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ADNOTARE

Ciobanu Renata ,,Variabilitatea somaclonala 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
de titluri, 8 anexe, 123 pagini text de baza, 43 figuri, 31 tabele. Rezultatele obtinute sunt publicate in 16 lucréri
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 constd in studiul variabilitatii somaclonale induse de radiatie in cultura in vitro la triticale,
evidentierea particularitatilor biomorfologice si estimarea variabilititii genetice in selectarea formelor cu
caractere valoroase pentru ameliorare.
Obiectivele cercetirii: selectarea si optimizarea mediilor de culturd pentru initierea calusogenezei si
regenerarii 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 variabilititii genetice in cultura in vitro;
stabilirea influentei razelor gama asupra calusogenezei, morfogenezei si regenerdrii de plantule; analiza
variabilitatii somaclonale, determinarea gradului de influentd 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 analiza 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 modificérile calusogenezei,
morfogenezei si regenerarii oferd fundamente teoretice si practice in elucidarea mecanismelor ce asigura
totipotenta si determind proliferarea celulard. 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 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 crearea de noi somaclone
Ccu randamente sporite.
Semnificatia teoretica. Studiul realizat a permis obtinerea datelor noi ce confirma principiul totipotentei
celulare si descriu particularititile embriogenezei si regenerarii in vitro a plantelor de triticale prin sporirea
instabilititii genomului de citre 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 variabilitdtii 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 paioase a laboratorului
Geneticd aplicatd din cadrul IGFPP al USM pentru includerea acestora in programele de ameliorare, fiind
considerate de perspectiva.



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, - SCz 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.



AHHOTAINUA

Yéoany Penara «CoMak/I0HANBHAS U PAHALMOHHO-HHAYIHPOBAHHAN H3MEHYHBOCTH TPUTHKAJIE iN Vitroy,
JuccepTanus Ha COMCKAHHE YYEHOH CTeNeHH JOKTOpa OuoJoruyeckux Hayk, Kmmmunay, 2023
CTpyKTypa JQHCCepTAlMH: IUCCEpTalUs BKIIOYAcT BBEACHWE, 4 TIaBbl, OONINE BBIBOABl M PEKOMEHMAIWH,
oubmorpaduto n3 380 HasBanus, 8 mpunoxenuid, 123 crpaHun ocHOBHOro Tekcrta, 43 pucyHka, 31 Tabmum.

[omy4eHHbIe pe3yabTaThl Oy OIMKOBaHBI B 16 Hay4yHBIX paboT.

KioueBble ciioBa: KyJibTypa in Vitro, raMMa-usnydeHue, COMakKJIOHAIbHAS M WHAYLHUPOBAaHHAS HW3MEHYMBOCTD,
XpOMOCOMHBIE abeppauuy, nonmumopdusm ¢pparmentoB JJTHK, comakioHsl, KolMuecTBEHHbIE IPHU3HAKH.

Ooaactpb uccaegoBanusi: 162.01 — I'eneruka pacrennit

Ieab ncciaeroBaHusI: U3yICHHEC COMAKIOHAIBHON M3MEHUYMBOCTH, HHAYLHPYEMOIi B KyJIbType iN Vitro Tputnkase,
BBISIBIICHHE OnOoMOp(doornaecknx 0coOEHHOCTEH WM OLEeHKAa T'eHETHYECKOW M3MEHYMBOCTH A oTOopa dopMm c
CENeKIIMOHHO- ICHHBIMU NTPU3HAKaMU.

3amaun wMccaegoBaHMsi: TOAOOD M ONTHMH3ALMS NHUTATENbHBIX CpelN U1 WHHIMAIMH KaJUTyCOTeHe3a U
pereHepanu MPOPOCTKOB M3 3pENBIX 3apOABIIIEH TPHUTHKAJE; OLEHKA YacTOTBI M CHEKTPa XPOMOCOMHBIX
abepparuii, ”HIYUHPOBAHHBIX B KyJIbTYpe iN Vitr0 B KalUTyCHBIX KIETKAX; OLCHKA BIHSHMS 03 TaMMa-H3ITyICHIsI
Ha WMHUIMUPOBAaHHE MYTAIIMOHHOTO Tpolecca s TUBEpCH(UKAINU CIIEKTpa TeHETUYECKOH H3MEHYMBOCTH B
KyneType iN Vitro; ycTaHOBjeHHe BIMSHHS TraMMma-ay4edl Ha KaJulyCoreHe3, MOp(OreHe3 U pereHepaIfio
MPOPOCTKOB; aHAJIM3 COMAKJIOHAJIBHOW M3MEHYMBOCTH, OIpEJCICHHE CTENCHM BIHMSHUS TaMMa-U3JIydyeHUs |
KyJBTYpBI iN Vitr0 Ha KOJNMYECTBEHHBIC TPH3HAKH COMAKJIOHOB TPUTHKAIIC, OIICHKA T€HETHYCCKONH H3MEHYMBOCTH
COMAKJIOHOB IIyT€M BBIIEJICHHs T€HETHYECKOro MHoiMMopdu3Ma ¢ HCIoJib30BaHHEeM MeToauku RAPD-ananusa;
OLIEHKAa JHUCIEPCHHM M T'CHETHYECKUX MapaMeTpOB HEKOTOPHIX KOJIMYECTBEHHBIX IPU3HAKOB Y COMAaKJIOHOB
TPUTHKAJIE.

Hayunasi HOBU3HA M OPHTHHAJILHOCTB: KOMIUICKCHOE M3y4YCHHE PEaKkuH iN Vitro 3pesibIx 3apoAbIIeii TpUTHKae
MO3BOJIMJIO TOJNYYUTh HPUHOWIHAIEHO HOBBIE PpE3yJIbTAaThl OTHOCHUTEIBHO IIOBBIMICHUS COMAKIOHAJIHHOM
W3MEHYMBOCTH Ha OCHOBE YBEIMYEHHWS HECTaOMIBHOCTH TeHOMa IIPUMEHEHHEM Tramma-iydeid. Pesynmbrarhl,
Kacaloluecs: W3MEHEHHH B KaJUTycOreHe3e, MOp(OTeHe3e M pPEreHepalny, CO3Mal0T TEOPETHUECKYI0 |
NPaKTHYECKYI0 OCHOBY /IS BBISICHEHHMS MEXaHU3MOB, OOECIEUMBAIOIIMX TOTHUIIOTEHTHOCTh W OINPEICIISIONINX
nponudepaluio  KIeToK. MoleKyIIpHO-TeHeTHYeckoe u3ydeHue nonumopduzma RAPD-ammmnkoHOB B
COMAaKJIOHAX TPHUTHKAJIC AEMOHCTPHPYET 3(P(HEKTHBHOCTh MPUMEHEHHs KyJIbTYphl iN VItr0 ¥ HOHH3HUPYIOIIETO
n3IIydeHus 111 GOPMHUPOBAHHUS T€HETHYECKOH N3MEHYMBOCTH Y PACTEHHI CO CJIOKHBIM TeHOMOM. VIHHOBallMOHHBII
MOJXOJ] B OIIGHKE PEreHepaHTOB, OCHOBAHHBII Ha aHaNW3e JUCIEPCHU U YPOBHS HACIENyEeMOCTH KOJIMYECTBEHHBIX
MPU3HAKOB, MMO3BOJIWI BBIIEIUTh 3P (EKTH Cpeabl U T€HEeTHYECKUe Ui MPOrHO3MPOBAHHS T'€HOTHIIOB C LIEHHBIMH
MPU3HAKAMH.

Iony4yeHHble pe3yabTaThbl, CHOCOOCTBYIONIME pelIeHHI0 BaKHOH 3aJa4yd, 3aKIIOYAIOTCS B HAyYHOM
000CHOBaHMM BO3MOXXHOCTH HWHIYLMPOBAaHHUS T'E€HETHYECKOH HW3MEHYHMBOCTH IIyTEeM HCIIOIb30BaHHUA METOIOB
KyJbTHBHPOBAHMS N Vitr0 M 3KCIIEPUMEHTAJIBHOIO MyTareHe3a, 4YTO CIOCOOCTBOBAJIO pa3pabOTKE METOIHKH
WHJIyIIMPOBAHMS U OIIEHKH W3MEHYMBOCTH JJISl HOBBIIEHHS 3()(hEeKTHBHOCTH CEIEKIMOHHOTO MpoIecca U CO3JaHus
HOBBIX COMAKJIOHOB C NTOBBIIIEHHON POAYKTHBHOCTBIO.

Teopernyeckoe 3HaueHue. lccienoBaHue MO3BOJWIO ITIOJyYUTh HOBBIE JIAHHBIC, MOJTBEPKIAIOIIUE MPHHIHIT
KJIETOYHOM TOTHIOTEHTHOCTH M XapaKTePHU3YHOIINHe 0COOCHHOCTH YMOpHOTeHe3a U pereHeparuu in Vitro tputukaie
MyTeM YyBEJIMYEHHs] HeCTaOMJIBHOCTH TI'€HOMa IOJ JEWCTBHEM ramma-iydyed. Ha ocHoBaHMM (peHOIOTMYEcKHX,
OMOMETPHUYECKHX, LUTOJOTMYECKUX W MOJIEKYJSIPHO-TEHETHUECKUX HCCIIeIOBaHUI JJOKa3aHa COMAaKJIOHAJIbHAs
M3MEHYMBOCTh U BOBMOXKHOCTh YBEJIMUEHHUS TEHETHYECKOTO Pa3HO00pa3usl y reKCarulonAHOBIX TPUTHKAIIE.
Ipuxnannoe 3Havenue. B pesynbraTe HayyHBIX HCCIIEJIOBaHUI ONTHMH3MPOBAH METO]| MUCIOJb30BAaHHUS raMMa-
M3NIy4eHUs] B KyJbType TKaHeH TpWUTHKale ais AWBEpCH(UKAIMM CHEKTpa COMAKJIOHAJIBHOW TeHETHYECKOH
W3MEHYMBOCTH. Y CTaHOBJIEHO BIJIMSIHUE MOHM3HMPYIOIIETO M3JIyYeHHUS] Ha MPOLECCH KaJulycoreHesa, Mopdoresesa u
pereHepaiuu npopoctkoB. OmnpeneneHa 3(QEeKTHBHOCTh BIHMSHHS ramMMa-Jiydedl M0 CPaBHEHHIO C KyJbTYypoH in
VItro Ha mNposIBJICHHE HEKOTOPBIX KOJMYECTBEHHBIX INPH3HAKOB y COMAKJIOHOB TpPUTHKale, HAa OCHOBaHUH
MOJyYEHHBIX pE3YJIbTaToOB II0KAa3aHa BO3MOXKHOCTb IIOBBIIICHUS T'€HETHYECKOH W3MEHYMBOCTH. BBISBIEHBI
MOTMMOP(HBIN CIEKTP M Xapakrep HaciempoBaHuI RAPD-aMIIMKOHOB B COMakJIOHaX TpeX T'€HOTUIIOB TPUTHKAIE.
Onenka kod(duUIHEHTa HACIEAYEeMOCTH KOJIMYECTBEHHBIX IPH3HAKOB y TPHUTHKAJE MO3BOJISIET dP(EKTHBHO U
JIOCTOBEPHO TPOTHO3MPOBATh OTOOp Haubosee ILEHHBIX COMAKJIOHOB, KOTOpbleé MOTYT OBITh BOBJEYEHBI B
CEJIEKIIMOHHBIN Tpoliecc.

