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ADNOTARE

CUCEREAVII Aliona “Caracterele agrobiologice importante la germoplasma de floarea-
soarelui pentru crearea hibrizilor performanti”, teza de doctor in stiinte agricole, Chisinau, 2018.

Teza include introducere, patru capitole, concluzii generale si recomandari, bibliografie din 252 surse,
volumul total - 133 pagini, 32 tabele, 31 figuri. Rezultatele obtinute sunt publicate in 19 lucrari
stiintifice.

Cuvinte-cheie: floarea-soarelui, Helianthus annuus, variabilitate, rezistentd, mana, rugina,
androsterilitate, gene de interes — Rf, PI, R.

Domeniu de studiu: 411.04. Ameliorarea plantelor si producerea semintelor.

Scopul lucrarii: diversificarea si evaluarea germoplasmei de floarea-soarelui, obtinerea
hibrizilor valorosi, testarea acestora in culturi comparative cu promovarea celor perspectivi pe piata de
seminte, inclusiv cea europeana.

Obiective: crearea liniilor parentale de floarea-soarelui si evaluarea unor caractere cantitative
importante pentru obtinerea hibrizilor comerciali competitivi; caracterizarea fazelor fenologice la
liniile parentale de interes si hibrizii de floarea-soarelui; identificarea polimorfismului genetic cu
ajutorul marcherilor SSR; screening-ul molecular si stabilirea potentialului de rezistenta specifica a
resurselor genetice; crearea, testarea si promovarea hibrizilor valorosi.

Noutatea si originalitatea stiintifici. Pentru prima data in Republica Moldova s-a efectuat o
evaluare ampla a liniilor parentale de floarea-soarelui cu provenienta genetica diferita (surse locale,
europene, colectii VIR si VNIIMK) in baza unor indici agro-economici, morfologici si fiziologici cu
implicarea unora din acestea in crearea hibrizilor inalt productivi, rezistenti la complexul de patogeni si
factorii de stres. S-a stabilit perioada de vegetatie si durata medie a principalelor faze fenologice a
materialului inclus 1n studiu. A fost relevat potentialul de rezistentd la mana si rugina a germoplasmei
de floarea-soarelui din colectia companiei “AMG — Agroselect Comert” SRL.

Problema stiintifica solutionata consta in fundamentarea stiintifica a aplicarii diferitor tehnici
de creare a materialului initial, prin utilizarea metodelor moleculare si traditionale de ameliorare, care a
permis evaluarea eficientd si selectarea genotipurilor perspective de floarea-soarelui, inclusiv
clasificarea acestora pe grupe de interes in baza indicilor economici, morfologici, fiziologici si prezenta
genelor de rezistentd la patogeni (Pl si R), fapt care asigura eficientizarea procesului de selectie si
creare a hibrizilor competitivi.

Semnificatia teoretica. Datele obtinute contribuie cu noi informatii in evidentierea unor legitati
de manifestare a heterozisului, mostenire a caracterelor valoroase, identificare a genelor de rezistenta la
factorii biotici care prezinta interes pentru ameliorare.

Valoarea aplicativi a lucrarii. Liniile consangvinizate valoroase MS-1589A, MS-2039, MS-
2098A, MS- 2091A, MS-2077A, MS-2067A, MS-2161A, MS-2440C, MS-2570C, MS-2540C, MS-
2203C si MS-1920C au fost incluse in programul de ameliorare pentru crearea hibrizilor de floarea-
soarelui competitivi valorosi, cu diferitd grupa de maturitate, adaptati pentru cultivare in diverse
regiuni. Hibrizii cu randament sporit de productie noi creati si evaluati au fost propusi spre testare la
Comisia de Stat pentru Testarea Soiurilor de Plante. Liniile care contin genele de rezistenta PI1, PI6 si
gena R1 au fost recomandate pentru utilizare in procesul de ameliorare pentru crearea materialului
initial rezistent la mana si rugina.

Implementarea rezultatelor stiintifice. Colectia de linii materne si paterne, create si evaluate in
cadrul lucrarii sunt utilizate in compania “AMG — Agroselect Comert” SRL la crearea hibrizilor
competitivi pe piata locald si internationald, 7 dintre acestea fiind omologati se cultiva pe suprafate de
peste 200,0 mii hectare anual, inclusiv, 50 mii ha in Republica Moldova, 60 mii ha — in Ucraina si 90
mii ha In Rusia.
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KyuepsiBblii AjIéHa «JKOHOMHYECKH BaKHbIE NPU3HAKU IePMOILIA3MBbI I0COTHEYHNKA IS
MOJIyYeHHsI TEePCHeKTHBHBIX THOPWAOB», JCCEpTalMsl HAa COMCKaHMM CTENeHW KaHauaara
CEJIbCKOXO035ICTBEHHBIX HayK, Kuimnes, 2018.

Juccepranusi COCTOUT U3: BBENCHUS; 4-X IJIaB; BHIBOAOB U peKOMeHalmit; Oubnmorpadun u3 252
uctoyHukoB. Beero 133 crpanuit, 32 tabmuiiel, 31 prcyHkoB. Pe3ynbTaThl nccnenoBanuii OmyOIMKOBaHbI B
19 HayuHbIX paboTax.

KimoueBnie ciioBa: noncosnHeunnk, Helianthus annuus, m3meHYnBOCTS, MPOAYKTHBHOCTD, JIOXKHO
MYYHHCTas poca, prKaBuMHa.

Oonactb uccaenoanusi: 411.04 - cenexiys pacTeHuid 1 CEMEHOBOICTBO.

Heas padoThl: 1uBepcHHKAIMS U OLEHKA TepPMOIUIa3Mbl MOJCOTHEYHUKA, MONTYyYEeHUE HEHHBIX
TUOPUIOB, X CPABHUTENHHOE TECTUPOBAHUE M TIPOJIBIDKEHHUE CAMBIX ITEPCTICKTUBHBIX HA HALIMOHAIIBHBIC U
€BPOINENCKHE PHIHKH.

3anaun MCCIIeIOBAHNSA: CO3/1aHKME M OLIEHKA POAUTENBCKHUX JIMHUM MOJCOIHEYHHKA C pa3HbIMU
SKOHOMMYECKH B@XKHBIMU [PU3HAKAMHM JJIsI HOJY4YEHUs KOMMEpYECKMX THOpHUIOB; OLIEHKa
(eHonornyeckux (a3 poaUTeNbCKUX JIUHUNA U THOPUIOB MOJICOIHEYHUKA; ONpeIe/IeHHe FeHETHUECKOTO
nosimMopdu3Ma ¢ UCToIb30BaHKeM SSR MapkepoB; MOJIEKYIIAPHBINA CKPUHUHI T€HETHUECKUX PECYPCOB
U BbIIBJICHHE JIMHUM, MOTEHIMAJbHO YCTOMUYMBBIX K IIaTOr€HaM; CO3JaHHE, TECTUPOBaHUE U
NPOJBMKEHHE LIEHHBIX THOPUIIOB.

Hayuynasi HOBH3HA W OpPHMIMHAJILHOCTBb. Briepseie B PecryOnmvke MoioBa mpoBeneHa
KOMIUIEKCHAsl OLEHKA JIMHUM IOJCOJHEYHHKA Pa3IMYHOIO T'€HETUYECKOTO IPOMCXOXKIEHUS (MECTHBIE,
eBpornetickre, koyuekimu BUP 1 BHUMMK) ¢ Touku 3peHust arpo-3KOHOMHYECKUX, MOP(OIOTHYECKUX U
(M3MOIOrNYECKUX MOKa3aTeNel ¢ MOCIEAYIOIIMM UX HCTIOIb30BAaHUEM B CO3IAHUH BHICOKOIIPOIYKTUBHBIX
ruOpuIOB, YCTOMUMBBIX K KOMIUIEKCY IIATOI€HOB M (DakTopam cTpecca. YCTaHOBIIEH BereTallMOHHbIH
HEPUOA M CPEeiHss IPOJOJDKUTENIBHOCTh OCHOBHBIX (DEHOJIOTMYECKUX (ha3 HMCXOJHOTO MaTepuala,
BKJIFOYCHHOTO B HCCIIEJJOBaHME. BBISBIEH MOTEHLMAN YCTOMYMBOCTU K JIOKHO MYy4YHUCTOM poce Hu
PrKaBYMHE IrepMOILIa3Mbl IOJICOTHEUHHKA U3 KOJUTeKIMH, koMraHuu «AMG - Agroselect Comert» SRL.

Pemennasi HayuyHas mnpolsemMa cocmoum 6 HayuHOM 0OOCHO8aHUYU TIPUMEHEHUS Pa3IMUHbIX
CIOcO0OB CO3JIaHUsI HCXOIHOTO CEJIEKIIMOHHOINO MaTrepuajia ¢ KCIHOJIB30BAaHUEM MOJIEKYISIPHBIX U
TPaJUILIMOHHBIX METOJIOB, Ym0 n0360un0 YPHEKTHBHO OLEHUTh U OTOOPATh MEPCIEKTUBHBIE TCHOTHITBI
TMO/ICOJTHEYHHKA, B TOM YHCIIE KJIACCU(UIIMPOBAaTh HMX HA OCHOBE SKOHOMHYECKUX, MOP(OJIOrHUecKux 1
(u3HONIOrHYeCKHX MOKa3aTesIeil, a Takke Mo Hammuuio reHoB ycroitunBocte (Pl u R) k matorenam, ¢ghaxm
n03601A10UUtl IOBBICUTH A(P(HEKTUBHOCTH CENEKIMH M CO3aHHs1 KOHKYPEHTOCTIOCOOHBIX THOPHU/IOB.

Teopernyeckass 3Ha4YUMOCTH PadoTbl. [lomMydeHHBI HOBBIE IAaHHBIE KOTOPBIE CIIOCOOCTBYIOT
BBISIBJICHMIO HEKOTOPBIX TEOPETMYECKUX AaCHEKTOB IPOSBICHUSI T'€TePO3UCa, HACIENOBAHUS LIEHHBIX
NPHU3HAKOB, BBISBIICHHS TCHOB YCTOMYMBOCTH K OMOTHYECKMM (haKTOpaMm, MpeJICTaBIISIONINE UHTEPEC IS
CEJIEKIIMOHHBIX POTPaMM.

IIpakTHyeckas HeHHOCTHL padoThl. Llennsie nHOpenusle muHMH MC-1589, MC-2039, MC-2098,
MC-2091A, MC-2077, MH-2067, MH-2161, MH-2440C MS-2570C, 2540C MC-MC u MC-1920C-
2203C ObUTH BKJIIOYEHBI B CEJIEKIIMOHHBIE MPOrPaMMBI IS CO3/IAHUS KOHKYPEHTOCTIOCOOHBIX THOPHIOB
TIOJICOJTHEYHHKA OTHOCSIIIMECS K PasiIMYHbIM TPYIIaM 3pEJIOCTH, MPUCIOCOOICHHBIE ISl BhIPAIMBAHUS B
pErvoHax C Pa3IMYHBIMM KIMMAaTUYECKUMH YCIOBUAMH. HoBble rHOpHIbI KOTOpPBIE YCHEIIHO MPOILIN
KOHKYPCHOE COPTOUCIIBITAHUE MPEICTABICHbI B 1'0CYyAapCTBEHHYIO KOMHUCCHIO MO UCIIBITAHUIO COPTOB.
Jluany, coneprkanme rensl ycroiumBoctd PL1, PL6 m R1 pexomeHIOBaHBI I HCHOJIB30BAaHMS B
CO3/IaHUH HOBOT'O MICXOHOTO MaTepHaa ISl CEJICKIIIH.

BHeapenue Hay4HbIX pe3y/abTaToB. CO3/aHHBIE MATEPUHCKUE M OTIIOBCKHE JIMHUM HUCTIONB3YIOTCS
B kommaann «AMG - Agroselect Comerty OOO mis momydeHns: THOPHIOB KOHKYPEHTOCIIOCOOHBIX Ha
MECTHOM M MEXIyHapomHoM pbiHKe. CeprudmuimpoBaHHsle THOpUIb! (7 THOPUIOB) KyIBTHBUPYIOTCS
exeronHo Ha Oonee 200,0 Teic. ra, B ToM umcie S0 Teic. ra B PecmyOnuke Momnmosa, 60 ThIC. Ta - Ha
Vkpaune u 90 Toicsy ra B Poccum.



ANNOTATION

CUCEREAVII Aliona "Important agro-biological traits of sunflower germplasm for
obtaining of high performance hybrids®, PhD thesis in agricultural sciences, Chisinau, 2018.

The thesis includes introduction, four chapters, general conclusions and recommendations,
the bibliography from 252 sources, a total of 133 pages, 32 tables, 31 figures. The results
obtained are published in 19 scientific papers.

Key words: sunflower, Helianthus annuus, variability, resistance, downy mildew, rust,
androsterility, genes of interest - Rf, PI, R.

Field of study: 411.04 - Plant breeding and seed production

Purpose of the paper: Diversification and evaluation of sunflower germplasm, obtaining
and testing of valuable hybrids and their promotion on the seed markets, including European.

Research objectives: creating and evaluation of parental sunflower lines related to some
characters of interest for obtaining competitive commercial hybrids; characteristic of
phenological phases in lines and obtained hybrids; identification of genetic polymorphism using
SSR markers; molecular screening and determination of the specific resistance potential of
genetic resources; creating, testing and promoting of valuable hybrids.

Novelty and scientific originality: For the first time in the Republic of Moldova, a broad
assessment of the parental sunflower lines with different genetic origin (local, European, VIR
and VNIIMK collections) was performed on the basis of agro-economic, morphological and
physiological indices with the involvement of some of them in creating highly productive
hybrids, resistant to the pathogen complex and stress factors. The vegetation period and the
average duration of the main phenological phases of the material included in the study were
established. The potential for downy mildew and rust resistance of sunflower germplasm of the
company "AMG - Agroselect Comert” SRL was revealed.

The important scientific problem solved is the scientific validity of the application of
different techniques for the creation of the initial breeding material, using the molecular and
traditional breeding methods, which allowed the efficient evaluation and selection of perspective
sunflower genotypes, as well as their classification in the groups of interest based on economic,
morphological and physiological indices and the presence of disease resistance genes (Pl and R),
which ensures the efficiency of the breeding process and creation of highly competitive hybrids.

Theoretical significance: The data obtained contributes with new information in
highlighting the heterosis manifestation rules and the inheritance of valuable characters such as
genes for biotic resistance and the identification of germplasm of interest for breeding.

Application value of the paper: Inbreeded lines MS-1589A, MS-2039, MS-2098A, MS-
2091A, MS-2077A, MS-2067A, MS-2161A, MS-2440C, MS-2570C, MS-2540C, MS-2203C
and MS-1920C have been included in the breeding program for the creation of valuable
competitive sunflower hybrids with different maturity groups adapted for cultivation in different
regions. New hybrids with high production yields created and tested have been submitted for
testing to the State Commissions for Plant Variety Testing. Lines containing the resistance genes
PI1, P16 and R1 were recommended for use in the breeding process to create the initial downy
mildew and rust resistant material.

Implementation of scientific results: The collection of maternal and paternal lines,
created and evaluated in the present work are used in the company "AMG - Agroselect Comert"
SRL to obtain hybrids competitive on the local and international market. The set of approved
hybrids (7 hybrids) are cultivated annually on the surfaces over 200,0 thousand hectares, including
50 thousand ha in the Republic of Moldova, 60 thousand ha - in Ukraine and 90 thousand ha in Russia.



LISTA ABREVIERILOR
AFLP — Amplified Fragment Length Polymorphism (polimorfismul lungimii fragmentelor amplificate)
ASC — androsterilitate citoplasmatica
CAN — capacitatea asimilatoare neta
CAPS — Cleaved Amplified Polymorphic Sequence (Secventa Clivatd Amplificata Polimorf)
CCC — cultura comparativa de concurs
CTAB — Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide
DAF - DNA Amplification Fingerprinting (Amprentarea prin amplificarea ADNului)
DAMD- Directed Amplification of Minisatellite-region DNA (amplificare directionata a regiunii
minisatelit de ADN)
DGGE - Electroforeza in gel cu gradient denaturant
dNTP - Deoxynucleotide (deoxinucleotide)
EST - Expressed Sequence Tags (Secvente expresate marcate)
ISF — indicele suprafetei foliare
ISSR - Inter-Simple Sequence Repeat (Amplificarea secventelor repetetive inter-simple)
LG — Linkage Grup (grup de linkaj)
MAAP - Multiple arbitrary amplicon profiling
MMB — Masa a 1000 de boabe
PAA — polyacrylamide (poliacrilamida)
pb — perechi de baze
PCR - Polymerase Chain Reaction (reactia de polimerizare in lant)
PIC — Polymorphic Information Content (continutul informaiei polimorfe)
RAPD - Random Amplified Polymorphic DNA (ADN Polimorf Amplificat Arbitrar)
RFLP - Restriction Fragments Length Polymorphism (Polimorfismul Lungimii Fragmentelor de
Restrictie)
RGC — Resistance Gene Candidate (Gena candidata de rezistenta)
Rf - fertility restorer (restauratoare de fertilitate)
SAMPL- Selective Amplification of Microsatellite Polymorphic Loci (Amplificarea Selectiva Locilor
Microsateliti Polimorfe)
SCAR — Sequence Characterized Amplified Regions (Regiunile Amplificate cu Secventa
Caracterizatd)
SSR — Simple Sequence Repeat (Repetari de Secvene Simple = microsateliti)
STS — Sequence Tagged Sites (Site-uri cu Secvente Marcate) TAE — Tris-acetat-EDTA
TBE — Tris-borat-EDTA



INTRODUCERE

Actualitatea si importanta problemei abordate. La nivel mondial floarea-soarelui
(Helianthus annuus L.) se situeazi pe locul al 4-lea printre culturile oleaginoase, ocupand
suprafete de pana la 21 mln. hectare, ceea ce permite de a obtine anual pana la 25 min. tone de
seminte, adicd, aproximativ 8% din volumul total al materiei prime oleaginoase din lume [29,
226].

Datoritd avantajelor sale economice, agroalimentare, industriale si curative, floarea-
soarelui este una din principalele culturi din Republica Moldova, plasandu-se pe locul al 3-lea
dupa porumbul pentru boabe si grau. Valoarea economica ridicatd a culturii este determinata de
multiplele sale intrebuintdri, ca materie prima industriala, produs secundar, nutret valoros,
precum si ca plantd melifera. Astfel, de pe 1 ha semanat cu floarea-soarelui cu o recolta de 2,5
t/ha obtinem 1,2 t de ulei, 0,8 t turte (0,3 t proteine), inclusiv, 0,5 t coji, 1,5 t calatidii (1,0 t
nutret), 25-30 kg miere si alte produse secundare [35].

J. Ryland, comparand diferite uleiuri de origine vegetald, constatd ca uleiul de floarea-
soarelui este cel mai benefic pentru sdnatatea omului, gratie continutului sau de acid oleic [182,
206]. De asemenea, floarea-soarelui prezinta o sursa importantd de tocoferoli si fitosteroli ce
poseda efect curativ [120]. Acestea contribuie la reducere nivelului de colesterol in sange [185],
prevenind imbolnavirile de cancer, poseda actiuni antioxidante [176]. In prezent, in unele tari,
uleiul de floarea-soarelui, alaturi de alte uleiuri vegetale, este utilizat si drept carburant pentru
motoarele de tip Diesel.

Directionat au fost creati si hibrizi de floarea-soarelui cu un continut scazut de ulei, acestea
fiind folositi in consumul direct si pentru fabricarea de halva. Turtele si sroturile obtinute in
urma extragerii uleiului, contindnd in masurd suficienta toti aminoacizii utili, sunt utilizate ca
supliment valoros in hrana animalelor [42, 48]. Cultura are si o importanta agrotehnica ridicata
ce consta in folosirea acesteia la alcatuirea asolamentelor.

Reiesind din cele expuse si datoritd obtinerii unor venituri anuale stabile din realizarea
semintelor cdpatate, floarea-soarelui prezinta una dintre cele mai profitabile culturi pentru
agriculturd, ceea ce determind cerinte sporite ale pietii fatd de hibrizii cultivati §i cresterea
semnificativa a suprafetelor insamantate, tendintd ce persista in ultimii ani. Astfel, in prezent
suprafetele cultivate cu H. annuus au atins deja 385 mii hectare [1], iar extinderea acestora duce
la perturbarea rotatiei culturilor in asolament, la acumularea mai rapida a agentilor patogeni si
imbolnavirea mai frecventd a plantelor, precum si la scaderea considerabila a recoltelor de la an

la an.



Tinand cont de necesitatea permanentd de sporire a recoltelor §i a rezistentei la conditiile
climatice si de culturd, la atacul de boli, ddunatori si la rasele foarte virulente de lupoaie, piata
impune crearea de hibrizi de floarea-soarelui competitivi si productivi, care intrunesc in sine
caracteristici valoroase §i sunt capabili s produca recolte inalte in condifii extreme de mediu si
cultura.

Crearea de hibrizi comerciali competitivi de floarea-soarelui pentru piata europeana de
seminte este realizabila prin diversificarca germoplasmei de floarea-soarelui. Pentru aceasta
cercetarile prezentate au fost orientate spre crearea, studierea si completarea germoplasmei cu
genotipuri 1nalt productive, cu continut bogat in ulei de calitate inaltd, cu arhitectura optima a
plantelor, plasticitate la conditiile de mediu si de cultura, rezistente la atacul sporit al bolilor si la

rasele noi de Orobanche cumana Wallr., care poseda capacitate combinativa inalta.

Scopul lucrarii: diversificarea si evaluarea germoplasmei de floarea-soarelui, obtinerea
hibrizilor valorosi, testarea acestora in culturi comparative cu promovarea celor perspectivi pe
piata de seminte, inclusiv cea europeana.

Obiective:

— crearea liniilor parentale de floarea-soarelui si evaluarea unor caractere cantitative
importante pentru obtinerea hibrizilor comerciali competitivi;

— caracterizarea fazelor fenologice la liniile parentale de interes si hibrizii de floarea-
soarelui;

— identificarea polimorfismului genetic cu ajutorul marcherilor SSR;

— screening-ul molecular si stabilirea potentialului de rezistentd specificd a resurselor
genetice;

— crearea, testarea si promovarea hibrizilor valorosi.

Noutatea si originalitatea stiintifica. Pentru prima datd in Republica Moldova s-a
efectuat o evaluare ampla a liniilor parentale de floarea-soarelui cu provenientd genetica diferita
(surse locale, europene, colectii VIR si VNIIMK) in baza unor indici agro-economici,
morfologici si fiziologici cu implicarea unora din acestea In crearea hibrizilor inalt productivi,
rezistenti la complexul de patogeni si factorii de stres. S-a stabilit perioada de vegetatie si durata
medie a principalelor faze fenologice a materialului inclus in studiu. A fost relevat potentialul de
rezistenta la mana si rugina a germoplasmei de floarea-soarelui din colectia companiei “AMG —

Agroselect Comert” SRL.



Problema stiintifica solutionata consta in fundamentarea stiintifica a aplicarii diferitor
tehnici de creare a materialului initial, prin utilizarea metodelor moleculare si traditionale de
ameliorare, care a permis evaluarea eficienta si selectarea genotipurilor perspective de floarea-
soarelui, inclusiv clasificarea acestora pe grupe de interes in baza indicilor economici,
morfologici, fiziologici si prezenta genelor de rezistenta la patogeni (Pl si R), fapt care asigura
eficientizarea procesului de selectie si creare a hibrizilor competitivi.

Semnificatia teoretica. Datele obtinute contribuie cu noi informatii in evidentierea unor
legitati de manifestare a heterozisului, mostenire a caracterelor valoroase, identificare a genelor
de rezistenta la factorii biotici care prezintd interes pentru ameliorare.

Valoarea aplicativa a lucrérii. Liniile consangvinizate valoroase MS-1589A, MS-2039,
MS-2098A, MS-2091A, MS-2077A, MS-2067A, MS-2161A, MS-2440C, MS-2570C, MS-
2540C, MS-2203C si MS-1920C au fost incluse in programul de ameliorare pentru crearea
hibrizilor de floarea-soarelui valorosi, cu diferitd grupa de maturitate, adaptati pentru cultivare in
diverse regiuni. Hibrizii cu randament sporit de productie noi creati si evaluati au fost propusi
spre testare la Comisia de Stat pentru Testarea Soiurilor de Plante. Liniile care contin genele de
rezistenta PI1, PI6 si gena R1 au fost recomandate pentru utilizare in procesul de ameliorare
pentru crearea materialului initial rezistent la mana si rugina.

Implementarea rezultatelor stiintifice. Colectia de linii materne si paterne, create si
evaluate in cadrul lucrarii sunt utilizate In compania “AMG — Agroselect Comert” SRL la
crearea hibrizilor competitivi pe piata locald si internationald, 7 dintre acestea fiind omologati se
cultiva pe suprafate de peste 200,0 mii hectare anual, inclusiv, 50 mii ha in Republica Moldova,
60 mii ha — in Ucraina si 90 mii ha in Rusia.

Rezultatele stiintifice principale inaintate spre sustinere:

- Colectia de linii materne §i paterne create si caracterizate dupd un sir de indici agro-
economici valorosi.

- Setul de hibrizi omologati si de perspectiva competitivi pentru comercializarea pe piata
de seminte.

- Abordarea complexa a metodelor de laborator (screening molecular) si experimentale in

camp pentru evaluarea germoplasmei de floarea-soarelui.

Sumarul compartimentelor tezei
Lucrarea cuprinde: adnotare prezentatd in limbile roméana, rusd si engleza, lista
abrevierilor, introducere, patru capitole, concluzii generale si recomandari practice, bibliografie,

declaratia privind asumarea raspunderii si CV-ul.
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In introducere se argumenteazi actualitatea si importanta problemei abordate; sunt
formulate scopul si obiectivele tezei; sunt expuse noutatea stiintificd a rezultatelor obtinute,
importanta teoretica si valoarea aplicativa a lucrarii, aprobarea rezultatelor si este inclus sumarul
compartimentelor tezei.

Capitolul 1. CONSIDERATII PRIVIND AMELIORAREA SI CONSERVAREA
GERMOPLASMEI DE FLOAREA-SOARELUI (Helianthus annuus L.), include analiza
ampla a situatiei in domeniu §i vine sa argumenteze necesitatea cercetarilor realizate in lucrare.
Generalizand rezultatele primului capitol mentionam ca floarea-soarelui este una dintre culturile
oleaginoase de baza din Republica Moldova. Anual, pe campurile agricole ale republicii se
cultiva in jur de 320 mii ha de floarea-soarelui (conform datelor din 2014), mult mai mult decat
prevad recomandarile stiingifice. Din aceste considerente, precum si reesind din faptul ca aceasta
cultura este vulnerabila la factorii biotici, important este de evaluat germoplasma autohtona si de
creat un bogat material pentru ameliorare care trebuie valorificat in crearea hibrizilor autohtoni,
inalt productivi, adaptati la conditiile factorilor abiotici, specifici Republicii Moldova si
rezistenfi la boli. Pornind de la sinteza datelor din literatura rezulta scopul si obiectivele
prezentei lucrari: obtinerea hibrizilor de perspectiva prin ameliorarea plantelor de cultura, bazata
pe metode traditionale sau prin aplicarea tehnicilor moleculare eficiente, care asigurd evaluarea
materialului initial, utilizat in programele de selectie, inclusiv estimarea polimorfismului genetic
al populatiilor studiate, determinarea omogenitatii liniilor consangvinizate si a gradului de
hibridare in Fi1, screening-ul molecular si fenotipic in conditii naturale si in conditii model al
genelor de interes.

Capitolul 2. MATERIAL SI METODE DE CERCETARE contine descrierea
metodologiei utilizate pentru realizarea studiului, materialului biologic utilizat si a conditiilor de
cultivare. Pentru evidentierea polimorfismului genetic al materialului investigat i genotiparea
liniilor parentale valoroase au fost utilizati marcheri microsateliti. Prezenta genelor, care asigura
rezistenta specificd la mana a fost demonstrata cu ajutorul marcherilor CAPS si STS.

Capitolul 3. CARACTERISTICA FENOLOGICA, MORFOLOGICA SI
AGRONOMICA A MATERIALULUI AMELIORATIV, include date privind crearea si
evaluarea liniilor materne, paterne si a hibrizilor de perspectivi dupa anumite caractere
agronomice cu valoare economica importanta.

Capitolul 4. POLIMORFISMUL GENETIC AL GERMOPLASMEI DE FLOAREA-
SOARELUI, cuprinde date privind polimorfismul genetic al germoplasmei, obtinute prin
analiza SSR a genotipurilor investigate, precum si evaluarea germoplasmei in baza unor primeri

specifici pentru gene ale rezistentei la mana si rugind. Investigarea profilurilor generate de
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primeri inclusi in studiu, in special ORS70 si ORS224, a permis de a evidentia unele benzi
asociate cu rezistenta §i susceptibilitatea la mana. Zece linii parentale valoroase din punct de
vedere economic au fost genotipate cu ajutorul a sapte marcheri microsateliti, caracterizati printr-
un nivel inalt de polimorfism si claritatea profilurilor generate. De asemenea, capitolul include
datele privind analiza clusteriand a genotipurilor investigate cu scopul clasificarii acestora in
baza distantelor genetice. In concluziile capitolului se rezuma valoarea aplicativd a rezultatelor
obtinute si perspectivele utilizarii marcherilor selectati pentru studiu. Screening-ul molecular al
genelor releva prezenta sau absenta genelor de rezistenta la mana PI1 si PI6 (pentru mana) si R1
(pentru rugind) obtinute cu ajutorul marcherilor moleculari linkati cu genele respective.
CONCLUZIILE GENERALE SI RECOMANDARILE contin o sintezi a principalelor

rezultate ale cercetarilor efectuate, structurate conform capitolelor descrise.

Aprobarea rezultatelor stiintifice. Cercetarile efectuate si datele obtinute au fost
prezentate si discutate anual la sedintele Consiliului Stiintific al Institutului de Genetica,
Fiziologie si Protectie a Plantelor si ale laboratoarelor stiintifice din cadrul institutului, precum si
la: International Plant Breeding Congress (Antalya, Turkey, 10-14 November 2013); Conferinta
Stiintificd Internationald a doctoranzilor ,,Tendintele Contemporane ale dezvoltarii stiintei:
viziuni ale tinerilor cercetatori” (UnASM, Chisinau, Republica Moldova, 10 martie 2014); Third
International Symposium on Broomrape in Sunflower (Cordoba, Spain, 3-6 June 2014);
Congresului al X-lea International al Geneticienilor si Amelioratorilor (Chisinau, Republica
Moldova, 28 iunie-1 iulie 2015); 2" Plant Breeding Congress & EUCARPIA — Qil and Protein
Crops Conference (Antalya, Turkey, 1-5 november 2015); 19" International Sunflower
Conference (Edirne,Turkey, 29 may- 3 june 2016), International Plant Breeding Conference
(Kyrenia, Turcia, October 15-20, 2017).

Publicatiile la tema tezei. Rezultatele obtinute sunt reflectate in 19 lucrari stiintifice,
dintre care 3 articole in reviste recenzate peste hotare, 5 articole in reviste recenzate nationale,
inclusiv 2 in monoautorat §i 11 comunicdri in cadrul unor foruri stiintifice nationale si
internationale.

Volumul si structura tezei. Teza include introducere, patru capitole, concluzii generale si
recomandari, bibliografia din 252 surse, volumul total de 133 pagini, 32 tabele, 31 figuri.

Cuvinte-cheie: floarea-soarelui, Helianthus annuus, variabilitate, rezistentd, mana, rugina,

androsterilitate, gene de interes — Rf, PI, R.
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1. CONSIDERATII PRIVIND AMELIORAREA SI CONSERVAREA GERMOPLASMEI
DE FLOAREA-SOARELUI (Helianthus annuus L.)

Procesul de ameliorare la floarea-soarelui (Helianthus annuus L.), in mare masura, se
datoreaza valorii si abundentei resurselor genetice [53], ansamblului genelor importante a caror
acumulare se urmareste In genotipurile noi create. Cu cat fondul genetic este mai variat si mai
bogat, cu atat sunt mai mari sansele de a crea cultivare cu caractere agronomice valoroase, ce

corespund cerintelor pietii [45].

1.1. Aspecte privind perspectivele de ameliorare la floarea-soarelui in Republica Moldova

Tinand cont de importanta florii-soarelui pentru economia Republicii Moldova, precum si
extinderea permanenta a suprafetelor cultivate si cresterea cererii de produse oleaginoase, pe
parcursul mai multor ani au fost intreprinse cercetari profunde ce au avut drept scop ameliorarea
acestei culturi.

Primele lucrari de ameliorare a florii-soarelui in Republica Moldova s-au efectuat in anii
1932-1938, la Statiunea Experimentala VNIIMK. La etapele initiale ale programului de
ameliorare a florii-soarelui (1959-1965), lucrarile au fost orientate cu precadere in directia crearii
unor soiuri mai bine adaptate conditiilor de mediu din sudul tarii. Ameliorarea clasicd prin
selectarea genotipurilor cu un continut sporit de ulei in miez, realizata preponderent in Krasnodar
de catre V.S. Pustovoit a contribuit la obtinerea unor soiuri performante, care contineau 48-50 %
de ulei [52]. Selectia individuala si utilizarea metodelor conventionale de creare a soiurilor au
condus la o crestere substantiala a continutului de ulei din seminte si schimbari nesemnificative
in ceea ce priveste productia de seminte. In acest context crearea hibrizilor heterozigoti cu
crestere viguroasd prin manifestarea efectului heterozis a constituit un pas progresiv in
ameliorarea florii-soarelui la productivitate. In Republica Moldova ample cercetiri in acest
domeniu au fost initiate la sfarsitul anilor 70 la Institutul Moldovenesc de Cercetari Stiintifice
pentru Ameliorare, Producere de Seminte si Tehnologia Culturilor de Camp din Balti, care a
oferit materialul initial pentru ameliorare si suport stiintific in pregatirea cadrelor. Lucrarile de
ameliorare au fost axate pe cateva directii de baza:

- crearea liniilor materne cu androsterilitate citoplasmatica,

- crearea liniilor paterne restauratore de fertilitate,

- evaluarea colectiei de linii dupa indici de performantd economica,

- crearea hibrizilor cu productivitate Tnalta, adaptati la conditiile de mediu si rezistenti la
factorii biotici si abiotici.
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In cadrul Institutului au fost inregistrate succese remarcabile in utilizarea efectului
heterozis la floarea-soarelui, considerandu-1 dupa importanta cel mai eficient mijloc de sporire a
productivitatii cu 10-30% [6]. Tinem sa mentionam, ca efectul heterozis la floarea-soarelui era
bine cunoscut de mai mult timp, insd doar descoperirea androsterilitatii citoplasmatice, inclusiv a
genelor restauratoare, a impulsionat fondarea unei directii noi de ameliorare a culturii date.
Anume aceste circumstante au contribuit la crearea hibrizilor comerciali si introducerea lor in
producere [5, 6]. Printre savantii ce activeaza in domeniul ameliorarii florii-soarelui in Moldova
se remarca Buciucianu Mihail — doctor in stiinte agricole cu o vastd activitate stiintifica in
domeniul selectiei si ameliorarii soiurilor i hibrizilor culturilor de caAmp cu caractere pretioase
[2-5]; Vronskih Mihail - membru corespondent al ASM, fitopatolog, ce a realizat studii
indelungate a diferitor sisteme integrate de protectie a culturilor de cAmp in calitate de parte
componenta a tehnologiilor industriale de cultura [28, 29]; Rotaru Tudor - doctor hab. in stiinte
agricole, ameliorator de floarea-soarelui cu o experienta de peste 35 de ani; Caradjova Larisa -
dr. in st, fitopatolog; Lesnic Vladimir - semenolog, activitatea caruia constd preferential in
testarea noilor soiuri si hibrizi omologati in conditiile de producere in diferite zone a Republicii
Moldova s.a. [5].

Succesul lucrarilor de ameliorare la floarea-soarelui este determinat de calitatea
programuluii de ameliorare in care sa fie bine determinat scopul, obiectivele si modalitatea
punerii in aplicare a acestora. In dependentd de arealul de productie, preponderenta bolilor,
randamentul economic, stresul abiotic si, nu in ultimul rand, de preferinta cultivatorilor,
obiectivele de ameliorare variazd mult [168]. La fel, obiectivele de ameliorare pot varia in
functie de directiile de utilizare a materiei prime [112]. Pentru realizarea reusita a obiectivelor de
ameliorare este necesar sd se cunoascd baza geneticd si valoarea ameliorativd a surselor de
germoplasma utilizate, precum si factorii (naturali-locali, tehnologici, economici) care
conditioneaza alegerea acestor obiective.

Academicianul A.Vranceanu [23] considerd, ca indiferent de programele de ameliorare,
grupele principale de obiective sunt comune. Principalul obiectiv strategic in procesul de
ameliorare constituie crearea hibrizilor cu potential sporit de productivitate, care in conditiile de
productie sa realizeze cel putin 70-80% din potentialul sau. In realizarea acestui obiectiv este
necesar de a cunoaste specializarea hibridului, conditiile pedo-climatice, raspandirea bolilor si a
daunatorilor, cat si a particularitatilor agrotehnice si a perioadelor critice la cresterea si
dezvoltarea culturii [60]. A.Vranceanu [23, p. 15] considera ca obiective principale in

ameliorarea la floarea-soarelui constituie productia de seminte si a componentelor ei, continutul
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de ulei in seminte, rezistenta genetica la boli si lupoaie, adaptabilitatea la conditiile de mediu si
de cultura, mai recent, diversificarea calitatii uleiului [111, 203].

Dupi D. Skorié si colab. [214, 222] principalele obiective ale ameliorarii la florea-soarelui
sunt cresterea randamentului de seminte si a continutului de ulei pe unitatea de suprafata,
indicele de productie, rezistenta la bolile dominante si la daunatori, optimizarea arhitecturii
plantei, maturarea timpurie si buna adaptabilitate. K. Soldatov si A. Kalaydzhyan [55] sustin, ca
crearea plantelor cu talie joasa constituie un indiciu pretios in ameliorarea florii-soarelui. Mai
recent, ca obiectiv de importanta majora in ameliorarca la floarea-soarelui il constituie
retrogresia genelor de rezistentd la erbicidele de tip imidazolinone si sulfonilureice de la speciile
salbatice ale genului Helianthus.

