniilor cu capacitate de inducere a haploizilor materni

Crearea inductorilor de haploizi materni la porumb, a Inceput odatd cu cercetdrile
conduse de E. Coe [85]. In anii '50 ai sec. XX, compania Northrup King Seed Company detinea
o sursa de porumb mexican tardiv, cu utilizare in alimentatie si caracteristici genetice unice:
stiulete cu guler rosu, boabe de tip sticlos, violete, purpurii, cu embrion alb fainos.

Intrucat linia era putin utilizata in practicd, ea a servit initial ca material de cercetare,
ulterior fiind transmisa lui E. Coe de catre Dr. Burnman. Mai intdi materialul a fost supus
cercetdrii pigmentilor antocianici. In raportul ,, Linii de porumb cu frecventd haploidd inalti”,
E. Coe (1959) a comunicat despre depistarea liniei Stock 6 din acest material, care are un
potential de inducere a haploizilor materni de 2-3% [85]. Cercetarile ulterioare, de asemenea au

demonstrat, ca polenul liniei Stock 6 are capacitate relativ inaltd de inducere a haploizilor [51].
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Linia contine genele Al, C1, Rgl, Prl, bl, pll, iar genele marker — R1-nj, B1, PI1 care se
utilizeazd in procesul identificarii haploizilor, la aceasta linie lipsesc. De aceea pentru
identificarea haploizilor, E. Coe a utilizat ca component matern al incrucisarii gena marker
recesiva gl1, care determina caracterul lucios al frunzelor la etapa de 3-5 frunze. Mai tarziu, gena
R1-nj a fost introdusa in sistemul liniei Stock 6 si a servit plenar ca linie inductoare [67, 68].
Actualmente, la "Maize Genetics Cooperation Stock Center”, USDA-ARS linia poate fi obtinuta
cu denumirea de M741H. Este important de mentionat, ca linia Stock 6 a servit ca material initial
pentru majoritatea inductorilor creati ulterior in diverse institutii si centre de ameliorare a

porumbului (Tabelul 1.1).

Tabelul 1.1. Inductori utilizati la obtinerea haploizilor materni

Inductori Capaﬁgg}gigﬁgpf{% erea Referinte
Stock 6 2-3 Coe, 1959
WS 14 2-5 Lasherms, 1988
3MC, KMC 1-4 TeipHOB, 3aBanuiuHa, 1984
KEMS ~6 Shatskaya et al., 1994
PEM 18 ~0,5 3abuposa, 1996
MHI 6-8 Chalyk, 1999
CAUHOI 1 5-6 Liu et al., 2000a
3MK1, 3MK2 6-8 Shatskaya, 2001
RWS 8-10 Rober et al., 2005
UH400 >8 Melchinger et al., 2005
PK6 ~6 Barret et al., 2008
HZI 1 ~10 Zhang et al., 2008
TAILs 8-12 Prasana et al., 2012

Un pas decisiv in dezvoltarea tehnologiei haploidiei 1-a constituit crearea inductorilor
3MC (Bapoowviueswiti Mapxep Capamosckuii) st KMC (Kopuuneswviii Maprkep Capamosckuii) la
Universitatea de Stat din Saratov, Federatia Rusa [22]. Inductorii au capacitatea de inducere a
haploizilor materni cu frecventa de 0,55-3,43%, si 0,75-2,94, respectiv. Genele marker ale liniei
3MC — A1, CI si RI-nj determina pigmentarea endospermului si embrionului, ceea ce face

posibila identificarea haploizilor la etapa de boabe uscate. Linia 3MC a servit de asemenea, ca

22



genitor la obtinerea altor noi inductori genetici eficienti. Liniile noi — 3MK1, 3MK2 induc
haploizi cu frecventa de 6-8% si chiar 13% [30, 31, 221].

In baza liniilor 3MC si KMC, la Institutul de Genetica (actualmente — IGFPP al ASM) a
fost creat inductorul MHI (Moldavian Haploid Inducer) cu capacitatea de inducere a haploizilor
de 6-8% [27, 63]. Sistemul marker al inductorului a devenit mai stabil datoritd prezentei genelor
PI1 si R1-nj, care permit selectarea exactd la nivel de plante mature si boabe uscate, din
genotipurile ce nu contin gene inhibitoare ale antocianului, deci cu expresie fenotipica a
pigmentului.

Cativa ani mai tarziu, in Germania a fost creata linia de inducere a haploizilor materni —
RWS, care provine din combinarea a doua linii: WS14 — de origine franceza si KEMS — de
origine rusd [202]. Pentru obtinerea acesteia, combinatia hibrida a fost autopolenizata timp de
cinci generatii. Randamentul liniei variaza in limitele 8-10%, iar boabele cu embrion haploid
sunt selectate in baza expresiei genei R1-nj. De asemenea, in Germania autorul H. Geiger a
comunicat despre crearea unui nou inductor UH 400 obtinut in baza liniei KEMS, cu capacitate
de inducere a haploizilor de peste 10% [175]. In China, la Universitatea Agricold a fost creat
inductorul 1 CAUHOI (China Agricultural University), prin combinarea liniei Stock 6 si BHO
(Beijing High Oil Population) cu randament de inducere de 5-6% [165]. in cadrul centrului
CIMMYT-Mexic, in colaborare cu Universitatea Hohenheim (Germania) s-a propus testarea
inductorilor RWS, UH400 in regiunile cu clima temperata si a hibridului RWSxUH400 - in
conditii tropicale si subtropicale. Potentialul de inducere a haploizilor de catre inductori, in
conditii temperate variaza in limitele 8-10%, iar rezultatele inducerii haploizilor in conditii
tropicale si subtropicale nu S-au inregistrat diferente considerabile de valori. Totodata, inductorii
posedd caractere agronomice slab ameliorate (inaltimea plantei, cantitatea de polen, durata

infloririi paniculului) si adaptare slaba la conditiile tropicale [194] (Figura 1.2).

Fig. 1.2. Inductori creati in conditii temperate si cultivati in
conditii de clima tropicald pe campul experimental

CIMMYT, Mexic [194].
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In comparatie cu inductorii sus-mentionati, linia TAILs pentru conditiile tropicale
prezintd un randament de 8-12%, se evidentiaza prin caractere agronomice mai ameliorate,
inclusiv pentru rezistentd la diferite boli si daunatori. Talia inaltd a plantei inductor permite
obtinerea eficienta a haploizilor pe parcele izolate, polenizarea artificiala fiind inlocuita cu

succes cu cea naturala [194].

1.4.2. Crearea liniilor cu capacitate de inducere a haploizilor androgeni

La diferite culturi inclusiv porumb, paralel cu haploizii materni se obtin si haploizi
androgeni [218, 114], acestea atestandu-se cu frecventd mult mai mica. Autorul R. Seaney
(1954), a identificat 4 haploizi intr-o populatie de 750.000 de plantule, adicd 1/187.500, iar S.
Goodsell (1961) a constatat, cd haploizii androgeni se obtin spontan cu frecventa de 1/80.000
plante, fiind primul care i-a folosit pentru transferarea liniei de selectie la nivel de sterilitate
citoplasmatica. Pentru aceasta, S-a polenizat o sursa cu citoplasma sterila de tipul T cu polenul
liniei N6, iar in plantele hibride au fost identificati haploizi care fiind polenizati cu linia N6, au
generat un analog steril al liniei N6 cu citoplasma de tipul T [114].

Un analog steril al liniei homozigote s-a obtinut prin metoda de androgeneza. Pentru
aceasta, s-au utilizat o sursa tetraploida de citoplasma sterila de tipul T, care contine gena Ig1,
iar in calitate de component patern — linia H52. in descendenta 4n' x 2n a fost identificati o
planta diploida, partial fertila care fenotipic semana cu linia paternd H52. Ca rezultat al
autopolenizarii Tn descendenta plantei s-au format, atat plante sterile, cat si partial fertile. Totusi,
precum s-a concluzionat, metoda nu prezintad eficacitate suficientd pentru utilizare larga in
ameliorare [75].

Autorul C. Yansik (1966), a obtinut au analog steril al liniei mentionate in baza utilizarii
haploizilor androgeni obtinuti prin incrucisiri 2n x 2n. In calitate de component matern al
incrucigdrii a servit markerul Chase, iar ca component patern al incrucisarii - linia AP 382-7-1-1.
Din 24000 de plantule hibride a fost evidentiatd doar una, care datoritd particularitdfilor
fenotipice si expresiei genelor antocianice s-a dovedit a fi un haploid androgen, fapt confirmat
prin teste citologice. In timpul infloririi planta haploida a prezentat sterilitate masculind. Dupa
polenizarea cu polen de la linia AP 382-7-1-1, s-a obtinut un analog steril al acestei linii care a
pastrat sterilitatea si Tn generatiile urmatoare, iar fenotipic nu se deosebea de linia AP 382-7-1-1
[25].

Actualmente, haploizii androgeni se obtin in numar mare, pentru prima data fenomenul

fiind mentionat de J. Kermikle (1969). S-a stabilit, ca polenizarea plantelor care detin gena
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homozigota recesiva igl dezvolta de la 1 la 3% haploizi androgeni [146, 217]. Gena igl
controleaza numarul de diviziuni mitotice la formarea gametofitului, care in mod normal sunt in
numar de trei [162, 163]. O segmentare suplimentara a nucleului din sacul embrionar, duce la
dezvoltarea mai multor ovule si la aparitia poliembrionilor — bob cu doi sau mai multi embrioni.
Segmentarea suplimentard a ovulului poate determina pierderea capacitatii de fertilizare si de
dezvoltare a embrionului diploid. Uneori 1nsd, embrionul se poate dezvolta din spermii. Initierea
dezvoltarii endospermului stimuleaza dezvoltarea embrionului din nucleul spermatic si
citoplasma ovulului.

Analizele citologice ale sacilor embrionari la plantele homozigote conform genei igl au
demonstrat o rata inalta de dereglari (55-99%) ale dezvoltarii gametofitului. S-a presupus ca in
sacii embrionari, dupa prima diviziune mitotica se formeaza vacuole mari centrale, iar nucleul
din sacul embrionar localizat neobisnuit provoaca marirea indicelui mitotic [13, 99].

In baza genelor igl si R1-nj au fost creati inductori androgeni, transferati la diferite tipuri
de sterilitate citoplasmatica. Acestia permit obtinerea liniilor analoage cu sterilitate masculina in
doua generatii. Utilizarea metodelor traditionale de transformare in linii cu sterilitate masculina
citoplasmatica necesita 5-6 retroincrucisari [82, 83].

Cu toate acestea, utilizarea inductorilor androgeni este restransa, din care motiv
implementarea lor in practica este anevoioasa. Plantele homozigote pentru gena igl cu sterilitate
masculind se multiplicd prin incrucisarea ig/ igl x Igl igl. S-a constatat, cad doar 50% din
descendentii acestor Incrucisari, pot fi utilizati la obtinerea plantelor haploide androgene. Pentru
marirea ratei haploizilor androgeni cu genotipul igl igl s-a aplicat urmatoarea schema: in
genotipul liniei W23 cu gena igl s-a introdus translocatia B-A ce contine un segment de
cromozom A cu gena igl [148]. Polenul trisomiei 3(ig) 3(ig) B-3Ld(lg) create s-a dovedit a fi
fertil si a fost implicat in incrucisare cu genotipul igl igl. Prin polen se transmit aproximativ 2%
din cromozomul cu translocatia B-3Ld. Circa 98% polen al trisomiei detine gena igl care
mareste semnificativ frecventa plantelor cu capacitate de inducere a haploizilor androgeni, astfel
rata plantelor haploide majorandu-se pana la 8% [149, 150].

Au fost create trisomii ce confin translocatia B-3Ld si posedd urmatoarele tipuri de
sterilitate citoplasmatica: C, S, SD, VG, ME, MY, CA, L, Q [150], care permit transferarea
rapida a liniilor de selectie la oricare din tipurile de citoplasma mentionate. Incercarea utilizarii
acestora in procesul de selectie a demonstrat, insa ca frecventa inducerii haploizilor androgeni
constituie doar 0,041%, din care motiv utilizarea pe scard larga a trisomiilor 3(ig), 3(ig), B-

3Ld(1g1) in selectie este restransa [32, 222].
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Haploizii androclini se obtin in vitro din cultura de polen si antere in conditii specifice, in
numdr destul de mare si posedd toate caracteristicile genetice mostenite de la linia paterna
donatoare [19, 41, 58, 100, 112, 117, 119, 128, 177, 186]. Conform datelor, este posibila
obtinerea unui numar mare de linii dublu haploide din cultura de antere de porumb, la care
dublarea spontand a cromozomilor poate avea loc cu frecventd inalta [240, 255]. Chiar daca in
principiu, s-a reusit obtinerea haploizilor si liniilor DH din cultura de antere, aceasta directie
necesita totusi o continud optimizare, deoarece capacitatea de regenerare a multor genotipuri in
conditii in vitro prezintd un impediment serios pentru obtinerea liniilor homozigote [130, 177,
188]. S-a constatat, ca liniile DH dezvoltate din cultura de antere demontreaza un nivel inalt de
instabilitate [179, 180], din care motiv sunt necesare surse financiare considerabile ce depasesc

cu mult cheltuielile pentru metodele traditionale de selectie [189].

1.5. Controlul genetic al capacititii de inducere a haploizilor materni

Primele incercari de stabilire a controlului genetic al capacitatii de inducere a haploidiei
la porumb au fost efectuate la linia Stock 6, care au demonstrat mostenirea recesivd a
caracterului. De rand cu aceasta, analiza populatiei segregante provenite din Incrucisarea
inductorului Stock 6 cu linia 2698, a condus la supozitia cd capacitatea de inducere este
controlata de doi factori genetici [85].

Autorii K. Sarkar, E. Coe (1966) au realizat cercetari minutioase ale capacitatii de
inducere a liniei Stock 6, pentru determinarea exacta a numarului de gene, ce controleaza
caracterul. S-a stabilit, ca la utilizarea polenului liniei Stock 6 pe unii stiuleti se formeaza pana la
10% haploizi. Localizarea boabelor haploide s-a dovedit a fi mai evidenta in partile terminale ale
stiuletelui, frecventa acestora inregistrand valori de 2-4% si 7-8%, respectiv, ambelor capete.
Localizarea diferita a boabelor haploide pe stiulete demonstreaza faptul, ca inducerea haploizilor
este controlatd de doi factori genetici independenti. Datele, insa, au fost tratate cu prudenta,
propunandu-se totusi efectuarea selectarilor in linia Stok 6 ca oportunitate sigura de majorare a
ratei haploizilor [214].

Incerciri de a stabili natura capacitatii de inducere a haploizilor materni la linia Stock 6
au fost realizate de P. Lashermes, A. Gailard, M. Beckert (1988), care au constatat ca inducerea
haploizilor este un caracter cu mostenire recesiva. Concluzia de baza a acestor cercetdri este, ca
caracterul dat la linia Stock 6 este controlat de un numar limitat de gene [157]. Conform unor

date, capacitatea polenizatorului de inducere inalta se mosteneste ca caracter poligenic si este
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transmis prin polen si ovul. Aceastd mostenire speciald poate fi utilizata la crearea noilor
inductori, cu capacitate inductiva inalta [17].

In cadrul cercetarilor in vederea stabilirii mecanismelor de formare a haploizilor materni,
prin analize citologice ale polenului inductorului, s-a constatat ca acesta poseda trei nuclei [156],
iar endospermul boabelor haploide este triploid [76, 214].

Pana in prezent, mecanismul de inducere a haploizilor materni la porumb este destul de
incert, cu toate ca cercetari in domeniu se fac in multe institutii de profil din diferite tari.

Investigatii in acest sens au fost realizate si la Universitatea de Stat din Saratov [98, 99].
Prin cercetarea polenului liniei inductor PEMS-2 (Purple Embyonic Marker Saratovsky) si
sacilor embrionari dupa polenizare, s-a constatat ca polenul acestei linii se dezvoltd normal si
patrunde in sacul embrionar, insa in unele cazuri are loc dezvoltarea doar a endospermului, sau a
embrionului. Acest fenomen a fost numit de autori, fecundare singulard (engleza), intrucét se
fecundeaza fie ovulul, fie nucleul central al sacului embrionar, spre deosebire de fecundarea
dubla in care are loc contopirea spermiilor cu ovulul formand embrionul (2n) si cu nucleul
central, din care rezultd endospermul (3n). De regulda, dezvoltarea endospermului triploid
stimuleaza segmentarea ovulului haploid nefecundat, iar in cazul cand ovulul nu este apt de a se
dezvolta de sine statator, se obtin boabe fara embrion.

In prezent sunt propuse doud ipoteze pentru mecanismul de inducere a haploizilor
materni:

(1) Unul din spermii inductorului este defectuos, dar inca capabil sa fecundeze ovulul.
Ulterior, in timpul dividerii celulelor, cromozomii paterni degenereaza si treptat sunt eliminati
din celulele primordiale. Al doilea spermiu, fecundeaza celula centrala, din care se dezvolta
endospermul normal triploid [140, 243, 251].

(2) Unul din spermii inductorului nu este apt de a fuziona cu ovulul, dar poate genera
embriogeneza haploida. Al doilea fuzioneaza cu celula centrald conform primei ipoteze [66, 98,
226].

Experimental, prima ipoteza a fost controlata de M. Wedzony si colab. (2002), care au
fixat prin metode citologice ovare de la plante autopolenizate RWS in timpul primelor 20 zile
dupa polenizare. In legitura cu capacitatea inductoare a liniei RWS, de mentionat ci 18 din 203
embrioni, confineau micronuclei in fiecare celuld primordiald. Micronucleii variau numeric si
dimensional, prezentand caracteristici tipice cromatinei inactive din punct de vedere metabolic.
In unele sectoare centrale, de asemenea, au fost observate fragmente de cromozomi. Eliminarea

micronucleilor incepe in timpul etapei globulare a embriogenezei [243].
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Rezultatele sunt in contradictie cu datele obtinute de F. Fisher (2004) si L. Li (2009), dar
in ambele studii a fost detectatd o mica fractiune din genomul inductorului RWS in genomul
haploizilor. Prin tehnici de markeri moleculari s-a constatat ca 1,4% haploizi detin fragmente de
ADN ale liniei inductoare. La utilizarea inductorului CAUHOI, randamentul a constituit 43%,
rata de ADN transmisa a constituit 1,8%. Paternul de mostenire a continutului inalt de ulei al
liniei inductoare s-a constatat in baza concentratiei de ulei la haploizii care contineau segmente
de cromozom patern [101, 161].

Cercetdrile citologice ale polenului liniet 3MC, realizate la instalafia automata
»Mopdoksaut”, care include microscopul cu scanare color si un complex computerizat, au
determinat ca in unele grauncioare de polen al liniei 3MC cresterea si maturizarea spermilor are
loc cu vitezd diferitd [59]. Astfel, unul din spermii este matur si pregatit de fecundare, iar al
doilea structural este nedezvoltat si reprezinta o formatiune rotunjitd de densitatea cromatinei,
mai mica decat spermii dezvoltati normal. Acelasi fenomen a fost depistat si la linia MHI,
intrucat inductorul 3MC a constituit unul din parintii MHI [29]. Astfel, s-a constatat, prezenta a
doua tipuri de grauncioare de polen: 1) cu spermii care au acelas nivel de dezvoltare, 2) cu

spermi ce se dezvolta diferit (Figura 1.3).

Fig. 1.3. Polenul liniei MHI: S; - spermiu functional, normal; S; - spermiu nedezvoltat
[29].

In ceea ce priveste a doua ipoteza, aceasta nu a fost confirmata practic. Totusi se admite,

ca inductorii cu perturbari de reproducere, ca microsporocite aneuploide [66], sau

heterofertilizare inaltd [153], pot avea abilitatea de a induce embriogeneza haploida, fara
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penetrarea ovulului de catre nucleii spermatici. Numeroase cercetari au demonstrat faptul ca
inducerea haploizilor este controlata poligenic [91, 157].

La utilizarea diferitelor genotipuri de porumb in calitate de donori si liniei inductoare PK6
ca polenizator, s-a detectat un locus al cromozomului 1 ce influenteaza inducerea haploizilor,
alelele acestui locus influentand semnificativ rata de inducere In mai multe combinatii [47].

Autorul V. Prigge (2012) a realizat cartografierea comparativa a QTL (Quantitative Trait
Loci) la patru populatii segregante, obtinute ca rezultat al incrucisarii inductorului UH 400 cu
doua linii din conditii temperate: CAUHOI, 1680 si doua — tropicale: CML395, CML495. La trei
populatii, locus-ul major din cromozomul 1 (bin 1.04) controleaza inducerea haploizilor si
determind pani la 66% din varianta genetici. In populatia segregantd obtinuti, ca rezultat al
incrucisarii a doi inductori CAUHOI x UH400, s-au identificat 7 QTL in 5 cromozomi si 1 QTL
responsabil de inducerea genotipurilor haploide in cromozomul 9, rezultatele sugerand existenta
unui QTL major in cromozomul 1 si @ mai multor QTL minori, care ulterior vor fi explorati in
vederea sporirii eficientei de inducere [195].

Destul de frecvent, cercetatorii in lucrul cu haploizii observa plante cu fenotip neobisnuit,
care nu prezinta similitudini autentice cu haploizii, sau hibrizii, dar manifesta expresia genelor
marker dominante ale polenizatorului. De regula, aceste plante se dezvolta anevoios, sunt mai
tardive si deseori sterile, frecventa acestora fiind totusi destul de redusa: < 1%. Analizele
citologice la nivel de sistem radicular, au demonstrat cd aceste plante sunt aneuploide. Daca
originea haploizilor materni sta la baza incrucisarii donorului cu inductorul, atunci ca sursa a
aneuploizilor sunt doar formele inductoare. Astfel, este posibil ca unele grauncioare de polen ale
acestora sa contina spermii cu garnitura aneuploida de cromozomi.

Pentru a explica acest fenomen, S. Chalyk si colab. (2003) au cercetat numarul de
cromozomi In microsporocite la douad linii de inducere a haploizilor — MHI si M471H, in timpul
meiozei, la faza de diachineza. Materialul a fost testat atat in conditii de camp, cat si de sera. S-a
constatat, ca frecventa aneuploizilor este mai mare in cazul cultivarii materialului in conditii de
serd. Comparativ cu linia M471H, la linia MHI frecventa aneuploizilor a fost mai inalta,
constituind 14,7%. In ceea ce priveste frecventa diferitelor tipuri de bivalenti s-a demonstrat, ca
cele mai inalte valori au inregistrat celulele cu 11 bivalenti, dupa care au urmat celulele cu 9
bivalenti. Cea mai micd frecventa s-a constatat pentru celulele cu 8 si 12 bivalenti. La liniile
obignuite de porumb, frecventa aneuploizilor este foarte mica, variind in limitele 0,5-1,5%.

Faptul ca frecventa aneuploizilor este mult mai inaltd la inductori si ca de rand cu haploizii apar
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aneuploizi, face valabild supozitia, ca inductorii produc spermii aneuploizi care pot deregla
fecundarea dubla, fenomen ce stimuleaza dezvoltarea ovulului in lipsa fertilizarii [66].

Astfel, se poate mentiona cd de la aparitia primei linii inductor pand in prezent,
progresele obfinute in cercetarea si dezvoltarea inducerii haploizilor a favorizat implicarea si

utilizarea in masa a haploizilor, atat in ameliorare, cat si cercetari fundamentale [202].