BHenpeHue HayuHbIX pe3ybTaToB. [loiydeHHbIe 1aHHBIE 00 00BEIMHEHNN YKCIEPUMEHTAIBHOIO MyTareHe3a u
KyJbTHBAPOBAHMS N VItr0 3apojsiiieif TPUTHKaNe C IIENbI0 MOBBIICHAS COMAKIOHAIRHOM HW3MEHUYMBOCTH
MOCITY)KMJIM HAayYHO-METOJMYECKMM MaTepualioM Il Kypca reHeTHKH u OuorexHojoruu. Comakionsl SC2-SCi
reHotunoB Ingen 93 (in vitro u RAD) u 188TR 5021 (RAD), kak nepcneKTHBHbIC [CHOTHITBI, epenansl B [ eHOaHK
Jlabopatopun I'eHeTMUECKMX peCypcoOB pacTeHMi W B HaydHylo rpymmy «['@éHeTMka W ceJIeKIHs 3J1aKOB»
nabopatopuu [IpukinanHoit reneruku UT'O3P MI'Y i ucnonb30BaHust B CENICKIIMOHHBIX MPOrpaMMax.
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INTRODUCERE

Actualitatea si importanta temei

Securitatea alimentard In conditiile unei explozii demografice este una dintre cele mai
dificile probleme globale. Tehnologiile moderne intensive pentru cultivarea plantelor agricole au
atins limitele ,,saturatiei” Tn mai multe aspecte:

- ecologic (poluarea mediului natural si suprimarea mecanismelor de autoreglare a
acestuia); energetic (crestere exponentiala a costului energiei neregenerabile pentru fiecare
unitate suplimentara de productie);

- productiv (cresterea in continuare a dozelor de ingrasaminte cu azot si a ratelor de
irigare 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) [379].

Alegerea triticalelor ca obiect de studiu este asociata cu o combinatie unica in aceasta
cultura a unui numar de caracteristici economice si biologice inerente speciilor originale - grau si
secard. Aceste insusiri includ un randament ridicat al cerealelor si al masei verzi, proprietati
adaptive crescute (rezistenta ridicata la iernat, rezistenta la secetd, nesolicitare la sol), imunitate
complexa la boli fungice, continut ridicat de proteine si lizind, precum si alti nutrienti [200; 273].
Datorita spectrului larg de utilizare al triticalelor (alimentatie umana, hrana animalelor,
productia de biocombustibil) este extrem de importantd Tmbundtatirea constantd a formelor
existente si crearea de noi soiuri [200]. Pentru ameliorarea triticalelor, este necesara imbogatirea
fondului genetic al acestei culturi si cresterea eficientei selectiei printr-0 varietate de metode.

Actualmente un rol important este atribuit metodelor clasice de ameliorare cu tehnici
moderne de cercetare si studii comparative la nivel morfologic, fiziologic, genetic si molecular.
Ca strategie, integrarea tehnicilor de culturd de tesuturi cu programele de ameliorare oferd un
potential semnificativ pentru cresterea diversitatii genetice a culturilor. Prin urmare,
biotehnologiile in vitro pot fi o solutie potentiald pentru manipularea caracterelor, imbogatirea
bazei genetice si recuperarea variatiei dorite [61].

Inducerea mutatiilor este in prezent o strategie bine stabilitd in ameliorarea plantelor care
poate suplimenta germoplasmele existente si imbunatati soiurile cu anumite calitati. Ca rezultat
al mutatiilor, somaclonele obtinute pot detine noi combinatii alelice, care la randul lor
conditioneaza ameliorarea caracterelor utile. Actualmente in baza de date FAO/IAEA sunt

inregistrate peste 3.200 de soiuri de plante, care au fost produse prin mutageneza [109; 307].
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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 frecventa
mai mare decat mutatiile spontane [33; 77; 181; 226; 330].

Evaluarea variabilitatii genetice constituie un aspect important in studiile fundamentale,
care evidentiaza 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 [77].

Cultivarea triticalelor in Republica Moldova a inceput inca din anii '70 a secolului trecut.
Dezvoltarea activa a modelelor genetice si de ameliorare pentru obtinerea materialului initial si
crearea de noi soiuri de triticale a fost realizatd cu succes pe parcursul anilor de mai multi
cercetitori [25; 375]. In legdturd 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 importanta, iar cultura de triticale in Republica Moldova a capatat o semnificatie
economica recunoscuta pentru alimentatia umana, industrie si furajarea animalelor [26; 372].

Utilizarea variabilitatii somaclonale induse de radiatie in cultura in vitro la triticale nu
este valorificatd pe deplin, iar studierea mutatiillor apdrute 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 crearea noilor varietati de
triticale cu productivitate sporitd, cu caractere cantitative si calitative imbundtdtite prin
implementarea mutagenezei induse in cultura in vitro.

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 cercetarii:

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

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

e evaluarea efectului dozelor razelor gama in declansarea procesului mutational pentru

diversificarea spectrului variabilitatii genetice in cultura in vitro;
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e stabilirea influentei razelor gama asupra calusogenezei, morfogenezei si regenerarii de
plantule;

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

e evaluarea 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 bazatd 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. Studiul
stiintific si metodologia cercetarii, care includ metode si tehnici justificative, selectate in cadrul
acestei lucrdri au permis solutionarea obiectivelor propuse. Pentru inducerea variabilitatii
somaclonale a fost utilizatd metoda culturii in vitro (elaborarea algoritmului de la mediile
nutritive pentru initierea culturii in vitro si regenerarii de plantule) si mutageneza 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, tehnica rapida de identificare a polimorfismului genomic, utilizand
12 primeri arbitrari. Similaritatea geneticd a genotipurilor a fost stabilitd in baza distantelor
genetice si a indicilor de similaritate prin metoda construirii dendrogramelor de repartitie.
Aprecierea rolului genotipului, culturii in vitro, radiatiei gama si interactiunii acestor factori ca
surse de variatie a caracterelor cantitative a fost bazatd pe analiza mono- si bifactoriala a
variantei ANOVA. Prelucrarea statistica a datelor s-a efectuat cu ajutorul pachetului de programe
Statgraphics Plus 5.0.

Strategia de cercetare prezentatd in lucrarea de fatd poate fi aplicatd cu succes asupra
studiului pentru diferite specii cerealiere, inclusiv cu genom complex, in scopul selectarii,

identificarii si introducerii in culturd a formelor cu caractere economic valoroase.
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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 citre 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 a lucririi. 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 caracterelor
cantitative la triticale, permite de a prognoza eficient si veridic selectarea celor mai valoroase
somaclone, care pot fi antrenate in procesul de ameliorare.

Aprobarea rezultatelor stiintifice

Cercetarile realizate si datele obtinute au fost prezentate si discutate anual la sedintele
Consiliilor stiintifice al Institutului de Genetica, Fiziologie si Protectie a Plantelor (IGFPP),
precum si in cadrul intrunirilor stiintifice nationale si internationale de specialitate: Conferinta
stiintificd in memoria academicianului Boris Matienco, ,,Structura si functionalitatea sistemelor
biologice — diversitate si universalitate”, 17 noiembrie 2011, Chisindu; Simpozionul stiintific
national cu participare internationald ,.Biotehnologii avansate — realizdri si perspective”, Editia.
I11, 24 - 25 octombrie 2013, Chisinau; Conferinta stiintificd internationala ,,Genetica, fiziologia
si ameliorarea plantelor”, Editia V, 23 - 24 octombrie 2014, Chisinau; Simpozionul stiintific
national cu participare internationala ,,Biotehnologii avansate — realizdri si perspective”, Editia.
IV, 3 - 4 octombrie 2016, Chisindu; Conferinta stiintifici cu participare internationalad
,Bilodiversitatea In contextul schimbarilor climatice”, Editia II, 23 noiembrie 2018, Chisindu,
Conferinta stiintificd nationala cu participare internationala ,Stiintele vietii in dialogul
generatiilor: conexiuni dintre mediul academic, universitar si de afaceri”, 21 - 22 octombrie
2019, Chisinau; Simpozionul stiintific international ,,Biotehnologii avansate — realizari si
perspective”, Editia V, 21 - 22 octombrie 2019, Chisindu; Conferinta Stiintifico - practica cu
participare internationala ,,Realizari stiintifice in ameliorare si tehnologii inovative la culturile
cerealiere in contextul schimbarilor climaterice”, 4-5 septembrie 2020, Pascani; Conferinta

stiintifica internationala ,,Genetica, fiziologia si ameliorarea plantelor”, Editia VI, 4-5 octombrie

16


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

2021, Chisinau; The National Conference with international participation ,,Life sciences in the
dialogue of generations: connections between universities, academia and business community”,
Editia II, 29 - 30 septembrie 2022, Chisindu; Simpozionul stiintific international ,,Biotehnologii
avansate — realizari si perspective”, Editia VI, 3 - 4 octombrie 2022, Chisinau.

