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REPERELE CONCEPTUALE ALE TEZEI

Actualitatea si importanta temei abordate. Securitatea alimentara in conditiile
unei explozii demografice este una dintre cele mai dificile probleme globale.
Tehnologiile moderne intensive pentru cultivarea plantelor agricole au atins limitele
,saturatier” in mai multe aspecte: - ecologic (poluarea mediului natural si suprimarea
mecanismelor de autoreglare a acestuia); - energetic (crestere exponentiala a costului
energiei neregenerabile); - productiv (cresterea in continuare a dozelor de ingrasaminte
cu azot duce la inhibarea dezvoltarii plantelor cultivate, a organismelor din sol, reduce
rezistenta agrocenozelor la stresul abiotic si biotic, atingerea indicelui maxim de
randament pentru multe culturi) [30].

Alegerea triticalelor ca obiect de studiu este asociatd cu combinatia unicd in
aceasta cultura a caracteristicilor economice si biologice inerente speciilor originale -
grau si secara. Aceste insusiri includ un randament ridicat al cerealelor si al masei verzi,
proprietati adaptive crescute (rezistentd ridicatd la iernat, rezistentd la seceta,
nesolicitare la sol), imunitate complexa la boli fungice, continut ridicat de proteine si
lizina, precum si alti nutrienti. Datoritd spectrului larg de utilizare al triticalelor
(alimentatie umana, hrana animalelor, productia de biocombustibil) este extrem de
importanta imbunatatirea constanta a formelor existente si crearea de noi soiuri [20].
Pentru ameliorarea triticalelor, este necesara imbogatirea fondului genetic al acestei
culturi si cresterea eficientei selectiei genotipurilor de perspectiva.

Actualmente un rol important este atribuit metodelor clasice de ameliorare cu
tehnici moderne de cercetare si studii comparative la nivel morfologic, fiziologic,
genetic s1 molecular. Ca strategie, integrarea tehnicilor de culturd de tesuturi cu
programele de ameliorare ofera un potential semnificativ pentru cresterea diversitatii
genetice a culturilor. Prin urmare, biotehnologiile in vitro pot fi o solutie potentiala
pentru manipularea caracterelor, imbogatirea bazei genetice si recuperarea variatiei
dorite [13].

Inducerea mutatiilor este in prezent o strategie bine stabilitd in ameliorarea
plantelor care poate suplimenta germoplasmele existente si imbunatiti soiurile cu
anumite calitati. Ca rezultat al mutatiilor, genotipurile obtinute pot detine noi
combinatii alelice. Actualmente in baza de date FAO/AIEA sunt inregistrate peste 3200
de soiuri de plante produse prin mutageneza [25].

Mutageneza indusa in vitro cu ajutorul razelor gama este cea mai eficienta
alternativa pentru schimbarea fundalului genomic, pentru cresterea frecventei genelor
sau alelelor dorite, generand tipuri de mutatii specifice, crescand artificial diversitatea
genetica a trasaturilor importante din punct de vedere agronomic in programele de
ameliorare a plantelor cu frecventd mai mare decat mutatiile spontane [12, 14, 21].

Evaluarea variabilitatii genetice constituie un aspect important in studiile
fundamentale, care evidentiazd eterogenitatea, efectele mutationale si
recombinationale, interactiunea genelor si efectele reciproce, precum si in studiile
aplicative, care permit selectarea genotipurilor pentru obtinerea rezultatelor cu
eficacitate sporita in programele de ameliorare ale cerealelor [14].

Cultivarea triticalelor in Republica Moldova a inceput incd din anii '70 a
secolului trecut. Dezvoltarea activa a modelelor genetice si de ameliorare pentru
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obtinerea materialului initial si crearea de noi soiuri de triticale a fost realizata cu
succes pe parcursul anilor de mai multi cercetitori [10]. In legiturd cu schimbirile
climatice inregistrate in ultimii ani (fiecare al doilea - treilea an fiind an secetos),
problema cresterii capacitatii de adaptare a culturilor agricole este extrem de
importantd, iar cultura de triticale in Republica Moldova a obtinut o semnificatie
economicd recunoscutd pentru alimentatia umand, industrie si furajarea animalelor
[11].

Utilizarea variabilitatii somaclonale induse de radiatie in cultura in vitro la
triticale nu este valorificatd pe deplin, iar studierea mutatiilor aparute poate contribui
la facilitarea procesului de selectare a genotipurilor cu caractere valoroase din punct de
vedere economic.

Rezultatele prezentate in lucrare pot oferi noi perspective in creareca noilor
varietdti de triticale cu productivitate sporitd, cu caractere cantitative si calitative
imbunatatite prin implementarea mutagenezei induse in cultura in vitro.

Scopul lucrarii consta in studiul variabilitatii somaclonale induse de radiatie in
cultura in vitro la triticale, evidentierea particularitatilor biomorfologice si estimarea
variabilitatii genetice in Selectarea formelor cu caractere valoroase pentru ameliorare.

Obiectivele cercetarii:

e sclectarea si optimizarea mediilor de cultura pentru initierea calusogenezei si
regenerarii indirecte de plantule din embrioni maturi de triticale;

e cstimarea frecventei si spectrului aberatiilor cromozomiale induse in cultura in
vitro in celulele calusale;

e cvaluarea efectului dozelor razelor gama in declansarea procesului mutational
pentru diversificarea spectrului variabilitatii genetice in cultura in vitro;

e stabilirea influentei razelor gama asupra calusogenezei, morfogenezei si
regenerarii de plantule;

e analiza variabilitatii somaclonale, determinarea gradului de influenta a razelor
gama si culturii in vitro asupra caracterelor cantitative la somaclonele de triticale;

e cvaluarea variabilitatii genetice a somaclonelor prin evidentierea
polimorfismului genetic, utilizand tehnica de analiza moleculara RAPD;

e aprecierea variantei si a parametrilor genetici a unor caractere cantitative la
somaclonele de triticale.

Ipoteza de cercetare este bazata pe definitiile conceptuale ale variabilitatii care
este conditionatd de factori genetici, epigenetici si de mediu, cu posibilitatea de
amplificare prin utilizarea razelor gama in complex cu cultura in vitro.

Rezultatele obtinute care contribuie la solutionarea unei probleme
stiintifice importante constau in fundamentarea stiintificd a potentialului de inducere
a variabilitatii genetice prin implementarea tehnicilor culturii in vitro si mutagenezei
experimentale, ceea ce a contribuit la elaborarea procedeului de obtinere si evidentiere
a variabilitatii, fapt ce permite eficientizarea procesului de ameliorare si creare de noi
somaclone cu randamente sporite.

Sinteza metodologiei de cercetare si justificarea metodelor de cercetare alese.
Pentru inducerea variabilitatii somaclonale a fost utilizatd metoda culturii in vitro
(algoritm pentru initierea culturii in vitro si regenerarii de plantule) si mutageneza
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experimentala (prin iradiere cu raze gama). Cu ajutorul metodelor biometrice au fost
evaluate caracterele cantitative ale somaclonelor de triticale. Estimarea variabilitatii
genetico-moleculare a fost realizata prin analiza RAPD, utilizand 12 primeri.
Similaritatea genetica a genotipurilor a fost stabilitd in baza distantelor genetice si a
indicilor de similaritate prin metoda dendrogramelor de repartitie. Aprecierea rolului
genotipului, culturii in vitro, radiatiei gama si interactiunii acestor factori ca surse de
variatie a caracterelor cantitative a fost bazata pe analiza variantei ANOVA.

Semnificatia teoretica. Studiul realizat a permis obtinerea datelor noi ce
confirma principiul totipotentei celulare si descriu particularitatile embriogenezei si
regenerarii in vitro a plantelor de triticale prin sporirea instabilitatii genomului de catre
razele gama. In baza cercetirilor fenologice, biometrice, citologice si molecular-
genetice a fost argumentatd variabilitatea somaclonald si posibilitatea sporirii
diversitatii genetice la triticalele hexaploide.

Valoarea aplicativd a lucrarii. Ca rezultat al cercetarilor stiintifice a fost
optimizatd metoda de utilizare a radiatiei gama in cultura de tesuturi la triticale pentru
a diversifica spectrul variabilitatii genetice somaclonale. S-a stabilit efectul radiatiei
ionizante asupra proceselor de calusogeneza, morfogeneza si regenerare de plantule. A
fost determinat gradul de influenta a razelor gama comparativ cu cultura in vitro asupra
manifestarii unor caractere cantitative la somaclonele de triticale, in baza rezultatelor
s-a demonstrat posibilitatea majorarii variabilitatii genetice. S-a identificat spectrul
polimorfic si modul de mostenire al ampliconilor RAPD la somaclonele a 3 genotipuri
de triticale. Estimarea coeficientului heritabilitatii caracterelor cantitative la triticale,
permite de a prognoza eficient si veridic selectarea celor mai valoroase somaclone, care
pot fi antrenate in procesul de ameliorare.

CONTINUTUL TEZEI
In Introducere se argumenteaza actualitatea si importanta problemei abordate,
sunt formulate scopul si obiectivele cercetarii, prezentata ipoteza de cercetare, sinteza
metodologiei de cercetare, justificarea metodelor de cercetare, noutatea si originalitatea
stiintificd, importanta teoretica, Valoarea aplicativa a lucrarii si  sumarul
compartimentelor tezei.

1. CONCEPTE GENETICE DE SPORIRE A VARIABILITAIII
GENETICE LA PLANTELE DE CULTURA
Compartimentul include sinteza datelor recente din literatura de specialitate
privind importanta variabilitatii somaclonale la plante. Este expusa importanta
utilizarii marcherilor morfologici, citologici, biochimici si moleculari in vederea
identificarii, ameliorarii si introducerii in culturd a formelor noi de triticale cu caractere
economic valoroase. Prin urmare, acest capitol s-a axat pe urmatoarele aspecte:
raspandirea si valoarea economica a triticalelor; sinteza cercetarilor privind fenomenul
de inducere in vitro a variabilitatii genetice, evidentierea mecanismelor de inducere a
variabilitatii si a factorilor majori care influenteaza variatiile somaclonale induse la
plantele derivate prin culturi in vitro si mutageneza experimentala.



2. CARACTERISTICA MATERIALULUI BIOLOGIC SI METODELOR
DE CERCETARE

Obiectul de studiu. In calitate de material biologic au servit 8 genotipuri de
triticale hexaploide: Ingen 33, Ingen 35, Ingen 93, Colina, 188TR 5021, LT 76872,
Rodlen, CAD 2/917 din colectia Institutului de Genetica, Fiziologie si Protectie a
Plantelor, dintre care la 3 genotipuri au fost analizate somaclonele obtinute.
Experientele au fost efectuate in conditii de laborator, solariu si camp conform
recomandarilor standard.

Metode de cercetare. Pentru realizarea obiectivelor propuse au fost utilizate
urmatoarele metode: biotehnologice (prepararea mediilor nutritive, inocularea
explantelor, subcultivarea calusului, aclimatizarea plantulelor), metode morfometrice
(observatii fenologice si analiza caracterelor cantitative dupa ghidul UPOV), citologice
(determinarea cotei celulelor cu aberatii in mitoza), moleculare (extragerea ADN,
amplificarea si electroforeza) prin genotiparea RAPD cu implicarea a 12 primeri.
Pentru evidentierea polimorfismului s-a utilizat indicele PIC (Polymorphic
Information Content) dupa Anderson J. Distanta genetica (DG) s-a determinat dupa
Melchinger A. si Nei M. pe baza indicelui de similaritate Jaccard, iar pe baza
matricelor generate s-au elaborat dendrogramele de repartitie a genotipurilor, utilizand
metoda UPGMA (Unweighted Pairwise Group Method with Arithmetic mean).

Metode statistice de prelucrare a datelor. Rezultatele obtinute au fost
prelucrate statistic prin calcularea urmatorilor parametri: valoarea medie (X), eroarea
standard (es), coeficientul de variatie (CV, %), coeficientul de heritabilitate (h?),
varianta genotipica si fenotipica dupa Falconer D. [17], coeficientul variatiei
genotipica (Cyg) si fenotipica (Cve) conform Singh R., Chaudhury B. [24].

Experientele s-au efectuat dupa schema analizei dispersionale, fiind utilizat
pachetul de programe STATGRAPHICS Plus 5.0. Analiza variatiei si determinarea
puterii de influenta a genotipului, explantului, mediului de culturd si interactiunii lor
asupra parametrilor analizati s-a efectuat prin aplicarea testului ANOVA, iar pentru
aprecierea diferentelor semnificative dintre variante s-a utilizat testul Student.

3. APRECIEREA POTENTIALULUI MORFOGENETIC SI
REGENERATIV AL GENOTIPURILOR DE TRITICALE iN CULTURA IN
VITRO

In ultimele decenii culturile de celule si tesuturi stau la baza biotehnologiilor
moderne, ce au ca scop manipularea genomului in vederea crearii de genotipuri noi,
utilizarea in programele de ameliorare a plantelor, avand ca sursa tehnici experimentale
pentru accelerarea metodelor existente de propagare a plantelor si de obtinere a
produselor vegetale dorite [19].

3.1. Initierea calusogenezei si regenerarii de plantule din embrioni maturi
de triticale

Conditiile de cultivare in vitro, componenta mediilor nutrtive, in special balanta
hormonala influenteaza initierea, proliferarea tesuturilor si capacitatea de regenerare.



In vederea evaluirilor biotehnologice s-a selectat si optimizat un mediu comun
pentru inducerea calusogenezei din diferite tipuri de explante: embrioni maturi si
fragmente foliare.

Astfel, au fost testate 6 medii nutritive ce aveau ca baza mediul Murashige si
Skoog (1962) suplimentat cu reglatori de crestere, care se deosebeau prin raportul
concentratiei in mediu (Tabelul 3.1).

Tabelul 3.1. Compozitia mediilor de cultura pentru inducerea calusogenezei si
embriogenezei

Varianta | Mediul de Concentratie (mg/l) Zaharoza Maltoza
mediului baza 2,4-D kinetina ANA (a/l) (a/h)

1 MS 3,0 - - 30 -

2 MS 2,5 0,2 - 30 -

3 MS 2,0 0,5 - 30 -

4 MS 2,5 0,4 - 30 -

5 MS 2,0 - - - 30

6 MS - 1,0 0,5 30 -

Nota.: MS - mediul Murashige&Skoog, 2,4-D - acid 2,4-diclorofenoxiacetic; K - kinetina;
ANA - acid alfa-naftilacetic.

Dupa 5-6 zile de cultura in vitro s-a stabilit initierea de calus in toate variantele,
dar masa si culoarea acestuia a variat in dependentd de concentratia citochininelor. In
investigatiile efectuate s-a atestat formarea cu preponderentd a doud tipuri de calus:
compact, globular de culoare verde — tip I, si calus friabil, alb-gilbui — tip II. in unele
cazuri s-a observat initierea calusurilor mixte (Figura 3.1).

Fig. 3.1. Tipurile de calus initiate: A - calus compact (tip I); B - calus friabil (tip I1).