Reiesind din obiectivele enumerate este necesar ca amelioratorii sd dezvolte un model al
hibridului de floarea-soarelui, a unui ideotip de planta, care sa intruneasca in sine caracterele
dorite.

Modelul soiului este o previziune stiintifica care specifica combinatia caracterelor
cantitative ale unei plante pentru a asigura un anumit nivel de productivitate, rezistenta,
stabilitate si alte insusiri dorite [38]. Modelul tip al cultivarului include un sir de insusiri
morfologice si agronomice utile. Ca etalon serveste cel mai bun cultivar omologat. Conceptul de
soi ideal a fost introdus in anul 1935 de catre N.I.Vavilov, insa termenul de ,,ideotip” a fost
utilizat mai tarziu, de catre C.M. Donald [102]. Ideotipul este o optiune a modelului unui
cultivar. Acesta prezinta modelul care exprima pe deplin caracteristicile soiului sau a hibridului
[38]. Principala preconditie pentru proiectarea modelului unui hibrid este de a obtine linii
parentale ce poseda genele dorite, astfel ca la incrucisare sa produca descendenti (F1) superiori
hibrizilor existenti pentru cel mai mare numar de trasaturi agronomice [126]. Talia plantei,
diametrul capitulului, forma si pozitia lui pe tulpind, marimea frunzelor, viabilitatea si distributia
lor pe tulpina, joaca un rol important in definirea optima a arhitecturii plantei pentru crearea unui
model de hibrid de floarea-soarelui [40, 214, 224].

Dupa A. Vranceanu idiotipul plantei de floarea-soarelui trebuie sa fie prezentat de plante
inalte, scunde sau intermediare, cu inclinare diferitd a capitulului, cu numarul i marimea
frunzelor variabil, cu capitule mari, cu seminte multe si compacte, cu o perioada lunga de
umplere a boabelor, cu plante rezistente la cadere si boli, tolerante la competitia dintre plante, cu
o mare adaptabilitate ecologica [23].

M. Arnoux [70] a prezentat modelul ideal de floarea-soarelui pentru Franta, care sa posede
un ciclu vegetativ scurt, sd germineze la temperaturi scazute, sa fie tolerant la frig, cu faza scurta

de la rasarire la inflorire si perioada lungd de inflorire. Sistemul radicular trebuie sa fie puternic,
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adanc, capabil sa exploateze apa si rezervele minerale din sol, tulpina sa fie moderat dezvoltata,
cu o suprafatd foliard rezonabila, capitule plate, subtiri, verticale, sa posede tolerantd sporita la
atacul ciupercelor Botrytis cinerea, Sclerotinia sclerotiorum, Macrophomina phaseoli.

Hibrizii de floarea-soarelui creati la Novi Sad, poseda perioada de vegetatie de 120-130
zile, 1ndltimea medie a tulpinii de 160-180cm, suprafata foliard a plantei de 6000-7000 cm?,
capitul de marime intermediard, cu diametru de 20-25 cm, din tesut dens, numarul de flori pe
planta peste 1500, seminte mari si grele, rezistenta la seceta, la boli si la atacul lupoaiei, calitate
superioari a uleiul si proteinelor din seminte [215]. In mai multe surse bibliografice, D. Skorié si
colaboratorii considera, ca componentele ideotipului de floarea-soarelui care direct influenteaza
productivitatea sunt numarul de seminte pe plantd (> 1500), masa a 1000 de boabe (>80g.), masa
hectolitrica (> 45-50 kg), numarul de plante la hectar (55-60 mii), continutul scazut de coaja (20-
24%), continutul ridicat de ulei in seminte (> 50%) [213, 214, 221, 224]. De asemenea, D. Skori¢
si colab. sustin, ca la Intocmirea tipului ideal de plantd nu trebuie de ignorat nici parametrii
fiziologici. Acest model prevede ca biomasa uscata sa constituie 12 t/ha, dintre care tulpinile - 4
t/ha, frunzele - 2 t/ha, radacinile - 1 t/ha, iar semintele si calatidiile - 5 t/ha. Durata perioadei de
vegetatie si fie, preferabil, de pani la 90 zile, indicele suprafetei foliare si atingd 3m? pe m? pani
la faza de butonizare, iar la inflorire sa fie mai mare. Ca rezultat al suprafetei foliare sporite si,
respectiv, a fotosintezei active, sinteza uleiului trebuie sa fie maximala de la inflorire pana la
maturarea fiziologica.

Dinamica sintezei proteinelor depinde de cantitatea de azot anterior acumulata in tulpina si
in frunze. Perioada de umplere a semintelor este necesar sa fie suficient de lungd, iar sistemul
radicular bine dezvoltat pentru a absoarbe apa si elementele minerale din sol.

N. Tavolzanski [57] a dezvoltat modelul ideal al hibridului timpuriu pentru zona de Sud-
Vest a Rusiei, care trebuie sd asigure o recoltd de seminte de 4 t/ha si 2 t/ha de ulei, durata
perioadei de vegetatie sa fie de 81-84 zile, indltimea plantei de 130-150cm, cu 27-28 frunze pe
tulpina. Tulpina trebuie sa fie erectd, elastica cu grosimea de 2,0-2,5 cm sd ofere rezistentad la
cadere si frangere. Suprafata foliara optima a semanaturilor de floarea-soarelui sa fie de 3,5-4,0
ha, ce corespunde densitdtii de 50mii pl/ha. Frunzele trebuie sd aiba dimensiuni medii, pot fi
gofrate. Ultimele 5 frunze sa fie mici, pe cand, frunzele nivelului 6-8 de la capitul sa fie mai mari
si functionale pana la maturitatea fiziologica a semintelor. Unghiul de fixare a capitulului pe
tulpina de la 45 pana la 90 grade la inaltimea de 10-15 cm. de asupra nivelului de sus a frunzelor.
Capitolul sa fie solitar, plan, cu grosimea de 2,0-2,5 cm. si diametrul de 20cm., rezistent la

deteriorarile mecanice. Numarul de seminte pline a unui calatidiu sd nu fie mai mic de 1200
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seminte si greutatea lor nu mai mica de 80g, masa a 1000 boabe - intre 70-80g, masa hectolitrica
400-500g/1, procentul de coji sa fie de 22-23%, continutul de ulei — 48-50%.

Modelul hibridului ideal pentru Republica Moldova trebuie sa aiba durata perioadei de
vegetatie de 90, 105 sau 120 zile, nivelul de productie sa constituie 3,5-4,2 t/ha, iar continutul de
ulei de 50-52%. Tulpina trebuie sa fie de inaltime optima, subtire, densa si elastica, suprafata
foliara sa fie rationald, calatidiul sa fie subtire din tesut tare, de dimensiuni mijlocii, rezistent la
traumele mecanice, sa posede rezistentd la atacul cu molia florii-soarelui, lupoaie, rugina,
perenosporoza, putregaiul alb si cenusiu, fomoza si fomopsis [2, 6, 29, 49].

J. Joksimovi¢ si colab. [147] subliniaza ca indlimea plantei, marimea, forma si pozitia
calatidiului pe tulpina joacd un rol important in definirea arhitecturii optime a hibrizilor de floarea-
soarelui. La fel, D. Pankovic si colab. [183] atentioneaza, ca lungimea petiolului schimba arhitectura
plantelor de floarea-soarelui existente, iar suprafata foliara totalda depinde de pozitia, gofrarea frunzei
si de dezvoltarea plantelor. Deci, crearea hibrizilor cu arhitecturd modificatd a plantei, constituie o
directiec moderna pentru imbunatagirea modelului hibridului de floarea-soarelui. Acestui tip
corespund plantele cu unghi mic de atasare a frunzelor pe tulpina, cu petiolul frunzei mai scurt,
distantd mica intre tulpind si frunza [37, 40, 58]. Plantele cu tip erectoidal al frunzelor putin se
umbresc reciproc in camp si datorita acestui fapt putem mari densitatea plantelor la hectar, ce duce la
cresterea recoltei de seminte de floarea-soarelui si a continutului de ulei.

Trebuie de remarcat faptul, ca cerintele actuale ale industriei de procesare catre hibrizii pentru
cofetarie si consum sunt diferite de cele inaintate fata de hibrizii pentru ulei. Principalele obiective
pentru semintele de floarea-soarelui pentru consum sau procesare in industria alimentard constau in
cresterea randamentului de seminte, continut mai mare de proteine, indicele de productie, rezistentd
la bolile dominante, maturare mai devreme [224]. Pe langa productivitate si rezistenta la boli,
importanta are confinutul scazut de coji, decojirea usoara, pastrarea de lunga durata, continutul ridicat
de proteine, uniformitatea, forma si culoarea semintelor. Este cunoscut faptul, ca culoarea favorita a
semintelor hibrizilor de cofetarie din Turcia este albd cu dungi gri, iar consumatorii din tarile
Balcanice, precum Serbia, Bulgaria, Republica Moldova si Roméania prefera semintele de culoare
neagra [213].

Ameliorarea la floarea—soarelui pentru cofetarie si consum este indreptata spre cresterea masei
a 1000 de boabe, a continutului de proteina de calitate in seminfe, concomitent cu reducerea
continutului de ulei si a procentului de coaja [25, 42, 47, 127]. Dupa N. Hladni si colab. [129] hibrizii
de florea-soarelui pentru cofetarie se disting prin continut de proteine de calitate >25%, masa a 1000
de boabe >100g, masa hectolitrica mare, continut de ulei in miez mai mic de 40 %, randament sporit

de miez, seminte uniforme dupd dimensiune si culoare, toleranta la bolile dominante. Y. Kaya si
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colab. [150] considera, ca continutul ideal de ulei in semintele hibrizilor pentru cofetarie trebuie sa

fie mai mic de 30%.

1.2. Resurse genetice de floarea—soarelui

Procesul de ameliorare, in mare masurd, se datoreaza valorii si abundentei resurselor
genetice [53], ansamblului genelor valoroase a caror acumulare se urmareste in genotipurile noi
create. Cu cat fondul genetic este mai variat §i mai bogat, cu atat sunt mai mari sansele de a crea
cultivare cu caractere agronomice valoroase, ce corespund cerintelor pietei [45, 215]. Resursele
genetice cuprind toate genotipurile care pot fi folosite ca material initial pentru crearea de linii
consangvinizate de floarea-soarelui sau ca forme donatoare de gene pentru ameliorare. Aceste
resurse sunt grupate in cultivare vechi, soiuri, linii consangvinizate si hibrizi, specii salbatice de
floarea-soarelui, hibrizi interspecifici, mutanti naturali sau indusi si populatii-sursa sau sintetice.

Cultivare vechi cu continut scizut de ulei. Acest grup de surse de germoplasma il
constituie soiurile vechi, bazate pe provenientele locale, create prin selectie populard in masa la
care samanta are coaja groasa. Astfel, de soiuri ca, Saratovskii 169, Kruglik A-41, Zelenka 76,
Fuksinca, obtinute in Rusia, au fost selectionate in directia producerii de plante neramificate, cu
un singur calatidiu si cu seminte de dimensiuni mari. Aceste soiuri erau si rezistente la seceta,
variind in ceea ce priveste perioada de vegetatie, de la timpurii §i semitimpurii, la tardive si
semitardive. Selectia locala pentru rezistenta la lupoaie (Orobanche cumana Wallr.) a jucat un
rol important la Inceputul ameliordrii acestei specii. Soiuri create in trecut, in Rusia si apoi in
Uniunea Sovietica au fost cultivate si in alte tari sau au fost folosite pentru crearea unor populatii
locale, adaptate conditiilor din tarile respective (tari din Europa), dar si in Canada, Argentina,
SUA.

Soiuri cu continut ridicat de ulei. Soiurile moderne cu polenizare liberd prezintd grupa de
resurse genetice cu continut ridicat de ulei. Acestea constituie cea mai valoroasd sursd de
germoplasma pentru ameliorare, crearea hibrizilor la floarea-soarelui, in special, pentru crearea
de linii B, cu ajutorul carora se face multiplicarea si mentinerea liniilor analoage, androsterile, A.
Aceste soiuri sunt cele de tip VNIIMK, ca VNIIMK 6540, VNIIMK 8931, VNIIMK 8883,
Armavirskii 3497, Armaviret, Smena, Peredovik, Sputnik, Saliut, Luci, care au fost obtinute de
V.S. Pustovoit la Institutul Unional de Cercetari pentru Plante Oleaginoase, din Krasnodar,
U.R.S.S. [52]. Printre soiurile cu continut ridicat de ulei in seminte se enumera si soiurile
Zelenka 365, Maiak, Donskoi 5, VVoronejskii 143, Voronejskii 202, Volgar etc., la fel create la

statiunile experimentale sovietice.
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in Romania, utilizandu-se germoplasma de tip VNIIMK si metode de ameliorare folosite
de Pustovoit [23], au fost create soiurile Record si Orizont. P. Alvarez si colab. [64] studiind 20
de soiuri — populatii de diferita origine geografica, din Banca de germoplasma de la Pergamino,
Argentina, au determinat existenta unei vaste variabilitati genetice in cadrul acestora. S-a
constatat, ca grupul format din genotipurile rusesti prezintd cel mai mare interes pentru
ameliorare, datoritd valorilor sporite ale productiei de seminte si al continutului ridicat de ulei.
La fel, M. Arango si colab. [68] au studiat 57 cultivare provenite din Rusia, Europa de Est,
Franta si America de Sud (populatii, soiuri, linii) pastrate si ele in Banca de gene din Pergamino,
Argentina. In urma studiului, cea mai mare variabilitate a procentului de coji si de miez din
seminte, a continutului de ulei si a masei hectolitrice s-a stabilit la grupul provenit din Europa de
Est, iar a greutdtii a 1000 boabe — la grupul din America de Sud. Marinkovic si colab. [161] au
studiat 78 populatii de floarea-soarelui provenite de la Universitatea din Ames, lowa, SUA si de
la VIR, Sankt Petersburg, Rusia. Din punct de vedere al diversitatii genetice, populatiile studiate
au fost grupate in 5 grupuri.

Mai recent, pentru diversificarea germoplasmei, sunt utilizate soiurile de floarea-soarelui
cu o variabilitate geneticd diferitd, ca Kazacii, Azovckii, Donskoi krupnoplodnii ale statiunii
experimentale de pe Don; Master, Buzuluk, Albatros, Kruiz, Oresek, Lakomka, Flagman,
Rodnik, Sur - VNIIMK, Krasnodar; Krepis si Foton — ale statiunii experimentale din Armavir:
Stepnoi, Skorospelii 87, Saratovskii 85, Saratovskii 82, Saratovskii 20 - ale Institutului de Sud -
Est din Saratov [33].

Hibrizi si linii consangvinizate. Hibrizii de floarea-soarelui constituie o sursa accesibild
de creare a liniilor consangvinizate restauratoare a fertilitatii polenului, la care genele Rf sunt
incorporate in germoplasma de tip petiolaris, rezistente la factorii biotici si abiotici. Valoarea de
ameliorare a hibrizilor se datoreaza diversitatii genetice a acestora.

M. Mihaljcevic [167] a studiat 154 hibrizi de floarea-soarelui obtinuti de diferite institute
de cercetare si companii internationale de seminte. Acesti hibrizi, au fost evaluati cu referire la
talia plantei, diametrul calatidiului, numarul de frunze si suma temperaturilor efective pana la
formarea butonului floral, inflorire si maturitate. Potrivit rezultatelor testarii, hibrizii studiati au
fost incadrati doar in doua grupe.

W. Lawson si colab. [156] au estimat diversitatea genetica a mai multor genotipuri de
floarea-soarelui cultivate in Australia, folosind analiza RAPD (Random Amplified Polymorphic
DNA). Rezultatele obtinute au specificat, ca baza genetica la floarea-soarelui cultivata este foarte
variatd. Multiple linii consangvinizate care Intrunesc caractere agronomice importante au fost

obtinute in numeroase centre publice de ameliorare din Europa, America de Nord si America de
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Sud si apoi distribuite ca surse de gene. J. Miller si T. Gulya [171] au Inregistrat liniile HA 335,
HA 336, HA 337, HA 338, HA 339 si HA 340, rezistente la rasele 2, 3 si 4 de mana
(Plasmopara halstedii). La Fargo, USDA-ARS, SUA au fost obtinute 6 linii restauratoare si 4
linii mentinatoare cu rezistenta la diferiti agenti patogeni [170], iar J. Hanfel si T. Gulya [124] au
creat doua linii de floarea-soarelui pentru ulei, rezistente la atacul pasarilor.

Speciile silbatice si germoplasma interspecifici. Variabilitatea genetica la floarea-
soarelui poate fi sporita prin utilizarea speciilor salbatice ale genului si a hibridarilor
interspecifice [128]. Speciile salbatice reprezintd un grup de resurse genetice cu o mare valoare
potentiald in ameliorare [23, 237]. Numeroase lucrari de specialitate ne demonstreaza, ca speciile
salbatice ale genului Helianthus prezinta sursa genetici de bazd in ce priveste caracterele
morfologice si agronomice, a rezistentei la boli si daunatori, a tolerantei la seceta, a calitatii
uleiului, a sterilitatii citoplasmatice si restaurare a fertilitatii [30, 97, 142, 179, 180, 211].

Se considera ca speciile salbatice ale genului Helianthus reprezinta o sursa continud de
insusiri agronomice dorite. Acest grup de germoplasmad mai include si numeroase populatii
hibride interspecifice, naturale sau artificiale si linii consangvinizate derivate din acestea.
Speciile silbatice au intrat in practica curenta a ameliorarii la floarea-soarelui, prin furnizarea
primei surse de androsterilitate citoplasmatica, rezultatd din incrucisarea speciei salbatice
Helianthus petiolaris cu specia cultivata H. annuus. Mai tarziu, au fost descoperite si alte surse
de androsterilitate citoplasmatica, la alte specii salbatice [85, 88]. La fel, in speciile salbatice de
floarea-soarelui si in sursele genetice derivate din acestea au fost identificate gene (Rf) de
restaurare a fertilitatii [151, 219].

Este cunoscut faptul ca speciile sdlbatice de floarea-soarelui prezinta inclusiv surse
importante de gene pentru rezistenta la boli. Astfel, rezistenta la multiple boli a fost gasita la
urmatoarele specii salbatice anuale: H. niveus, H. neglectus, H. habilis, H. praecox, H. petiolaris,
H. argophyllus [237]. Surse furnizoare de gene de rezistenta la rugina (Puccinia helianthi) sunt
speciile H.annuus, H. petiolaris, H. argophyllus [239, 252], iar la mana (Plasmopara halstedii),
speciile salbatice H. tuberosus, H. annuus, H. maximiliani, H. nuttallii etc. [235].

Rezistenta la ofilirea verticiliana (Verticilium dahliae) este larg raspanditd in cadrul
speciilor salbatice de Heliantus, aceasta fiind, in primul rand, talia plantei in: H. tomentosus,
H.grosserratus, H. divaricatus, H. occidentalis, H. pauciflorus, H. tuberosus, dar si alte caractere
cantitative. Mai putin intdlnitd in cadrul speciilor sdlbatice este rezistenta la patarea frunzelor,
produsa de Alternaria helianthi, or Morris si colab. [173], testaind mai multe specii salbatice
perene, au depistat trei din acestea ca fiind moderat rezistente la patogen, si anume: H. hirsutus,

H. pauciflorus si H. tuberosus. Sujatha si colab. [230] si Korell si colab [153] au mentionat ca
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specia salbatica diploidd H. divaricatus este o sursa importanta de rezistenta la Alternaria
helianthi, Diaporthe helianthi si Plasmopara helianthi. Un spectru larg de gene de rezistenta la
patogenul Sclerotinia sclerotiorum a fost detectat in speciile salbatice de floarea-soarelui [211,
216]. In urma testarilor efectuate de mai multi cercetitori s-a constatat insi ca doar cateva specii
salbatice ale genului Helianthus prezinta grad moderat de rezistenta, ca: H. nuttalli, H. mollis, H.
resinosus, H. maximiliani, H. salicifolius, H. divaricatus [81, 216, 223].

Pentru patogenul Phomopsis helianthi, cateva specii salbatice anuale - H. annuus, H.
argophyllus, H. debilis si perene - H. resinosus, H. salicifolius si H. tuberosus, pot constitui
posibile surse de rezistenta: H. annuus, H. argophyllus, H. debilis [105, 218, 237].

De asemenea la speciile sdlbatice au fost identificate si gene de rezistenta la parazitul
lupoaia (Orobanche cumana Wallr.) [66, 210]. Astfel, primele surse de rezistenta au fost create
prin incrucisarea speciei H. tuberosus cu specia cultivata de Heliantus annuus [52].

Speciile silbatice poseda variabilitate considerabila in privina calitatii semintelor si a
multor caracteristici agronomice si economice. De mentionat insa cd desi, poseda o variabilitate
ridicata a continutului de ulei, la speciile salbatice acesta este mai scazut decat la floarea-soarelui
cultivata. Continut sporit de acid linoleic s-a depistat la speciile H. porteri, H. debilis si H. exilis.
Concentratii mai mari in acid oleic le-au inregistrat speciile: H. argophyllus, H. atrorubens, H.
hirsutus. Unele specii salbatice (H. paradoxus, H. argophyllus) sunt foarte tolerante la salinitate
[82, 211].

Doua specii salbatice, H. argophyllus si H. niveus s-au evidentiat prin rezistenta la seceta
[209, 211, 217]. Recent, cercetarile privind combaterea buruenilor din cultura de floarea-soarelui
au demonstrat cd speciile salbatice ale genului Helianthus prezinta gene de rezistenta la
ierbicidele care contin sulfoniluree si imidazolin [145]. Astfel, B. Olson [178] si colaboratorii au
constatat rezistentd la sulfoniluree la 57% din populatiile speciilor salbatice H. annuus si H.
petiolaris colectate in SUA si Canada.

Numeroase surse de germoplasma, ce au contribuit la diversificarea surselor genetice de
floarea-soarelui, au fost obtinute prin hibridare interspecifica. Includerea speciilor salbatice in
programele de ameliorare constituie un proces complex si de duratad. Deosebiri in privinta
numdrului de cromozomi, distanta geneticd, incompatibilitatea, au determinat dificultai in
hibridarea intre diferite specii de Helianthus, aceste obstacole fiind depasite, ulterior, prin
utilizarea tehnicilor moleculare.

Mutageneza indusd constituie o tehnologie complementara de ameliorare, tot mai

frecvent folosita pentru diversificarea surselor genetice [23]. Multi savanti au folosit mutageneza
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indusd in ameliorare la floarea-soarelui [86, 95, 148] obtindnd mutanti cu caracteristici
agronomice modificate.

Populatii sintetice. Populatiile sintetice de floarea-soarelui prezintd o concentratie de gene
obtinutd in urma iIncrucisarii a mai multor linii cu capacitate combinativd sporitd si insusiri
agronomice, morfologice si biochimice valoroase, urmata de selectia recurenta.

Astfel de populatii, in dependenta de programele de ameliorare, sunt create pentru sporirea
productivitatii, rezistentei la boli si factorii de stres, imbunatatirea calitatii uleiului. Unele
populatii sunt create pentru ameliorarea unor caractere speciale, cum ar fi: autofertilitatea,
ramificarea recesiva, talia joasa a plantelor, precocitate sau pentru alte obiective. Pentru sporirea
productiei de seminte a hibrizilor, este necesar sd se amelioreze valoarea combinativa a liniilor
parentale. De aceea, sunt necesare populatii de ameliorare diferite pentru liniile materne si
paterne. Miller si Fick [169] si Miller si Roath [172] au creat populatii, atdit mentinatoare (B) cat
si restauratoare (R), utilizdnd ameliorarea in cadrul populatiei si intre populatii. Jonson si Lay
[144] au efectuat selectia in masa pentru majorarea continutului de ulei, in cadrul populatiei
restauratoare SDHAR 1, confirmand eficacitatea acestei metode, numai pentru primele cicluri de
selectie. Shabana, Tn anul 1990 [212], a obtinut o populatie sintetica prin utilizarea germoplasmei
locale din Egipt si a unor soiuri straine, pentru a combina continutul ridicat de ulei, talia joasa a
plantelor si precocitatea germoplasmei straine cu potentialul sporit de productie si adaptabilitatea
germoplasmei locale.

Dupa primul ciclu de selectie recurenta in cadrul unei populatii sintetice Obydalo [46, 47]
a obtinut populatia sinteticd imbunatafitd. Acesta depasea populatia initiald, in ce priveste
numarul si recolta de seminte, avea masa mai mica a 1000 boabe, iar continutul uleiului in
seminte era la acelasi nivel.

Volgin si colab. [26, 27], aplicand selectia recurentd dupa fenotip a obtinut populatii
sintetice, care la randul lor depaseau populatiile initiale dupd productivitate, numarul de seminte,

dar, insusirile pozitive obtinute erau insotite de micsorarea greutdtii semintelor.

1.3. Metode de ameliorare la floarea-soarelui hibrida

La etapa actuala, conform cerintelor si necesitatilor pietii si a conditiilor pedo-climatice,
agrotehnice, cat si finand cont de aparitia raselor tot mai virulente a patogenilor, care paraziteaza
floarea-soarelui se cer a fi indeplinite actiuni de valorificare si obtinere a diversitatii genetice in
cadrul germoplasmei pentru obtinerea de hibrizi comerciali competitivi [25]. In acest sens,
pentru imbogatirea diversitatii germoplasmei, se utilizeazd metode clasice, precum si tehnici

moderne. Metodele de ameliorare, care se utilizeaza cel mai frecvent in ameliorare la floarea-
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soarelui sunt selectia, hibridarea intraspecifica si interspecifica, mutageneza indusa, poliploidia,
consangvinizarea, androsterilitatea citoplasmaticd, ameliorarea la heterozis, cultura in vitro si
metodele de inginerie genetica.

Selectia recurenta. Ca metoda de ameliorare, selectia recurenta a inceput a fi utilizata la
porumb 1n anii 40 ai secolului trecut [228]. Selectia recurentd constd din mai multe cicluri de
selectari si Incrucisari In scopul cresterii concentratiei de gene sau a combinatiilor de gene
favorabile in materialul de ameliorare. In functie de procedeele de selectie si actiunea genelor,
aceasta poate fi fenotipica, genotipica si reciproca.

Selectia recurenta este utilizatd si in ameliorarea genotipurilor hibride de florii-soarelui.
Aplicarea acestei metode are ca scop crearea de noi surse genetice pentru rezolvarea diferitor
obiective ale procesului de ameliorare. Un ciclu de selectie recurenta pentru productia ridicata,
cu evaluarea descendentelor, poate spori productia de seminte cu 6% In raport cu cultivarul
original. Metoda selectiei recurente, propusa de G. Pustovoit, fara implicarea consangvinizarii a
condus la Tmbunatatirea substantiala, atat a productiei de seminte, cat si a continutului de ulei in
seminte. Selectia recurentd a mai fost folositd si pentru ameliorarea altor caractere la floarea-
ramificatiei tulpinii etc. G. Pustovoit si S. Borodin, folosind hibrizii interspecifici H. tuberosus x
H. annuus si selectia recurenta, au creat o populatie rezistenta la Macrophomina phaseoli [25,
52]. J. Hoes si colaboratorii [132], aplicand selectia recurentd au confirmat posibilitatea maririi
gradului de rezistentd la Sclerotinia sclerotiorum, iar G. Pustovoit si V. Hatneanskii [51] au
mentionat importanta selectiei recurente pentru obtinerea materialului initial rezistent la lupoaie.

Selectia in masa. Selectia in masa la floarea-soarelui se realizeaza in scopul mentinerii
puritatii cultivarurilor existente. Selectia in masa se foloseste pe larg la producerea semintelor, ca
o metodd de mentinere a caracterelor morfologice si insusirilor economico-biologice a
materialului folosit.

Selectia individuala. Esenta selectiei individuale consta in alegerea, selectarea unor plante
corespunzatoare, descendentii carora sunt inmultiti separat.

Hibridarea intraspecifici. In cadrul speciei H. annuus, hibridarea intraspecifica, in
prezent, este utilizata pe larg pentru crearea materialului initial de ameliorare valoros. Prin
aceastd metoda intr-un singur organism nou se intrunesc insusirile si caracterele a doua sau mai
multe genotipuri din aceeasi specie.

Obtinerea materialului de selectie prin hibridarii intraspecifice este utilizatd pe larg,

.....

productive, rezistente la complexul de boli si daunatori de diferitd grupa de maturitate, create
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pana in prezent, sunt surse a multor caractere agronomice. Hibridarile intre aceste cultivaruri
asigurd posibilitatea obtinerii combinatiilor noi ce intrunesc in sine caractere agronomice
valoroase. Utilizarea acestor surse in programa de ameliorare la floarea-soarelui ne permite
obtinerea hibrizilor competitivi cu potential inalt de producere. Prin metoda hibridarii
intraspecifice se formeaza un material initial nou si se mareste diversitatea acestuia, necesara
pentru crearea hibrizilor de floarea-soarelui. Hibrizii diferitelor variantede combinare, de cele
mai multe ori, are o vitalitate mai inaltd decat formele parentale din care sunt creati [23].

Hibridarea interspecifici. Metoda prevede hibridari intre diferite specii ale genului.
Descoperirea genelor de interes la speciile salbatice ale genului Helianthus si incorporarea
acestora 1n genotipurile de floarea-soarelui cultivatd detine un loc special in ameliorarea la
floarea-soarelui [224]. Hibridarea interspecifica constituic o tehnicd complementard 1in
ameliorare, care poate fi folositd cu succes pentru crearea de surse noi de variabilitate genetica
[19]. Cu toate dificultatile care pot aparea datoritd diferentelor in privinta garniturii de
considerata a fi o cale accesibild de incorporare a germoplasmei salbatice in floarea-soarelui de
culturd, in special pentru ameliorarea rezistentei la factorii abiotici de stres (arsita si secetd), a
calitatii uleiului si proteinelor, a rezistentei la boli, pentru identificarea a noi surse de
androsterilitate citoplasmatica si restaurare a fertilitatii polenului si chiar pentru selectia unor
caractere morfologice si fiziologice utile din punct de vedere agronomic [19, 72, 73, 116, 138,
181, 207].

In baza hibridarii intre floarea-soarelui cultivata si formele silbatice anuale au fost obtinute
surse de sterilitate citoplasmatica [84, 87] si create linii rezistente la boli [30, 72, 142, 170].

Formele de floarea-soarelui cu continut sporit de ulei in seminte s-au obtinut prin
incrucisarea diferitor specii salbatice de Heliantus cu floarea-soarelui cultivata [86, 135, 136].

Contributie semnificativd in ameliorare la floarea-soarelui prin metoda hibridarii
interspecifice au prezentat lucrdrile efectuate de catre Galina Pustovoit la VNIIMK din
Krasnodar. G. Pustovoit, pentru prima data, a obtinut hibrizi interspecifici intre floarea-soarelui
cultivata si H. tuberosus, H. tomentosus, H. subcanescens, H. scaberimus, H. mollis [52].
Hibrizii interspecifici creati erau anuali, autofertili, diploizi, cu caracteristica fenotipica
intermediara, dar manifestau rezistenta la patogeni, mostenita de la speciile salbatice.

In Europa, interesul pentru folosirea hibridarilor interspecifice in ameliorarea la floarea-
soarelui a fost relansat prin descoperirea androsterilitatii citoplasmatice in descendentele
backross ale hibridului H. petiolaris x H. annuus. In Romania, au fost obtinute descendente

interspecifice H. agrophyllus x H. annuus utilizate in ameliorarea rezistentei la seceta [18]. Pana
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in prezent, in diferite tari, prin hibridarea surselor genetice, soiurilor cultivate cu speciile
salbatice multi anuale s-a obtinut un material initial de ameliorare a rezistentei la Sclerotinia
[205], la Alternaria [231] si la seceta [209].

Hibridarea interspecifica a fost aplicata pentru sporirea rezistentei la lupoaie. Acest proces
implica descoperirea genelor de interes (Or) in speciile salbatice ale genului Helianthus, apoi
incorporarea lor in genotipurile de floarea-soarelui cultivata. H. deserticola este o specie
sdlbatica anuald adaptata la conditiile de crestere in desert si este rezistenta la secetd, paralel
poseda gene de rezistenta si la lupoaie [128].

Mutageneza indusa. Mutageneza experimentala, prin aplicarea mutagenilor chimici sau
utilizarea acestei metode, in ultimii ani, au fost create cultivaruri valoroase si material initial de
ameliorare nou aproape la toate culturile agricole [41]. In general, floarea-soarelui a beneficiat
mai putin de aportul mutatiilor induse pentru diversificarea surselor de germoplasma. Totusi, o
realizare deosebita, care s-a soldat cu obtinerea unui nou tip de ulei de floarea-soarelui, a fost
obtinutd in Rusia, la Krasnodar, de cétre Soldatov, prin mutageneza chimica. Prin tratarea
semintelor din soiul VNIIMK 8931 cu o solutie de dimetilsulfat in concentratie de 5%, a fost
identificatd Tn M3 o planta cu continut ridicat de acid oleic. Prin selectari ulterioare, continutul de
acid oleic a crescut in unele genotipuri pana la 80-90%. in baza acestui material, Soldatov a creat
soiul Pervenet, cu ulei foarte bogat in acid oleic. Prin autofecundare in cadrul soiului Pervenet,
au fost obtinute mai multe surse de gene, pentru acest caracter in diferite centre de cercetare din
lume. Jan [141] a inregistrat 4 linii cu androsterilitate nucleara, toate derivand din semintele
lintei HA 89 tratata cu mitomicina C. Aceste linii mutante, furnizeaza marcheri genetici,
faciliteaza hibridarea, elimind demasculinizarea. Jambhulkar si Joshua [140] au mentionat, ca
razele gamma in doza de 200 Gy, prezintd un mijloc foarte eficient de obtinere a mutatiilor
morfologice si clorofiliene a acestei culturi. La fel, in urma tratarii liniei de floarea-soarelui 3629
cu solutie de nitrometil uree, Usatov si colab. [242] au obtinut un sir de mutatii la nivel de
clorofila.

Prin aplicarea mutagenilor chimici si fizici s-a incercat de a induce rezistenta la patogenul
Alternaria. Astfel, in generatia M3 capatata in urma tratarii semintelor de floarea-soarelui cu etil-
metil-sulfonat s-au evidentiat 300 plante ce nu au fost atacate de acest patogen [177]. Prin
tratarea semintelor soiului Peredovik cu solutie de etil-metil-sulfonat B. Perez-Vich si colab.
[188] au obtinut genotipuri noi de floarea-soarelui cu continut sporit de acid palmitic.
E.Nehnevajova si colab. [175], prin utilizarea agentilor mutageni de naturd chimica, au capatat

forme noi la care nivelul de absorbtie al metalelor grele este de 3-5 ori mai mare decat la formele
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obignuite. Prin urmare, utilizarea acestor mutatii, pot servi la remedierea solurilor poluate.
Inducerea formelor de floarea-soarelui cu caractere morfologice si biochimice noi, rezistente la
diferifi patogeni, este posibild prin supunerea germenilor acesteia actiunii ultrasunetului sau
radiatiei gamma [108]. V. Encheva si colab. [109], prin supunerea embrionilor imaturi actiunii
ultrasunetului au creat linii de floarea-soarelui rezistente la lupoaie. Aceste lucrari confirma
faptul, cd metoda mutagenezei induse prezintd o sursa eficientd de sporire a variabilitatii genetice
a florii-soarelui.

Consangvinizarea prezinta polenizarea autogama fortata a plantelor alogame sau
inbreeding-ul, sau incrucisarea intre indivizi inruditi la animale si om. Efectul major al
consangvinizdrii constd in obtinerea de genotipuri noi, homozigote, ca urmare a segregarii
populatiei initiale in genotipurile componente. In rezultatul segregarii apar genotipuri noi, unele
din acestea foarte valoroase [4, 15, 16,], care pana atunci, fiind recesive, nu se manifestau.
Astfel, consangvinizarea reprezintd o sursa importanta de variabilitate genetica. Descendentele
unei plante alogame, reprodusa prin autofecundare fortata timp de mai multe generatii succesive
poartd denumirea de linie consangvinizata. Lucrarile de ameliorare la floarea-soarelui prin
consangvinizare a fost initiatd in Rusia, in anul 1919, la Statiunea Experimentald din Saratov
[50]. La aceste lucrari au contribuit, apoi, Morozov si colab. [44]. In perioada anilor 1921-1928
metoda consangvinizarii a fost utilizatd la Statiunea Experimentald Voronej, iar intre anii 1925-
1937 la Kruglik, Krasnodar si apoi la VNIIMK [61].

Pe parcursul lucrarilor de creare si evaluare a liniilor consangvinizate au apdrut si au fost
identificate diferite forme cu androsterilitate nucleara care au stimulat interesul pentru crearea
hibrizilor comerciali [23]. In general, cu cat este mai redus numarul de gene ce participd la
formarea caracterelor cu atat depresiunea de consangvinizare va fi mai micd, deci cu atat mai
mare va fi eficacitatea selectiei directe a liniilor consangvinizate in privinta acestor caractere. In
toate generatiile de consangvinizare se efectueaza selectia pentru principalele caractere si
insusiri, eliminand diferite anomalii recesive puse in evidentd de consangvinizare, in special in
primele generatii, precum si plantele cu caractere agronomice necorespunzdtoare. Actualmente,
se realizeaza crearea, evaluarea, precum si selectarea liniilor consangvinizate cu continut sporit
de ulei, cu capitul mare, cu seminte compacte si greutate mare, cu zona centrala fertild, cat si
pentru rezistenta la boli si factorii abiotici de stres, la erbicide.

Fenomenul heterozis. Una din cele mai promitatoare modalitati de sporire a
productivitatii si adaptabilitatii culturilor constd in utilizarea fenomenului heterozis. Dupa
academicianul A.A. Jucenko [34], descoperirea efectului heterozis este cea mai importanta

realizare practica a geneticii veacului XX. Heterozisul se exprima prin cresterea considerabild a
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vitalitatii, vigurozitatii, adaptabilitatii si productivitatii la hibrizii din generatia F1 si se utilizeaza
cu succes la multe specii de plante, cum ar fi porumbul, sorgul, sfecla de zahar, tomate,
castraveti, secara si floarea-soarelui. Deci, prin heterozis se intelege superioritatea hibrizilor din
prima generatie Tn privinfa uneia sau mai multor caracteristici in comparatie cu parintii
homozigoti [26, 27, 39].