Sumarul compartimentelor tezei

Lucrarea cuprinde adnotarea prezentatd in limbile — romana, engleza si rusa, lista
abrevierilor, tabelelor si figurilor, introducere, patru capitole, concluzii generale si recomandari
practice, bibliografie, anexe, acte de implementare a rezultatelor stiintifice, declaratia privind
asumarea raspunderii si CV.

In Introducere se argumenteaza actualitatea si importanta problemei abordate, sunt
formulate scopul si obiectivele tezei, noutatea stiintificdi a rezultatelor obtinute, importanta
teoretica si valoarea aplicativa a lucrdrii, aprobarea rezultatelor si este inclus sumarul
compartimentelor tezei.

Capitolul 1 ,,Concepte genetice de sporire a variabilitatii genetice la plantele de
cultura” contine analiza datelor 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 cultura 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.

Capitolul Il ,,Caracteristica materialului biologic si metodelor de cercetare” include
obiectul de studiu si descrierea metodologiei de cercetare utilizatd pentru realizarea studiului:
metode biotehnologice (prepararea mediilor nutritive, inocularea explantelor, subcultivarea
calusului, aclimatizarea plantulelor), metode morfometrice (observatii fenologice si analiza
caracterelor cantitative), citologice (determinarea cotei celulelor cu aberatii in mitoza),
moleculare (extragerea ADN, amplificarea si electroforeza) prin genotiparea RAPD privind
estimarea polimorfismului si descrierea variabilitatii, precum si aplicarea metodelor statistice de
prelucrare a datelor experimentale.

Capitolul 1T ,Aprecierea potentialului morfogenetic si regenerativ al genotipurilor
de triticale in cultura in vitro” include rezultatele privind selectarea si optimizarea mediilor de
culturd pentru initierea calusogenezei si regenerdrii de plantule. Sunt evidentiate influenta

interactiunii factorilor ,,genotip” - ,varsta explantului” asupra frecventei calusogenezei,
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descrierea capacitatii de regenerare. Contine studiul activitatii mitotice asupra cotei celulelor
calusale cu aberatii cromozomiale induse de cultura in vitro. Este descris efectul dozelor de
iradiere cu raze gama declansat in celulele calusale, asupra acumuldrii masei calusale si
procesului de formare a lastarilor; apreciata influenta mutagenezei fizice asupra frecventei
morfogenezei si obtinerii de regeneranti.

Capitolul 1V ,,Caracteristica morfologica a genotipurilor de triticale obtinute prin

mutageneza fizica si cultura in vitro” contine rezultatele evaluarii caracterelor biomorfologice
(talia plantei, lungimea spicului principal, lungimea ultimului internod, numarul de boabe/spic,
greutatea boabelor si masa a 1000 boabe) in descrierea somaclonelor SCy si SC, de triticale
obtinute prin iradierea gama si cultura in vitro. Sunt analizate profilurile electroforetice ale
ampliconilor RAPD la variantele incluse in cercetare si martor in baza a 12 primeri arbitrari.
Apreciata variabilitatea caracterelor cantitative si stabilitd puterea de influentd a genotipului,
razelor gama, culturii in vitro si interactiunii lor ca sursd de variatie. Include rezultate privind
estimarea variantei si a parametrilor genetici (variatia genotipica si fenotipica, coeficientul de
variatie fenotipic si genotipic, heritabilitatea si avantajul genetic) a unor caractere cantitative
descrise pentru somaclonele SCy si SCz de triticale.
Publicatiile 1a tema tezei. Rezultatele obtinute sunt reflectate in 16 lucrari stiintifice: 1 articol in
revista din baza de date SCOPUS, 1 articol in revista din Registrul National al revistelor de
profil, 8 articole in lucrarile conferintelor stiintifice nationale si internationale, 6 teze in lucrarile
conferintelor stiintifice nationale si internationale, 4 comunicari in cadrul unor manifestari
stiintifice nationale si internationale.

In Concluzii generale si Recomandiri practice sunt prezentate concluziile studiului de

Volumul si structura tezei. Teza include adnotare, introducere, patru capitole, concluzii
generale si recomandari expusa pe 180 de pagini, inclusiv 43 figuri si 31 tabele. Bibliografia
include 380 de surse din literatura de referinta la tematica abordata, precum si 11 din cele mai

importante lucrari stiintifice ale autorului.
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1. CONCEPTE GENETICE DE SPORIRE A VARIABILITATII GENETICE LA
PLANTELE DE CULTURA

1.1.  Rolul si importanta variabilitatii genetice la plantele de cultura

Evolutia plantelor de cultur, fie naturala, fie dirijatd de om, se bazeaza in primul rand pe
diversitatea genetica existentd in populatie. Diversitatea care poate fi descrisa ca gradul de
diferentiere intre sau in interiorul speciilor, se afla la baza tuturor programelor de amelorare a
culturilor. Variabilitatea naturala si divergenta dintre culturi au fost identificate pe scara larga si
utilizate in imbunatatirea speciilor de culturi de la inceputul ameliorarii sistematice a plantelor
[20]. Cu toatea acestea, odata cu trecerea timpului, variabilitatea naturala s-a restrans din cauza
practicilor neregulate de reproducere, axate pe valorificarea doar a unor trasaturi (randament,
productivitate). De asemenea o influentd negativa este conditionata de utilizarea frecventa doar a
catorva genotipuri selectate ca parinti in programul de dezvoltare a varietatilor si introducerea
unui numar limitat de linii remarcabile, ceea ce duce la o similaritate genetica crescuta intre
soiurile moderne de culturi [66; 179].

Reducerea variabilitatii genetice si diversitatii dintre speciile plantelor de cultura
provoaca ingrijorari Serioase in randul agricultorilor, deoarece devine extrem de dificila
ameliorarea in continuare a soiurilor de culturi pe fondalul cresterii permanente a cererii,
conditionatd de majorarea populatiei pe glob [276].

Degradarea mediului, cresterea excesivd, demografica si productiile scdzute din
agriculturd din tarile sarace ale lumii si distributia inechitabild a hranei, reprezinta cauzele
majore ale insecuritatii alimentare. O pondere importantd o are si eroziunea diversitdtii genetice
a plantelor, care isi extinde efectele si asupra sanselor de a identifica surse valoroase de gene
pentru ameliorarea plantelor [20; 179].

Resursele genetice vegetale reprezintd un patrimoniu universal cu o valoare inestimabila
pentru intreaga omenire, devenind astfel de mare interes si actualitate [122]. Existd informatii
care indicad ca 10% din speciile existente au primit denumiri stiintifice, reprezentand 250.000 —
300.000 de specii [20]. Dintre acestea 20% asigura 90% din cerintele alimentare, iar 9 specii
acopera 75% din necesarul de alimente si numai 4 specii: orezul, graul, porumbul si cartoful
furnizeaza 60% din acest necesar [112]. Pe baza acestor date pot fi constatate cauzele care au
generat eroziunea genetica a multor resurse genetice vegetale. Astfel, numai 7000 de specii au
fost domesticite pana in prezent din numarul initial de cca 300.000 de specii vasculare, fiind
cultivate de oameni de-a lungul mileniilor in diferite scopuri. Asigurarea alimentara pentru hrana
este oferitd de 30 de specii de plante, care asigurd 98% din necesitatile nutritive. Anual apare un

numar redus de varietdti noi, de plante cultivate, care pot fi utilizate in asigurarea securitatii
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alimentare. Pentru necesitdtile populatiei, reprezentata de peste sapte miliarde de oameni si mai
ales pentru cele 9-10 miliarde care sunt estimate pentru anii 2050, resursele alimentare trebuie sa
creasca semnificativ. Una din solutiile pentru asigurarea acestui obiectiv este cresterea
substantiald a potentialului de productie a culturilor nou create pentru atingerea performantelor
de inalt nivel. Un rol important o are valoarea materialului genetic ce trebuie utilizat si
eficientizarea metodelor si tehnicilor de lucru in activitatea de ameliorare [122].

Interesul pentru stabilitatea productiei agricole si a sigurantei alimentare, a incurajat
conservarea si utilizarea resurselor genetice vegetale, constituind in acelasi timp sursa
schimbarilor dramatice 1n cercetarea agricold, mai ales in domeniile geneticii, fiziologiei,
fitopatologei si biochimiei [74; 236].

Diversitatea genetica devine mai importantd in contextul schimbarilor climaterice,
deoarece poate servi drept sursda pentru multe caractere noi care conferd rezistenta la stresurile
biotice si abiotice. Variabilitatea geneticd este baza heterozisului si segregarii transgresive.
Progresele recente in biotehnologie se datoreaza tehnicilor care pot fi utile activitatii
amelioratorilor de plante, pentru a imbunatati calitatea soiurilor si, de asemenea sa genereze o
noud variabilitate genetica. Pentru a elimina dezavantajele soiurilor comerciale si dezvoltarea de
genotipuri noi, devin necesare crearea liniilor performante, extinderea diversitatii si utilizarea
ulterioard a acesteia. Mai multi autori s-au axat pe aspecte vitale, cum ar fi schimbarile in
diversitatea genetica in cadrul ameliorarii plantelor [122], vulnerabilitatea genetica a soiurilor
moderne de cultura [179], conservarea si utilizarea resurselor genetice [236; 276], evaluarea
diversitatii genetice, folosind marcheri moleculari [223] si estimarea diversitatii genetice prin
instrumente statistice [57].