Pe parcursul cultivarilor s-a urmarit dezvoltarea tipurilor de calus. In variantele
experimentale s-a initiat cu preponderenta calus de tip | (Figura 3.2).

In rezultatul cercetarilor s-a atestat, cd pe mediile de culturd a fost indus calus
primar la toate 8 genotipuri de triticale luate in studiu: Ingen 33, Ingen 35, Ingen 93,
Polonez LT 76872, Rodlen, Colina, 188TR 5021, CAD 2/917. Dintre mediile analizate,
cele mai Tnalte rate de calusare au fost obtinute pe varianta de mediu Nr. 2 (MS (1962)
suplimentat cu 2,4-D (2,5 mg/l) si kinetina (0,2 mg/l)), dovedit eficient la toate
genotipurile de triticale (90-95%) [4].
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Fig. 3.2. Tipul de calus format in dependenta de mediul de culturi.
(aici si in urmatoarele figuri barele reprezinta eroarea standard).
Notd: 1 — MS + 2,4-D 3,0 mg/l; 2 — MS + 2,4-D 2,5 mg/l + kinetin 0,2 mg/l; 3 — MS + 2,4-D 2,0 mg/l +
kinetina 0,5 mg/l; 4 -MS + 2,4-D 2,5 mg/I + kinetina 0,4 mg/l; 5 — MS + 2,4-D 2,0 mg/l; 6 — MS + kinetina
1,0 mg/l + ANA 0,5 mg/l.

Rezultatele obtinute demonstreaza ca concentratia de fitohormoni in mediu,
indeosebi a auxinei, cat §i interactiunea ei cu alti factori constituenti ai mediului de
cultura afecteaza procesele calusogenetice [9].

In urma prelucriarii statistice, prin aplicarea testului ANOVA s-a constatat ci
mediul de culturd, genotipul cat si interactiunea lor au avut o influentd semnificativa
(P<0,001) asupra frecventei calusogenezei. Puterea de influentd a mediului de cultura
fiind maxima 34,91%, genotipul reprezintd o sursd de variatie de 9,3% si interactiunea
genotip — mediu nutritiv 16,46%.

Interactiunea dintre factorii ,,genotip” si ,,varsta explantului” denota o
influentd semnificativd P<0,001 in stabilirea unui raspuns calusogenetic pozitiv. In
scopul cercetdrii s-au initiat culturi de calus din fragmente foliare de la cele 8 genotipuri
analizate. Ca rezultat s-a constatat o diferentiere in ceea ce priveste procesul de formare
a calusului. Astfel, in partea bazala s-a format calus la toate genotipurile, constituind
50,22 - 66,21%, indiferent de varsta explantului. Cota maxima de formare a calusului
s-a atestat la a 2-a zi de cultivare (78,63%). Valorile cele mai mari s-au inregistrat
pentru genotipurile: CAD 2/917 (89,12%), LT 76872 (81,32%), Ingen 35 (80,67%),
Ingen 33 (80,37%), Rodlen (80,19%) (Figura 3.3).

Conform datelor obtinute se atestd ca, capacitatea de calusare la triticale este
controlatd de varsta explantului si genotip [8]. Aplicarea testului ANOVA a stabilit, ca
genotipul, varsta explantului cat si interactiunea lor au avut o influentad semnificativa
asupra frecventei inducerii calusului. Impact maxim 70,64% a fost inregistrat pentru
varsta explantului, urmat de genotip cu 6,68%, in timp ce interactiunea ,,genotip” —
,varsta explantului” a constituit doar 0,94%.

Analiza comparativa a rezultatelor privind capacitatea calusogenezei pentru
explantele analizate a scos in evidenta eficienta utilizari embrionilor maturi de triticale
fatd de fragmentele foliare si insusirile prioritare in dependenta de genotip.
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Fig. 3.3. Influenta interactiunii factorilor ,,genotip” - ,,virsta explantului” asupra frecventei
calusogenezei.
Nota: 1 -Ingen 33; 2 - Ingen 35; 3-1Ingen 93;4 - LT 76872; 5 — Rodlen; 6 — Colina; 7 - 188 TR 5021,
8 - CAD 2/917.

Capacitatea de regenerare a plantulelor din calusul obtinut de la embrionii
maturi de triticale. Cercetarile ulterioare au fost efectuate in vederea aprecierii
calusurilor embriogene, cu formare de lastari, care au evoluat din calus primar, cat si
din cel secundar, supus subcultivarii pe mediu pentru inducerea morfogenezei. In acest
scop calusurile cu zone morfogene au fost transferate pe mediu pentru regenerare MS
suplimentat cu AIA (0,5 mg/l) si BAP (1 mg/l) si subcultivate pe medii nutritive
proaspete, fiind transferate la fiecare 3 saptamani.

Conform datelor obtinute, frecventa regenerarii lastarilor per calus embriogen a
atins valori ce variaza intre 17,27 - 43,27%. Cea mai sporita capacitate de formare a
lastarilor s-a evidentiat la genotipurile CAD 2/917, Ingen 33 si Colina, iar la LT 76872
si Rodlen fiind minime. Cota majora a prezentat genotipul CAD 2/917, constituind
13,66 lastari per calus.

Rezultatele obtinute demonstreaza cert dependenta proceselor de formare si
dezvoltare a lastarilor de origine calusogena de genotip si mediul nutritiv sau balanta
hormonala, precum si conditionarea organozenezei, cale parcursa de un numar mare de
a obtine plante.

Rata medie de inradacinare a lastarilor a constituit 72,39%. Regenerantii au
manifestat capacitate diferita de aclimatizare, care in medie a fost 62,42% (Tabelul
3.2).

Tabelul 3.2. Capacitatea de regenerare si inridacinare a plantelor obtinute din calus
embriogen (valoarea medie+ES)

Genotipul | Calus embriogen (%) | Calus regenerativ (%) | Lastari inradacinati (%)
Ingen 33 61,11£2,94 41,65+7,59 72,38+7,44
Ingen 35 65,56+2,94 34,23+5,22 67,78+13,92
Ingen 93 53,33+1,93 29,25+2 41 61,43+18,57
Colina 71,11£2,22 38,93+1,97 76,67+1,67
188TR 5021 62,2242 22 32,22+1,11 64,4449 87
LT 76872 43,33+5,77 17,27+3,84 75,00+25,00
Rodlen 56,66+3,33 18,85+3,07 75,00+£25,00
CAD 2/917 82,22+1,11 43,28+1,72 84,50+3,58
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Analiza dispersionald a datelor obtinute, denota o influenta semnificativa a
genotipului asupra capacititii de regenerare, puterea de influenta constituind 73,17%.
Comparand contributia diferitilor factori si interactiunea acestora, remarcam faptul ca
genotipul joacd un rol semnificativ nu numai pentru procesul de calusogeneza, dar
determina si capacitatea de regenerare [2; 5].

Variabilitatea indusa de cultura in vitro la celulele calusale in baza
frecventei si spectrului aberatiilor cromozomiale. In rezultatul examinirii celulelor
calusale la diverse termene de cultivare in vitro s-au evidentiat diferente majore ale
aspectului morfologic al celulelor evidentiate [6]. In studiile noastre a fost descrisi 0
eterogenitate pronuntatd a celulelor calusale. S-au depistat celule de dimensiuni
diferite: mari sau mici, cu forma neregulatd sau foarte alungite, cu nuclee mari sau
mici.

S-a stabilit, ca activitatea mitoticd a celulelor este dependentd de genotip,
indicele mitotic constituind valori cuprinse intre 13,58 - 55,04%. Analiza procesului
de diviziune a celulelor din calus a evidentiat aberatii cromozomiale in ana-telofaze,
frecventa acestora crescand de la 6,25 - 12,5%. Cota cea mai mare a fost estimata la
genotipul Rodlen - 12,5 %. S-a evidentiat, ca cultura in vitro induce mutatii in anafaza-
telofaza de tipul: celule binucleate, dispunerea ciclica a cromozomilor, fragmente
cromozomiale punctiforme, ce deriva din instabilitatile procesului de mitoza in celulele
calusale si care pot fi transmise regenerantilor.

Stabilitatea citogenetica a calusului este una dintre premisele cheie pentru
propagarea clonala in vitro eficienta si invoca importanta ludrii in considerare a
factorilor inductori ai instabilitatii genetice.

3.2. Variabilitatea indusa de razele gama in cultura in vitro la triticale

Radiatiile ionizante sunt cel mai frecvent utilizate pentru a genera mutatii utile
la plante datorita facilitatii de aplicare si frecventei sporite de obtinere a mutatiilor.
Dintre sursele de radiatie, razele gama sunt foarte importante in reproducerea mutatiilor
si mutageneza in vitro pentru diversificarea caracterelor de interes la plante si
extinderea variabilitatii genetice.

Efectul dozelor razelor gama in procesul mutational declansat in celulele
calusale. In vederea aprecierii relatiilor dozi/efect a razelor gama la triticale asupra
boabelor diferitor genotipuri au fost aplicate 7 doze — 50, 75, 100, 125, 150, 200, 250
Gy. S-a constatat, ca radiatiile gama in limitele dozelor 50-150 Gy a avut un efect
stimulator asupra cresterii calusului, iar dozele 200-250 Gy au avut impact depresiv
asupra calusogenezei (Figura 3.4).

S-a remarcat o reactie specifica a fiecarui genotip la actiunea razelor gama la
doza de 150 Gy, ce variaza de la 58,19 - 85,55% in comparatie cu martorul pentru
genotipurile: Ingen 33, Ingen 35, Ingen 93, Colina s1 CAD 2/917.

Rezultatele aplicarii testulut ANOV A denotd, ca asupra frecventei calusogenezei
au influentat semnificativ (P<0,001) atat genotipul, radiatia cat si interactiunea genotip-
radiatie.
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Fig. 3.4. Influenta interactiunii factorilor genotip - radiatia gama asupra frecventei calusogenezei.
Nota: *, **, *** . semnificative pentru P<0,05; 0,01; 0,001.

Impactul radiatiei gama asupra acumulirii masei calusale si regenerarii
plantulelor. Determinarea cineticii cresterii calusurilor s-a estimat prin cantarirea
biomasei calusale, greutatii masei proaspete, la intervale de o luna de la subcultivarea
primelor formatiuni. Pasajele s-au efectuat pe medii proaspete MS cu acelasi continut
de reglatori de crestere.

Observarea efectelor radiatiei gama asupra inducerii si dezvoltarii calusului,
atesta schimbari 1n cresterea, culoarea si morfologia calusului. Dozele de iradiere mai
mici (50-150 Gy) au generat calus granular de culoare verde-galbuie. La doza 200 Gy
s-a atestat calus friabil alb cu putine zone meristematice, iar la doza 250 Gy se remarca
necrotizarea si stoparea evolutiei calusului.

In rezultatul studiului s-a constatat, ci doza de radiatie 150 Gy a fost cea mai
eficace 1n stimularea acumularii biomasei calusale In comparatie cu martorul [1].
Coeficientul de variatie, pentru 150 Gy constituie 3,08 - 14,54%, ceea ce corespunde
unui nivel mic s1 mediu de variabilitate. Cele mai mari valori au fost inregistrate de
genotipurile Ingen 35, masa calusului constituind 879,57 mg, fata de 814,08 mg la
martor, urmate de Ingen 33 si CAD 2/917.

S-a confirmat cantitativ efectul radiatiei asupra calusului embriogen si
regenerarii. Cota cea mai mare in formarea calusului embriogen a prezentat genotipul
CAD 2/917, constituind 48,2% cu o rata de regenerare de 1,3% (Tabelul 3.3).

Tabelul 3.3. Regenerarea prin embriogeneza somatica a genotipurilor de triticale iradiate cu raze
gama la doza de 150 Gy

Genotip Greutatea Calusuri Rata regeneririi

calusului, mg embriogene (%) (%)
Ingen 33 745,08 10,0 0,9
Ingen35 879,57 30,3 1,4
Ingen93 681,07 37,9 1,3
Colina 615,07 44,0 1,1
188 TR 5021 399,00 26,6 0,8
LT76872 395,40 46,6 1,2
Rodlen 507,11 33,6 1,2
CAD 2/917 777,31 48,2 1,3
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Influenta razelor gama asupra morfogenezei. Fenomenul de totipotentd a
celulelor somatice vegetale face posibild inducerea proceselor morfogenetice in cultura
In vitro, care au ca rezultat formarea de novo a tesuturilor si organelor capabile sa
genereze un organism integru.

In rezultatul analizei datelor obtinute s-a evidentiat reactia specifica a genotipului
in complex cu doza de iradiere, care au influentat semnificativ frecventa morfogenezei.
S-a stabilit, ca la dozele de 50-150 Gy pentru genotipurile Ingen 33, Ingen 35, Ingen
93 si CAD 2/917, valorile medii au crescut fata de martor (Figura 3.5).
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Fig. 3.5. Influenta interactiunii factorilor genotip-radiatie gama asupra frecventei morfogenezei.
Nota: ** *** - semnificativ pentru P<0,01; 0,001.

Studiul analizei dispersionale a demonstrat, ca asupra morfogenezei,
influenteaza semnificativ (P<0,001) genotipul cu o putere de influenta de 53,70%,
urmat de radiatie 35,37%, iar interactiunea factorului genotip-radiatie constituie
9,80%.

3.3. Obtinerea regenerantilor de triticale prin metoda in vitro si mutageneza
fizica

Frecventa regenerarii a fost estimata dupa numarul total de calusuri regenerative,
indiferent de tipul de calus obtinut in sistemele cercetate. Cercetarile s-au axat pe
elucidarea efectului dozei de radiatie, genotipului si interactiunii factorilor genotip -
radiatie asupra frecventei de regenerare [7].

Analiza rezultatelor a demonstrat, ca factorii analizati au influentat semnificativ
frecventa regenerarii (P<0,001). Actiunea maxima a inregistrat-0 genotipul (50,33%),
radiatia gama (40,63%) si interactiunea genotip - radiatie (7,76%).

Actiunea radiatiei gama asupra frecventei regenerarii la doza de 150 Gy pentru
genotipurile Ingen 33, Ingen 93, Colina si CAD 2/917 a prezentat cele mai mari valori
cuprinse intre 33,99 - 43,05%, in comparatie cu martorul. Valoarea minima pentru
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aceasta doza de iradiere s-a atestat la genotipul LT 76827 (7,57%) si Rodlen (9,74%)
(Figura 3.6).
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Fig. 3.6. Influenta interactiunii factorilor genotip - radiatie asupra frecventei regenerarii.
Nota: *, ** *** - semnificative pentru P<0,05; 0,01; 0,001

Frecventa maxima de formare a lastarilor per calus embriogen s-a atestat la
genotipurile Ingen 33, Ingen 35 si CAD 2/917, constituind 44,15 - 52,45%, iar la
genotipurile 188 TR5021 si LT 76872 valorile fiind minime 17,09 - 27,79% in
comparatie cu martorul.

Rata medie de inradicinare a lastarilor a fost 40,66%. In faza de aclimatizare

somaclonele au manifestat capacitate diferita de adaptare, care in medie a atins 42,16%
(Tabelul 3.4).