Efectul heterozis maxim sau vigoarea hibrida se manifestd numai in F1 si nu se transmite in
descendenta. Alaturat acestui heterozis labil, unele studii pun in evidentd si heterozisul
transmisibil, care se fixeaza in sistemele genetice al organismului si prezintd o importanta
deosebita in evolutie. Astfel, la planta aromatica Salvia sclarea L. s-au creat hibrizi care isi
pastreaza in F2-Fn heterozisul 1n raport cu ambele forme parentale, constatindu-se cd din forma
instabila acesta a devenit transmisibil, fixat, constant, fiind manifestat in generatiile urmatoare
[13, 14].

Descoperirea sursei de androsterilitate citoplasmatica [157] si de restaurare a fertilitatii
[151] a creat toate conditiile necesare pentru obtinerea hibrizilor de floarea-soarelui. Studii
sistematice si ample in privinta obtinerii heterozisului la floarea-soarelui prin incrucisarea liniilor
consangvinizate, realizate de lagodkin (1937) au relevat unele combinatii hibride care au depasit
linia materna dupa productia de seminte aproape de opt ori. In experientele sale V. C. Morozov
[44] a obtinut hibrizi de floarea-soarelui, cu productivitate mai ridicatd decat soiul standard
Saratovskii 169 cu 17-22%, iar dupa randament (capacitatea de realizare a productiei de ulei pe
unitatea de suprafatd), cu 28-41%. Continut de ulei in seminte este mostenit, de obicei, de la
parintele care are un continut de ulei Tn seminte mai ridicat.

Manifestarea heterozisului pentru insusirile agronomice valoroase prezintd o premisa
importanta pentru obtinerea hibrizilor inalt productivi [224, p. 16]. Heterozisul la floarea-
soarelui a fost reliefat de numerosi autori care au comunicat exprimarea intensa a heterozisului la
caracterele: productia de seminte, continutul de ulei in seminte, inaltimea plantelor, diametrul
calatidiului, numarul de seminte in capitul, marimea si greutatea acestora [26, 39, 131]. Totodata,
heterozisul nu apare in toate combinatiile hibride. Efectele heterotice sunt diferite pentru diferite

caractere [131].

1.4. Selectia asistata de marcheri moleculari

Cerintele pietii actuale de seminte impune crearea hibrizilor de floarea-soarelui inalt
productivi, cu continut sporit de ulei de calitate superioara, rezistenti la factorii biotici si abiotici.
Procesul de creare insa, studierea si introducerea pe piatd a unui hibrid este anevoioasa si de

lunga durata. Utilizarea metodelor clasice de ameliorare nu sunt suficiente pentru micsorarea
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acestei perioade. Din aceste considerente este utila combinarea metodelor clasice de ameliorare
cu selectia asistatd de marcherii moleculari. Deci, utilizarea marcherilor moleculari permit
reducerea semnificativa a procesului de ameliorare [43, 54, 56, 59]. Totodata, cu introducerea
marcherilor moleculari in cercetarile biologice, au aparut noi oportunitati in studierea diversitatii
genetice, estimarea distantelor genetice [31, 103]. Actualmente, studiile de genetica moleculara
in ameliorare la floarea-soarelui sunt indreptate spre identificarea marcherilor moleculari (RAPD
si SSR) asociati cu diferite gene de interes: rezistenta la lupoaie, rezistenta la mana si pentru
insusirea de ramificare a tulpinii [91, 139].

Tehnicile de analiza moleculard cu un nivel inalt de rezolutie faciliteaza elaborarea unor
marcheri de perspectivd pentru a identifica eficient amprenta genetica a plantelor de cultura,
oferind sigurantd si calitate in realizarea procedurilor de certificare a soiurilor si liniilor noi,
precum si selectia in masa a caracterelor importante economic in stadiile de ameliorare timpurii.

Utilizarea marcherilor moleculari in genotipare. Unul din obiectivele importante pentru
amelioratori, constd in Tmbunatatirea soiurilor existente prin incrucisarea acestora cu linii ce
poseda caracterele agronomice dorite. Procedurile traditionale de ameliorare sunt destul de
laborioase determinate de efectuarea mai multor incrucisdri §i generatii urmate de selectia
minutioasd a fenotipului solicitat. Aceste eforturi deseori sunt periclitate de faptul ca locii de
interes sunt strans lincati cu cei pentru caracterele nedorite. Aceste impedimente ar putea fi
inlaturate prin aplicarea ingineriei genice, dar si in acest caz existd unele limitdri, cum ar fi:
numadrul insuficient de gene clonate, lipsa protocoalelor de transformare standardizate pentru
majoritatea plantelor de culturda. Mai mult ca atat, caracterele poligenice sunt greu manipulate
prin acest tip de tehnici. Evoluarea performantei tehnice de marcare moleculara bazatd pe
diversitatea genetica (polimorfism), accesibilitatea markerilor ADN in elaborarea unor strategii
de ameliorare pun la dispozitia geneticienilor si amelioratorilor instrumente utile pentru
solutionarea diferitor probleme asociate selectiei traditionale.

Polimorfismul genetic poate fi rezultatul unor mutatii consecutive ale unei gene dintr-un
anumit locus, determinand aparitia mai multor alele cu o expresie diferitd a caracterului
respectiv. Astfel, se realizeaza inclusiv o heterogenitate a caracterelor utile in cadrul unei
populatii. S-a stabilit, ca unele caracteristici ale genomului de exemplu, secventele repetitive, de
asemenea favorizeaza aparifia polimorfismului [113].

In prezent, studiul diversititii genetice in populatii se bazeazi pe urmaitoarele metode:
studiul indicatorilor morfologici, anatomici si fiziologici inregistrati in populatii naturale sau in
culturi comparative dupa provenientd. Volumul marcherilor informativi de acest tip este limitat.

In afard de aceasta, proprietitile morfologice pot avea un caracter complicat de mostenire si,
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deseori, depind de conditiile mediului ambiant. Acesti indicatori sunt supusi influentelor de
mediu Intr-un grad foarte ridicat, stiut fiind faptul cd realizarea fenotipului presupune
interactiunea dintre genotip si mediu (relatia F = G + M). Din aceasta cauza, variabilitatea
genetica estimatda in baza acestor parametri este dificil de realizat. Deseori, caracterele
morfologice identice pot fi generate de gene diferite, care se expreseaza similar intr-un anumit
mediu, alteori, gene identice pot genera fenotipuri diferite sub actiunea unui mediu specific.

Marcare molecularia. Termenul de marker este subinteles in biochimie ca fiind un factor
de identificare, iar in geneticd o gena sau un locus de o anumitd lungime sau o localizare
cunoscutad. Marcherii moleculari prezintd o serie de avantaje fata de marcherii fenotipici
traditionali in cazul in care corespund urmatoarelor cerinte:

- estimarea specificitatii genotipice trebuie sd nu depindd de conditiile in care sunt crescute
plantele;

- sa fie caracterizati printr-o rezolutie si reproductibilitate inalta;

- posibilitatea de identificare a genotipurilor homo- de cele heterozigote dupa mai multi loci etc.

Dezvoltarea metodelor moleculare de cercetare a permis crearea noilor sisteme — test, care
permit analizarea diversitatii genetice la nivelul proteinelor - ca produse de expresiei a genelor
(polimorfismul proteic sau biochimic) si a secventelor de nucleotide (polimorfismul ADN) [233,
234].

Marcherii biochimici sunt reprezentati prin proteine, ce pot fi separate cu ajutorul
electroforezei pentru identificarea alelelor. Cel mai des in calitate de marcheri proteici sunt
utilizate izoenzimele - diferite forme ale unei enzime [165]. Izoenzimele reprezintd compusi
primari ai activitatii genelor si au un control alelic simplu, bialelic sau codominant. Cu toate
acestea, utilizarea lor este limitata datoritd numarului redus de marcheri proteici accesibili pentru
orice specie de culturd si, de asemenea, de realizarea modificarilor post-translationale [154]. O
alta categorie de marcheri biochimici includ terpenele, care reprezintd produsi secundari ai
activitatii genelor (pentru sinteza lor intervin numeroase enzime), ceea ce face ca acesti marcheri
sd aiba un control genetic mai greu de estimat.

Cei mai efectivi marcheri electroforetici sunt reprezentati de proteinele de rezerva din
seminte. Marcherii fractiei sumare a proteinelor permit de a controla cu succes puritatea genetica,
omogenitatea semintelor liniilor homozigote si a celor hibride. In calitate de markeri proteici
frecvent sunt utilizate proteinele de rezerva 2S, 7S, 11S, prolamine, deoarece sunt cele mai
polimorfe si sunt localizate in tesuturi uniforme din punct de vedere genetic (endosperm si
cotiledoane). In decursul cercetirilor s-au elucidat si limitele de utilizare a acestui tip de marker:

permite analiza polimorfismului doar a succesiunilor codificatoare de proteine si doar la cele
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de asemenea si de nivelul scazut al polimorfismului proteic in populatiile animalelor, pasarilor,
plantelor de culturd, limitele selectarii materialului biologic si timpului de recoltare [229].

Mult mai de perspectiva se prezinta utilizarea in calitate de sisteme - marcheri succesiunile
nucleotidice polimorfe de ADN, care permit testarea polimorfismului genetic nemijlocit la
nivelul genelor si nu la nivelul produsului de expresie al lor.

Marcherii ADN pot fi utilizati in analiza oricarui tip de tesut si organ, indiferent de stadiul
de dezvoltare al organismului si au un sir de avantaje (identificarea exacta a locilor; depistarea
mutatiilor mici, invizibile din punct de vedere morfologic; mostenirea codominanta, utilizare in
analize genetice si filogenetice etc.) fata de alte tipuri de marcheri. Acesti marcheri releva fidel
variabilitatea genetica, nefiind supusi influentelor mediului.

Tehnicile moleculare de analiza a polimorfismului ADN au evoluat in functie de scopul
urmarit de cercetator si de tendintele de automatizare a analizelor. Asa tehnici ca: RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA), RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphisms),
SCAR (Sequence Characterized Amplified Regions), STS (Sequence Tagged Sites), AFLP
(Amplified Fragment Length Polymorphism) etc., devin din ce in ce mai pe larg utilizate de
diferite laboratoare. Tehnicile cele mai avansate in seleCtia asistatd de marcheri pentru anumite
caractere de interes implica o serie de metode cu utilizarea enzimelor de restrictie, amplificare
sau mixta:

- utilizarea enzimelor de restrictie (RFLP - polimorfismul lungimii fragmentelor de restrictie;
VNTR - numar variabil de repetitii in tandem);

- tehnici de amplificare cu primeri arbitrari sau semiarbitrari sau cu profiluri multilocus
(RAPD - ADN polimorf amplificat arbitrar; AFLP- polimorfismul lungimii fragmentelor
amplificate; DAMD- regiuni minisatelit de ADN; SAMPL- folosirea microsatelitilor impreuna
cu AFLP etc.);

- tehnici PCR cu site-uri tinta (CAPS- secventa amplificata polimorf urmata de digestie STMS-
microsatelifi ai secventelor inta, etc.).

Marcherii ADN pot fi clasificati in doud categorii, In functie de modul in care
polimorfismul de secventa este identificat: heterogenitate relevata prin hibridare sau amplificare
PCR. Polimorfismele bazate pe hibridare includ RFLP si loci VNTR (variable number tandem
repeats) [74, 164]. Aceste tehnici utilizeaza pentru hibridare pe filtre care contin ADN digerat cu
enzime de restrictie, diferite sonde ca: clone aleatoare genomice, ADNCc si secvente microsatelifi
si mini-sateliti. In cazul analizei VNTR polimorfismele sunt determinate de diferenta in numarul

de repetari, spre deosebire de RFLP unde acestea sunt generate de mutatiile punctiforme,

30



inversii, deletii sau translocatii. Electroforeza in gel cu gradient denaturant (DGGE) este o
alternativa pentru analiza RFLP, deoarece permite identificarea polimorfismelor ADN 1intre doua
fragmente de dimensiuni egale cu diferenta intr-o singura pereche de baza [158].

In reactia PCR, o pereche de primeri oligonucleotidici sunt folositi pentru a copia fiecare
catena a matricii ADN cu ajutorul unei enzime — polimeraza, care adauga nucleotide incepand de
la capatul 3' al primerilor aliniati la secventa complimentard a ADN-ului. Aceastd metoda poate
fi aplicatd pentru determinarea variabilitatii genomului utilizand oligonucleotide in calitate de
primeri. In cazul in care dorim si amplificim o anumiti gend, este necesar si cunoastem
secventa nucleotidica cel putin al unui mic fragment din molecula de ADN supusa cercetarii.
Numarul de fragmente amplificate depinde de: complexitatea genomului; selectivitatea
primerilor; compozitia si numarul nucleotidelor in primeri; numarul de cicluri [149].

Diverse modificari ale metodei PCR au stat la baza crearii mai multor tipuri de marcare
moleculard in functie de tipul de primeri utilizati (specifici si arbitrari), stringenta/precizie
conditiilor PCR, precum si metoda de separare si detectie a fragmentelor. Astfel, de tehnici ca
MAAP (multiple arbitrary amplicon profiling), RAPD [250], PCR cu primeri arbitrari (AP-PCR)
[249] si amprentarea prin amplificarea ADNului (DAF, DNA Amplification Fingerprinting) [80]
genereazd marcheri randomizati PCR. Toate aceste trei strategii folosesc unul sau mai multe
oligonucleotide arbitrare ca primeri, care se leagd de ADN complimentar in diferite site-uri.
Strategiile respective diferd prin lungimea primerilor utilizati, stringenta/precizie amplificarii, si
procedura utilizatd pentru a rezolva si de a detecta patternele obtinute. AP-PCR utilizeaza, de
obicei, primeri de lungimea 18-24 bp, si produsele de amplificare sunt detectate pe geluri de
agaroza, dupa colorare cu bromura de etidiu. RAPD utilizeaza primeri de 9 sau 10 nucleotide in
lungime si produsele de amplificare sunt separate pe geluri de agaroza si vizualizate dupa
colorare cu bromura de etidiu. Aceste geluri permit detectarea numai a produselor de amplificare
majore. DAF utilizeazad primeri foarte scurti, de obicei 8 pb, desi primeri mai scurti de 5 pb pot fi
de asemenea utilizati, iar produsele de amplificare sunt separate pe gel de poliacrilamida ce
contine 7 M uree si sunt detectate cu argint, facand posibil vizualizarea unui numar mai mare de
fragmente polimorfe Si monomorfe de 2 - 3 ori [75, 80]. In reactia de amplificare DAF se
foloseste un raport molar de concentratie primer / ADN mai mare. In toate cele trei tehnici de
MAAP descrise mai sus, un primer permite amplificarea mai multor loci care corespund mai
multor benzi pe gel. Numarul de primeri care pot fi folositi este practic nelimitat, acestea pot
acoperi potential intregul genomul. Cu toate acestea, un dezavantaj al acestor markeri este faptul,

ca acestea sunt n general, dominanti $i nu permit diferentierea heterozigotilor de homozigoti.
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Amplificarea secventelor repetitive inter-simple (ISSR) polimorfism [96] este incd un
instrument puternic pentru analiza genomului. Pentru crearea marcherilor ISSR se utilizeaza
primeri, complementari repetitiilor microsatelitice (4-12 unitati de repetitie) si care poarta la unul
din capete o secventa din doud-patru nucleotide arbitrare (numita “ancora”). Astfel, de primeri
permit amplificarea fragmentelor de ADN, care se afla intre doua secvente microsatelitice situate
destul de aproape (de regula, acesta este ADN unical). In rezultat se amplifici un numar mare de
fragmente care sunt prezentate pe electroforegrama sub forma de fasii discrete (intrerupte)
(ISSR-fingerprinting). Marcherii ISSR de asemenea se refera la marcherii cu mostenire
dominanta, la care polimorfismul se testeaza dupa prezenta/absenta zonei. La fel ca si in cazul
RAPD pentru crearea marcherilor ISSR nu sunt necesare cunostinte preventive despre secventa
de nucleotide a ADN-ului cercetat.

Pentru cercetarea variabilitatii genomului integral mai poate fi folositd metoda analizei
AFLP. Aceasta metoda, similar, nu necesitd clonarea si nici secventierea preventiva a ADN-ului.
Particularititile acestei abordéri constau in utilizarea in calitate de matritd a fragmentelor de
ADN restrictionate, legate cu adaptori specifici oligonucleotidici, §i realizarea amplificarii
selective cu primeri special elaborati. Primerii - reprezinta secvente complementare adaptorului
si saitului de restrictie al endonucleazei (~15 nucleotide) inclusiv un fragment scurt (la capatul
3") cu succesiune arbitrard a nucleotidelor (2-4 nucleotide). Cu fiecare pereche de primeri se
amplifica 75-100 de fragmente (AFLP- fingerpriting), care se separa in gel de agaroza sau de
poliacrilamida. Deoarece fiecare fragment reprezinta un sait unical, cantitatea de locusuri,
analizati in acelasi timp cu fiecare combinatie de primer, este cu mult mai mare, ca in oricare alta
tehnica de analiza a polimorfismului ADN. Acest tip de polimorfism are un tip dominant de
mostenire. Marcherii AFLP deseori se mostenesc ca clustere puternic fixate in regiunea
centromerilor sau telomerilor cromozomilor, dar se observd si repartizarea intampldtoare a
marcherilor in afara clusterilor, fapt ce permite de a utiliza aceastd metoda pentru generarea
rapidd a sutelor de marcheri inalt reproductivi. Analiza AFLP are capacitatea de a detecta mii de
loci independenti cu un minim cost si timp. Primeri AFLP pot fi usor distribuiti intre laboratoare
prin publicarea secventei lor. Toate aceste caracteristici unice, fac ca analiza AFLP si reprezinte
0 metoda excelentd pentru detectarea si studiul polimorfismului genetic la diferite specii de
plante [187].

Markerii PCR specifici sunt derivati din secvente cunoscute, care sunt de obicei 18-24 pb
lungi si amplificarea se efectueaza la o temperaturd de aliniere a primerilor de 50-70°C. Primeri
desing-ul carora este elaborat astfel incat secventa lor sa fie complementard cu secventa

nucleotidica de la capetele unui fragment RFLP sunt numiti STS (sequence tagged site). STSs
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pot fi priviti ca marcheri ADN monomorfi, intrucat ei sunt utilizati In experimentele, unde
prezenta polimorfismului nu este neaparata, de exemplu, in astfel de experimente, ca construirea
hartilor fizice ale genomului sau evidentierea secventelor testate in clonele de recombinare sau a
plantelor modificate genetic. Au fost create baze de date pentru marcherii STS ceea ce a
contribuit la o cooperare mai buna dintre diferite laboratoare, rezultand construirea hartilor fizice

fine ale cromozomilor si secventierea genomului la un sir de specii de plante si animale (NCBI,

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), Genethon (carbon.wi.mit.edu:8000/cgi-bin/contig/phys_map),
CEPH-Genethon  (www.cephb.fr/bio/ceph-genethon-map.html), = Genome  Data  Base

(,http://www.gdb.org/s.a.).

Existd cazuri cand fragmentul amplificat nu indica polimorfismul de lungime. In aceste
tehnici se recurge la clivarea ampliconului cu o enzima de restrictie potrivita pentru a genera un
polimorfism, fragmentele rezultate fiind numite CAPS (secventa clivatd amplificata polimorf)
[152]. Primeri pot fi sintetizati pe baza secventei capetelor fragmentelor RAPD pentru a genera
primeri PCR care pot fi utilizati pentru amplificare, generand marcherii PCR specifici, numite
regiuni amplificate cu secventa caracterizata (SCAR) [190]. Polimorfismul este detectat direct
sau dupa clivarea cu o enzima de restrictie.

Alt tip de marcheri PCR specifici sunt STM (secventa de tag-uri microsateliti) in care
primeri sunt complementari secvenfei unicale flancante s§i genereaza polimorfism datorita
numarului diferit de repetitii [125].

Caracteristica marcherilor SSR. In cazul unor motive suprapuse si cele complementare
hexamerice, in special 2 monomerice, 4 dimerice, 10 trimerice, 33 tetramerice, 102 pentamerice
si 350 pattern-uri hexamerice. Cele mai abundente motive in genomurile mamiferilor sunt (A)nsi
(CA)nsi cei complementari la acestea. La plante, cele mai frecvente motive repetitive sunt (A)n,
(AT)n, (GA)nsi (GAA)n [241].

Repetari mononucleotidice ce contin A/T sunt raspandite in genomurile cloroplastelor.
Poli(A/T) repetari este singurul tip de microsatelit, prezent in mod regulat in genomul
cloroplastelor, preponderent in introni $i regiunile intergenice. Unii microsateliti ai cloroplastelor
pot fi asociati cu agsa numite ,,puncte fierbinti” a mutatiilor in molecula ADN-ului cloroplastelor.
De exemplu, in regiunea spacer intre genele rpl2 si rpsl9, Goulding et al. (1996) [121] a
identificat repetarea poli(A) polimorfa in ADNc-ul de tutun.

Microsateliti sunt rar intalniti in ADN mitocondrial la plante, cu un raport explicit unic
despre o repetare (G)n de la mai multe specii de conifere [227]. Microsatelitii compusi din

repetari tri-, tetra- si pentanucleotidice in general sunt mai rar intalniti comparativ cu cei mono-
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si dinucleotidici. Markerii sunt extrem de variabili, depind de motivul studiat, localizarea lui in
genom (introni/ exoni/ 5'- si 3'- regiuni netranslate/ regiuni intergenice) si speciile incluse in
cercetare [241].

De reguld, repetarile trinucleotidice predomina in exoni, in schimb repetarile de una, doua,
patru si cinci perechi de baze In gene se intdlnesc rar [241]. Acest fapt nu este surprinzaitor,
deoarece omiterea unei sau mai multor unitdti trinucleotidice nu afecteaza periodicitatea
tripletilor impusa de cadrul de citire, intrucdt mutatiile ce pot aparea din cauza
insertiilor/deletiilor de alte tipuri de repetari, vor duce la scimbarea completd a secventei
aminoacizilor 1n aval de site-ul mutant.

Un alt criteriu de caracterizare a microsatelitilor se referd la gradul de perfectiune a
repetarilor. Weber [248] a pus in evidenta 3 clase:

1. Repetari perfecte - reprezinta repetarile intregi neintrerupte ale unui motiv;

2. Repetari imperfecte - reprezinta repetarile intrerupte de una sau mai multe baze;

3. Repetari compuse - contin repetarile neintrerupte si intrerupte.

De asemenea, Weber a demonstrat ca nivelul de polimorfism obtinut prin tehnica PCR
pentru microsateliti (CA)n la oameni coreleazd pozitiv cu numarul de repetdri perfecte
neintrerupte n locusul respectiv. Aceste descoperiri au fost confirmate mai tarziu prin mai multe
studii la animale si plante.

Localizare cromozomialid si asocierea cu alte repetiri. Proiectele ample de cartare
geneticd la oameni, animale §i pun in evidentd faptul ca repetérile scurte (mai mici de 100 pb)
sunt destul de uniform dispersate pe intreg genomul, chiar dacd o parte pot forma clustere
individuale.

Distributia clusterilor la plante, evident, depinde de specii. Astfel, Temnykh si colab. a
observat o distributie relativ uniforma a marcherilor microsateliti la orez, in timp ce Ramsay si
Li au gasit clustere dense ale marcherilor microsateliti in jurul regiunilor centromerice la orz
[202, 238]. Asociere predominantd cu centromeri a fost, de asemenea, raportatd pentru
microsatelifii deosebit de lungi (de exemplu, repetari compuse din mai mult de 20 de unitati de
GA, AT, CA, si / sau GATA) clonate la tomate. Microsatelitii clonati din secvente de ADN
supuse metildrii, probabil cu un numar mic de copii la tomate a aratat acelasi tip de asociere, in
timp ce microsateliti derivati din baze de date EST sunt cartate in regiuni eucromatinice [69].

Gruparea pericentromerica a markerilor pe harfi genetice poate fi explicatd prin ratele de
recombinare scdzute in regiunile heterocromatinice. Acest lucru este evident 1n cazul
cromozomilor 2A, 2B, 2D la grau si in cazul in care marcherii microsatelifi sunt clusterizati in

jurul centromerului pe o hartad genetica, dar au fost distribuifi uniform pe harta fizica [204]. Cu
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toate acestea, cu ajutorul hibridarii fluorescente in situ pe cromozomi metafazici si datelor
referitor la secvente moleculare s-a demonstrat ca repetarile lungi (> 1 kb) de microsateliti exista
intr-adevar si ca unele dintre acestea sunt grupate 1n regiuni centromerice si altele in cele
heterocromatinice.

O asociere restransa intre microsateliti si retroelemente a fost, de asemenea, raportatd la
plante [202], demonstrand o istorie a evolutiei comune a ambelor tipuri de repetari. De exemplu,
Ramsay si colab. [202] au constatat ca 41% din cele 290 de clone la care este confirmata
prezenta secventelor microsatelit din bibliotecile genomice a orzului imbogatite pentru repetari
dinucleotidice, de asemenea, au alte elemente repetitive a ADN-ului. La orez, microsatelitii AT-
bogate sunt frecvent asociati cu un transpozon din superfamilia MITE [63].

Asemanarea 1n aspect fizic a cel putin unor microsatelifi §i retroelemente a fost
demonstratd printr-o serie de tehnici de marker, folosind PCR cu combinatii de perechi de
primeri specifici pentru aceste doud clase de repetari, de exemplu, COPIA-SSR si REMAP
[208].

Capacitatea mutationala si de evolutie a secventelor microsatelite. Studiile proceselor
de aparitie a mutatiilor in cadrul microsatelitilor pot fi Impartite 1n trei categorii [192]:

(1) modelarea teoretica in cadrul diferitelor ipoteze;

(2) analiza directa si caracterizarea mutatiilor de novo in liniile germinale;

(3) analiza indirecta a mutatiilor cunoscute prin secventierea comparativa a alelelor de la
loci ortologi, atat in cadrul unei specii, cat si intre specii cu relatii filogenetice cunoscute.

S-a dovedit, ca ratele de mutatii a microsatelitilor variaza considerabil in functie de locus,
lungimea motivului ce se repetd, organism, si, uneori, alela. Valorile raportate pentru oament,
diverse animale, pasiri, pesti si musculite variazi de la 5-10° pana la 1,5 102 mutatii per
locus/gamet/generatie. La plante, sunt cunoscute putine date privind analiza ratelor de mutatii in
microsatelifi. Diwan si Cregan [101] au raportat formarea de alele noi la soia, populatie utilizata
pentru cartare cu rati de 2-10™. Thuillet si colab. [240] a determinat aceeasi rati medie 2-10*
pentru 10 loci microsateliti din graul dur, dar ratele la loci individuali au variat intre zero si 1073,
Ratele mai mari au fost raportate pentru repetari lungi de (TAA)n (cu n = 19-51), in populatiile
consangvinizate de naut.

Y. Vigouroux si colab. [245] a investigat ratele si pattern-urile mutatiilor la un numar mare
de loci microsateliti in sase linii consangvinizate de porumb. O rati medie de 7,7-10"* mutatii per
generatie a fost stabilitd pentru locii compusi din repetari dinucleotidice, intrucat nici o mutatie

directd n-a fost detectata in microsateliti cu repetari mai lungi de 2 pb.
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In cadrul speciilor, variatiile in lungimea alelelor sunt cel mai des cauzate de modificarea
marimei repetarii insusi. Variatii la scard mica, in numarul de copii se considerd, In general, ca
rezultd dintr-un proces de mutatii numit alunecarea enzimei de replicare sau alinierea
necomplementara cauzatd de alunecare [122]. Alunecarea implica alinierea necomplementara
lantului din nou replicat in timpul procesului de replicare si de cele mai multe ori rezultd castig
sau pierdere a unei singuri repetari [245]. Un proces de alunecare independenta de lungime a fost
propus ca un mecanism suplimentar pentru a crea microsateliti foarte lungi [99]. Experimentele
in vitro au aratat, ca alunecarea enzimei de replicare poate determina amplificare considerabild a
unui anumit microsatelit [134]. Numarul de repetari, de obicei, este cel mai mare in organism din
care repetarea a fost clonata.

Mutatiile numarului de repetari sunt considerabil reduse atunci cand secventa repetata este
intrerupta de catre o mutatie punctiforma sau alta repetare [78]. Acest lucru este probabil explicat
de o mai mare posibilitate pentru alunecarea enzimei asigurata de repetari mai lungi. Primele
studii privind variabilitatea microsatelitilor [248] au demonstrat o corelatie pozitiva intre nivelul
de polimorfism si marimea totald a unui microsatelit perfect. In consecinti, ratele de mutatie a
microsatelitilor sunt, mai degraba, specifice de alela decat locus-specifice, cu rate mai mari de
mutatii observate in repetari mai lungi. Instabilitatea alelelor dependenta de dimensiunile ei este
deosebit de pronuntatd pentru anumite tipuri de repetari trinucleotidice, cum ar fi (CAG)n,
(CTG)nsi (CCG)n, care pot contribui la formarea conformatiei neobisnuite a ADN-ului in timpul
replicarii - concept de mutatii dinamice [159].

Un numar minim de repetdri este necesar pentru a initia elongarea unei repetari prin
alinierea necomplementara cauzatd de alunecare. Repetari mai lungi, de asemenea, pot fi create
brusc, daca o substitutie de o baza intervine in intreruperea dintre doud repetari. Prin analizarea
unui locus microsatelit intr-0 pseudogena a globinei umane, Messier si colab. au identificat o
valoare prag pentru asa-numita nastere a unui microsatelit care urmeaza sa fie ~ 5-6 repetari GT.
Primmer si Ellegren [192] au aratat cd extinderea dimensiunilor in timp evolutiv pot incepe deja
Cu 0 repetare asa de scurtdi ca (AG)2. In schimb, asa-numita moarte a unui microsatelit se
considera initiata de catre formarea unei intreruperi.

Insertii, deletii si mutatii punctiforme sunt de asemenea frecvente in regiuni ce flancheaza
microsatelifii [62], care este principald cauza pentru transferabilitatea limitatd a marcherilor
microsateliti intre specii. Homoplazie a marimii este un termen universal, adica, alelele cu
dimensiunile identice nu neaparat sunt formate dintr-o secventa identica. Homoplazia marimii a

fost de asemenea observata in microsatelitii cloroplastelor [123].
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Pattern-urile de evolutie a microsatelitilor pot fi diferite intre loci, unele repetari fiind
relativ stabile si altele foarte instabile [192]. Astfel, procesele de mutageneza, care
reglementeaza evolufia microsatelitilor sunt foarte complexe si necesita atentie deosibita atunci
cand marcherii microsateliti sunt utilizati in studiul genetic al populatiei.

Amprentarea genomicd prin intermediul secventelor microsatelite repetitive.
Microsatelitii sau repetarile de secvente simple (SSR) reprezinta secvente mono-, di-, tri-, tetra-
sau penta-nucleotidice repetate in tandem si care sunt distribuite aleatoriu in genomurile
eucariote [63]. Polimorfismul este evidentiat prin PCR a ADN-ului genomic total, folosind doi
primeri specifici, compusi din oligonucleotide, care delimiteaza locusul SSR. Produsele de
amplificare obtinute sunt vizualizate n gel.

La plante, izolarea si clonarea microsatelitilor a fost pentru prima data efectuata la cateva
specii de arbori tropicali. Metodele standard pentru izolarea SSR implica: crearea unei biblioteci
genomice, screening-ul bibliotecii prin hibridare, secventierea ADN-ului clonelor pozitive,
design-ul primerilor si analiza PCR a locilor specifici, identificarea polimorfismului. A fost
aratat ca numarul de microsateliti este de o variabilitate Tnalta in cadrul unei specii/subspecii si
intre specii diferite. Datorita ratei Tnalte de mutatii microsatelitii constituie marcheri moleculari
cu parametrul PIC (polymorphic information content) cel mai inalt. Caracteristica aceasta a
promovat utilizarea microsatelitilor in calitate de marcheri moleculari pentru amprentarea
genomica — fingerprinting, cartarea genomului, studiile relatiilor genetice si filogenetice,
selectia/ameliorarea asistatd de marcheri si genetica populatiilor [100, 191, 244]. In afari de
polimorfismul inalt si reprezentarea largd in genomuri la eucariote, mai sunt si alte avantaje ale
utilizarii microsatelitilor in calitate de marcheri moleculari - mostenirea codominanta,
modalitatea usoara de determinare a numarului de alele, accesibilitate. Aceste caracteristici au
contribuit la utilizarea pe larg si dezvoltarea tehnicii respective pentru diferite specii de plante,
asa ca soia Glycine max [76], orez Oryza sativa [174], porumb Zea mays [200], grau Triticum
aestivum L. [114], rapita Brassica napus [189], fasole Phaseolus vuglaris [160] s.a.

Elaborarea markerelor SSR in numar de 1089 pentru floarea-soarelui cultivata [117, 236,
251] a contribuit la rezolvarea problemei de lungd durata cauzata de deficitul marcherilor de
ADN unicali pentru acces public si a oferit posibilitatea de a crea harta de referinta, unind hartile
genetice de lincaj elaborate independent de diferiti cercetatori si de a stabili nomenclatura
universala pentru grupele de lincaj. Prima hartd geneticd complexa a florii-soarelui in baza
marcherilor SSR a fost elaboratd de Tang S. si colab. in 2002. Harta a fost elaborata in baza RIL
(recombinant inbred lines) obtinute prin incrucisarea intre liniile Rf de floarea-soarelui

oleaginoasa si cea utilizata in cofetdrie (RHA280 x RHAS801). Din 1089 marcheri SSR descrisi
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de Tang si colab. (2002) si Yu Si colab. (2002) 717 au manifestat polimorfism la liniile
consangvinizate de elitd si 408 la RHA280 x RHA801. Marcheri SSR polimorfi amplifica de la
unu pana la 3 loci fiecare si sunt asociati cu 462 loci SSR la RHA280 x RHAS801, din care 459
loci sunt repartizati in 17 grupe de lincaj si trei n-au fost lincati. Harta genetica de lincaj a avut
lungime 1368.3 ¢cM si densitate medie de 3,1 ¢cM per locus [236, 251].

Din literatura de specialitate sunt cunoscuti marcheri SSR linkati cu diferite gene asa ca:
stearoyl-acyl carrier protein desaturase, ce determinad cantitatea crescuta a acidului oleic la
floarea-soarelui [133]; ms9 - determina sterilitatea nucleara [83]; Tph2, ce determina continutul
ridicat de y-tocoferol [98]; Or5, ce determina rezistenta la parazitul O. cumana [243] s.a.

Desi la floarea-soarelui ambele clase de SSR studiate au fost la fel de polimorfe,
coeficientul PIC pentru repetéri di- si trinucleotidice a fost identic (0,53), precum si numarul
alelelor per locus a fost practic identic (3,67 pentru repetari di- si 3,57 pentru trinucleotidice).
Astfel, se contureaza tendinta de a pune accentul pe izolarea si elaborarea marcherilor SSR
trinucleotidici la floarea-soarelui, deoarece cei di- si tetranucleotidici, in general, sunt situati in
regiuni necodificatoare, in timp ce repetdri trinucleotidice, preponderent motive bogate in GC,
sunt frecvent intalnite in regiuni codificatoare si elemente reglatoare [63, 238]. Mai mult ca atat,
repetarile trinucleotidice, genereaza pattern-uri mai relevante [79].

Analiza bazelor de date genomice si selectarea primerilor SSR. In prezent marcherii
SSR sunt considerati ca cei mai eficienti, insa utilizarca acestora ramane a fi inca limitata,
reiesind din dificultatea si etapele indelungate de elaborare a lor. Sunt doua strategii generale de
a identifica si elabora marcheri SSR: identificarea secventelor cu microsateliti in bazele de date
disponibile; obtinerea si screening-ul bibliotecilor genomice cu sonde corespunzatoare
secventelor microsatelite.

Strategia selectarii marcherilor SSR in bazele de date - EMBL, GenBank etc. este simpla si
relativ rapida. Este important de mentionat, cd in activitatea de explorare a datelor privind
secventele expresate, se poate pierde o mare parte din secvente cu un potential de generare a
polimorfismului, deoarece microsatelitii sunt, in general, prezenti in regiunile non-codificatoare
ale genomului. Mai mult ca atat, in bazele de date se contine, in special, informatia privind
plantele de interes economic sau stiintific. La momentul actual sunt mai multe harti genetice
obtinute in baza marcherilor SSR care pot fi accesate din Sunflower CMap Database

http://sunflower.uga.edu/cmap/ (Figura 1.1).
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Sunflower CMap Database

Start using CMap with ane of the following options.

o Maps - Use a menu to select your starting maps

o Map Search - If the map set is quite large, the Map Search page can be quicker than sorting through menus.
o Feature Search - Search for a specific feature and display it on a map.

o Matrix - View a table of the number of correspondences between pairs of map sets and maps.

o References

For an introduction to the basic consepts of CMap, please see the help pages or the tutorial.

CMap is free software from the GMOD project

Feel free to email Chris Taylor [taylor75 at gmail dot com] with any questions.

Fig. 1.1. Pagina principala a bazei de date (http://sunflower.uga.edu/cmap/).

Aceasta banca de date stocheaza toate hartile elaborate pe genomul florii-soarelui, de la
cele bazate pe izoenzime si pana la hartile RFLP, AFLP, SSR etc. Totodata, sunt prezente
informatii si despre alte specii de floarea-soarelui, precum cele salbatice, studiate pentru
identificarea caracterelor valoroase care pot fi transferate la forma cultivata. Exista posibilitatea
de a selecta un anumit locus definit de careva marker, de ex. SSR, si de a vizualiza alte harti
unde acesta a mai fost identificat. Acest fapt este util in elaborarea setului de marcheri, in special
atunci cand se cautd lincajul acestora cu un caracter valoros. Pentru efectuarea cautdrii unui
anumit locus sau QTL la o specie de floarea-soarelui pe prima pagind a bazei de date se

acceseaza link-ul ,Feature search” (http://sunflower.uga.edu/cqgi-bin/cmap/feature search).

Ulterior, in fereastra ce apare pot fi selectate setarile cautarii dupa denumirea, specie, locus sau

QTL (Figura 1.2).