1.6. Avantaje si perspective la utilizarea plantelor haploide si dublu haploide (DH)

Faptul ca haploizii pot fi obtinuti intr-un numar mare la multe specii de plante, a
determinat interesul pentru utilizarea acestora in solutionarea multor probleme ale geneticii,
citogeneticii si ameliorarii [113, 132, 133, 201].

Homozigotia si segregarea gameticd. Plantele haploide demonstreazd homozigotie
genetica deja intr-o singurd generatie, deoarece detin doar cite o alela a fiecarei gene.
Fenomenul de expresie a tuturor genelor, atdit dominante cat si recesive este propuntat, din care
motiv caracterele usor se supun selectiei naturale. Dat fiind faptul, cd la plantele haploide
lipseste fenomenul de dominantd sau supradominanta, existd posibilitatea inlaturarii genelor
nocive, letale si subletale recesive si ameliorarea geneticd cu gene noi de interes. Cu alte cuvinte,
plantele haploide servesc ca filtru genetic de purificare a populatiilor de gene indezirabile.
Dublarea garniturii haploide purificate de aceste gene, prezinta baza genetica de creare a liniilor
dublu haploide, iar homozigotia completa - la nivel de 100% exclude posibilitatea de segregare
in generatiile descendente [69].

In cercetarile autorilor [26, 64], plantele haploide au fost utilizate la ameliorarea a doua
linii 092 si Rf7. S-a demonstrat, ca plantele haploide pot servi ca factor important pentru
imbunatatirea materialului iniial la porumb. Lipsa fenomenului de dominantd si supra-
dominantd, faciliteazd selectarea genotipurilor cu gene favorabile. Plantele haploide permit
evidentierea oligogenelor particulare care controleaza asa caractere valoroase, ca productivitatea,
capacitatea inalta de supravietuire si rezistenta la diferiti factori nefavorabili.

Un avantaj al utilizarii plantelor haploide in geneticd si ameliorare prezinta
particularitatile de segregare a genelor. Haploizii materni sunt rezultatul dezvoltarii embrionului
dintr-un ovul nefecundat. Deci, segregarea in cadrul haploizilor corespunde segregarii gametice,
utilizarea careia a fost descrisa detaliat de catre M. Nei (1963). Autorul a demonstrat, ca numarul
de combinatii gametice in rezultatul autopolenizirii F; se determini in baza formulei 4", in care n
— numirul de gene conform cirora are loc segregarea. In generatia F, se formeaza 4" variante de

plante, deoarece fiecare clasa genetica de segregare va fi prezentatd cel putin o singurd data.
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Pentru plantele haploide obtinute din Fy, ca si pentru gameti formula de segregare este alta — 2",
Cu alte cuvinte, combinatiile dorite de gene pot fi intdlnite cu probabilitate mai mare printre
plantele haploide, decat diploide. Aceasta prezinta, un mare avantaj in programele de ameliorare
a caracterelor calitative agronomic valoroase [185].

Utilizarea plantelor haploide in citogenetica si genetica. Haploizii sunt cu succes
utilizati in diferite analize genetice, citogenetice, deoarece fiecare gena este prezentatd doar de o
singura alela. Astfel, impedimentele legate de prezenta alelei omoloage 1a stabilirea cariotipului
sunt excluse, ceea ce permite o analiza mai exacta a setului de cromozomi [129, 132, 137, 172,
228]. Studiile citogenetice ale haploizilor la speciile poliploide au contribuit la elucidarea
comportamentului cromozomilor in timpul asocierii diferitelor componente genomice, sau
imperecherii cromozomilor, cu toate ca originea autenticd a asocierii cromozomilor omologi este
la moment incerta [52, 53, 134, 135].

Cercetarile haploizilor a contribuit enorm la intelegerea structurii genetice, citogenetice
si evolutiei multor specii de plante. Sporofitul plantelor haploide oferd oportunititi unice in
cercetarea expresiei alelelor si efectelor dozelor de gene asupra fiziologiei si morfogenezei
acestora [134].

Detinerea doar a unui cromozom omolog de catre haploizi, prezinta un material valoros la
cercetarea mutatiilor, deoarece este destul de simpla estimarea frecventei mutatiilor spontane
pentru un locus specific. Existenta genelor cu efect nociv in orice populatie, linie sau hibrid, este
un fenomen natural, o expresie a manifestarii proceselor mutationale. In conditii naturale, intre
aceste gene si cele favorabile existd un anumit echilibru. Totusi, genele cu efect nefavorabil
treptat sunt eliminate din populatie si inlocuite cu altele noi. Haploizii servesc de asemenea, ca
material de cercetare a influentei citoplasmei strdine asupra exprimarii caracterelor calitative si
cantitative, la cartografierea geneticad a caracterelor complexe, fenomenului de transgeneza si in
diverse domenii ale genomicii [104].

Analiza genetica a rezistentei liniei mexicane de ardei CM 334 la virusul PVY in baza
segregarii liniilor DH a demonstrat implicarea a doua doua gene, una — dominanta ce controleaza
rezistenta la toate tipurile cunoscute de virusuri PVY si PeMV, iar a doua — recesiva, doar pentru
un tip de virus PVY [94]. O etapa importanta in stabilirea bazei genetice a caracterelor calitative
la porumb a fost realizatda prin utilizarea in cercetari a plantelor haploide si nu a liniilor DH.
Asemenea strategie a facilitat in mare masura analiza genetica, ceea ce a rezultat cu evidentierca

a catorva oligogene cu actiune puternica asupra caracterelor agronomice valoroase. Totodata, s-a
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constatat existenta interactiunilor genelor de interes, precum si variabilitatea efectului acestora in
diferite conditii de mediu [26, 64].

In prezent, liniile DH sunt utilizate la construirea hartilor moleculare ale caracterelor
genetice de importantd agricold, cum ar fi rezistenta la boli, dimensiunile plantelor,
productivitatea. Construirea hartilor genetice este mult mai eficienta, utilizand linii DH derivate
din hibrizii a doi parinti homozigoti. Ca rezultat, au fost create harti genetice la asa culturi ca orz,
orez, grau, rapita, ardei si s.a [105].

Liniile DH servesc ca material de cercetare a caracterelor calitative si cantitative
controlate de QTL, pentru construirea hartilor genetice care au aplicare larga in genetica
cantitativa — fundamentala si aplicata [81, 191, 245].

Exemplele de utilizare a liniilor DH in cartografia QTL la culturile cerealiere, includ
studii ale diverselor enzime la porumb [39]; rezistentei orzului la fungul Fusarium flagel [171];
inaltimii plantei la orez [116, 155, 168]; indltimii plantelor, culorii fainii, rezistentei graului la
Septoria tritici [81, 203, 250, 251, 252]; liniilor de rapita cu continut inalt de fitosteroli [36] si de
acid erucic [ 184], inaltimii plantelor si insusirilor generale de productivitate [80, 223]. La cultura
de tutun cercetarea QTL a fost efectuata cu scopul identificarii unui segment de cromozom
marcat de gena PHP ce controleaza rezistenta la nematozii cu chisturi Werres nicotianae [136].
hibridul F; provenit din formele rezistente, s-au obtinut 94 de linii DH. Pentru determinarea QTL
s-au utilizat 119 markeri ADN. Spectrul QTL a fost destul de variat — de la QTL ce determina
varianta fenotipicd de 41-46 %, la QTL ce controleazd 17-28% din manifestarea fenotipica si
QTL cu efect minor. Cu ajutorul acestei linii s-a constatat ca rezistenta ardeiului la Phytophthora
capsei este controlata atat de interactiuni epistatice cat si de actiuni aditive [160].

Localizarea QTL permite depistarea regiunii cromozomiale sau cromozomului integral cu
rol important In controlul genetic al caracterului. Faptul ca la unele si aceleasi combinatii in
diferite condifii de mediu se atesta diferiti QTL pentru unul si acelasi caracter, este o dovada a
expresiei diferentiate a QTL sub influenta factorilor ambientali. La utilizarea a 2 linii DH
provenite din 2 soiuri de Brassica napus pentru cartarea genelor ce controleaza reactia la
ciuperca Leptosphaeria maculans, s-a constatat, ca ambele genotipuri detin o gena principala,
responsabila de caracterul de rezistenta. In afara de aceasta, s-au depistat markeri moleculari care
fiind asociati cu gena rezistentei, pot fi utilizati in procesul ameliorarii rezistentei soiurilor [173].

Prin utilizarea dublu haploizilor androgeni de orez in scopul identificarii QTL

responsabili de anumite caractere, s-a construit harta moleculara genetica in baza markerilor
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RFLP. De mentionat, ca testarile efectuate in trei conditii diferite de mediu, pentru determinarea
interactiunii genotip X mediu, au demonstrat existenta a 6 caractere agronomice determinate de
expresia a 22 QTL in una din conditiile de mediu si de doar 7 QTL - in toate trei conditii, ceea ce
denota existenta QTL specifici si nespecifici pentru calitatea spicelor si calitatea boabelor. QTL
implicati in controlul acestora au fost identici in toate trei conditii de mediu. Astfel, s-a constatat
rolul conditiilor ambientale in expresia locusurilor majore, nivelul de interactiune QTL x mediu

fiind specific caracterului [167].

1.6.1. Dublarea garniturii de cromozomi la plantele haploide

Actualmente, plantele haploide au cea mai larga utilizare in ameliorarea diferitelor culturi
prin posibilitatea de creare a liniilor dublu haploide. Elaborarea metodelor de dublare a
cromozomilor la plantele haploide au demarat odata cu depistarea primilor haploizi, garnitura
cromozomiald a cdrora s-a dublat spontan. Restaurarea spontana a fertilitatii masculine, vizibila
in baza capacitatii paniculului de a produce polen, variaza in limitele 2,8-46,0% si este specifica
genotipului, pe cand cea a restaurdrii fertilitatii feminine evidentd prin numarul de boabe pe
stiulete, inregistreaza valori de 25-94% [123, 165, 244].

Dublarea spontand a cromozomilor poate avea loc prin diferite mecanisme: fuziune
celulard somatica, endoreduplicare, endomitoza, s.a. Fuziunea celulard somatica, cunoscutd de
altfel ca fuziune de protoplasti are loc prin cateva etape: digestia peretelui celular sub actiunea
enzimelor celulolitice; fuziunea nucleilor din cei doi protoplasti, cu formarea a unui singur;
implicarea hormonilor de crestere la formarea unui nou perete pentru celula ce contine setul
dublu de cromozomi [228].

Endoreduplicarea, cunoscuta si cu denumirea de endomitozd poate avea loc in cazul
distorsionarii dividerii mitotice, caracterizandu-se prin replicare dubla a ADN-ului in lipsa
separdrii cromatidelor, dividerii celulare si citokinezei [216].

S. Chase (1963) a enuntat ideea, conform careia necesitatea dubdrii numarului de
cromozomi deriva din incidenta diminuata a dublarii spontane, fenomenul depinzand in mare
masura de genotip. S-a constatat ca la anumite forme, rata dubldrii spontane este inalta in fazele
timpurii ale mitozei. Ca rezultat paniculul produce mai mult polen, iar in urma autopolenizarii se
dezvolta boabe diploide normale. De asemenea, se cunosc forme la care dublarea spontand a
cromozomilor decurge cu intarziere si destul de lent. Aceste genotipuri poseda capacitate
diminuatad de restaurare a fertilittii. La plantele haploide obtinute din asemenea material,

dublarea spontana a numarului de cromozomi practic nu se produce spontan. Daca genotipurile
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ar poseda o frecventd a dublarii spontane a cromozomilor mai mare de 20%, metodele artificiale
practic nu ar fi necesare, acestea fiind utilizate doar pentru a mari rata haploizilor pana la 50%.
Spre regret, asemenea forme de porumb incd nu se cunosc, iar pentru o utilizare eficienta a
haploizilor in genetica si ameliorare, cea mai indicatd este dublarea artificiald care asigurda un
randament mai inalt [48, 69]. Pe cale artificiala, setul de cromozomii la plantele haploide poate
fi dublat, atat in vivo, cat si in vitro, dublarea artificiala in vivo fiind indusa de diferiti factori:
chimici, genetici, etc [123].

Actualmente, din categoria factorilor chimici cel mai frecvent se utilizeaza colchicina —
un alcaloid cu efect mutagen care se obtine din seminte de Colchicum autumnale L. Alcaloidul
actioneaza la nivel de dividere mitotica a celulei, prin inhibarea formarii fusului de diviziune.
Drept rezultat, anafaza si telofaza sunt distorsionate, iar dupa metafaza in celuld ramane un
numar dublu de cromozomi [121, 235].

In ceea ce priveste modalitatea de administrare a colchicinei, pot fi mentionate trei nivele
generale: 1) seminte uscate, prin introducerea lor in solutie; 2) plantule, prin inocularea solutiei
in sistemul radicular; 3) plantule, prin inocularea solutiei in meristema apicala. Introducerea
semintelor in solutie, se considera cea mai simpld metoda. De obicei, in cazul administrarii la
nivel de boabe uscate se utilizeaza solutii in concentratii de 0,01-0,06%. La tratarea semintelor
cu colchicina, temperatura prezintd un factor cheie important, care urmeaza a fi luat in
consideratie. Esenta constd in faptul, ca la temperatura de 24-28°C se manifestd cea mai inalta
activitate mitotica. Cu cat este mai intensa dividerea celulelor in timpul actiunii colchicinei, cu
atat mai mare este si probabilitatea dublarii setului de cromozomi. Colchicina se administreaza la
nivel de sistem radicular, in cazul cand meristema apicald nu este accesibild. De mentionat, ca
multe culturi precum porumbul prezintd sensibilitate inaltd la actiunea alcaloidului. Inocularea
acestuia la nivel de meristema, se efectueaza prin diverse procedee, cel mai des - prin injectare,
sau prin introducerea sistemului radicular in solutie [20].

Chase (1952) a fost printre primii, care a utilizat colchicina ca agent de dublare a
cromozomilor la haploizi utilizand solutia de 0,05%. De asemenea, autorul a presupus ca metoda
permite obtinerea unui numar mare de plante fertile, in acest scop colchicina fiind utilizata si de
alti cercetatori. Cea mai eficientd metoda de dublare cu colchicind a fost propusa de autorii b.
Omua, M. XBatoB [34]. Administrarea se face prin penetrarea plantulei cu un fir de atd la
inaltimea de 1-2 mm de la zona de crestere, capetele acesteia fiind introduse intr-un vas cu
solutie de colchicina de 0,05% pentru 24 ore. Prin acest procedeu, circa 20% din plantulele

tratate au avut sectoare diploide, iar plantule letale nu s-au atestat.
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Un factor important in dublarea cromozomilor la haploizi cu colchicind, prezinta
concentratia acesteia. S-a constatat, ca paralel cu cresterea concentratiei se mareste incidenta
plantulelor moarte. Pentru elaborarea metodelor eficiente de dublare a cromozomilor, este
necesara investigarea unui sistem complex de factori — concentratia solutiei, temperatura, faza de
dezvoltare a plantei, modul de administrare si durata tratamentului si vigoarea plantei [34].

Autorul C. XoxmoB u ap. (1976), studiind celulele haploide si diploide dupa tratarea
plantulelor cu colchicind la nivel de sistem radicular, a constatat ca in primele trei zile de la
tratare, frecventa celulelor diploide este de 50% dupd care incepe sa diminueze, la ziua 6
numadrul acestora constituind doar 8%. Autorul explicd fenomenul prin faptul ca ciclul mitotic la
celulele haploide, comparativ cu cele diploide este mai scurt, din care cauza numarul celulelor
acestora se majoreaza mai repede decat la cele diploide. De asemenea, este necesar de mentionat,
ca numarul de celule este determinat nu doar de metoda de aplicare, dar si de conditiile in care
planta este mentinuta dupa tratare [24].

Pentru dublarea numarului de cromozomi la haploizi, paralel cu colchicina se utilizeaza si
alte substante chimice. Una din acestea este protoxidul de azot — un gaz ce se administreaza prin
aparate speciale sub presiune 1nalta — 2-10 atm, pe o perioada de la cateva ore la cateva zile. La
multe culturi utilizarea protoxidului de azot a favorizat dublarea cromozomilor [144, 151]. Se
aplica si unele erbicide ca pronamidele, trifluralinul, cu actiune asupra diviziunii mitotice [241].
In calitate de agent de dublare, pentru multe specii se utilizeaza orozalina. Spre exemplu, la
Quercus suber utilizarea orozalinei in concentratia de 0,01pum timp de 48 ore, favorizeaza o
dublare eficienta a cromozomilor [192]. Recent s-a demonstrat, ca la Brassica napus dublarea
cromozomilor cu trifluralind asigura un randament de 85,7% plante fertile, cu colchicina —
74,1% si orozalina — 66,5% [152].

Dintre metodele de dublare a cromozomilor la porumb cu utilizarea colchicinei, cel mai
frecvent se utilizeaza doud. Prima, elaborata de O. 3abuposa u ap. (1996) consta in administrarea
internd a solutiei de colchicind cu seringa la plantule cu 3-4 frunze. Solutia de colchicinad de
0,0125% suplimentata cu DMSO (dimetilsulfoxidad) de 0,5% se injecteaza la 3-5 cm inaltime de
la zona de crestere. Autorii mentioneaza, ca acest procedeu permite obtinerea a 60% de plante cu
numar dublat de cromozomi si care au panicul fertil, ceea ce permite autopolenizarea si crearea
liniilor DH [15]. Aceasta metoda este eficient utilizata la dublarea cromozomilor la genotipurile
de porumb cu continut majorat de proteina si lizina cu endospermul o, (opaque-2), in vederea

credrii unor forme tetraploide si studiului manifestarii genei recesive endospermale o, in
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genomul tetraploid, pentru care sunt caracteristice unele particularitati morfologice, fiziologice si
biochimice valoroase [5].

A doua metoda propusa de S. Deimling si colab. (1997), consta in cresterea plantulelor,
pana la etapa cand coleoptilul atinge lungimea de 4 cm, dupa care partea superioarda a
coleoptilului se inlatura, iar plantula se introduce in solutie de colchicind de 0,06% si DMSO de
0,5% pentru 12 ore. Autorii mentioneaza, ca procedeul permite restaurarea fertilitdtii masculine
la aproximativ 40% plante tratate. In cazul autopolenizarii, 10-20% de plante formeaza boabe cu
embrion normal [91].

De rand cu procedeul chimic, numarul cromozomilor poate pot fi dublat si pe cale
genetica [51]. La porumb exista doi mutanti meiotici care produc gameti diploizi neredusi —
asynaptic 1(as 1) [35, 178] si elongate 1 (el 1) [199]. Teoretic, utilizarea ambilor mutanti pentru
dublarea cromozomilor este posibila, insa in practica la moment a fost utilizatd doar mutatia
elongate 1.

Rezultate notabile in vederea crearii liniilor DH au fost obtinute prin utilizarea tehnicilor
in vitro din haploizii obtinuti prin androgeneza. Autorii Antoine-Michard si Beckert (1997) au
raportat despre obtinerea haploizilor cu numar de cromozomi dublati spontan, cu frecventa de
pana la 40% in cultura de stamine [40].

De obicei, un anumit procent de embrioni nu sunt pretabili pentru trecerea la un alt nivel
de ploidie si raman haploizi. Rata acestora variaza mult in functie de cultura, genotip si conditii.
Spre exemplu, frecventa dublarii spontane a cromozomilor la porumb variazd de la 0 la 21,4%
[43] si de la 10 la 49% la B. napus [125]. Ca exceptie, serveste dublarea spontana la unele
genotipuri elitd de orz — 87% [128]. Acest fenomen permite excluderea etapei de dublare a
numarului de cromozomi si obtinerea directa a liniilor DH. Totusi, mecanismul prin care la
embrioni, calus sau microspori garnitura de cromozomi se dubleazd spontan nu este inca
suficient elucidat.

Cultura de antere, embrioni, microspori in vitro a devenit metoda sigura de obtinere a
plantelor haploide, iar factorii ce induc dublarea artificiala a cromozomilor sunt incorporati
direct in cultura [237]. Conform datelor din literatura, dublarea spontana a cromozomilor in vitro
are loc prin trei mecanisme generale alternative, cu ciclul celular normal: endoreduplicarea
(duplicarea ADN-ului fard mitozd), fuziunea nucleara si endomitoza (mitoza fara formarea
fusului de diviziune si degradarea anvelopei nucleare). Endoreduplicarea este un mecanism
comun de majorare a setului de cromozomi pe parcursul ciclului celular normal. Se presupune ca

la plantele cu flori, dublarea spontand are loc in circa 90% cazuri. Totusi, a fost depistat si un al
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patrulea mecanism, declansat de unii factori ce induc dublarea cromozomilor — folosirea
colchicinei la restabilirea fertilitatii prin tehnicile in vitro, mecanism numit mitoza-c [139].

S-a stabilit, ca concentratia colchicinei si perioada administrarii acesteia prezinta factori
importanti la dublarea cromozomilor in androgeneza [61]. Prin aprecierea frecventei dublarii si
anomaliilor embrionare s-a constatat, ca tratamentele pe perioade scurte sunt mai eficiente, decat
cele indelungate [79, 253, 254]. Genotipul, de asemenea prezinta un factor decisiv al eficientei
actiunii colchicinei [43].

Colchicina, la dublarea cromozomilor in vitro poate fi administratd la diferite faze de
dezvoltare: 1) planta integra, sau anumite parti deja regenerate, 2) embrion, derivat din
microspori, 3) in timpul inducerii androgenezei. Cea mai simpla si acceptabila cale de
administrare a colchicinei este la nivel de plantule deja regenerate. Acestea pot fi introduse
complet in solutii de colchicina pe diferita perioada de timp. Totusi, eficacitatea acestui procedeu
este diminuata intrucat un numar mare de plantule pier sau dezvolta anomalii. Ca alternativa,
colchicina se mai administreaza in organe sau tesuturi specializate — radacini, muguri auxiliari,
sau meristema apicald la plantele deja regenerate. Se considera, ca un efect poate fi mai dirijat
atunci cand colchicina este dizolvata in apa cu lanolind, DMSO, sau cu o altd o substanta,
capabilad de transport si pastrare in locul respectiv pentru 0 anumita perioada. Cu toate acestea,
procedeele date incd nu sunt pe deplin acreditate. Autorii, fard careva rezultate definitorii au
incercat sa dubleze numarul de cromozomi la plantele de pepene galben, folosind colchicina
dizolvata in lanolina. Ca rezultat, s-a depistat aparitia diploizilor, mixoploizilor si doar a cativa
haploizi de la una si aceeasi cultura [166].

Colchicina, de asemenea poate fi administratd pentru dezvoltarea embrionilor androgeni
[192] sau calusurilor [196], desi un dezavantaj serios al acestor procedee constd in diminuarea
capacitdtii de supravietuire. Mai eficienta se considera aplicarea directa a colchicinei la fazele
initiale de dezvoltare a embrionilor haploizi. In plus, administrarea la etape mai timpurii este
mult mai economicoasd, iar numarul plantelor cu diverse tipuri de deformare este mai mic [192].
La porumb [210] si grau [42], utilizarea directa a colchicinei la cultura de antere a permis
sporirea randamentului de obtinere a embrionilor din calus cu capacitate de regenerare si
dezvoltare a plantelor dublu haploide.