Tabelul 3.4. Frecventa calusogenezei, embriogenezei, regenerarii in vitro la genotipurile
de triticale supuse iradierii gama

Calus Calus Lastari Plante

Genotipul | Varianta | embriogen regenerativ inradacinati | aclimatizate

(%) (%) (%) (%)

Ingen 33 Martor 61,10 34,22 40,15 45,61
Radiatie 62,12 44,15 42,32 50,15
Ingen 35 Martor 65,55 41,65 45,17 50,14
Radiatie 71,45 52,45 48,02 52,87
Ingen 93 Martor 53,33 29,24 38,93 40,15
Radiatie 51,30 30,11 49,22 43,58
Colina Martor 61,10 38,22 32,99 30,18
Radiatie 64,45 40,91 39,00 30,57
188TR Martor 52,22 32,22 42,85 32,70
5021 Radiatie 50,02 27,79 43,01 41,21
LT 76872 Martor 41,15 20,27 22,22 20,15
Radiatie 20,33 17,09 217,57 34,33
Rodlen Martor 46,75 28,75 30,12 23,15
Radiatie 32,60 29,05 30,00 25,49
CAD 2/917 Martor 69,76 43,27 43,33 50,02
Radiatie 70,12 45,62 46,15 59,11
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In rezultatul analizei s-a constatat ci somaclonele SC, derivate din cultura de
embrioni maturi supusi iradierii gama au prezentat diferite trasaturi morfofiziologice,
frecventa si spectrul de variatie al carora au fost specifice fiecarui genotip luat in studiu

[3].

Potrivit rezultatelor obtinute la toate genotipurile luate in cercetare: Ingen 33,
Ingen 35, Ingen 93, Colina, 188TR 5021, LT 76872, Rodlen si CAD 2/917 s-a remarcat
o reactie specifica la actiunea culturii in vitro in complex cu radiatia gama. Astfel,
evidentiindu-se somaclonele genotipurilor Ingen 33, Ingen 35, Ingen 93, 188TR 5021
st CAD 2/917.

4. ASPECTE GENETICE A GENOTIPURILOR DE TRITICALE
OBTINUTE PRIN MUTAGENEZA FIZICA SI CULTURA IN VITRO

Diversitatea genetica poate fi estimata, folosind trasaturile morfologice.
Dezvoltarea si disponibilitatea unor noi resurse genetice sunt esentiale pentru
imbunatatirea soiurilor, iar pentru diferentierea genotipurilor poate fi utilizata
caracterizarea fenotipica [28].

4.1. Evaluarea caracterelor biomorfologice la somaclonele de triticale
obtinute din embrioni iradiati cu raze gama

Somaclonele, obtinute prin cultura in vitro, poseda un spectru larg de variatie a
caracterelor morfologice si biochimice, cea ce confirma eficienta folosirii culturii de
calus in inducerea variabilitdtii, prin obtinerea somaclonelor ce prezintd interes
agronomic [22; 23; 27].

Pentru aprecierea varialibitdtii somaclonale au fost evaluati parametrii
morfologici, precum: talia plantei, lungimea spicului principal si ultimului internod,
numarul fratilor fertili si internodurilor per planta, numarul boabelor per spic, greutatea
boabelor si masa a 1000 de boabe.

Valorile medii ale caracterului talia plantei variaza pentru somaclonele SC;
obtinute prin cultura in vitro si este dependenta de genotip. Astfel, la genotipurile Ingen
93 (in vitro) si Ingen 35 (in vitro) s-au constatat valori medii mai mari fata de martor
(cu 13,49 - 13,89%). Valoare maxima a caracterului talia plantei a prezentat genotipul
Ingen 93 (in vitro). La variantele iradiate s-au inregistrat valori medii mai mici fata de
martor pentru toate genotipurile cu 9,98 - 31,36 %, demonstrand efect inhibitor asupra
caracterului talia plantei [15]. Cele mai mici valori s-au inregistrat la genotipul 188TR
5021 (RAD), obtinandu-se somaclone pitice si semipitice. Coeficientul de variatie a
caracterului talia plantei a atins valori mici si medii (4,57 - 15,68%), indicand
stabilitate.

De asemenea, s-a inregistrat micsorarea valorilor medii a caracterului numarul
de frati fertili per planta cu 18,06 - 79,17% fata de martor, pentru genotipurile Ingen
93 (in vitro) si 188 TR 5021 (in vitro). Cea mai mica valoare a caracterului frati fertili
per planta (0,5), s-a estimat pentru genotipul 188TR 5021 (in vitro). Pentru celelalte
genotipuri s-a constatat o micsorare usoard a valorilor medii, nesemnificativa in
comparatie cu martorul, pentru toti factorii luati in studiu. Pentru caracterul numarul
de frati fertili per planta, coeficientul de variatie este mare (39,97 - 114,47%), ceea ce
atestd o variatie puternica (Tabelul 4.1).
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Tabel 4.1. Variatia caracterelor biomorfologice la somaclonele SCi de triticale

Numir de | Talia plantei Lungimea Lungimea | Numir de Greutatea Masa a 1000
Caracterul frati fertili (cm) spicului ultimului boabe/spic | boabelor (g) boabe (g)
/ Genotipul principal internod
(cm)

x £ ES x £ ES X £ ES X +ES x +ES x £ ES x £ ES

CV,% CV,% CV,% CV,% CV,% CV,% CV,%
Martor 1,06+£0,11 89,06+1,08 112120,18 | 24,53+0,66 | 23,73+2.42 0,95+0,10 39,7+1,23
Ingen 35 59,97 6,66 9,26 14,78 56,00 59,06 15,53
RAD 0,76+0,16 80,18+1,62 11,40£0,22 | 23,4240,52 | 13,08+2,26 0,44+0,09 24,88427
Ingen 35 109,29 ***10,13 9,96 11,25 ** 86,71 ** 102,07 54,42
In vitro 0,92+0,17 101,4+1,39 12,70+0,2 27,30+0,48 | 17,32+2,44 0,70+0,12 34,22+3,7
Ingen 35 93,71 *** 6,86 *Hk 7,87 ** 8,83 70,64 87,44 **% 54,15
Martor 1,44+0,11 102,5+1,58 11,31+0,16 | 28,92+0,71 | 38,0+3,49 1,45+0,13 38,69+1,12
Ingen 93 39,97 8,04 7,76 12,87 47,84 48,20 14,59
RAD 1,36+0,13 101,8+2,50 12,4+0,19 31,51+0,58 | 32,36+2.86 1,14+0,11 32,3441,42
Ingen 93 52,56 13,45 *** 8,46 ** 10,22 48,52 * 55,26 ** 22,07
In vitro 1,18+0,09 116,33+2,50 12,37+0,34 | 34,07+0,64 | 47,11+2,17 1,85+0,11 38,42+1,34
Ingen 93 *40,78 *** 11,19 **% 14,39 **% 9,84 *24,00 * 31,47 17,49
Martor 2,4+0,17 115,4+0,96 12,40+0,18 41,38+0,65 | 47,03+£2,72 1,20+0,08 25,52+0,95
188TR5021 40,35 4,57 8,11 8,72 31,74 36,41 18,75
RAD 1,33+0,16 79,3842.27 11,36+0,30 | 21,17+0,55 | 9,86+1,41 0,25+0,04 21,15+2,21
188TR5021 * 66,30 *** 15,68 * 14,54 **% 14,41 **% 78,40 *** 098,19 52,42
In vitro 0,5+0,10 89,31+1,32 12,32+0,24 27,54+0,53 | 20,86+2,14 0,77+0,09 32,06+2,48
188TR5021 *** 114,47 *** 8,09 11,04 *** 10,60 *** 56,19 ** 65,34 * 38,74

Nota: * **, *** - diferente semnificative pentru P<0,05; 0,01; 0,001.

La variantele supuse iradierii si obtinute in vitro, s-au atestat valori mai mari a
caracterului lungimea ultimului internod cu 4,33 - 17,80%, fatd de martor pentru
genotipurile Ingen 93 (RAD, in vitro) si Ingen 35 (in vitro). Cele mai mici valori medii
a Tnregistrat genotipul 188TR 5021, constituind 21,17 cm, (RAD) respectiv 27,54 cm
(in vitro).

Caracterul numarul de boabe per spic principal a indicat valori medii mai mari
cu 23,97%, fata de martor la genotipul Ingen 93 (in vitro). Aceste somaclone au
inregistrat si cele mai mari valori (47,11) a caracterului respectiv. Efectul radiatiei
gama s-a remarcat si asupra indicelui numarul de boabe per spic principal. S-au atestat
diferente semnificative cu 44,88 - 79,04% mai mici in comparatie cu martorul pentru
genotipul Ingen 35 (RAD) si 188TR 5021 (RAD, in vitro). Valoare cea mai mica (9,86)
s-a nregistrat la genotipul 188TR 5021 (RAD). Evaluarea variabilitatii caracterului
numarul de boabe per spic principal a atestat o variatie mare (24,00 - 86,71%).

Valoarea medie pentru caracterul greutatea boabelor a inregistrat diferente
semnificative dintre variante la toate genotipurile in comparatie cu martorul. Valori
medii mai mici cu 21,38 - 79,17% fata de martor, s-au stabilit la genotipurile Ingen 35
(RAD), Ingen 93 (RAD) si 188TR 5021 (RAD, in vitro). Cea mai mare valoare a
acestui caracter fatd de martor a fost remarcatd pentru genotipul Ingen 93 (in vitro) si
a constituit 27,58%. Coeficientul de variatie a atins valori mari (31,47 - 92,07%), ceea
ce denota o variabilitate mare a acestui caracter.

Analizand datele pentru caracterul masa a 1000 boabe la variantele iradiate, s-au
inregistrat valori medii mai mici cu 21,15 - 32,34%, fata de martor, pentru genotipul
Ingen 93. Cultura in vitro a cauzat modificarea valorii medii doar la genotipul 188TR
5021, fiind atestatda cresterea de 1,25 ori fata de martor. Coeficientul de variatie a
acestui indice a constituit 14,59 - 54,42%, ceea ce corespunde cu un nivel inalt de
variabilitate.
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Analiza dispersionalda a rezultatelor obtinute prin aplicarea testului ANOVA,
denotd ca asupra variatiei caracterelor cantitative la somaclonele de triticale SCy 0
contributie semnificativa 0 are genotipul, radiatia, cultura in vitro, precum si
interactiunea dintre genotip si factorii analizati cu o actiune maximala.

S-a evidentiat interactiunea genotipului cu cultura in vitro, puterea de influenta
a atins cele mai nalte valori pentru caracterele: numarul de frati fertili (21,32%),
lungimea ultimului internod (40,45%) si talia plantei (45,32%). Interactiunea
genotipului cu radiatia in dependenta de caracter a atins valori de la 3,64 - 41,62%.
Cele mai mari valori sunt remarcate la caracterul lungimea ultimului internod,
constituind 41,62%. Pentru caracterul masa a 1000 boabe interactiunea genotipului cu
factorii analizati a avut valori atenuate (4,20 - 4,79%).

Influenta genotipului a prezentat cele mai inalte valori pentru caracterele:
greutatea boabelor - 22,70% (cultura in vitro), talia plantei - 26,84% (RAD) si 28,74%
pentru cultura in vitro, lungimea ultimului internod - 30,77% (cultura in vitro). Puterea
de influentd a radiatiei a avut valori maximale pentru indicii: numarul de boabe
(21,87%) si greutatea boabelor (20,52 %). Cultura in vitro a demonstrat impact ce a
atins valori de la 2,44 - 18,84%. Pentru caracterul numarul de frati fertili puterea de
influenta a constituit 18,84%.

In rezultatul cercetirilor s-au evidentiat somaclonele (SC1) a genotipului Ingen
93, obtinute in vitro, dupa valorile medii in comparatie cu martorul si varianta iradiata,
fiind determinate de 5 caractere biomorfologice.

4.2. Analiza polimorfismului genetic al somaclonelor SC; la triticale

In cadrul acestui studiu a fost efectuati analiza variabilittii genetice la
somaclonele a 3 genotipuri de triticale (Ingen 35, Ingen 93 si 188TR 5021) prin
utilizarea a 12 primeri decameri RAPD. Studiul somaclonelor in vitro (IV) si iradiate,
precum si martorul (M), care reprezintd formele initiale a evidentiat prezenta a 114
fragmente amplificate, dintre care 67 s-au dovedit a fi comune si 41 polimorfe,
relevand un polimorfism destul de pronuntat de 39%. Dimensiunea produselor PCR a
variat intre 272 si 4000 pb (Tabelul. 4.2).

Tabelul 4.2. Particularitati ale primerilor RAPD analizati la formele de triticale

Primer Lungimea Numirul fragmentelor Polimorfism PIC
(pb) Total | comune | polimorfe | specifice (%)

OPAll 477-855 5 4 1 - 20,00 0,04
OPB14 320-1671 6 2 4 - 66,67 0,25
OPCO05 372-1251 9 3 4 2 66,67 0,37
OPB12 320-1764 16 7 9 - 56,25 0,30
OPCO7 295-2891 16 7 7 2 56,25 0,39
OPDO7 272-1730 8 6 1 1 25,00 0,22
OPE17 656-4000 6 5 1 - 16,67 0,04
OPF08 409-1962 11 9 2 - 18,18 0,15
OPGO06 429-1513 11 9 1 18,18 0,21
OPG10 418-2420 11 7 4 - 36,36 0,17
OPH15 704-1674 7 5 2 - 28,57 0,33
OPI16 455-2478 8 3 5 - 62,50 0,49
Total/Media | 272-4000 | 114 67 41 6 39,28 0,25

Nota: pb — perechi de baze; PIC — continutul informatiei polimorfe (Polimorphic Information Content).
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Ampliconii obtinuti de fiecare primer individual a variat de la 5 (OPA11) la 16
(OPB12, OPCO7). Amorsele OPB12, OPC07, OPF08, OPG06, OPG10 s-au remarcat
prin cel mai mare numar de ampliconi generati la formele de triticale analizate.

Numarul variat de benzi polimorfe (de la 1 la 9) in dependentd de primer a
determinat un nivel diferit de polimorfism (17 - 67%). Astfel, 8 oligomeri dintre cei 12
studiati au pus in evidenta un polimorfism cu un nivel moderat pentru OPDO7 (25%),
OPH15 (29%), OPG10 (36%), si un nivel nalt in cazul OPB12 (56%), OPCO07 (56%),
OPI16 (63%), OPB14 (67%) si OPCO5 (67%) (Figura 4.1).

B
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Fig. 4.1. Spectrele electroforetice ale fragmentelor ADN amplificate cu primerul OPB12
(A), OPCO05 (B), OPC07 (C) si OPG10 (D).

M — marcher molecular (GeneRuler 1 kb DNA Ladder, pb — perechi de baze); genotipuri:
Ingen 35, Ingen 93, 188TR 5021; forme: martor (M), in vitro (IV), iradiat (IR).