3 e 3 ;.ﬂ:-;..
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Chlap Home | Maps | Map Search | Feature Search | Matrix | Map Sets | Feature Types | Map Types | Evidence Types | Species | Help | Tutorial

e )

Feature Search

A feature in Chap is any element that can be placed on a map, either as a point or an interval

Feature narnes™ Restrict species: Restrict feature types:  Search field:
—All Species— || =All Feature Types— Name hd
Cormron Sunflower LOCUS
Interspecific —||aTL

Sikver-eaf Sunflower
Wastern Sunflowar  »

Submit Feset |

" Separate muliiole fames With comm s or whitegoace, Use " or *%"for wildeam's. To fed features with soaces i the naae., sumound dre mame in dowble guotes, e.g., “he {23.%

Fig. 1.2. Pagina de cautare in baza de date Sunflower CMap (http://sunflower.uga.edu/cmap/).
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Dupa alegerea setdrilor corespunzitoare se activeaza ,,Submit” si se deschide pagina cu
rezultatele cautarii (Figura 1.3). Rezultatele respective afiseaza toate seturile de harti ce contin

locusul inclus 1n cautare.

sts | Festure Types | Map Types | Evisence Types | Species | Help | Tuodia

Feature Search
Afeature in CMap is any element thiat can be placed on a map, ether as a paint or an interval
Feature names™ Restrict species: Restrict feature types:  Search field
*orsis —AIISEEDEE— A —NIFemulaTﬁar MName v
Interspecific aTL

Silverlesf Sunfiower
‘Westem Sunflower

Submit | Reset
*Sanavate sufiols mawes wilh coness o whitegpace. Le *"or %"for wilicaris. Fa fiml fesiures wilh snsces i fre asre, swouad fhe aea in dooble guciss. eg. “sbe 1237

tems 1 10 15 of 15
Featme Name  Featwe Type Species Map Set Map Name  Position  Aliases
oReTE Locus Common Surfiower  CMSHABS x ANN{238_F3_unpublished i 1400 M [Viewonhap]  [Feature Detais]
ORZTE LacUs Common Surfiower  Composite_Burke ef al. 2004 10 2040 cM [ViewonMap] |Feature Detais |
oRETE Locus Common Sunfiower  Composite Lai ot sl 2005a i 40 cM [ViewonMap] [Feature Detais]
ORZTE LacUs Common Surfiower  Compasite_Tang et al. 2003 10 ED70 cM [ViewonMap] |Feature Detais |
oRETE Locus Common Sunfiower  HAJT0 « HAGT2_F2_Yu ot ol 2003 i 7330 cH [ViewonMap] [Feature Detais]
ORZTE LacuUs Common Surfiower  HAJT0 « HAGT2_F2_unpubiisher 10 B0 cH [ViewonMap]  |Feature Detais |
oRETE Locus Common Sunfiowsr  PAC2 x RHA265_ RIL_A-Chaarani et al, 2004 i 240704 [ViewonMap] [Feature Detais]
ORZTE LacuUs Common Sunfigwer  PAC2 x RHA265_RIL_A-Charani et al. 2005 10 24070 M [ViewonMap]  |Feature Detais |
oRETE Locus Common Sunfiower  PAC2 x RHA265 RIL_Affad et al. 2007 i 9390 ci [ViewonMap] [Feature Detais]
ORsTE Lacus Common Sunfiower  PAC2 x RHAZ65_RIL_Kiani et al. 2007k 10 9390 ci [ViewonMap] |Feature Detais |
ORST Locus Common Sunfiower  PHA x PHE_RIL Yu o &l 2003 i B0 [ViewonMap] [Fealure Detais ]
ORsTE Lacus Common Surfiower  AHAZED x AHABTT_RIL fin press) 10 810 cH [ViewonMap] |Feature Detais |
ORST Locus Common Sunflower  RHAZB0 x RHABD_RIL Tang ef ol 2002 i 590 cH [ViewonMap] [Feature Detais ]
ORsTE Lacus Common Surfiower  RHAZ80D x RHABD!_RIL Tang ef ol 20065 10 ED oM [ViewonMap] |Feature Detais ]
ORST Locus Common Sunflower  RHAZB x RHABDH_RIL_Yu et ol 2008 i D70 cH [ViewonMap] [Fealure Detais ]

Fig. 1.3. Rezultatele cautarii in baza de date (http://sunflower.uga.edu/cmap/).

Sunt doua optiuni pentru vizualizarea locusului respectiv (Figura 1.4): vizualizarea unui
locus cautat pe cromozom, precum §i vizualizarea comparativa a hartilor cu locusul analizat (se
acceseaza link-ul ,,Feature Details”), dupa ce apare un tabel de date in care se acceseaza link-ul

,Comparative View”.
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Fig. 1.4. Modalitati de vizualizare a locusului cautat

In asa mod se compara localizarea unui marker SSR pe hartile cromozomiale. O alta sursa

de marcheri SSR este COMPOSITdb (http://compositdb.ucdavis.edu/
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database/sungen/index.php), care ofera oportunitatea de a realiza cautarea dupa denumirea

markerului. Sunt prezenti cca. 200 de marcheri SSR notati prin ORSX si doud modalitati de
cautare: dupa Genotip sau secventa Forward si Revers a markerului; dupa denumirea markerului
si genotipul respectiv. Informatia rezultatd reprezintd un tabel cu noud coloane: Denumirea
markerului, Genotipul, Lungimea alelei, Denumirea auxiliard, Motivul repetat si lungimea,
Lungimea alelei de referintd, PIC si Temperatura de aliniere. In dreptul fiecirui marcher

identificat se afld linkul, care deschide pagina cu informatia despre marcher.

1.5. Concluzii la capitolul |

Generalizand rezultatele primului capitol mentionam ca floarea-soarelui este cultura
oleaginoasa de bazd din Republica Moldova cu multiple aplicari practice (producerea de ulei,
seminte pentru consum direct, nutret valoros, plantd meliferd, sursa de proteine etc.), tara noastra
fiind si unul din exportatorii importanti a acestei culturi in tarile europene.

Actualmente suprafetele cultivate cu floarea-soarelui se extind esential, fapt ce determina
exploatarea excesiva a terenurilor, nerespectarea asolamentelor si respectiv, sporirea vulnerabilitatii
culturii fatd de diverse boli, daunatori si buruiene si, drept consecintd, scaderea productiei.
Cercetarile de ultimd ord demonstreazd evolutia rapidd a raselor de lupoaie, rugind si mand si
extinderea acestora la nivel global, dar si pe terenurile agricole din Republica Moldova, aducand
prejudicii economice considerabile.

Mai mult ca atat, in legdtura cu schimbarile climatice care se constata la nivel global este
oportun de creat hibrizi adaptati la aceste conditii, cu perioade de vegetatie diferite, care ar asigura
evitarea factorilor stresogeni (biotici si abiotici) si ar garanta o productivitate constanta in diverse
Z0one.

In acest context, problema de cercetare rezidi in evaluarea germoplasmei autohtone de
floarea-soarelui, crearea unui material bogat pentru ameliorare si valorificarea acestuia in hibrizi inalt
productivi, adaptati la conditiile factorilor abiotici si rezistenti la boli, prin utilizarea integrativa a
unui complex de metode moleculare si traditionale de ameliorare.

Directiile de solutionare a problemei trasate se rezuma la:

- crearea si evaluarea liniilor parentale de floarea-soarelui privind unele caractere cantitative de
interes pentru obtinerea hibrizilor comerciali competitivi;

- evaluarea fazelor fenologice la liniile parentale de interes si hibrizii de floarea-soarelu;

- identificarea polimorfismului genetic cu ajutorul marcherilor SSR;

- screening-ul molecular si stabilirea potentialului de rezistenta specifica a resurselor genetice;

- crearea, testarea si promovarea hibrizilor valorosi.
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2. MATERIAL SI METODE DE CERCETARE

In contextul constatirilor generalizate in baza literaturii de specialitate, ce vin s
argumenteze actualitatea temei investigate, s-a propus valorificarea unor metode clasice si
moderne de cercetare In vederea aplicarii acestora 1n selectie si producerea de seminte.

Experientele au fost efectuate in conditii de laborator, sera si camp.

2.1. Obiectul de studiu si conditiile de efectuare a cercetarilor

Investigatiile propriu-zise au fost realizate pe parcursul anilor 2010-2016, cu utilizarea
unui set mare de linii de floarea-soarelui restauratoare de fertilitate-Rf, linii cu androsterilitate
citoplasmaticd (ASC), linii mentindtoare de sterilitate, linii parentale 1n sectoarele de
reproducere, linii in sectoarele de obtinere a F1, noi hibrizi experimentali si inregistrati, care au
fost creati in cadrul lucrarilor ameliorative in AMG-Agroselect Comert [10].

Setul de material biologic studiat in lucrare a cuprins 22 linii paterne Rf (MS-2440C, MS-
2064C, MS-1942C, MS-1944C, MS-1950C, MS-2080C, MS-1985C, MS-1995C, MS-2570C,
MS-2275C, MS-3470C, MS-1920C, MS-2555C, MS-2540C, MS-2203C, MS-2583C, MS-
2400C, MS-2565C, MS-2005C, MS-2020C, MS-2090C, MS-2550C), 12 linii ASC, de origine
diferita, 8 hibrizi F1 comerciali creati in cadrul companiei AMG-Agroselect (Tabelul 2.1.),
precum si 32 combinatii hibride noi. In total, in perioada mentionati au fost experimentate cca

1500 combinatii hibride.

Tabelul 2.1. Genotipurile de floarea-soarelui incluse in experiente

Originea genetica Linii materne, Linii paterne restauratoare Hibrizi Fy
a liniei ASC de fertilitate, Rf
Surse locale 1. MS-2098A 1. MS-2440C 1. Doina
2. MS-2039A 2. MS-2570C 2. Cezar
Surse genetice 3. MS-2077A 3. MS-1942C 3. Zimbru
europene 4. MS-2091A 4. MS-1944C 4. Oscar
5. MS-2067A 5. MS-2540C 5. Nistru
6. MS-2026A 6. MS-2203C 6. Talmaz
Surse genetice din | 7. MS-2073A 7. MS-1920C 7. Dacia
colectia VNIIMK | 8. MS-2185A 8. MS-2400C 8. Codru
9. MS-2075A
10. MS-1589A
Surse genetice din | 11. MS-2161A 9. MS-1950C
colectia VIR 12. MS-2036A 10. MS-1995C
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Genotipurile luate in studiu diferd dupa grupa de maturitate, indltimea plantelor, numarul
de frunze pe plantd, marimea calatidiului si dupa indicii de productie.

Conditiile de cultivare

Amplasarea geografica a lotului experimental: Sectorul agricol cu suprafata de 87,35 ha,
din care face parte si asolamentul campului experimental (Figura 2.1.), este amplasat in r-nul
Soroca, pe primele terase a malului drept al raului Nistru, la altitudinea de 53-77m. Relieful este

0 pantd cu expozitia Sud — Est, inclinarea 2-5°, intretdiat de doud depresiuni mari (valcele)

formate in rezultatul scurgerilor de apa de pe versant.

¥
¥

Fig. 2.1. Campul de selectie al companiei “AMG —Agroselect Comert” SRL, anul 2013.

Caracteristica chimicd a solului: Invelisul de sol este prezentat de cernoziomuri
carbonatice submoderat humifere cu profil humifer puternic, profund lutoase si luto-nisipoase si
de cernoziomuri carbonatice slab si moderat erodate. Reactia pH-ului in stratul arabil a sectorului

agricol dat, este slab alcalina si variaza de la 7,73 pana la 8,02, reactie favorabila pentru cresterea
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culturilor agricole (Tabelul 2.2.). Continutul de humus in stratul arabil a sectorului agricol
variaza de la 1,88% (parcela nr.11) pana la 2,92% (parcelele nr. 3 si 15) si, conform clasificarii,
corespunde gradatiei scdzut (intrel,1-2,0%) — 15,4343 ha si moderat (intre 2,1-3,0%) — 73,8051
ha. Variatia humusului in camp este preponderent determinatd de particularitatile naturale de
solificare si de gradul de eroziune. Din datele tabelului constatim, ca continutul de azot nitric in
stratul arabil este foarte scazut (sub 0,5mg/100g sol) pe 18,8461ha si scazut (intre 0,6-
1,2mg/100g sol) pe 70,3933 ha constituind 0,3-0,8mg/100g de sol.

Tabelul 2.2. Caracteristica agrochimica a solurilor terenului agricol ,,Egoreni”, a companiei
»AMG — Agroselect Comert” SRL, anul 2012

pH Humus, Azot nitric | Fosfor Potasiu | Suprafata,
Numirul % (N-NO3) (P205) (K20) ha
probei mg/100g de sol
1 7,85 2,55 0,38 1,7 25 2,5982
2 7,90 2,89 0,42 1,7 29 6,6144
3 7,87 2,92 0,80 1,8 30 4,2106
4 7,90 2,86 0,76 1,6 28 4,6801
5 7,82 2,82 0,72 1,4 26 5,3367
6 7,78 2,59 0,80 1,8 24 4,8949
7 7,91 2,86 0,52 1,6 29 4,4447
8 7,85 2,79 0,40 1,5 28 3,3507
9 7,89 2,77 0,72 1,6 25 4,3773
10 7,87 1,95 0,76 1,3 23 7,4913
11 8,02 1,88 0,59 0,8 21 7,9430
12 7,80 2,62 0,70 1,8 21 6,3740
13 7,73 2,69 0,30 1,6 24 6,2828
14 7,80 2,77 0,72 3,1 29 8,1526
15 7,84 2,92 0,76 3,4 27 12,4881
Media 7,85 2,66 0,62 1,8 26 89,2394

La momentul investigatiilor continutul de fosfor mobil in stratul arabil de sol (0-30cm)
variaza de la 0,8mg (parcela nr.11) pana la 3,4mg P,Os in 100g sol (parcela nr.15). Conform
gradatiei de asigurare cu fosfor parcelele sectorului agricol pot fi grupate in felul urmator: foarte
scazut (sub 1,1mg/100g sol) - 7,9430 ha, scazut (1,1-1,5mg/100g sol) — 12,8280 ha, moderat
(1,6-3,0mg/100g sol) — 47,8277 ha, optimal (3,1- 4,5mg/100g sol) — 20,6407 ha.

Conform datelor statistice solurile din republica sunt bogate in potasiu. Aceastda
caracteristicd se atribuie si terenului agricol studiat. Continutul de potasiu schimbabil in stratul

arabil a terenului cercetat variaza intre 21 - 30mg K20 in 100g sol. Conform clasificarii, aceste
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nivele ale potasiului schimbabil se caracterizeaza ca fiind optimal (20,1-30 mg pel100 g de sol )
pe 85,0288 ha si ridicat (30,1-40mg/100g sol ) pe 4,2106 ha.

Conditii climatice: Anul 2012 a fost in mare parte mai cald decat in mod obisnuit si cu
deficit semnificativ de precipitatii in perioada iunie-Septembrie. Aceste conditii au contribuit la
mentinerea pe parcursul acestei perioade a secetei atmosferice si pedologice foarte puternice.
Temperatura medie anuald a aerului a constituit in teritoriu +9,3..+11,7°C, depasind norma
climatica cu 1,1-1,8°C. Cantitatea anuald a precipitatiilor cazute pe an a fost in limitele normei si
a constituit pe teritoriu 444-704 mm (85-120% din norma), insd acestea au cazut foarte
neuniform pe parcursul anului. Primavara a fost scurtd, foarte caldd si cu precipitatii. Vreme
anomal de calda s-a semnalat in decursul decadei a treia a lunii aprilie si in prima decada a lunii
mai. Temperatura maxima a aerului n luna aprilie (decada a treia) a urcat in teritoriu pana la
+30,6..+32,5°C. La situatia din 28 mai, rezervele de umezeald productiva in stratul arabil al
solului pe terenurile cu floarea-soarelui in fond au constituit 20-35mm (70-115% din norma),
izolat — 5-15mm (15-55% din norma). Vara a fost anomal de calda si uscata.

Temperatura medie a aerului pentru sezon a fost mai ridicata fata de valorile normei cu
3,0-4,5°C si a constituit +21,7..+424,8°C. Cantitatea precipitatiilor pe parcursul perioadei de vara
a constituit in tard in fond 70-145mm (35-70% din norma). Toamna a fost anomal de calda si
izolat cu deficit de precipitatii. In anul 2012 media recoltei la floarea-soarelui a fost de 1,0 t/ha,
cu 0,3 t/ha mai jos de media recoltei din ultimii 10 ani si cu 0,7 t/ha mai jos fata de anul 2011.

Anul 2013 a fost cald si cu precipitatii in limitele normei. Temperatura medie anuala a
aerului a constituit in teritoriu +9,4..+11,5°C. Cantitatea anuald a precipitatiilor cazute a fost in
fond in limitele normei si a constituit pe teritoriu 400-750mm (80-120% din norma). Conditiile
agrometeorologice din anul 2013 au fost in fond favorabile pentru formarea recoltelor agricole
inalte. La floarea-soarelui recolta a fost in medie de 2,0 t/ha, cu 0,7 t/ha mai ridicata fata de
media recoltei din ultimii 10 ani si cu 1,0 t/ha mai ridicata fata de anul 2012.

Temperatura medie anuala a aerului in anul 2014 a constituit in teritoriu +9,3..+11,3°C,
depasind norma climatica cu 1,0-1,5°C. Cantitatea anuala a precipitatiilor cazute a fost in fond in
limitele normei si a constituit in teritoriu 417-729mm (85-125% din norma). In anul 2014 roada
medie pe tara a fost de circa 1,6-1,8 t/ha.

Din punct de vedere meteorologic, primavara anului 2015 a fost calda cu precipitatii, iar
vara — foarte calda si cu deficit de precipitatii. Temperatura medie a aerului a constituit
+21,6..+23,8°C, fiind cu 2,2-3,3°C mai ridicatd fata de norma. Vreme anomal de calda si cu
deficit de precipitatii s-a semnalat pe parcursul lunii august. Cantitatea de precipitatii pe perioada

verii, pe 60% din teritoriu, a constituit 80-160 mm. Vremea anomal de calda si cu deficit
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semnificativ de precipitatii, care a fost observata pe teritoriul RM, in cea mai mare parte a verii,
a contribuit la seceta pedologica si a celei atmosferice. Recolta medie pe tard, prognozata de
Serviciul Hidrometeorologic pentru anul 2015, constituie circa 1,4-1,6 t/ha.

Astfel, conform datelor Serviciului Hidrometeorologic de Stat [7] privind temperaturile si
precipitatiile inregistrate in perioada de desfdsurare a experientelor prezentate mai sus, putem
concluziona ca anii 2012 si 2015 au fost nefavorabili pentru cresterea, dezvoltarea si formarea
recoltei la cultura de floarea-soarelui.

Conditii de cultivare in camp si metode de evaluare a germoplasmei. Semanatul lotului
experimental s-a efectuat manual cate 2-3 seminte in cuib dupi schema de 70x25cm. In faza de
2-3 perechi de frunze adevarate s-a realizat raritul plantelor, lasdndu-se cate o planta in cuib.
Pentru mentinerea cAmpului curat de buruiene si dezvoltarea optima a plantelor s-a efectuat o
prasa manuala si doud prelucrari mecanizate intre randuri.

Schema de semanat si marimea parcelelor a variat in dependenta de scopul urmarit. Astfel,
cultura comparativa a fost semanata in trei repetitii, cate 4 plante la metru liniar, pe parcele cu
suprafata de 33,6 m? si 22,4 m2 Pentru crearea materialului initial sunt semanate parcele cu
suprafata de 3,5 m?, 7,0 m? si 10,5 m?, in functie de volumul materialului de lucru utilizat si a
procedeului aplicat. Pentru crearea hibrizilor experimentali liniile parentale sunt semanate pe
parcele de 10,5 m?, paritatea liniilor fiind de 2 9: 1 &.

Pe parcursul perioadei de vegetatie a plantelor s-au efectuat observatii fenologice cu
notarea datelor in jurnalul de camp: semanatul, rasarirea plantelor, inceputul infloritului (10%
din plante), 50% de plante sunt inflorite, sfarsitul infloritului (75%), coacerea fiziologicad si
deplind. Observatiile asupra dezvoltarii bolilor s-au realizat in faza de 5-7 frunze, in perioada de
inflorire in masa a plantelor si inainte de recoltare. La fel, s-au efectuat masurari biometrice ale
plantelor, asa ca: inaltimea plantelor, numarul de frunze pe o plantd, diametrul calatidiului,
numadrul de seminte pline pe calatidiu, masa semintelor a unui calatidiu.

Iniltimea medie a plantelor de floarea-soarelui s-a determinat in cAmp, prin misurarea
tulpinii, de la nivelul solului pana sub calatidiu, la 10 plante pentru fiecare lot studiat si repetitie.
Numarul mediu de frunze pe plantd s-a determinat prin numadrarea frunzelor de la 10 plante din
fiecare repetitie.

Determinarea valorilor marimii calatidiului s-a realizat prin masurarea acestora la cate 10
plante luate in studiu, pentru fiecare genotip si repetitie, cu ajutorul unei rigle gradate. Numarul
mediu de seminte pe calatidiu s-a apreciat prin numararea tuturor semintelor pline din calatidiile

a 10 plante, pentru fiecare numar luat in studiu si fiecare repetitie.
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Determinarea ramificatiilor la liniile restauratoare de fertilitate s-a realizat prin numararea
ramificdrilor la 10 plante, pentru fiecare linie §i repetitie.

Determinarea greutatii semintelor a unui calatidiu a rezultat prin cantarirea acestora la
balanta analitica CBA-300.

Masa a 1000 de boabe (MMB) s-a determinat in laborator, prin numararea a doua probe de
cate 500 seminte si cantarirea acestora la balanta analitica CBA-300, calculul mediei intre probe
si inmultirea la doi, pentru fiecare genotip si repetitiec. Masa hectolitrica s-a determinat in
laborator prin cantarirea a 2 probe a unui volum de un litru de seminte cu ajutorul balantei PH-3
calculand media probelor pentru 10 plante din fiecare lot luat in studiu si fiecare repetitie.

Umiditatea semintelor s-a determinat cu ajutorul higrometrului WILLE 65 prin aprecierea
umiditatii a doua probe si calculand media acestora.

Rezistenta la Plasmopara halstedii si Puccinia helianthi a fost evaluatd in conditii de
infectare naturald in camp, fara irigare, pe parcursul a doi ani (2013, 2014). Pentru fiecare
genotip au fost analizate plantele de pe parcele cu suprafata de 22,4 m? seminate in 3 repetitii.
Tindnd cont de ciclul vital al patogenilor si perioada de manifestare a simptomelor de
imbolnavire, in cazul manei observatiile au fost realizate la faza de 4-6 perechi de frunze [89],
iar in cazul ruginii la faza de inflorire [71]. In cadrul experientelor a fost inregistrat numarul de
plante atacate, cat si procentul (%) de atac corespunzator fiecarei plante, determinat vizual in
functie de ponderea acoperirii suprafetei foliare cu simptomele bolii.

Datele colectate au fost incluse in formule de calcul a frecventei (F%), intensitatii (1%) si
gradului de atac (G.A%) [12].

Incidenta (frecventa) infectiei (%) a fost apreciata in baza raportului dintre numarul de

plante la care s-au identificat simptome ale bolii si numarul total de plante analizate, conform
: N
formulei F (%) =mx100, unde (2.1)

N = numarul de plante atacate

Nt = numarul total de plante analizate.

Intensitatea atacului (1%), care reprezinta valoarea relativa a gradului de acoperire a
plantei sau organului (tulpind, frunze etc.) analizat cu simptomele bolii, exprimata in procente
(%) din suprafata totala a plantei / organului atacat. Intensitatea s-a notat in % pentru fiecare

plantd, valoarea medie s-a calculat respectand relatia:

1(%) :%, unde 2.2)
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a=suma procentelor de atac de pe toate plantele
N=numarul de plante atacate
Gradul de atac (G.A.%) s-a calculat dupa formula:
F (%) x1(%)

100

In cazul in care gradul de atac a fost mai mic dect 1,0, plantele s-au considerat rezistente

G.A(%) = (2.3)

fata de patogen, iar in cazul in care valoarea G.A. a depasit aceasta cifra, plantele au fost
considerate sensibile [12].

Pentru a aprecia rezistenta la diverse boli (Phomopsis helianthi, Sclerotinia sclerotiorum),
precum si cadere, frangere a fost utilizata scara de notare de la 1 la 9, recomandatd de catre
comisia de testare, dupa cum urmeaza: nota 1 (atac/frangere/cadere foarte puternica — 76-100%),
nota 3 (atac/frangere/cadere medie — 51-75%), nota 5 (atac/frangere/cadere slaba — 26-50%),
nota 7 (atac/frangere/cadere foarte slaba —11-25%), nota 9 (cazuri unice de atac/fringere/cadere
—0-10%) [24].

Conditiile de cultivare in sera. Cultivarea florii-soarelui in serda este utilizata pentru
testarea sterilitatii liniilor androsterile, testarea rezistentei materialului de selectie la lupoaie si
reducerea procesului de ameliorare, prin obtinerea unei generatii suplimentare.

In sera semintele de floarea-soarelui sunt semanate in lizi cu dimensiunea de 60x40 cm

umplute cu sol si nisip in raportul de 4:1 (Figura 2.2).
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ultivarea 1n conditii de sera.a

Fig.2.2.C
In dependentd de scopul urmarit, in lada se seamind un anumit numir de seminte, dupa o
anumita schema. Regimul de temperatura, lumina si umiditate se stabileste in functie de perioada

de semanat si obiectivul testarii.

2.2. Metode clasice de ameliorare utilizate in studiu

Metodele de ameliorare reprezintd activitati fundamentate stiintific, care prevad sporirea
calitativa si cantitativa a indicilor economici importanti specifici genotipului. Metodele de
selectie a plantelor pot fi clasificate dupa modul de apreciere a materialului de selectie (selectie
fenotipica, selectie genotipicd), dupd modul cum se repetd alegerea (selectie simpla; selectie
repetatd; selectie recurenta - alternarea alegerii elitelor cu autopolenizarea), dupd modul de
studiere a elitelor si descendentelor acestora (selectia in masa, selectia individuald, selectia
liniara, selectia pe familii, selectia pe grupe, selectia mixtd) [20].

In programele de ameliorare la floarea-soarelui pentru obtinerea materialului initial valoros
si crearea in baza lui a hibrizilor inalt productivi, cu rezistentd sporitd la patogeni, plastici la
conditiile de mediu si de cultura au fost utilizate majoritatea metodelor specifice plantelor
alogame, inclusiv metode clasice sau conventionale (selectia, hibridarea, consangvinizarea) si
metode noi sau neconventionale (tehnologiile ADN), care au servit atat pentru evaluarea zestrei
genetice, cat si pentru diversificarea acesteia.

Selectia este 0 metoda de ameliorare care nu induce diversitate genetica, dar ordoneaza
garnitura ereditard. Aceastd metoda este prezentd in orice program de ameliorare si consta in

studierea germoplasmei existente si Inmultirea genotipurilor cu insusiri fenotipice valoroase.
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Selectia recurenti prezinta o metodd de ameliorare in care alegerea elitelor alterneaza cu
autopolenizarea. Aceastd metoda se aplicd cu succes in ameliorarea florii-soarelui, consta din
mai multe cicluri de triere, autopolenizari si incrucisari in scopul cresterii concentratiei de gene
sau a combinatiilor de gene favorabile in materialul de ameliorare. In functie de procedeele de
selectie si actiunea genelor, selectia recurentd la floarea-soarelui este fenotipica si genotipica.
Aplicarea acestei metode are ca scop crearea de noi surse genetice pentru rezolvarea diferitor
obiective ale programului de ameliorare.

Selectia individualid repetatid sau metoda pedigree-ului s-a bazat pe alegerea repetatd in
mod individual a elitelor in fiecare generatie de selectie, in functie de valoarea descendentelor
pentru a extrage linii homozigote cu o bazd ereditard cat mai ingustd, care sa confere in
descendentd o variabilitate mai mare.

Hibridarea intraspecifica este o metoda de ameliorare care induce diversitatea genetica si
se foloseste pe larg in ameliorarea florii-soarelui pentru diversificarea bazei genetice. Prin
incrucigsarea plantelor de floarea-soarelui de diferitd origine, cu caracteristici valoroase se
formeaza un material initial nou, respectiv este sporitd diversitatea genotipuri pentru selectie,
ceea ce permite obtinerea genotipurilor ce intrunesc In sine insusirile valoroase dorite ale
genitorilor. Utilizarea pe larg a hibridarii intraspecifice in cadrul programelor de ameliorare a
florii-soarelui se datoreaza simplitatii si eficacitatii acestei metode.

Consangvinizarea prezinta o metodd de ameliorare aplicata pentru Imbunitatirea
genotipurilor de floarea-soarelui si consta in autofecundarea fortata a plantelor mai multi ani
consecutivi. Efectul consangvinizarii este dat de obtinerea genotipurilor noi, homozigote, ca
urmare a segregarii populatiei initiale n biotipuri constituente. Prin alegerea si consangvinizarea
repetatd a plantelor obtinem linii consangvinizate de floarea-soarelui cu caractere noi valoroase.

Heterozisul reprezinta un fenomen extrem de pretios si benefic ce se foloseste in
ameliorarea florii-soarelui pentru sporirea productiei. Prin heterozis se intelege superioritatea
hibrizilor din prima generatie in privinta uneia sau mai multor caracteristici n comparatie cu
parintii homozigoti. Este cea mai efectiva metoda de sporire a productivitatii, rezistenfei si a
adaptabilitatii hibrizilor de floarea-soarelui de prima generatie obtinuti in urma incrucisarii
liniilor consangvinizate valoroase [5, 6, 17, 20].

Testul la distinctivitate, uniformitate si stabilitate (DUS) este realizat obligatoriu in
vederea descrierii hibrizilor nou creati si care prezintd interes pentru a se solicita admiterea in
Catalogul soiurilor de plante. Analiza hibridului candidat si a liniilor parentale se efectueaza

dupad metodica UPOV (Uniunea Internationala pentru Protectia Noilor Soiuri), referintd Ghiduri
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pentru conducerea examindrilor caracterelor de distinctivitate, uniformitate si stabilitate,

Document TG/81/6 din 05.04.2000 [166].

2.3. Metode moleculare de cercetare

Purificarea si determinarea calitatii si cantitatii ADN-ului. Extragerea ADN-ului s-a
realizat din trei plantule de floarea-soarelui (probe bulk) cu folosirea setului de reagenti GeneJET
Plant Genomic DNA Purification Mini Kit (Thermo Scientific).

Pentru extragerea probelor de ADN individuale din 100 de plantule a liniilor ASC, supuse
analizei prezentei genei orfH522 s-a utilizat metoda de extragere cu reagentul CTAB standart
[104] cu unele modificari. Incubarea a fost efectuatd la temperatura de 65°C timp de o ora.
Pentru purificarea ADN-ului s-au folosit spalari cu solutii de cloroform:alcool isoamilic (24:1),
alcool isopropilic si alcool etilic 70%. ADN-ul a fost solubilizat in 30 pl apa sterila. Probele
extrase au fost cuantificate prin electroforeza in gel de agarozd 1% si masurare
spectrofotometrica. Estimarea calitatii/puritatii probelor a fost efectuatd prin calcularea
raportului A260/A280, care a fost in limita valorilor 1,6 — 2,0, iar continutul ADN in proba a
variat intre 230-800ng/pl.

Analiza polimorfismului genetic in baza markerilor microsateliti (SSR). Analiza SSR a fost
realizata cu ajutorul a 10 perechi de primeri din seria ORS (ORS31, ORS203, ORS204, ORS240,
ORS 254, ORS328, ORS653, ORS805, ORS1035 si ORS1242) (Tabelul 2.3.) [106].

Tabelul 2.3. Particularitétile primerilor inclusi 1n cercetare

Denumirea | L, Tipul de Secventa nucleotidici Secventa nucleotidica ™

markerului | pb repetare sens antisens
ORS31 286 | (AAG)10 aattcatgccccaagagatg cacaattcatgcatttctctgg 52
ORS203 264 (N'Az‘(cgi\)l;l(CA)s gcccaagatgtgaagcgaatg gtcagaacaggaccgaaccact | 52
ORS204 312 | (GT)17 cgtctggcattatgaaatcgtc ccgcataacagcaatggtcaac | 52
ORS240 259 | (GCG)s ggtgatgatggaggagcaactg cactcaaccattgttctcccac 52
ORS254 386 | (TACA)2s aaatcccacttcatacaaacgt ccttcagtgctcatgcagtg 51
ORS328 271 | (ACAAC)z gacctgtaggccaatatgagactt | ttataccggtgttgtatcgtatcc | 57
ORS653 312 | (CT)is cacccaccaagaaccctaga ccgatacataccatagccgatt 60
ORS805 276 | (AG)20 catggattataagaacgggtgtt aatcccaggggtaaaattgc 57
ORS1035 321 | (CT1s caacccaacttctcctcataacc agggctgatattcacttcacaca | 59
ORS1242 269 | (CT)1a gcaatcgtttcactcttccattc tggtcgtagaattgtcggtcat 59

Amplificarea s-a realizat in amestec de reactie cu urmatoare componenta: solutie tampon
1x, dANTP 200uM, MgCl> 2,5mM, 0,75U DreamTaq Green DNA Polymerase (Thermo
Scientific), 0,4uM de fiecare primer, ADN 50ng. Volumul reactiei a constituit 15ul. Programul
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de amplificare Touch-Down PCR a inclus urmatoarele etape: 95°C — 3 min; 8 cicluri la 95°C —
30 sec, 62° C| 55°C — 30 sec (-1°C/ciclu), 72°C — 45 sec; 30 de cicluri — 95°C — 30 sec, 54°C —
30 sec, 72°C — 45 sec; 72°C — 5 min. Electroforeza produselor de amplificare a fost realizata in
gel de PAA (poliacrilamida) de 6% cu utilizarea markerului Gene Rulerl00pb DNA Ladder
(#SM0241) in tampon TBE (Tris-borat EDTA).

Analiza PCR cu primeri specifici. Screening-ul molecular in baza PCR cu primeri specifici
a fost efectuat pentru genele orfH522, R1, PI6. Conditiile de realizare a reactiei de amplificare
sunt aratate 1n tabelul 2.4. Ampliconii au fost vizualizati in gel de agaroza de 1% utilizand solutie
tampon TAE (Tris-acetat EDTA).

Analiza CAPS pentru evidentierea prezentei genei PlI. Analiza CAPS a fost realizatd in
doua etape — amplificarea si scindarea enzimaticd a ampliconului obtinut. Amplificarea a fost
efectuata In volum de 20ul a mediului de reactie: tampon 1x, ANTP 200uM, MgCl2 2,5mM, 1,0U
DreamTaq DNA Polymerase (Thermo Scientific), 0,3uM de fiecare primer si 50ng ADN. Pentru
reactia de amplificare a fost utilizat amplificatorul GeneAmp® PCR System 9700 (Applied
Biosystems). Fragmentul amplificat a fost supus digestiei cu enzima FastDigest Tsp5091 (Tasl)
(Thermo Scientific) conform recomandarilor producitorului timp de 5 min la temperatura de

65°C. Vizualizarea fragmentelor dupa digestie s-a efectuat in gel de PAA de 8% in solutie

tampon TBE.
Tabelul 2.4. Conditiile de efectuare a PCR
Genele incluse in screening
orfH522 R1 P16
Solutie tampon 1x 1x 1x
= 8 |dNTP,mM 0,2 0,2 0,2
55 @ MgCl;, mM 2,0 2,5 2,5
g § g Taq Green DNA polymerase (Thermo Scientific) 1,0 1,0 1,0
g % = Primeri, uM 0,5 0,5 0,4
O £ [ADN, ng 50 50 50
Volumul reactiei, pl 15 15 15
e e 95°C -3 95°C -4 95°C-3
Denaturarea initiala . . .
min min min
o _ o) _ 2
S L | Denaturarea 95°C —30s 93°C - 305 | 95°C -20s
S © .. . o 69°C —30s | 59°C - 30s
£ .2 | Alinierea primerilor 60°C — 30s o o
S E 72°C — 72°C —
« 5 | Elongarea 72°C — 20s . .
(= . 1min 2min
S £ | Numarul de cicluri 30 cicluri
x © 35cicluri | 35cicluri
. 72°C — 72°C — 72°C —
Elongarea finala 3min 3min 3min
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Analizele moleculare au fost realizate in cadrul Centrului de Geneticd Functionald a
Universitatii Academiei de Stiinte a Moldovei, sub ghidarea dnei acad. Duca Maria, beneficiind

de implicarea si consultanta personalului stiintific al centrului.

2.4. Metode de analiza statistica a datelor
Datele obtinute in cadrul cercetdrilor au fost supuse prelucrarii statistice in programul
computerizat Excel, Tn baza calculelor propuse de Dospehov [32], prin calcularea urmatorilor

parametri: media aritmetici x, varianta S°, abaterea medie patratica s, coeficientul de variatie V.

2.5. Concluzii la capitolul 2

A fost prezentat si caracterizat materialul de studiu constituit dintr-o gama larga de
genotipuri de floarea-soarelui: linii restauratoare de fertilitate-Rf, linii cu androsterilitate
citoplasmatica (ASC), linii mentinatoare de sterilitate, linii parentale in sectoarele de
reproducere, linii in sectoarele de obtinere a Fi incluse in programele de ameliorare si
caracterizate prin caractere de performanta, cat si hibrizi experimentali si comerciali.

Pentru descrierea variabilitatii au fost utilizate metode clasice (hibridare intraspecifica,
heterozis, consangvinizare) si moderne de cercetare: spectrofotometria, electroforeza in gel de
agaroza si PAA in conditii nedenaturante, PCR-ul, digestia enzimatica. Screening-ul molecular a

genelor utile s-a realizat folosind marcherii de tipul SSR, SCAR, CAPS.
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3. CARACTERISTICA FENOLOGICA, MORFOLOGICA SI AGRONOMICA A
MATERIALULUI AMELIORATIV

In programele de ameliorare variabilitatea germoplasmei joacd un rol deosebit. Prin
diversificarea bazei genetice a germoplasmei din cadrul programelor de ameliorare la floarea-
soarelui pot spori sansele de progres genetic pentru a face fata cerintelor crescande in raport cu
productivitatea, calitatea productiei si rezistenta, precum si schimbarile climatice prognozate de
specialistii in domeniu. Pentru cunoasterea caracteristicilor de baza a colectiei de floarea-
soarelui, a genelor valoroase, precum si a celor care creeaza dificultati in procesul de ameliorare,
materialul initial a fost supus unui studiu complex in cAmpurile de colectie, care a durat cel putin
3-4 ani.

Diversificarea germoplasmei de floarea-soarelui si crearea hibrizilor competitivi de
importantd majora s-a axat pe studiul fazelor de dezvoltare si a transformarilor pe care le sufera
plantele pe parcursul fiecarei faze, a resurselor de rezistentd la boli si daunatori, precum si a

indicilor de productivitate.