Totusi, in virtutea unor dezavantaje obtinerea haploizilor si dublu haploizilor in cultura de
antere este foarte putin utilizatd de specialistii in biotehnologie si ameliorare. Multe dintre
genotipuri se dezvolta slab in conditii in vitro, sau chiar deloc. De asemenea, liniile obtinute in

cultura de antere demonstreaza instabilitate, cu toate ca conform unor relatari, aceste DH linii au
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un nivel inalt de homozigotie [179, 180, 190]. Plus la aceasta, metodele de dublare a

cromozomilor in vitro sunt costisitoare si laborioase.

1.6.2. Utilizarea plantelor haploide in ameliorare

Actualmente, pentru producerea hibrizilor de porumb sunt utilizate diverse scheme prin
intermediul liniilor dublu haploide [107, 111, 170, 219, 229].

Printre primele linii homozigote obtinute prin tehnologia haploidiei se mentioneaza B.
napus L. [230] si Hordeum vulgare L. [127]. Despre cultura de grau se cunoaste ca unele soiuri
create prin haploidie au devenit predominante in unele regiuni ale lumii [135].

O absenta importanta a haploizilor din registrul de specii de plante superioare sunt cele
lemnoase [38]. Conform unor opinii, aplicarea tehnologiei haploidiei, ar constitui un avantaj
suplimentar pentru biotehnologiile ce vizeaza ameliorarea acestora [187].

La cultura de porumb, tehnologia liniilor DH permite obtinerea liniilor pure timp de doua
generatii. Comparativ cu metodele traditionale procesul se micsoreazd de 2-3 ori. In prima

generatie se obtin haploizi din materialul initial, a doua generatie prevede dublarea genomului

haploid (Figura 1.4).
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Fig. 1.4. Schema de obtinere a liniilor homozigote de porumb prin tehnologia dublarii numarului
de cromozomi la plantele haploide (1 - germoplasma donor; 2 - inductor; 3 - plante haploide; 4 -
plante dublu haploide) [169].
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Tehnologia haploidiei s-a dovedit a fi unanim acreditatd la obtinerea liniilor pure si
imbunatatirea speciilor cu caractere agronomice valoroase, fiind implicate in diverse programe
de ameliorare si producere. Aceasta tehnologie a marcat avantajul economic al producerii liniilor
homozigote si hibrizilor la diferite culturi, realizatd prin intermediul plantelor DH [135, 242,
246].

Faptul cd homozigotia este asiguratd intr-o singurd generatie, ofera producatorilor
posibilitatea de a renunta la numeroasele cicluri de autopolenizari, care deseori nu asigurd o
homozigotie absoluta a locilor. Din atare motiv, utilizarea tehnologiei haploidiei permite
producatorilor de a reduce timpul si cheltuielile la producerea liniilor pure la diverse culturi.
Actualmente, liniile DH se utilizeaza in ameliorarea a peste 200 specii. De asemenea, din peste
300 derivati DH in lume s-au creat 12 specii noi [104, 105].

Homozigotia liniilor DH se stabileste la nivel genetic aplicand tehnici bazate pe
cercetarea izoenzimelor [56, 117, 164, 228, 231], cat si a markerilor ADN [ 49, 62, 92, 97, 239].

Informatiile privind aplicarea liniilor DH in ameliorare, pana la Chase care a inceput sa
utilizeze haploizii materni la obginerea liniilor pure de elitd pentru crearea hibrizilor comerciali
de porumb in cadrul firmei americane De Kab Agricultural Association Inc, erau restranse [70,
71, 72]. Se considera, ca Chase a obtinut primul hibrid prin haploidie — De KAbb 640, creat in
baza a 4 linii, din care 3 au fost de origine haploida. Timp de mai multi ani, hibridul era unul din
cei mai utilizati in industria porumbului in SUA, de altfel, fiind raspandit si pe piata comerciala
din Europa: sudul Frantei, nordul Italiei, bazinul Dundrii si alte regiuni [105]. Autorului Chase i
se datoreazd si multe realizari de pionerat la producerea porumbului prin haploidie: 1)
autopolenizarea primilor haploizi, 2) producerea industriala a liniilor DH [75].

Plantele haploide ofera un spectru larg de utilizare in ameliorarea porumbului in
gospodariile de fermieri din regiunea Krasnodar (Federatia Rusa) [14, 15, 16, 30, 31, 33]. Cele
mai bune linii au servit ca parinti la crearea hibrizilor. Testarea hibrizilor obtinuti prin haploidie
a demonstrat, cad capacitatea combinativd a liniilor DH nu cedeazd liniilor create pe cale
traditionala. De exemplu, linia DH Kp716 a servit ca linie parentala pentru 4 hibrizi inclusi in
registrul de stat si utilizati in producerea porumbului in Caucazul de Nord si regiunile inferioare
ale raului Volga [30].

Ca rezultat al cercetarilor autorilor chinezi Ku et al. (1978); Miao et al. (1981), cultura de
antere a fost prima biotehnologie de producere a liniilor DH de origine androgena la porumb. Cel

mai mare efort la utilizarea acestei tehnici a fost depus la imbunatatirea capacitatii genotipurilor
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de a se dezvolta in vitro. Printre genotipurile care poseda capacitate inaltd de dezvoltare in vitro
se remarca cele de tip exotic, din China[43, 44, 45].

Cercetarea polenului cu capacitate de inducere a haploizilor androgeni a demonstrat
caracterul genetic al acesteia [180]. In vitro, capacitatea androgena poate fi transmisa de la
genotipurile exotice la liniile elitd cu caractere agronomice valoroase [43]. Aceasta este posibil
de realizat prin intermediul liniilor DH obtinute din sursele exotice. Cercetdri in directia data s-
au realizat la Institutul Martonvasar din Ungaria, in scopul ameliorarii tehnologiei culturii in
vitro si eficientei utilizérii plantelor DH de origine androgena. Barnabas si colab. (2005) au
demonstrat posibilitatea transmiterii caracterului de regenerare in conditii in vitro de la liniile
DH de origine exotica la cele cu productivitate inaltd. In cercetare au fost incluse linii elitd, mai
intai incrucisate cu plantele DH din sursele exotice, apoi supuse tehnicii in vitro. Rezultatele
obtinute au demonstrat ca 0,5-18% din materialul ce s-a dezvoltat normal din cultura de stamine,
a fost fertil si a putut fi autopolenizat [46].

Unele date relateaza despre utilizarea in producere a genotipurilor de origine androgena
din soiul Braebun de mar. Totusi, rezultatele au fost modeste, deoarece formele androgene au
demonstrat viabilitate redusa si sterilitate severa [238]. Se cunosc date despre obtinerea primelor
plante de cafea de origine androgena [158].

Odata cu descoperirea fenomenului de haploidie, a inceput schimbul de opinii cu privire
la aplicarea acestuia in lucrarile de ameliorare — implicarea haploizilor in selectia recurentd. Unii
cercetdtori au pus in evidentd perspectivele teoretice ale acestor investigatii, precum si
posibilitatea sporirii eficacitatii selectiei recurente, prin utilizarea in calitate de material initial a
plantelor dublu haploide [28, 65, 103, 206, 208].

Autorul A. Gallais (1988) a demonstrat, ca strategia optima de obtinere a liniilor
homozigote este efectuarea concomitenta a ameliorarii populatiei initiale si obtinerea acestora in
calitate de produs accesoriu al selectiei recurente. In lucrarile ulterioare, la compararea diferitelor
scheme de selectie recurentd cu folosirea liniilor DH s-a stabilit ca cea mai buna metoda este 0
planta — un descendent dublu haploid. De la o planta din populatie se obtine o singura linie DH,
ulterior se selecteaza liniile cele mai bune, care se Incruciseaza pentru crearea populatiei pentru
urmatorul ciclu de selectie [107].

B. Forougi-Wehr si G.Wenzel (1990) au elaborat cateva scheme de selectie recurenta la
orz cu selectarea genotipurilor valoroase dublu haploide. Prima schema a fost destinatd pentru
transmiterea caracterului de rezistenta la virusul mozaicului galben Ba YM de la o linie de orz de

toamnd. Modelul presupune incrucisarea reciprocd a douad linii de orz, obtinerea haploizilor din
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hibridul F;, dublarea numarului de cromozomi si selectarea dublu haploizilor conform
caracterului selectat. Autorii considera, ca strategia propusa poate fi eficientd nu numai pentru
transmiterea unui caracter monogenic, dar si a caracterelor mostenite cantitativ, la selectarea
plantelor dublu haploide acordandu-se atentie deosebitd caracterelor complexe, inclusiv
productivitatii. Urmatoarea schema propusa de aceiasi autori — selectia recurenta cu alternarea
etapelor haploide — a fost elaborata pentru transmiterea caracterelor monogenice, sau a celor
mostenite cantitativ de genotipurile neinrudite. Aceasta presupune incrucisarea a doud linii
parentale si obtinerea haploizilor din hibridul F;. In scopul vizat, in conditii de serd sau cAmp se
selecteaza plante dublu haploide, cu cea mai buna manifestare a caracterului cercetat, dupa care
se incruciseaza cu parintele recurent. De regula, dupa a 3-a retroincrucisare (backcross), liniile
obtinute sunt multiplicate si testate in vederea utilizarii Tn ameliorarea tradifionald. Selectia
recurenta, cu alternarea etapelor haploide a fost aplicata cu succes de cercetatori la orz, pentru
transmiterea rezistentei la bolile foliare, virusul Ba YMV si marirea masei a 1000 boabe [103].

Selectarea la nivel haploid s-a dovedit a fi eficientd si pentru transmiterea caracterului
cercetat de la o sursa exotica la soiurile de orz de toamna. In calitate de material initial au servit
soiul Igri cu productivitate inalta, dar sensibil la virusul Ba YMV si linia japoneza de orz de
primavara cu gena yml — rezistentd la Ba YMV, cu productivitate diminuata, predispusd la
caderea tulpinilor si sensibila la ciuperca Rhynchosporium secalis. S-a constatat, ca selectarea
genotipurilor pretioase la nivel haploid este mai eficientd, decdt selectarea in populatiile
segregante F,, F3s.a. [93]

Autorii S. Chalyk, V. Rotarenco (1999) au propus utilizarea plantelor haploide in
schemele de selectie recurentd la porumb. Fiecare ciclu de selectie contine doua etape: prima
etapa — obtinerea haploizilor din populatia sinteticad, a doua etapa — cresterea haploizilor,
polenizarea acestora cu polen de la diploizii din aceeasi populatie si selectarea in baza
dimensiunilor stiuletelui haploizilor. Pana in a. 1999 au fost testate doud cicluri de selectie
recurentd haploida, n rezultatul careia au fost imbunatatite doua populatii sintetice SP si SA.
Determinarea eficacitatii schemei de selectie recurenta haploida a demonstrat cd aceasta este de 3
ori mai avantajoasad pentru imbunatatirea productivitdfii populatiilor sintetice, decat schemele
obisnuite de selectie recurentd cu selectarea genotipurilor valoroase la nivel diploid. Intrucat
organismele haploide poseda o singura aleld in fiecare locus, sunt posibile doar interactiunile
genelor nealele. Asemenea genotipuri sunt deosebit de valoroase, in cercetarea epistaziilor si

efectelor aditive implicate In formarea caracterelor cantitative [28, 206, 208].
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In general, tehnologia haploidei pentru cultura de porumb avanseazi cu fiecare an,

haploizii fiind utilizati cu succes, atat in cercetare, cat si producere.

1.7. Concluzii la capitolul 1

1. In prezent printre noile metode de ameliorare a porumbului un loc important ocupa
tehnologia liniilor dublu haploide. In comparatie cu metoda traditionald ce necesitd 6-8 generatii
de autopolenizari recurente, tehnologia DH permite obtinerea liniilor homozigote in doua
generatii: prima generatie revede obtinerea plantelor haploide; generatia a doua — dublarea
cromozomilor cu diferiti inhibitori mitotici. Sub actiunea acestora, In timpul dividerii mitotice
fusul de diviziune sau nu se formeaza, sau are loc clivarea lui timpurie, din care motiv
cromozomii nu migreaza spre poli si in celula se pastreaza setul dublu de cromozomi.

2. Haploizii reprezintd plante sau embrioni cu garnitura redusd de cromozomi (n),
comparativ cu forma initiala (2n). Conform paternului de mostenire, haploizii se clasifica in:
haploizi materni (matroclini), paterni (androclini) si androgeni. Plantele haploide poseda talie
micd, demonstreaza viabilitate redusa in conditii ambientale nefavorabile comparativ cu plantele
donatoare si sunt sterili din cauza distorsionarii meiozei si/sau nedezvoltarii gametilor. Haploizii
pot aparea si spontan dar cu frecventa foarte redusa, motiv pentru care au fost elaborate metode
de inducere artificiald a haploidiei.

3. Inductorii reprezintd genotipuri cu capacitate specifica de initiere a dezvoltarii
boabelor cu embrion haploid in rezultatul incrucisarii cu planta diploidd (normald). Pentru
diferentierea boabelor, sau plantulelor haploide rezultate prin inducerea haploidiei de cele
dezvoltate prin fertilizare obisnuita, in inductori au fost integrate gene dominante ce controleaza
sinteza antocianului In tesuturi din embrion si endosperm, in planta intregrd la diferite faze de
dezvoltare.

4. Ca rezultat al distorsionarii fecundarii obisnuite si nedezvoltarii gametilor, majoritatea
plantelor haploide sunt sterile, din care motiv dublarea cromozomilor este necesara pentru
autopolenizare si mentinerea genotipului. Cel mai utilizat agent de dublare este colchicina —
alcaloid ce actioneaza ca inhibitor mitotic care in timpul dividerii celulare inhibd formarea
fusului de diviziune, astfel in celulda numarul de cromozomi dublandu-se. Pe langa colchicina, la
dublarea cromozomilor se utilizeaza si alfi agenfi cu actiune antimitoticd. Cu toate acestea,
metodele utilizate demonstreaza eficacitate minora, afecteaza puternic viabilitatea plantei, doar

un mic numir de plante redevenind fertilitate. In plus, plantele dublu haploide de obicei produc
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cantitati insuficiente de polen pentru autopolenizare, din care cauza pe stiulete se formeaza
putine boabe.

5. Oportunitatea obtinerii dirijate a unui procent inalt de haploizi, comparativ cu aparitia
spontana a acestora, a favorizat concentrarea cercetarilor asupra crearii inductorilor haploizi, cu
potential haploid inalt si sistem de gene marker eficient la evidentierea haploizilor. Totusi in
lucrarile practice cu inductorii, deseori se constatd, ca crearea de Nnovo a acestora si ameliorarea
caracterelor definitorii necesitd noi cunostinte pentru obtinerea liniilor performante. Metodele de
dublare a cromozomilor, de asemenea presupune 0 cercetare minutioasd a factorilor ce induc
dublarea setului haploid si restabilirea fertilitatii masculine.

Analiza unui numar amplu de surse bibliografice a permis elaborarea scopului
cercetarilor la tema propusa: eficientizarea tehnologiei de creare a liniilor homozigote prin
explorarea fenomenului de inducere a haploizilor materni la porumb (Zea mays L.).

Pentru realizarea scopului propus a fost necesara trasarea urmatoarelor 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 (indltimea plantei,

lungimea paniculului, durata infloririi panicului, cantitatea de polen, rezistenta la
cadere, boli si vatamatori) ce influenteaza semnificativ numarul de incrusari,

- elucidarea mecanismelor de inducere a haploizilor;

- optimizarea tehnicii de dublare a numarului de cromozomi la plantele haploide prin

utilizarea inhibitorului mitotic — colchicina.

Problema stiintifica propusa spre solutionare constd 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 contribuie
la majorarea randamentului de obtinere a genotipurilor haploide si reducerea termenului de

obtinere a liniilor homozigote.
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2. MATERIAL SI METODE DE CERCETARE

Investigatiile efectuate Tn scopul crearii noilor linii cu capacitate de inducere a haploizilor
materni la porumb au fost realizate pe parcursul anilor 2008-2014 pe campurile experimentale

ale Institutului de Genetica, Fiziologie si Protectie a Plantelor al ASM.

2.1. Material de studiu si conditii de cultivare

In calitate de material initial de cercetare au servit populatiile hibride create prin
combinarea a trei linii inductoare de haploizi la porumb — Stock 6, ZMS si MHI.

% Stock 6 [85] — linia are un potential de inducere a haploizilor de 2-3%. Sistemul
marker este format din genele B1, PI1 si R1-nj, care permite evidentierea haploizilor la diferite

faze de dezvoltare. Plantele inductorilor ating indltimea de pana la 150 cm (Figura 2.1).

Fig. 2.1. Linia Stock 6.

In procesul credrii noilor inductori, Stock 6 a prezentat o sursa de gene marker — B1 si
PI1. B1 este o alela a locusului b1, localizata in cromozomul 2 (Figura 2.2), iar PI1 este o aleld a

locusului pll localizata in cromozomul 6 (Figura 2.3).
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Chr2: 18,340,804 to 18.341.351 Chré: 110,250,524 to 110,251,679

2 3 4 5 6 7 8 9 10 UNMAPPED 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 UNMAPPED

Fig. 2.2. Localizarea genelor B1 si PI1 la nivel de cromozom [256, 257].

Markerii B1 si PI1 fac parte din grupa genelor ce controleaza sinteza pigmentului
antocianic in tesuturile plantei si determind coloratia purpurie la etapa de plante mature in zonele

expuse luminii solare (Figura 2.3).

Fig. 2.3. Expresia fenotipica a genelor PI1 si B1 la faza de plante mature.

Asocierea genelor B1 si PI1 intr-un singur genotip determina sinteza activa a pigmentului
antocianic, si ca rezultat planta la etapa de maturatie capata coloratie violetd (Figura 2.4 A).
Pigmentatia poate fi accentuata, independent de prezenta sau lipsa luminii solare. Pentru aceasta,
este necesara prezenta genelor mentionate in stare dominanta, culoarea intensa fiind asigurata de
B1, iar independenta de lumina — de PI1. Prezenta genelor B1, PI1 in acelasi genotip determina,
de asemenea, pigmentarea violeta la nivel de sistem radicular la plantule de 3-4 zile (Figura 2.4
B).
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Fig. 2.4. Manifestarea fenotipica a genelor Blsi PI1 la faza de plante mature (A) si plantule de 3-
4 zile (B).

« MHI (Moldavian Haploid Inducer) [63] — induce haploizi cu frecventa de 6-8%.
Contine genele marker Al, PI1, C1, R1-nj care fac posibila identificarea haploizilor la diferite
faze de dezvoltare. Plantele ating iniltimea de 160-180 cm (Figura 2.5). In cercetirile noastre
MHI a prezentat interes pentru capacitatea inaltd de inducere a haploizilor si caracterele

cantitative bine ameliorate.

Fig. 2.5. Linia MHI (Moldavian Haploid Inducer).
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s ZMS (Zarodisevii Marker Saratov) [32] — induce haploizi cu frecventd de 1-4%.
Sistemul marker este format din genele Al, C1 si R1-nj ce permit identificarea haploizilor in

baza coloratiei boabelor uscate. Plantele ating ndl{imea de pana la 130 cm (Figura 2.6).

Fig. 2.6. Linia ZMS.

Linia ZMS a servit ca sursd de gene marker ale embrionului. Din acest grup face parte
gena R1-nj, alela a locusului rl, localizatd in cromozomul 10 (Figura 2.7), ceea ce determina
sinteza antocianului in stratul aleuronic al endospermului si in embrion la faza de boabe uscate

(Figura 2.8).

Chr10: 138.108.297 to 138,108,420

‘ii'l i

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 UNMAPPED

haploid

Fig. 2.7. Localizarea genei R1-nj Fig. 2.8. Manifestarea fenotipica
la nivel de cromozom [258]. a genei R1-nj la faza de boabe uscate.
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In fiecare sezon materialul a fost seminat cand temperatura solului timp de trei zile
consecutiv a constituit 8-9°C. Inductorii si donorii au fost semanati manual pe parcele separate.

Pentru a optimiza perioada de polenizare, atat inductorii, cat si donorii au fost semanati
in diferite termene, adancimea fiind de 5-7 cm. La distanta intre randuri si plante de 70 cm,
densitatea plantelor si semintelor a constituit 4 plante per m?. La faza de plantule de 3-4 frunze s-
a efectuat raritul, lasandu-se cate doud plante in cuib. Combaterea buruienilor pe terenul

experimental s-a efectuat pe cale mecanica (manuald).

2.2. Aprecierea capacitatii de inducere a haploizilor
Pentru crearea materialului de cercetare, intre inductorii initiali timp de doua sezoane de

vegetatie S-au efectuat hibridari dupa urméatoarea schema:

Anul I Stock 6 x ZMS
Stock 6 x MHI
MHI x ZMS
Anul Il (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%(25%25).
Pentru aprecierea capacitatii de inducere a haploizilor, inductorii de diferite generatii au fost
implicati in incrucisari cu donori — plante materne (genotipuri din care s-au obtinut haploizii).
Pentru inductorii F3 si Fy4, rata de inducere a haploizilor s-a determinat separat la fiecare planta
inductor cu caractere valoroase. Astfel, s-au realizat incrucisari la nivel de planta donor x planta
inductor. Capacitatea de inducere a inductorilor Fs si Fs s-a determinat la nivel de familie.
Totalitatea plantelor cu caractere calitative si cantitative valoroase atestate intr-un singur rand au
format o familie, iar incrucisarile s-au realizat la nivel de planta donor x familie inductor, adica
pentru polenizare s-a utilizat polenul colectat de la intreaga familie.

In scopul vizat, in calitate de donori s-au utilizat populatiile sintetice SPC4, SAC3, SPC4 X
SAC; si diferiti hibrizi. Populatia sintetica SPC4 a fost creatd prin incrucisarea a patru linii
MKO1y, B346C, ms1334, Col25 cu soiului Englezesc timpuriu, dupa urmatoarea schema:
[(P346C x Englezesc timpuriu) x (msl1334 x MKOly)] x (Col25 x MKOly), iar populatia
sinteticd SAC3 — a liniilor N384M, P092, rf7 cu MK159, conform schemei: (N384M x P092) x
[(PO92 x (Rf7 x MK159)].
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Pentru aprecierea capacitatii de inducere a haploizilor de cétre inductori, in fiecare

descendenta s-au utilizat urmatorii donori:

>

YV V VYV V

Fs — populatia SPCy,

F4 — populatia SPC4 X SACs3,

Fs — populatiile SPC4 X SAC3, SAC3 si hibridul MK 109xKy123,

Fs — populatia SPC4 X SAC;3 si hibridul Debiut.

Liniile LHI — diferiti hibrizi oferiti de Institutul de Fitotehnie ,,Porumbeni”.

Frecventa haploizilor s-a determinat la faza de boabe uscate in baza expresiei genei

marker R1-nj (Figura 2.9).

donor inductor
D
o X &
donor hibrid haploid fara embrion

© 0 0 ¢

Fig. 2.9. Diferenta intre haploizi si alte tipuri de boabe conform coloratiei manifestate

de gena R1-nj.

S-a determinat indltimea plantei (cm) si lungimea paniculului (cm) la inductorii Fs si Fg,

la inductorii Fg, fiind stabilite suplimentar si perioada de polenizare (zile), cantitatea de polen (g)

produsd de plantd per zi. Polenul s-a cantarit la cantarul electronic cu precizia de 0,001 g.