Cei 8 primeri enumerati mai sus se caracterizeaza si printr-0 putere de
discriminare a formelor de triticale analizate in baza indicelui PIC, care a cuprins valori
intre 0,17 (OPG10) si 0,49 (OPI16). Analiza polimorfismului secventelor nucleotidice
a scos in evidentd si amorsa OPGO06 cu un indice PIC de 0,21. Pentru sistemul de
primeri utilizat indicele PIC a inregistrat de la cele mai mici valori de 0,04 pentru
OPA11 s1 OPE17 pana la cele mai mari valori de 0,49 in cazul OPI16.

Primerii studiati au diferentiat genotipurile si in baza ampliconilor specifici
identificati. Din totalul a 6 fragmente constatate in profilele electroforetice analizate cu
12 amorse RAPD, cele mai multe au fost relevate de primerii OPCO05 (2) si OPC07 (2)
urmati de OPDO07 (1) si OPGO6 (1). Generalizand rezultatele genotiparii, s-au
evidentiat 9 din 12 oligomeri care in conformitate cu parametrii analizati au fost cei
mai informativi in discriminarea formelor de triticale studiate.

Analizand amprentele molecular-genetice in baza primerilor RAPD a formelor
fiecarui genotip separat, au fost evidentiate un numar mai mare de fragmente la
genotipul Ingen 93 (107), dintre care 80 — monomorfe si 27 — polimorfe, indicand si
cel mai mare polimorfism genetic de 25%. Un numar proxim de fragmente (101) a fost
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descris si la formele genotipului 188TR 5021 1nsa s-au caracterizat prin prezenta mai
multor benzi comune — 86, comparativ cu cele polimorfe — 15, identificand si cel mai
scazut nivel de polimorfism intre genotipurile investigate, 15%. Analiza comparativa
a spectrelor electroforetice obtinute la formele genotipului Ingen 35 a determinat
prezenta a 104 fragmente, printre care majoritatea sunt comune — 84, si mai putin de
jumatate sunt polimorfe — 20, cu un polimorfism de 19%.

In acelasi timp, analiza individuald a formelor a depistat cele mai multe
fragmente specifice la genotipul Ingen 93 (12), urmat de Ingen 35 (7) si cele mai putine
la 188TR 5021 (5). Astfel, primerii care au generat ampliconi specifici pentru o forma
sau un genotip au determinat si un nivel de diferentiere genetica inalt: OPB12, OPB14,
OPCO05, OPC07, OPD07, OPG06, OPH15 si OPI16. Din setul de decameri utilizati in
cadrul acestui studiu in genotiparea formelor de triticale s-au distins 3 grupe care au 0
pondere mai mare in discriminarea si evidentierea unui polimorfism pronuntat pentru
formele genotipului Ingen 35 (OPB12, OPB14, OPC07, OPH15 si OPI16), Ingen 93
(OPB12, OPB14, OPC05, OPC07, OPD07, OPH15 si OPI16) si 188TR 5021 (OPB14,
OPG06, OPG10, OPH15 si OPI16).

In baza intregului set de date generat de 12 primeri RAPD, analizand formele
genotipurilor studiate, cele mai variate profiluri electroforetice au fost constatate la
genotipul Ingen 93 forma in vitro. De asemenea, aceasta forma de triticale a prezentat
5 fragmente specifice, cu dimensiune diferita, in functie de oligomer. OPCO05 si OPC07
au determinat prezenta a doud fragmente specifice (692, 863 pb, si 1353, 1500 pb,
respectiv) urmate de OPDO7 cu un singur amplicon specific (1443 pb) (Tabelul 4.3).

Tabelul 4.3. Secvente nucleotidice specifice identificate in baza analizei cu primeri
RAPD la genotipurile de triticale

Genotip/ Fragment specific (pb) Total

forma forma genotip

35M -

351V - OPFO08754, OP1161342 2
35IR -

93M -

931V OPC05692, OPC05g63, OPCO71353, OPCO71500, i 5

OPDO071443

93IR -

188M OPGO06961

1881V OP1164s5 OPB%;TI&ZS 1078 |5
188IR -

Fragmente specifice au fost identificate si la formele genotipului Ingen 35, puse
in evidentd de primerii OPFO8 (754 pb) si OP116 (1342 pb). Formele genotipului
188TR 5021 au relevat prezenta a 5 ampliconi specifici, dintre care 3 au fost
caracteristici genotipului fiind evidentiati de OPB12 (1150 pb), OPG10 (578 pb) si
OPI16 (1834 pb), iar cate un fragment a fost identificat doar in profilurile formei
188TR 5021 M si 188TR 5021 IV generati de OPG06 (961 pb) si OPI16 (455 pb),
respectiv.
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Analiza clusteriand in baza dendogramei (Figura 4.2) generatd prin metoda
UPGMA (indice de disimilaritate Jaccard) a determinat delimitarea genotipurilor de
triticale si formele acestora in doud clustere principale. S-a observat, ca formele
genotipurilor Ingen 35 si Ingen 93 s-au grupat impreuna, cu exceptia formei Ingen 93
IV care inregistreaza si cel mai mare indice de distantd genetica (0,26), fapt ce confirma
diversitatea accentuata in profilul genetic al acesteia si prezenta fragmentelor specifice.
In cazul formelor genotipului 188TR 5021, care formeaza un alt cluster (II), s-a atestat
o similaritate mai mare, in special intre forma martor si iradiatd. Cea mai mica distanta
genetica (0,05) s-a constatat intre formele martor si iradiate ale genotipului Ingen 93,
indicand asupra unui grad nalt de similaritate a profilurilor electroforetice dupa
majoritatea amorselor RAPD.

93IR

93M ——— I

35M -

35IR

351V

188IR ————————— II

188M

1881V

931V

0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3
Coeficientul Jaccarrd

Fig. 4.2. Gruparea formelor de triticale in baza genotiparii RAPD prin analiza UPGMA.
(Unweighted Pair Group Methodwith Arithmetic Mean)
Nota: genotipuri: Ingen 35, Ingen 93, 188TR 5021; forme: martor (M), in vitro (1V), iradiat (IR).

O diversitate pronuntata s-a evidentiat in baza analizeit UPGMA intre formele
genotipului Ingen 35 care s-au inclus in grupul I. Printre acestea cea mai diferita genetic
in baza primerilor RAPD studiati s-a dovedit a fi forma in vitro (Ingen 35 1V) cu un
indice de distantd de 0,11.

Generalizand rezultatele genotiparii cu primerii arbitrari RAPD, s-au evidentiat
9 primeri (OPDO07, OPHI15, OPG06, OPG10, OPB12, OPC07, OPI16, OPB14 si
OPCO05) care in conformitate cu toti parametrii analizati (numar ampliconi total/ 6-16,
polimorfi/ 1-9, PIC/ 0,17-0,49), au fost cei mai informativi in discriminarea formelor
de triticale studiate.

4.3. Expresia caracterelor cantitative ale somaclonelor SC, de triticale
recuperate din variantele supuse iradierii si culturii in vitro

Evaluarea gradului de variabilitate a caracterului numarul de frati fertili per
planta a evidentiat reactie specifica pentru fiecare genotip studiat. S-au constatat valori
maxime pentru genotipurile Ingen 93 (in vitro) cu 92% si 188TR (RAD) cu 85% 1in
comparatie cu martorul. Evaluarea variatiei pentru caracterul numarul de frati fertili
per planta, a atestat o variabilitate puternica (58,66 - 151,47%) (Tabelul 4.4).
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Caracterul talia plantei a indicat valori medii mai mari cu 13 - 18%, fata de
martor la genotipul Ingen 93 (in vitro) si 188TR (RAD). Valoare maxima a prezentat
genotipul 188TR (RAD). La varianta Ingen 35 iradiata s-au inregistrat valori medii mai
mici fata de martor cu 18,68 %. Coeficientul de variatie a atins valori mici si medii
(9,56 - 24,61%), indicand similitudinea indivizilor dupa talia plantei. De asemenea, s-
a inregistrat micsorarea valorilor medii a caracterului lungimea ultimului internod la
variantele supuse iradierii cu raze gama. Cele mai mici valori medii a Inregistrat
genotipul Ingen 35 (RAD), constituind 18%, iar pentru genotipul 188TR 5021 (RAD),
s-au atestat valori mai mari a caracterului cu 36% fata de martor.

Tabel 4.4. Variatia caracterelor numarul de frati fertili, talia plantei, lungimea spicului
principal si lungimea ultimului internod la somaclonele SC: de triticale

Caracterul Numiirul de frati Talia plantei (cm) Lungim_ea spicului Lungi_mea ultimului
/ Genotipul fertili principal (cm) internod

x £ ES CV,% x £ ES CV,% x £ ES CV,% x £ ES CV,%
Martor 0,86+0,13 84,26 75,93+2,04 14,75 13,20+0,22 9,14 | 26,16+0,91 19,10
Ingen 35
RAD 0,56+0,15 151,47 | 61,75+2,77 24,61 12,43+0,36 16,00 | 21,59+0,36 34,61
Ingen 35 ekl **
In vitro 0,9+0,16 98,30 69,31+2,62 20,73 13,75+0,38 15,35 | 25,25+1,41 30,70
Ingen 35
Martor 0,76+0,12 88,55 69,88+0,97 7,62 13,21+0,11 4,83 | 24,03+0,65 14,95
Ingen 93
RAD 0,95+0,21 106,79 | 68,73+3,96 27,63 12,73+0,38 14,48 | 23,82+1,89 38,09
Ingen 93
In vitro 1,46+0,15 58,66 79,11+1,38 9,56 15,21+0,3 10,97 | 25,61+0,63 13,56
Ingen 93 **k* **k% **%
Martor 0,620,12 107,58 69,82+2,57 18,45 12,44+0,34 13,74 | 24,3+1,28 26,51
188TR5021
RAD 1,11+0,15 72,05 82,5+3,21 20,26 15,03+0,42 14,55 | 33,07+1,68 26,40
188TR5021 * ** **kk **kk
In vitro 0,96+0,18 103,38 | 71,85+2,13 16,29 14,53+0,36 13,81 | 23,21+1,16 27,43
188TR5021 Fkk

Nota: *, ** *** - diferente semnificative pentru P<0,05; 0,01; 0,001.

Valoarea medie pentru caracterul lungimea spicului principal a atestat o
specificitate genotipicd. S-au constatat valori medii mai Tnalte cu 15 - 20% pentru
genotipurile Ingen 93 (in vitro) si 188TR 5021 (RAD si in vitro) in comparatie cu
martorul. Cea mai inalta valoare a caracterului s-a inregistrat pentru somaclonele Ingen
93 (in vitro). Coeficientul de variatie a acestui indice a constituit 9,14 - 16%, ceea ce
corespunde cu un nivel mic si mediu de variabilitate (Tabelul 4.4).

Rezultatele obtinute pentru caracterul numarul de boabe per spic principal a
indicat valori medii mai mari cu 24%, fata de martor la genotipul Ingen 93 (in vitro).
Aceste somaclone au inregistrat si cele mai mari valori a caracterului respectiv,
numarul de boabe per spic a ajuns la 124. Efectul radiatiei gama s-a remarcat si asupra
indicelui numarul de boabe per spic principal. S-au atestat diferente semnificative cu
21% mai mici in comparatie cu martorul pentru genotipul Ingen 35 (RAD), valorile
medii fiind cele mai mici (60,2). Evaluarea variabilitatii acestui caracter a atestat o
variatie extinsa (20,81 - 58,40%) (Tabelul 4.5).
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Tabelul 4.5. Variatia caracterelor productivititii la somaclonele SC: de triticale

Caracterul / Numarul de Greutatea boabelor (g) Masa a 1000 boabe (g)
Genotipul boabe/spic

x +ES CV,% x +ES CV,% x +ES CV,%

Martor Ingen 35 75,66+4,10 29,73 3,52+0,23 36,16 46,39+1,43 15,42
RAD Ingen 35 60,2+6,41* | 5840 | 2,04+0,28%** 7756 | 32,06+0,23%** | 2207
In vitro Ingen 35 64,06+5,08 | 43,46 | 2,1240,26%** 69,37 | 34,63+£2,30*** | 33,21
Martor Ingen 93 60,76+2,30 20,81 2,78+0,11 22,98 45,84+1,06 11,57
RAD Ingen 93 51,9545,46 | 50,46 | 1,91+0,26%* 66,46 | 34,85+2,37*%** | 34,12
In vitro Ingen 93 75,4+4,18** | 30,39 3,39+0,24* 39,69 44,60+1,34 15,03
Martor 188TR 5021 70,04+5,57 | 39,77 2,03+0,23 58,86 27,98+1,67 29,93
RAD 188TR 5021 71,9245,84 | 42,25 3,05+0,28* 48,82 | 38,90+1,61*** | 20,69
In vitro 188TR 5021 | 58,564+4,69 | 43,86 2,0+0,20 55,02 32,95+1,13* 17,19

Nota: * **, ***. diferente semnificative pentru P<0,05; 0,01; 0,001.

Cercetarile au relevat diferente semnificative dintre variante pentru caracterul
greutatea boabelor la toate genotipurile in comparatie cu martorul. Cea mai mare
valoare a acestui caracter la varianta iradiata fatd de martor a fost remarcata pentru
genotipul 188TR 5021 (RAD), constituind 50%, greutatea boabelor depaseste 3,0 g.
Valori medii mai mici cu 31,3 - 43% fata de martor, s-au constatat pentru genotipurile
Ingen 93 (RAD) si Ingen 35 (RAD). Somaclonele SC; Ingen 93 (in vitro) au avut valori
mai mari cu 21% fata de martor, greutatea boabelor constituind in medie 3,39 g. Valori
medii mai mici de 1,66 ori fatd de martor, s-au stabilit la genotipurile Ingen 35 (in
vitro). Coeficientul de variatie a atins valori mari (22,98 - 77,56%), ceea ce denota o
variabilitate mare a acestui caracter.

Radiatia gama a contribuit la majorarea coeficientului de variatie a caracterului
masa a 1000 boabe de 1,43 - 2,94 ori la genotipurile Ingen 35 (RAD) si Ingen 93
(RAD) in comparatie cu varianta martor, iar la genotipul 188TR 5021, coeficientul de
variatie s-a diminuat fatd de martor de 1,74 ori. Pentru genotipul 188TR 5021 (RAD),
valorile medii au crescut cu 39,02% fata de martor, iar pentru genotipul Ingen 35 (RAD
s-au micsorat cu 30,9%.

Actiunea culturii in vitro asupra caracterului masa a 1000 boabe a atestat valori
medii mai mari cu 17% pentru genotipul 188TR 5021 (in vitro) fata de martor. Pentru
genotipul Ingen 35 (in vitro), valorile medii au scazut cu 25,36%. Coeficientul de
variatie a constituit 15,03 - 33,21%, ceea ce corespunde unui nivel mediu - inalt de
variabilitate.

Aplicarea testului ANOVA a pus in evidentd influenta maximala a interactiunii
genotipului cu radiatia gama, puterea de influenta constituind 3,40 - 31,93%. Valorile
cele mai mari au fost atestate la caracterele asociate productivitati: masa a 1000 boabe
(28,17%) s1 numarul de boabe per spic (31,93%). Interactiunea genotipului cu cultura
In vitro, a atins valori de la 2,92 - 10,99%, in dependenta de caracter. Valorile cele mai
inalte au fost inregistrate pentru caracterele: talia plantei (8,87%), greutatea boabelor
(10,35%) si masa a 1000 boabe (10,99%).