3.1. Crearea si evaluarea materialului initial de ameliorare autohton

Realizarea unor genotipuri performante pentru fiecare din etapele parcurse a fost
conditionata de mai multi factori dintre care un rol primordial 1-a avut crearea unei variabilitati
genetice suficient de ample bazati pe o configuratie genetici cit mai diversi. In cadrul
programelor de ameliorare a florii-soarelui, aplicate in decursul ultimilor 10 de ani la Agroselect,
Soroca principalele obiective au fost axate pe obtinerea genotipurilor cu performante superioare
privind capacitatea de productie, perioada de vegetatie, comportamentul fata de boli si ddunatori
etc. Un rol aparte in crearea liniilor de floarea-soarelui l-au avut hibrizii autohtoni si colectia de
genotipuri locale, a caror putere de adaptare la conditiile climatice este cunoscuta.

Totodata, in crearea liniilor autohtone s-a valorificat germoplasma obtinuta prin schimb de
material biologic cu alte centre stiintifice si germoplasma hibrizilor straini de performanta, care a
avut drept obiectiv incorporarea unor caractere sau insusiri complementare in materialul
ameliorativ autohton si obtinerea unor linii distantate genetic.

In lucrare sunt prezentate rezultatele studiului in camp si laborator a unor linii
consangvinizate de perspectiva (linii consangvinizate cu androsterilitate citoplasmatica (linii A),
linii consangvinizate, mentinatoare de sterilitate (linii B), linii restauratoare de fertilitate (linii

Rf)) create in procesul de ameliorare pe parcursul a mai multor ani consecutivi si formate din
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diverse surse genetice cu origine diferitd in cadrul laboratorului de ameliorare al companiei

AMG- Agroselect Comert SRL, Soroca, cu contributia autorului.

3.1.1. Crearea si evaluarea liniilor materne

Alegerea materialului de selectie pentru crearea liniilor materne consangvinizate s-a
realizat in dependenta de scopul propus, de originea materialului si caracteristica Insusirilor de
productie, de rezistentd, morfologice si fiziologice care le imbina. Astfel, in elaborarea liniilor
consangvinizate materne extragerea genelor valoroase s-a efectuat nu doar din sursele autohtone,
dar si din materialul unor companii straine prezente pe piata locala.

In urma hibridarii formelor alese au fost obtinuti hibrizi noi cu o variabilitate genetica
larga. Prin autopolenizarea hibrizilor a fost obtinuta generatia segreganta F», care a stat la baza
procesului propriu zis de selectie a liniilor consangvinizate. Ulterior, descendentele obtinute au
fost supuse consangvinizarii, urmatd de mai multe cicluri de selectie recurentd fenotipica.
Selectia s-a realizat atat intre descendenti, cat si In cadrul acestora. Dupa 4-5 generatii de
consangvinizare si selectie liniile au devenit uniforme si stabile. La urmatoarea faza, dupa
alegerea liniilor distinctive, uniforme si stabile, s-a testat capacitatea lor combinativa, iar acele
linii care au prezentat combinatii performante au fost inmultite.

Prin 5-6 cicluri de backcross-uri a liniilor materne androfertile performante de floarea-
soarelui, selectate anterior, se obtin analogi sterili care sunt utilizati la crearea hibrizilor
comerciali valorosi. Pentru grabirea procesului de ameliorare si obfinerea unei generatii
suplimentare in acelasi an s-a practicat cultivarea in sera.

Se cunoaste ca valoarea geneticad a liniilor consangvinizate de floarea-soarelui este
determinatd de sursa de germoplasma din care sunt extrase, de metodele de selectie aplicate in
generatiile succesive de consangvinizare, precum si de capacitatea de combinare exprimatd in
heterozisul realizat. Din aceste considerente, s-a realizat un studiu comparativ al unor linii
consangvinizate extrase din germoplasma autohtona, europeand, precum si din germoplasma
soiurilor VNIIMK si colectia VIR.

Pentru analiza comparativa a influentei provenientei genetice a liniei asupra unor indicatori
agronomici importanti, din fiecare sursa de germoplasmd au fost selectate cate 2 linii
consangvinizate, care in testarile din perioada anilor 2011-2012 s-au dovedit a fi cele mai
uniforme si mai de perspectiva pentru zona regiunii Soroca.

Pentru a aprecia rezistenta la un sir de factori biotici si abiotici a fost utilizatd scara de
notare de la 1 la 9 (Tabelul 3.1). Rezultatele demonstreaza ca liniile materne provenite din surse

locale si europene prezinta rezistenta la atacul de Phomopsis si la frangere, pe cand liniile care
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provin din resursele genetice ale colectiei VNIIMK indica sensibilitate la indicatorii mentionati,
dar sunt rezistente la atacul putregaiului alb. Sapte linii din cele opt prezente demonstreaza
plasticitate ecologica sporitd, exceptie constituind linia MS-2036A, care isi are originea din

colectia VIR. Liniile MS-2077A si MS-2091A ce provin din resursele genetice europene sunt

caracterizate printr-un grad inalt de autofertilitate, ce constituie 75% .

Tabelul 3.1. Caracteristica unor linii ASC cu origine genetica diferita.

Originea Rezistenta la Rezistenta la  [Rezistenta la| Plasticitatea |Autofer-
genetica Linia Phomopsis Sclerotinia frangere si | ecologica, |tilitatea,
a liniei helianthi, nota |sclerotiorum, nota|cidere, noti noti %
Surse MS-2098A 9 9 7 9 60
locale MS-2039A 9 7 9 9 70
Surse MS-2077A 9 9 9 9 75
europene | MS-2091A 9 7 9 9 75
Surse din | MS-2073A 7 9 7 9 60
colectia MS-2185A 7 9 7 9 60
VNIIMK
Surse din | MS-2036A 9 7 9 7 60
colectia MS-2161A 7 9 9 9 65
VIR

Pentru obtinerea materialului semincer de calitate superioard, accentul se pune pe
valorificarea diversitatii genetice, dezvoltarea hibrizilor cu crestere viguroasd (efect heterozis)
folosind sisteme ASC-Rf (androsterilitate citoplasmatica — restaurare de fertilitate), dezvoltarea
si adaptarea culturii de floarea-soarelui.

Implicarea marcherilor moleculari in procesul de ameliorare a plantelor permite realizarea
eficientd si rapida a programelor de selectie. In acest context evaluarea gradului de sterilitate la
formele materne s-a realizat imbinand tehnicile biologiei moleculare cu testarile de camp (Figura
3.1). Androsterilitatea poate fi evaluata cu succes cu ajutorul tehnicii PCR in baza primerilor
specifici datorita prezentei secventei OrfH522 in genomul mitocondrial, ceea ce permite
estimarea gradului de sterilitate in germoplasma de floarea-soarelui (Figura 3.2).

Dat fiind faptul cd rezultatul obtinut indicd doar prezenta restructurdrii in genomul
mitocondrial, acesta nu permite diferentierea genotipurilor. Astfel, deoarece materialul genetic
citoplasmatic se transmite de la linia maternda, genotipurile hibride trebuie la fel sd se
caracterizeze prin prezenta ampliconului. Testdrile in cdmp au demonstrat un grad de sterilitate
intre 99,9 si 100 % pentru liniile cercetate (Tabelul 3.2, Figura 3.1).

Conform analizelor moleculare, primerii utilizati genereazd un amplicon de 321 pb care

demonstreaza sterilitatea plantei. Datele obtinute au pus in evidentd ampliconul asteptat la toate
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probele analizate. Cinci dintre cele sase linii materne (MS-2077A, MS-2067A, MS-2098A, MS-
2039A, MS-1589A) prezintd un nivel maxim (100 %) de sterilitate (Figura 3.2). Datele obtinute

coreleaza perfect cu cele din camp (Tabelul 3.2).
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Fig. 3.1. Aspectul exterior al inflorescentei la genotipurile studiate.

Pentru linia MS-2091A, gradul de sterilitate estimat in laborator a constituit 99,0 %, fiind
mai mic cu 0,9% comparativ cu cel determinat in camp. Diferenta stabilitd nu depaseste limita
semnificativa a erorilor, astfel, fiind demonstrat ca aceste metode pot fi utilizate separat sau

complementar pentru estimarea nivelului de sterilitate a genotipurilor.
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Fig. 3.2. Gradul de sterilitate a liniilor materne evaluat in laborator
(se prezinta rezultatele pentru 20 de plante din cele 100 analizate)
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Tabelul 3.2. Gradul de sterilitate evaluat in conditii de camp

Nr. Genotipul Gradul de sterilitate Gradul de sterilitate evaluat in
evaluat in caAmp, % laborator (100 plantule), %
1. MS — 2077A 99,9 100
2. MS — 2067A 100 100
3. MS — 2091A 99,9 99,0
4. MS — 1589A 100 100
5. MS — 2039A 100 100
6. MS — 2098A 100 100

S-a constatat ca primerii specifici implementati pot fi utilizati cu succes in stabilirea
prezentei androsterilitatii citoplasmatice la liniile de floarea-soarelui. Reusita aplicarii unor astfel
de mecanisme de control in programele de selectie asigurd utilizarea cu succes a plantelor cu

ASC ca un mijloc relativ ieftin de obtinere a hibrizilor inalt productivi cu puritate Tnaltd [21, 94].

3.1.2. Crearea i evaluarea liniilor paterne

Crearea liniilor restauratoare de fertilitate a fost o preocupare majord in procesul de
ameliorare. In acest scop am folosit resursele genetice provenite preponderent din liniile
restauratoare conservate in colectia VIR, precum si din hibrizii autohtoni si strdini, care s-au
plasat in conditiile climatice din Republica Moldova.

Obtinerea liniilor restauratoare de fertilitate a fost impusa de utilizarea androsterilitatii
citoplasmatice in crearea hibrizilor, ce au menirea sa restaureze fertilitatea polenului la hibrizii
de prima generatie. Din aceste considerente liniile Rf trebuie sa restaureze in proportie de 100%
fertilitatea hibrizilor F1, sd posede o buna capacitate de combinare, sa fie rezistenti la boli si
conditiile de stres si sd asigure polenizarea liniilor materne ASC 1n sectoarele de hibridare.

La fel ca in cazul liniilor materne, drept obiectiv a servit crearea unui set de linii de
restaurare a fertilitatii valoroase cu capacitate de combinare sporitd necesare in obtinerea
hibrizilor competitivi. Crearea liniilor paterne de floarea-soarelui s-a bazat pe cicluri repetate de
autopolenizari si selectare a liniilor Rf in cadrul hibrizilor autohtoni si de selectie straind cu
utilizarea cultivarii in serd in scopul obfinerii unor generatii suplimentare (Figura 3.3).
incrucisarea lor cu un test bine cunoscut si verificarea nivelului de restaurare a fertilitafii prin
examinarea si notarea numarului de plante fertile si sterile pe fiecare parcelda. Capacitatea

combinativa a liniilor s-a determinat prin topcross.
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Fig. 3.3. Accelerarea procesului de creare a liniilor restauratoare
de fertilitate prin cultivarea in sera.

Intrucat liniile cu genele Rf provin din speciile silbatice de floarea-soarelui, liniile
restauratoare pot mosteni concomitent cu aceste gene si factorii ereditari care determina
ramificatia tulpinii centrale. Dupa discriptorii IBPGR, 1985 [137] ce tin de arhitectonica lor,

liniile de floarea-soarelui care contin genele Rf pot avea patru tipuri de ramificare a tulpinii
(Figura 3.4).

Fig. 3.4. Tipuri de ramificare a tulpinii la florea-soarelui [137].
1.-Ramificare bazala. 2.-Ramificare apicala. 3.-Ramificare completd cu capitul central.
4.-Ramificare completa fara capitul central.

Datele din tabelul 3.3. si figura 3.4 demonstreaza, ca liniile paterne provenite din sursele
locale se caracterizeaza prin ramificare apicala a tulpinii, iar cele provenite din colectia VNIIMK

- prin ramificare completad cu capitul central. Liniile provenite din resurse genetice europene si

colectia VIR prezinta doua tipuri de ramificare.
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Tabelul 3.3. Caracteristica unor linii Rf cu origine genetica diferita

Numarul de

Originea Lini iniltimea . .. Tipul de Grupa de
I Inia . ramificatii per - :
genetica a liniei plantei, m planti ramificare maturitate
Surse locale MS-2440C | 1,30-1,40 7 apicala medie
MS-2570C | 1,42-1,49 14 apicala semitimpurie
Surse genetice | MS-1942C | 151165 15 apicald medie
europene MS-1944C | 1,00-1,10 13 completa cu medie
capitul central
Surse genetice | MS-1920C | 0,75-0,92 15 completa cu timpurie
din colectia capitul central
VNIIMK MS-2400C | 1,40-1,45 12 completd cu tardiva
capitul central
Surse genetice | MS-1950C | 1,00—1,09 10 apicala semitimpurie
din colectia VIR | MS-1995C | 1,30-1,40 14 bazala medie

Conform rezultatelor obtinute se evidentiaza linia MS-1920C (din colectia VNIIMK) cu
talia plantei joasd, dar care dezvoltd un numar mare de ramificatii si linia MS-2440C (din resurse
locale) cu talie inalta si cel mai mic numar de ramificatii.

Totodata trebuie de mentionat ca toate liniile incluse in tabel reprezintd linii paterne de
perspectiva, care se utilizeaza la crearea hibrizilor experimentali §i care demonstreaza prezenta
genelor Rf in stare homozigota, fapt dovedit de restaurarea in proportie de 100% a fertilitatii

polenului in generatia F1.

3.1.3. Crearea §i evaluarea hibrizilor

Rezultatul final al programelor de ameliorare la floarea-soarelui consta in obtinerea
hibrizilor cu randament mare de productie, rezistenti la boli, daunatori, lupoaie si conditiile de
stres, plastici la conditiile pedologice si de cultura.

Crearea hibrizilor de floarea-soarelui s-a realizat prin incrucisarea liniilor consangvinizate
ce au demonstrat insusiri valorase in procesul de ameliorare. Pentru obtinerea hibrizilor valorosi
se solicitd respectarea urmatoarelor conditii:

- alegerea liniilor parentale valoroase;
- asigurarea coincidentei perioadei de inflorire;
- alegerea plantelor participante la hibridare.

Alegerea liniilor parentale de floarea-soarelui se stabileste in functie de obiectivele
urmarite Tn programul de ameliorare. Pentru obtinerea hibrizilor ce intrunesc Insusiri valoroase
un prim criteriu 1l constituie alegerea corectd a formelor parentale care trebuie sa posede cat mai
multe caractere agronomic valoroase. In acest sens, este nevoie de o cunoastere detaliati a

caracterelor si insusirilor pe care le poseda liniile consangvinizate. Pentru obtinerea unor hibrizi
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valorosi este necesar sd se foloseascd drept forme parentale linii obtinute din surse genetice de
diferitd origine, genetic distantate.

Asigurarea coincidentei de inflorire. O importanta majora pentru reusita hibridarii o
constituie si coincidenta perioadei de inflorire a formelor parentale. In functie de coincidenta sau
decalajul etapei de inflorire a liniilor consangvinizate se efectueaza semanatul concomitent sau
decalat al liniilor parentale.

Alegerea plantelor participante la hibridare. Pentru hibridare se aleg plantele sinatoase,
viguroase cu calatidii bine dezvoltate, care exteriorizeaza mai bine caracterele si insusirile sale
valoroase.

Analizand productivitatea combinatiilor hibride obtinute din incrucisarea liniilor provenite
din resurse locale, europene si din colectia VNIIMK constatam, ca indicii ce asigura recolta sunt
influentati de capacitatea de combinare a liniilor, dar nu de sursa de provenientd a acestora
(Tabelul 3.4.). Productivitatea genotipurilor analizate variaza intre 2,66-3,19 t/ha, cu indici
maximali (3,08-3,19 t/ha), ce depasesc martorul cu cca 6-10%, remarcati in cazul combinatiilor
MS-3 x Rf-4, MS-4 x Rf-5 si MS-5 x Rf-5.

Tabelul 3.4. Productivitatea realizata de combinatiile hibride obtinute din incrucisarile liniilor
consangvinizate din trei surse de germoplasma

Originea Combinatia hibridd | Provenienta | Recolta medie, t/ha | % fati de martor
MS-2 x Rf-1 R.L.xR.L. 2,93 100,6
Resurse MS-3 x Rf-1 R.L.xR.L. 2,90 99,8
locale MS-2 x Rf-4 R.L.xR.L. 2,94 101,2
MS-3 x Rf-4 R.L.xR.L. 3,08 105,7
MS-4 x Rf-5 R.E.xR.E. 3,19 109,6
Resurse MS-5 x Rf-5 R.E. X R.E. 3,17 109,0
europene MS-6 x Rf-5 R.E.xR.E. 2,87 98,5
MS-4 x Rf-6 R.E.xR.E. 2,15 74,0
Resurse VNIIMK
VNIIMK MS-1 x Rf-10 WWNIIMK 2,66 91,4
Hibrid local Doina AMG- 291 100.0
(martor) Agroselect

Analiza valorilor privind masa la 1000 de boabe (MMB), realizata de combinatiile hibride
pun in evidenta doua combinatii de origine autohtona (MS-2 x Rf-1 si MS-3 x Rf-1) ce prezinta
valori maximale, depasind martorul cu 25-35,6% si doua combinatii cu valori inferioare probei
de referinta. Hibrizii obtinuti din sursele europene si cei din colectia VNIIMK depasesc martorul
dupa acest caracter cu cca 7,7-23,9%, exceptie constituind combinatia MS-4 x Rf-5 cu valori cu

32,4% mai 1nalte ca martorul (Tabelul 3.5.).
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Tabelul 3.5. Masa a 1000 de seminte realizata de combinatiile hibride obtinute din incrucisarile

liniilor consangvinizate din trei surse de germoplasma

Originea Combinatia hibrida Provenienta MMB, g % fata de martor
MS-2 x Rf-1 R.L. xR.L. 64,9 125,0
Resurse MS-3 x Rf-1 R.L.xR.L. 70,4 135,6
locale MS-2 x Rf-4 R.L.xR.L. 50,4 97,1
MS-3 x Rf-4 R.L.xR.L. 51,6 99,4
MS-4 x Rf-5 R.E. xR.E. 68,7 132,4
Hibrizi MS-5 x Rf-5 R.E. xR.E. 64,3 123,9
europeni MS-6 x Rf-5 R.E. x R.E. 61,8 119,1
MS-4 x Rf-6 R.E. x R.E. 55,9 107,7
Resurse VNIIMK
VNIIMK MS-1 x Rf-10 YWNIIMK 58,2 112,1
Hibrid local | 1 AMG-Agroselect 51,9 100
(martor)

Analiza rezultatelor obtinute privind valorile masei hectolitrice (MHI) realizata de
combinatiile hibride generate din genitori de origine locala, europeand si cei din colectia
VNIIMK demonstreaza ca, acest caracter nu este influentat de provenienta liniilor
consangvinizate, dar de zestrea lor ereditara (Tabelul 3.6.). Circa jumatate din combinatiile
obtinute prezintd valori echivalente sau care depasesc cu maxim 2-4,0% nivelul probei de
referinta, indicii superiori remarcandu-se in cazul combinatiei MS-5 x Rf-5 provenite din surse

europene.

Tabelul 3.6. Masa hectolitrica realizata de combinatiile hibride obtinute din incrucisarile liniilor
consangyvinizate din trei surse de germoplasma

Originea | Combinatia hibrida Provenienta MHI % fatd de martor
MS-2 x Rf-1 R.L.xR.L. 42,1 102,9
Resurse MS-3 x Rf-1 R.L.xR.L. 37,6 91,9
locale MS-2 x Rf-4 R.L.xR.L. 41,2 100,7
MS-3 x Rf-4 R.L.xR.L. 40,9 100
MS-4 x Rf-5 R.E. X R.E. 41,5 101,5
Hibrizi MS-5 x Rf-5 R.E. X R.E. 42,5 103,9
europeni MS-6 x Rf-5 R.E. X R.E. 40,4 98,8
MS-4 x Rf-6 R.E. X R.E. 38,0 92,9
Resurse VNIIMK
VNIIMK MS-1 x Rf-10 YWNIMK 38,4 93,9
Hibrid local | py ;. AMG-Agroselect 40,9 100
(martor)

In tabelul 3.7 este redat calculul valorii heterozisului reproductiv la combinatiile hibride
de floarea-soarelui realizate din incrucisarea liniilor consangvinizate obtinute din surse de
germoplasma autohtond, europeand si din colectia VNIIMK. Constatam, cd valoarea

heterozisului la hibrizii obtinufi din germoplasma autohtona variaza intre 20,3% si 38,3%, la cei
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din germoplasma europeana intre 5,4% si 27,2%, iar la germoplasma din colectia VNIIMK este

de 36,7%.

Tabelul 3.7. Valoarea heterozisului reproductiv realizat de combinatiile hibride obtinute din

incrucisdrile liniilor consangvinizate din trei surse de germoplasma

Numarul de Numarul de
L . . . . Valoarea
- Combinatia . seminte pline/ | seminte pline/ - .
Originea oeas Provenienta L o heterozisului
hibrida ’ calatidiu, calatidiu, o
F1 mama 0
MS-2 x Rf-1 | R.L. x R.L. 1180 952 23,9
Resurse | MS-3x Rf-1 | R.L. xR.L. 1041 865 20,3
locale | MS-2xRf-4 | R.L.xR.L. 1317 952 38,3
MS-3 xRf-4 | R.L.xR.L. 1119 865 29,4
MS-4 x Rf-5 | R.E. x R.E. 1097 950 15,5
Resurse | MS-5x Rf-5 | R.E. x R.E. 1182 1121 54
europene | MS-6 x Rf-5 | R.E. x R.E. 1182 929 27,2
MS-4 x Rf-6 | R.E. x R.E. 1002 950 55
Resurse
VNIIMK MS-1 x Rf-10VNIIMKXVNIIMK 1251 915 36,7

Nota: valoarea medie a heterozisului (%) la combinatiile hibride obtinute prin
incrucisarea liniilor consangvinizate provenite din: resurse locale = 28,0; resurse europene =
12,0; resurse VNIIMK = 36,7

Astfel, generalizand rezultatele selective, expuse 1n capitolul 3.1 putem mentiona ca pe
parcursul a mai bine de 7 ani de activitate, ce includ si perioada studiilor de doctorat, a fost
creatd o colectie de germoplasma, reprezentatd de linii materne cu ASC, linii mentinatoare si
linii paterne, restauratoare de fertilitate, adaptate la conditiile agroclimaterice ale Republicii
Moldova, care se caracterizeazd prin indicatori economic valorosi. De remarcat ca in baza

acestor linii au fost creati hibrizi autohtoni, care se afla in testare experimentald (Figura 3.5) sau

chiar au fost omologati (Figura 1-7, Anexa).
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In ultimii ani au fost creati, testati si inscrisi in Catalogul soiurilor de plante al Republicii

Moldova 7 soiuri de floarea-soarelui cu caractere valoroase (Figura A.1-7).

3.2. Ontogeneza si fenologia colectiei de germoplasma

Cunoasterea fazelor de dezvoltare si a transformarilor prin care trec plantele pe parcursul
fiecarei faze are o importantd majora in procesul de selectie. Doar astfel este posibil de a crea un
material initial valoros cu precocitate diferiti. In realizarea ciclului evolutiv, floarea-soarelui
parcurge mai multe stadii de crestere si dezvoltare, numite faze fenologice sau faze de vegetatie.
Durata fazelor de vegetatie este specifica genotipului, dar este influentata si de factorii abiotici si
biotici ai agroecosistemului. Perioada de crestere si dezvoltare poate fi evaluata la general - de la
rasarire la maturitate [3-5]. Aceasta, la randul siu, se poate Tmparti in doud compartimente
fundamentale, prima fiind perioada de la rasarire la inflorire, iar a doua de la inflorire pana la
maturitate. Sub acest aspect au fost testate linii parentale create din diferite resurse genetice si

combinatiile hibride obtinute prin incrucisarea lor.
3.2.1. Caracteristica fenologica a liniilor materne
Datele prezente in tabel reflectd ontogeneza a 12 linii materne selectate in procesul de

ameliorare din surse autohtone, europene, din colectia VNIIMK si VIR.

Tabelul 3.8. Ontogeneza genotipurilor materne de floarea-soarelui

. Durata perioadei de: (zile)
Originea . Grupa de
liniei Genotipul | risarire-inceputul inflorit - rasarire - maturitate
infloririi maturitate maturitate
Resurse MS-2098A 56 49 105 timpurie
locale MS-2039A 65 58 122 tardiva
MS-2091A 55 40 95 ultratimpurie
Hibrizi MS-2077A 61 44 105 timpurie
europeni MS-2067A 58 47 105 timpurie
MS-2026A 56 49 105 timpurie
MS-2075A 50 52 102 timpurie
Resurse MS-2185A 58 50 108 semitimpurie
VNIIMK MS-2073A 58 50 108 semitimpurie
MS-1589A 65 60 125 tardiva
Resurse MS-2161A 57 48 105 timpurie
VIR MS-2036A 50 52 102 timpurie
V.max 65 42 125
V.min 50 30 95
Media 57,4 49,9 107,3
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Analiza datelor fenologice permite sd constatim ca perioada de crestere si dezvoltare a
liniilor materne variaza in limitele de 95 si 125 zile, ultratimpurie fiind linia MS-2091A creata
din hibrizi europeni, iar tardive — liniile MS-2039A si MS-1589A obtinute din resurse autohtone
si resurse din colectia VNIIMK, corespunzator. La fel, n dependenta de genotip, variaza durata
de crestere 1n faza de rasarire-inceputul infloritului si inflorit-maturare [92].

Datele prezentate in figura 3.6 reflecta cresterea si dezvoltarea liniilor consangvinizate de

floarea-soarelui in subfazele perioadei vegetative si reproductive.
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Fig. 3.6. Durata medie a principalelor fenofaze parcurse de liniile materne

Analizdnd constatam ca toate genotipurile studiate au o duratd mai lunga a perioadei de
rasdrire - butonizare, valorile acesteia incadrandu-se in limitele de 40 si1 50 zile. Aceasta se
explica prin faptul ca in subfaza mentionata se decide vigoarea plantelor, se formeaza radacinile,
primordiile foliare si florale.

Faza de butonizare — inflorire este faza in care se realizeaza cel mai intens ritm de crestere
si prezinta trecerea de la faza vegetativa la faza reproductiva. Aceasta perioadd, in studiul nostru
a fost cuprinsd intre 10-15 zile. Printr-un ritm mai lung de crestere se disting liniile
consangvinizate MS-2039A si MS-1589A selectate din resurse locale si, respectiv, din surse
provenite din colectia VNIIMK.

Similar, pentru diferite linii este diferita si perioada de inflorire, aceasta variind intre 10 si
18 zile, in functie de genotip. Cea mai scurta perioada de inflorire a inregistrat-0 linia
ultratimpurie MS-2091A care provine din hibrizi europeni, iar cea mai lunga perioada (18 zile) a
avut-o linia MS-1589A ce provine din colectia VNIIMK.
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In etapa de maturare are loc umplerea si coacerea achenelor. Maturitatea a fost determinata
dupa metoda clasica, cand partea dorsald a capitulului este brun marmorata, bracteele brunificate,
iar tulpina incepe si se usuce. In dependentd de genotip, liniile materne studiate au avut nevoie
de 3042 zile pentru a ajunge de la faza de inflorire pana la faza de maturitate.

Generalizand rezultatele expuse la acest compartiment putem mentiona ca durata fazelor
de crestere si dezvoltare a liniilor materne de floarea-soarelui depinde de insusirile liniilor si nu
reprezintd o caracteristica generald specifica unui grup de linii cu origine comuna. Astfel ca,
liniile originare din resurse genetice similare se disting prin durate ale diferitor perioade de

dezvoltare foarte variate.

3.2.2. Caracteristica fenologicad a liniilor paterne

Evaluarea fazelor de crestere si dezvoltare a fost realizata sub acelasi aspect si pentru 7
linii restauratoare de fertilitate (Tabelul 3.10). Analizand ontogeneza liniilor paterne constatam,
ca aceste linii se impart in genotipuri timpurii, semitimpurii, medii si tardive. Pentru parcurgerea
perioadei de rasarire - inceputul infloritului aceste linii au nevoie de 56-65 zile, iar de la inflorit
la maturitate de 49-60 zile. De mentionat ca durata fazelor mentionate este practic identica

pentru fiecare genotip.

Tabelul 3.9. Ontogeneza genotipurilor paterne de floarea-soarelui

. . Durata perioadei de: (zile) Grupa de
Originea | Genotipul rasarire—inflorit |[inflorit-maturitate rasarire-maturitate| maturitate
Resurse | MS-2570C 57 57 114 medie
locale MS-2440C 59 57 116 medie

MS-1942C 58 57 115 medie
Hibrizi MS-1944C 58 56 114 medie
europeni | MS-2203C 59 51 110 semitimpurie
MS-2540C 65 60 125 tardiva
Resurse | MS-1920C 56 49 105 timpurie
VNIIMK
V.max 65 60 125
V.min 56 49 105
Media 58,9 55,3 114,1

Figura 3.7 include datele privind cresterea si dezvoltarea liniilor de floarea-soarelui in
subfazele perioadei vegetative si reproductive.

Analiza datelor fazei de rasarire - butonizare pune in evidenta linia MS-2203C cu cea mai
scurta perioada (38 zile) si linia MS-2540C cu cea mai lunga duratd de 52 zile, ambele fiind

obtinute din hibrizi europeni. Este important de remarcat linia MS-2203C care parcurge perioada
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de butonizare - inceputul infloritului timp de 21 zile comparativ cu perioada de 10-13 zile

relevata in cazul celorlalte linii.
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Fig. 3.7. Durata medie a principalelor fenofaze parcurse de liniile paterne

Perioada de inflorire a durat in mediu pe cultura - 25-35 zile, cea mai mare perioada de
inflorire fiind dezvoltata de linia tardivd MS-2540C selectata din resurse europene si linia MS-

2540C, selectata din resursele colectiei VNIIMK.

3.2.3. Caracteristica fenologica a hibrizilor

La urmatoarea etapa a cercetarilor ne-am propus sd analizam ontogeneza a 32 hibrizi din
cultura comparativa, parti componente ale carora sunt liniile parentale studiate. Estimarea duratei
perioadei de rasdrire - maturitate a acestor hibrizi a aratat, ca in mediu pe patru ani, se include in
100-123 zile. Evaluarile fenologice demonstreaza, ca in dependenta de valoarea genotipului faza
vegetativa a durat de la 54 pana la 67 zile.

Similar liniilor materne si paterne, expuse mai sus perioada de vegetatie a hibrizilor nu a
constituit o trasdturd de grup specifica genotipurilor cu origine comund. Astfel, combinatiile MS-
3 x Rf-5 Si MS-4 x Rf-5 au avut nevoie doar de 54 de zile pentru a parcurge aceastd faza, iar
combinatiile hibride MS-2 x Rf-4, MS-2 x Rf-5, desfasoara o activitate mai lenta de crestere si
dezvoltare si au avut nevoie de 67 de zile. Durata perioadei de la inflorire pand la maturare
dureaza in mediu pe experienta 40-61 zile (Tabelul 3.10).

De mentionat ca hibrizii studiati dau dovada de un ritm de crestere diferit pe tot parcursul

de vegetatie fiind influentati atat de factori genetici, cat si cei de mediu (Tabelul 3.11).

67



Tabelul 3.10. Ontogeneza combinatiilor hibride de floarea-soarelui

Combinatia . - = Durata perAioadei de: (Z“e), o Grupa de
hibrida Provenienta i Rasar:re - Inﬂorlt- Rasarfre - maturitate
inceputul infloririii maturitate maturitate
MS-1 x Rf-1 g'}'_”MK X 66 49 115 medie
MS-2 x Rf-1 | R.L. x R.L. 65 49 114 medie
MS-3 xRf-1 | R.L. x R.L. 63 48 111 semitimpurie
MS-4 x Rf-1 | RE. x R.L. 60 40 100 timpurie
MS-5x Rf-1 | R.E. X R.L. 63 46 109 semitimpurie
MS-6 x Rf-1 | R.E. X R.L. 65 47 112 semitimpurie
MS-7 x Rf-1 | VIR X R.L. 63 45 108 timpurie
MS-1 x Rf-4 | VNIIMK xR.L. 64 59 123 tardiva
MS-2 x Rf-4 | R.L. x R.L. 67 46 123 tardiva
MS-3 xRf-4 | R.L. x R.L. 66 53 119 semitardiva
MS-4 x Rf-4 | R.E. X R.L. 63 46 109 semitimpurie
MS-5x Rf-4 | R.E. X R.L. 63 53 116 medie
MS-6 x Rf-4 | R.E. X R.L. 63 54 117 medie
MS-7 x Rf-4 | VIR X R.L. 64 52 116 medie
MS-1 x Rf-5 | VNIIMK xR.E. 66 56 122 tardiva
MS-2 x Rf-5 | R.L. x R.E. 67 55 122 tardiva
MS-3 x Rf-5 | R.L.X R.E. 54 61 115 medie
MS-4 x Rf-5 | R.E. X R.E. 54 59 113 medie
MS-5x Rf-5 | R.E. X R.E. 62 52 114 medie
MS-6 x Rf-5 | R.E. x R.E. 64 53 117 semitardiva
MS-7 x Rf-5 | VIR X R.E. 63 47 110 semitimpurie
MS-1 x Rf-6 | VNIIMK xR.E. 65 57 122 tardiva
MS-2 x Rf-6 | R.L. xR.E. 65 55 120 semitardiva
MS-3xRf-6 | R.L. X R.E. 64 50 114 medie
MS-4 x Rf-6 | R.E. x R.E. 58 43 101 timpurie
MS-1x Rf-10| /11X 65 55 120 | semitardiva
MS-2 x Rf-10 | Kb X 65 54 119 | semitardiva
VNIIMK
R.L. x .
MS-3 x Rf-10 VNIIMK 64 49 113 medie
MS-4 x Rf-10 | RE- X 59 42 101 timpurie
VNIIMK
MS-5 X RE-10| o X 59 52 111 semitimpurie
MS-6 x Rf-10 R.E. x 62 49 111 semitimpurie
VNIIMK
MS-7 x Rf-10 | VIR X VNIIMK 63 48 111 semitimpurie
V.max 67 61 123
\.min 54 40 100
Media 62,9 50,8 114,0
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Tabelul 3.11. Durata medie a principalelor fenofaze a combinatiilor hibride

Durata perioadei de: (zile)
Corpbi_natia Provenienta rasﬁ_rit- butonizare - | inceputul - sfarsitul
hibrida ’ butonizare inceputul sfarsitul infloririi-
infloririi infloririi maturitate

MS-1xRf-1 | VNIIMK x R.L. 52 14 12 37
MS-2 xRf-1 | R.L. xR.L. 50 15 13 36
MS-3xRf-1 | R.L.xR.L. 50 13 16 32
MS-4 xRf-1 | R.E.xR.L. 48 12 10 30
MS-5xRf-1 | R.E.xR.L. 49 14 10 36
MS-6 x Rf-1 | R.E. xR.L. 50 15 13 34
MS-7xRf-1 | VIR X R.L. 50 13 13 32
MS-1 x Rf-4 | VNIIMK xR.L. 49 15 15 44
MS-2 xRf-4 | R.L. xR.L. 51 16 14 42
MS-3 xRf-4 | R.L.xR.L. 51 15 15 38
MS-4 xRf-4 | RE. xR.L. 48 15 13 33
MS-5x Rf-4 | RE. xR.L. 48 15 14 39
MS-6 x Rf-4 | R.E. xR.L. 48 15 15 39
MS-7 xRf-4 | VIR x R.L. 49 15 14 38
MS-1x Rf-5 | VNIIMK xR.E. 52 14 14 42
MS-2 xRf-5 | R.L. x R.E. 52 15 13 42
MS-3xRf-5 | R.L. xR.E. 50 14 14 37
MS-4 xRf-5 | R.E. xR.E. 50 14 13 36
MS-5xRf-5 | R.E. xR.E. 49 13 12 40
MS-6 x Rf-5 | R.E. x R.E. 50 14 15 38
MS-7 xRf-5 | VIR xR.E. 50 13 11 36
MS-1x Rf-6 | VNIIMK xR.E. 38 27 14 43
MS-2 xRf-6 | R.L. x R.E. 39 26 14 41
MS-3 xRf-6 | R.L. x R.E. 38 26 13 37
MS-4 xRf-6 | R.E. xR.E. 35 23 11 32
MS-1 x Rf-10 VNIIMKXVNIIMK 51 14 12 43
MS-2 x Rf-10 | R.L. XVNIIMK 52 13 13 41
MS-3 x Rf-10 | R.L. xXVNIIMK 48 16 12 37
MS-4 x Rf-10 | R.E. XVNIIMK 44 15 12 30
MS-5 x Rf-10 | R.E. xVNIIMK 44 15 14 38
MS-6 x Rf-10 | R.E. xXVNIIMK 49 13 12 37
MS-7 x Rf-10 | VIR xXVNIIMK 49 14 13 35

V.max 52 27 16 44

V.min 35 12 10 30

Media 47,9 15,7 13,1 37,3

Astfel, numarul de zile de la rasarire la butonizare la combinatiile hibride studiate a fost
cuprins Intre 35-52 zile. Cu cea mai scurta duratd a fenofazei s-au evidentiat combinatiile MS-4

X Rf-6, MS-3 x Rf-6, MS-1 x Rf-6, obtinute in urma incrucisarii liniilor materne MS-4, MS-3 si
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MS-1 cu linia paterna Rf-6. Cea mai lunga duratd de crestere si dezvoltare (52 zile) in aceasta
perioada au dezvoltat-o combinatiile MS-1 x Rf-1, MS-1 x Rf-5, MS-2 x Rf-5 si MS-2 x Rf-10.
Durata perioadei de butonizare-inceputul infloritului a fost cuprinsa intre 12 si 27 zile, in limitele
date incadrandu-se combinatiile MS-4 x Rf-1 si MS-1 x Rf-6. lar, cea mai mare parte din hibrizii
inclusi in studiu parcurg aceasta faza in 14-15 zile.