Materialul vizualizat a fost fotografiat cu aparatul digital (Canon Power Shot A1100).

2.3. Analiza fenologica a expresiei genelor B1, PI1 si R1-nj la descendentii segreganti

O atentie deosebita s-a acordat analizei fenologice a expresiei genelor B1 si PI1 la faza de

plante mature la descendentii segreganti Fs-Fg. De altfel, selectarea plantelor cu cea mai intensa

coloratie a constituit unul din principalele criterii de selectie (Figura 2.10).
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Fig. 2.10. Plante cu diferit grad de pigmentatie antocianica, determinata de genele B1 si PI.

In descendenta Fe s-a analizat expresia genelor B1 si PI1 la plantule de 3-4 zile, obtinute
ca rezultat al incrucisarii inductorilor cu diferiti donori. Boabele 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 au sistem radicular necolorat (Figura 2.11).

Fig. 2.11. Diferenta intre haploizi (n) si diploizi (2n) conform expresiei B1 si PI.
50



Pentru determinarea gradului de intensitate a pigmentarii antocianice a embrionului si
endospermului controlatd de gena marker R1-nj s-a utilizat scara de 5 trepte:
0 — lipsa pigmentatiei; 1 — pigmentare foarte slaba; 2 — pigmentare slaba; 3 — pigmentare

medie; 4 — pigmentare puternica.

2.4. Procedee de dublare a numérului cromozomilor cu colchicina la plantele haploide

In calitate de material de cercetare s-au utilizat plantule haploide n(MKZ109),
n(Rf7xKy123) obtinute ca rezultat al incrucisarii donorilor MK109 si Rf7xKy123 cu liniile
inductoare de haploizi. Haploizii au fost crescuti pana la faza de 3-4 frunze, fiecare genotip fiind
insamantat pe parceld separatd in cinci randuri, a cate 3 m lungime, cu distantd de 35 cm intre
randuri si 20 cm — intre plante. Ca factor de dublare a numarului de cromozomi la genotipurile
haploide a servit alcaloidul colchicina. 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.

Procedee de dublare a cromozomilor la haploizi in conditii de camp

Procedeul ,,gaurire” — prevede penetrarea plantulei cu un fir de atd la nivelul zonei de
crestere, dupa care va fi infasuratd ulterior cu atd tehnicd imbibatd in solutie de colchicina, si
invelitd cu banda adeziva pentru a nu permite evaporarea solutiei pentru anumitd perioada de
timp (Figura 2.12).

Procedeul , tivitura” — consta in tivirea zonei de crestere, capetele atei cu lungimea de 4-

5 c¢m fiind introduse in eprubeta cu solutie de colchicina (Figura 2.13).

Fig. 2.12. Procedeul ,,gaurire”. Fig. 2.13. Procedeul , tivitura”.
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Procedeul ,,absorbtie” este asemanator primului procedeu, iar diferenta constd in lipsa
gauririi zonei de crestere a plantulei.
Procedee de dublare a cromozomilor la haploizi in conditii de laborator
Metoda propusd de Deimling [91] 1n cercetarea data a servit ca martor (Figura 2.14). Este
una din cele mai utilizate metode de dublare a numarului de cromozomi la haploizi. Constd in
germinarea boabelor pana la faza, cand coleoptilul va avea in medie 4 cm (1), se inldtura partea

superioara (2), plantulele sunt introduse in solutie de colchicind de 0,06% + DMSO de 0,5%

pentru 12 ore, dupa care sunt transferate si plantate in camp (3).

Fig. 2.14. Etapele dublarii cromozomilor la plantulelor haploide, conform metodei propuse de

Deimling.

S-au efectuat observatii fenologice In ce priveste dezvoltarea plantelor dupa
administrarea cu colchicind pana la faza de maturitate deplina. Eficacitatea metodelor de dublare
a cromozomilor s-a determinat in baza numarului de plante cu paniculi fertili care dupa
autopolenizare formeaza boabe.

Testarea noilor linii inductoare de haploidie LHI 2, LHI 3 si LHI 7, create s-a efectuat pe
fondalul diferitelor genotipuri de porumb ce reprezinta covarietatile Zea mays dentata si Z. mays
indurata, oferite cu amabilitate de Institutul de Fitotehnie “Porumbeni”, dar si in cadrul IGFPP al
ASM.

2.5. Analiza statistica a datelor obtinute

Metodele biometrice utilizate in genetica si ameliorare, sunt orientate de cele mai multe
ori spre optimizarea (sporirea eficientei si fezabilitatii, accelerarea si diminuarea cheltuielilor)
procesului de creare a soiurilor de culturi agricole si alegerea conditiilor optime de cultivare a

plantelor. Aceste deziderate pot fi realizate prin construirea modelelor matematice ale
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variabilitatii caracterelor agronomic valoroase pentru plantele particulare, grupuri de plante,
populatii, dar si agrofitocenoze. Ca baza a oricarei metode genetico-biometrice 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 [57, 182].

Datele obtinute au fost prelucrate statistic in baza analizelor variantei (X — media
aritmetica; my — eroarea mediei; Spx, — eroarea totala (%), ¢ — deviatia standard; V —
coeficientul de variatie, %). S-au efectuat, de asemenea, analiza bifactoriala a variantei, analize
clusteriene, analiza corelationald (gradul si orientarea dependentei intre factori) si regresionala
(ecuatia matematica a dependentei). Autenticitatea deosebirilor S-a stabilit 1n baza testului t, la
nivelul de probabilitate p <0,05; p <0,01; p <0,001 in pachetul de soft STATISTICA 7.

In scopul elucidarii particularitatilor de repartitie a plantelor in clase fenotipice au fost
utilizate histogramele - o modalitate de prezentare a datelor statistice in forma de diagrama
formata din coloane. Ele reflecta distributia valorilor particulare, din care motiv se $i mai numesc
frecventd de distributie. Iniltimea coloanei indica frecventa valorilor in diapazonul cercetat, iar
numadrul coloanelor — numarul claselor. Un avantaj incontestabil al histogramelor consta in
faptul ca acestea permit de a stabili usor tendinta de schimbare a parametrului cercetat, centrul,
diapazonul/variabilitatea si forma de distributie a valorilor [37].

Analiza factoriala a variantei face posibild stabilirea contributiei diferitelor surse ale
variatiei (genotip, mediu, interactiunea acestora, s.a.) in formarea fenotipului caracterului.
Cunoasterea acestei contributii ofera oportuniti inalte pentru elaborarea strategiilor de selectie a
plantelor [60].

Analizele clusteriene — proceduri statistice polidimensionale care repartizeaza
obiectele/ genotipurile 1in grupuri/clustere similare. S-au efectuat prin construirea
dendrogramelor de distributie — metoda ierarhica si prin analiza k-mediilor — metoda centroida,
frecvent aplicate in cercetarile biologice [18, 200, 248].

Frecventa haploizilor (%) s-a calculat conform formulei: [num.boabelor haploide /
num.total boabe] x 100%.

2.6.Concluzii la capitolul 2

In legatura cu scopul si obiectivele propuse, a fost elaborat cadrul conceptual metodic de

investigatii in vederea:
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1)

2)

3)

4)

5)

6)

implicarii materialului initial cu oportunitati Tnalte de obtinere a noilor linii inductoare
de haploidie la porumb, cu randament mai avansat decat la liniile cunoscute;

asocierii reusite intr-un singur genotip a genelor marker ce controleaza sinteza
antocianului la diferite etape de dezvoltare a plantelor si stabilirea particularitatilor de
expresie a acestora;

elaborarii schemei de incrucisari pentru obtinerea combinatiilor hibride cu anumit
raport de germplasma materna : paterna,

testarii noilor linii create — LHI 2, LHI 3, LHI 7 cu privire la capacitatea de inducere a
haploizilor pe fundalul diferitilor genotipuri-donori;

optimizarii procedeului de dublare a numarului de cromozomi la plantele haploide
prin utilizarea inhibitorului mitotic colchicina si obtinerii liniilor dublu haploide
/homozigote;

aplicarii analizelor statistice moderne pentru testarea veridicitatii datelor obtinute.
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3. INDUCEREA HAPLOIDIEI IN VIVO — EFICIENTA NOILOR LINII INDUCTOARE
SI CREAREA LINIILOR HOMOZIGOTE DE PORUMB (Zea mays L.)

In practica cercetirilor moderne de genetica si ameliorare sunt utilizate generatiile de
plante haploide, deoarece asigura reducerea semnificativda a perioadei de obtinere a noilor
genotipuri, iar originea dublu haploidd a liniilor create corespunde intru totul criteriilor de
diversitate, uniformitate si stabilitate genetica [69].

In ultimele decenii, la producerea porumbului intens se utilizeaza plantele dublu haploide
(DH). Aceasta a devenit posibil datorita progresului avansat al tehnologiei de inducere in vivo a
haploidiei. Producerea liniilor DH din germoplasma heterogena (donor) reprezinta un proces ce
dureaza doud generatii. In prima generatie, haploizii sunt obtinuti din plantele diploide, ca
rezultat perechea de cromozomi este redusa la un singur cromozom. Astfel, dintr-un nucleu
haploid prin diviziuni repetate se vor forma plante haploide. In generatia a 2-a, prin intermediul
inhibitorilor mitotici (colchicina) setul haploid este dublat, iar cromozomul din perechea
injumatatitd capatd o copie identicd. Planta rezultata — dublu haploida este homozigota la nivel
de 100%. Astfel, liniile DH complet homozigote sunt produse in doud sezoane, spre deosebire de

cele obtinute prin metode traditionale — prin autopolenizari repetate timp de 6-8 ani (Figura 3.1).

Donor " Inductor
(Zm)
(2m) Inducerea
/ haploizilor \

I = Haploizi : .
- — I
™ — = s
Dublarea
cromozomilor
= [ a A -

Haploizi -
= O dublati : |
R (Zn) |

DH1 DH2 DH3 DH4

Fig. 3.1. Strategia de obtinere a liniilor dublu haploide de plante in baza genomului matern.
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3.1. Tehnologia de creare a liniilor inductoare de haploizi materni

Obtinerea haploizilor materni a devenit posibila datoritd credrii liniilor speciale cu
capacitate geneticd de a induce din plante diploide boabe cu embrion haploid. Pentru
identificarea haploizilor, inductorii confin anumite gene marker dominante, responsabile de
sinteza antocianului in diferite tesuturi ale plantei. Manifestarea fenotipicd a markerilor permite
evidentierea haploizilor la diferite faze de dezvoltare in descendenta Fi, ca rezultat al incrucisarii
inductorului cu donorul.

In legaturd cu solicitirile tot mai insistente de accelerare a procesului de creare a
hibrizilor de porumb cu insusiri programate, este imperios necesar de a majora rata de inducere a
haploizilor, ameliora sistemul de gene marker care faciliteaza identificarea genotipurilor
haploide si unele caractere importante ale liniilor inductoare.

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 — indltimea plantei, lungimea paniculului, durata infloririi, cantitatea de

polen, rezistenta la cadere.

3.1.1. imbunititirea capacititii de inducere a haploizilor

Incepand cu descendenta F, in combinatiile hibride s-au efectuat selectarea individuala si
autopolenizarea formelor cu expresie pronuntata a genelor marker, parametri morfologici cu
valori maxime si eficienta de inducere nalta (minimum 9%).

In fiecare descendenti, formele cu caractere calitative si cantitative valoroase au fost
implicate In Incrucisdri cu diferiti donori. Dupa recoltare, pentru fiecare stiulete donor polenizat
s-a determinat procentul de haploizi. In calitate de martor a servit genitorul MHI, ce induce
haploizi cu randament de 6-8% [63].

Haploizii s-au selectat in baza manifestarii fenotipice a genei marker R1-nj [118, 183] ce
determina pigmentarea antocianica a stratului aleuronic si scutelumului la etapa 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, astfel R1-nj determina pigmentarea

atat a stratului aleuronic, cat si a scutelumului;
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» haploide — ca rezultat al 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 rezultat al contaminarii cu polen propriu, se obtin boabe fara pigmentatia

endospermului si embrionului.

Descendenta F; (a.2008). Din 458 plante, 80 au fost selectate pentru autopolenizare si
implicate in incrucisari cu donorul — populatia sintetica SPC,. Frecventa haploizilor a inregistrat
valori in limitele 1-13,4%, genitorul MHI demonstrand un randament de 6,3%. Din totalul de
plante autopolenizate, 8 — F3 17, F3 24, F3 25, F3 30, F3 40, F3 41(1), F3 41(2), F;3 43, in
incrucisarile cu donorul au prezentat o capacitate inalta de inducere a plantelor haploide.

Formele F3in populatia SPC,au indus haploizi cu frecventa de 9,1-13,4% (Tabelul 3.1).

Tabelul 3.1. Capacitatea formelor F3 de inducere a haploizilor in populatia SPC,4

Inductor Nr. total boabe Nr. haploizilor | Frecventa haploizilor, %
MHI (martor) 207 13 6,3
Fs17 174 16 91
F324 131 13 9,9
F325 105 10 9,5
F; 30 102 11 10,7
F;40 208 22 10,5
F341(1) 97 13 13,4
F341(2) 222 26 11,7
F143 167 17 10,1
Media F3: 10,61+0,35

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, F3 25, F3 30, F3 40 F3 41(1), F3 41(2)
provin din combinatia MHI x (Stock 6 x ZMS), iar F3 43 — din combinatia ZMS x (Stock 6 x
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MHI). Populatia hibrida Stock 6 x (MHI x ZMS) n-a prezentat nici o formad cu caractere
calitative si cantitative valoroase [7].

Descendenta F, (a.2009). Pentru aprecierea capacitatii descendentei F4 de inducere a
haploizilor s-au analizat 470 plante. Pentru autopolenizare au fost selectate 174, ulterior
implicate in incrucisari cu populatia sinteticdi SPC4xSACs;. Frecventa haploizilor a inregistrat
valori cuprinse in intervalul de 1-14,8%. MHI a prezentat un randament de inducere de 6,5%. Ca
rezultat, au fost identificate 11 forme din combinatia MHIx(Stock 6xZMS) — F4 7, F4 8, F4 9-1,
Fs 9-2, F4 9-3, F4 40-1, F4 40-2, F4 42-1, F4 42-2, F4 44-1, F4 44-2 care au indus haploizi in
populatia SPC4xSAC;3 cu frecventa ce a variat in limitele 9,2-14,8%, media lotului constituind
11,2% (Tabelul 3.2).

Tabelul 3.2. Capacitatea formelor F, de inducere a haploizilor in populatia SPC4xSACj3

Inductor Nr. total boabe Nr. haploizilor Frecventa haploizilor, %
MHI (martor) 164 11 6,5
Fs7 209 27 12,9
F.8 168 17 10,1
Fs9-1 329 40 12,2
Fs9-2 213 25 11,7
F49-3 139 19 13,6
F440-1 113 11 9,7
F440-2 196 29 14,8
Fs42-1 163 16 9,8
Fq42-2 228 23 10,1
Fs44-1 119 11 9,2
F444-2 142 13 9,2
Media F4: 11,2+0,6

Descendenta Fs (a.2010). Aprecierea capacitatii de inducere a haploizilor in generatia
data s-a realizat la nivel de familie. Au fost analizate 45 familii, dintre care 21 au fost selectate
pentru autopolenizare si implicate ulterior in incrucisari cu populatiile sintetice SPC4xSACs3,

SAC; si hibridul MK109%Ky123. La incrucisarea cu populatia SPC4xSACs;, 12 familii Fs au
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manifestat o capacitate de inducere Tnalta: 9,5-13,5, in timp ce MHI a indicat o ratd de 6,8% [9,

212] (Tabelul 3.3).

Tabelul 3.3. Capacitatea familiilor Fs de inducere a haploizilor in populatia

SPC4xSAC;
Inductor Nr. boabelor C-apacitatea de Intervalu-l f‘recventei
inducere, % haploizilor,%
MHI (martor) 337 6,8+0,9 56-84
Fs19 537 13,0 +£0,9* 11,5-15,0
Fs20 491 12,2 +0,9* 10,9 - 14,3
Fs21 502 13,5+ 1,8% 10,0-17,1
Fs523 359 11,8 £1,6* 8,7-14,6
Fs25 275 12,3 £2,2% 8,8 -15,3
Fs26 262 9,5+0,1* 8,5-10,6
Fs529 345 11,0 £0,9*% 9,8-125
Fs533 288 10,4 +0,8* 8,1-12,1
Fs 34 357 11,5+1,2% 8,5-15,0
F5 36 233 12,4 £0,5* 11,2-129
Fs39 322 13,0 £1,0* 11,6 - 15,0
Fs43 370 9,5+1,2 79-11,4

* - Diferenta semnificativa de MHI la nivelul p < 0,05.

Cu exceptia Fs 43, toate celelalte forme au prezentat diferente cu suport statistic (p<0,05)

in raport cu martorul. Astfel, familiile Fs 19; F520 si F5 36 cu capacitate de inducere a haploizilor
de 13,0; 12,2 si 12,4%, respectiv, au demonstrat o eficienta mult mai inalta, comparativ cu MHI.
Familiile F521 si F539, la obtinerea boabelor haploide din populatia SPC4xSAC3 au prezentat un
randament de 13,5 si 13,0%, respectiv (Tabelul 3.3).

Procentul plantelor haploide obtinute in populatia SAC; a pus in evidenta 6 familii cu 0
capacitate de inducere nalta: 9,1-11,2% si care au depasit semnificativ (p<0,05) inductorul MHI,
cele mai performante fiind Fs 38, Fs 35, F5 20, cu un randament de 10,7; 10,8 si 11,2%, respectiv
(Tabelul 3.4).

Un alt donor utilizat la estimarea capacitatii de inducere a familiilor Fs a fost hibridul

MK109%xKy123. Din totalul de familii analizate, doar Fs 21 si Fs5 23 au prezentat un randament
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mai mare de 9%, aceste familii inducand haploizi cu rata de 10,2 si 10,3%, astfel demonstrand in

raport cu MHI (4,7 + 0,4%) o eficientd mult mai pronuntata (Tabelul 3.5).

Tabelul 3.4. Capacitatea familiilor Fs de inducere a haploizilor in populatia SAC3

MHI (martor) 217 51+1,6 35-6,7
Fs20 205 11,2+ 0,6* 11,1-11,3
Fs21 199 10,1 £0,6* 8,9-10,7
Fs23 297 9,1 £0,5% 8,7-10,0
Fs27 168 10,1 £ 1,4%* 85-154
Fs 35 148 10,8 + 0,4* 10,0-11,1
Fs38 297 10,7 + 1,3* 9,3-13,0

* - Diferenta semnificativa de MHI la nivelul p <0,05.

Tabelul 3.5. Capacitatea familiilor Fs de inducere a haploizilor in hibridul MK109xKy123

. Capacitatea de Intervalul frecventei
Inductori Nr. boabelor inducere. % haploizilor %
Control 299 4,7+0,4 3,9-55
Fs21 326 10,2 +£0,7* 85-11,4
Fs23 194 10,3 £ 0,4%* 9,5-10,5

*; ** _ Diferentd semnificativa de MHI la nivelul p< 0,05; 0,01, respectiv.

Desi inducerea haploizilor in primul rand depinde de genotipul utilizat ca polenizator,
sursa de germoplasma utilizata ca donor poate influenta randamentul de obtinere a haploizilor
[96, 145, 202]. Estimarea frecventei haploizilor pe fundalul donorilor SPC4xSAC3, SAC; si
MK109xKy123 au confirmat acest lucru, demonstrat de media si variabilitatea ratei haploizilor
pentru fiecare sistem donor x inductor. Astfel, maximul inregistrat pentru donorul SPC4xSAC3 a
constituit 17,1%, pentru SAC3 — 15,4%, iar hibridul MK109xKy123 — 11,4%. De asemenea, au
variat considerabil si valorile ratei de inducere — 13,5; 11,2 si 10,3%, respectiv donorilor
mentionati.

Testarea familiilor Fs cu privire la inducerea haploizilor pe fundalul donorilor
SPC4xSAC3, SAC3 si MK109%xKy123 a demonstrat, ca 3 dintre acestea — Fs 21, F5 23 si F5 20
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(ultima testatd doar pe primele 2 fondaluri) au manifestat o capacitate de inducere de 10,2-

11,7%, mult mai avansatd comparativ cu martorul MHI (5,53%) (Figura 3.2).
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Fig. 3.2. Capacitatea familiilor Fs de inducere a haploizilor la incrucisarea cu populatiile sintetice
SPC4xSAC3, SAC;3 si hibridul MK109xKy123.
Pe orizontala: 1 — MHI (martor), 2 - F5 21,3 —F5 23,4 — Fs5 20.

Familia Fs 21 in incrucisarile cu populatiile SPC4xSAC3, SAC3 si hibridul MK109 x
Ky123 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 SPC4xSACs
si SAC3 — 11,7%, respectiv. Deci, formele Fs in raport cu cel mai bun genitor — MHI, au
manifestat o capacitate de inducere a haploizilor semnificativ majorata. Pe 1langa acest avantaj,
unele familii induc eficient haploizi, indiferent de fundalul genotipului donor, ceea ce are 0 mare
importantd pentru durabilitatea §i oportunitdfile de utilizare a acestora in incrucisdrile cu un
spectru larg de forme materne.

Descendenta Fg (a.2011). Pentru aprecierea eficientei de inducere a formelor Fg au fost
analizate 53 familii, dintre care pentru autopolenizare s-au selectat 23. In calitate de donori
destinati obtinerii haploizilor s-au utilizat populatia sintetica SPC4xSAC;3 si hibridul Debiut. La
obtinerea haploizilor din populatia SPC4xSACs3, 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%.
Valorile relevate de acestea au prezentat o depasire semnificativa fata de control, exceptie facand
doar familia Fg 19 (Tabelul 3.6). Datele releva ca cele mai bune rezultate au demonstrat familiile
Fe 26; Fs 27; Fg 28; Fs 32; Fs 33; Fs 37; Fs 39; Fs 63 cu rata haploizilor de 10,9-12,9%, in timp ce
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familiile Fg 26; Fg 28 si Fg 32 au manifestat capacitate inductiva de 2 ori mai mare, comparativ cu

cel mai bun genitor MHI.

Tabelul 3.6. Capacitatea familiilor F¢ de inducere a haploizilor in populatia SPC4xSACj3

Inductor NI boabe Capacitatea de inducere, | Intervalul frecventei
' % haploizilor,%

MHI (martor) 270 6,3+0,6 55-74
Fs 19 225 98+1,2 9,6-115
Fe 26 518 12,9 £ 0,9%* 9,9-16,0
Fe 27 515 12,5+ 0,8%* 9,0-13,6
Fe 28 476 12,5 £ 0,1** 104-14,1
Fe29 555 12,3 £ 1,0%* 10,9 -15,0
Fe 30 377 10,9 +1,3* 8,2-14,4
Fe 32 350 12,8 £2,3** 9,0-17,3
Fe33 291 10,6 £ 0,2%* 10,3-10,9
Fe 36 187 10,9 +1,3* 89-129
Fe 37 271 11,7 +£0,4%* 11,1-12,2
Fe 38 245 10,3 +1,0* 89-118
Fe 39 160 11,8 +1,5% 9,2-155
Fe43 203 9,9+ 1,3* 74-111
Fs63 374 11,6 £1,5%* 8,6 -14,3

*; ** . Diferenta semnificativd de MHI la nivelul p < 0,05; 0,01, respectiv.