Genotipul nu a avut o influentd semnificativd pentru toate caracterele studiate.
Puterea de influenta maximalad a manifestat-0 genotipul pentru caracterele: greutatea
boabelor (15,01%) si masa a 1000 boabe a somaclonelor obtinute prin cultura in vitro,
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constituind 34,63%. Pentru somaclonele iradiate, contributia genotipului a atins valori
de la 4,02-14,58%. Cele mai inalte valori a acestui indice, au fost remarcate pentru
caracterele: masa a 1000 boabe (8,22%) si numarul de boabe per spic (14,58%).

Cultura in vitro a avut impact semnificativ si a atins valori de la 1,62 - 28,88%.
Pentru caracterul lungimea spicului principal s-au remarcat cele mai mari valori, putere
de influenta detinand 28,88%.

In rezultatul cercetirilor s-au evidentiat somaclonele (SC,) a genotipului Ingen
93 (in vitro) si 188TR 5021 (RAD). Toate caracterele au avut valori mai mari decat
martorul, determinative fiind 5 Tnsusiri biomorfologice: talia plantei, lungimea spicului
principal, numarul de boabe, greutatea boabelor si masa a 1000 boabe.

4.4. Studiul variabilititii fenotipice si genotipice a unor caractere cantitative
ale somaclonelor SC; si SC: de triticale

Potentialul genetic al plantelor poate fi evaluat prin studiul variantei genotipice
si fenotipice a caracterelor cantitative [17]. Studiul parametrilor genetici: variantei
fenotipice si genotipice, heritabilitatii si avantajului genetic, coeficientului de variatie
genotipica si fenotipica permit evidentierea caracterelor pretioase.

Rezultatele obtinute cu privire la varianta genotipica si fenotipica la genotipul
Ingen 35 au scos in evidentd pentru talia plantei cele mai mari valori la ambele
generatii de somaclone SC; (Vg=112; Vph=114,03), SC, (Vg=40,90; Vph=47,42), iar
cele mai mici pentru lungimea spicului principal, SC; (Vg=0,57; Vph=0,64), SC,
(Vg=0,52; Vph=0,61). Analizand valorile pentru caracterele productivitatii, s-a
observat mentinerea aceleasi tendinte, valorile variantei genotipice fiind mai mari decét
ale celei fenotipice (Tabelul 4.6). Cele mai inalte valori se atesta la somaclonele SC,
pentru caracterul masa a 1000 de boabe (Vg=55,30; Vph=58,42), SC; (Vg=48,58;
Vph=56,11). Valorile cele mai mici s-au remarcat pentru greutatea boabelor SC;
(Vg=0,06; Vph=0,68), SC, (Vg=0,57; Vph=0,64). In studiul de fata, s-a remarcat ci
variabilitatea fenotipica este mult mai mare decéat variabilitatea genotipicd, pentru
numarul de boabe per spic a somaclonelor SC; (Vg=32,92; Vph=59,96), ceea ce
reflectd influenta mediului asupra acestui caracter.

Datele prezentate in tabelul 4.6 au inregistrat diferente mici ale valorilor
coeficientului de variatie fenotipica (CVF) fatd de coeficientul de variatie genotipica
(CVQ), ceea ce indica ca variatia nu a fost influentatd de conditiile de mediu, dar este
dependenta de genotip. Cele mai mari valori CVG si CVF au fost inregistrate pentru
caracterele de productivitate a somaclonelor SC;: greutatea boabelor, (CVG=35,20%;
CVF=38,53%) si numarul de boabe per spic (CVG=28,50%; CVF=31,69%).
Lungimea spicului principal a avut valori minime (CVG=5,32%, CVF=5,80%) la
somaclonele SC,. Pentru heritabilitatea 1n sens larg la caracterele ce tin de arhitectura
plantei se atestd valori ridicate: lungimea spicului principal (89,12%), lungimea
ultimului internod (91,62%) si talia plantei (98,22%) la somaclonele SC, (Tabelul 4.6).
Coeficientul de heritabilitate pentru caracterele productivitatii la somaclonele SC; au
atestat valori inalte pentru greutatea boabelor (88,59%) si masa a 1000 de boabe
(94,67%). Valori mai moderate s-au estimat pentru numdarul de boabe per spic
(54,91%). Rezultatele obtinute evidentiaza o heritabilitate inalta asociata cu contributia
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avantajului genetic sporit la somaclonele SC; pentru caracterul greutatea boabelor
(h?=83,48%, AG=66,25%) si numdarul de boabe per spic (h*=80,89%, AG=52,80%),
indicand importanta acestor indici in ameliorarea triticalelor.

Tabelul 4.6. Estimarea variantei si a parametrilor genetici a caracterelor
biomorfologice la somaclonele SCi - SC2 pentru genotipul Ingen 35

Parametri/ x+ ES Min-max Vg Vph | CVG,%| CVF,%9 h%%| AG | AG%

Caracterul
TPI SC, 90,08+1,30 69+111 112,00| 114,03 11,75 11,86 | 98,22 21,61| 23,99
TPI SC, 71,89+1,59 43+-105,5| 40,90 | 47,42 8,90 9,58 | 86,24| 12,23| 17,02
LgSP SC; 11,78+0,14 9+-14,5 0,57 0,64 6,42 6,80 | 89,12| 1,47 | 12,48
LgSP SC, 13,52+0,19 11+17,7 0,52 0,61 5,32 5,80 | 84,26| 1.36| 10,06
LgUint SC; 25,12+0,38 16,5+31,5| 3,60 3,93 7,55 7,89 | 91,62 3,75| 14,89
LgUint SC, 25.,30+0,79 11+43.5 4,34 6,07 8,23 9,74 | 71,40| 3,62 | 14,32
NrB SC; 18,32+1,55 046 27,26 | 33,70 28,50 31,69 | 80,89| 9,67| 52,80
NrB SC, 73,61+3,05 9151 32,92 | 59,96 7,79 10,52 | 54,91 8,76 | 11,90
GB SC; 0,71+0,07 02,1 0,06 0,08 35,20 38,53 | 83,48| 0,47 | 66,25
GB SC, 2,90+0,17 0,2+6,8 0,57 0,64 26,00 27,62 | 88,59| 1,46 | 50,40
MMB SC; 32,94+0,38 0100 4858 | 56,11 21,16 22,74 | 86,57| 13,36| 40,56
MMB SC, 37,70+1,24 15+62,22| 5530 | 58,42 19,73 20,27 | 94,67 14,91| 39,54

Notd: In tabelele 4.6 - 4.8: caractere: TPI — talia plantei, cm; LgSP - lungimea spicului principal, cm;
LgUint - lungimea ultimului internod, cm, NrB - numarul de boabe/spic; GB - greutatea boabelor, g;
MMB - masa a 1000 boabe, g; Parametri: Vg - varianta genotipica; Vph - varianta fenotipica; CVG,%
- coeficientul de variatie genotipici; CVF,% - coeficientul de variatie fenotipica; h?% - heritabilitatea
in sens larg; AG - avantajul genetic; AG,% - avantajul genetic ca medie procentuala.

Analizand datele pentru genotipul Ingen 93, observam valori mari intre varianta
genotipica si cea fenotipica pentru mai multe caractere: talia plantei, lungimea spicului
principal, numarul de boabe per spic, masa a 1000 de boabe (Tabelul 4.7). Cele mai
mari valori, au fost estimate pentru numarul de boabe per spic la somaclone SC;
(Vg=644,95; Vph=660,76) si SC, (Vg=179,30; Vph=197,92). Pentru indicele
greutatea boabelor la somaclonele SC; s-au atestat valori mici ale variantei genotipice
si fenotipice (Vg=0,12; Vph=0,14). Acest lucru determina, ca schimbarea mediului
ambiant este un factor major care contribuie la variatia caracterului.

Valorile cele mai mari ale CVG si CVF s-au atestat pentru indicii productivitatii.
S-a evidentiat caracterul numarul boabelor (CVG=52,00%; CVF=52,63%) pentru
somaclonele SC; si greutatea boabelor (CVG=30,58%; CVF=31,73%) la somaclonele
SC,. Pentru caracterele: talia plantei, lungimea spicului principal si lungimea ultimului
internod, valorile coeficientilor de variatie genotipica si fenotipica au fost mici si medii.

In baza rezultatelor obtinute, au fost inregistrate valori majore ale heritabilitatii
pentru toate caracterele (>60%), exceptie pentru lungimea ultimului internod, care a
prezentat valori negative la somaclonele SC,, demonstrand efecte non-aditive.

Coeficientul cel mai inalt de heritabilitate pentru caracterele productivitatii s-au
remarcat pentru numarul de boabe per spic (97,61%) la somaclonele SC; si greutatea
boabelor (92,89%) la somaclonele SC, (Tabelul 4.7).

Valori mari s-au atestat si pentru indicele lungimea spicului principal (96,28%)

.....

genotipului a fost mai mare decat cea a mediului in determinarea fenotipului.
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Tabelul 4.7. Estimarea variantei si a parametrilor genetici a caracterelor
biomorfologice la somaclonele SCi - SC2 pentru genotipul Ingen 93

Parametri/ i+ ES Min+max| Vg Vph | CVG,% CVF,9% h2%| AG | AG%
Caracterul
TPI SCy 105,95+1,54 66,5+132| 69,28 | 74,53 7,86 8,15 | 92,96] 16,53] 15,60
TPI SC; 73,16+1,47 43,5+106| 39,32 | 44,76 8,57 9,15 | 87,83] 12,11] 16,55
LgSP SC, 11,97+0,16 7+14,5 0,23 0,30 3,99 456 | 76,66/ 086 7,20

LgSP SC» 13,81+0,22 10+18 2,14 2,23 10,60 | 10,80 | 96,28] 2,96 | 2143
LgUintSCy| 31,31+0,38 16,5+31,5] 5,55 6,01 7,53 7,83 | 92,36] 4,66 14,90
LgUint SCy | 24,55+0,67 10,5+43 -0,11 1,24 - 454 | -867| -0,20) -0,81
NrB SC; 48,84+3,32 2+124 644,95| 660,76] 52,00 | 52,63 | 97,61 51,69] 105,83
NrB SC; 63,10+£2,80 20+124 | 179,30| 197,92| 21,22 | 22,29 | 90,59| 26,25 41,60
GB SCy 1,44+0,08 0,1+2,7 0,12 0,14 2415 | 2582 | 87,44| 0,67 46,51
GB SC; 2,73£0,15 0,5+6,2 0,69 0,75 3058 | 31,73| 9289 165| 60,72
MMB SC, 36,49+0,82 14,3+46,2] 1120 | 1291 9,17 9,85 | 86,77 642| 17,60
MMB SC, 41,77+1,12 20,83+83| 33,77 | 36,23 | 13,83 | 1441 | 92,10) 1142] 27,34

Studiul realizat la genotipul Ingen 93, evidentiazd valori inalte pentru

heritabilitate care este insotit cu un avantaj genetic semnificativ. Pentru caracterul
numdrul de boabe per spic (h?>= 97,61%, AG=105,83%) la somaclonele SC; si
greutatea boabelor (h?=92,89%, AG=60,72%), masa a 1000 de boabe (h?=92,10%,
AG=27,34%) la somaclonele SC,. Heritabilitatea ridicata a indicilor: numarul de boabe
per spic, greutatea boabelor si masa a 1000 de boabe, impreuna cu un avans genetic
majorat, atesta faptul ca efectele genelor aditive au fost importante in determinarea
acestor caractere. Valorile cele mai mici ale avantajului genetic asociat cu coeficientul
de heritabilitate, s-a atestat pentru lungimea spicului principal (h?=76,66%,
AG=7,20%) la somalonele SC;. Valorile inalte ale heritabilitatii cuplate cu un avans
genetic scazut indicd, cad dominanta si/sau efectele genelor epistatice joaca un rol mai
important asupra ereditatii caracterului studiat.

Genotipul 188TR 5021 s-a remarcat prin valori care s-au deosebit esential de
celelalte genotipuri. Coeficientul de variatie genotipica si fenotipicd pentru
somaclonele SC; a fost mai mare pentru toate caracterele luate in studiu in comparatie
cu valorile somaclonelor SC,, iar diferentele dintre CVG si CVF mai mici,
demonstrand ca variatia este dependentd de genotip.Pentru caracterele ce tin de
arhitectura plantei valorile coeficientului de variatie genotipica si fenotipica au fost
mici si medii la talia plantei si lungimea ultimului internod (Tabelul 4.8).

Cea mai inalta valoare a heritabilitatii s-a estimat la caracterul talia plantei
(98,46%). Mai multi cercetatori au raportat obtinerea heritabilitatii inalte pentru
caracterele: talia plantei, numarul de boabe per spicul principal, lungimea spicului
principal, greutatea boabelor si masa a 1000 de boabe [26].

Cele mai mari valori ale variantei genotipice si fenotipice sunt atestate la
somaclonele SC; pentru numarul de boabe per spic (Vg=727,49; Vph=742,47). La
somaclonele SC, s-a evidentiat, ca variabilitatea fenotipicd este mai mare decat
variabilitatea genotipica de 2,78 ori, ceea ce reflecta influenta mediului asupra acestui
caracter. Cele mai mici valori ale variatiei genotipice si fenotipice s-au inregistrat
pentru greutatea boabelor in ambele generatii (Vg=0,28-1,47; Vph=0,34-1,50).
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Tabelul 4.8. Estimarea variantei si a parametrilor genetici a caracterelor
biomorfologice la somaclonele SC1 - SC2 pentru genotipul 188TR 5021

Parametri/ i+ ES Min+max| Vg Vph | CVG,% CVF,% h%% AG AG%
Caracterul
TPI SC, 95,87+2,05 50,5+124 | 295,20 299,80| 17,92 18,06 8,46 35,12 36,63
TPI SC, 75,76+1,64 40+115,5 | 36,42 43,47 7,97 8,70 83,78 11,38 15,02
LgSP SC, 13,34+0,24 8,5+19 2,54 2,65 11,94 12,19 95,97 3,22 24,10
LgSP SC, 14,17+0,26 10+19 2,17 2,29 10,32 10,67 93,57 2,91 20,56
LgUint SC1| 34,06+0,89 19+50,5 | 44,73] 45,90 19,64 19,89 97,44 13,60 39,93
LgUint SC,| 27,19+0,93 11,5+49,5| 24,28 26,23 18,12 18,84 92,56 9,77 35,92
NrB SC, 48,69+3,39 0123 727,49 742,47| 55,39 55,96 97,98 55,00 | 112,95
NrB SC, 69,76+3,12 13+133 16,15 44,95 5,76 9,61 35,92 4,96 7,11
GB SC; 1,72+0,16 0+5,6 1,47 1,50 70,47 71,29 97,71 2,47 143,49
GB SC, 2,44+0,15 0,3+5,6 0,28 0,34 21,70 | 24,01 | 81,62 0,99 40,38
MMB SC; | 26,25+1,25 0+41,46 | 26,15 30,15 19,48 20,92 86,72 9,81 37,37
MMB SC, | 33,28+0,99 | 15,6+52,32| 27,62 29,85 15,79 16,42 92,53 10,42 31,29

Analizand rezultatele, se constata ca valorile coeficientului de heritabilitate in
sens larg sunt mari pentru ambele generatii, indicand contributia ridicatad a genotipului
pentru caracterele: greutatea boabelor (97,71%) si numarul de boabe (97,98%).
Asocierea coeficientului de heritabilitate si a avantajului genetic cu valori foarte inalte
(h?=97,71%, AG=143,49%) pentru aceste caractere (h?=97,98%, AG=112,95%) la
somaclonele SC;, ceea ce releva efectele aditive in controlul acestor caractere prezinta
0 eficienta sporita in selectia genotipului dupa fenotip. Pentru somaclonele SC; valorile
heritabilitatii s-au micsorat in comparatic cu SC;, mentindnd superioritate
semnificativa fata de martor.