De la inceputul infloririi si pana la inflorirea calatidiilor in proportie de 100% a fost nevoie
de o perioadd cuprinsa intre 10 si 16 zile, in functie de hibrid. Intr-un timp scurt au inflorit
combinatiile hibride MS-4 x Rf-1 si MS-5 x Rf-1, cate 10 zile, cea mai lunga perioada fiind
inregistratd la combinatia MS-3 x Rf-1.

Este important de mentionat ca durata acestei faze este influentata de factorul genetic
matern, deoarece la obtinerea hibrizilor au fost Incrucisate trei linii materne diferite cu aceeasi
linie paternd. Perioada de maturare a hibrizilor este diferitd in dependentd de genotip, fiind
cuprinsa intre 30 si 44 zile. Cea mai scurtd perioadd de maturare o are combinatia MS-4 x Rf-1,
iar cea mai lunga - combinatia MS-1 x Rf-4.

Un aspect aparte In cercetdrile noastre a constatat Tn analiza hibrizilor obtinuti prin
incrucisarea liniilor parentale cu viteza de crestere diferitd pentru a stabili modul de mostenire a
indicilor fenologici si a determina ponderea carui factor (matern, patern sau interactiunea lor)
este mai importanta 1n crearea diferitor tipuri de hibrizi (Tabelul 3.12).

Generalizdnd rezultatele obtinute privind estimarea ponderii liniilor parentale in
mostenirea perioadei de vegetatie, combinatiile hibride au fost repartizate in 5 grupe (Tabelul
3.13), dupa cum urmeaza [92]:

- hibizi derivati de la forme paterne cu perioadd de vegetatie similard, mostenitd si de
descendenti — 2 combinatii;

- au mostenit perioada de vegetatie dupa forma materna - 4 combinatii,

- au mostenit perioada de vegetatie dupa forma paterna - 6 combinatii;

- au mostenit perioada de vegetatie intermediar - 14 combinatii;

- au format genotipuri noi dupa perioada de vegetatie - 6 combinatii.
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Tabel 3.12. Modul de mostenire a perioadei de vegetatie de catre combinatiile hibride nou create

Combinatia Originea Grupa de Grupa de maturitate | Mostenirea
hibrida maturitate | a combinatiei hibride | perioadei
a liniei de vegetatie
1 2 3 4 5 6
MS-1xRf-1 | @ | VNIIMK tardiva medie
&4 | Resurse locale medie +
MS-2 xRf-1 | @ | Resurse locale tardiva medie
4 | Resurse locale medie +
MS-3 x Rf-1 Q | Resurse locale timpurie semitimpurie intermediar
4 | Resurse locale medie
MS-4 x Rf-1 Q | Hibrizi europeni ultratimpurie | timpurie intermediar
&4 | Resurse locale medie
MS-5 x Rf-1 Q | Hibrizi europeni timpurie semitimpurie intermediar
4 | Resurse locale medie
MS-6 x Rf-1 Q | Hibrizi europeni timpurie semitimpurie intermediar
4 | Resurse locale medie
MS-7 x Rf-1 Q | Resurse VIR timpurie timpurie +
4 | Resurse locale medie
MS-1 xRf-4 | @ | Resurse VNIIMK | tardiva tardiva +
4 | Resurse locale medie
MS-2 x Rf-4 | @ | Resurse locale tardiva tardiva +
4 | Resurse locale medie
MS-3 xRf-4 | @ | Resurse locale timpurie semitardiva
4 | Resurse locale medie
MS-4 x Rf-4 Q | Hibrizi europeni ultratimpurie . . . .
. semitimpurie intermediar
4 | Resurse locale medie
MS-5x Rf-4 | @ | Hibrizi europeni timpurie medie
4 | Resurse locale medie +
MS-6 x Rf-4 | @ | Hibrizi europeni timpurie medie
4 | Resurse locale medie +
MS-7 x Rf-4 Q | Resurse VIR timpurie medie
4 | Resurse locale medie +
MS-1xRf-5 | @ | Resurse VNIIMK | tardiva tardiva +
& | Hibrizi europeni tardiva +
MS-2x Rf-5 | @ | Resurse locale tardiva tardiva +
4 | Hibrizi europeni tardiva +
MS-3 x Rf-5 Q | Resurse locale timpurie medie intermediar
& | Hibrizi europeni tardiva
MS-4 x Rf-5 | @ | Hibrizi europeni ultratimpurie | medie intermediar
& | Hibrizi europeni tardiva
MS-5 x Rf-5 Q | Hibrizi europeni timpurie medie intermediar
4" | Hibrizi europeni tardiva
MS-6 x Rf-5 Q | Hibrizi europeni timpurie semitardiva intermediar
4 | Hibrizi europeni tardiva
MS-7 x Rf-5 Q | Resurse VIR timpurie semitimpurie intermediar
4" | Hibrizi europeni tardiva
MS-1 x Rf-6 Q | Resurse VNIIMK | tardiva tardiva +
&' | Hibrizi europeni Semitimpurie
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1 2 3 4 5 6
MS-2 xRf-6 | @ | Resurse locale tardiva semitardiva intermediar
4" | Hibrizi europeni semitimpurie
MS-3 x Rf-6 Q | Resurse locale timpurie medie
4" | Hibrizi europeni semitimpurie
MS-4 x Rf-6 Q | Hibrizi europeni ultratimpurie | timpurie intermediar
d | Hibrizi europeni semitimpurie
MS-1 x Rf-10 | @ | Resurse VNIIMK | tardiva semitardiva intermediar
4" | Resurse VNIIMK | timpurie
MS-2 x Rf-10 | @ | Resurse locale tardiva semitardiva intermediar
4 | Resurse VNIIMK | timpurie
MS-3 x Rf-10 | @ | Resurse locale timpurie medie
4 | Resurse VNIIMK | timpurie
MS-4 x Rf-10 | @ | Hibrizi europeni ultratimpurie | timpurie
4" | Resurse VNIIMK | timpurie +
MS-5 x Rf-10 | @ | Hibrizi europeni timpurie semitimpurie
4 | Resurse VNIIMK | timpurie
MS-6 x Rf-10 | @ | Hibrizi europeni timpurie semitimpurie
4" | Resurse VNIIMK | timpurie
MS-7 x Rf-10 | @ | Resurse VIR timpurie semitimpurie
4" | Resurse VNIIMK | timpurie
Tabelul 3.13. Repartizarea combinatiilor hibride dupa mostenirea perioadei de vegetatie
Ambii Linia materna | Linia paterna Intermediar Genotipuri noi
parinti
MS-1 x Rf-5 MS-7 x Rf-1 MS-1 x Rf-1 MS-3 x Rf-1 MS-3 x Rf-4
MS-2 x Rf-5 MS-1 x Rf-4 MS-2 x Rf-1 MS-4 x Rf-1 MS-3 x Rf-6
MS-2 x Rf-4 MS-5 x Rf-4 MS-5 x Rf-1 MS-3 x Rf-10
MS-1 x Rf-6 MS-6 x Rf-4 MS-6 x Rf-1 MS-5 x Rf-10
MS-7 x Rf-4 MS-4 x Rf-4 MS-6 x Rf-10
MS-4 x MS-10 MS-3 x Rf-5 MS-7 x Rf-10
MS-4 x Rf-5
MS-5 x Rf-5
MS-6 x Rf-5
MS-7 x Rf-5
MS-2 x Rf-6
MS-4 x Rf-6
MS-1 x Rf-10
MS-2 x Rf-10
2 4 6 14 6

Astfel, putem constata ca genotipurile materne si paterne care reprezintd germoplasma
autohtona de floarea-soarelui contine genotipuri cu perioada de vegetatic de la 95 pana la 125
zile si se caracterizeaza prin iregularitatea procesului de crestere si dezvoltare, care depinde de

genotip [8].

72



3.3. Caracteristica germoplasmei privind productivitatea

Capacitatea de productie este o insusire ereditara insa aceasta este puternic influentata si de
conditiile de mediu, reprezentand un rezultat al interactiunii dintre zestrea ereditara si conditiile
de cultura. Productivitatea este determinata de fertilitatea plantei si de capacitatea de exploatare a
fertilitatii. Cunoasterea elementelor ce determind productivitatea si interactiunea lor permite de a
obtine combinatii hibride valoroase, care este rezultatul final al procesului de ameliorare.

Dupa A. Vranceanu [23] cunostintele privind componentele de productie stau la baza
ameliorarii stiintifice a tuturor plantelor indiferent de metodele de ameliorare folosite. Din aceste
considerente studiile au fost focusate pe analiza caracteristicilor morfologice si de productie a
liniilor consangvinizare de floarea-soarelui.

Elementele de productivitate la floarea-soarelui sunt reprezentate de: diametrul calatidiului,
numarul de seminte pline pe capitul si greutatea acestora, masa a 1000 boabe si masa hectolitrica
a semintelor. Aceste caractere coreleaza cu inaltimea plantelor i numarul de frunze per planta.
Cunoasterea insusirilor morfologice si de productie a liniilor materne permite aplicarea eficienta
a acestora 1n crearea hibrizilor productivi ce corespund cerintelor pietii de seminte.

In acest context, ne-am propus si studiem valorile indicilor de productivitate mentionati la

liniile materne, paterne si la o serie de hibrizi experimentali.

3.3.1. Evaluarea unor caractere ale productivitatii liniilor materne

Evaluarea parametrilor de productivitate s-a realizat la 12 linii consangvinizate materne de
floarea-soarelui obtinute din diferite surse genetice (Tabelul 3.14) in perioada anilor 2011-2012
pe campurile experimentale din or. Soroca, in trei repetitii biologice.

In urma observatiilor efectuate s-a constatat ci iniltimea medie a plantelor a variat in
cadrul celor 12 linii luate in studiu.

S-au evidentiat doua linii MS-2185A si MS-2075A, create din surse provenite din colectia
VNIIMK, ce au prezentat cea mai mare $i cea mai micd valoare a acestui caracter. Din
rezultatele obtinute, s-au remarcat 5 linii materne care au inregistrat valori ale nal{imii plantelor
mai mici comparativ cu media experientei (1,17 m) si 7 linii — cu indici superiori mediei
experientei.

Un numar mare de frunze pe tulpind cu internoduri scurte indica productivitatea mare a
acestor genotipuri.

Analizand numarul de frunze per plantd constatam, ca limitele de variatie pentru acest
caracter au fost cuprinse Intre 23 si 37. Linia MS-2091A, obtinutd din hibrizi europeni, a avut 23

de frunze pe tulpina, pe cand numarul mediu de frunze pe plantd a liniei MS-2185A, selectata
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din sursele colectiei VNIIMK a fost de 37. Din cele 12 linii studiate, 5 au demonstrat valori mai
mici pentru acest indice in comparatie cu media experientei, care a constituit 29,7 frunze pe

planta.

Tabelul 3.14. Principalele caracteristici morfologice ale liniilor androsterile de floarea-soarelui
(se prezintd valorile medii obtinute in studiile din anii 2011-2012)

Iniltimea [Numirul de| Diametrul Numiirul de Masa

Originea Linia plantei, | frunze per |calatidiului, | seminte pline per [semintelor per

m planti cm calatidiu calatidiu, g

Resurse | MS-2098A 1,12 27 17 865 35,0
locale MS-2039A 1,06 24 22 952 37,8
MS-2091A 1,03 23 20 930 49,5
Hibrizi MS-2077A 1,28 28 20 1121 56,9
europeni | MS-2067A 1,14 35 20 929 43,5
MS-2026A 1,49 32 20 682 31,4
MS-2075A 0,96 25 22 900 46,5
Resurse | MS-2185A 1,58 37 21 1225 55,9
VNIIMK | MS-2073A 1,40 34 19 816 47,7
MS-1589A 1,45 31 18 915 37,9
Resurse | MS-2161A 1,49 30 19 965 50,5
VIR MS-2036A 1,26 30 21 759 32,1
V.max 1,58 37 22 1225 56,9
V.min 0,96 23 17 682 31,4
Media 1,17 29,7 19,9 922 4,7

Diametrul calatidiului este o trasaturd mai putin influentatd de factorii genetici $i mai mult
de citre conditiile de mediu si perioada de vegetatie [162]. In cadrul cercetirilor realizate s-a
stabilit ca pe parcursul a trei ani diametrul calatidiului la liniile materne a variat intre 22,0 s1 17,0
cm cu o medie de 19,9 cm.

Un indicator important al potentialului de productie il constituie si numarul de seminte
pline. Prin valori ridicate a semintelor pline s-au remarcat linia provenitd din resursele colectiel
VNIIMK - MS-2185A si linia MS-2077A, selectatd din resurse europene cu 1225 si 1121
seminte, corespunzator. Cea mai micd valoare dupd aceastd insusire a prezentat-0 linia MS-
2026A.

Alt indice important in ameliorare la floarea-soarelui il constituie masa semintelor unui
calatidiu. Valorile ridicate si joase dupa acest caracter au fost repartizate intre doud linii obfinute
din germoplasma hibrizilor europeni MS-2077A (56,9 g) si MS-2026A (31,4 g).

Este cunoscut, cd caracteristicile de bazd, care determind productivitatea sunt numdrul
florilor si semintelor per calatidiu, masa a 1000 boabe [219]. Ameliorarea pentru cresterea
numarului total de seminte per capitul si a masei a 1000 de boabe contribuie semnificativ la

sporirea recoltei de seminte.
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Numarul total de seminte este conditionat de numarul florilor tubulare formate,
atractivitatea fata de polenizatori si a factorilor de mediu din timpul infloririi §i polenizarii [220].
In scopul de a realiza recolte mari de seminte pe unitate de suprafati este necesar si se mireasca
numarul de seminte per capitul [130].

Un sir de cercetatori au evidentiat o corelatie pozitiva intre numarul total de seminte pe
calatidiu si randamentul de seminte [131, 186, 201].

Revizuind datele din tabel constatdm, ca valoarea liniilor este determinata de Insusirile lor,

dar nu de grupa de origine a resurselor din care au fost ameliorate.

3.3.2. Evaluarea unor caractere ale productivitatii liniilor paterne

Capacitatea de productie a liniilor paterne, restauratoare de fertilitate, obtinute in cadrul
AMG Agroselect, confirma comportarea surselor de germoplasma prezentate anterior.

Structura productiei liniilor paterne, similar, constd din indicii agronomici sus studiati, la

care se adauga numarul de ramificatii capabile sa produca mai mult polen (Tabelul 3.15)

Tabelul 3.15. Principalele caracteristici morfologice ale liniilor restauratoare
de fertilitate de floarea-soarelui AMG-Agroselect Comert SRL
(se prezintad valorile medii obtinute in studiile din anii 2011-2012)

iniltimea | Numirul |Diametrul| Seminte Masa Numaérul
Originea Linia plantei, | de frunze |calatidiului pline_pt_ar semintelor de
m per planta| central, | calatidiu |per calatidiulramificatii
cm central central, g |per planti
Resurse |MS-2570C 1,4 33 13 916 27,9 14
locale MS-2440C 1,4 28 14 401 17,8 7
MS-1942C 1,6 31 12 842 23,3 15
Hibrizi |MS-1944C 1,1 23 10 252 53 13
europeni |MS-2203C 1,3 28 13 419 21,3 14
MS-2540C 15 30 14 517 22,1 12
Resurse |MS-1920C 0,9 27 12 352 22,8 15
VNIITMK
V. max 1,6 33 14 916 27,9 15
\/.min 0,9 23 10 252 53 7
Media 1,3 28,6 12,6 528,4 20,8 12,9

Analizand talia medie a liniilor restauratoare de fertilitate observam ca limitele de variatie
pentru acest caracter sunt cuprinse intre 0,9 si 1,6 cm, prezentate de liniille MS-1942C si MS-
1920C, selectate din hibrizii europeni si, respectiv, sursele colectiei VNIIMK. Liniile parentale
create din surse autohtone au aceeasi inaltime a tulpinii. S-au remarcat liniile MS-2570C si MS-
1944C prin cel mai mare si cel mai mic numar de frunze pe tulpind, corespunzator, iar media pe

experientd constituie 28,6 bucati.

75



Diametrul calatidiului central la formele paterne este mai mic in comparatie cu formele
materne, deoarece ultimele dezvoltd ramificatii marindu-se, astfel, perioada de inflorire si
capacitatea de dezvoltare a polenului, care asigura o polenizare mai buna a liniilor ASC.

Numarul de ramificatii variaza in cadrul formelor paterne stabilindu-se intre 7 ramificatii la
linia provenitd din surse autohtone MS-2440C si 15 ramificatii dezvoltate de liniile MS-1942C si
MS-1920C. Linia MS-2440C formeaza mai putine ramificatii care, insa, sunt viguroase cu
calatidiul central bine dezvoltat. Numarul semintelor pline per calatidiul central este cuprins intre
916 si 252 achene, media pe experienta alcatuind 528,4 seminte. Cel mai mare numar de seminte
a fost constatat la linia provenita din surse locale MS-2570C, iar cel mai mic — la linia creata din
resurse europene MS-1944C, care se distinge prin calatidiul central mic.

Analizand caracteristicile morfologice a liniilor restauratoare de fertilitate si originea
resurselor din care s-au ameliorat observam o variatie larga. Deci, ca si in cazul liniilor materne
S-a constatat cd caracteristicile importante de care dau dovada liniile parentale prezintd insusiri

genetice individuale si nu coreleaza cu sursele de provenienta.

3.3.3. Evaluarea unor caractere ale productivitatii hibrizilor experimentali

In acest subcapitol s-a analizat capacitatea de productic a hibrizilor nou creati prin
incrucisarea liniilor consangvinizate de floarea-soarelui. Testarea indicilor morfologici si de
productie ai hibrizilor s-a efectuat in cultura comparativa de concurs (CCC) pe parcele de cate 6
randuri cu suprafata de 33,6 m? in trei repetitii.

Analizand valorile principalelor caracteristici morfologice ale combinatiilor hibride
cercetate, create din incrucisarea liniilor parentale de floarea-soarelui ameliorate din diferite
surse genetice, constatam valori diferite a variatiei, situate intre:

e inaltimea medie a plantei - 1,25 s1 1,74 m;

numarul de frunze per tulpind — 28,0 si 36,0 bucati;

diametrul calatidiului — 17,0 si 20,0 cm;

numadrul de seminte pline per calatidiu — 971 si 1469 seminte;
e masa semintelor pline per calatidiu - 49,2 si 84,5 g.

Analiza caracteristicilor agronomice a scos in evidentd urmatoarele combinatii hibride de
floarea-soarelui MS-7 x Rf-1 (VIR x R.L.),MS-2 x Rf-4 (R.L. x R.L.), MS-1 x Rf-5 (VNIIMK x
R.E.), MS-3 x Rf-5 (R.L. x R.E.), MS-6 x Rf-5 (R.E. x R.E.), MS-7 x Rf-5 (VIR x R.E.), MS-2 X
Rf-10 (R.L. xXVNIIMK), care se caracterizeaza prin indici agronomici valorosi.

Combinatiile evidentiate s-au marcat prin Tndltime optima a plantelor adaptata la recoltarea

mecanizatd, care a variat In limitele de la 1,37 (minimd) pana la 1,63m (maxima).
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Tabelul 3.16. Principalele caracteristici morfologice ale combinatilor hibride noi
de floarea-soarelui AMG-Agroselect Comert SRL

(se prezinta valorile medii obtinute in studiile din anii 2013-2015

. Inaltimea| Numirul| Diametrul | Numirul de Masa
Combinatia . . e R , )
hibrids Originea plantei, |de frunze|calatidiului, seminte pline per| semintelor per
m cm calatidiu calatidiu, g
MS-1 x Rf-1 [VNIIMK x R.L.| 1,67 31 19 1103 73,3
MS-2 xRf-1| R.L.xR.L. 1,59 29 19 1180 75,4
MS-3xRf-1| R.L.xR.L. 1,69 29 17 1041 76,1
MS-4 xRf-1| R.E.xR.L. 1,47 29 18 1084 715
MS-5xRf-1| R.E.xR.L. 1,70 32 19 997 72,9
MS-6 x Rf-1| R.E.xR.L. 1,74 36 17 1031 65,5
MS-7 xRf-1| VIR xR.L. 1,63 32 18 1236 80,5
MS-1 x Rf-4 |[VNIIMK xR.L.| 1,65 33 19 998 72,1
MS-2xRf-4| R.L.xR.L. 1,52 32 18 1317 73,7
MS-3xRf-4| R.L.xR.L. 1,57 34 19 1119 75,2
MS-4 xRf-4| R.E.xR.L. 1,66 32 17 1008 70,1
MS-5 xRf-4| R.E.xR.L. 1,69 33 20 1012 80,4
MS-6 x Rf-4| R.E.xR.L. 1,70 34 18 1297 77,9
MS-7 xRf-4| VIR xR.L. 1,72 34 19 1050 69,8
MS-1 x Rf-5 [ VNIIMK xR.E.| 1,55 30 19 1469 84,5
MS-2 x Rf-5| R.L.xR.E. 1,48 28 19 1218 72,8
MS-3 xRf-5| R.L.xR.E. 1,55 29 18 1229 83,5
MS-4 x Rf-5| R.E.xR.E. 1,31 30 19 1097 78,1
MS-5 x Rf-5| R.E.xR.E. 1,42 30 18 1182 69,3
MS-6 x Rf-5| R.E.x R.E. 1,48 33 20 1182 83,2
MS-7 xRf-5| VIR xR.E. 1,42 29 18 1370 74,7
MS-1 x Rf-6 [VNIIMK xR.E.| 1,63 32 19 1039 73,2
MS-2 xRf-6| R.L.xR.E. 1,49 29 18 1115 66,5
MS-3xRf-6| R.L.xR.E. 1,59 30 18 1093 74,3
MS-4 x Rf-6| R.E.XxR.E. 1,25 29 19 1002 69,5
MS-1 x Rf-10  VNIIMK x 1,56 35 17 1251 75,5
VNIIMK
MS-2 x Rf-10| R.L. xXVNIIMK | 1,37 31 18 1334 74,3
MS-3 x Rf-10|R.L. XVNIIMK | 1,46 30 18 1196 67,4
MS-4 x Rf-10| R.E. xXVNIIMK | 1,27 32 18 1220 78,1
MS-5 x Rf-10R.E. x VNIIMK| 1,42 31 17 1187 67,6
MS-6 x Rf-10| R.E. xXVNIIMK | 1,45 34 18 1218 71,0
MS-7 x Rf-10|VIR x VNIIMK| 1,45 32 18 971 49,2
V. max 1.74 36 20 1469 84,5
V.min 1.25 28 17 971 49,2
Media 1,54 31,4 18,3 11514 73,3

Conform datelor din literatura de specialitate inaltimea plantelor reprezinta grupa

trasaturilor importante in ameliorarea florii-soarelui. Hibrizii actuali prezinta variabilitate mare

dupa inaltimea plantelor. Pentru obtinerea recoltelor inalte si sporirea rezistentei la cadere este

necesar de a crea hibrizi cu inaltimea de 120-150 cm, iar plantele cu talie mai joasa sunt bine

adaptate la recoltarea mecanizata [90].
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Aceste combinatii, obtinute prin incrucigarea liniilor parentale selectate din resursele
genetice autohtone, europene si din resursele colectiilor VNIIMK si VIR au pus in evidentd un
numar mare de frunze pe tulpind, valori sporite a numarului de seminte pline pe calatidiu (Figura
3.8), adica cu acoperire buna a capitolului si autofertilizare sporita, cat si masa mare a semintelor
de pe calatidiu.

De mentionat cd majoritatea hibrizii enuntati detin in calitate de forma paternd linia
restauratoare de fertilitate - Rf-5, obtinuta din hibrizi europeni si frecvent intdlnita in

combinatiile hibride valoroase, aceasta datorandu-se capacitatii ei combinative inalte.

L™
(ARt

’ gMS 225 -

Fig. 3.8. Unii indici de productivitate evaluati in cadrul studiului.

Productivitatea la floarea-soarelui este o insusire complexa, poligenica si in mare masura
influentatd de mediu [143]. Testarea productivitatii combinatiilor hibrizilor s-a efectuat in CCC
pe parcele de cate 6 randuri randomizate la intimplare. Ca martori au servit hibridul Doina al
companiei AMG-Agroselect Comert si hibridul de selectie straina P63LLO06 al companiei
Pioneer (tabelul 3.17)
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Tabelul 3.17. Recolta medie a combinatiilor hibride de floarea-soarelui nou create

(se prezinta valorile medii obtinute in studiile din anii 2013-2015

e e el ] Recolta | %, in raportcu| %, in raport
Combinatia hibrida Provenienta medie, t/ha] martorul1 | cu martorul 2

MS-1 x Rf-1 VNIIMK x R.L. 2.97 102,1 100,7
MS-2 x Rf-1 R.L. x R.L. 2.93 100,7 99,3
MS-3 x Rf-1 R.L X R.L. 2.90 99,7 98,3
MS-4 x Rf-1 R.E. xR.L. 2.72 93,5 92,2
MS-5 x Rf-1 R.E. xR.L. 2.71 93,1 91,9
MS-6 x Rf-1 R.E. xR.L. 2.93 100,7 99,3
MS-7 x Rf-1 VIR X R.L. 2.75 94,5 93,2
MS-1 x Rf-4 VNIIMK x R.L. 2.72 93,5 92,2
MS-2 x Rf-4 R.L. x R.L. 2.94 101,0 99,7
MS-3 x Rf-4 R.L.xR.L. 3.07 105,5 104,1
MS-4 x Rf-4 R.E. X R.L. 2.69 92,4 91,2
MS-5 x Rf-4 R.E. X R.L. 2.91 100,0 98,6
MS-6 x Rf-4 R.E.xR.L. 2.52 86,6 85,4
MS-7 x Rf-4 VIR X R.L. 2.64 90,7 89,5
MS-1 x Rf-5 VNIIMK x R.E. 3.23 111,0 109,5
MS-2 x Rf-5 R.L. X R.E. 3.27 112,4 110,8
MS-3 x Rf-5 R.L.xR.E. 3.13 107,6 106,1
MS-4 x Rf-5 R.E. X R.E. 3.19 109,6 108,1
MS-5 x Rf-5 R.E.xR.E. 3.17 108,9 107,4
MS-6 x Rf-5 R.E. X R.E. 2.87 98,6 97,3
MS-7 x Rf-5 VIR x R.E. 2.84 97,0 96,3
MS-1 x Rf-6 VNIIMK x R.E. 2.24 77,0 75,9
MS-2 x Rf-6 R.L.x R.E. 2.34 80,4 79,3
MS-3 x Rf-6 R.L.xR.E. 2.39 82,1 81,0
MS-4 x Rf-6 R.E. X R.E. 2.15 73,9 72,9
MS-1 x Rf-10 VNIIMK x VNIIMK 2.66 91,4 90,2
MS-2 x Rf-10 R.L. X VNIIMK 2.64 90,7 89,5
MS-3 x Rf-10 R.L. x VNIIMK 2.72 93,5 92,2
MS-4 x Rf-10 R.E. X VNIIMK 2.78 95,5 94,2
MS-5 x Rf-10 R.E. x VNIIMK 2.75 94,5 93,2
MS-6 x Rf-10 R.E. x VNIIMK 2.61 89,7 88,5
MS-7 x Rf-10 VIR X VNIIMK 2.55 87,6 86,4
Martorul 1, Doina AMG-Agroselect Comerf 291 100 98,6
Martorul 2, P63LL06 Pioneer 2.95 101,4 100
DL 0.13

Zece combinatii testate, depasesc productia de seminte la ambii sau cel putin la unul din
martorii dati. Combinatiile hibride MS-1 x Rf-1(VNIIMK x R.L.), MS-3 x Rf-4(R.L. x R.L.),
MS-1 x Rf-5(VNIIMK x R.E.), MS-2 x Rf-5(R.L. X R.E.), MS-3 x Rf-5(R.L. X R.E.), MS-4 x Rf-
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5 (R.E. x R.E.), MS-5 x Rf-5(R.E. x R.E.) depasesc ambii martori dupa recolta medie la hectar.
Combinatiile MS-2 x Rf-1(R.L. x R.L.), MS-6 x Rf-1(R.E. x R.L. Si MS-2 x Rf-4(R.L. x R.L.)
depasesc hibridul Doina, iar combinatia MS-5 x Rf-4(R.E. x R.L.) prezinta valori identice cu cele
ale martorului Doina. Prin urmare, constatam ca din liniile selectate din germoplasma autohtona
sau in combinare cu liniile provenite din germoplasma europeana se pot realiza hibrizi cu o buna
capacitate de productie. larasi, evidentiem linia restauratoare de fertilitate - Rf-5, obtinuta din
hibrizi europeni care in combinatie cu mai multe linii materne prezintd valori inalte ale
productiei. Dupa indicii de productivitate se remarca combinatiile hibride obtinute cu forma
paterna Rf-5 (MS-1 x Rf-5(VNIIMK x R.E.), MS-2 x Rf-5(R.L. x R.E.), MS-3 x Rf-5 (R.L. X
R.E.), MS-4 x Rf-5 (R.E. x R.E.), MS-5 x Rf-5(R.E. x R.E.)), care prezinta valori superioare
ambilor probe de referintd — hibridul Doina, creat in cadrul companiei AMG-Agroselect Comert
si P63LL06 creat de compania Pioneer. Astfel, recolta medie in cazul formelor mentionate
variaza intre 3,13-3,23 t/ha, depasind martorii cu cca 6-12,0%.

Un element de baza 1n aprecierea calitdtii boabelor este prezentat de masa hectolitrica
valorile ridicate ale acesteia indicand o samanta de calitate. Rezultatele privind indicele se

reflecta in tabelul 3.18.

Tabelul 3.18. Valoarea masei hectolitrice a semintelor de floarea-soarelui prezentata de combinatiile

hibride nou create (se prezinta valorile medii obtinute in studiile din anii 2013-2015)

Combinatia Provenienta Masa hectolitrica,| %, in raport| %, in raport
hibrida kg/hl cu martorul 1jcu martorul 2
1 2 3 4 5
MS-1 x Rf-1 VNIIMK x R.L. 38.3 93,6 89,9
MS-2 x Rf-1 R.L.xR.L. 42.1 102,9 98,8
MS-3 x Rf-1 R.L.xR.L. 37.6 91,9 88,3
MS-4 x Rf-1 R.E.xR.L. 37.3 91,2 87,6
MS-5 x Rf-1 R.E.xR.L. 39.7 97,1 93,2
MS-6 x Rf-1 R.E.xR.L. 38.2 93,4 89,7
MS-7 x Rf-1 VIR x R.L. 40.8 99,8 95,8
MS-1 x Rf-4 VNIIMK x R.L. 40.9 100 96,0
MS-2 x Rf-4 R.L.xR.L. 41.2 100,7 96,7
MS-3 x Rf-4 R.L.xR.L. 40.9 100 96,0
MS-4 x Rf-4 R.E.xR.L. 40.9 100 96,0
MS-5 x Rf-4 R.E.xR.L. 40.9 100 96,0
MS-6 x Rf-4 R.E.xR.L. 39.7 97,1 93,2
MS-7 x Rf-4 VIR x R.L. 42.8 104,6 100,5
MS-1 x Rf-5 VNIIMK x R.E. 41.5 101,5 97,4
MS-2 x Rf-5 R.L.xR.E. 43.1 105,4 101,2
MS-3 x Rf-5 R.L.xR.E. 34.2 83,6 80,3
MS-4 x Rf-5 R.E. X R.E. 41.5 101,5 97,4
MS-5 x Rf-5 R.E. xR.E. 42.5 103,9 99,8
MS-6 x Rf-5 R.E. x R.E. 40.4 98,8 94,8
MS-7 x Rf-5 VIR x R.E. 40.3 98,5 94,6
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1 2 3 4 5

MS-1 x Rf-6 VNIIMK x R.E. 38.5 94,1 90,4
MS-2 x Rf-6 R.LxR.E. 39.2 97,6 92,0
MS-3 x Rf-6 R.LxR.E. 37.9 92,7 89,0
MS-4 x Rf-6 R.E. x R.E. 38.0 92,9 89,2
MS-1 x Rf-10 VNIIMK x VNIIMK 38.2 93,4 89,7
MS-2 x Rf-10 R.L x VNIIMK 40.1 98,0 94,1
MS-3 x Rf-10 R.L Xx VNIIMK 39.6 96,8 93,0
MS-4 x Rf-10 R.E. x VNIIMK 39.2 95,8 92,0
MS-5 x Rf-10 R.E. x VNIIMK 38.9 97,0 91,3
MS-6 x Rf-10 R.E. x VNIIMK 38.9 97,0 91,3
MS-7 x Rf-10 VIR x VNIIMK 38.4 93,9 90,1
Martorul 1, Doina AMG- Agroselect comert 40,9 100 96,0
Martorul 2, P63LLO6| Pioneer 42,6 104,1 100
DLgs 0,94

Analiza valorilor masei hectolitrice prezentate de combinatiile hibride in raport cu a hibrizilor
martori scot in evidenta 2 combinatii hibride MS-7 x Rf-4 (VIR x R.L.) si MS-2 x Rf-5(R.L. x R.E),
care depasesc valoarea masei hectolitrice a ambilor martori. S-au remarcat cu valori mai mari ca a
hibridului Doina combinatiile hibride de floarea-soarelui MS-2 x Rf-1(R.L. x R.L), MS-2 x Rf-4(R.L.
X R.L), MS-1 x Rf-5(VNIIMK x R.E.), MS-4 x Rf-5(R.E. x R.E.Si MS-5 x Rf-5(R.E. x R.E).
Revizuind rezultatele obtinute marcam, ca liniile create din germoplasma autohtona la fel ca si cele
create din germoplasma europeand sunt des intdlnite in combinatiile hibride de valoare, deci au o
capacitate buna de combinare. Similar cu rezultatele anterioare, constatdm ca linia paterna - Rf-5 se
combind bine cu liniile selectate din toate sursele de germoplasma utilizate in procesul de ameliorare.

Masa 1000 de boabe este o insusire foarte variabila si este influentatd de factori genetici si de
mediu [146]. Valoarea acestui caracter variaza atat intre diferite genotipuri in aceeasi locatie, cat si
intr-un singur genotip in locatii diferite [163] Greutatea a 1000 boabe, in mare masurd, este
influentatd de densitatea plantelor, temperatura si umiditatea aerului, starea solului si altele [131,
162]. Masa a 1000 de seminte este o caracteristica a cultivarului ce indicd gradul de umplere a
semintelor [163]. Semintele ce posedd masa mare sunt binevenite in producerea de seminte. Masa lor
indica faptul, ca astfel de seminte au rezerve de nutritie suficiente si embrion bine dezvoltat.
Plantulele rasarite din asa seminte cresc rapid chiar si in conditii nefavorabile de mediu si de sol
[163].

in cazul analizei masei a 1000 de boabe prezentate de combinatii hibride in raport cu martorii
(Tabelul 3.19), important este faptul cd 11 combinatii depasesc valoarea masei a 1000 boabe a
ambilor hibrizi de referinta, 14 combinatii depdsesc, valoarea hibridului Doina si o combinatie
prezintd valoare egald cu a acestui martor. Prin urmare, analizdnd capacitatea de productie a

combinatiilor hibride noi create remarcam ca din germoplasma autohtona la fel ca si din cea
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europeand se pot selecta linii parentale valoroase prin incrucisarea carora obtinem hibrizi cu o buna

capacitate de productie.

Tabelul 3.19. Valoarea masei a 1000 seminte prezentatd de combinatiile hibride nou create

(se prezintad valorile medii obtinute in studiile din anii 2013-2015

Combinatia . %, In raport cu| %, in raport cu
hibridait Provenienta MMB, g martolr)ul 1 martolr)ul 2

MS-1 x Rf-1 VNIIMK x R.L. 71.2 137,2 112,1
MS-2 x Rf-1 R.L.xR.L. 64.9 125,0 102,4
MS-3 x Rf-1 R.L.xR.L. 704 135,6 110,9
MS-4 x Rf-1 R.E.xR.L. 69.0 132,9 108,7
MS-5 x Rf-1 R.E.xR.L. 70.1 135,1 1104
MS-6 x Rf-1 R.E.xR.L. 66.5 1251 104,7
MS-7 x Rf-1 VIR XR.L. 70.7 136,2 111,3
MS-1 x Rf-4 VNIIMK xR.L. 53.8 103,7 84,7
MS-2 x Rf-4 R.L.xR.L. 50.4 97,1 79,4
MS-3 x Rf-4 R.L.xR.L. 51.6 99,4 81,3
MS-4 x Rf-4 R.E.xR.L. 51.8 99,8 81,4
MS-5 x Rf-4 R.E.xR.L. 51.9 100 81,7
MS-6 x Rf-4 R.E.xR.L. 51.6 99,4 81,3
MS-7 x Rf-4 VIR XR.L. 49.1 94,6 77,3
MS-1 x Rf-5 VNIIMK xR.E. 61.3 118,1 96,5
MS-2 x Rf-5 R.L.xR.E. 63.2 121,8 99,5
MS-3 x Rf-5 R.L.xR.E. 67.4 129,8 106,1
MS-4 x Rf-5 R.E.xR.E. 68.7 132,4 108,2
MS-5 x Rf-5 R.E.xR.E. 64.3 123,9 101,3
MS-6 x Rf-5 R.E.xR.E. 61.8 119,1 97,3
MS-7 x Rf-5 VIR X R.E. 58.3 112,3 91,8
MS-1 x Rf-6 VNIIMK xR.E. 55.2 106,4 86,9
MS-2 x Rf-6 R.L.xR.E. 57.1 110,0 89,9
MS-3 x Rf-6 R.L.xR.E. 60.3 116,2 95,0
MS-4 x Rf-6 R.E.xR.E. 55.9 107,7 88,0
MS-1 x Rf-10 VNIIMK x VNIIMK 59.8 115,2 94,2
MS-2 x Rf-10 R.L. X VNIIMK 59.8 115,2 94,2
MS-3 x Rf-10 R.L. xXVNIIMK 59.6 114,8 93,9
MS-4 x Rf-10 R.E. xXVNIIMK 67.1 129,3 105,7
MS-5 x Rf-10 R.E. xXVNIIMK 60.6 116,8 95,4
MS-6 x Rf-10 R.E. xXVNIIMK 58.5 112,7 92,1
MS-7 x Rf-10 VIR xVNIIMK 58.2 112,1 91,7
Martorul 1, Doina AMG- Agroselect Comert 51,9 100 81,7
Martorul 2, P63LL06 | Pioneer 63,5 122,4 100
DLos 3,28
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Si 1n cazul indicatorului dat, se evidentiaza linia paterna Rf-5 creatd din germoplasma hibrizilor
europeni care prezintd capacitate de combinare buna cu toate liniile materne si linia MS-2, selectata

din surse autohtone, care manifesta capacitate buna de combinare cu toate liniile paterne.