Termenul ,variabilitate” se referd la schimbarea unuia sau mai multor insusiri
morfologice, fiziologice, biochimice, ecologice ale organismelor vii sub actiunea mediului si a
factorilor genetici [74]. Procese precum mutatia, incrucisarea aleatoare, fertilizarea si duplicarea
genelor pot introduce noi gene si alele, crescand astfel variabilitatea genetica. Mutatiile aleatoare
pot fi ereditare sau neereditare, mutatiile ereditare benefice exercitand o influenta mare asupra
variatiilor genetice ale organismelor vii. De asemenea, fluxul de gene este un mijloc de a
introduce noi alele intr-o populatie si, prin urmare, de a largi diversitatea genetica a organismelor
vii. Variabilitatea genetica ofera linia de baza pentru diversitatea genetica, un termen mai larg
care reflectd gradul/cantitatea de variatie existenta in cadrul unei populatii [66]. Populatiile
existente detin un potential limitat de adaptarela conditiile climatice variate si sunt predispuse la
degradare sau chiar la disparitie, ceea ce argumenteaza rolul variabilitatii genetice drept sursa de

selectie naturald, in evolutia organismelor vii [20].
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Diversitatea genetica a culturilor este elementul de baza al ecosistemului agroclimatic
inteligent pentru a asigura disponibilitatea alimentara durabila si, prin urmare, pentru a atenua
foamea si saricia [66; 133]. In acest context, noi surse de alele dorite sunt exploatate din speciile
salbatice, precum si din speciile de culturi si mutantii strans inrudite. Prin urmare, pentru
obiectivele de reproducere in continua schimbare, este imperativ de a conserva materialul
biologic ca sursa de germoplasma [20].

Agricultura a progresat odata cu perfectionarea metodelor de ameliorare a plantelor, si
introducerea soiurilor moderne, care treptat au luat locul populatiilor locale [122]. Acest
fenomen a condus la stocarea ex situ a vechilor culturi, formandu-se colectii valoroase de
germoplasma. Materialul semincer conservat in Bancile de gene detine date despre caracteristica
morfologica, fiziologica, biochimica si moleculara, ceea ce permite de a oferi cercetatorilor un
material initial de ameliorare cu insusiri bine cunoscute, avand ca rezultat obtinerea de soiuri
moderne de calitate superioara si rezistenta sporita la factorii de stres biotic si abiotic [66; 74].

Metode de evaluare a diversititii genetice a plantelor de cultura. Diversitatea
geneticd a plantelor rezulta din variatiile secventelor de nucleotide a ADN-ului la specii. O mica
parte a secventelor de nucleotide se poate schimba datorita unor mutatii care pot fi observate in
variatia proteinelor si in polimorfismul marcherilor, variatia caracterelor morfologice, fiziologice
si a caracterelor agronomice imbunatatite in soiurile noi create [74; 143]. Evaluarea si distributia
divergentei genetice reprezinta linia de baza a conservarii si exploatarii variabilitatii genetice in
interiorul si intre speciile de cultura [79]. Initial, mai frecvent au fost marcheri morfometrici,
citologici si biochimici utilizati pentru a evalua amploarea asemanarilor si diferentelor dintre
germoplasma culturilor. Marcherii genetici si moleculari au fost dezvoltati in era genomica si
post-genomica si acum sunt utilizati pentru estimarea variabilitatii genetice a culturilor [74; 223].

Marcherii morfologici se bazeaza pe evaluarea fenotipului, care este rezultatul
interactiunilor genotipului cu mediul, si poate fi modificat in anumite proportii de diferiti factori
de mediu. S-a constatat ca variatia genetica contribuie semnificativ la variatia fenotipica si
produce doua tipuri principale de caractere: caractere cantitative si caractere calitative.

Evaluarea trasaturilor fenotipice a plantelor cultivate in sera sau camp a fost folosita de
multd vreme pentru selectia diferitelor plante de cultura [36]. Caracterizarea morfometrica
eficientd implica plantarea in camp a unui numar mare de plante dupa un design specific de
aranjament. Trasaturile morfologice sunt inregistrate la cresterea vegetativa (procent de
germinatie, numarul de frunze, noduri, indicele suprafetei frunzelor, culoarea frunzei, grosimea
tulpinii etc.), cresterea reproductiva (zile pana la inflorire, zile pana la maturitate, culoarea florii,

morfologie etc.) si stadiul de maturitate (inaltimea plantei, randament, biomasa uscata si greutate
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boabe etc.) [161]. Caracterizarea fenotipica este esentiala in screeningul plantelor tolerante la
stres. Caracterizarea morfofiziologica dependenta de stadiul de crestere ofera o linie de baza
pentru amelioratori pentru a dezvolta diverse genotipuri cu atribute tolerante la stres [143]. In
plus, datele fenotipice de buna calitate stau la baza noilor abordari genomice si moleculare
pentru asigurarea bazei moleculare a trasaturilor cantitative complexe, cum ar fi randamentul,
rezistenta la boli etc. [104]. Marcherii morfologici au o limitare a expresiei intarziate pana la
stadiul specific de dezvoltare al plantei. Mai mult, interactiunile genotip X mediu, precum si alti
factori, de exemplu infectiile virale, fac marcherii morfologici mai putin eficienti decat alte tipuri
de marcheri. Cercetarile efectuate la orz, au demonstrat influenta virusului mozaicului dungat al
orzului (VMDO) asupra manifestarii caracterelor cantitative (talia plantei, lungimea spicului
principal, lungimea ultimului internod, numarul de boabe/spic si frati fertili/plantd, numarul
internodurilor). S-a constatat VMDO induce repercusiuni cu o putere maximald in prima
generatie pentru talia plantei, lungimea ultimului internod, pastrand o amplitudine de variatie
majord si in generatia a treia si reprezintd pentru orzul de primavara o sursd semnificativa de
variatie [16].

Marcherii citologici sunt utilizati pentru evaluarea resurselor genetice vegetale pe baza
numarului si morfologiei cromozomilor plantelor [192]. Marcherii citologici permit descrierea
cariotipului prin banddri cromozomiale si includ repetari, deletii, translocari, inversiuni. Acesti
marcheri sunt legati de variatiile morfologice ale marimii cromozomilor, formei, numarului,
lungimii, raportului bratelor, volumului, comportamentului in diviziunile celulare si continutul
de ADN etc. [176; 246]. Modelele de benzi G, Q, R si C ale cromozomilor indica regiuni ale
cromatinei care sunt colorate cu ajutorul diferitilor coloranti fluorescenti, precum clorhidratul de
quinacrind (benzi Q) si coloratia Giemsa (benzi G) [229]. Prezenta sau absenta unei benzi
cromozomiale este asociatd cu trasaturile specifice. Acestea sunt folosite pentru a detecta
mutatiile citologice si urmari aranjamentele cromozomiale evolutive [31]. Progrese au fost
obtinute prin imbinarea hartilor citologice si moleculare si introducerea metodei hibridizarii
fluorescente in situ (FISH), ce asigura cartografierea continutului nuclear direct pe cromozomi si
identificarea continutului de proteine al unei celule. O varianta mai avansata de hibridizare in
situ este ,,hibridizarea genomului in situ (Genomic in situ hybridization) - GISH”, ce utilizeaza
ADN-ul genomic total al plantei ca sonda. Atat GISH, cat si FISH sunt instrumente puternice
pentru a caracteriza introgresiunile la speciile de culturi si pentru a diseca structura genetica a
hibrizilor naturali si artificiali [168]. Cu toate acestea, marcherii citologici au o utilizare limitata

in estimarea diversitdtii genetice datorita numarului lor limitat si tehnicilor laborioase.
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Marcherii biochimici au fost printre cei mai folositi marcheri pentru evaluarea variatiilor
intre si in cadrul speciilor de culturd inainte de aparitia marcherilor moleculari/ADN. Formele
alternative de proteine (izozime) prezinta modele specifice de banda pe electroforeza in gel,
datorita variatiilor in mobilitatea proteinelor bazate pe sarcina [156]. 1zozimele sunt produse ale
diferitelor alele, pozitia lor poate fi mapata pe cromozomi si, prin urmare, pot fi utilizate pentru
cartarea unor gene. Analiza proteinelor/izozimelor este inca printre metodele simple, rapide si
ieftine si se potriveste bine in proiectele in care se doreste un nivel scazut de estimare a
diversitatii genetice. Desi marcherii proteici sunt mai fiabili decat marcherii morfologici,
expresia lor depinde de stadiul de crestere a plantelor si este usor influentata de mediu [73; 141].
direct si pleiotropic al genelor 02, suz si Wxi, al dozelor acestor gene, precum si depistarea rolului
genomului formei materne 1n expresia genelor respective la combinatiile hibride de porumb Zea
mays L. [21].

Un instrument in studierea diversitatii genetice intraspecifice este selectia asistatd de
marcheri moleculari, ce presupune evidentierea indivizilor ce prezintd regiuni implicate in
expresia insusirilor de interes, prin urmare imbunatatirea calitatii culturilor, cu utilizarea
marcherilor genetici. Identificarea §i descifrarea structurii diferitelor gene prin metodele
biologiei moleculare, a dus la stabilirea unor corelatii intre genotipuri §i anumite caractere
calitative si cantitative ale indivizilor studiati, Insusiri de reproductie si de rezistentd la boli si
daunatori [12; 223].

Marcherii moleculari, bazati pe polimorfismul ADN-ului, sunt cei mai utilizati in
principal datoritd abundentei lor [145; 229]. Acestia asigura eficacitatea metodei pentru
ridicate, distributiei pe scara largd in genomul plantelor, fiind stabile, polimorfe, cu efecte
pleiotrope minime [256]. In ameliorarea culturilor, marcherii moleculari ajuti la
identificarea/selectarea timpurie a genotipurilor dorite, reducand astfel timpul de dezvoltare a
soiului si posibilitatea amelioratorilor de a reproducere anumite forme de interes [37; 38; 49; 85].