Contributia genotipului, mediului si a interactiunii genotip x mediu este variabila
in exprimarea fenotipica a caracterelor cantitative. Variante genotipice si fenotipice
majore sunt atestate pentru talia plantei, lungimea ultimului internod, numarul de
boabe si masa a 1000 de boabe. Valorile cele mai mari s-au remarcat pentru
somaclonele SC; la genotipul 188TR 5021 (Vg=727,49; Vph=742,47) pentru indicele
numarul de boabe per spic si talia plantei (Vg=295,20; Vph=299,80), iar valori mici
au fost inregistate la SC; (Ingen 35) pentru greutatea boabelor (Vg=0,06; Vph=0,08)
si lungimea spicului principal (Vg=0,57; Vph=0,64).

Analizand valorile caracterelor cantitative s-a evidentiat o variabilitate inalta
pentru caracterele ce tin de productivitatea plantei: talia plantei, lungimea spicului
principal, numarul de boabe per spic, greutatea boabelor si masa a 1000 de boabe
ceea ce permite selectarea si recomandarea celor mai valoroase somaclone pentru
evidentierea genotipurilor si obtinerea soiurilor noi cu diferita destinatie.
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CONCLUZII GENERALE

1. Studiile complexe biotehnologice, genetice si moleculare ale calusogenezei,
morfogenezei si regenerarii au scos in evidenta impactul separat si asociat al culturii in
Vitro si razelor gama in sporirea variabilitatii genetice la triticale.

2. Interactiunea factorilor ,,varsta explantului” — ,,genotip” denotd o influenta
semnificativa 1n stabilirea unui raspuns pozitiv la conditiile de cultivare in vitro. S-a
atestat, ca frecventa calusogenezei este determinatd de varsta explantului (70,64%) si
genotip (6,68%). Rezultatele analizei comparative ale capacitatii calusogenezei pentru
explantele analizate au evidentiat, cd utilizarea embrionilor maturi de triticale este o
sistema mai eficienta decat utilizarea fragmentelor foliare [2, 8].

3. Investigatiile citologice ale celulelor calusale au stabilit dependenta de genotip si
fundalul experimental a activitati mitotice si ratei mutatiilor in anafaza-telofaza,
exprimate prin sporirea aberatiilor de tipul: celule binucleate, aranjare ciclica a
cromozomilor, formarea fragmentelor cromozomiale ce conditioneaza instabilitatea
mitozei, care pot fi transmise regenerantilor [6].

4. S-au stabilit dozele cu efect stimulator si inhibitor asupra embrionilor maturi de
triticale a razelor gama in diapazonul 50-250 Gy. Radiatia gama in limitele 50-150 Gy
a exercitat influentd stimulatoare asupra frecventei calusogenezei, morfogenezei si
regenerarii in comparatie cu martorul, inregistrand diferente semnificative la nivel de
95-99,9%, iar expunerea la dozele de 200-250 Gy au prezentat efect inhibitor asupra
cresterii calusului si formarii zonelor morfogene, pe parcursul subcultivarii calusul
necrotizandu-se [1].

5. Rolul genotipului, dozei de radiatie cat si interactiunea genotip - radiatie asupra
morfogenezei si regenerdarii de lastari au fost semnificative (P<0,05; 0,001), puterea de
influenta majora fiind atribuitd genotipului (49,35%) [7].

6. Somaclonele SCy derivate din cultura de embrioni maturi supusi iradierii gama au
prezentat diferite trasaturi morfofiziologice (talia plantei, lungimea spicului principal
st numarul de boabe per spic), frecventa si spectrul de variatie al carora au fost
specifice fiecarui genotip luat in studiu [3].

7. Evaluarea parametrilor morfologici la somaclonele SC; - SC, de triticale: talia
plantei, lungimea spicului principal si ultimului internod, numarul fratilor fertili si
internodurilor per planta, numarul boabelor per spic, greutatea boabelor si masa a
1000 de boabe, atesta variatii semnificative ale valorilor medii la nivel de 95-99,9%,
fata de martor in dependenta de genotip, factorii luati in studiu (raze gama si cultura in
vitro) si indicele biomorfologic [15].

8. Analiza variantei caracterelor cantitative a demonstrat impactul culturii in vitro
suplimentat de razele gama 1n sporirea variabilitatii la somaclonele SC,, cele mai
expresive devieri fiind inregistrate pentru talia plantei, lungimea spicului principal,
numarul de boabe, greutatea boabelor si masa a 1000 boabe, ceea ce justifica eficienta
utilizarii somaclonelor in vederea selectarii genotipurilor cu caractere performante.

9. Evaluarea variabilitatii molecular-genetice prin analiza RAPD-PCR a pus in
evidentd un polimorfism inalt la somaclonele de triticale. In baza numarului de
ampliconi polimorfi, continutului informatiei polimorfe au fost evidentiati 9 primeri:
OPDO07, OPH15, OPG06, OPG10, OPB12, OPC07, OPI16, OPB14 si OPCOS5,
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informativi 1n discriminarea formelor de triticale analizate si evidentierea
regenerantilor cu diversitate accentuatd in profilul genetic al somaclonelor obtinute
[16].

10. Aprecierea variantei si a parametrilor genetici a caracterelor cantitative la
somaclonele SC; - SC; a relevat variatia valorii coeficientului de heritabilitate 1n
dependenta de caracter, genotip si generatie, evidentiind genotipurile cu avantaj genetic
sporit pentru parametri importanti asociati productivitatii, precum greutatea boabelor,
numarul de boabe per spic, ceea ce confirma eficienta obtinerii genotipurilor valoroase
si perspectiva utilizarii lor in ameliorarea triticalelor.

RECOMANDARI PRACTICE

1. In rezultatul cercetirilor complexe biotehnologice, genetice a fost optimizat
procedeul de inducere a variabilitatii somaclonale la triticale, repere ce pot fi
recomandate pentru utilizare practica:

e folosirea in calitate de explante a embrionilor maturi, care sunt usor de depozitat
s1 disponibili pe termen lung;

e iradierea semintelor de triticale cu raze gama in dozele 50-150 Gy pentru
sporirea variabilitatii somaclonale, avand la baza efectele mutationale cu potential de
transmitere ereditara.

2. Folosirea primerilor RAPD (OPDO07, OPH15, OPGO06, OPG10, OPB12, OPCO07,
OPI16, OPB14 s1 OPCO05) in scopul aprecierii variabilitatii genetice ca suport de
referinta in selectarea genotipurilor de triticale.

3. Utilizarea in programele de ameliorare si conservare a germoplasmei vegetale a
somaclonelor evidentiate prin caractere de interes ce au prezentat valori inalte ale
heritabilitatii asociate cu un avantaj genetic majorat, ce denota eficienta utilizarii
genotipurilor selectate in ameliorarea triticalelor (somaclonele SC, - SC; ale
genotipurilor Ingen 93 (in vitro si raze gama) si 188 TR 5021 (raze gama).

BIBLIOGRAFIE

1. CIOBANU, R. Actiunea razelor gama asupra masei calusale si regenerarii de plantule in cultura in vitro
la triticale. In: Agronomie si agroecologie. Chiginau, 2018, vol. 52(1), pp. 358-363.ISBN 978-9975-64-
301-6.

2. CIOBANU, R. Aprecierea potentialului morfogenetic si regenerativ al genotipurilor de triticale in cultura
in vitro. In: Genetica, fiziologia si ameliorarea plantelor: conferinta st. intern., Ed. VII, 4-5 oct. 2021.
Chisinau, 2021, pp. 127-130. ISBN 978-9975-56-912-5.

3. CIOBANU, R. Aspectul morfologic al regenerantilor de triticale obtinuti in vitro sub actiunea radiatiei
gama. In: Stiintele vietii in dialogul generatiilor: conexiuni dintre mediul academic, universitar si de
afaceri: conferinta st.nat. cu participare intern., 21-22 oct. 2019. Chisinau, 2019, pp. 21-22. ISBN 978-
9975-108-83-6.

4. CIOBANU, R. Cercetari privind influenta genotipului si a mediului de culturd asupra procesului de
calusogeneza la triticale In: Probleme actuale ale geneticii, biotehnologiei si ameliorarii: conferinta naf.
(jubiliard) cu participare intern., 17-18 febr. 2005. Chisinau, 2005, pp. 149-152. ISBN 9975-64-034-6.

5. CIOBANU, R. Inducerea calusogenezeisi regenerdrii plantulelor din embrionii maturi la diferite
genotipuri de triticale. In: Genetica, fiziologia si ameliorarea plantelor: conferinta st. intern., Ed. V, 23-
24 oct. 2014. Chisinau, 2014, pp. 189-193. ISBN 978-9975-56-912-5.

6. CIOBANU, R., SIROMEATNICOV, 1., COTENCO, E. Influenta culturii in vitro asupra indicilor
citogenetici la triticale. In: Realizari stiintifice in ameliorare si tehnologii inovative la culturile cerealiere
in contextul schimbarilor climaterice: conferinta st. - pract. cu participare intern., 4-5 sept. 2020, Pascani.
Chisinau, 2020, pp. 170-175. ISBN 978-9975-56-177-8.

28


https://ibn.idsi.md/collections_list?filter=event_level&option=2&sortBy=title&sort=ASC

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

CIOBANU, R. Influenta genotipului si a razelor gama asupra regenerarii de plantule in cultura in vitro la
triticale. In: Biodiversitatea in contextul schimbarilor climatice: conferinta st. cu participare intern., Ed.
11, 23 noiem. 2018. Chisinau, 2018, pp. 164-170. ISBN 978-9975-3178-9-4.

CIOBANU, R. Influenta interactiunii factorilor “Genotip” — “Varsta explantului” asupra frecventei
calusogenezei la triticale. In: Biotehnologii avansate — realizari si perspective: simpozion st. nat. cu
participare intern., Ed. 11, 24-25 oct. 2013. Chisinau, 2013, p. 16. ISBN 978-9975-159-81-4.
CIOBANU, R. Studiul frecventei calusogenezei la triticale in dependentd de mediul de cultura si genotip.
In: Genetica §i ameliorarea plantelor, animalelor si microorganismelor: congresul 8 al Societatii
Geneticienilor si Amelioratorilor din Rep. Moldova, 29-30 sept. 2005. Chisinau, 2005, pp.468-473. ISBN
9975-78-427-5.

VEVERITA, E., BUIUCLI, P. Rolul materialului initial in procesul de creare a formelor noi de triticale
hexaploide secundare. In: Agricultura Moldovei. 2008, nr 5-6, pp. 23-26. ISSN 0582-5229.

VEVERITA, E., LEATAMBORG, S. Triticale — culturi profitabild pentru agricultura Moldovei. In:
Aspecte innovative in ameliorarea culturilor agricole . materialele conf. intern., Pascani, Moldova, 6-7
sept. 2018, pp. 325-333. ISBN 978-9975-111-161-1; ISBN 978-9975-56-560-8.

AHUMADA - FLORES, S., GOMEZ PANDO, L., PARRA COTA, F., SARSU, F., DE LOS SANTOS
VILLALOBOS, S. Technical note: gamma irradiation induces changes of phenotypicand agronomic traits
in wheat (Triticum turgidum ssp. durum). In: Applied Radiation and Isotopes. 2021, vol. 167, 109490.
ISSN 0969-8043.

BEDNAREK, P., ORLOWSKA, R. Plant tissue culture environment as a switch - key of (epi) genetic
changes. In: Plant Cell Tissue Organ Culture. 2019, vol. 140(4), pp. 245-257. ISSN 1573-5044 (online).
CHAUDHARY, J.,, DESHMUK, R., SONAH, R. Mutagenesis approaches and their role in crop
improvement. In: Plants. 2019, vol. 8(11), p. 467. ISSN 2223-7747.

CIOBANU, R. Variability of biomorphological and quantitative caracteristics of SC; somaclones of
triticale induced by gamma rays and in vitro culture. In: Biotehnologii avansate — realizari si perspective:
simpozion st. intern., 3-4 oct. 2022. Ed. a 6-a. Chiginau, 2022, pp. 47-49. ISBN 978-9975-159-81-4.
CIOBANU, R. The Assessment of Genetic Polymorphism in Triticale SC; Somaclones using RAPD -
PCR Markers. In: SSRG International Journal of Agriculture & Environmental Science. 2023, vol. 10 (1),
pp. 9-17. ISSN: 2394-2568.

FALCONER, D., MACKAY, F. Introduction to Quantitative Genetics. Longman, New York, 1996. 464p.
ISBN 0-582-016428.

GHIORGHITA, G. A journey into of the universe of in vitro cultures of plants callogenesis. In:
Environment and Natural Resources Research. 2019, vol. 9(4), pp. 45-60. ISSN 1927-0488.

JANUSZ, Z. and MICHALSKI, K. Development of in vitro culture techniques for advancement of rye
(Secale cereale L.) breeding. In: Acta biologica cracoviensia. Ser. Botanica. 2019, vol. 61(1), pp. 7-15.
ISSN 1898-0295.

MACHCZYNSKA, J., ZIMNY, J., BEDNAREK, P. Tissue culture - induced genetic and epigenetic
variation in triticale (xTriticosecale spp. Wittmack ex A. Camus 1927) regenerants. In: Plant Molecular
Biology. 2015, vol. 89(3), pp. 279-292. ISSN 1573-5028 (online).

MULLINS, E., BRESSON, J., DALMAY, T., DEWHURST, I., EPSTEIN, M., FIRBANK, L. et al. In
vivo and in vitro random mutagenesis techniques in plants. In: EFSA Journal. 2021, vol. 19(11), pp. 6611-
6630. ISSN 1831-4732.

RASTOGI, J., SIDDHANT, BUBBER P., SHARMA, B. Somaclonal variation: a new dimension for
sugarcane improvement. In: GERF Bulletin of Biosciences. 2015, vol. 6(1), pp. 5-10. ISSN 2229-6433.
ROGHAYEH, Ah., NASSER Z., ASGHARI-ZAKARTA, R., SHEIKHZADEH, P. Efficient in vitro
somatic embryogenesis and plant regeneration from mature and immature embryos of wheat (Triticum
aestivum L.).In: Brazilian Archives of Biology and Technology. 2016, vol. 59. e160288. ISSN 1516-8913.
SINGH, R., CHAUDHARY, B. Biometrical Methods in Quantitative Analysis. Kalayani Publishers. New
Delhi, 1985. 304 p. ISBN 978-8176633079.