3.4. Concluzii la capitolul 3
In baza resurselor genetice de floarea-soarelui autohtone, europene, VNIIMK si VIR
disponibile, a fost creatd o colectie de germoplasma, reprezentata de linii materne (ASC), linii
mentinatoare, linii paterne (Rf) si combinatii hibride, adaptate la conditiile agroclimaterice ale
Republicii Moldova si caracterizate prin indicatori economic valorosi (productivitatea naltd si
rezistenta la boli). S-a constatat eficacitatea utilizarii tehnicilor de analiza moleculard cu primeri
specifici bazate pe screening-ul secventei orfH522 in genomul mitocondrial, in scopul stabilirii

Analiza datelor fenologice, morfologice si a elementelor de productivitate la 20 de linii
parentale cu origine diferita (surse autohtone, europene, colectii VNIIMK si VIR) si 32 combinatii
hibride, denota faptul ca procesul de crestere si dezvoltare variaza in functie de genotip si nu
reprezinti o trisdturd de grup caracteristici genotipurile cu provenientd genetici comuna. In functie
de modul de mostenire a perioadei de vegetatie de citre combinatiile hibride acestea se repartizeaza
in 5 grupe, dupa cum urmeaza: 2 combinatii - la care ambii pdrinti au aceeasi perioada de maturizare,
4 combinatii - mostenesc perioada de vegetatie dupa forma maternd, 6 combinatii - mostenesc
perioada de vegetatie dupa forma paternd, 14 combinatii - mostenesc perioada de vegetatie
intermediar, 6 combinatii — au format genotipuri cu perioade de vegetatie noi. Prin evaluarea
indicilor de productivitate la liniile parentale cu origine diferitd si combinatiile hibride, au fost puse
in evidenta linii parentale valoroase atat provenite din germoplasma europeand, cét si cea autohtona
prin incrucisarea carora obtinem hibrizi cu o buna capacitate de productie. Se remarca in special linia
paterna Rf-5 creata din germoplasma hibrizilor europeni caracterizatd printr-o bund capacitate de
combinare cu toate liniile materne.

Au fost creati si testati 32 hibrizi de floarea-soarelui si au fost puse in evidentd 12 combinatii
hibride de perspectiva, majoritatea dintre care se caracterizeazd prin indicatori superiori de
productivitate: MS-1 x Rf-1(VNIIMK x R.L.), MS-2 x Rf-1(R.L. X R.L), MS-6 x Rf-1(R.E. x R.L.),
MS-2 x Rf-4(R.L. x R.L), MS-3 x Rf-4(R.L. x R.L), MS-5 x Rf-4(R.E. x R.L.), MS-7 x Rf-4 (VIR x
R.L.), MS-1 x Rf-5(VNIIMK x R.E.), MS-2 x Rf-5(R.L. X R.E.), MS-3 x Rf-5 (R.L. X R.E.), MS-4 x
Rf-5 (R.E. X R.E.), MS-5 x Rf-5(R.E. x R.E.). Combinatiile hibride obtinute cu forma paterna Rf-5
prezintd valori ale recolei medii cuprinse intre 3,13-3,23 t/ha, depasind ambele probe de referinta

(hibridul Doina, AMG-Agroselect Comert si P63LL06, Pioneer) cu cca 6-12,0%.
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4. POLIMORFISMUL GENETIC AL GERMOPLASMEI DE FLOAREA-SOARELUI

Mobilizarea eficientd a resurselor genetice in programele de ameliorare si crearea
hibrizilor cu productivitate Tnaltd in baza androsterilitatii citoplasmatice si restaurarii fertilitatii
polenului, cu utilizarea efectului heterozis, continua a fi una dintre cele mai importante si actuale
preocupari ale amelioratorilor si savantilor biologi.

In acest aspect cercetarea variabilitatii caracterelor, ce determind polimorfismul, poate
contribui la elucidarea limitelor de potential a genofondului in scopul valorificarii acestuia in
crearea hibrizilor competitivi

Polimorfismul materialului utilizat in ameliorare poate fi identificat la diverse nivele de
organizare a plantelor prin analiza caracterelor morfologice, fiziologice, biochimice,
citogenetice, moleculare etc.

Un subiect atractiv pentru identificarea varietdtii genetice si studiul germoplasmei, in
scopul valorificarii rezultatelor in programele de ameliorare a florii-soarelui a devenit utilizarea

metodelor moleculare, inclusiv PCR-RAPD si SSR.

4.1. Analiza SSR privind polimorfismul genetic al materialului semincer

Pentru genotiparea liniilor de floarea-soarelui din Republica Moldova s-au utilizat 10
perechi de primeri SSR din seria ORS, selectati in baza informatiei din literatura de specialitate,
conform nivelului de polimorfism. Cinci dintre cele zece perechi de primeri investigati reprezinta
repetari dinucleotidice, doua — trinucleotidice, cate una — repetari din patru si cinci nucleotide si
o repetare complexd. Marcherii utilizati au manifestat un nivel diferit de polimorfism (Tabelul
4.1).

Astfel, valoarea indicelui PIC, calculat dupa J. Anderson si colab. [65], variaza de la 0,5
pentru ORS795 pana la 0,92 pentru ORS495, in medie constituind 0,77.

In total au fost identificate un numar de 179 alele SSR. Numirul de alele per locus a variat
intre 4 (ORS240) si 27 (ORS328), cu o valoare medie de 18 alele per locus. Cei 10 perechi de
primeri SSR au fost clasati in grupele de linkage (LG, Linkage Group) descrise la floarea-
soarelui [236]. Au fost identificati cate 1 locus pentru LG1, LG4, L8, LG10, LG12, LG14,
LGI15, si LG16, cate 2 locusuri pentru LG11 s1 LG13 si 3 locusuri pentru LG9 (Tabelul 4.1).

Markerul ORS1035 s-a caracterizat prin prezenta a 23 alele in regiunea de la 296 pb pana
la 484 pb in cadrul genotipurilor investigate si indicele PIC de 0,86. Cu exceptia genotipului MS-
2077A, care s-a caracterizat prin profil din sase benzi, pattern-urile generate pentru celelalte
genotipuri au continut cinci benzi. Polimorfismul s-a manifestat la nivelul prezentei/absentei

benzii 296 pb, in regiunea 300-400 pb, unde au fost detectate 10 alele: 303, 320, 328, 334, 343,

84



355, 358, 376, 380 Si 393 pb si in regiunea 400-500 pb, unde au fost observate 12 alele: 405,
407, 409, 412, 421, 424, 434, 440, 452, 462, 473 si 484 pb (Figura 4.1).

Tabelul 4.1. Caracteristica locilor microsateliti investigati

Grup Numarul

Locus Repetitia de Lungimea, pb lelel PIC

lincaj alelelor
5/16/1 | 291/296/300/306/312/314/321/324/333]
ORS31|  (AAG)w 7 | 338/343/351/376/398/412/416/427/459 18090
(AC)uN1(CA)sN: 226/245/252/254/265/291/297/305/313/

ORS203 CA)s 21171 519/540/773/809 131086
277/286/301/313/327/331/345/368/376/

ORS204 (GTw 17 | ST 12 |089

ORS240]  (GCG)s 5 | 239/242/258/268 4 o067
507/543/547/552/553/556/564/573/579/

ORS254|  (TACA)s 15| 582/501/603/615/626/632/647/668 171090
06/102/115/185/194/198/200/202/205/

ORS328|  (ACAAC)x 7/8 | 215/223/230/246/260/280/292/298/312/ | 27 | 092
330/352/371/395/408/416/523/540/647
100/224/243/258/272/2771279/282/294]

ORS653 (CT)s 2 | 296/299/314/310/333/334/338/353/382/ | 24 | 0,95
308/416/420/454/462/484
105/246/254/268/276/283/286/302/346/

ORS805 (AG)20 o | 351/356/365/370/380/402/410/417/444/ | 23 | 093
455/468/486/601/621

ORS103 206/303/320/328/334/343/355/358/376/

: (CT)13 2 | 380/393/405/407/409/412/421/424/434] | 23 | 093
440/452/462/473/484

ORS124 230/253/261/266/275/285/311/322/328]

2 (CT 15| 336/353/350/362/378/398/402/421/426 18 092

5004

400

-— — .._-H"—H-“-—«—Hn-—-—“uu—-

M

24

26 27

28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39

40 41

42

Fig. 4.1. Electroforegramele produsilor de amplificare a primerilor ORS1035 in gel de PPA (6%).
M — markerul masei moleculare, 1 — MS-2440C, 2 — MS-2064C, 3 — MS-1924C, 4 — MS-1944C, 5 — MS-1950C, 6 — MS-2080C,
7 — MS-1985C, 8 — MS-1995C, 9 — MS-2570C, 10 — MS-2275C, 11 — MS-3470C, 12 — MS-1920C, 13 — MS-2555C, 14 — MS-
2540C, 15 — MS-2203C, 16 — MS-2583C, 17 — MS-2400C, 18 — MS-2565C, 19 — MS-2005C, 20 — MS-2020C, 21 — MS-2090C,
22 — MS-2550C, 23 — MS-2077A, 24 — MS-2067A, 25 — MS-2091A, 26 — MS-1589A, 27 — MS-2039A, 28 — MS-2098A, 29 —
MS-2161A, 30 — MS-2073A, 31 — MS-2185A, 32 — MS-2075A, 33 — MS-2036A, 34 — MS-2026A, 35 — Codru, 36 — Dacia, 37 —
Nistru, 38 — Zimbru, 39 — Talmaz, 40 — Doina, 41 — Cezar, 42 — Oscar.
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Pentru markerul ORS240 au fost determinate 4 alele (239, 242, 258 si 268pb) si indicele
PIC 0,8. Patru genotipuri (MS-2064C, MS-1950C, MS-2039A si MS-2185A) din cele 42
investigate nu au prezentat fragmente amplificate cu primeri ORS240, astfel, caracterizandu-se
prin prezenta alelei nule. Cu exceptia a unei linii materne MS-2077A si trei hibrizi — Codru,
Cezar si Oscar, care au demonstrat trei benzi, celelalte genotipuri s-au caracterizat printr-un

singur fragment de amplificare (Figura 4.2).
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Fig. 4.2. Electroforegramele produsilor de amplificare a primerilor ORS240 in gel de PPA de 6%.

M — markerul masei moleculare, 1 — MS-2440C, 2 — MS-2064C, 3 — MS-1924C, 4 — MS-1944C, 5 — MS-1950C, 6 — MS-2080C,
7 — MS-1985C, 8 — MS-1995C, 9 — MS-2570C, 10 — MS-2275C, 11 — MS-3470C, 12 — MS-1920C, 13 — MS-2555C, 14 — MS-
2540C, 15 — MS-2203C, 16 — MS-2583C, 17 — MS-2400C, 18 — MS-2565C, 19 — MS-2005C, 20 — MS-2020C, 21 — MS-2090C,
22 — MS-2550C, 23 — MS-2077A, 24 — MS-2067A, 25 — MS-2091A, 26 — MS-1589A, 27 — MS-2039A, 28 — MS-2098A, 29 —
MS-2161A, 30 — MS-2073A, 31 — MS-2185A, 32 — MS-2075A, 33 — MS-2036A, 34 — MS-2026A, 35 — Codru, 36 — Dacia, 37 —
Nistru, 38 — Zimbru, 39 — Talmaz, 40 — Doina, 41 — Cezar, 42 — Oscar.

Pentru markerul ORS203 a fost caracteristica prezenta a 14 alele cuprinse intre 226 S$i
809pb si indicele PIC a constituit 0,87.Polimorfismul a fost detectat in regiunile 226-265pb
(cinci alele: 226, 245, 252, 254 Si 265pb), 291-313pb (patru alele: 291, 297, 305 S$i 313pb) Si
497-809pb (cinci alele: 497, 512, 540, 773 si 809pb), care a fost observat numai la sapte
genotipuri — MS-2090C, MS-2550C, MS-2091A, MS-2098A, MS-2161A, MS-2185A Si MS-
2075A. Pattern-urile generate pentru fiecare genotip au continut de la una (Dacia si Talmaz)
pana la patru benzi (formele hibride) (Figura 4.3).

Pentru markerul ORS328 a fost detectat cel mai mare numar de alele — 27, cuprinse intre
96 Si 647pb, indicele PIC constituind 0,92. Fiecare profil a fost format din 4-9 benzi. Astfel,
polimorfismul a fost observat la nivelul prezentei/absentei benzii 96pb, in regiunea 102-198pb
(cinci alele: 102, 115, 185, 194 Si 198pb), in regiunea 200-298pb (11 alele: 200, 202, 205, 215,
223, 230, 246, 260, 280, 292 Si 298pb), in regiunea 312-395pb (cinci alele: 312, 339, 352, 371
Si 395pb), la nivelul alelelor 408/416pb, 532/540pb si prezentei/absentei alelei 647pb. In analiza
nu au fost incluse benzile minore in regiunea 70-150pb.

Markerul analizat are un nivel de polimorfism nalt, insad profilurile generate au fost destul

de Incarcate, fapt care genereaza dificultati in analiza gelurilor (Figura 4.4)
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Fig. 4.3. Electroforegramele produsilor de amplificare a primerilor ORS203 in gel de PPA de 6%.
M — markerul masei moleculare, 1 — MS-2440C, 2 — MS-2064C, 3 — MS-1924C, 4 — MS-1944C, 5 — MS-1950C, 6 — MS-2080C,
7 — MS-1985C, 8 — MS-1995C, 9 — MS-2570C, 10 — MS-2275C, 11 — MS-3470C, 12 — MS-1920C, 13 — MS-2555C, 14 — MS-
2540C, 15 — MS-2203C, 16 — MS-2583C, 17 — MS-2400C, 18 — MS-2565C, 19 — MS-2005C, 20 — MS-2020C, 21 — MS-2090C,
22 — MS-2550C, 23 — MS-2077A, 24 — MS-2067A, 25 — MS-2091A, 26 — MS-1589A, 27 — MS-2039A, 28 — MS-2098A, 29 —
MS-2161A, 30 — MS-2073A, 31 — MS-2185A, 32 — MS-2075A, 33 — MS-2036A, 34 — MS-2026A, 35 — Codru, 36 — Dacia, 37 —
Nistru, 38 — Zimbru, 39 — Talmaz, 40 — Doina, 41 — Cezar, 42 — Oscar.

Fig. 4.4. Electroforegramele produsilor de amplificare a primerilor ORS328 in gel de PPA de 6%.
M — markerul masei moleculare, 1 — MS-2440C, 2 — MS-2064C, 3 — MS-1924C, 4 — MS-1944C, 5 — MS-1950C, 6 — MS-2080C,
7 — MS-1985C, 8 — MS-1995C, 9 — MS-2570C, 10 — MS-2275C, 11 — MS-3470C, 12 — MS-1920C, 13 — MS-2555C, 14 — MS-
2540C, 15 — MS-2203C, 16 — MS-2583C, 17 — MS-2400C, 18 — MS-2565C, 19 — MS-2005C, 20 — MS-2020C, 21 — MS-2090C,
22 — MS-2550C, 23 — MS-2077A, 24 — MS-2067A, 25 — MS-2091A, 26 — MS-1589A, 27 — MS-2039A, 28 — MS-2098A, 29 —

MS-2161A, 30 — MS-2073A, 31 — MS-2185A, 32 — MS-2075A, 33 — MS-2036A, 34 — MS-2026A, 35 — Codru, 36 — Dacia, 37 —
Nistru, 38 — Zimbru, 39 — Talmaz, 40 — Doina, 41 — Cezar, 42 — Oscar.

Pentru markerul ORS31 au fost detectate 18 alele cuprinse intre 291 si 459pb si indicele
PIC a constituit 0,92. Profilul fiecarui genotip a inclus de la una pana la 6 alele (MS-2555C, MS-
2583C si MS-2565C). Polimorfismul s-a manifestat in regiunile benzilor 291/296pb, 300-398pb
(12 alele: 300, 306, 312, 314, 321, 324, 333, 338, 343, 351, 376 si 398pb) si 412-459pb (patru
alele: 412, 416, 427 si 459pb) (Figura 4.5).
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Fig. 4.5. Electroforegramele i)rodusilor de arhpliﬁcé gel ;ie PPA de 6%.

re a primerilor ORS31 in
M — markerul masei moleculare, 1 — MS-2440C, 2 — MS-2064C, 3 — MS-1924C, 4 — MS-1944C, 5 — MS-1950C, 6 — MS-2080C,
7 — MS-1985C, 8 — MS-1995C, 9 — MS-2570C, 10 — MS-2275C, 11 — MS-3470C, 12 — MS-1920C, 13 — MS-2555C, 14 — MS-
2540C, 15 — MS-2203C, 16 — MS-2583C, 17 — MS-2400C, 18 — MS-2565C, 19 — MS-2005C, 20 — MS-2020C, 21 — MS-2090C,
22 — MS-2550C, 23 — MS-2077A, 24 — MS-2067A, 25 — MS-2091A, 26 — MS-1589A, 27 — MS-2039A, 28 — MS-2098A, 29 —
MS-2161A, 30 — MS-2073A, 31 — MS-2185A, 32 — MS-2075A, 33 — MS-2036A, 34 — MS-2026A, 35 — Codru, 36 — Dacia, 37 —
Nistru, 38 — Zimbru, 39 — Talmaz, 40 — Doina, 41 — Cezar, 42 — Oscar.

Markerul ORS653 s-a caracterizat prin prezenta a 24 alele cuprinse intre 190 si 484pb si
indicele PIC 0,75. Polimorfismul a fost detectat la nivelul prezentei/absentei benzii de 190 pb si
in regiunile 224-296 pb (zece alele: 224, 243, 258, 272, 277, 279, 282, 294, 296 si 299 pb), 314-
398 (opt alele: 314, 319, 333, 334, 338, 353, 382 si 398 pb) si 416-484 pb (cinci alele: 416, 420,
454, 462 si 484 pb). Pattern-urile generate pentru fiecare genotip au continut de la patru (MS-
3470C, MS-1920C, MS-2090C, MS-2026A si hibridul Doina) pana la zece benzi (MS-2570C si
MS2073A) (Figura 4.6).
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Fig. 4.6. Electroforegramele produsilor de amplificare a primerilor ORS653 in gel de PPA de 6%.
M — markerul masei moleculare, 1 — MS-2440C, 2 — MS-2064C, 3 — MS-1924C, 4 — MS-1944C, 5 — MS-1950C, 6 — MS-2080C,
7 — MS-1985C, 8 — MS-1995C, 9 — MS-2570C, 10 — MS-2275C, 11 — MS-3470C, 12 — MS-1920C, 13 — MS-2555C, 14 — MS-
2540C, 15 — MS-2203C, 16 — MS-2583C, 17 — MS-2400C, 18 — MS-2565C, 19 — MS-2005C, 20 — MS-2020C, 21 — MS-2090C,
22 — MS-2550C, 23 — MS-2077A, 24 — MS-2067A, 25 — MS-2091A, 26 — MS-1589A, 27 — MS-2039A, 28 — MS-2098A, 29 —
MS-2161A, 30 — MS-2073A, 31 — MS-2185A, 32 — MS-2075A, 33 — MS-2036A, 34 — MS-2026A, 35 — Codru, 36 — Dacia, 37 —
Nistru, 38 — Zimbru, 39 — Talmaz, 40 — Doina, 41 — Cezar, 42 — Oscar.
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Pentru markerul ORS254 au fost determinate 17 alele (507, 543, 547, 552, 553, 556, 564,
573, 579, 582, 591, 603, 615, 626, 632, 647 Si 668 pb) si indicele PIC 0,8. Doua genotipuri (MS-
2064C si MS-2026A) din cele 42 investigate nu au prezentat fragmente amplificate cu primeri
ORS254, astfel, caracterizandu-se prin prezenta alelei nule. Celelalte genotipuri s-au caracterizat

prin prezenta a trei benzi polimorfe (Figura 4.7).
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Fig. 4.7. Electroforegramele produsilor de amplificare a primerilor ORS254 in gel de PPA de 6%.
m — markerul masei moleculare, 1 — MS-2440C, 2 — MS-2064C, 3 — MS-1924C, 4 — MS-1944C, 5 — MS-1950C, 6 — MS-2080C,
7 — MS-1985C, 8 — MS-1995C, 9 — MS-2570C, 10 — MS-2275C, 11 — MS-3470C, 12 — MS-1920C, 13 — MS-2555C, 14 — MS-
2540C, 15 — MS-2203C, 16 — MS-2583C, 17 — MS-2400C, 18 — MS-2565C, 19 — MS-2005C, 20 — MS-2020C, 21 — MS-2090C,
22 — MS-2550C, 23 — MS-2077A, 24 — MS-2067A, 25 — MS-2091A, 26 — MS-1589A, 27 — MS-2039A, 28 — MS-2098A, 29 —
MS-2161A, 30 — MS-2073A, 31 — MS-2185A, 32 — MS-2075A, 33 — MS-2036A, 34 — MS-2026A, 35 — Codru, 36 — Dacia, 37 —
Nistru, 38 — Zimbru, 39 — Talmaz, 40 — Doina, 41 — Cezar, 42 — Oscar.

Pentru markerul ORS204 au fost detectate 12 alele (277, 286, 301, 313, 327, 331, 345,
368, 376, 389, 406 Si 427 pb) si indicele PIC 0,8. Pattern-urile generate pentru fiecare genotip

au continut de la una (o linie paternd MS-2005C si sapte linii materne — MS-2067A, MS-1589A,

MS-2098A, MS-2161A, MS-2073A, MS-2185A si MS-2036A) pana la noud benzi (MS-1944C)
(Figura 4.8).
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Fig. 4.8. Electroforegramele produsilor de amplificare a primerilor ORS204 in gel de PPA de 6%.
M — markerul masei moleculare, 1 — MS-2440C, 2 — MS-2064C, 3 — MS-1924C, 4 — MS-1944C, 5 — MS-1950C, 6 — MS-2080C,
7 — MS-1985C, 8 — MS-1995C, 9 — MS-2570C, 10 — MS-2275C, 11 — MS-3470C, 12 — MS-1920C, 13 — MS-2555C, 14 — MS-
2540C, 15 — MS-2203C, 16 — MS-2583C, 17 — MS-2400C, 18 — MS-2565C, 19 — MS-2005C, 20 — MS-2020C, 21 — MS-2090C,
22 — MS-2550C, 23 — MS-2077A, 24 — MS-2067A, 25 — MS-2091A, 26 — MS-1589A, 27 — MS-2039A, 28 — MS-2098A, 29 —
MS-2161A, 30 — MS-2073A, 31 — MS-2185A, 32 — MS-2075A, 33 — MS-2036A, 34 — MS-2026A, 35 — Codru, 36 — Dacia, 37 —
Nistru, 38 — Zimbru, 39 — Talmaz, 40 — Doina, 41 — Cezar, 42 — Oscar.
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Pentru markerul ORS1242 a fost caracteristica prezenta a 18 alele cuprinse intre 239 si 426
pb, indicele PIC constituind 0,87. Polimorfismul a fost detectat in regiunile 239-285 pb (Sase
alele: 239, 253, 261, 266, 275 si 285 pb), 311-398 pb (noua alele: 311, 322, 328, 336, 353, 359,
362, 378 si 398 pb) Si 402-426 pb (trei alele: 402, 421 si 426 pb).Pattern-urile generate pentru
fiecare genotip au continut de la patru (MS-2077A si hibridul Dacia) pana la zece benzi (hibridul
Cezar) (Figura 4.9).
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Fig. 4.9. Electroforegramele produsilor de amplificare a primerilor ORS1242, PPA de 6%.

M — markerul masei moleculare, 1 — MS-2440C, 2 — MS-2064C, 3 — MS-1924C, 4 — MS-1944C, 5 - MS-1950C, 6 — MS-2080C, 7 — MS-1985C,
8 — MS-1995C, 9 — MS-2570C, 10 — MS-2275C, 11 — MS-3470C, 12 — MS-1920C, 13 — MS-2555C, 14 — MS-2540C, 15 — MS-2203C, 16 — MS-
2583C, 17 — MS-2400C, 18 — MS-2565C, 19 — MS-2005C, 20 — MS-2020C, 21 — MS-2090C, 22 — MS-2550C, 23 — MS-2077A, 24 — MS-
2067A, 25 — MS-2091A, 26 — MS-1589A, 27 — MS-2039A, 28 — MS-2098A, 29 — MS-2161A, 30 — MS-2073A, 31 — MS-2185A, 32 — MS-
2075A, 33 — MS-2036A, 34 — MS-2026A, 35 — Codru, 36 — Dacia, 37 — Nistru, 38 — Zimbru, 39 — Talmaz, 40 — Doina, 41 — Cezar, 42 — Oscar.

Markerul ORS805 s-a caracterizat prin prezenta a 23 alele cuprinse intre 195 si 621 pb,
valoarea indicelui PIC a constituit 0,87 (Figura 4.10).
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Fig. 4.10. Electroforegrama produsilor de amplificare a primerilor ORS805 in gel de PPA de 6%.

M — markerul masei moleculare, 1 — MS-2440C, 2 — MS-2064C, 3 — MS-1924C, 4 — MS-1944C, 5 — MS-1950C, 6 — MS-2080C, 7 — MS-1985C,
8 — MS-1995C, 9 — MS-2570C, 10 — MS-2275C, 11 — MS-3470C, 12 — MS-1920C, 13 — MS-2555C, 14 — MS-2540C, 15 — MS-2203C, 16 — MS-
2583C, 17 — MS-2400C, 18 — MS-2565C, 19 — MS-2005C, 20 — MS-2020C, 21 — MS-2090C, 22 — MS-2550C, 23 — MS-2077A, 24 — MS-
2067A, 25 — MS-2091A, 26 — MS-1589A, 27 — MS-2039A, 28 — MS-2098A, 29 — MS-2161A, 30 — MS-2073A, 31 — MS-2185A, 32 — MS-
2075A, 33 — MS-2036A, 34 — MS-2026A, 35 — Codru, 36 — Dacia, 37 — Nistru, 38 — Zimbru, 39 — Talmaz, 40 — Doina, 41 — Cezar, 42 — Oscar.
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Polimorfismul a fost detectat la nivelul prezentei/absentei benzii de 195 pb si in regiunile
246-286 pb (sase alele: 246, 254, 268, 276, 283 si 286 pb), 302-380 pb (sapte alele: 302, 346,
351, 356, 365, 370 si 380 pb), 402-486 pb (sapte alele: 402, 410, 417, 444, 455, 468 si 486 pb) si
la nivelul alelelor 601/621 pb. Pattern-urile generate pentru fiecare genotip au inclus de la una
(MS-2555C si hibridul Oscar) pana la zece benzi (MS-1920C, MS-2005C si MS-2098A).
Benzile mai mari de 1000 pb nu au fost incluse 1n analiza.

Analiza clusteriand in baza marcherilor SSR. In baza polimorfismului relevat cu ajutorul

marcherilor SSR genotipurile investigate au fost clasificate in cinci clustere (Figura 4.11).
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Fig. 4.11. Rezultatele clusterizarii genotipurilor investigate, obtinute in baza marcherilor
microsateliti.
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Primul cluster este format din 21 genotipuri: zece linii Rf (MS-3470C, MS-2090C, MS-
1950C, MS-1920C, MS-2540C, MS-1944C, MS-2080C, MS-1985C, MS-1942C si MS-2570C),
opt linii cu ASC (MS-2075A, MS-2091A, MS-2067A, MS-1589A, MS-2185A, MS-2036A, MS-
2073A si MS-2098A) si trei forme hibride (Zimbru, Oscar si Nistru). Hibrizii au fost grupati
impreund cu formele parentale (de ex., hibrizii Zimbru si Oscar cu forma maternda MS-2091A,
dar hibridul Nistru cu forma paterna MS-2570C). Dintre formele parentale numai forma paterna
a hibridului Zimbru — MS-2440C nu a fost inclusa in primul cluster, aflandu-se in clusterul trei.
Clusterul al doilea este format dintr-un singur genotip androsteril — MS-2077A. Al treilea cluster
a inclus noud genotipuri: cinci hibrizi (Talmaz, Doina, Cezar, Codru si Dacia), trei linii Rf (MS-
1995C, MS-2440C si MS-2064C) si o linie ASC — MS-2026A. Astfel, patru forme hibride in
clusterul respectiv au fost grupate Tmpreuna cu linia paternda MS-2440C, cu exceptia hibridului
Doina formele parentale a carui au fost clasificate in primul si al doilea cluster. Doua genotipuri
cu ASC — MS-2039A si MS-2161A si un genotip Rf — MS-2005C au format clusterul patru.
Clusterul cinci a inclus opt linii Rf: MS-2400C, MS-2550C, MS-2555C, MS-2203C, MS-2583C,
MS-2565C, MS-2275C si MS-2020C [111].

4.2. Screening-ul germoplasmei cu referire la mana

Mana florii-soarelui, cauzata de micromiceta Plasmopara halstedii F. Berl et de Toni este
una din cele mai devastatoare boli, cu o incidenta ce poate varia de la urme pana la cca 50-95%
[36, 52, 67, 107, 232, 247]. Majoritatea plantelor sistemic infectate mor prematur sau pot
produce un numadr foarte mic de seminte viabile. Raspandirea bolii variazd considerabil in
functie de conditiile de crestere, in special, nivelul de umiditate si curentii atmosferici. Pentru a
limita rdspandirea bolii sunt aplicate diverse preparate fungicide cu proprietati sistemice de lunga
durata, ca exemplu metalaxilul [246]. Cea mai eficientd metoda de combatere a patogenului
ramane a fi obtinerea de noi hibrizi rezistenti, care actualmente se produc si se comercializeaza
intr-o gama destul de mare. Aparitia noilor rase patogene cu virulentd sporitd compromite, insa,
cultivarea cu succes a hibrizilor in anumite regiuni si denotd actualitatea studiilor axate pe
identificarea noilor surse de rezistenta si combinarea acestora cu cele existente [118, 223, 247].

Simptomele induse de mana sunt reprezentate prin cresterea si dezvoltarea mai lentd a
plantelor, prezenta frunzelor de culoare verde deschisa, cu pete clorotice de-a lungul nervurilor
principale si a limbului foliar, sau clorotice integral, rigide si deformate, in cazul infectiilor
grave. In conditii de umiditate sporitd, pe partea inferioara a frunzelor, in locurile unde sunt
pozitionate petele clorotice, se dezvolta sporangiofori si sporangii, cu aspect de puf de culoare

alba. in unele cazuri frunzele sunt rasucite si ofilite [196, 199]. Calatidiile plantelor infectate au
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dimensiuni reduse, sunt intoarse in sus si confin un numar mic de seminte sau acestea lipsesc in
totalitate. sistemul radicular al florii-soarelui atacate este slab dezvoltat, cu putine radacini

secundare (Figura 4.12).

Fig. 4.12. Manifestarea manei (Plasmopara halstedii) la diferite faze ontogenetice de
dezvoltare a florii-soarelui.
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Amplificarea probelor de ADN cu primeri pentru PI1. Gena Pl; este prima gena de
rezistentd la mana, notatd de Vranceanu (1970) Pli, prezenta acesteia in premiera a fost
demonstrata la linia consangvinizata AD-66 obtinuta la Fundulea [23].

Actualmente, pentru identificarea prezentei genei Pli sunt disponibili mai multi marcheri
moleculari: CAPS pentru locusul Ha-4W2 linkat cu gena Pl1[117] si SSR — ORS1043, ORS166
la distanta de 3.4 cM [225].

Pentru determinarea prezentei genei Pli in genotipurile investigate a fost utilizat markerul
CAPS linkat cu gena Pl;.

Markerul CAPS linkat cu gena Pl; a fost elaborat de catre Gedil si colab. (2001). Liniile
sensibile la mana (HA89 si HA372) nu dispuneau de un fragment de 276 pb obtinut in urma
restrictiei cu enzima Tsp5091, care a fost prezent la liniile rezistente la P. helianthi (HA370, 335,
336, 337, 338 si 339). Desi marcherii genetici pentru locusul Ha-4W2 pot fi utilizati in procesul
de selectie asistatd de marcheri, gena candidat (RGC — Resistance Gene Candidate) detectata de
markerul CAPS a fost exclusa in calitate de gena candidat pentru Ply [117].

Aplicarea markerului dat in screening-ul molecular al rezistentei la 42 genotipuri de
floarea-soarelui a demonstrat prezenta fragmentului de 363 pb dupa amplificare (Figura 4.13),

ceea ce coincide cu datele obtinute anterior de catre Gedil si colab. (2001).

x Ampliconul
5 363 pb R

Fig. 4.13. Restrictia produsului de amplificare a locusului Ha-4W2 cu Tsp5091 [22]
S — susceptibil; R — rezistent.

Restrictia ulterioara a ampliconului cu enzima Tasl (Tsp5091) a generat fragmente de 88
pb, 93 pb, 188 pb si 276 pb (Figura 4.14), rezultate care corespund cu datele obtinute de catre alti
cercetatori [117]. Astfel, combinatia de trei fragmente 88, 93 si 188 pb a fost asociata de catre
Gedil si colab. cu susceptibilitatea la rasa 100 de mana florii-soarelui §i prezenta a patru
fragmente 88, 93, 188 si 276 pb cu rezistenta. Liniile susceptibile s-au caracterizat prin lipsa

fragmentului de 276 pb, fiindu-i atribuita semnificatia de marker dominant [117].
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In cadrul cercetarilor realizate in prezenta lucrare, dupa restrictie, fragmentul de 276 pb
(Figura 4.14) a fost stabilit la toate cele 42 genotipuri studiate, indicand astfel rezistenta acestora
la mana.

Datele obtinute pot fi utile la etapa incipienta de selectare a liniilor parentale in ameliorarea
florii-soarelui pentru rezistentd, oferind posibilitatea de aplicare a piramidizarii genelor pentru

obtinerea hibrizilor rezistenti la mana.
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Fig. 4.14. Analiza CAPS a ampliconilor obtinuti cu primeri specifici pentru locusul Ha-4W?2
lincat cu gena PI1.

M — markerul masei moleculare, 1 — MS-2440C, 2 — MS-2064C, 3 — MS-1924C, 4 — MS-1944C, 5 — MS-1950C, 6 — MS-2080C, 7 — MS-1985C,
8 — MS-1995C, 9 — MS-2570C, 10 — MS-2275C, 11 — MS-3470C, 12 — MS-1920C, 13 — MS-2555C, 14 — MS-2540C, 15 — MS-2203C, 16 — MS-
2583C, 17 — MS-2400C, 18 — MS-2565C, 19 — MS-2005C, 20 — MS-2020C, 21 — MS-2090C, 22 — MS-2550C, 23 — MS-2077A, 24 — MS-
2067A, 25 — MS-2091A, 26 — MS-1589A, 27 — MS-2039A, 28 — MS-2098A, 29 — MS-2161A, 30 — MS-2073A, 31 — MS-2185A, 32 — MS-
2075A, 33 — MS-2036A, 34 — MS-2026A, 35 — Codru, 36 — Dacia, 37 — Nistru, 38 — Zimbru, 39 — Talmaz, 40 — Doina, 41 — Cezar, 42 — Oscar.

Screening-ul genei PI1 prin utilizarea markerului molecular CAPS a demonstrat prezenta
fragmentului asociat cu rezistenta la toate cele 42 genotipuri incluse in cercetare. Datele
respective pot fi utilizate de catre amelioratori pentru selectarea formelor parentale de
perspectiva in ameliorarea florii-soarelui pentru rezistentd la mana.

Amplificarea probelor de ADN cu primeri pentru PIl6. Gena PI6 este una din genele
specifice de rezistenta a florii-soarelui la mana, ce confera rezistenta la rasele 100, 300, 700, 703,
710 [77] si 730 [184]. Locusul PI6 ar trebui sa contind cel putin 11 gene strans linkate fiecare
asigurand rezistenta la rase diferite de mana. Bouzidi si colaboratorii au realizat desing-ul a 13
marcheri STS, care acopera distanta 3 ¢cM si centrate pe locusul P16 [77].

In 2007 D. Pankovic si colaboratorii in urma analizei liniilor isogene rezistente si

susceptibile si familiilor de descendenti F3 a acestora au transformat markerul HAP3 in marker
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CAPS, care poate fi utilizat in selectia asistatda de marcheri a genotipurilor rezistente de floarea-
soarelui.

De asemenea, a fost demonstrata asocierea marcherilor respectivi cu rezistenta la rasa 730
de mana, astfel, a fost pus in evidenta faptul ca gena PI6 asigura rezistenta inclusiv la rasa data

[184].
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Fig. 4.15. Rezultatele amplificarii cu primeri HAP3 specifici secventelor candidate pentru
genele de rezistenta cu gena PI6.

M — markerul masei moleculare, 1 — MS-2440C, 2 — MS-2064C, 3 — MS-1924C, 4 — MS-1944C, 5 — MS-1950C, 6 — MS-2080C,
7 — MS-1985C, 8 — MS-1995C, 9 — MS-2570C, 10 — MS-2275C, 11 — MS-3470C, 12 — MS-1920C, 13 — MS-2555C, 14 — MS-
2540C, 15 — MS-2203C, 16 — MS-2583C, 17 — MS-2400C, 18 — MS-2565C, 19 — MS-2005C, 20 — MS-2020C, 21 — MS-2090C,
22 — MS-2550C, 23 — MS-2077A, 24 — MS-2067A, 25 — MS-2091A, 26 — MS-1589A, 27 — MS-2039A, 28 — MS-2098A, 29 —
MS-2161A, 30 — MS-2073A, 31 — MS-2185A, 32 — MS-2075A, 33 — MS-2036A, 34 — MS-2026A, 35 — Codru, 36 — Dacia, 37 —
Nistru, 38 — Zimbru, 39 — Talmaz, 40 — Doina, 41 — Cezar, 42 — Oscar.

Pentru screening-ul molecular al genotipurilor de floarea-soarelui a fost selectata perechea
de primeri HAP3, care genereazd in urma amplificarii fragmente de: 1720, 1330, 1060 si 940 pb
determinate dupa markerul de masa moleculara in gel de electroforeza [195] sau 1811, 1406,
1119 s1 988 pb [77] determinate in urma secventierii.