Un alt donor utilizat la estimarea capacitatii familiilor Fg de inducere a haploizilor a fost
hibridul Debiut. Linia MHI, in incrucisarea cu acest donor a demonstrat un randament de 5,8%.
Din totalul de familii — 8 au manifestat o eficienta de inducere de 9,2-11,4%, ceea ce prezinta un
avantaj evident in raport cu MHI (Tabelul 3.7).

Comparativ cu populatia SPC4xSAC3, pe fondalul cdreia s-au obtinut haploizi cu
frecventa maxima de 17,3%, cu acest donor cea mai inaltd valoare a constituit 16%. Faptul ca
rata haploizilor difera la diferiti donori, permite identificarea formelor inductoare relativ stabile,

comparativ cu genitorii.
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Tabelul 3.7. Capacitatea familiilor Fg de inducere a haploizilor la incrucisarea cu hibridul

Debiut
Inductor Nr. boabe Capacitatea de Intervalul frecventei
inducere, % haploizilor,%
MHI (martor) 413 5,8+0,8 50-8,0
Fs 19 405 9,4+0,1%* 9,0-10,0
Fe 26 417 12,7 £ 2,1*%* 10,0 - 16,0
Fe 27 255 8,6 £0,5*% 8,0-10,0
Fe 28 286 8,7+ 0,1%* 8,0-9,0
Fs 29 237 9,2 +0,6* 8,0-10,0
Fes 30 495 10,3 +0,8* 9,0-13,0
Fe 32 140 11,4 +0,8** 10,0-12,0
Fe 33 327 11,3+1,1* 10,0-13,0
Fe 36 150 10,1 +£0,9* 8,0-11,0
Fe 38 160 7,5+0,2% 7,0-9,0
Fe 63 113 10,6 +0,8* 9,0-11,0

*; ** - Diferenta semnificativa fata de MHI la nivelul p <0,5; 0,01, respectiv.

Analiza comparativa a capacitatii medii de inducere a haploizilor, manifestata de unele
familii Fg pe fondalul a 2 donori — populatia SPC4xSAC3 si hibridul Debiut a pus in evidenta ca
acestea au prezentat un randament de 9,6-12,8%, iar martorul — MHI: 6,1%.

Liniile testate au manifestat, totodata, o stabilitate relativa a capacitdtii de inducere la
incrucisarea cu acesti donori, deviatia standard (o) variind in limitele 0,14-0,99, exceptie fiind
doar Fs 29, la care 6=2,19 (Figura 3.3).

La mod general, analiza capacitatii medii de inducere a haploizilor tuturor formelor in
diferite descendente implicate in testare, comparativ cu martorul MHI a demonstrat o majorare
considerabild pentru Fs si Fg. Posibil, ca aceasta s-a datorat selectiei eficiente a formelor

valoroase 1n generatia F4 (Tabelul 3.8).
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Fig. 3.3. Capacitatea familiilor Fg de inducere a haploizilor la incrucisarea cu populatia sintetica
SPC4xSAC3 si hibridul Debiut.

Pe orizontala: 1 — MHI (martor), 2 - Fg 19,3 —Fs 26,4 — Fs29,5—F¢ 30, 6 — Fg 32, 7 — Fg 33,
8 — F¢ 36, 9 — F¢ 63.

Tabelul 3.8. Capacitatea de inducere a haploizilor de inductorii de diferite

generatii
Rata haploizilor, %

Generatie An Sursa donatoare Forma inductoarf Linia MAl
Fs 2008 SPC4 4,3 6,3
Fa 2009 SPC4xSAC; 4,4 6,5
SPC4xSAC; 6,9 6,8
Fs 2010 SAC3 6,1 5,1
MK109xKy123 4.8 4,7
SPC4xSAC; 7,7 6,3

Fe 2011

Hibridul Debiut 6,1 5,8

Prin selectare individuald in generatiile F4

... Fe, a plantelor provenite din incrucisarea

liniilor inductoare cunoscute Stock 6, ZMS si MHI, cu indici inalti ai caracterelor cantitative

(indlfimea plantelor, lungimea paniculului, durata infloririi paniculului, cantitatea de polen) si

calitative (manifestarea fenotipicd puternica a genelor marcatoare ale sintezei antocianului),
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urmatd de autopolenizare s-au obtinut noi forme de inductori ce manifesta eficienta inalta de
inducere a haploizilor materni; unele au depasit de 2 ori cel mai bun genitor — MHI; altele pe
fondalul diferitilor donori au indus haploizi cu ratd mai Tnaltd de 9%.

Familiile de inductori Fg creati, ce depasesc linia MHI dupa capacitatea de inducere a
haploizilor, demonstreaza faptul ca selectarea dintre acestea a noilor inductori vor demonstra
doar avantaje la obtinerea boabelor cu embrion haploid din divers material cu valoare genetica si

ameliorativa.

3.1.2. Analiza variatiei genetice a capacitatii de inducere a haploizilor
Conform rezultatelor cercetarii descendentei F3z (2008), combinatia hibridd Stock
6x(MHIXZMS) s-a diferentiat de MHIx(ZMSxStock 6) si ZMSx(MHIxStock 6) prin capacitate

redusa de inducere a haploizilor si lipsa variatiei genetice (Tabelul 3.9).

Tabelul 3.9. Variatia genetica a capacitatii de inducere a haploizilor in diferite combinatii hibride

Combinatie hibrida Rata haploizilor, % | Ggenerala | Oaleatoric | Ogenetica | Testul F
F3 Stock 6x(MHIXZMS) 2,604 1,4 1,4 - -
F3 MHIx(ZMSxStock 6) 4,7+0,6 2.9 1,7 2,4 3,1%*
F3 ZMSx(MHIxStock6) 3,909 2,9 1,4 2,5 4,0*

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

Lipsa variatiei genetice in combinatia Stock 6X(MHIXZMS) indicad faptul, ca genele ce
controleaza capacitatea de inducere a haploidiel la liniile MHI si ZMS au fost blocate de catre
linia Stock 6. Plantele din prima combinatie, pentru fiecare locus au genotipul SM, sau SZ. Lipsa
variatiei genetice in prima combinatie este determinatd de faptul, cd pentru fiecare locus
SiMi=SiZi=S;S;, alela S;j domina M; si Z;. Combinatiile MHIX(ZMSxStock 6) si
ZMSx(MHIxStock 6) se deosebesc de prima, prin faptul ca pe langa genotipurile MS si ZS
existd si MZ, la care actiunea alelelor M; si Z;j nu este blocata de S;. Tocmai aceste genotipuri
determina capacitatea inaltda de inducere a haploizilor si nivelul variatiei genetice pentru
caracterul dat. Semnificatia variatiei genetice s-a determinat dupa criteriul Fisher, care indica de
cate ori variatia depistata intre diferite plante din aceeasi combinatie o depaseste pe cea teoretica

(Tabelul 3.9).
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Dupa o autopolenizare, din cele trei combinatii hibride in cercetare a ramas doar
MHIx(ZMSxStock 6). Descendenta F4 a prezentat o valoare medie a capacitatii de inducere de
4,4% si variatie genetica — 1,7%. Descendenta a inclus 25 de plante, ceea ce a permis contruirea

histogramei de repartitic a acestora in baza capacitatatii de inducere a haploidiei (Figura 3.4).

As=1,27 + 0,46**

Numar de plante

‘ | AN

1 z 3 4 5 o 7 8 9 10
Freeventa de inducere a haploizilor, %%

Fig. 3.4. Repartizarea formelor F4 din combinatia MHIx(ZMSxStock 6) in baza capacitatii de
inducere a haploizilor.

Repartizarea plantelor F4 dupa capacitatea de inducere s-a dovedit a fi asimetrica, cu
inclinare spre stinga fatd de mediana. Coeficientul asimetriei a constituit 1,27 + 0,46* (p<0,01).
Repartizarea asimetrica poate fi explicatd prin actiunea multipd a genelor, cand efectele
diferitilor loci la combinarea intr-un genotip nu se sumeaza, ci se inmultesc. Spre exemplu, daca
fiecare din doud gene depasesc valoarea caracterului de douad ori, atunci impreund vor depasi de
4 ori. Aceasta ipoteza se controleazd prin transformare logaritmica, metoda care a demonstrat ca
coeficientul asimetriei a constituit 0,26+0,46. Valoarea obtinuta este mai mica decat eroarea,
ceea ce demonstreaza, cd asimetria dispare.

O altd explicatie plauzibild a repartizarii asimetrice a formelor dupd 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 ca 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 poseda cea mai inaltd capacitate de inducere, iar frecventa
mostenirii genotipulut MM constituie aproximativ 50%. Repartizarea formelor dupa frecventa

genotipica la fel s-a dovedit a fi asimetrica, dar cu inclinatie spre dreapta (Figura 3.5).
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Fig. 3.5. Repartizarea formelor F4 din combinatia MHIX(ZMSxStock 6) in baza frecventei

genotipice.

In general, repartizarea asimetrici denotd faptul, ca indicii progresului de selectie cu
fiecare autopolenizare pot varia. Spre exemplu, urmatoarea generatie poate depasi descendenta
anterioard, sau invers. La determinarea capacitatii de inducere medie per descendentd s-au
obtinut urmatoarele valori: F4 — 4,4%; Fs — 6,9%; Fg — 7,7%. Deci, progresul general de selectie a
constituit 1-2% per an. Analiza pedigriului a demonstrat, ca inductorii Fg cu capacitate inalta de

inducere a haploizilor provin din 3 plante F4 si 4 familii Fs, respectiv (Figura 3.6).

MHIx{ZMSxStock 6)

/ \24

F3 41(1)

2N |

F4 9 40
F5 20 21 23 36
F6 262728 29303233 36373839 63

Fig. 3.6. Reprezentarea schematica a originii inductorilor Fg cu capacitate de inducere a
haploizilor inalta din combinatia hibridda MHIX(ZMSxStock 6).
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In tabelul 3.10 este prezentatd capacitatea medie a familiilor Fs si Fg care au derivat din
plantele F4 (cu valori maxime ale mediei per plantd) provenite din combinatia hibrida
MHIx(ZMSxStock 6), cat si corelatia intre acestea. Astfel, s-a constatat ca familiile de inductori
Fs provenite din F4. 8 (6,8%) au prezentat o ratd medie de 9,3%, demonstrand un progres al
selectiei de 2,5%. La familiile provenite din Fs;. 9 (5,9%) s-a constatat o ratda de 9,9%, si un
progres de 4%, iar la cele din F4.40 (8,5%) — 9,1% si 0,4%, respectiv.

Valorile ratei haploizilor de 9,3; 10,2 si 10,7% la Fg denota un progres al selectiei ceva
mai redus comparativ cu descendenta Fs — 0%, 0,3% si 1,6%. In ceea ce priveste corelatiile
capacitatii de inducere intre frecventa maxima si media per plantd in F4 S-a constatat o corelatie
medie; r = 0,51. Intre capacitatea de inducere Fs si capacitatea de inducere Fg s-a depistat 0

corelatie slaba: r =-0,08 (Tabelul 3.10).

Tabelul 3.10. Capacitatea de inducere a haploizilor la formele Fy4, Fs, Fg din combinatia hibrida
MHIx(ZMSxStock 6) si corelatia intre acestea (%)

F. (2009) Fs (2010) Fe (2011)
Forme Frecventa Media per Media per Media per
maxima, % planta, familie familie
Fs.8 10,1 6,8 9,3 9,3
Fs9 8,9 5,9 9,9 10,2
F440 9,7 8,5 9,1 10,7
Corelatii: 0,51 -0,08

3.1.3. Consolidarea sistemului genetic de identificare a haploizilor

O etapa importantd la inducerea haploizilor materni in vivo prezintd identificarea
boabelor cu embrion haploid in descendenta Fj, rezultate din incrucisarea inductorului cu
genotipul matern (donor). Inductorul posedd gene marker ce controleaza sinteza pigmentului
antocianic, expresia carora are o pronuntata specificitate tisulara, organica si ontogenetica. Unul
din obiectivele cercetarilor a constituit combinarea genelor antocianice R1-nj, B1, PI1 intr-un
singur sistem in scopul optimizarii procesului de selectare a boabelor cu embrion haploid in
vivo. In acest fel, unul din principalele criterii de selectie a formelor valoroase a constituit

coloratia determinatd de expresia markerilor antocianici la diferite faze de dezvoltare.
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Dintre genele antocianice, cea mai ampla utilizare la identificarea haploizilor se constata
pentru R1-nj (R1-Novajo) [88]. In combinatie cu alte gene dominante ce controleazi sinteza
antocianului (A1, A2, Bz1, Bz2, C1 si C2), gena R1-nj determina pigmentatie in stratul aleuronic,
cat si scutelum in boabele uscate. Ca rezultat, al polenizarii donorului cu inductorul ce contine
acest marker, embrionul matern haploid este nepigmentat, iar endospermul triploid derivat din 2
genomuri - matern si patern, este pigmentat [111, 195] (Figura 3.7).

Fig. 3.7. Expresia genei R1-nj in boabele haploide si diploide.

Gena R1-nj in calitate de marker embrionar si endospermal a devenit un factor important
la identificarea haploizilor. Coloratia din embrion si endosperm permite selectarea eficienta si
usoari a boabelor cu embrion haploid. In prezent majoritatea inductorilor contin aceasti gena in
calitate de marker-reper. La crearea noilor linii, gena reprezinta de asemenea principalul marker
de identificare a haploizilor [118, 183].

Gena R1-nj este prezenta in toate trei linii initiale, utilizate ca material la crearea
inductorilor. Totusi extinderea si intensitatea pigmentului in fiecare din acestea este diferita, ceea
ce este o dovada ca expresia genei depinde de fondalul genetic, adica este supusa influentei
interactiunilor epistatice.

Cea mai slaba pigmentatie s-a constatat la linia Stock 6, iar cea mai accentuata — la ZMS.
La polenizarea liniei A464 cu diferifi inductori s-a constatat, cd markerul formelor Fg, spre
deosebire de formele initiale determind o pigmentatie mai accentuata in boabele uscate (Figura

3.8).
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Stock 6

Fig. 3.8. Expresia genei R1-nj in boabele uscate ale liniei A464, ca rezultat al polenizarii

cu diferiti inductori.

Odata cu marirea spectrului de utilizare a plantelor haploide, s-a constatat, ca unele surse
donatoare influenteaza expresia genei R1-nj [89, 111].

Pigmentarea antocianica in endosperm si embrion, In dependentd de donor variaza in
intensitate si extindere ceea ce releva rolul factorului matern in expresia genelor ce controleaza
sinteza pigmentului (Figura 3.9).

De altfel, pigmentarea in aleurona si scutelum poate lipsi, daca genotipul donator

(porumb cu bob sticlos) contine genele inhibarii sintezei antocianului cum ar fi C1-1, C2-Idf, Inl-
D [88, 96].

p embrion
A . A

endosperm

Fig. 3.9. Expresia genei R1-nj la boabele uscate — variatia intensitatii si extinderii pigmentarii

antocianice in dependenta de sursa donatoare.
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Din asemenea material, boabele haploide sunt practic imposibil de selectat vizual,
deoarece absolut nu se deosebesc de cele materne. Ca solutie ar putea servi metodele citologice
care sunt, totusi, destul de laborioase.

Strategia de baza a cercetarilor noastre la aspectul vizat a constat in consolidarea si
eficientizarea sistemului de gene marcatoare ale antocianului prin combinarea genelor
B1(Booster 1) si PI1(Purplel) in acelasi sistem marker cu R1-nj, sistem care ar solutiona
problema dificultatii de identificare sau a excluderii nejustificate a boabelor haploide.

Markerii B1 si PI1 determina sinteza antocianului in sistemul radicular la faza de plantule
de 3-4 zile si de plante mature [87]. In prezenta acestor gene, sistemul radicular al diploizilor

capata coloratie rosietica (1), iar planta matura — purpurie (2) (Figura 3.10).

Fig. 3.10. Expresia genelor B1 si PI1 la faza de plantule de 3-4 zile (1) si plante mature (2).

Pentru expresia markerilor este necesara prezenta ambelor gene; B1 controleaza sinteza
intensa a antocianului, Pl1 — pigmentarea, independenta de prezenta/absenta luminii solare [87].
Astfel, o atentie deosebita in procesul combinarii genelor Bl si PI1 s-a acordat selectarii

plantelor cu cea mai intensa pigmentare antocianica in tesuturile vegetale (Figura 3.11).
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Fig.3.11. Plante inductor cu pigmentare antocianica intensa (A) si fara pigmentare (B).

Pentru analiza expresiei genelor Bl si PI1 in sistemul radicular, s-a incrucisat o forma
maternd, ce inhiba sinteza antocianului in endosperm si embrion cu o formad paternd — Fg.
Boabele din descendenta F; au fost germinate pana la aparitia coleoptilului. S-a constatat ca
sistemul radicular la plantulele diploide posedd 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 (Figura 3.12).

Fig. 3.12. Diferenta de expresie a genelor B1 si PI1 la plantulele haploide si hibride, la faza de 3-

4 zile.
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Aprecierea gradului de pigmentare a antocianului in diferite organe ale plantei,
determinata de expresia genelor B1, P/1 si RI-nj a demonstrat, ca combinarea markerilor intr-un
sistem unic reprezintd 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. Cu atat mai mult, ca identificarea se realizeaza usor si exact.
Sistemul marker ce contine genele R1-nj, B1 si PI1 intr-adevar solutioneaza problema selectarii
haploizilor din diferite tipuri de material. Prezenta acestor gene in sistemul marker al inductorilor

sporeste eficienta indentificarii haploizilor materni.

3.1.4. Ameliorarea caracterelor cantitative la liniile cu capacitate de inducere a haploizilor

Marea majoritate a liniilor cu capacitate de inducere a haploizilor se caracterizeaza prin
talie mica a plantei, din care cauza nu pot fi utilizati in producerea haploizilor prin polenizare
liberd, pe parcele izolate. Paralel cu Tmbunatatirea capacitatii de inducere a haploizilor si
consolidarea sistemului de gene marker, s-a propus ameliorarea unor parametri cantitativi
(indltimea plantei, lungimea paniculului, capacitatea de producere a polenului, durata Infloririi
paniculului), cat si rezistenta la cadere.

In fiecare descendentd, paralel cu selectarea plantelor cu expresie buni a genelor Bl si
PI1, se selectau si cele ale caror indici morfologici aveau valori maxime. Dintre genitori, MHI se
caracterizeaza prin parametri cantitativi bine ameliorati. Inductorii din generatiile Fs si Fg au fost
testati prin compararea cu genitorii Stock 6, ZMS si MHL

Inaltimea plantei si lungimea paniculului. Plantele din familiile Fs de interes, adicd cu
capacitate inalta de inducere a haploizilor — F5 19, F5 20, F5 21, F5 23, F5 25, F526, F529, F533, Fs
34, F5 35, F5 36, F5 38, F539 si F543 au inregistrat valori ale inaltimii plantei intre 137,5 si 164,5
cm, si ale lungimii paniculului de la 16,4 1a 22,3 cm (Tabelul 3.11).

Linia ZMS cu inél{imea plantei de 125,5 cm a fost depdsitd semnificativ de majoritatea
familiilor testate, cu exceptia Fs43, iar Stock 6 — 144,5 cm, a fost depasita de 4 familii — Fs23,
Fs25, F526 si Fs27, cu valori de la 154,1 1a 164,0 cm. MHI, cu inaltimea de 160,6 cm nu a fost
depasitd semnificativ de nici una din familiile mentionate.

In ce priveste lungimea paniculului, linia ZMS cu indici de 13,0+1,0 cm a fost depasita
semnificativ de majoritatea familiilor, cu exceptia Fs 36 si F5 38 — 16,4-16,6 cm. Stock 6, cu
lungimea paniculului de 19,3 cm a fost semnificativ inferior in raport cu 3 familii — F5 19, Fs 20,

Fs 26 care au prezentat valori de 21,3-22,6 cm.
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Tabelul 3.11. Inaltimea plantei si lungimea paniculului la familiile Fs de inductori

Inductori iniltimea plantei, cm Lungimea paniculului, cm

Linia ZMS 125,5+ 0,4 13,0+ 1,0
Linia Stock 6 144,5+ 0,6 193 +0,4
Linia MHI 160,0 + 0,5 21,8 £0,9
Fs19 151,3+3,1 21304
F520 143,0+ 1,0 213+04
Fs21 1412+ 1,6 20,7+ 1,7
Fs23 1590127 21,0+ 1,5
Fs25 1645+ 1,1 215+ 1,0
F526 154,1+13" 22,6+0,8
Fs27 164,0+0,7 225+1,8
Fs29 1433+1,3 203+ 1,1
Fs33 1375+ 1,8 175+ 1,8
Fs35 1475+ 1,8 225+1,8
F536 138,6 + 1,3 16,4+ 0,6
Fs38 138,8+ 1,4 16,6 + 0,9
Fs39 1425+ 1,8 223+1,5
Fs43 136,6 + 4,5 18,0+2,0°

*, ** *%* diferentd semnificativa de ZMS, p<0,05; 0,01; 0,001, respectiv.
A AN AN diferenta semnificativa de Stock 6, p<0,05; 0,01; 0,001, respectiv.

MHI, cu lungimea paniculului de 21,8 cm nu a fost depasit semnificativ de nici o familie
cu capacitate inaltd de inducere a haploizilor. Rezultatele demonstreaza, ca plantele din familiile
Fs cu rata a haploizilor inaltd s-au evidentiat si prin indici morfologici mai majorati decat
genitorii ZMS si Stock 6. Nici una din familiile de interes nu a inregistrat valori mai inalte decat
MHI [212].

in descendenta Fg, cele 12 familii cu capacitate de inducere inalta — Fg 26, Fg 27, Fg 28, Fg
29, F6 30, Fs 32, F6 33, Fs 36, Fs 37, F6 38, Fs 39, Fs 63 au demonstrat indici ai inaltimii plantei de
la 135,6 1a 176,5 cm si lungime a paniculului de la 19,8 1a 24,5 cm (Tabelul 3.12).

Datele despre inaltimea plantei au prezentat indici semnificativ mai inalti comparativ cu
linia ZMS, cu valoarea medie de 127,7 cm pentru majoritatea familiilor. Exceptie au facut doar

plantele din familia F¢ 27 cu media de 135,6 cm.
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Tabelul 3.12. Iniltimea plantei si lungimea paniculului la familiile Fg de

inductori
Inductori iniltimea plantei, cm V, % Lungimea V, %
paniculului, cm
Linia ZMS 127,7+ 1,0 1,4 143+0,7 10,8
Linia Stock 6 155,3+1,9 1,6 20,5+ 1,0 4,9
Linia MHI 167,0 = 1,0 1,2 23,5+0,5 4,3
Fe 26 1450+ 1,7 2,0 236+ 1,4 10,1
Fe 27 1356 £ 1,7 2,8 19,8 £0,3" 3,6
Fe 28 1413+1,9" 2,7 225+13" 11,1
Fe 29 141,7 £2,3 3,9 202+ 0,8 9,3
Fe 30 145019 2,3 21,7+1,3 10,2
Fe 32 1473+ 1,1 1,2 21,7+0,6 5,1
Fe 33 1422+1,5 2,4 212+1,07 10,6
Fe 36 1655+3,2" 2,7 225+1,3 11,1
Fe 37 1683+2.6 2,6 213+0,6 5,2
Fe 38 172,4+22" 3,9 234+07 8,7
Fs 39 176,5£2,1  ** 3,9 245+1,0 11,1
Fs 63 168,8 £2,4 3,2 243+0,8 7.1

* xF F*R* diferentd semnificativa de ZMS, p <0,05; 0,01; 0,001, respectiv.
N AN AN diferentd semnificativa de Stock 6, p <0,05; 0,01; 0,001, respectiv.