Marcherii moleculari apar din diferite clase de mutatii ADN, cum ar fi mutatii de
substitutie (mutatii punctuale), rearanjamente (insertii sau deletii) sau erori in replicarea ADN-
ului repetat in tandem [251; 296]. Acesti marcheri sunt selectiv neutri, deoarece sunt de obicei
localizati in regiunile necodificatoare ale ADN-ului. Spre deosebire de altii, marcherii ADN sunt
nelimitati ca numar si nu sunt afectati de factorii de mediu si/sau de stadiile de dezvoltare ale
plantei. Marcherii ADN au numeroase aplicatii in ameliorarea plantelor, cum ar fi evaluarea

asistatda de marcheri a materialului de ameliorare, evaluarea nivelului diversitatii genetice,
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selectia parentala si evaluarea puritatii materialului genetic [37; 38; 124; 147; 335], studiul
heterozisului si identificarea soiurilor, regiunilor genomice implicate in backcrossing, selectia
asistata de marcheri [85]. Marcherii moleculari pot fi impartiti in trei clase in functie de metoda
de detectare a acestora: bazata pe hibridizare, bazata pe reactia de polimerizare in lant (PCR) sau
pe secvente ADN.

Polimorfismele de lungime a fragmentelor de restrictie (RFLP) sunt marcheri bazati pe
hibridizare dezvoltati mai intdi in studiul genetic la om in anii 1980 [72] si mai tarziu utilizati si
in cercetarea plantelor [334]. RFLP se bazeaza pe variatia (variatiile) in lungimea fragmentelor
de ADN produse de o asimilare a ADN-urilor genomice si compara hibridizarea cu marcheri
specifici a doi sau mai multi indivizi ai unei specii. RFLP-urile au fost utilizate pe scara larga
pentru a compara genomurile din marile familii de cereale, cum ar fi secara, grau, porumb, sorg,
orz si orez [64]. Avantajele RFLP includ detectarea unui numar nelimitat de loci fiind
codominant, iar rezultatele sunt transferabile intre populatii. Cu toate acestea, RFLP-urile sunt
foarte costisitoare, consumatoare de timp, necesitd multd munca, sunt necesare cantitati mai mari
de ADN, prezentat un polimorfism limitat in special intre liniile inrudite [85].

In prezent, sistemele de marcheri bazate pe reactia de polimerizare in lant (PCR) sunt mai
rapide si necesitd mai putin material vegetal pentru extractia ADN-ului. ADN-urile polimorfe
amplificate aleatoriu (RAPD) au fost primii marcheri bazati pe PCR si sunt produsi folosind
ADN-ul genomic si primeri arbitrari (aleatorii) scurti si ulterior clonat in multiple copii de ADN
[14; 164; 336]. Avantajele RAPD sunt reprezentate prin rapiditate, simplitate si cost redus,
posibilitate de descriere a mai multi loci cu un singur primer si € necesara o cantitate mica de
ADN [131; 207]. Cu toate acestea, rezultatele RAPD nu pot fi reproduse si pot detecta doar
trasaturile dominante.

Polimorfismele cu lungimea fragmentelor amplificate (AFLP) combind atat PCR, cat si
RFLP. AFLP este generat prin asimilarea fragmentelor amplificate prin PCR folosind enzime de
restrictie specifice care taie ADN-ul la sau in apropierea locului de recunoastere specifica din
secventele de nucleotide. AFLP-urile sunt foarte reproductibile si acest lucru permite generarea
rapidd si frecventa ridicatda a AFLP-urilor identificabile, fadcandu-l o tehnicad atractivd pentru
identificarea polimorfismelor si pentru determinarea legaturilor prin analiza indivizilor dintr-0
populatie segregata [199; 221].

O alta clasa de marcheri moleculari care depinde de disponibilitatea secventelor scurte de
oligonucleotide repetate in genomul plantelor, cum ar fi SSR, STS, SCAR, EST-SSR si SNP

[124]. Analiza genotiparii prin repetitii de secventa scurta prin utilizarea a 52 de marcheri SSR a
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orzului sdlbatic, a demonstrat ca din 206 alele, aproximativ 111 s-au dovedit a fi comune si 24 de
alele unice [145]. Multi autori au revizuit in detaliu diferite tehnici de marcheri [223; 255; 293].
Astfel, studierea si evaluarea diversitatii genetice, exclusiv prin metode moleculare
faciliteaza identificarea in cadrul populatiilor a indivizilor cu genotipuri dorite la nivelul locilor
genelor ce codifica caracterele de interes, realizandu-se in acest mod o selectie sigura, rapida si
eficientd in cadrul populatiilor studiate. Tehnicile moleculare utilizate in evidentierea
variabilitatii genetice ofera perspective promitatoare pentru avansarea cunostintelor in domeniul
biologiei vegetale si marcheaza un salt calitativ asigurat de perfectionarea metodelor de
investigare, cristalizdndu-se aspectul molecular al fiziologiei plantelor si al stiintelor agricole in

general [12; 141; 145].

1.2. Triticalele — aspecte genetice si ameliorative

Odata cu cresterea exponentiald a populatiei umane pe glob si cu limitarea suprafetelor
agricole cultivabile, constant se majoreaza necesitatea culturilor alimentare, in principal a
cerealelor, iar securitatea alimentara devine tot mai amenintata si vulnerabila. Pana la momentul
actual cerealele raman o sursd importanta de nutrienti pentru oameni si animale si furnizarea
suficienta de cereale pentru populatia umanad este o prioritate pentru urmatoarele decenii. Desi
extinderea suprafetelor de cultivare la nivel mondial si plantarea celor mai populare cereale pot
creste randamentul anual, crearea noilor culturi, soiuri, linii cu productivitate si rezistentd
ridicata a constituit o preocupare permanenta pentru cercetatorii din domeniul agriculturii.

Incid la sfarsitul secolului al XIX-lea in laboratoarele din Scotia (Wilson S, [337]) si
Germania, de Wilhelm Rimpau, 1888 a fost creat un hibrid de grau (Triticum) si secara
(Secale), numit Triticale (Triticosecale) [citat dupa 309], care imbina productivitatea graului cu
rezistenta secarei [208]. Aceastd cultura a fost dezvoltata in primul rand ca cereala furajera
pentru animale, datoritd versatilitdtii sale scazute pentru piata alimentard umana in comparatie
cu alte cereale conventionale, cum ar fi graul. Culturile traditionale de cereale precum graul,
secara, orzul, ovazul si porumbul s-au format ca urmare a selectiei evolutive de milenii.
Triticalele au aparut cu mult mai tarziu, fiind cea mai tanara culturd de cereale si primul
graminoid sintetizat de oameni [198]. Triticale (x Triticosecale Witt.) este o specie, deosebit
de importanta din punctul de vedere al agricultorilor, care reprezinta un organism alopoliploid
derivat din dublarea cromozomala a hibrizilor dintre doud genuri: Triticum si Secale.

Comparativ cu ,,regele” cerealelor - graul comun - triticalele are un sir de prioritati —

productivitate inalta, continut Insemnat de proteind in boabe cu aminoacizi esentiali, rezistenta
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la iernare, secetd si maladii, tolerantd la toxicitatea sarurilor, insensibilitate la lungimea zilei
(fotoperioadad), posibilitate de utilizare complexa atdt pentru furaj, cat si in alimentatie
(panificatie, patiserie, producerea alcoolului si a berii), de asemenea nu este pretentioasa fata
de sol, se obtin recolte mari pe povarnisuri, soluri argiloase, nisipoase cu agrofond sarac [185].
Aceasta plantd cerealierd prezintd tolerantd la toxicitatea ionilor de aluminiu, ce determina
cultura sa poata fi amplasatd pe solurile acide, nemaifiind necesard amendarea cu calcar a
acestora.

Totodata triticale are un randament rapid de crestere: incoltirea semintelor este mult
mai buna, dezvoltarea se petrece intr-un ritm alert, cu o acoperire completd a terenului, in
comparatie cu celelalte cereale, ceea ce asigura combaterea buruienile prin lipsirea lor de
lumina. Din acest motiv erbicidarea nu este obligatorie, obtinandu-se produse ecologice, acest
fapt fiind inca un avantaj pentru cei care cultiva triticale [26; 234].

Interesul sporit fatd de triticale este conditionat de valoarea nutritivd a culturii
mentionate, care este atragatoare, in cea mai mare parte, de continutul sporit de substante
proteice, care depdseste pe cel al graului, precum si de structura de aminoacizi ai complexului
de proteine si indeosebi de continutul mai bogat in lizind. Valoarea nutritiva, digestibilitatea
ridicatd a carbohidratilor si a proteinelor conferd prioritate triticalelor indeosebi in furajarea
animalelor nerumegatoare, a porcilor si a pasarilor. Cercetarile efectuate n aceastd privintd au
demonstrat ca raportul proteind — energie este in general mai mare in cazul nutreturilor
obtinute din triticale, decat a concentratelor traditionale [216].

Glutenul este principala proteind de depozitare a boabelor de grau si are o influenta
primordiald asupra rezistentei, elasticitatii, vascozitatii si coeziunii aluatului. Gluteninele cu
greutate moleculard mare (HMW) au o influentd substantiald asupra calitatii painii, in ciuda
faptului ca reprezintda <10% din proteinele totale din boabe. Numeroase cercetari evidentiaza
potentialul triticalelor ca cereale cu randament ridicat pentru consumul uman, dar lipsa unei
cresteri extensive a suprafetelor cultivate de triticale si a selectiei pentru pastrarea calitatii
proteinelor a reprezentat un obstacol major in calea utilizarii acestora in panificatia comerciala
[208].

Genomul triticalelor hexaploide (AABBRR) codifica trei subunitati ale proteinei de
rezervd cu masda moleculara mare 75K y-secalina si alte proteine de stocare cu greutate
moleculara mai mica [156]. Secaloglutenina este un alt nume pentru proteinele polimerice de
rezerva ale triticalelor, constand din glutenin, secalina, glutenina si 75 Ky-secalina [89].

Lizina este un aminoacid limitativ in boabele de cereale, dar s-a descoperit ca unele

genotipuri de triticale au niveluri de lizind mult mai mari decat la grau sau secara [310]. Acest
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lucru face din triticale o sursd bogatd in lizina pentru nutritia umana. Datoritd nivelului ridicat
al acestui aminoacid, valoarea biologica a proteinei de triticale s-a dovedit a fi mai mare decat
cea a proteinei de grau. Continutul brut de proteina al boabelor de triticale este variabil, 90 —
200 g/kg de substanta uscata [70].