Trei fragmente (R1 1720 pb, R2 1060 pb, R3 940 pb dupd Pancovic si colab.(2007) si Ha-
NBS 11 - 1811 pb, Ha-NBS 13 - 1119 pb, Ha-NBS 14 - 988 pb dupa Bouzidi si colab. (2002) au
fost caracteristice pentru linia parentala rezistentd si un fragment a fost comun pentru ambii
paringi (S1 1330 pb sau Ha-NBS 12 1406 pb respectiv). Autorii denota cd fragmentele asociate
cu susceptibilitatea par sa fie similare [184].

Studiul efectuat a demonstrat prezenta fragmentelor asociate cu rezistenta la 22 de

genotipuri din cele 42 analizate. Ampliconii, care indica rezistenta asigurata de gena PI6, au fost

pusi in evidentd la 15 linii paterne din 22 studiate (MS-2064C, MS-1944C, MS-1950C, MS-
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2080C, MS-1985C, MS-1995C, MS-2570C, MS-2275C, MS-1920C, MS-2540C, MS-2203C,
MS-2583C, MS-2565C, MS-2005C, MS-2020C) si la doar doua linii materne cu ASC (MS-
2077A, MS-2091A) din cele 12 analizate (Figura 4.15).

Din 8 hibrizi F1 inclusi in investigatie numai trei (Codru, Dacia, Talmaz) s-au caracterizat

prin prezenta in gel a fragmentului asociat cu susceptibilitatea (Tabelul 4.2).

Tabelul 4.2. Repartizarea genotipurilor in functie de prezenta sau absenta
marcherilor asociati cu gena de rezistenta P16

Genotipuri Rezistente Susceptibile
Hibrizi F1 (5R/3S) Nistru, Zimbru, Doina, Cezar, Oscar. | Codru, Dacia, Talmaz.

MS-2064C, MS-1944C, MS-1950C, MS-2440C, MS-1924C, MS-
MS-2080C, MS-1985C, MS-1995C, 3470C, MS-2555C, MS-2400C,
Linii Rf (15R/7S) |MS-2570C, MS-2275C, MS-1920C, MS-2090C, MS-2550C
MS-2540C, MS-2203C, MS-2583C,
MS-2565C, MS-2005C, MS-2020C.
MS-2077A, MS-2091A. MS-2067A, MS-1589A, MS-
2039A, MS-2098A, MS-2161A,
MS-2073A, MS-2185A, MS-
2075A, MS-2036A, MS-2026A
22 genotipuri 20 genotipuri

Total 42 genotipuri

Linii ASC (2R/10S)

Nivelul de infectare a celor 42 de genotipuri a fost analizat, inclusiv prin observatii in
camp (Tabelul 4.3 - 4.5), pe parcursul a doi ani, in perioada 2013-2014. Gradul de infectare in
camp a liniilor materne a variat, in mediu pe 2 ani, in limitele de la O pana la 5.2 %, un nivel mai
mare de infectie stabilindu-se in anul 2014.

Analiza comparativa a datelor din camp cu cele moleculare a permis sa constatam ca liniile
care poseda genele rezistentei la mana PI1 si P16 nu au fost infectate sau manifesta un nivelul
nesemnificativ de infectie, pe cand liniile MS-2098A si MS-2039A, care nu posedd nici una
dintre genele analizate si care sunt obtinute din germoplasma locald manifestd cel mai inalt grad
de infectie [93].

Rezultatele prezentate demonstreaza totodata cd germoplasma europeana si cea obtinuta
din colectiile VIR si VNIIMK poseda ambele sau cel pufin o gena de rezistentd la mana si pun in
evidentd un nivel mai sporit de rezistentd in camp comparativ cu liniile obtinute din

germoplasma autohtona.
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Tabelul 4.3. Nivelul de infectare cu Plasmopara helianthi a liniilor materne in conditii naturale

. Rata de infectare cu | Gradul
Linii N N Rezistenta mani in mediu de
materne, | Originea genetici | apreciatd a nivel experimentele din | infectare
molecular A a .. o
ASC camp in anii, % a liniilor
PI1 PI6 2013 2014 cu mana
MS-2077A | Hibrizi europeni R R 0 0 0
MS-2091A | Hibrizi europeni R R 0 0 0
MS-2161A | Resurse VIR R S 0 0 0
MS-2036A | Resurse VIR R S 0 0 0
MS-2026A | Hibrizi europeni R S 0 0 0
MS-2067A | Hibrizi europeni R S 0 1,0 0,5
MS-2073A | Resurse VNIIMK R S 0,5 14 1,0
MS-2075A | Resurse VNIIMK R S 0,9 1,2 1,1
MS-1589A | Resurse VNIIMK R S 0,7 2,0 1,4
MS-2185A | Resurse VNIIMK R S 2,3 2,5 2,4
MS-2098A | Resurse locale R S 1,1 8,8 4,9
MS-2039A | Resurse locale R S 1,0 9,4 5,2

Analizand datele privind nivelul de infectie a liniilor parentale constatim, ca gradul de

infectare in cAmp in mediu pe 2 ani se Incadreaza in limitele de 0 — 1,9%. Rezistente in camp s-

au dovedit a fi liniile MS-1944C si MS-2540C, care poseda genele de rezistenta PI1 si PI6.

Tabelul 4.4. Nivelul de infectare cu Plasmopara helianthi a liniilor paterne in conditii naturale

Linii Rele.telzta Rata de infectare | Gradul mediu
paterne apreciata la o .
. . . o . cu mana, % de infectare a
restauratoa | Originea genetici | nivel molecular liniilor cu
re de Pl1 Pl6 2013 2014 9
oy mana
fertilitate
MS-1944C | Hibrizi europeni R R 0 0 0
MS-2540C | Hibrizi europeni R R 0 0 0
MS-2203C | Hibrizi europeni R R 0 0,2 0,1
MS-2570C | Resurse locale R R 0,1 0,5 0,3
MS-1920C | Resurse VNIIMK R R 0,2 0,4 0,3
MS-1942C | Hibrizi europeni R S 1,0 1,6 1,3
MS-2440C | Resurse locale R S 1,2 25 1,9

Aceste linii au fost obtinute din hibrizi europeni rezisten{i la mand. Liniile parentale,

restauratoare de fertilitate, provenite din surse locale si din colectia VNIIMK - MS-2570C si

MS-1920C au prezente in setul cromozomial aceleasi gene de rezistenta, iar gradul de atac fiind

de 0,3%. Cel mai mult s-a infectat linia MS-2440C, cu provenienta din germoplasma autohtona.
De remarcat, linia restauratoare de fertilitate MS-2570C, de provenientd autohtona,

adaptatd la conditiile pedo-climaterice si de cultivare specifice regiunii noastre, care manifesta
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un nivel scazut de infectie (in medie 0,3) si poate fi propusa ca sursa de rezistentd la mana in
procesul de ameliorare.

Evaluarea datelor moleculare si a celor din camp, scot in evidentad hibrizii Doina si Cezar,
care poseda genele de rezistenta PI1 Si PI6 nu au fost atacati in camp. Printr-un nivel mai inalt
de infectie se disting hibrizii Codru, Dacia si Talmaz, gradul de atac constituind — 2,6%, 1,7% si

1,5%, corespunzator. Gradul de atac Tn mediu pe experientd a variat intre 0 si 2,6%.

Tabelul 4.5. Nivelul de infectare cu Plasmopara helianthi a hibrizilor raionati in conditii naturale

. Rezistenta apreciata la Rata de infectare cu mana, | Gradul mediu
Denumirea : o .
hibridului nivel molecular Yo de infectare a

Pl1 Pl6 2013 2014 liniilor cu mana

Doina R R 0 0 0

Cezar R R 0 0 0

Zimbru R R 0,2 0,9 0,6
Oscar R R 0,1 0,7 0,4
Nistru R R 0,7 1,0 0,9
Talmaz R S 1,3 1,7 1,5
Dacia R S 1,2 2,2 1,7
Codru R S 1,5 3,7 2,6

Prin analiza comparativd a datelor obtinute in cadrul experientelor din camp si cele ale
studiilor la nivel molecular se constata ca liniile care poseda genele rezistentei la mana PI1 si P16
nu au fost infectate sau manifesta un nivelul nesemnificativ de infectie. Corelatiile stabilite
denota eficienta screening-ului molecular in aprecierea rapida si corecta a materialului utilizat in

ameliorare si a hibrizilor obtinuti [9, 93, 107].

4.3. Screening-ul germoplasmei cu referire la rugina

Rugina cauzata de Puccinia helianthi reprezinta una dintre cele mai raspandite patologii
ale florii-soarelui [194]. Pagubele produse variazd semnificativ in functie de conditiile
climaterice locale, favorabile dezvoltarii bolii [111], de calitatea lucrarilor agrotehnice si de
sensibilitatea germoplasmei hibrizilor comerciali la diferite rase de rugina [28]. Puccinia
helianthi determina aparitia pe partea superioara a frunzelor a unor pete galben-portocalii, iar pe
partea inferioara a unor pustule pulverulente brun-ruginii, urmate de aparitia unor pete mici
pulverulente de culoare brun-inchisi. In cazul atacului sever are loc imbatranirea rapida a
frunzelor, uneori chiar uscarea completa a plantelor, fapt ce cauzeaza pierderi in recolta de
floarea-soarelui de cca 60-80% [110].

Manifestarea simptomatica a ruginii este prezentata in figura 4.16.
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La rugind cu ajutorul marcherilor moleculari a fost cartografiatd o serie de gene de
rezistentd (R): R1 Si R2 [155, 197], R4 [194], R5 [195], R11 [198], R12 [119], R13 [194] etc.

Fig. 4.16. Aspecte fenotipice de manifestare a ruginii (Pucinia helianthi).

Gena R1 a fost descrisd pentru prima datd in anul 1963 ca factor ereditar, ce confera
rezistenta la rasa de rugina 100 [193]. Pentru screening-ul molecular al genei R1 a fost elaborat
markerul de tip SCAR (Sequence Characterized Amplified Regions) - SCT06950, care
determind producerea unui amplicon de 950 pb asociat cu rezistenta la rugina [155]. Genele R2,
R4 si R5 confera rezistenta la rasa de rugind 300 [115], iar gena R11, identificata la linia Rf
ANN-1742 - la rasele 336 si 777, cunoscute ca foarte virulente [198].

Screening-ul molecular al liniilor de floarea-soarelui privind prezenta genei R1 a
demonstrat prezenta fragmentului de 950 pb asociat cu rezistenta la doar 13 genotipuri din cele
42 incluse in cercetare. Ampliconii, care indica rezistenta asigurata de gena R1, au fost pusi in
evidenta la 10 linii paterne din 22 studiate (Figura 4.17, Tabelul 4.6), iar in cazul celor 12 linii
materne cu ASC fragmentul de 950 pb asociat genei R1 a fost absent la toate genotipurile
cercetate. Din 8 hibrizi F1 inclusi in investigatie doar trei (Codru, Dacia, Talmaz) s-au

caracterizat prin prezenta in gel a fragmentului asociat cu gena R1.
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Fig. 4.17. Screening-ul molecular al liniilor de floarea-soarelui privind prezenta genei R1.

M — markerul masei moleculare, 1 — MS-2440C, 2 — MS-2064C, 3 — MS-1924C, 4 — MS-1944C, 5 - MS-1950C, 6 — MS-2080C,
7 — MS-1985C, 8 — MS-1995C, 9 — MS-2570C, 10 — MS-2275C, 11 — MS-3470C, 12 — MS-1920C, 13 — MS-2555C, 14 — MS-
2540C, 15 — MS-2203C, 16 — MS-2583C, 17 — MS-2400C, 18 — MS-2565C, 19 — MS-2005C, 20 — MS-2020C, 21 — MS-2090C,
22 — MS-2550C, 23 — MS-2077A, 24 — MS-2067A, 25 — MS-2091A, 26 — MS-1589A, 27 — MS-2039A, 28 — MS-2098A, 29 —
MS-2161A, 30 — MS-2073A, 31 — MS-2185A, 32 — MS-2075A, 33 — MS-2036A, 34 — MS-2026A, 35 — Codru, 36 — Dacia, 37 —
Nistru, 38 — Zimbru, 39 — Talmaz, 40 — Doina, 41 — Cezar, 42 — Oscar.

De mentionat faptul ca datele analizei moleculare prin care s-a pus in evidenta lipsa genei

de rezistentd la rugind R1 la toate liniile materne sunt confirmate prin rezultatele cercetarilor din

camp, infectia fiind detectata la fel la toate liniile testate. Valorile gradului de infectare a variat

intre 0,1 s1 93,5%.

Tabelul 4.6. Repartizarea genotipurilor in functie de prezenta sau absenta markerilor
asociati cu gena de rezistenta R1

Genotipuri Rezistente Susceptibile
Hibrizi F1 (3R/5S) Nistru, Doina, Oscar Codru, Dacia, Zimbru, Talmaz,
Cezar
MS-2064C, MS-1924C, MS- | MS-2440C, MS-1944C, MS-1950C,
Linii Rf 1985C, MS-2570C, MS-2555C, | MS-2080C, MS-1995C, MS-2275C,
(10R/12S) MS-2540C, MS-2583C, MS- | MS-3470C, MS-1920C, MS-2203C,
2400C, MS-2565C, MS-2005C. | MS-2020C, MS-2090C, MS-2550C,
MS-2077A, MS-2067A, MS-2091A,
Linii ASC MS-1589A, MS-2039A, MS-2098A,
(OR/12S) MS-2161A, MS-2073A, MS-2185A,

MS-2075A,

MS-2036A, MS-2026A

13 genotipuri

29 genotipuri

Total

42 genotipuri

Cel mai puternic au fost atacate liniile MS-2185A si MS-2073A create in baza surselor din
Krasnodar — VNIIMK si linia MS-2026A obtinuta din hibrizi europeni, gradul de atac fiind de
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93,5; 61,0 Si 60,3%, corespunzator. Mai putin au fost infectate liniile MS-2091A Si MS-2077A,
gradul de atac fiind de 0,1 si 0,2% (Tabelul 4.7).

Analiza comparativa a datelor din camp si a celor moleculare cu referire la formele

paterne, a permis sd constatdm, ca liniile restauratoare de fertilitate MS-2540C, MS-2570CSi

MS-1942C care poseda gena de rezistenta la rugina R1 nu au fost infectate nici in camp.

Tabelul 4.7. Nivelul de infectare cu rugina a liniilor materne de floarea-soarelui in conditii naturale

Rezistenta Rata de infectare cu .
Linii materne, - . . | apreciata rugina (%) in anii: Ra.ta medie
ASC Originea genetica la nivel de infectare
2013 2014 | cu rugina, %

molecular
MS-2091A Hibrizi europeni S 0,1 0,1 0,1
MS-2077A Hibrizi europeni S 0,1 0,3 0,2
MS-2161A Resurse VIR S 0,3 0,6 0,5
MS-2075A Resurse VNIIMK S 0,5 0,9 0,7
MS-2036A Resurse VIR S 0,7 1,2 1,0
MS-2067A Hibrizi europeni S 2,2 51 3,7
MS-2098A Resurse locale S 9,5 11,2 10,3
MS-2039A Resurse locale S 11,8 17,5 14,7
MS-1589A Resurse VNIIMK S 22,5 31,2 26,9
MS-2026A Hibrizi europeni S 44,7 75,9 60,3
MS-2073A Resurse VNIIMK S 59,1 62,9 61,0
MS-2185A Resurse VNIIMK S 87,0 100,0 93,5

Liniile MS-1944C, MS-2440C, MS-220C si MS-1920C, nu poseda aceastd gena si sunt

infectate in camp, printr-un nivel maxim de infectie (16,3%) remarcandu-se linia MS-1920C de

origine ruseascd (Tabelul 4.8). Evaluarea datelor pe criteriul provenientei liniilor denota ca sunt

surse autohtone si europene atat rezistente, cat si sensibile la rugina.

Tabelul 4.8. Nivelul de infectare cu rugind a liniilor paterne de floarea-soarelui 1n conditii naturale

-~ Rezistenta Rata de infectare cu Rata medie
Linii paterne . . . | apreciata rugina (%) in anii: de infectare
restauratare de | Originea genetici . . o
. la nivel 2013 2014 cu rugina,
fertilitate
molecular %
MS-2540C Hibrizi europeni R 0 0 0
MS-2570C Resurse locale R 0 0 0
MS-1942C Hibrizi europeni R 0 0 0
MS-1944C Hibrizi europeni S 1,1 2,3 1,7
MS-2440C Resurse locale S 1,7 3,3 2,5
MS-2203C Resurse locale S 7,4 15,2 11,3
MS-1920C Resurse VNIIMK S 20,0 12,6 16,3
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Gradul de infectare, in cazul analizei hibrizilor (Tabelul 4.9), a demonstrat valori cuprinse
intre 0 si 19,2%. Analizand rezultatele obtinute in camp timp de doi ani si a studiilor moleculare
constatdm, ca hibrizii de floarea-soarelui Doina, Oscar si Nistru prezintd un grad de atac de 0%,
datorita prezentei in genom a genei de rezistenta la rugina R1.

Cinci hibrizi din cei opt cercetati nu prezinti gena de rezistenta la rugina. In conditii de
camp aceste linii au fost infectate, valoarea minima a gradului de infectare fiind de 0,5%,

valoarea maxima de 19,2%.

Tabelul 4.9. Nivelul de infectare cu rugina a hibrizilor de floarea-soarelui in conditii naturale

. . . .| Ratade infectare cu Rata medie de
Denumirea Rezistenta apreciata < < o/ . . . < o
. . . rugini (%) in anii: infectare cu rugina, %
hibridului la nivel molecular
2013 2014
Doina R 0 0 0
Oscar R 0 0 0
Nistru R 0 0 0
Zimbru S 0,1 0,9 0,5
Cezar S 0,5 0,9 0,7
Talmaz S 0,3 1,1 0,7
Dacia S 75 10,7 12,9
Codru S 9,0 20,6 19,2

Astfel, generalizand rezultatele analizei comparative a nivelului de infectare cu mana si
rugind In conditii naturale din camp si a celor obtinute la analiza moleculard privind prezenta
genelor specifice de rezistentd putem constata in mare parte o corespundere a acestora, ceea ce
permite de a recomanda utilizarea acestora dupa necesitate in procesul de selectare a

genotipurilor la rezistenta [11].

4.4. Concluzii la capitolul 4

Analiza polimorfismului genetic la 42 genotipuri de floarea-soarelui (linii materne, paterne
si combinatii hibride) cu utilizarea a 10 perechi de primeri SSR a permis identificarea a 179 alele
SSR, numarul de alele per locus variind intre 4 (ORS240) si 27 (ORS328), cu o valoare medie de
18 alele per locus. S-a constatat eficienta utilizarii markerilor microsateliti testati (ORS31,
ORS203, ORS204 s.a.) in scopul amprentarii, evidentierii autenticitatii genotipurilor valoroase,
determinarii polimorfismului genetic intraspecific, stabilirii gradului de hibridare a semintelor si

puritatii genetice a materialului semincer.

103



Evaluarea prezentei a doua gene (PI1 si PI6) asociate cu rezistenta la diferite rase de mana
cu implicarea markerilor moleculari specifici CAPS a pus in evidenta fragmente asociate cu gena
P11 la toate cele 42 genotipuri incluse in studiu si a genei PI6 la 22 genotipuri (MS-2064C, MS-
1944C, MS-1950C, MS-2080C, MS-1985C, MS-1995C, MS-2570C, MS-2275C, MS-1920C,
MS-2540C, MS-2203C, MS-2583C, MS-2565C, MS-2005C, MS-2020C, MS-2077A, MS-
2091A, Codru, Dacia, Talmaz).

Screening-ul molecular al liniilor de floarea-soarelui privind gena R1 a demonstrat
prezenta markerului asociat cu rezistenta la rugina la 13 genotipuri (MS-2064C, MS-1924C, MS-
1985C, MS-2570C, MS-2555C, MS-2540C, MS-2583C, MS-2400C, MS-2565C, MS-2005C,
Nistru, Doina, Oscar) din cele 42 analizate.

Nivelul de infectie constatat in experientele din cAmp coreleaza cu datele studiilor la nivel
molecular privind prezenta sau lipsa genelor rezistentei la mana (PI1 si PI6) si rugina (R1), fapt
ce denota eficienta screening-ului molecular in aprecierea rapida si corectd a materialului utilizat

in ameliorare si a hibrizilor obtinuti.
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CONCLUZII GENERALE SI RECOMANDARI

Concluzii generale
Estimarea germoplasmei de floarea-soarelui privind precocitatea, prin evaluarea perioadei
de crestere si dezvoltare de la rasdrire la maturare, a permis sd constatdm prezenta unor
genotipuri cu perioada de vegetatie de la 95 pana la 125 zile. Liniile si hibrizii inclusi in
studiu au fost clasificati in 5 grupe distincte: timpurii (90 linii i 310 hibrizi), semitimpurii
(58 linii si 140 hibrizi), medii (150 linii $i 590 hibrizi), semitardivi (32 linii i 110 hibrizi) si
tardivi (105 linii si 350 hibrizi) [8, 92].
. Analiza datelor fenologice a pus in evidentd iregularitatea procesului de dezvoltare si o
viteza diferitd de crestere interfazica (cresterea vegetativa — de la rasarire la butonizare;
cresterea reproductiva sau evocatia florala — de la butonizare la inflorire; etapa de maturare
— de la Inflorire pana la maturarea deplind) in dependenta de genotip [8, 92].
S-a stabilit modul de mostenire a indicilor fenologici si s-a determinat ponderea factorilor
matern, patern sau interactiunea lor in crearea diferitor tipuri de hibrizi, rezultatele obtinute
demonstrand posibilitatea credrii dirijate a hibrizilor cu perioada de vegetatie solicitata |8,
92].
. Prin evaluarea indicilor de productivitate (diametrul calatidiului, numarul de seminte pline
per calatidiu si greutatea acestora, masa hectolitricd si masa a 1000 de seminte) la 19 linii
materne si paterne cu origine diferitd si 32 combinatii hibride, au fost relevate linii
parentale valoroase atit provenite din germoplasma europeand, cét si cea autohtona prin
incrucisarea carora obfinem hibrizi cu o buna capacitate de productie. Se remarca in special
linia paterna Rf-5 creata din germoplasma hibrizilor europeni caracterizata printr-o buna
capacitate de combinare cu toate liniile materne [10, 21].
. Au fost creati si testati numerosi hibrizi de floarea-soarelui si au fost puse in evidenta 12
combinatii hibride de perspectiva, majoritatea dintre care se caracterizeaza prin indicatori
superiori de productivitate: MS-1 x Rf-1(VNIIMK x R.L.), MS-2 x Rf-1(R.L. x R.L), MS-6
x Rf-1(R.E. x R.L.), MS-2 x Rf-4(R.L. x R.L), MS-3 x Rf-4(R.L. x R.L), MS-5 x Rf-4(R.E.
x R.L.), MS-7 x Rf-4 (VIR x R.L.), MS-1 x Rf-5(VNIIMK x R.E.), MS-2 x Rf-5(R.L. x
R.E.), MS-3 x Rf-5 (R.L. x R.E.), MS-4 x Rf-5 (R.E. X R.E.), MS-5 x Rf-5(R.E. X R.E.).
Combinatiile hibride obtinute cu forma paterna Rf-5 prezintd valori ale recolei medii
cuprinse intre 3,13-3,23 t/ha, depasind ambele probe de referinta cu cca 6-12,0% [180].
. Analiza SSR cu 14 perechi de primeri a permis identificarea a 13 perechi care au manifestat

un nivel inalt de polimorfism (valoarea indicelui PIC a variat de la 0,67 pentru ORS216
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pana la 0,92 pentru ORS495, in medie constituind 0,76) si un numadr total de 120 alele. Au
fost stabilite asocierile intre banda de 118 pb, generatd cu ajutorul markerului ORS70 si
benzile 131 pb si 147 pb, generate de markerul ORS224 cu rezistenta la mana. Marcherii cu
mostenirea codominanta (ORS70, ORS495 si ORS610) pot fi inclusi in cercetarile axate pe
stabilirea gradului de hibridare a semintelor si puritatii materialului semincer [94, 106].

. Au fost identificate 22 de genotipuri, care posedd marcheri lincati cu ambele gene de
rezistentd la mana PI1 si P16, inclusiv 5 hibrizi (Nistru, Zimbru, Doina, Cezar, Oscar), doud
linii materne (MS-2077A, MS-2091A) si 15 linii paterne (MS-2064C, MS-1944C, MS-
1950C, MS-2080C, MS-1985C, MS-1995C, MS-2570C, MS-2275C, MS-1920C, MS-
2540C, MS-2203C, MS-2583C, MS-2565C, MS-2005C, MS-2020C) si 13 genotipuri ce
posedd markerul asociat cu rezistenta la rugind (MS-2064C, MS-1924C, MS-1985C, MS-
2570C, MS-2555C, MS-2540C, MS-2583C, MS-2400C, MS-2565C, MS-2005C, Nistru,
Doina, Oscar) [9, 11, 93, 107, 232].

Recomandari practice

De utilizat linia Rf-5 la crearea hibrizilor de floarea-soarelui, ce poseda capacitate buna
de combinare cu toate liniile materne luate in studiu.

De inaintat combinatiile hibride MS-1 x Rf-1, MS-3 x Rf-4, MS-1 x Rf-5, MS-2 x Rf-5,
MS-3 x Rf-5, MS-4 x Rf-5, MS-5 x Rf-5 pentru testare la Comisia de Stat pentru Testarea
Soiurilor de Plante.

Marcherii microsateliti testati in lucrare (ORS78, ORS261, ORS795 s.a.) pot fi utilizati in
scopul: amprentdrii, evidentierii autenticitatii genotipurilor valoroase, determinarii
polimorfismului genetic intraspecific, stabilirii gradului de hibridare a semintelor si
puritatii genetice a materialului semincer.

Se recomanda includerea a 22 de genotipuri, care posedd marcheri lincati cu ambele gene
de rezistentd la mand, PI1 si PI6, in programe de ameliorare a florii-soarelui pentru

rezistenta la mana.
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ANEXE

Anexa 1. Hibrizi de floarea-soarelui testati si inscrisi in
Catalogul soiurilor de plante al Republicii Moldova

REPUBLICA MOLDOVA )
COMISIA DE STAT PENTRU TESTAREA SOIURILOR DE PLANTE

ADEVERINTA

pentru soi de plante

Nr. 5472

- s A S e D T
i e Sl e (S

3

T e e e B T

Cultura .FL{OAREA SOARELUI (Helianthus annuus L.)

e

Soiul  CODRU

2t NS -
e s S s T

este eliberatd in corespundere cu Decizia Comisiei de Stat
pentru Testarea Soiurilor de Plante in temeiul
Legii privind protectia soiurilor de plante Nr.39-XV1/2008

T

o

la cererea Nr.(282551 din  01.12.2010

ST e

Solicitantul(tii) MG - Agroselect Comert SRL
Wt Y]
g‘ . S & n

R T

Autorul(rii) Ton GISCA, M.Buciuceanu. A.Cuccrcavii.

g MDY

Soiul este inclus
in Catalogul Soiurilor de Plante
al Republicii Moldova in anul 2014

A \%mg.vw@g T

o ——

Mihail Machidon

Fig. 1. Adeverinta de soi de plante (soiul Codru)
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REPUBLICA MOLDOVA
COMISIA DE STAT PENTRU TESTAREA SOIURILOR DE PLANTE

ADEVERINTA

pentru soi de plante

Nr. 5482

Cultura r1OAREA SOARELUI (Helianthus annuus L..)

Soiul  DACIA

este eliberatd in corespundere cu Decizia Comisiei de Stat
pentru Testarea Soiurilor de Plante in temeiul
Legii privind proteqza soiurilor de plante Nr.39-XV1/2008

la cererea Nr. 0282550 din 01.12.2010

Solicitantul(tii) AMG - Agroselect Comer( SRL

Autorul(rii) lon GISCA, M.Duca, A.Cucereavii.

Soiul este inclus
in Catalogul Soiurilor de Plante
al Republicii Moldova in anul 2014

Pre;edmte % .—;/m% Mlhall Machidon

Fig. 2. Adeverinta de soi de plante (soiul Dacia)
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REPUBLICA MOLDOVA ;
COMISIA DE STAT PENTRU TESTAREA SOIURILOR DE PLANTE
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pentru soi de plante

Nr. 5442

Cultura p1oAREA SOARELUI (Helianthus annuus 1..)

Soiul 1)6-11\1 A

este eliberat&ip corespundere cu Decizia Comisiei de Stat
pentru Testarea Soiurilor de Plante in temeiul
Legii privind protectia soiurilor de plante Nr.39-XV1/2008
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Solicitantul(tii) A\ - Agébselect Comer{ SRL
A

. “? V.

Autor ul( F ii) lon GISCA, M.Duca, A.Cucereavii.

Soiul este inclus
in Catalogul Soiurilor de Plante
al Republicii Moldova in anul 2014

Presedinte P Mihail Machidon

ML

Fig. 3. Adeverinta de soi de plante (soiul Doina)
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REPUBLICA MOLDOVA .
COMISIA DE STAT PENTRU TESTAREA SOIURILOR DE PLANTE

ADEVERINTA

pentru soi de plante

Nr. 5452
Cultura §1.0AREA SOARELUI (Helianthus annuus L.

Soiul  NISTRU

este eIzberat&*yl corespundere cu Decizia Comisiei de Stat
pentru Testarea Soiurilor de Plante in temeiul
Legii privind protectia soiurilor de plante Nr.39-XV1/2008

la cererea Nr. 028’5’76,6 din 21.12.2011

A
»
i

Solicitantul(tii) MG - Agroselect Comert SRL

Autorul(rii) lon GISCA, M.Buciuceanu, A.Cucereavii.

Soiul este inclus
in Catalogul Soiurilor de Plante
al Republicii Moldova in anul 2016

Presedinte %9/—”%— Mihail Machidon

Fig. 4. Adeverinta de soi de plante (soiul Nistru)
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REPUBLICA MOLDOVA -
COMISIA DE STAT PENTRU TESTAREA SOIURILOR DE PLANTE

ADEVERINTA

pentru soi de plante

4
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e 2 T R

32

Cultura - FLOAREA SOARELUI (Helianthus annuus L.)
3

3

Soiul  TALMAZ

este eliberafé?;ip corespundere cu Decizia Comisiei de Stat
pentru Testarea Soiurilor de Plante in temeiul
Legii privind protectia soiurilor de plante Nr.39-XV1/2008

T

ety s

la cererea Nr. 0282549 din 01.12.2010

A

Solicitantul(,tii) AMG - Azﬁ'oselect Comer{SRL

3

T s

1)

g mww

Autorul( rii) Ton GISCA, M.Buciuceanu, A.Cucereavii.

S

FomnF

" ——

Soiul este inclus
in Catalogul Soiurilor de Plante
al Republicii Moldova in anul 2015

Fig. 5. Adeverinta de soi de plante (soiul Talmaz)
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REPUBLICA MOLDOVA .
COMISIA DE STAT PENTRU TESTAREA SOIURILOR DE PLANTE

ADEVERINTA

pentru soi de plante

NT. 5462

Cultura ELOAREA SOARELUI (Helianthus annuus 1.

Soiul  ZIMBRU

este eliberatd in corespundere cu Decizia Comisiei de Stat
pentru Testarea Soiurilor de Plante in temeiul
Legii privind protectia soiurilor de plante Nr.39-XV1/2008

la cererea Nr. 0282552 din 01.12.2010

Solicitantul(tii) \iG - Agroselect Comer( SRL

3

Autorul(rii) lon GISCA, M.Buciuceanu, A.Cucereavii.

Soiul este inclus
in Catalogul Soiurilor de Plante
al Republicii Moldova in anul 2015

Presedinte ;/MVZ— Mihail Machidon

Fig. 6. Adeverinta de soi de plante (soiul Zimbru)
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REPUBLICA MOLDOVA
COMISIA DE STAT PENTRU TESTAREA SOIURILOR DE PLANTE

ADEVERINTA

pentru soi de plante

Nr. 5432

Cultura FLOAREA SOARELUI (Helianthus annuus L.)

Soiul  CEZAR

este eliberatd in corespundere cu Decizia Comisiei de Stat
pentru Testarea Soiurilor de Plante in temeiul
Legii privind protectia soiurilor de plante Nr.39-XV1/2008

la cererea Nr. (283148 din 19.03.2013
o

Solicitantul(tii) MG - Agroselect Comert SRL

Autorul(rii) lon GISCA, M.Duca, A.Cucereavii, S.Chiaburu.

Soiul este inclus
in Catalogul Soiurilor de Plante
al Republicii Moldova in anul 2016

| Presedinte %ﬂ ¢ XL Mihail Machidon

Fig. 7. Adeverinta de soi de plante (soiul Cezar)
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Anexa 2. Act de implementare a rezultatelor stiintifice in ameliorare

AGROSELECT

SEMENCES

ACT DE IMPLEMENTARE

a rezultatelor obtinute in urma activitdtii in compania AMG —Agroselect Comert SRL

Prin prezentul act se confirma participarea colabaratorului stiintific Cucereavii Aliona la
diversificarea germoplasmei de floarea-soarelui, crearea hibrizilor valorosi in baza genotipurilor
de perspectiva obtinute, testarea acestora in culturile comparative de concurs. In aceastd
perioada au fost obtinuti si testati peste 1500 hibrizi experimentali. Dintre acesti hibrizi
treizeci si doi sunt inclusi in studiul actual, iar opt au fost prezentati la Comisiile de Stat pentru
Testarea Soiurilor de Plante din Moldova, Ucraina, Rusia, Republica Belarus i Kazahstan. Sapte
hibrizi (Codru, Dacia, Talmaz, Zimbru, Doina, Nistru, Cezar) au fost omologati in Moldova. in
Ucraina au fost raionati hibrizii Talmaz, Zimbru, Dacia, Cezar. Patru hibrizi (Codru, Dacia, Talmaz,
Zimbru) sunt raionati in Rusia si un hibrid (Doina) in Republica Belarus. Hibrizii Dacia si Doina
confirma rezistenta la rasele severe de lupoaie,

Directorul,

AMG-Agroselect Comert SRL Gherjavschi Grigore

Str. Milha: Viteazul 11, mun,Chisingy, MD-2004, Republica Maldova
Tel Fax: (+373 22) 82 99 59, www.agroselect md

Rechizitele bancare La *AMG-Agrasalect Comery” SAL
Cod fiscal: 1030600023524 TVA: 0506282

IBAN: MO 15AG0C000002251 1610738

Banca: BC "Moldeva-Agrondbank” SA il Chsindu
Codul bancii: ADRNMDZXT723
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DECLARATIA PRIVIND ASUMAREA RASPUNDERII
Subsemnata, declar pe raspundere personald cad materialele prezentate in teza de doctorat
sunt rezultatul propriilor cercetari si realizari stiintifice. Constientizez ca, in caz contrar, urmeaza
sa suport consecintele in conformitate cu legislatia In vigoare.

Cucereavii Aliona

Semnatura

Data
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CURRICULUM VITAE
CUCEREAVII ALIONA

Date de contact:

str.Burebista 6, bl. 2, ap. 50,
Drochia, Republica Moldova,
+37325223087, +37379011263
alionacucereavii@mail.ru

Data si locul nasterii: 25.01.1972, s.Gribova, r-nul Drochia, Republica Moldova.
Cetatenia: MD.

Studii:

1989-1992 — studii medii speciale, Colegiul Agricol din Taul, specializarea Agronomie. Diploma
seria D 2447.

1994-1999 — studii de licenta, Universitatea Agrara de Stat din Moldova, Facultatea Agronomie,
specialitatea Selectie si geneticd. Diploma seria AL 009809.

2011-2015 — studii de doctorat, IGFPP, specialitatea — /411 Agronomie / 411.04 — Ameliorarea
plantelor si producerea semintelor.

Activitati de cercetare:
8-19 iulie 2013, activitati de cercetare in cadrul laboratorului de Ameliorare si Producere de
samanta la floarea-soarelui, Institutul de Cercetare Dezvoltare Agricold, Fundulea, Romania.

Domeniile de interes stiintific:
Ameliorarea plantelor, producerea de seminte, fitotehnie, agrotehnica, fitopatologie etc.

Activitate:

1989 —1994 — Gospodaria Agricola ,, Patria”, s.Gribova, r-nul Drochia, agricultor.

08.1999 —06.2002— ICCC Selectia, colaborator stiintific inferior.

15.12.2003 — 04.01.2011 — IS Cadastru, OCT Drochia, inspector pentru primirea si eliberarea
actelor, arhivar.

05.01.2011 — prezent ~AMG - Agroselect Comert SRL, colaborator stiintific.

Participari la foruri stiintifice (nationale si internationale):

- 25-27 august 2011, International Symposium on Broomrape (Orobanche spp.) in Sunflower,
UnASM, Chisinau, Republica Moldova.

- 10-14 November 2013, International Plant Breeding Congress. Antalya, Turkey.

- 10 martie 2014, Conferinta StiintificAi Internationald a doctoranzilor , Tendintele
Contemporane ale dezvoltarii stiintei: viziuni ale tinerilor cercetatori”. UnASM, Chisinau,
Republica Moldova.

- 3-6 June 2014, Third International Symposium on Broomrape (Orobanche spp.) in
Sunflower. Cordoba, Spain.

- 4-6 June 2015, The International Conference “Agriculture for Life, Life for Agriculture”.
Bucharest, Romania.

- 28iunie-1 iulie 2015, Congresului al X-lea International al Geneticienilor si Amelioratorilor.

- Chisinau, Republica Moldova.

- 1-5 november 2015, 2" Plant Breeding Congress & EUCARPIA — Qil and Protein Crops
Conference. Antalya, Turkey.

- 29 may- 3 june 2016, 19" International Sunflower Conference. Edirne, Turkey.
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Coautor al hibrizilor de floarea-soarelui: Codru, Dacia, Talmaz, Zimbru, Doina, Nistru,
Oscar, Cezar (cota parte 30%).

Lucrari stiintifice publicate:

articole in diferite reviste stiintifice

1.

- in reviste internationale cotate ISI si SCOPUS
SESTACOVA T., GISCA, I, CUCEREAVII A., PORT A., DUCA M. Expression of
defence-related genes in sunflower infected with broomrape. Biotechnology and
Biotechnology Equipment. Vol. 30, no. 4, 2016, p. 685-691.

- in reviste din strdindtate recunoscute
SESTACOVA T., GISCA I, CUCEREAVII A., TABARA O., PORT A., DUCA M.
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Stiintifice ale Universitatii ,,Alexandru loan Cuza”, Sectiunea Genetica si Biologie
Moleculara, 2015, TOM XVI, Fascicula 3, p. 97-106.
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