Comparativ cu Stock 6, indici mai inalti au demonstrat 6 familii — Fg 30, Fg 32, Fg 37, Fe
38, Fs 39, Fs 63, iar cu MHI (167,0 cm), ameliorare semnificativa a parametrului a demonstrat
familia Fg 39 care a inregistrat inal{imea 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 inaltd. Comparativ cu Stock 6 — 20,5
cm, o majorare semnificativa de pana la 23,4-24,5 cm au demonstrat familiile Fg 38, Fg 39, Fs 63.
La nici una din familiile de interes nu s-au atestat valori semnificativ mai inalte ale lungimii
paniculului in raport cu MHI. Coeficientul de variatie a ndl{imii plantei si lungimii paniculului
la liniile Fg, a variat intre 1,2-3,9% si 3,6-11,1%, respectiv, ceea ce releva variatii
nesemnificative pentru caracterele ameliorate, fenomen care posibil se datoreaza homozigotiei

genotipului.
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In cercetarile prezentate au fost incrucisati inductori ce diferd considerabil conform
inaltimii plantei si lungimii paniculului. Chiar daca frecventa de inducere si expresia genelor
marker au constituit principalele criterii de selectie, este important ca unele dintre familiile Fg s-
au evidentiat si prin parametri morfologici mai avantajosi, decat la cel mai bun genitor — MHI.

Prin analizd corelationald (r) s-a constatat cd dependenta intre indltimea plantei si
lungimea paniculului la inductorii de haploidie Fsa constituit 0,77* (p<0,05), iar la inductorii Fg
—0,72* (p<0,05). Aceasta demonstreaza ca plantele cu indlf{ime mai mare au i un panicul mai
lung. Prin analizd regresionala s-au stabilit ecuatiile matematice ale dependentei: y=(-

8,6528+0,1949)xx (Figura 3.13 A) si y=(3,5508+0,1182)xx (Figura 3.13 B).

y = -8,6528+0,1949*x, 0,95 Conf.Int.

y = 3,5508+0,1182*x, 0,95 Conf.Int.
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Figura 3.13. Dependenta regresionald intre lungimea paniculului (y) si indlfimea plantei (x) la
liniile inductoare de haploidie Fs (A) si Fg (B).

In baza ecuatiilor in care y — lungimea paniculului, iar x — inaltimea plantei, poate fi
calculatd cu exactitate lungimea paniculului care prezintd un caracter ameliorativ important,
intrucét exista probabilitatea ca asemenea paniculi sd produca o cantitate mai mare de polen.

De mentionat ca liniile de porumb care S-au abatut de la tendinta generala — curba
teoretica sau intervalul de confidenta, releva faptul ca desi la mod general existd o corelatie
pozitiva intre Tndltimea plantei i lungimea panicului, printre genotipurile testate exista linii care
au inaltimea relativ mica, dar lungimea paniculului — mare. Aceasta se refera la liniile Fg 26 si Fg
28.

Capacitatea de producere a polenului si durata infloririi la liniile de porumb,
inductoare de haploidie. Pentru liniile inductoare de haploidie dintre caracterele cantitative este

importanti cantitatea de polen si durata infloririi paniculului. In tabelul 3.13 sunt prezentate
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datele cu privire la aceste caractere, la familiile cu capacitate de inducere inalta. Astfel, in
descendenta Fg plantele au produs zilnic o cantitate de polen de 0,188-0,318 g, pe durata de
inflorire 3-5 zile. In comparatie cu una din liniile initiale - MHI care totodata este si cea mai
performanta, toate familiile ameliorate au produs mai mult polen. Cele mai ameliorate familii —
Fe 27, F¢ 28, Fs 32, F¢ 29, Fs 33 au depasit cu mult nivelul liniei MHI (1,142 g), media
caracterului analizat variind in limitele 0,256-0,318 g (Tabelul 3.13).

Tabelul 3.13. Cantitatea zilnica de polen per planta si perioada inflorii paniculului la familiile Fg

Cu capacitate de inducere Tnalta

Inductori Cantitatea de polen per planta, g ];:;?JSIES:?I;EE

Linia ZMS 0,056 + 0,100 3
Linia Stock 6 0,107 £ 0,007 3
Linia MHI 0,142 £0,011 4
Fe 26 0211+0,017 5
Fe 27 0,257 +0,009  ** 4
Fs 28 0,256 + 0,007 * 4
Fs 29 0,297 + 0,036 * 5
Fe 30 0,236 £ 0,027 5
Fe 32 0,318 +0,009  * 5
Fe33 0,301 + 0,026 5
Fe 36 0,231 £0,010 5
Fe 37 0,188 + 0,023 4
Fe 38 0,198 + 0,010~ 4
Fe 39 0,204 + 0,100 5
Fe 63 0,234 + 0,006 * 5

* ok diferentd semnificativa de ZMS, p<0,05; 0,01; 0,001, respectiv.
N AN AN diferentd semnificativa de Stock 6, p<0,05; 0,01, respectiv.
** diferenta semnificativa de MHI, p<0,05; 0,01, respectiv.

Dendrograma de repartitie a liniilor inductoare Fg (Figura 3.14), elaboratd in baza
caracterelor indltimea plantei, lungimea paniculului, cantitatea de polen, durata infloririi

paniculului, a demonstrat cd cea mai inalta similitudine cu liniile ZMS (1), Stock (2) au
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manifestat liniile: 4 — F526, 8 —F30,9 — Fs32,5-F¢27,6 — F528, 7 — F¢ 29, 10 — F5 33, iar cu
MHI: 11 — Fg

Ward's method
Euclidean distances

WO~NOUTOWOoANE
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Figura 3.14. Analiza clusteriand a inductorilor creati Fg in baza similitudinii unor caractere
cantitative si morfobiologice.

1-ZMS, 2 — Stock 6, 3 — Linia MHI, 4 —Fg26,5 - F¢27,6 —F28, 7 —Fs29, 8 —F 30, 9 — Fs
32,10 - F633,11-F636,12 - F¢ 37, 13 — F¢ 38, 14 — F6 39, 15 — F 63.

36, 12 — F¢ 37, 15 — F¢ 63, 13 — Fs 38, 14 — Fg 39, care au prezentat valori inalte ale indicilor
inclusi in studiu [213]. Astfel, media valorilor 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, pentru inal{imea plantelor, lungimea
paniculului, cantitatea de polen, durata infloririi.

Prin analiza clusteriana in baza metodei k-mediilor (conform valorilor/nivelului “mare”,
“mediu”, “mic”) care permite o clasificare mai exacta a obiectelor de studiu [18] s-a constatat ca
in clusterele 1, 2, 3 liniile analizate s-au repartizat dupa cum urmeaza: 2, 4, 6, 7, 8, 9, 10 —
clusterul 1; 1, 5 —clusterul 2; 3, 11, 12, 13, 14, 15 — clusterul 3.

Analiza variantei intra- si interclusteriene a demonstrat ca cea mai inaltd capacitate de
diferentiere a clusterelor a manifestat inaltimea plantei, dupa care a urmat lungimea paniculului

si durata de inflorire. Cantitatea de polen n-a prezentat un indiciu relevant pentru diferentierea

clusterelor, deci si a genotipurilor (Tabelul 3.14).
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Conform datelor din tabelul 3.14, clusterele liniilor inductoare de haploidie, manifesta,

totusi, avantaje diferite. De exemplu, liniile din clusterul 3 au valori mai inalte ale indltimii

plantei si lungimii paniculului, dar usor cedeaza liniilor din clusterul 1 in ceea ce priveste

cantitatea de polen si durata infloririi.

Tabelul 3.14. Analiza clusteriana a k-mediilor liniilor Fg, inductoare de haploidie

Varianta
Caracter F p
interclusteriana intraclusteriana
inél‘;imea planteli 2997,929 255,100 | 70,51 0,00
Lungimea paniculului 57,679 30,394 | 11,39 0,00
Cantitatea de polen 0,015 0,057 1,60 0,24
Durata de inflorire 1,886 5,714 1,98 0,18

Totusi, liniile 11, 12 — Fg 36 si Fg 39 din clusterul 3, demonstreaza performanta inalta in

special 1n ceea ce priveste primele 2 caractere, iar liniile Fg 32 si Fg 33 — in ceea ce priveste

cantitatea de polen si durata infloririi paniculului (Tabelul 3.15).

Tabelul 3.15. Media (x) s1 varianta (S) caracterelor in clusterele liniilor inductoare Fg

Clusterul 1 Clusterul 2 Clusterul 3
Caracter
X S X S X S
inéltimea plantei 145,40 23,780 131,65 31,205 169,75 | 16,243
Lungimea paniculului 21,63 1,359 17,05 15,125 23,25 | 1,423
Cantitatea de polen 0,25 0,005 0,16 0,020 0,20 | 0,001
Durata infloririi 457 0,619 3,50 0,500 450 0,300

Referitor la durata de inflorire, toate familiile de interes au demonstrat o perioada de

minimum 4 zile, iar la Fg 26, Fg 29, F.30, F5.32, Fs.36, Fs.39, Fs.63 paniculul a produs polen timp

de 5 zile.

Rezistenta plantelor la cidere i sterilitatea masculind partiald. In procesul obtinerii

haploizilor, inductorii uneori demonstreaza dezavantaje: unii sunt sensibili la cadere, altii

dezvoltd paniculi cu sectoare sterile. Din atare motiv, in cercetdrile noastre s-a propus
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ameliorarea caracterelor mentionate la inductorii creati, pentru asigurarea eficientei si
durabilitatii acestora.

In fiecare descendentd, paralel cu criteriile de selectie de bazi — frecventa de inducere,
expresia genelor marker, indicii morfologici, plantele de interes s-au selectat si in baza
rezistentei la cadere si fertilitatii masculine.

In ce priveste caderea plantelor, caracterul a fost evident in descendenta Fg, In cadrul
familiilor Fg26, Fs27, Fs28, 8-15% de plante au demonstrat sensibilitate (Figura 3.15), iar

celelalte plante din familia de inductori Fg 26 s-au evidentiat prin rezistenta sporita la cadere.

)

Fig. 3.15. Plante din familia Fs 26, cazute.

Dupa cum s-a mentionat, familiile Fg 26, Fg 28 au prezentat indici favorabili ai inal{imii
plantelor, lungimii paniculului si cantitatii de polen (Tabelul 3.12, 3.13). Faptul ca unele plante
din cadrul acestor familii se patulesc, releva ca selectarea plantelor cu talie inalta, urmeaza a fi
realizata cu prudenta pentru a nu selecta in paralel si genotipuri predispuse la cadere.

In ceea ce priveste sterilitatea partiald a gametofitului masculin, la unii inductori, precum
e si firesc fenomenul influenteaza cantitatea si calitatea polenului, si desigur randamentul
boabelor per stiulete, acesta Semnalandu-se si la linia initiala MHI (Figura 3.16 A).

S. Chalyk si colab. (2003), au depistat la unii inductori frecventd inaltd de celule

aneuploide. Autorii au concluzionat, ca fenomenul poate cauza formarea boabelor haploide si
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determina iregularitati In timpul meiozei, influentand atat sterilitatea masculind partiala, cat si
randamentul redus al boabelor pe stiulete [66].

Sterilitatea masculina partiald este usor observata vizual - unele antere nu se deschid si nu
produc polen. Primele depistari ale caracterului dat au fost in generatia Fg, formele cu segmente
sterile pe panicul fiind excluse din cercetare. Totusi, in cea mai mare parte, inductorii Fg cu
expresie pronuntata a genelor marker si capacitate de inducere inaltd au dezvoltat panicul cu

polen totalmente fertil (Figura 3.16 B).

4 & ‘ > -

Fig. 3.16. Panicul partial fertil: A — linia MHI si totalmente fertil: B — inductor Fe.

In general, putem spune ca utilizarea liniilor cu caractere cantitative ameliorate, ce
produc polen in cantitati considerabile si sunt rezistente la cadere sporesc considerabil procesul
obtinerii haploizilor materni, iar polenizarea manuala poate fi usor inlocuitd cu cea naturala-

deschisa.

3.1.5. Liniile LHI (Linie Haploid Inductoare) 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 B1 si PI1); parametrilor morfologici cu valori
inalte; rezistentei la cddere; fertilitatii paniculului; ratei haploizilor de minimum 9 %, in a. 2011
din populatiile descendente Fg S-a reusit selectarea a 11 linii numite LHI (Linie Haploid
Inductoare) (Figura 3.17).
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In a.2012 s-a initiat un proiect de colaborare cu Institutul de Fitotehnie ,,Porumbeni” pe
durata de 5 ani (aa.2012 — 2017) care prevede utilizarea materialului genetic de porumb, creat in
aceasta institutie in scopul eficientizarii procesului de ameliorare prin utilizarea haploidiei, ce
accelereaza crearea liniilor homozigote de porumb. Aceasta a constituit un bun prilej si de testare
a noilor linii LHI, in special a capacitatii de inducere a haploizilor si sistemului de gene marker
pe fondalul unui spectru larg de hibrizi.

Conform unor date din literatura, germoplasma materna influenteaza frecventa dezvoltarii
boabelor haploide [96, 145] si manifestirii fenotipice a genelor marker [86]. In cercetirile
noastre, oportunitatea de a obtine boabe cu embrion haploid dintr-un spectru larg de genotipuri a

favorizat.

1 2 3 4 5
Fig. 3.17. Linii cu capacitate de inducere a haploizilor materni la porumb.
1-2ZMS, 2 - Stock 6,3~ MHI, 4 - LHI 10,5-LHI9

analiza detaliata a influentei donorilor asupra ratei de obtinere a haploizilor si manifestarii
markerilor antocianici.

Frecventa haploizilor pe stiulete in diferiti donori a variat de la 1,5 la 18,2%. Comparativ
cu genitorul MHI, cu randamentul mediu de inducere de pana la 8 %, linia LHI 7 pe fondalul a
14 donori a prezentat o rata medie de circa 9,9%. Liniile LHI fiind implicate in incrucisari cu

diferiti donori au manifestat un randament nalt de inducere, maximele variind in limitele 11,3-
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18,2% (Tabelul 3.16). Liniile LHI 1, LHI 4, LHI 11 au demonstrat eficienta redusa din care
motiv nu au fost indicate 1n tabel [10].

Atentie deosebitd s-a acordat analizei sistemului marker al liniilor LHI in procesul
identificarii haploizilor pe fondalul diferitilor donori. Sistemul marker al liniilor LHI contine
genele mentionate — R1-nj, B1 si PI1. Pigmentatia embrionului si endospermului este o dovada a
garniturii diploide si triploide a cromozomilor, respectiv, astfel selectarea boabelor cu embrion

haploid fara coloratie fiind usoara.

Tabelul 3.16. Eficienta de inducere a haploizilor a liniilor LHI in dependenta de combinatia

donor x inductor (a.2012)

Eficienta medie Variatia ratei
Numar de Numar de ]
Inductor _ de inducere a | haploizilor in functie
donori boabe o

haploizilor, % de donor,%
LHI 2 12 2978 8,5+ 0,46 25-14.2
LHI3 11 1761 8,3+ 0,64 2,1-15,0
LHI5 6 611 9,8 £ 0,64 3,6-159
LHI 6 8 659 7,2 +0,59 15-143
LHI7 14 1935 9,9+0,76 3,7-18,2
LHI8 12 1326 6,7 +0,48 2,1-118
LHI9 12 1676 5,1+0,51 19-113
LHI 10 14 2926 6,7+0,51 25-12,1

O etapa importantd in aprecierea sistemului marker al liniilor LHI a constituit evaluarea
intensitatii pigmentarii antocianice In boabele uscate obtinute, ca rezultat al incrucisarii acestora
cu donorii (Tabelul 3.17).

S-a constatat, ca intensitatea pigmentarii antocianice a endospermului si embrionului,
evaluata in scara de 5 trepte, a variat la genotipurile cercetate intre 0,9 si 3,9 in embrion si de la 0
la 3,7 in endosperm.

Din totalul de genotipuri, doar la hibridul 12 sinteza antocianului in endosperm si
embrion s-a dovedit a fi destul de slaba (gradul 1,0), din care motiv haploizii practic nu au putut
fi selectati. La hibridul 20, dimpotriva intensitatea pigmentarii a prezentat valori de 3,9 in
embrion si 3,4 in endosperm, iar diferenta intre boabele haploide si hibride fiind evidenta a facut
posibild selectarea haploizilor cu exactitate inalta [10].
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Tabelul 3.17. Influenta genotipului matern asupra pigmentarii antocianice a endospermului si

embrionului boabelor uscate, controlata de gena R1-nj

Genotip Numar de Intensitatea pigmentarii, grad
boabe Embrion Endosperm
Hibrid 1 177 3,5£0,4 2,5+0,4
Hibrid 2 501 3,0£0,1 29+0,3
Hibrid 3 587 2,1+0,1 2,1+£0,1
Hibrid 4 725 2,3+0,1 2,1+£0,1
Hibrid 5 1317 32+0,1 22+0,1
Hibrid 6 579 22+0,1 2,0+0,0
Hibrid 7 1305 3,2+0,2 2,9+0,2
Hibrid 8 492 3,1+£0,2 2,5+0,1
Hibrid 9 687 2,9+0,2 2,6+0,2
Hibrid 10 848 2,3+0,2 22+0,1
Hibrid 12 236 1,0+£0,2 1,0+£0,2
Hibrid 13 841 3,5+0,1 2,5+0,2
Hibrid 14 987 2,6+0,2 22+0,2
Hibrid 15 1096 3,1+0,1 22+0,1
Hibrid 16 535 3,1+0,3 2,7+0,2
Hibrid 17 225 2,8+0,2 2,3+0,2
Hibrid 18 948 3,3+0,2 2,7+0,2
Hibrid 19 649 2,1+0,1 2,0+£0,1
Hibrid 20 735 39+0,1 3,4+0,2
Hibrid 21 644 3,3+0,2 3,0+£0,1
Hibrid 23 1005 3,7+£0,2 3,6+0,2
Hibrid 27 243 2,3+0,3 2,0+0,2
Hibrid 28 264 2,5+0,3 2,3+0,2
Hibrid 29 153 2,5+0,3 2,5+0,3
Hibrid 30 273 2,6+0,2 22+0,1

Prin analiza corelationald, s-a constatat ca intre gradul de pigmentare a endospermului si

embrionului existd o dependenta inalta: r=0,87* (p<0,05), ceea ce relevd ca gena R1-nj are,
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practic, aceeasi expresie in genomul diploid (embrionul) si triploid (endospermul). Totodata,

aceasta corelatie releva oportunitatea de inlaturare exacta a boabelor nehaploide/diploide (Figura

3.18).

Pigmentarea embrionului, grad

1.0
0.8

0.5

y = 0.4506+0.7038*x; 0.95 Conf.Int.

1.0 15 2.0 2.5 3.0 3.5

Pigmentarea endospermului, grad

4.0

4.5

Fig. 3.18. Analiza regresionald a dependentei coloratiei endospermului de coloratia embrionului.

Sistemul marker al liniilor LHI mai contine genele Bl si PI1 ce controleaza sinteza

antocianului 1n sistemul radicular la plantule de 3-4 zile. Ca rezultat al germinarii boabelor s-a

constatat ca germoplasma maternd nu influenteaza expresia B1 si Pl1, demonstrand o coloratie

intensa violeta a sistemului radicular in plantulele hibride ale tuturor donorilor utilizati in testare

(Figura 3.19).

Fig. 3.19. Pigmentatia antocianica in sistemul radicular la plantule hibride de 3-4 zile,

determinata de genele B1 si PI1 (1 ... 29 — numarul genotipului)
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Plantulele haploide se dezvolta din ovule nefecundate §i nu contin genele marker, din
care motiv au un sistem radicular nepigmentat, spre deosebire de hibrizi cu radacini pigmentate.
Astfel, diferenta intre haploizi si diploizi este evidenta, iar selectarea se face cu exactitate inalta.

O alta etapa in aprecierea eficientei sistemului marker al liniilor LHI a constituit
identificarea haploizilor pe fondalul diferitilor donori la faza de boabe uscate, dupa care
exactitatea selectarii s-a determinat suplimentar la etapa de plantule de 3-4 zile.

Pentru aceasta s-a luat cate un stiulete din diferiti donori polenizati cu inductor, initial
efectuandu-se identificarea haploizilor conform markerului R1-nj, dupa care numarul total de
boabe s-a pus la germinatie, iar plantulele haploide s-au identificat prin manifestarea fenotipica a

genelor B1 si PI1 (Tabelul 3.18).

Tabelul 3.18. 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 Numaérul Gradul de pigmentare expresici genelor:
de boabe
Embrion Endosperm R1-nj B1siPll

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 corelationala, s-a constatat ca intre numarul haploizilor identificati in baza
expresiei genelor B1 si PI1 in plantule i expresiei genei R1-nj in boabe uscate gradul de
corelatie (r) este 0,65*, ecuatia de regresie fiind: y = 4,1448+0,655*x, in care y — gradul de

expresie a genelor B1 si PI1, iar x — gradul de expresie a genei R1-nj.
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Astfel, s-a constatat ca 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,
haploizii la faza de boabe uscate sunt selectati inexact — Hibrizii 5, 9, 10, 12, 13, 14, 15, 19
(Figura 3.20).

y = 4.1448+0.655*x; 0.95 Conf.Int.
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Fig. 3.20. Analiza regresionald a dependentei expresiei genelor marker B1 si PI1 in

plantule de expresia genei R1-nj in cariopsele de porumb.

In asemenea situatii, solutia consti in testarea suplimentara la faza de plantule, care de
altfel sporeste veridicitatea selectarii haploizilor autentici. Astfel, daca R1-nj manifesta
pigmentatie intensd, haploizii se selecteazi doar la faza de boabe uscate. In cazul pigmentatiei
antocianice slabe in endosperm si embrion, identificarea se va face suplimentar prin germinarea
cariopselor si cultivarea plantulelor pana la etapa de 3-4 zile.

In anul urmitor — 2013 s-a continuat obtinerea haploizilor dintr-un alt material, de
asemenea pus la dispozitie de Institutul de Fitotehnie ,,Porumbeni” care a inclus genotipuri din
covarietitile Zea mays dentiformis si Z. mays indurata. In scopul vizat, s-a propus si testarea
inductorilor LHI 2, LHI 3 si LHI 7 de generatia a 7. La determinarea ratei de obfinere a
haploizilor, s-au luat in consideratie stiuletii polenizati in intervalul 2-3 zile de la aparitia
matasitului, cu un bun randament de boabe. Astfel, frecventa haploizilor pe stiuletii polenizati cu
inductorii LHI 2, LHI 3 si LHI 7 a variat de la 1,41 la 21,1%, rata medie a acestora Inregistrand
valori de 9,0-15,8%. Rezultatele obtinute cu privire la influenta germoplasmei materne asupra
inducerii haploizilor au demonstrat ca la obtinerea acestora din covarietatea Z.m. indurata, rata
este mai redusa decat din Z. mays dentiformis [96]. Date similare s-au atestat si in cercetarile

prezentate. Astfel, inductorul LHI 2 in incrucisarile cu donorii din prima covarietate de porumb a
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indus haploizi cu o ratd medie de 9,0-11,1%, iar cu a doua — 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 covarietdti de porumb
(Tabelul 3.19).