Endospermul este tesutul trofic al bobului bogat in carbohidrati. Principala forma de
carbohidrati este amidonul, care este aranjat fie in granule A lenticulare mari, fie in granule B
mai mici, sferice, legate de proteine si lipide. Granulele A si B au proprietéti fizice si chimice
diferite, cum ar fi gelatinizarea, temperatura de lipire, vascozitatea si retrogradarea [300].

Polizaharidele solubile non-amidon, fibrele dietetice bine cunoscute, au devenit un
subiect major in stiinta nutritionald moderna [208]. Fibrele alimentare sunt foarte vascoase si
pot fi scindate in lanturi mai scurte de acizi grasi. Se presupune ca acestea pot contribui la
prevenirea bolilor coronariene, cancerului, cresterii colesterolului si a bolilor intestinale [188].
Cantitatea fibrelor in boabele de triticale este mult mai mare in comparatie cu graul si secara
[270].

Cercetarile efectuate in IGFPP demonstreaza, ca in medie 14,8% din complexul chimic
al bobului de triticale revine substantelor proteice. Analizele efectuate asupra calitatii
proteinelor din fdina de triticale au demonstrat ca proteinele de rezerva se caracterizeaza printr-
un continut destul de ridicat in glutamina (peste 32%) si in prolina (peste 12,5%), si in acelasi
timp, prin cantitdfi sporite si printr-un coraport bine balansat de aminoacizi esentiali: lizind,
metionina, triptofan, izoleucina, leucina, valina, fenilalanina, treonina si alte. Sub acest aspect,
proteinele de triticale prezinta o valoare biologica mai mare decat proteinele altor cereale [26].

Continutul de substante proteice oscileazd in limite largi, inregistrand valori mai
ridicate In conditiile de culturd si fertilizare cu doze sporite de azot. Asupra compozitiei
chimice a bobului de triticale influenteaza gradul de umplere si marimea bobului. in boabele
sistavite si incomplet formate continutul de proteine, grasimi sisubstante minerale este mai
mare, iar cel de carbohidrati este mai mic decat in boabele normal dezvoltate. O alta categorie
de substante, care se intdlnesc in boabele de triticale sunt vitaminele - E, B1, B2, precum si
provitamina A. De asemenea, se poate semnala prezenta vitaminei C in anumite faze ale
vegetatiei plantelor si indeosebi in fazele de maturizare in lapte si ceara a bobului [26].

Triticalele au o importantd economicd deosebitd pentru omenire in prezent, fiind
utilizate atat in alimentatie umand, cat si pentru hrana animalelor si productia de
biocombustibil. De asemenea, aceasta planta este relevanta pentru controlul eroziunii solului si
ca cultura de acoperire [199]. Datorita spectrului larg de utilizare a acestei culturi, este extrem

de importantd Tmbunatatirea constantd a formelor existente sau crearea de noi soiuri. Cu toate
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acestea, trebuie remarcat faptul ca genotipurile de plante stabile, cu o gama larga de abilitati de
adaptare in ceea ce priveste caracterele utile, joaca un rol semnificativ pentru ameliorarea
moderna a plantelor. Pe de alta parte, triticalele se caracterizeaza printr-o asemanare genetica
mare, ceea ce nu este un fenomen favorabil pentru reproducerea de noi soiuri. Este important
ca materialul de reproducere sa fie divers din punct de vedere genetic [185].

Majoritatea programelor de reproducere a triticalelor se concentreaza asupra imbunatatirii
caracterelor importante din punct de vedere economic, cum ar fi bio-randamentul, rezistenta la
boli si daunatori, calitatea ridicatd a boabelor. Mai multe studii au demonstrat ca diversitatea
geneticd in cadrul germoplasmei triticalelor este scazutd, fapt ce este predictibil, avand in vedere
durata scurta de viata a acestei culturi de la crearea ei.

Germoplasma de triticale posedd un nivel ridicat de rezistentd la boli si ddunatori in
comparatie cu graul; cu toate acestea, odatd cu aparitia de noi rase in populatiile de patogeni si
insecte, germoplasma actuala de triticale poate deveni vulnerabila la multe boli si daunatori [44;
45; 215; 216]. Rugina tulpinii, cauzata de Puccinia graminis f. sp. tritici, a fost raportata ca fiind
prima maladie a triticalelor care a aparut in proportii epidemice in Australia [46]. Alte ciuperci
biotrofe patogene (Puccinia sp., Septoria complex, Ustilago sp. si Urocystis sp.), fainarea
(Blumeria graminis), crusta (Fusarium sp.), putregaiul radacinii (Bipolaris sorokiniana), cornul
de ergot (Cleviceps purpurea), nematoda cerealelor (Heteroderma avenae), musca Hessiana
(Mayetiola destructor) si bolile bacteriene cauzate in principal de Xanthomonas si Pseudomonas
sp., afectdnd in special culturile de griu si secard, devin factorii biotici majori care limiteaza
cresterea productiei de triticale [44; 45; 215; 216; 273; 289; 290]. in plus, stresul abiotic
(aciditatea sau alcalinitatea extrema a solului, deficienta micronutrientilor, toxicitatea, seceta si
temperaturile excesive) este considerat un factor care, de asemenea, reduce semnificativ
productia de triticale [215].

Fiind o culturd relativ noud sintetizata de catre om, germoplasma de triticale a fost
folosita pentru reproducere incepand cu anii 60 ai secolului XX (CIMMYT - Centrul
International de Ameliorare a Porumbului si Graului din Mexico) [130; 183; 216]. In prezent
exista patru tipuri diferite de triticale utilizate in programele de ameliorare: triticale primare
(obtinute prin incrucisarea graului cu secara), triticale secundare (obtinute prin incrucisarea
diferitelor soiuri de triticale), triticale complete (continand toate cele 7 perechi cromozomi de
secard) si triticale substituite (unul sau mai multi cromozomi de secara sunt inlocuiti cu
cromozomi de grau) [183].

Amelioratorii de triticale se confruntd cu multe provocéri pentru a dezvolta si Tmbunatati

triticalele primare. Aceste provocari includ, in principal, sterilitatea partiald a inflorescentelor,
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performanta agromorfologica redusa, randamentul scazut, caracteristicile de calitate si adaptare
slabe, si, nu in ultimul rand, boabele zbarcite (cauzele care conduc la formarea boabelor zbarcite
fiind conditionate genetic). Pentru a depdsi aceste provocari si a imbundtdti caracteristicile
culturii, amelioratorii au inceput sa Incruciseze diferite triticale primare intre ele, cat si cu graul.
Produsele acestor abordari sunt triticale cu noi combinatii de cromozomi de grau si secard —
triticale secundare [215; 273].

Evaluarea dinamicd a germoplasmei de triticale din tirile americane si europene a
demonstrat ca nu existd nici o diversitate in functie de originea geografica, dar exista doar doua
tipuri majore: de iarnd si de primdvard. Cu toate acestea, in ultimii ani au fost dezvoltate mai
multe programe de ameliorare a triticalelor, in special la Centrul International de Ameliorare a
Porumbului si Graului din Mexico (CIMMYT), pentru a elabora noi soiuri pentru alimentarea
umand, pentru furaje si cu destinatie mixtd. Un alt studiu, in care au fost evaluate peste 3000 de
genotipuri de triticale originare din America de Nord, a relevat ca diversitatea genetica este
relativ scazuta, iar unele diferente au fost observate doar intre triticale de tip complet si cel
substituit [123]. Studiile recente efectuate folosind marcheri moleculari au demonstrat, de
asemenea, o diversitate genetica scazutd printre germoplasmele de triticale [234]. Cu toate
acestea, studiile diversitatii genetice a germoplasmei triticalelor sunt bazate pe utilizarea diferitor
marcheri, iar cu polimorfismele uninucleotidice (SNP) inca lipsesc. Rapoartele anterioare din
literatura indica faptul ca pentru a estima variatia genetica la triticale pe larg au fost utilizati
marcherii morfologici [123].

Selectia genomica si cea asistata de marcheri (MAS) sunt de rutina pentru imbunatatirea
multor culturi de cereale, cum ar fi graul si orzul. Cu toate acestea, studiile au aratat ca selectia
genomica a triticalelor nu a fost studiata pe scara larga [216]. Identificarea marcherilor legati de
trasaturile economice si utilizarea lor in programele de ameliorare va spori fara indoiald
imbunatatirea triticalelor si, prin urmare, cercetarile viitoare ar trebui sd se concentreze pe
exploatarea germoplasmei si studii genetice.

Desi triticalele sunt autogame, poate fi inregistrata polenizarea incrucisatd partiala
datorita prezentei genomului de secard, fenomen utilizat in obtinerea spontana a hibrizilor de
triticale. Productia preliminard de hibrizi a demonstrat rezultate promitatoare, heterozisul fiind
observat in 10-20% cazuri. Cu toate acestea, lipsa diversitdtii genetice a triticalelor este un
impediment al eficientei hibridarilor si stabilirii heterozisului [234].

In ameliorarea moderni, este extrem de importanti selectia corect a triticalelor, folosind
fenomenul heterozis si elaborarea metodelor de obtinere a semintei hibride pentru a crea hibrizi

productivi, caracterizati prin calitate inalta a boabelor. Se stie ca incrucisarea formelor distante
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genetic, comparativ cu cele strans inrudite, este mai beneficd pentru crearea de hibrizi
heterozici [24; 241]. Prin urmare, este important sd analizam legaturile genetice dintre soiurile
de triticale cultivate in mod constant, astfel incat acestea sd poatd deveni o sursa de gene
pentru soiuri noi.