SPENCER - LOPES, M., FORSTER, B., JANKULOSKI, L. Manual on Mutation Breeding: Plant
breeding and genetics subprogramme joint FAO/IAEA Division of Nuclear Techniques in Food and
Agriculture Vienna, Austria.3"ed. Rome, Italy, 2018, 301 p.

ULLAH, N., ULLAH, H., AFRIDI, K., ALAM, M., JADOON, S., et.al. Genetic variability, heritability
and correlation analysis among morphological and yield traits in wheat advanced lines. In: Biological
Diversity and Conservation. 2018, vol. 11(1), pp. 166-180. ISSN 1572-9710 (online).

29


https://ibn.idsi.md/collections_list?filter=event_level&option=2&sortBy=title&sort=ASC

27.

28.

29.

30.

ZIMNY, J. and BEDNAREK, P. Tissue culture - induced genetic and epigenetic variation in triticale
(Triticosecale spp. Wittmack ex A. Camus 1927) regenerants. In: Plant Molecular Biology. 2015, vol.
89(3), pp. 279-292. ISSN15735028.

ZULFIQAR, S., ISHFAQ, S., IKRAM, M., NAWAZ, M., RAHMAN, M. Characterization of gamma-rays
- induced spring wheat mutants for morphological and quality traits through multivariate and GT Bi - Plot
analysis. In: Agronomy. 2021, vol. 11(11), p. 2288. ISSN 2073-4395.

HUKWUTHHA, E., XJIEBOBA, JI., IIPOH1HA, P. CoMakIOHaIbHAS H3MEHYHBOCTS iN Vitr0 KaK HCTOYHHK
CO3JIaHMs MCXOJHOTO MaTepuaia Iy celdekuun Msarkoi mmenunisl. In: Acta Biologica Sibirica. 2015, nr
3-4, pp. 171-185. ISSN 2412-1908 (online).

TUXOMMPOBA, B. Teopus u npaktuka ynpasieHus. [IpomoBoinbcTBeHHAsT 0€30MaCHOCTD: CYITHOCTh
nousitust. B: Becmuux POY um. I'. B. Ilnexanosa , 2015, Ne 6, c. 84. ISSN 2413-2829 (print).

LISTA LUCRARILOR STIINTIFICE PUBLICATE LA TEMA TEZEI
Articole in reviste stiintifice din striainitate recunoscute
CIOBANU, Renata. The Assessment of Genetic Polymorphism in Triticale SC1 Somaclones
using RAPD-PCR Markers. In: SSRG International Journal of Agriculture & Environmental
Science Volume 10 Issue 1, pp. 9-17, 2023, Crossref, ISSN: 2394-2568/

Articole in reviste stiintifice nationale acreditate (categoria B)
CIOBANU, Renata. Evaluarea variatiei somaclonale la plantele de triticale regenerate din
embrioni maturi prin cultura in vitro si iradiere cu raze gama. In: Studia Universitatis Moldaviae,
nr. 1, pp. 11-20, 2023. ISSN 1814-3237.

Articole in lucririle conferintelor stiintifice internationale (Republica Moldova)
CIOBANU, Renata. Aprecierea potentialului morfogenetic si regenerativ al genotipurilor de
triticale in cultura in vitro. In: Genetica, fiziologia si ameliorarea plantelor Conferinta stiintifica
internationala, Ed. 7, 4-5 octombrie 2021, Chisinau, 2021, pp. 127-130. ISBN 978-9975-56-912-
5.

CIOBANU, Renata. Actiunea razelor gama asupra masei calusale si regenerarii de plantule in
cultura in vitro la triticale. In: Agronomie si agroecologie. Vol. 52(1), 2018, Chisinau, 2018, pp.
358-363. ISBN 978-9975-64-301-6.

CIOBANU, Renata. Inducerea calusogenezei si regenerarii plantulelor din embrionii maturi la
diferite genotipuri de triticale. In: Genetica, fiziologia si ameliorarea plantelor Conferinta
stiintifica internationald, Ed. 5, 23-24 octombrie 2014, Chisinau. 2014, pp. 189-193. ISBN 978-
9975-56-194-5.

Articole in lucririle conferintelor stiintifice nationale cu participare internationali
CIOBANU, Renata; SIROMEATNICOV, 1.; COTENCO, E. Influenta culturii in vitro asupra
indicilor citogenetici la triticale. In: Realizari stiintifice in ameliorare si tehnologii inovative la
culturile cerealiere in contextul schimbarilor climaterice Conferinta stiintifico -practica cu
participare internationald, 4-5 septembrie 2020, Chisinau. 2020, pp. 170-175. ISBN 978-9975-
56-177-8.

CIOBANU, Renata. Influenta genotipului si a razelor gama asupra regenerdrii de plantule in
cultura in vitro la triticale. In: Biodiversitatea in contextul schimbarilor climatice Conferinta
stiintificd cu participare internationalda, Ed. a 2-a, 23 noiembrie 2018, Chisindu, Republica
Moldova: Universitatea de Stat “Dimitrie Cantemir”, 2018, pp. 164-170. ISBN 978-9975-3178-
9-4.

CIOBANU, Renata. Cercetari privind influenta genotipului si a mediului de culturd asupra
procesului de calusogeneza la triticale In: Probleme actuale ale geneticii, biotehnologiei si

ameliorarii Conferinta nationala (jubiliard) cu participare internationala, 17-18 februarie 2005,
Chisinau, 2005, pp. 149-152. ISBN 9975-64-034-6.

30


https://ibn.idsi.md/collections_list?filter=event_level&option=2&sortBy=title&sort=ASC
https://ibn.idsi.md/collections_list?filter=event_level&option=2&sortBy=title&sort=ASC
https://ibn.idsi.md/collections_list?filter=event_level&option=2&sortBy=title&sort=ASC

9.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Articole in lucririle conferintelor stiintifice nationale

CIOBANU, Renata. Calusogeneza si embriogeneza somaticd la triticale. In: Structura si
functionalitatea sistemelor biologice — diversitate si universalitate Conferinta Stiinfifica in
memoria academicianului Boris Matienco, 17 noiembrie 2011, Chisinau, 2011, pp. 76-79. ISBN
978-9975-56-015-3.

CIOBANU, Renata. Studiul frecventei calusogenezei la triticale in dependentd de mediul de
cultura si genotip. In: Genetica si ameliorarea plantelor, animalelor si microorganismelor
Congresul VIII al Societatii Geneticienilor si Amelioratorilor din Republica Moldova, 29-30
septembrie 2005, Chisinau, 2005, pp. 468-473. ISBN 9975-78-427-5.

Teze in culegeri stiintifice in lucrarile conferintelor stiintifice internationale (Republica
Moldova)

CIOBANU, Renata. Variability of biomorphological and quantitative characteristics of SC1

somaclones of triticale induced by gamma rays and in vitro culture. In: Biotehnologii avansate —

realizari §i perspective Simpozion stiintific international, Ed. a Vl-a, 3-4 octombrie 2022,

Chisinau, Republica Moldova, 2022, pp. 47-49. ISBN 978-9975-159-81-4.

CIOBANU, Renata. Evaluarea indicilor citogenetici la celulele calusale obtinute din embrioni

maturi de triticale sub actiunea radiatieci gama. In: Biotehnologii avansate — realizari si

perspective Simpozion stiintific international, Ed. a V-a, 21-22 octombrie 2019, Chisinau,

Republica Moldova, 2019, p. 13. ISBN 978-9975-56-695-7.

Teze in lucrarile conferintelor stiintifice nationale cu participare internationala
CIOBANU, Renata. Assessment of the morphogenetic and regenerative potential of triticale
genotypes in in vitro culture. In: Life sciences in the dialogue of generations: connections between
universities, academia and business community, The National Conference with international
participation. Ed. 2, 29-30 septembrie 2022, Chisinau, Republica Moldova: Moldova State
University, 2022, pp. 32-33. ISBN 978-9975-159-80-7.

CIOBANU, Renata. Aspectul morfologic al regenerantilor de triticale obtinugi in vitro sub
actiunea radiatiei gama. In: Stiintele vietii in dialogul generatiilor: conexiuni dintre mediul
academic, universitar si de afaceri, Conferinta stiintifica nationald cu participare internationala,
21-22 octombrie 2019, Chisinau, Republica Moldova, 2019, pp. 21-22. ISBN 978-9975-108-83-
6.

CIOBANU, Renata. Variabilitatea indusa de radiatiile gama in vitro la triticale. In: Biotehnologii
avansate — realizari si perspective, Simpozion stiintific national cu participare internationala, Ed.
IV-a, 3-4 octombrie 2016, Chisinau, Republica Moldova: 2016, p. 71. ISBN 978-9975-56-371-0.
CIOBANU, Renata. Influenta interactiunii factorilor “Genotip” — “Varsta explantului” asupra
frecventei calusogenezei la triticale. In: Biotehnologii avansate — realizari si perspective
Simpozion stiintific national cu participare internationala, Ed. a Ill-a, 24-25 octombrie 2013,
Chisinau, Republica Moldova, 2013, p. 16. ISBN 978-9975-56-111-2.

31



ADNOTARE
Ciobanu Renata ,,Variabilitatea somaclonali si indusa de radiatie la triticale in vitro”, tezi de doctor
in stiinte biologice, Chisinau, 2023.
Structura tezei: teza include introducere, 4 capitole, concluzii generale si recomandari, bibliografie din 380
titluri, 8 anexe, 123 pagini text de baza, 43 figuri, 31 tabele. Rezultatele obtinute sunt publicate in 16 lucrari
stiintifice.
Cuvinte-cheie: cultura in vitro, radiatie gama, variabilitate somaclonala si indusa, aberatii cromozomiale,
polimorfismul fragmentelor ADN, somaclone, caractere cantitative.
Domeniul de studiu:162.01 — Genetica vegetala
Scopul lucririi consta in studiul variabilitatii somaclonale induse de radiatie in cultura in vitro la triticale,
evidentierea particularitatilor biomorfologice si estimarea variabilitatii genetice in selectarea formelor cu
caractere valoroase pentru ameliorare.
Obiectivele cercetirii: selectarea si optimizarea mediilor de culturd pentru initierea calusogenezei si
regenerdrii indirecte de plantule din embrioni maturi de triticale; estimarea frecventei si spectrului aberatiilor
cromozomiale induse in cultura in vitro la celulele calusale; evaluarea efectului dozelor razelor gama in
declansarea procesului mutational pentru diversificarea spectrului variabilitatii genetice in cultura in vitro;
stabilirea influentei razelor gama asupra calusogenezei, morfogenezei si regenerarii de plantule; analiza
variabilitdtii somaclonale, determinarea gradului de influenta a razelor gama si culturii in vitro asupra
caracterelor cantitative la somaclonele de triticale; evaluarea variabilitatii genetice a somaclonelor prin
evidentierea polimorfismului genetic, utilizand tehnica de analizd moleculara RAPD; aprecierea variantei si a
parametrilor genetici a unor caractere cantitative la somaclonele de triticale.
Noutatea si originalitatea stiintifica. Studiul complex al raspunsului in vitro al embrionilor maturi de triticale
a permis obtinerea rezultatelor principial noi privind majorarea variabilititii somaclonale bazate pe suplinirea
instabilitatii genomului prin aplicarea razelor gama. Rezultatele privind modificarile calusogenezei,
morfogenezei si regenerarii oferda fundamente teoretice si practice in elucidarea mecanismelor ce asigura
totipotenta si determind proliferarea celulara. Studiul molecular-genetic al polimorfismului ampliconilor
RAPD la somaclonele de triticale demonstreaza eficienta aplicarii culturii in vitro si radiatiei ionizante in
generarea variabilitatii genetice la plantele cu genom complex. Abordarea inovativa in evaluarea regenerantilor
bazate pe analiza variantei si nivelului heritabilitatii caracterelor cantitative a scos in evidenta efectele genetice
si de mediu in predictia genotipurilor cu Insusiri valoroase.
Rezultatele obtinute care contribuie la solutionarea unei probleme stiintifice importante constau in
fundamentarea stiintifica a potentialului de inducere a variabilitdtii genetice prin implementarea tehnicilor
culturii in vitro si mutagenezei experimentale, ceea ce a contribuit la elaborarea procedeului de obtinere si
evidentiere a variabilitatii, fapt ce permite eficientizarea procesului de ameliorare si crearea de noi somaclone
cu randamente sporite.
Semnificatia teoretici. Studiul realizat a permis obtinerea datelor noi ce confirmé principiul totipotentei
celulare si descriu particularitatile embriogenezei si regenerdrii in vitro a plantelor de triticale prin sporirea
instabilititii genomului de catre razele gama. In baza cercetarilor fenologice, biometrice, citologice si
molecular-genetice a fost argumentata variabilitatea somaclonala si posibilitatea sporirii diversitatii genetice
la triticalele hexaploide.
Valoarea aplicativa. Ca rezultat al cercetarilor stiintifice a fost optimizata metoda de utilizare a radiatiei gama
in cultura de tesuturi la triticale pentru a diversifica spectrul variabilitatii genetice somaclonale. S-a stabilit
efectul radiatiei ionizante asupra proceselor de calusogeneza, morfogeneza si regenerare de plantule. A fost
determinat gradul de influenta a razelor gama comparativ cu cultura in vitro asupra manifestarii unor caractere
cantitative la somaclonele de triticale, In baza rezultatelor s-a demonstrat posibilitatea majorarii variabilitatii
genetice. S-a identificat spectrul polimorfic si modul de mostenire al ampliconilor RAPD la somaclonele a 3
genotipuri de triticale. Estimarea coeficientului heritabilitatii a caracterelor cantitative la triticale, permite de
a prognoza eficient si veridic selectarea celor mai valoroase somaclone, care pot fi antrenate in procesul de
ameliorare.
Implementarea rezultatelor stiintifice. Datele obtinute privind asocierea mutagenezei experimentale si
culturii in vitro a embrionilor de triticale in vederea sporirii variabilitatii somaclonale au servit in calitate de
material stiintifico-didactic pentru cursul de genetica si biotehnologie. Somaclonele SC,-SCs ale genotipurilor
Ingen 93 (in vitro si RAD) si 188 TR 5021 (RAD) au fost depuse in Banca de gene a Laboratorului Resurse
genetice vegetale si transmise grupului de cercetatori Genetica si ameliorarea cerealelor pdioase a laboratorului
Genetica aplicatd din cadrul IGFPP al USM pentru includerea acestora in programele de ameliorare, fiind
considerate de perspectiva.
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ANNOTATION
Ciobanu Renata ""Somaclonal and radiation — induced variability in triticale in vitro*, PhD
thesis in biological sciences, Chisinau, 2023.
Structure of the thesis: the thesis includes introduction, 4 chapters, general conclusions and
recommendations, bibliography composed of 380 titles, 8 annexes, 123 pages of basic text, 43 figures, 31
tables. The obtained results are published in 16 scientific papers.
Keywords: in vitro culture, gamma radiation, somaclonal and induced variability, chromosomal aberrations,
polymorphism of DNA fragments, somaclones, quantitative traits.
Field of study: 162.01 — Plant Genetics
The aim of there search: consists in the study of radiation-induced somaclonal variability in triticale culture
in vitro, the highlighting of the biomorphological particularities and the estimation of the genetic variability
for the selection of forms with valuable characters for improvement.
Objectives: the selection and optimization of the culture medium for the initiation of callusogenesis and the
indirect regeneration of seedlings from mature triticale embryos; estimation of the frequency and spectrum of
chromosomal aberrations induced in in vitro culture in callus cells; evaluation of the effect of gamma ray doses
in triggering the mutational process to diversify the spectrum of genetic variability in in vitro culture;
establishing the influence of gamma rays on callusogenesis, morphogenesis and seedling regeneration; analysis
of somaclonal variability, determination of the degree of influence of gamma rays and in vitro culture on
guantitative traits in triticale somaclones; evaluation of the genetic variability of somaclones by highlighting
the genetic polymorphism using the RAPD analysis technique; evaluation of the variance and genetic
parameters of some quantitative traits in triticale somaclones.
Scientific novelty and originality: the complex study of the in vitro response of mature triticale embryos
allowed obtaining fundamentally new results regarding the increase of somaclonal variability based on the
replacement of genome instability by the application of gamma rays. The results regarding the changes in
callusogenesis, morphogenesis and regeneration provide theoretical and practical foundations in the
elucidation of the mechanisms that ensure totipotency and determine cell proliferation. The molecular-genetic
study of the polymorphism of RAPD amplicons in triticale somaclones demonstrates the efficiency of the
application of in vitro culture and ionizing radiation in the generation of genetic variability in plants with
complex genomes. The innovative approach in the evaluation of regenerants based on the analysis of the
variance and the level of heritability of quantitative characters highlighted the genetic and environmental
effects in the prediction of genotypes with valuable traits.
Important scientific problem solved: consists in the scientific substantiation of the potential for inducing
genetic variability by implementing the techniques of in vitro culture and experimental mutagenesis, which
contributed to the development of the procedure for obtaining and highlighting the variances, a fact that allows
the improvement process to be made more efficient and the creation of new somaclones with increased yields.
The theoretical significance of work: the study made it possible to obtain new data that confirm the principle
of cellular totipotency and describe the particularities of embryogenesis and in vitro regeneration of triticale
plants by increasing the instability of the genome by gamma rays. Based on phenological, biometric,
cytological and molecular - genetic researches, somaclonal variability and the possibility of increasing genetic
diversity in hexaploid triticale were argued.
Applicative value: as a result of scientific research, the method of using gamma radiation in triticale tissue
culture was optimized to diversify the spectrum of somaclonal genetic variability. The effect of ionizing
radiation on the processes of callusogenesis, morphogenesis and seedling regeneration was determined. The
degree of influence of gamma rays compared to in vitro culture on the manifestation of some quantitative traits
in triticale somaclones was determined, based on the results it was demonstrated the possibility of increasing
the genetic variability. The polymorphic spectrum and mode of inheritance of RAPD amplicons in somaclones
of 3 triticale genotypes were identified. Estimating the heritability coefficient of the cantitative characters in
triticale, allows to efficiently and truthfully forecast the selection of the most valuable somaclones, which can
be trained in the breeding process.
Implementation of scientific results: The data obtained regarding the association of experimental
mutagenesis and in vitro culture of triticale embryos in order to increase somaclonal variability served as
scientific-didactic material for the genetics and biotechnology course. The SC, - SC3; somaclones of the
genotypes Ingen 93 (in vitro and RAD) and 188 TR 5027 (RAD) were deposited in the Genebank of the
Laboratory of Plant Genetic Resources and forwarded to the research group Genetics and Breeding of Grass
Grains of the Laboratory of Applied Genetics of the IGPPP of the MSU for their inclusion in the improvement
programs, being considered perspective.
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AHHOTALIMA