Tabelul 3.19. Rata medie a haploizilor indusi de liniile LHI la diferite categorii de donori de

porumb
Covarietatea Z. 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 9,0+1,2 53-13)9
7 LHI 3 203 20 9,9+2,3 6,3-12,8
LHI7 659 66 10,1 £1,3 41-139
LHI 2 1694 187 11,1+1,1 7,1-16,9
11 LHI 3 969 153 15,8 +1,8 116-211
LHI7 1327 184 13,9+0,5 12,1-16,1
LHI 2 1159 115 99+1,0 42-17,2
15 LHI 3 227 26 11,5+4,1 7,9-194
LHI7 305 45 148+19 104-194
Covarietatea Z. mays indurata
LHI 2 455 31 6,8 £0,5 6,31 7,64
5 LHI 3 803 75 9,3+1,3 6,5-12,1
LHI7 482 28 5,8+1,0 35-7,6

Rezultatele obtinute au demonstrat, ca rata haploizilor indusi de fiecare inductor in
covarietatea Z. mays indurata este aproximativ de doua ori mai mica, decat in covarietatea Z.
mays dentiformis.

Pe langa faptul, ca germoplasma maternd influenteaza capacitatea de inducere a
haploizilor, conform datelor din literatura, acest efect depinde si de perioada cand s-a realizat

polenizarea [207].
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Este cunoscut faptul cd cea mai inaltd ratd de haploizi se obtine in cazul polenizarii
stiuletilor la 2-3 zile dupa aparitia matasei. Pornind de la aceasta, s-a propus estimarea
randamentului de obtinere a haploizilor la stiuletii polenizati dupa mai multe zile de la aparitia
matasei, acestia fiind polenizati cu inductorul LHI 7 (Tabelul 3.20).

Rezultatele prezentate in tabelul 3.20 demonstreaza 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 la aparitia matasei.
In cazul polenizarii stiuletilor la 4 zile postanteza in genotipurile 1, 2, 3 si 15, rata haploizilor s-a
redus aproximativ de 2 ori.

Dupi 6 zile, 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 aparifia matasei.

Tabelul 3.20. Rata haploizilor (%) la diferiti donori in dependentd de perioada de polenizare

(inductor — LHI 7)

Ziua polenizirii dupa aparitia matasei Media ratei

Donor 2 zile 4 zile 6 zile | haploizilor, %

1 14,0 8,8 4,35 9,1+2,8
2 15,4 8,3 3,34 9,0+3,5
3 10,5 9,7 5,04 8,4+1,7
11 17,1 17,7 14,71 16,5+0,9
15 15,2 8,7 4,81 9,6+3,0
Media 14,5+1,1 10,6+1,8* 6,5+2,1%*

*- p<0,05 in raport cu ziua 2.

Datele demonstreaza cd la acest donor, gametofitul feminin isi pastreaza viabilitatea pe o
duratd mai mare de timp, din care motiv stiuletii pot fi polenizati si mai tarziu, pierderile de
haploizi fiind neimportante. Din atare motiv s-a concluzionat ca genotipul 11 prezinta avantaje in
raport cu ceilalti donori i poate fi utilizat cu succes la testarea performantei liniilor inductoare
si obtinerea haploizilor [11].

Este cunoscut faptul, cd inflorescenta materna la porumb se dezvolta treptat, iar numarul
de haploizi obtinuti depinde de maturitatea acesteia. Haploizi sunt in majoritatea cazurilor
repartizati la varful stiuletelui [85]. In tabelul 3.21 sunt prezentate rezultatele aprecierii ratei

semintelor haploide formate la varful si baza stiuletelui.
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Tabelul 3.21. Frecventa de formare a haploizilor (%) la varful si baza stiuletelui in

dependenta de perioada de polenizare dupa aparitia matasei (inductor LHI 7)

Donor 2 zile 4 zile 6 zile
Varf Baza Varf Baza Varf Baza
1 9,5 4,3 6,6 2,2 3,1 1,4
2 111 3,9 5,8 2,4 11 0,9
3 6,1 4,4 6,2 3,6 3,6 2,8
11 10,4 6,7 12,1 5,4 10,4 6,4
15 8,4 6,8 5,7 3,0 3,5 1,3
r: 0,04 0,88* 0,97*
*-p <0,05.

Cercetarile noastre au demonstrat ca, intr-adevar, rata boabelor haploide este mult mai
inalta la varful stiuletelui, insa in evolutia dezvoltarii si maturizarii inflorescentei feminine,
indicele descreste la ambele variante — ,,varf” si ,,baza”. 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, a
ramas neschimbatd, 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 3.21).

%
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Fig. 3.21. Rata de formare (%) a boabelor haploide la varful si baza stiuletelui, functie de ziua
polenizarii: 2, 4, 6.
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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 totodata, manifestarea corelatiilor inalte — pentru zilele 4 si 6: =0,88%*; r=0,97* (p<0,05),
respectiv (Figura 3.21).

Fenomenul ar putea fi explicat prin faptul ca 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 ca 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 Tn mare masurd manifestarea componentei genetice, din care motiv aparatul reproductiv
feminin la etape mai tarzii are, practic aceeasi totipotentd la extremitatile stiuletelui. Analiza
factoriala a capacitatii de inducere a haploizilor de catre liniile LHI 2, 3 si 7, a demonstrat ca in
a.2013 varianta purd a caracterului a fost cea mai 1naltd pentru factorul matern (5,935), urmata
fiind de variabilitatea modificationala (2,357), cauzele careia sunt diverse: diferenta de varsta a
stiuletilor, zilele diferite de colectare a polenului, conditiile diferite de crestere a plantelor, adica
— suma tuturor factorilor fiziologici si ecologici. Factorul de linie inductoare usor a cedat
variabilitatii modificationale: 2,335. Rolul interactiunilor donor x inductor a fost nesemnificativ,

adica deosebirile intre inductori n-au depins de forma materna (Tabelul. 3.22).

Tabelul 3.22. Analiza bifactoriald a frecventei de inducere a haploizilor, a.2013

Sursa de variatie Varlan‘;av df Varlaptil df Varlalvl‘;a Testul E
observata teoretica pura
Esantionul - - - - 5,927 -
Variabilitatea
8,284 50 5,927 15000 2,357 1,40*
modificationala
Linia inductoare —
2,690 2 0,355 50 2,335 7,58**
factorul A
Forma materna
6,527 4 0,592 50 5,935 11,03***
(donorul) — factorul B
Interactiunea factorilor
AxB 3,723 8 2,367 50 1,356 1,57
X

*-p<0,05; **- p<0,01; ***- p<0,001.
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In urmitorul an de studiu — 2014, s-a constatat practic acelasi tablou, insi rolul factorului
matern a fost putin mai pronuntat, varianta pura a acestuia constituind 15,692 (***- p<0,001).

Se poate concluziona ca capacitatea de inducere a haploizilor in anumita masura depinde de
forma maternd (donor). Deosebirile intre inductori nu sunt prea mari si sunt comparabile dupa
marime cu variabilitatea modificationald. Adica liniile LHI au practic acelasi potential de
inducere a haploizilor. Interactiunile donor x inductor sunt nesemnificative, adica deosebirile

intre inductori se reproduc constant pe fondalulul diferitilor donori (Tabelul 3.23).

Tabelul 3.23. Analiza bifactoriald a frecventei de inducere a haploizilor, a.2014

Sursa de variatie Varlan‘;av df Vanap‘;al df Varlalvl‘;a Testul E
observata teoretica purd
Esantionul - - - - 3,870 -
Variabilitatea
6,810 39 3,870 9000 2,940 1,76**
modificationala
Linia inductoare —
2,193 2 0,401 39 1,792 547**
factorul A
Forma materna
16,266 3 0,534 39 15,692 30,46***
(donorul) — factorul B
Interactiunea factorilor
AxB 0,673 6 1,602 39 - 0,42
X

**-p<0,01; ***-p<0,001.

In procesul obtinerii haploizilor din diferite genotipuri de porumb s-a constatat, c liniile
LHI in dependenta de combinatie induce formarea haploizilor cu o frecventd mai mare de 9%.
Sistemul marker al genelor — R1-nj, B1 si PI1, eficienta caruia depinde intr-o oarecare masura de
sursa donatoare permite usor si exact selectarea haploizilor la diferite faze de dezvoltare. Datele
obtinute demonstreaza, ca ameliorarea caracterelor calitative si cantitative conduce la rezultate
scontante, iar inductorii LHI permit obtinerea unui randament inalt de plante haploide din

diferite genotipuri de interes genetic si ameliorativ.

3.2. Mecanisme ale fenomenului de inducere a haploizilor materni
Desi inducerea haploizilor in vivo prin intermediul inductorilor este intensiv explorata la

producerea hibrizilor de porumb 1in cantitati industriale, mecanismul biologic al fenomenulului
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nu este pe deplin inteles [96, 111, 194, 195, 202, 227]. Exista doua ipoteze plauzibile al acestuia:
1) unul din spermii inductorului este defectuos, dar inca capabil sa fecundeze ovulul; ulterior, in
timpul dividerii celulelor cromozomii paterni degenereaza si treptat sunt eliminati din celulele
primordiale; al doilea, fecundeaza celula centrald dezvoltand endospermul normal triploid [140,
243, 249]; 2) unul din spermiile inductorului nu este apt de a fuziona cu ovulul, dar poate genera
embriogeneza haploida; al doilea fuzioneaza cu celula centrald conform primei ipoteze [66, 98,
226]. Potrivit ambelor supozitii, perturbarile din microspori distorsioneaza fecundarea dubla

dupa polenizarea cu inductorii [205].

3.2.1. Fenomenul de heterofertilizare in procesul inducerii haploizilor

Dupa cum se stie, in timpul fertilizarii duble normale, unul din spermii fertilizeaza ovulul
dand nastere embrionului, in timp ce al doilea fuzioneaza cu nucleul central formand
endospermul triploid [153]. Heterofertilizarea in timpul fecundarii duble, semnifica participarea
spermiilor din diferite grauncioare de polen. Ca rezultat, boabele combind endosperm si embrion,
diferiti din punct de vedere genetic.

In literatura de specialitate se atestd date ce confirmi, ci la liniile cu capacitate de
inducere s-a depistat o frecventa inaltd de heterofertilizare, fenomenul posibil fiind indus de
perturbarile meiotice din microspori care influenteaza rata haploizilor [205, 110]. Initial se
considera, ca diminuarea ratei genotipurilor haploide este provocata de polenizdrile intarziate
[77], ulterior s-a admis, cd o posibild cauza a diminuarii prezinta fenomenul de heterofertilizare
[205]. La inductori, diferentele morfologice si functionale intre spermii implicd fecundarea
ovulului si nucleului central cu spermii ai diferitilor microspori. S-a propus analiza frecventei de
heterofertilizare la inducerea haploizilor in conditii de polenizare artificiala prin utilizarea
genelor marker ce regleazi sinteza antocianului in endosperm si embrion. In incrucisarile cu
polenizatorul heterozigot ce posedd asemenea gene cu donatorul homozigot recesiv,
heterofertilizarea se manifestd prin aparitia boabelor cu endosperm pigmentat si embrion
nepigmentat, sau invers [153], in calitate de marker servind gena R1-nj [118, 183].

In fiecare sezon, la obtinerea haploizilor s-a depistat, ci polenizarea libera a stiuletilor
donorului cu inductorii, comparativ cu cea artificiala (manuald) reduce frecventa haploizilor.
Pornind de la cele mentionate, doua linii - A464 si A619 in calitate de forme materne s-au
incrucisat cu un inductor si cu o linie obisnuitda — X28C (fard capacitate de inducere), ambii

polenizatori fiind detindtori ai genei R1-nj. Ca rezultat al diferitelor tipuri de polenizari:

93



polenizare simpld cu polen patern; polenizare cu amestec de polen (patern/matern) 1:1;
autopolenizari repetate dupa 24, 48, 72 ore s-au obtinut patru variante de boabe:

1) boabe materne fara pigmentare antocianica,

2) boabe cu pigmentare antocianica a endospermului si embrionului,

3) boabe cu pigmentatie antocianica a endospermului,

4) boabe cu pigmentatie antocianicd a embrionului (Figura 3.22).

Fig. 3.22. Diferentierea boabelor conform manifestarii fenotipice a genei R1-nj.

Astfel, in baza pigmentarii doar a endospermului sau a embrionului, usor putem deduce
ca boabele din varianta 3 si 4 au rezultat din heterofertilizare. Printre boabele din aceste variante
s-au detectat si haploizi, confirmati ulterior la cresterea plantelor [209].

Fenomenul de heterofertilizare a fost mai evident la combinatiile in care ca polenizator s-
a utilizat inductorul (Tabelul 3.24).

In polenizirile cu amestec de polen 1:1 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
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 1n cazul polenizarilor repetate peste 24 ore, indicand valori de 5,2 si 1,5% la linia A464;
6 si 1,3% la A619.
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Tabelul 3.24. 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 - -

Totusi, cea mai Tnaltd frecventd de heterofertilizare s-a detectat in cazul in care prima

polenizare s-a efectuat cu polen prelevat de la inductor (Figura 3.24).

Fig. 3.24. Stiuleti materni proveniti din polenizari repetate.

In conditii de polenizare libera pe suprafete izolate, frecventa de heterofertilizare la fel
poate fi Tnalta, cand spermii penetrati anterior (purtatori de inducere a haploizilor) sunt inlocuiti
cu spermi normali. In asemenea cazuri, procentul de haploizi se reduce semnificativ comparativ
cu polenizarea manuala (artificiald) [204].
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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 [207]. Cel mai probabil aceasta se datoreazd numarului mare de tuburi
polinice, ce penetreazd sacul embrionar. Prin urmare, in cazul fertilizarii singulare, dupa
polenizarea cu inductorul, probabilitatea compensarii celulei spermatice lipsa cu un alt grauncior
de polen este mai mare. S-a constatat, ca cea mai inaltd frecventd de haploizi se obtine la
polenizarea donorului dupa 2-3 zile de la aparifia matasei. Astfel, in unii saci embrionari are loc
fecundarea dubla, in altii — singulard din care rezultd boabele haploide. In aceste conditii, se
realizeaza o combinatie perfecta intre numarul de haploizi si un randament 1inalt al boabelor pe
stiulete.

Unii autori considera ca heterofertilizarea este o abatere de la fecundarea dubla obisnuita.
Totusi, aceste abateri pot oferi anumite informatii despre procesul fertilizarii si factorii ce

influenteaza dezvoltarea endospermului si embrionului [143].

3.2.2. Capacitatea gametofitului masculin de a induce dezvoltarea diferitelor variante de
boabe

Ca rezultat al polenizarii donorului cu polenul inductorilor se obtin diferite variante de
boabe:

» boabe hibride — rezultat al fecundarii duble a nucleului central si ovulului;

> boabe haploide — rezultat al fecundarii doar a nucleului central, pe cand embrionul se

dezvolta din ovulul haploid nefecundat;

» boabe fard endosperm — rezultat al fecundarii ovulului, in timp ce nucleul central

ramane nefertilizat;

> boabe fara embrion — rezultat al fecundarii celulei centrale dezvoltand endospermul

triploid, fard fecundarea ovulului.

De asemenea, se pot dezvolta boabe cu endosperm redus si embrion viabil (Figura 3.25).
Unele dintre aceste boabe demonstreaza capacitate de germinare normala (Figura 3.26).

Chalyk si colab. (2003) au mentionat, cd dereglarile in dezvoltarea celulelor spermatice
pot fi rezultatul actiunii unui sau mai multor factori genetici. Dereglarile din grauncioarele de
polen duc la dezvoltarea celulelor spermatice diferite, distorsionand fecundarea dubla, ceea ce
conduce la dezvoltarea embrionului din ovul nefecundat, cat si aparitia boabelor fara embrion si
endosperm [66]. Boabe fara embrion sau endosperm se dezvolta si in rezultatul autopolenizarii

inductorilor. S-a constatat ca frecventa boabelor haploide poate coincide cu frecventa celor fara
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endosperm sau embrion dezvoltate n rezultatul autopolenizarii inductorilor. Autopolenizarea
inductorului cu capacitate de inducere de 10% a determinat formarea a 10,2% boabe fara
embrion, iar la polenizarea liniei A464 s-au obtinut 0,4%.

Fig. 3.25. Boabe cu endosperm Fig. 3.26. Germinarea boabelor cu
redus si embrion viabil. endosperm redus si embrion viabil
(randul de sus), boabe normale
(randul de jos).

Procentul boabelor fara endosperm la autopolenizarea inductorilor poate atinge valori de
pana la 30%. La fel, poate fi inalta si frecventa boabelor cu endosperm redus, sau fara endosperm
si cu embrion viabil [209]. La urmatoarea etapd a cercetarilor noastre s-a constatat, cd la
inductori doar gametofitul masculin perturbeaza fecundarea dubld normala. La polenizarea
inductorului cu o linie obisnuitd A464 s-au obtinut boabe diploide normale cu un bun randament
pe stiulete. Acesta demonstreazd, ca inflorescentele feminine (stiuletiil) nu posedda careva
anomalii, din care motiv nu apar diferite variante de boabe (Figura 3.27).

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 si incert.
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1 2 3 4

Fig. 3.27. Randamentul boabelor pe stiulete (1, 2 — inductor autopolenizat; 3, 4 — inductor
polenizat cu linia A 464).

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

In prezent plantele haploide ofera largi oportunititi la crearea liniilor homozigote si
prezintd o verigd importantd in tehnologia haploidiei care cuprinde 2 etape: (i) obfinerea
haploizilor, prin polenizarea sursei donor cu polen de la liniile inductoare si identificarea
acestora, (ii) dublarea numarului de cromozomi la plantele haploide si autopolenizarea plantelor
dublu haploide pentru multiplicarea materialului.

Necesitatea de dublare a numarului de cromozomi la haploizi este determinatd de
restabilirea fertilitatii, generarea plantelor dublu haploide la autopolenizarea carora se obtin linii
pure/homozigote. In natura, dublarea cromozomilor la haploizi poate avea loc spontan. Frecventa
restabilirii fertilitagii feminine este destul de inaltd si evidentd prin randamentul boabelor pe
stiulete ce variaza in limitele 25-96%, 1n timp ce rata fertilitatii masculine este mult mai redusa ~
3% [69, 111]. Pentru plantele haploide, restabilirea fertilitatii masculine in mod spontan
reprezinta un caracter extrem de valoros ce depinde in mare masurd de genotip, din care cauza
pentru utilizarea cu succes a liniilor DH in diferite scopuri se recurge la dublarea cromozomilor
pe cale artificiala.

O eficientd sporitd in procesul de dublare a cromozomilor demonstreaza colchicina
[121,235]. Desi este un agent toxic, aplicarea acestuia la obtinerea liniilor DH nu poate fi
inlocuita cu un careva alt inhibitor mitotic, care sa demonstreze o eficacitate mai inalta [90, 237].
in procesul dat, colchicina inhiba formarea microtubulilor si fusului de diviziune, din care motiv

celula mama pastreaza setul dublu de cromozomi [240].
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Pana in prezent obtinerea liniilor DH In numar suficient de mare, ramane un factor limita
pentru tehnologia haploidiei, deoarece metodele de dublare a numarului de cromozomi elaborate
spre regret, nu demonstreaza eficienta inalta. Plus la aceasta, metodele utilizate necesita conditii,
cheltuieli financiare, echipament special si sunt destul de dificil de realizat.

Una din cele mai utilizate metode de dublare a numarului de cromozomi, propusd de
Deimling consta in germinarea boabelor pana cand coleoptilul atinge lungimea de 4 cm. Partea
superioara este Inldturata, iar plantulele sunt introduse in solutie de colchicind de 0,06% si
DMSO de 0,5% timp de 12 ore, dupa care sunt transferate in conditii de caAmp. Aceasta metoda
permite restabilirea fertilitatii masculine la ~ 40% plante tratate, dintre care 10-20% produc
boabe [96]. Pentru metoda datd, transferarea plantulelor prezintd un factor de risc, deoarece de
rand cu necesitatea de adaptare la conditiile de camp, acestea fiind tratate cu substanta toxica
sunt usor deprimate.

In general, eficienta metodei de dublare a numirului de cromozomi la haploizi se
determind in baza numarului de plante tratate, ce formeaza panicul fertil, iar la autopolenizare
formeaza boabe.

In cele mai frecvente cazuri, administrarea colchicinei nu in toate celulele induce
dublarea uniforma a numarului de cromozomi si restabilirea totala a fertilitatii masculine, efectul
fiind vizibil la nivel de panicul. Unele plante tratate raman sterile (A), altele formeaza cateva

antere fertile (B), sau panicul complet fertil (C) (Figura 3.28).

Fig. 3.28. Diferite tipuri de panicul la plantele tratate cu colchicina.

(A — steril, B — partial fertil, C — complet fertil).
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Metoda de dublare a cromozomilor in conditii de laborator a servit ca martor. Testarea

eficientei metodei s-a realizat in doud sezoane consecutive (a.2009, 2010).

Dublarea cromozomilor la haploizi prin procedeul ,gdurire” Procedeul prevede
gaurirea zonei de crestere si Infagurarea acesteia cu material imbibat in solutie de colchicina de
diferitd concentratic — 0,06 si 0,12% (Tabelul 3.25). Dublarea numarului de cromozomi la
plantele haploide n(MK109) la faza de 3 frunze cu colchicina de 0,06%, tratate timp de 12 ore a
permis restabilirea fertilita{ii masculine la 7,4% plante, iar in rezultatul autopolenizérii 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 nu a contribuit la restabilirea fertilitatii masculine la nici una din plantele

tratate (Tabelul 3.25).

Tabelul 3.25. Eficienta de dublare a numarului de cromozomi la plantule haploide in conditii de

camp prin procedeul ,,gaurire”(a.2009)

) Concentratie, | Expozitie, | Numar de Plante, %
Genotip :

% ore frunze Fertile | Cu boabe
3 7,4 3,7

12
4 9,4 0,0

0,06

3 0,0 0,0

24
4 40,0 0,0

n(MK109)

3 38,5 7,7

12
4 42,9 21,4

0,12

3 16,7 0,0

24
4 20,8 4,2
3 36,1 22,2

n(Rf7xKy123) 0,12 12
4 41,6 19,4

Plantule de
n(Ky123) — martor | 0,06 12 ) 10,1 8,5
3-4 zile

Utilizarea colchicinei in concentratia de 0,12% la tratarea haploizilor n(MK109) a
demonstrat o eficientd de dublare mai sporita. Tratarea plantulelor la faza de 3 frunze si expozitia

de 12 ore a permis obtinerea a 38,5% plante fertile, cu un randament de 7,7% de plante cu boabe.
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Astfel, rata plantelor cu boabe este mai mica decat la martor, dar mai inaltd 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 aceleeasi
concentratii, timp de 12 ore la tratarea haploizilor n(Rf7xKy123), de asemenea a demonstrat
eficientd 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 [3, 8].