Toti hibrizii de triticale sunt alopoliploizi/amfipoliploizi, ceea ce inseamnd ca
cromozomii lor sunt derivati din taxoni diferiti. De-a lungul timpului au fost create si evaluate
diverse tipuri de triticale cu diferite niveluri de ploidie (tetraploide, hexaploide, octoploide si
decaploide) dupa numaiarul de cromozomi. Dintre triticale cu diferite niveluri de ploidie,
majoritatea soiurilor sunt hexaploide. Desi triticalele octaploide prezintd caracteristici de
calitate mai bune in comparatie cu triticalele hexaploide, acestea suferd de instabilitate
genetica si sterilitate a inflorescentelor, ca si cele tetraploide [215]. Formele hexaploide contin
42 de cromozomi: 28 de la grau si 14 de la secara (Secale cereale L.). Formele sintetice
primare de triticale contin genomul A si B de grau dur (Triticum durum Desf.) sau al altor
specii tetraploide; la soiurile contemporane, clasificate ca triticale secundare, majoritatea
cromozomilor de grau au fost introgresati din graul comun hexaploid (T. aestivum L.) [174].

Au fost propuse mai multe strategii pentru a dezvolta variabilitatea geneticd care ar
permite amelioratorilor sa transforme triticalele intr-o cultura mai competitiva. Au fost descrise
scheme sistematice la nivel mondial pentru programele de ameliorare a triticalelor, axate pe
crearea noilor resurse genetice, precum si pe marirea variabilitatii genetice [214]. Obiectivele
majore de ameliorare pentru imbunatatirea triticalelor includ cresterea randamentului de
cereale si de biomasa, inaltimea mai mica a plantei, dimensiunea redusa a aristelor, rezistenta
sporitd a paielor, maturitatea timpurie, greutatea crescutd si umplerea boabelor, nutrientii
imbunatatiti, toleranta/rezistenta la diverse stresuri abiotice (in special hidric) si biotice cum ar
fi ergotul (cornul secarei), fuzarioza, petele frunzelor [215].

Diversitatea genetica in cadrul germoplasmei triticalelor este relativ redusd in
comparatie cu alte culturi de cereale, cum ar fi graul si orezul. Prin urmare, reproducerea ar
trebui sa se concentreze pe crearea variabilitdtii genetice n cadrul fondului genetic disponibil
si pe utilizarea abordarilor de reproducere moleculard pentru a imbunatati aceasta cultura
promitatoare [214]. Desi abordarile de ameliorare bazate pe selectia asistatd de marcheri si
recent selectia genomica, sunt cruciale in imbunatdtirea majoritatii speciilor de culturi,
utilizarea lor la triticale este inci in stadii initiale. In mod similar, tehnologiile moderne, cum
ar fi CRISPER - CAS (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats Associated
System), utilizate in prezent pentru editarea genelor in multe culturi, trebuie sa fie adoptate

pentru imbunatatirea triticalelor. Ingineria genetica si abordarile de reproducere prin mutatii s-
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au dovedit, de asemenea, eficiente Tn Imbundtatirea speciilor de culturi, iar utilizarea lor in

ameliorarea triticalelor poate ajuta la atingerea rapida a obiectivelor propuse.

Pentru realizarea obiectivelor de ameliorare se folosesc tehnici moderne adecvate, atat

pentru obtinerea de hibrizi, cat si pentru selectie, ca de exemplu:

1. cultura de embrioni pentru hibridarile distante, care in mod obisnuit nu produc boabe;

2. cultura de tesuturi, folosirea locusurilor mutante care controleazd conjugarea

cromozomilor, pentru a facilita transferul de gene intre cromozomi neomologi;

3. metoda haploizilor dublati, folosind hibrizii ,,grau x secard”;

4. metode de infectie artificiald pentru cei mai importanti patogeni, incluzand metoda

“frunzelor detasate” pentru septorioza, injectarea de inocul in florile mediane pentru

Fusarium etc., in scopul selectarii descendentilor cu rezistenta;

5. selectia gametica prin reglare osmotica ridicata pe baza expresiei genelor de rezistenta

hidrica la nivel de graunciori de polen etc. [24].

Strategia Europeand 2020 pentru crestere economicd si competitivitate durabilad

considera triticalele ca un candidat promitator printre cereale pentru consumul alimentar uman,

hrana animalelor, dar si producerea bioetanolului si biocombustibilului. In pofida

numeroaselor avantaje ale triticalelor, productia mondiala este incad pe departe de a fi

satisficdtoare cererilor de piatd. In 2016 au fost cultivate circa 4,4 milioane ha de triticale;

Polonia, Germania, Belarus, Franta, China si Federatia Rusd au fost principalii producatori

(Tabelul 1.1; Figura 1.1).

Tabelul 1.1. Suprafata de triticale recoltata la nivel mondial si cantitatea de productie

(FAO Stat 2016)

Tara Suprafata cultivati, ha Productie mil. t Proﬁﬁ?%gatea’
Polonia 1403519 5102445 3,64
Belarus 499568 1641215 3,29
Germania 396100 2397300 6,05
Franta 334220 1448116 4,33
China 238604 431089 1,81
Federatia Rusa 223078 619202 2,78
Spania 203101 447278 2,20
Ungaria 139183 504810 3,63
Lituania 100367 329455 3,28
Romania 82566 287326 3,48
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Figura 1.1. Harta zonelor de cultivare a triticalelor din lume (http://eol.org/).
Zonele de crestere inalte, medii si scazute sunt afisate prin culorile rosu, galben si respectiv, albastru.

In Polonia, productia acestei cereale de-a lungul anilor a sporit constant, ajungand la
6,08 milioane tone in 2020. Germania si Belarus sunt, de asemenea, printre principalele tari
europene ce cultiva triticale - aproximativ 3,5 milioane tone (FAO, 2020) [108].

Productia mondiala de triticale s-a majorat treptat in ultimii ani, de la 6,4 milioane tone

in 2006 la 15,4 milioane tone in 2020 (Tabelul 1.2; FAO, 2010 - 2020).

Tabelul 1.2. Producatorii de triticale in 2020
(Source: UNFood and Agriculture Organization) [108]

Top Tarile Productia de triticale (mil. t)
1. Polonia 6,08
2. Germania 2,04
3. Belarus 1,54
4. Franta 1,20
5. Spania 0,79
6. Lituania 0,44
7. China 0,41
8. Austria 0,33
9. Rusia 0,31
10. | Ungaria 0,30

In Romania au fost inregistrate pana in prezent mai multe soiuri de triticale, iar odata cu

introducerea in producere a soiurilor cu talia semipitica a plantei, precum Titan si Trilstar
(purtatoare a genei RHtl transferata de la grau), soiuri cu potential si stabilitate ridicata a
productiei, extinderea suprafetelor de cultivare a triticalelor este in continui crestere [18]. In

Romania, la nivelul anului 2016, triticalele s-au cultivat pe circa 82600 ha cu tendinta de
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crestere a arealului de culturd. Aceste valori indicd importanta economica ridicata a triticalelor,
iar motivul este randamentul foarte inalt si combinatia multor caractere benefice de la speciile
parentale - grau si secara [185].

Pentru zona pedoclimaterica a Republicii Moldova cele mai raspandite si mai
productive tipuri de triticale sunt cele hexaploide. Pe parcursul a mai mult de 25 ani de
cercetari stiintifice cu scopul de a crea forme primare si secundare de triticale, au fost studiate
mai mult de 30.000 forme hexaploide de origine diferita evidentiate in generatiile F2 — F7.

Pe parcursul ultimilor ani, datoritd lucrului productiv in directia ameliorarii, in cadrul
IGFPP au fost studiate mai mult de 200 de genotipuri si soiuri de triticale, care concureaza cu
cele mai bune soiuri de grau, secard si orz dupa trasaturile valoroase din punct de vedere
econimic. Astfel, dintre soiurile omologate putem mentiona: Ingen 93, Ingen 33, Ingen 35,
Ingen 40 si Ingen 54. La soiurile noi de triticale Ingen 35 si Ingen 40 sticlozitatea bobului a
constituit 80 — 90%, proteina 14 — 15%, iar glutenul 21 — 24% [26].

Recolta medie pe republica in anul secetos 2015 la soiul Ingen 40 a fost de 6,21 t/ha, iar
la soiul Ingen 93 - 6,49 t/ha. Astfel, Ingen 40 a demonstrat un surplus de recoltd — 1 t/ha in
comparatie cu graul comun Moldova 11. In anul 2021 recolta pentru soiul standart Ingen 93, a
constituit 7,92 t/ha. Productivitate ridicata au prezentat 41,7% din linii si a variat intre 0,24 —
1,05 t/ha fata de forma standard (Ingen 93) [372].

Datele prezentate atesta importanta problemelor genetice si ameliorative ale triticalelor,
iar studiile dedicate evidentierii soiurilor competitive din punct de vedere economic sunt extrem

de actuale si merita o atentie continua.

1.3. Fenomenul inducerii in vitro a variabilitatii genetice la plante

Intensificarea agriculturii traseaza sarcini dificile pentru amelioratori in crearea soiurilor
noi, care se caracterizeaza prin randamente majorate, rezistenta la maladii si daunatori,
flexibilitate ridicata la factorii de stres ai mediului. Pentru a crea astfel de soiuri, sunt necesare
noi cercetari stiintifice, care ar accelera si amplifica eficacitatea procesului de reproducere.
Metodele biotehnologice au un nou instrument unic pentru extinderea variabilitatii genetice —
variabilitatea somaclonala, bazata pe utilizarea tesuturilor si organelor vegetale cultivate in vitro
[355]. Modificarile genetice care apar in celulele cultivate in vitro si plantele regenerate din
acestea fac posibila imbunatatirea soiurilor existente, iar cultivarea celulelor somatice in vitro
extinde posibilitatea de a creste frecventa si spectrul mutatiilor. Variabilitatea somaclonala este o

sursa de variatii genetice utile si reprezintd o expresie fenotipica a instabilitatii genomului din
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nucleu si organite, fapt ce ofera posibilitati pentru selectarea unor noi forme de cultura in vitro a
plantelor ce se caracterizeaza prin trasaturi economice valoroase precum productivitatea
crescutd, continutul ridicat de nutrienti si rezistenta la factorii de stres [55; 354].

conditii in vitro ofera o noutate si un instrument de extindere a variabilitatii genetice, care face
posibila combinarea metodelor clasice si inovatoare in ameliorarea plantelor [266]. Odata cu
dezvoltarea tehnicii de regenerare a plantelor din tesutul calusal, a devenit posibila obtinerea de
noi forme care diferd de plantele originale. O astfel de diversitate intre liniile celulare a fost
numita ,,somaclona”, iar fenomenul a fost numit ,,variabilitate somaclonala” [191]. Pana in
prezent modificarile in vitro descrise in diferite studii au fost testate pentru a evalua fidelitatea
genetica a plantelor in raport cu planta originala si nu au avut ca obiectiv generarea de
somaclone care sa fie aplicate in imbunatatirea genetica a culturilor [128; 266].