Yéoany Penata «CoMak/I0HAIbHAS H PAIHANHMOHHO-UHAYIMPOBAHHAS N3MEHYHBOCTH TPHTHKAJE iN

vitroy, /lnccepraiusi Ha COUCKAHME YYEHOH CTeNeHH TIOKTOPa OHoI0rnyecKux Hayk, Kuummusy, 2023
CTpyKTypa AHCCepPTAIMM: UCCEPTAINS BKIIOYAET BBEJCHUE, 4 TJaBbI, OOIIHE BBIBOJBI U PEKOMEHIAINM,
oudmorpaduro 3 380 HazBaHwms, 8 npunoxenni, 123 cTpaHull 0OCHOBHOTO TekcTa, 43 pucyHka, 31 tabiwi.
[lomyueHHpIe pe3ynbTaThl OIMyOINKOBAHEI B 16 HaydHBIX padoT.
KialoueBble cioBa: KyinbTypa INn  VIitro, ramMMa-u3jiydeHHe, COMAKJIOHAJIbHAs W HWHIYLHPOBaHHAs
W3MEHYHBOCTH, XPOMOCOMHBIE abeppannu, noauMopdusm dparmerntoB JJHK, coMakIoHBI, KOTHYECTBEHHBIC
MIPU3HAKH.
Ooaacth uccaenopanus: 162.01 — 'enerrka pacreHuit
Henp wmccienoBaHus: M3y4YeHHE COMAKIOHAIbHOW HM3MEHYMBOCTH, MHAYLHMPYEMOW B KyJbType In Vitro
TPUTHKAJIE, BBIABICHHE OHMOMOP(OIIOTHIECKHX OCOOCHHOCTEH M OIIeHKAa T€HEeTHYeCKON M3MEHYNBOCTH JIJIS
0TOOpa GopM C CENCKIIMOHHO- [ICHHBIMU PU3HAKAMH.
3agauyu MccaeI0BaHMA: TIOJ00p M ONTHUMH3AIMS MHUTATENBHBIX CPEeA AJs WHHUIMALWK KaJUTyCOreHe3a M
pereHepanuy MNpopoCTKOB M3 3pEJbIX 3apOJbIIIEH TPUTHKANE; OLIEHKA YaCTOTHI U CIEKTPa XPOMOCOMHBIX
abeppalnii, HHIYIUPOBAHHBIX B KyJbType IN VItr0 B KaJTyCHBIX KJIETKaX; OLCHKA BJIMSHUS 103 raMma-
W3JIy4YeHUss Ha WHUIMMPOBAHWE MYTALMOHHOTO Mpolecca AN OUBEPCHU(PUKALUN CHEKTpa TeHETHYECKOU
M3MEHYMBOCTH B KyJbType IN Vitr0; ycTaHOBJICHHE BIMSHUS TaMMa-JIydell Ha KajuTycoreHe3, Mop(oreHes u
pereHepaIuio NpOPOCTKOB; aHAIIN3 COMAKIJIOHAIBHON H3MEHUYUBOCTH, OTIPE/ICIICHNE CTETICHH BITUSHIS raMMa-
M3JIy4CHUs] M KYJIbTYpbl IN VItr0 Ha KOJMYECTBEHHbIC MPU3HAKM COMAKJIIOHOB TPUTHKAJE; OICHKA
TeHETUYEeCKOH HW3MEHYHMBOCTH COMAKIOHOB ITyTeM BBIJCICHHUS TI'E€HETHYECKOTO MOJMMOpdu3Ma C
Hcrojib30BaHueM MeToaukn RAPD-ananmnsa; oleHka JUCHEPCHU U T€HETHYECKUX MapaMeTpoB HEKOTOPBIX
KOJIMYECTBEHHBIX NIPU3HAKOB Y COMAKJIOHOB TPUTHKAJIE.
Hay4yHasi HOBH3HA M OPUTHHAJIBHOCTH: KOMIUICKCHOE HM3YyY€HHE peakuuu iN VItro 3penbIX 3apojbliieit
TPUTHKAJIE TIO3BOJHMJIO TMOJYYUTh TPUHIMIHAAIGHO HOBBIE pPE3yNbTaThl OTHOCHUTENBHO ITOBBIIICHUS
COMaKJIOHaJbHOH M3MEHYMBOCTH Ha OCHOBE YBEIHUYEHHS HECTaOMIBHOCTH T'€HOMa NMPUMEHEHHEM ramma-
mydeil. Pe3ynbraThl, Kacarommecs W3MEHEHHH B KaJUTycOTe€He3e, MOp(OoreHe3e M pereHepanuy, CO3Iai0T
TEOPETUUECKYIO U MPAKTUIECKYIO OCHOBY JJIsl BEISICHEHHS MEXaHU3MOB, 00€CTIeUNBaIOIINX TOTUTIOTCHTHOCTD
U OTpeesomux nponrdepanuio KieTok. MoJeKynsapHO-TeHeTHIecKoe n3ydenne momnmoppmma RAPD-
AMITMKOHOB B COMAKJIOHAX TPUTHKAIE ASMOHCTpUpPYeT 3(H(HEKTUBHOCTD MPUMEHEHHS KYyIbTyphI iN VItro u
MOHM3HPYIOIIEr0 M3Iy4eHUs s (DOPMHPOBAHUS T€HETHYECKON M3MEHYMBOCTH Yy PACTEHHH CO CIIOKHBIM
reHoMoM. VIHHOBAallMOHHBIN MOAXO0/ B OLEHKE PETr€HEPaHTOB, OCHOBAHHBIN Ha aHAIN3€ TUCIIEPCUU U YPOBHS
HACJIEYEMOCTH KOJIMYECTBEHHBIX NMPHU3HAKOB, MO3BOJIMI BBIIEIUTH 3PQEKTH CPEAbl M TeHETHUECKHe s
MPOTHO3UPOBAHUS TEHOTHUIIOB C IIEHHBIMU MPU3HAKAMHU.
IosyyeHHble pe3yJbTAaThl, CNOCOOCTBYIOIME pPelIeHUI0 BaKHOM 3aJa4M, 3aKIIOYAIOTCS B HAyYHOM
000CHOBaHUH BO3MOKHOCTH MHAYLMPOBAaHUSI TEHETUUECKON M3MEHUYMBOCTH IIyTEM HCIIOIb30BaHUS METOAOB
KyJbTUBHPOBAHHUS iN VItr0 ¥ 3KCIIEPUMEHTAIBHOTO MyTareHe3a, 4To CrocoOCTBOBAIO pa3paboTKe METOIUKH
WHAYIUPOBaHHUS M OIEHKH M3MEHYMBOCTHU I MOBBIMICHUS 3(()EKTUBHOCTH CEIIEKIIMOHHOTO Ipolecca U
CO3/IaHUS HOBBIX COMAKJIOHOB C MOBBIIIEHHON MPOAYKTUBHOCTHIO.
Teopernyeckoe 3Ha4deHue. VICcieOBaHHE IO3BONIMJIO MOIYyYHTh HOBBIE JAHHBIC, MOATBEPIKIAIOUIME TPHHIIAI
KJIETOYHOW TOTHIIOTEHTHOCTH M XapaKTepH3YIOIIUe OCOOSHHOCTH SMOpHOreHe3a W pereHeparmu Iin Vitr0 tputHkaie
MyTeM YBEJIMYEHUs] HecTaOMIBHOCTM TI'eHOMa II0J JeiicTBMeM ramma-nydeil. Ha ocHoBaHuHM (DEHOJIOTHMYECKHUX,
6I/IOMCTpI/I‘IeCKI/IX, OUTOJOTHYECKUX N MOJIEKYJIAPHO-TCHETUICCKUX I/ICCJIGZ[OBaHI/Iﬁ JJOKa3aHa COMaKJIOHaJIbHas
N3MCHYUBOCTH U BO3MOXXHOCTH YBCIIMYCHUSA I'CHCTUYCCKOTO pa3Hoo6pasnsI Yy IeKCarjionJHOBIX TPUTHUKAJIC.
IIpukiaaagHoe 3HauyeHue. B pe3ynbraTe HaydHBIX MCCIEIOBAHUN ONTUMHU3MPOBAH METOJ HCIOIb30BAHUS ramma-
H3JIy4YCHUSA B KYJIbTYpE TKaHeH TPUTUKAJIC JId Z[I/IBepCI/I(l)I/IKaHI/II/I CIICKTpa COMAKJIOHAJLHOM TI€HETHYSCKOMN
W3MEHUYMBOCTH. YCTAHOBJICHO BIMSHHE HOHU3WUPYIOUIETO H3JIYYeHHS Ha TPOIECCHl KATycOTeHe3a, MopdoreHesa u
pereHepaiuu npopocTkoB. OnpeneneHa 3pHEeKTUBHOCTh BIMSHUS raMMa-Jiy4eil o CpaBHEHHUIO ¢ KyJIbTYpOii in Vitro Ha
MPOABIICHUE HCKOTOPBIX KOJHMYCCTBCHHBIX IIPU3HAKOB Y COMAKJIOHOB TPHUTUKAJIIC, Ha OCHOBAHUH IIOJYYCHHBIX
PE3yIbTATOB IMOKa3aHa BO3MOKXHOCTDb IMOBBIIICHUA TeHETHYSCKOM M3MEHUYHBOCTH. BBISIBICHEI HOHHMOp(bHLII}‘I CIICKTp U
xapaktep HacnenoBaHusi RAPD-aMIIIMKOHOB B COMakJIOHAaX TpeX T'€HOTHIOB TpuTukaie. OueHka kod(pduimeHTta
HACIIE[yeMOCTH KOJMYECTBEHHBIX NMPU3HAKOB Yy TPHUTHKAJE MO3BOJIIECT 3(P(PEeKTHBHO W JOCTOBEPHO IPOTHO3HPOBATH
OT60p HauOoJIee HCHHBIX COMAKJIIOHOB, KOTOPLIC MOT'YT OBITH BOBJIEUEHEI B CeJ'IeKIII/IOHHHﬁ mpouecc.
BHepeHne Hay4HbIX pe3yJbTaToB. [loiydeHHbIC TaHHbIE 00 OObEIMHEHHH 3KCIEPUMEHTAIBHOTO MyTareHesa H
KYJIbTUBUPOBAHUA in VitrO 3apozu,11ne171 TPUTUKAJIC C LEJIbIO IOBBIICHUSA COMAKJIOHAJILHOM M3MEHYHUBOCTH MOCITYKWUJIN
HAYYHO-METOIUYCCKUM MaTEPHUAIOM sl Kypca reHeTuku u onorexnomorun. Comakiionsl SCz-SC3 reHotumnos Ingen 93
(in vitro u RAD) u 188TR 5021 (RAD), kak mepcrneKTHBHBIC T'€HOTHUIBI, mepenansl B ['eHOank JlabopaTopuu
I'eHeTHYECKHX pECypCcOB pacTeHHH M B Hay4yHYIO Ipyniy «['eHeTHKa U celekius 3j71akoBy» Jlaboparopun IIpuxiaaHoi
reaetukd UT®3P MI'Y mis ucrons30BaHAS B CENEKIIMOHHBIX TPOTpaMMax.
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