La testarea procedeului ,,gaurire” in a. 2010 s-a utilizat colchicind de 0,12%, iar
administrarea s-a efectuat la faza de 3 frunze, cu perioadd de tratare de 12 ore. Tratarea
haploizilor n(MK109) cu solutie de colchicina de 0,12% a permis restabilirea fertilitatii
masculine la 36,23% de plante, dintre care 16,0% au format boabe. Administrarea reactivului
de dublare la haploizii n(Rf7xKy123) a avut o eficienta de 24,13% si 11,6%, respectiv, pentru

rata plantelor fertile si celor ce au format boabe in rezultatul autopolenizarii (Tabelul 3.26).

Tabelul 3.26. Eficienta de dublare a cromozomilor la plantule haploide in conditii de cAdmp prin

procedeul ,,gaurire” (a.2010)

Plante, %
) Concentratie, Expozitie, | Numar de
Genotip ) Cu
% ore frunze Fertile
boabe

n(MK109) 36,2 16,0
0,12 12 3

n(Rf7xKy123) 24,1 11,6
Plantule de

n(Ky123) — martor 0,06 12 ] 20,6 6,9
3-4 zile

Rezultatele testarii pe durata a 2 vegetatii au demonstrat faptul, ca tratarea haploizilor
prin procedeul ,.gaurire” necesitd concentratii mai inalte ale reactivului, care de altfel a
prezentat o eficienta de dublare de 2 ori mai mare, decat in varianta martor.

Dublarea numdrului de cromozomi la haploizi prin procedeul tivitura” Procedeul
prevede trecerea atei prin zona de crestere si introducerea capetelor acesteia in eprubeta cu
solutie de colchicini. In testare s-au utilizat solutii de 0,06 si 0,12%. 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 majorarii perioadei de tratare cu

101




colchicina timp de 24 ore al haploizilor cu 3 si 4 frunze s-au obtinut 12,5% si 42,85% plante cu
panicul fertil, respectiv. In ambele cazuri, ins3, nu s-au constatat plante ce au format boabe.

Dublarea numarului de cromozomi la haploizii n(MK109) cu colchicind de 0,12% a
demonstrat o eficienta de dublare mai redusa, 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 administririi colchicinei timp de 24 ore la haploizii cu 4 frunze, din 21,4 %
de plante fertile nici una nu a produs boabe. Dublarea cromozomilor la haploizii n(Rf7xKy123)
cu colchicina de 0,12% timp de 12 ore, de asemenea a prezentat rezultate nesemnificative.
Administrarea reactivului la faza de 3 frunze a favorizat obtinerea a 9,7% plante 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 3.27).

Tabelul 3.27. Eficienta de dublare a numarului de cromozomi la plantule haploide in conditii de

9%

camp prin procedeul ,,tivitura” (a. 2009)

. Concentratie, | Expozitie, | Numir de Plante, %
Genotip -
% ore frunze Fertile Cu boabe
3 55,6 16,7
12
4 33,3 5,6
0,06
3 12,5 0,0
24
4 429 0,0
n(MK109)
3 33,3 6,7
12
4 25,0 0,1
0,12
3 21,1 7,6
24
4 21,4 0,0
3 9,7 3,2
n(Rf7xKyl123) | 0,12 12
4 17,4 43
n(Ky123) - Plantule
0,06 12 _ 10,1 85
martor de 3-4 zile

In a.2010 la testarea procedeului , tiviturd” s-a utilizat solutii de colchicina de 0,03 si
0,06% (Tabelul 3.28).
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Tabelul 3.28. Eficienta de dublare a cromozomilor la plantule haploide in conditii de camp prin

procedeul ,,tivitura” (a.2010)

Concentratie, Plante, %
. Expozitie, | Numar de
Genotip % )
ore frunze Fertile | Cu boabe
0,06 13,1 8,1
n(MK109) 12 3
0,03 49 1,3
0,06 20,4 75
n(Rf7xKy123) 12 3
0,03 11,5 54
Plantule de
n(Ky123) - martor | 0,06 12 ) 20,6 6,9
3-4 zile

Tratarea haploizilor n(Rf7xKy123) la faza de 3 frunze cu colchicind de 0,06% a
prezentat o frecventa de 20,4% de plante cu panicul fertil si rata de 7,5% de plante cu boabe. in
cazul haploizilor n(MK109) eficienta de dublare a cromozomilor la haploizi a constituit 13,1 si
8,1%, respectiv [3]. Folosirea colchicinei de 0,03% la restabilirea fertilitatii masculine a
manifestat o eficientd si mai redusd, comparativ cu cea de 0,06%. La tratarea haploizilor
n(Rf7xKy123) s-au obtinut 11,5% plante fertile si 5,4% plante cu boabe. In cazul administrarii
reagentului la haploizii n(MK109) 4,9% de plante au dezvoltat panicul fertil, iar 1,3% de plante
in rezultatul autopolenizarii au format boabe. Dublarea numarului de cromozomi la plantule
haploide prin procedeul ,tiviturd” in sezonul urmator a demonstrat o frecventd inaltd de plante
sterile de pana la 80%. Se poate presupune ca concentratiile joase, in special cea de 0,03% au
fost ineficiente la inhibarea dividerii mitotice si ca rezultat mult mai putine plante au format

panicul fertil.

Dublarea cromozomilor la haploizi prin procedeul ,absorbtie” Procedeul prevede
infasurarea zonei de crestere cu material imbibat in solutie de colchicina, fara careva leziuni
mecanice. In testare a fost utilizat genotipul n(Rf7xKy123), solutia de colchicini de 0,12% la o
expozitie de 12 ore (Tabelul 3.29).

Comparativ cu procedeul ,,gaurire” si ,tivitura”, infasurarea zonei de crestere a
demonstrat rezultate nesemnificative in raport cu varianta martor. Astfel, tratarea haploizilor

n(Ky123) cu colchicinad de 0,12% la faza de 3 frunze a permis obtinerea a 9,7% plante fertile si
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3,2% cu boabe. La faza de 4 frunze s-au obtinut valori de 13,1 si 4,3%, respectiv caracterelor

cercetate.

Tabelul 3.29. Eficienta de dublare a numarului de cromozomi la plantule haploide prin procedeul

,,absorbtie”

. Concentratie, | Expozitie, | Numar de Plante, %
Genotip .

% ore frunze Fertile Cu boabe
3 9,7 3,2

Rf7xKy123 0,12 12 : :
n(Rf7xKyl23) 4 131 43

Plantule de

n(Ky123) — martor | 0,06 12 3-4 7ile 10,1 8,5

Din numarul total de plante tratate, aproximativ 90% plante au rdmas sterile. Rata joasa
de plante cu panicul fertil care au format boabe face plauzibila supozitia, ca reagentul in cazul
zoneli intacte de crestere este ineficient pentru inhibarea dividerii mitotice a celulelor.

Conform celor mentionate, metoda propusa de Deimling a servit ca martor — metoda de
referintd pentru testarea procedeelor de dublare a numarului de cromozomi la haploizi in conditii
de camp. In cele douid sezoane de testare, aceastd metodd a demonstrat o eficientd de 6-9% de
plante dublu haploide ce au format boabe. De asemenea, rezultatele obtinute au evidentiat faptul,
ca o mare parte din plantele tratate raman totusi sterile ~ 80-90%. O posibila cauza a mentinerii
sterilitatii masculine, poate fi transferarea materialului din conditii de laborator in camp, fapt ce
afecteaza vigoarea plantei, cu atdt mai mult, cad acestea sunt tratate cu substanta toxica.

In cazul dublarii numérului de cromozomi la plantele haploide, direct in conditii de camp,
administrarea colchicinei se efectueaza la o etapa de dezvoltare mai tarzie. Posibil, ca acest lucru
afecteazd mult mai putin vigoarea plantei si ca rezultat creste probabilitatea restabilirii fertilitatii
masculine. Tratarea haploizilor cu colchicind in conditii de camp si de laborator in doud sezoane
consecutive a demonstrat, ca eficienta metodei de dublare a cromozomilor, in mare masura,
depinde si de conditiile de mediu [8]. Din materialul obtinut, ca rezultat al autopolenizarii
plantelor dublu haploide din combinatia Rf7 x Kyl123 se obtin deja linii homozigote (Figura
3.29). La unele din aceste linii s-a determinat unii din parametrii morfologici, iar in calitate de

martor au servit liniile traditionale Rf7 si Ky123 (Tabelul 3.30).
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Tabelul 3.30. Parametrii cantitativi la liniile homozigote RK din combinatia Rf7 x Ky123 create

prin metoda dublarii numarului de cromozomi la haploizi in conditii de camp

Linia iniltimea Lungimea Diametrul | Nr. randurilor
plantei, cm stiuletelui, cm | stiuletelui, cm de seminte

Rf7 - martor 200,9 16,5 4,26 20,7
Ky123 - martor 186,3 13,9 3,93 12,5
RK-21 202,9 13,6 4,75 18,8
RK-22 202,8 10,3 4,87 17,0
RK-23 193,2 11,6 4,60 20,0
RK-29 181,2 13,3 3,97 12,5
RK-30 200,6 14,0 4,74 17,5
RK-31 215,8 14,4 4,01 15,6
RK-32 199,0 14,4 4,00 15,9

Eroarea medie 2,48 0,40 0,11 0,76

Potrivit rezultatelor obtinute s-a constatat, ca liniile homozigote RK obtinute prin
tehnologia dubarii haploizilor dupa parametri cantitativi nu se deosebesc de liniile obfinute
traditional. Liniille RK au demonstrat valori ai parametrilor cantitativi in intervalul celor

determinate la liniile initiale Rf7 si Ky123.

Figura 3.29. Linii DH create prin metoda dublarii cromozomilor la haploizii n(Rf7xKy123) in

conditii de camp.
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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 de autori s-a
constatat, cd o eficientd mai inaltd la restabilirea fertilitatii masculine la plantele haploide
demonstreaza metoda de dublare a cromozomilor in conditii de camp. Cu toate acestea, sunt
oportune cercetari suplimentare in vederea precizarii tuturor factorilor de care depinde eficienta
de dublare a numarului de cromozomi.

Astfel ca rezultat al cercetarilor, a fost elaborat conceptul de eficientizare a tehnologiei de

creare a liniilor homozigote de porumb (Figura 3.30):

Crearea inductorilor din populatia
MHIx(Stock 6xZMS)
selectari F3—» F¢

Sistemul de gene
marker antocianice
l R1-nj, B1, PI1

x @ < RH: 10-15%
Haploizi Panicul cu cantitate
g sporita de polen pe

(r) \ durata a 4-5 zile

)

Dubarea cromozomilor la haploizi cu colchicind in conditii
de camp prin procedeul ,,gaurire”, cu RPF ~ 22 %
n —> 2n

|

Plante dublu haploide

Multiplicare
Linii homozigote

RH — rata haploizilor (%); RPF — rata plantelor fertile ce au produs boabe (%)

Fig. 3.30. Schema tehnologiei DH de creare a liniilor homozigote de porumb.
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Deci, tehnologia prevede:

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

2) consolidarea sistemului de gene marker ale pigmentarii antocianice si ameliorarea unor
caractere cantitative valoroase 1n cadrul selectarilor si autopolenizarilor;

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

4) obtinerea haploizilor;

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

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

Actualmente, majoritatea companiilor mari producatoare de porumb, activeaza in baza
unor programe bine stabilite de producere a liniilor pure prin tehnologia haploidiei, din diferite
surse de interes genetic si ameliorativ. Din acest motiv, o mare parte din cercetarile in domeniul
haploidiei pana la moment raman a fi concentrate asupra sporirii eficientei metodelor de dublare

a cromozomilor la plantele haploide de porumb.

3.4. Concluzii la capitolul 3

1.Liniile inductoare de haploizi materni la porumb cunoscute — Stock 6, ZMS, MHI s-au
dovedit a fi un material initial valoros pentru crearea noilor inductori. Prin incrucisarea acestora,
selectarea in populatiile segregante Fo-F4 si autopolenizarea plantelor care corespund anumitor
criterii — ratd inaltd de inducere a haploizilor; expresie pronuntatd a genelor marker ale
pigmentarii antocianice; indici inalti ai inal{imii plantei, lungimii panicului, cantitatii de polen,
duratei infloririi panicului, s-a reusit obtinerea familiilor performante de inductori Fg, cele mai
valoroase fiind Fg26, Fg30, Fs32, Fs33, Fg36, Fg 63 care au demonstrat pe fondalul genotipurilor
donatoare — populatiei SPC4xSACj3 si hibridului Debiut un randament de haploizi de 10,5 ...
12,8% — mult mai inalt comparativ cu cel stabilit la martorul MHI (6,1%).

2.Analiza descendentilor F3 si F4, proveniti din incrucisarile liniilor inductoare cunoscute
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. Repartizarea asimetrica a formelor F4 selectate din combinatia perspectiva — MHI x
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(ZMS x Stock 6) denota existenta unei variatii genetice, disponibild procesului de selectie care
cu fiecare autopolenizare poate avansa.

3.Prin incrucisarea liniilor inductoare de haploidie Stock 6, ZMS, MHI s-a reusit
combinarea intr-un singur sistem genetic ai markerilor ce determind sinteza antocianului (R1-nj,
B1, PI1), fapt care a contribuit la eficientizarea si sporirea preciziei de identificare a
boabelor/plantulelor haploide. 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 §i embrionului, identificarea urmeaza a fi efectuatd suplimentar la etapa de
plantule de 3-4 zile, in baza expresiei genelor B1 si PI1. Pe langa aceasta, comparativ cu ZMS,
care se deosebeste de ceilalti genitori - Stock 6 si MHI prin pigmentare pronuntata a antocianului
in endosperm si embrion, markerul R1-nj al formelor Fg create determina o sintezd mult mai
inalta a pigmentului.

4.Analiza clusteriana (dendrograme de repartitii) a liniilor inductoare Fg, In baza unor
caractere importante — inaltimea plantei, lungimea paniculului, cantitatea de polen, durata
infloririi paniculului, a demonstrat ca liniile Fg36, Fg 37, Fs 63, Fs 38, Fs 39, care au prezentat
valori inalte ale indicilor inclusi 1n studiu au prezentat o similitudine mai inalta cu linia MHI,
decat cu ZMS sau Stock 6. Ameliorarea caracterelor cantitative la liniile LHI a sporit
eficientizarea procesului de obtinere a haploizilor materni datoritd paniculului totalmente fertil,
cantitatii 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.

5.Din familiile Fg cu capacitate inalta de inducere a haploizilor, expresie pronuntatd a
genelor marker si indici cantitativi ameliorati au fost selectate in final 3 linii LHI (Linie Haploid
Inductoare) care fiind testate pe fondalul mai multor donori au demonstrat o capacitate de
inducere a haploizilor de 10,0...15,8%, efectul depinzand atat de polenizator cat si de sursa donor
ceea ce releva rolul important al interactiunilor donor x inductor la dezvoltarea acestora. Astfel,
rata haploizilor indusi pe fondalul donorilor dentiformis este de aproximativ 2 ori mai inalta
decat pe fondalul indurata.

6.Analiza corelationald a demonstrat cd Intre numarul haploizilor identificati in baza
expresiei genelor B1 si PI1 in plantule §i expresiei genei R1-nj in boabe uscate gradul de
corelatie (r) este 0,65* (p<0,05). La donorii cu manifestare puternica a genei R1-nj in endosperm
si embrion, numarul de haploizi coincide cu cel estimat la faza de plantule si dimpotriva, cu cat

pigmentatia din aleurona si scutelum este mai slaba, haploizii la faza de boabe uscate sunt
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selectati inexact, in acest caz fiind necesard o testare suplimentara la etapa de plantule in baza
genelor B1 si PI1 pentru a evita posibilele pierderi de boabe haploide.

7.Frecventa de formare a boabelor haploide este mai mare la varful stiuletelui decat la
baza. In conditii optime de polenizare - 2 zile de la aparitia mitasei nu existd careva corelatii
intre numarul boabelor formate la varful si baza stiuletelui, ceea ce conduce la ideea ca aceste
caractere sunt controlate de sisteme genice independente.

8.In baza analizei fenomenului de heterofertilizare si capacitatii polenului inductorilor de
a dezvolta diferite variante de boabe s-a enuntat supozitia ca mecanismul de inducere a
haplozilor materni la porumb constd in fecundarea de cétre un singur spermiu a celulei centrale
din sacul embrionar al sursei donor, ovulul matern ramanand nefecundat.

9.La crearea liniilor dublu haploide de porumb este eficient procedeul de gaurire a zonei
de crestere a plantulelor de 3-4 frunze si administrarea solutiei de colchicinad in concentratie de
0,12% timp de 12 ore. De asemenea s-a constatat ca procedeul optimizat, de dublare a
cromozomilor la haploizi cu colchicind in conditii de camp afecteazd mai putin viabilitatea
plantulelor, decat metoda pe larg utilizata la moment (Deimling).

10.Analiza unor indici biometrici de bazd — 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.
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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 segreganta 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; ¢) 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 inaltd
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 clusteriana s-a constatat ca cele mai performante linii inductoare de haploizi Fg
care manifestd, totodatd, valori inalte pentru asemenea caractere ca inaltimea plantei, lungimea
paniculului, cantitatea de polen, durata infloririi paniculului, au prezentat similitudine mai
inalta 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 datorita paniculului totalmente fertil, cantitafii 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
dependentd de ziua polenizarii stiuletilor a demonstrat ca 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 confirmatd supozitia supozitia cd 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, gdurind 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 — Indl{imea 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 traditionald: 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
numadrului de cromozomi la haploizi in conditii de cdmp, 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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ANEXE

Anexa 1. Acte de implementare in practica a rezultatelor stiintifice

, P
INSTITUTIE PUBLICA ﬁ INSTITUTE OF CROP SCIENCE
INSTITUTUL DE FITOTEHNIE »PORUMBENI”
"PORUMBENI" \! l ’!

4834, Republica Moidova 4834, Republic of Moldova
raionul Criuleni, s. Pagcani Tel/fax: (37322) 24-55-71 district Criuleni, v. Pashcani
e-mail:ifporumbeni@rambler.ru
www.porumbeni.md
Nr. s R24in 76 0% /5~
Lanr, din

ACT

de implementare in practici a rezultatelor stiintifice

1. Denumirea propunerii de implementare: ,, Linii cu capacitate de inducere in vivo a haploidiei la
porumb”.

2. De cine si cand a fost propusi: Sarmaniuc Mariana, a.2012.

3. Unde a fost implementata: Laboratorul de ameliorare a porumbului pentru zonele nordice, Institutul
de Fitotehnie ,,Porumbeni".

4. Data implementdrii: aprilie, 2012.

5. Numarul de mostre: 3 inductori — LHI 2, LHI 3, LHI 7.

6. Rezultatele testarii inductorilor LHI au demonstrat eficienti inalti la obtinerea plantelor haploide
din diferite varietati de porumb.

7. Eficacitatea implementdrii: accelerarea procesului de creare a liniilor homozigote din diverse
genotipuri de interes genetic $i ameliorativ.

8. Este recomandati: pentru programele de ameliorare a porumbului prin intermediul tehnologiei

liniilor dublu haploide.

Directorul Institutului de Fitotehnie ,,Porumbeni,,

Doctor in agronomie /?/ & {"/P'l‘rvan Pintilie
Responsabil pentru impiementare (7, Borozan Pantelimon
Dr. st. agr., conferentiar cercetiitor \?
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INSTITUTUL DE GENETICA, INSTITUTE OF GENETICS,

FIZIOLOGIE SI PROTECTIE A PHYSIOLOGY AND PLANT
PLANTELOR =% PROTECTION

Str. Padurii 20, Chisindu, MD-2002, 20 Padurii Str., Chisinau, MD-2002,
Republica Moldova Republic of Moldova
tel: (373-22) 770447, fax (373-22) 556180 tel: (373-22) 770447, fax (373- 22) 556180
E-mail: asm_igfpp@yahoo.com
2007 . /8. SCY 4 lanr. din

ACT

de implementare in practici a rezultatelor stiintifice

1. Denumirea propunerii de implementare: ,,Utilizarea inductorilor de haploidie la obtinerea liniilor
dublu haploide de porumb”.

2. Decine si cand a fost propusa: Sarmaniuc Mariana, a.2014.

3. Unde a fost implementata: laboratorul Genetica rezistentei plantelor.

4. Data implementarii: aprilie, 2014,

5. Numdrul de mostre: 3 (LHI 2, LHI 3, LHI 7).

6. Rezultatele utilizarii inductorilor de haploidie: randamentul boabelor haploide obtinute a crescut de
la 8 la 10-15%.

7. Eficacitatea implementarii: accelerarea procesului de creare a liniilor homozigote din diverse
genotipuri de interes genetic si ameliorativ.

8. Este recomandatd: pentru programele de ameliorare a porumbului prin intermediul tehnologiei

liniilor dublu haploide.

Directorul Institutului de Genetica,
Fiziologie si Protectie a Plantelor Vasile BOTNARI, dr. habilitat

Responsabil pentru implementare briq a___g{ Mihail MIHAILOYV, dr., conf. cercet.
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DECLARATIA PRIVIND ASUMAREA RASPUNDERII

Subsemnata, Sarmaniuc Mariana, declar pe propria raspundere cd materialele prezentate
in teza de doctorat sunt rezultatul propriilor cercetari si realizari stiingifice. Constientizez ca, in

caz contrar, urmeaza sa suport consecintele, in conformitate cu legislatia in vigoare.

Sarmaniuc Mariana

Semnatura:

22 iulie 2015
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CURRICULUM VITAE
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Locul nasterii: s. Pohoarna, r-nul Soldanesti, Republica Moldova

Cetitenia: Republica Moldova
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2007-2010 - Doctoranda la Institutul de Genetica, Fiziologie si Protectie a Plantelor al ASM.
2006-2007 — Masterand la Universitatea de Stat, specialitatea Biologie.

2002-2006 - Universitatea de Stat, fac. Biologie si Pedologie, spec. Fiziologie vegetala.
1999-2002 - Liceul Teoretic Nr.1, s. Cotiujenii-Mari, r-nul Soldanesti, Republica Moldova.
1990-1999 - Scoala Medie, s. Pohoarna, r-nul Soldanesti.

Domenii de activitate stiintifica: Genetica.

Activitatea profesionala:

2013 - prezent — specialist principal Directia Investigatii Diagnostice, 1.S. Centrul de Carantin,
Identificare, Expertize de Arbitraj si Dezinfectare a Productiei.
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2008 — Conferinta nationala cu participare internationala: "Probleme actuale ale Geneticii,
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2010 — Congresul al I1X-lea International al Societatii Stiintifice a Geneticienilor si
Amelioratorilor din Republica Moldova, Chisinau;

2011 — Conferinta ,,Genetica si Fiziologia rezistentei plantelor”, Chisinau,

2014 — Simpozionul Stiintific International (100 ani de la nasterea distinsului savant si om de stat
Mihail Sidorov), Chisinau;
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Lucrari stiintifice publicate: autor si coautor la 14 lucrari stiintifice, dintre care 6 fara coautori,
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Date de contact: mun. Chisinau; tel. mobil: 069587815

e-mail: mariana.sarmaniuc@gmail.com

136


mailto:mariana.sarmaniuc@gmail.com