Orice celula somatica, introdusa in cultura in vitro, datorita proceselor de variabilitate
somaclonald, poate restabili la plantele regenerate tot polimorfismul genetic caracteristic unei
anumite specii si chiar unui gen de plante. Acest lucru deschide oportunitati largi pentru
restabilirea polimorfismului natural pierdut in timpul evolutiei plantelor si pentru conservarea
acestuia in cultura celulara si tisulara in vitro. In acelasi timp, variabilitatea somaclonala
reprezintd o piedicd serioasda in propagarea genotipurilor valoroase si pastrarea lor pe termen
lung, atunci cand este necesara obtinerea identitatii complete a clonelor regenerate [370].

Variabilitatea somaclonala apare in timpul cultivarii tesuturilor si organelor izolate in
conditii in vitro, insd poate fi depistatd si la regeneranti [370]. Principalele motive care
conditioneaza variabilitatea somaclonald sunt eterogenitatea geneticd a celulelor explantului
primar, precum si variabilitatea genetica si epigeneticd indusa de conditiile cultivarii in vitro
[172; 271; 370, 376]. Frecventa variabilitatii somaclonale este influentata de multi factori:
genotipul explantului primar, conditiile si durata cultivarii, concentratia de saruri si reglatorii de
crestere din compozitia mediilor nutritive [271].

Pe baza acumularii datelor n domeniul cercetdrilor fundamentale si aplicative metodele
biotehnologice s-au inscris in procedecle de ameliorare a diferitor specii de plante de cultura.
Astfel, au fost selectate somaclone valoroase la multe specii de plante caracterizate prin
evidentierea caracterelor agronomice. Analiza somaconelor (R2 - R7) de hrisca a permis
evidentierea a trei linii cu productivitatea 12,1 - 15,6 g/ha, care se deosebeau de soiul initial prin
continutul inalt de proteina (14,8%), marimea boabelor si alte caractere pretioase [354].
Somaclonele de grau si sorg au fost utilizate pentru obtinerea liniilor cu randament ridicat,

continut crescut de proteine si ulei, coacere precoce, rezistenta sporita la boli [48; 205].
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Variantele somaclonale ale trestiei de zahar Co 94012 si VSI 434 au fost dezvoltate in India si au
prezentat caracteristici dezirabile, cum ar fi randament ridicat, continut nalt de zaharoza si
rezistentd moderata la putregaiul rosu [321].

Pana in prezent, s-a dovedit ca variantele somaclonale pot exista ca forme stabile genetic
si pot mosteni anumite caractere [271; 370]. Deci, variabilitatea somaclonala poate fi considerata
un instrument eficient pentru amelioratori, deoarece combinarea metodelor de cultivare in vitro
cu cele clasice de ameliorare accelereaza foarte mult procesul de creare a soiurilor noi de plante.

Variantele somaclonale difera de prototip nu numai prin trasaturile calitative monogenice,
ci si prin trasaturile cantitative poligenice, cum ar fi rata de crestere, productivitatea, toleranta la
factorii de stres de mediu. Utilizarea variantelor somaclonale in reproducere accelereaza procesul
de creare a unui nou soi de 2 - 3 ori. Pot fi evidentiate somaclone in care sunt combinate
caractere greu asociabile intr-un singur genotip prin selectie traditionald, de exemplu,
productivitatea, indicatorii biochimici inalti si rezistenta la factorii de stres [115].

Actualmente la dispozitia cercetdtorilor sunt mai multe instrumente pentru detectarea si
caracterizarea variantelor somaclonale: diferentele dintre trasaturile morfologice [232; 254],
analiza citogenetica pentru determinarea variatiei numerice si structurale a cromozomilor [28;
82; 86], evaluarea biochimica [175], determinarea markerilor ADN moleculari [62; 253; 371]
sau studierea diverselor combinatii dintre factorii enumerati [91; 311].

Printre cele mai frecvente modificari ale caracteristicilor morfologice calitative se
remarcd variatii ale culorii si formei frunzelor, florilor, fructelor, semintelor sau tuberculilor,
prezenta unui strat de ceard sau pubescenta frunzelor. Trasaturile cantitative care variaza la
regeneranti includ indltimea plantei, numarul si dimensiunea frunzelor si tulpinilor, numarul si
greutatea semintelor sau fructelor etc. Analiza morfologica, a somaclonelor de grau din 4
generatii (Ro, R1, R2 si R3) obtinute din calus embriogen din pasajul al cincilea a demonstrat ca,
incepand cu generatia Rz si Rs plantele regenerante manifestau o crestere semnificativd a
variabilitatii fenotipice cantitative (inaltimea plantei, lungimea spicului principal, numarul de
boabe per spic, greutatea boabelor) si calitative (culoarea boabelor, forma si culoarea glumelor).
Somaclonele R3 a soiului Otan atesta variatie semnificativa pentru caracterul numdr de boabe
per spic media constituind 45 fata de soiul martor (19,2), iar pentru indicele masa de boabe per
spic - 1,8g fata de martor - 0,849 [353].

Somaclonele obtinute din doua soiuri de grau moale de primavard (Saratovskaya 29,
Ershovskaya 32) s-au evidentiat prin productivitate si randament ridicat, calitatea boabelor si
proprietatile reologice ale aluatului, 0,8 - 15,9% din somaclone au format un bob de calitate

superioard comparativ cu soiul martor. In spectrul de gliadina al liniilor somaclonale ale soiului
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Ershovskaya 32, au fost identificate doud biotipuri noi cu o frecventd de aparitie de 7,1 si 29,2 %
[359].

La cultura de tutun (Nicotiana tabacum) au fost obtinute somaclone valoroase cu
cresterea lungimii, latimii si numarului de frunze, ce pot contribui la o productivitate mai mare a
culturii [291]. La tomate s-au obtinut somaclone cu modificari ale numarului de fructe, adica o
caracteristica agronomica de mare importanta pentru aceasta cultura [36; 104].

Variabilitatea genetica care apare in Vitro si se manifesta prin diverse modificari (frunze
mai rotunde si mai groase, numdr si dimensiuni mai mare de flori, frunze si lastari, precum si o
reducere a timpului de inductie a florilor), contribuie la aparitia noilor caracteristici fenotipice si
la lansarea de noi linii de plante ornamentale si medicinale, in special la genurile
Chrysanthemum (Dendranthema grandiflora), Cereus si Caladiums (Caladium x hortulanum
Birdsey) [78; 102].

Din 2000 de plante de ghimbir ((Zingiber officinale Rosc.) - o cultura importanta,
utilizata ca condiment, apreciata pentru proprietatile aromatice si medicale) inoculate in vitro au
fost selectate opt plante cu diferente morfologice clare si stabile (inaltimea plantei, culoarea si
forma frunzei), la care pe perioada de cultivare (pana la 120 zile) nu au fost depistate careva boli.
Descoperirile acestui studiu ar putea contribui la producerea comerciala de rizomi si seminte fara
boli, iar variantele somaclonale ar putea oferi resurse de germoplasma utile pentru reproducerea
ulterioara [149; 184; 347].

Prin micropropagare clonald, pot fi obtinuti hibrizii valorosi de tomate. Acest lucru
permite mentinerea colectiei de hibrizi de tomate cu aparitia unui numdr minim de plante
anormale pentru o lungd perioadd de timp si contribuie la cresterea variabilitatii parametrilor

Un grad ridicat de variabilitate a plantelor regenerate pentru o serie de indicatori de
importanta pentru reproducere a fost determinat la grau [34], la porumb [356] si la orez [327;
345], mei [54], soia, rapita, cartof [29] si alte culturi. In special, s-au obtinut variante
somaclonale de griu, care se caracterizeaza prin randament ridicat, rezistenta crescutd la boli si
coacere mai timpurie [48], rezistenta la seceta [360; 361; 375], salinitate excesiva [34] si metale
grele [374; 380].

La mei (Eleusine coracana) au fost obtinute somaclone stabile genetic cu un continut
ridicat de zahar, randament crescut de seminte si masa verde in combinatie cu trecerea accelerata
a principalelor faze de dezvoltare - perioada de vegetatie a liniilor cu maturare timpurie (de la

germinare pana la recoltare) a fost cu 10-20 de zile mai scurta decat la variantele initiale [352].
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Continutul de amidon este unul dintre criteriile majore de calitate vizate de programele de
crestere a cartofilor. Varianta somaclonalda Ros 119 (una dintre 105 clone provenite din calus),
dupa greutatea si continutul de amidon al tuberculilor, a inregistrat un potential de tuberizare mai
mare (cu 42% si 61% in greutate proaspata si, respectiv, uscata) decat linia materna Lady
Rosetta. In plus, aceastd clond a inregistrat cresteri de 10% si 75% ale continutului de amidon pe
baza greutatii uscate si, respectiv, a continutului mediu per planta [29].

Brassica juncea este principala cultura de seminte oleaginoase din India, in particular din
Madhya Pradesh, cultivata in special pentru continutul scazut de acid erucic. Analiza comparata
a caracterelor morfofiziologice si profilului acizilor grasi, atestd o scadere semnificativa (5,48%
si 5,52%), pana la disparitia completd a acidului erucic la cele 2 somaclonele obtinute si liniile
parentale (41,36%) [302].

Cand o celuld este izolatd din intregul organism si transferatd in conditii artificiale de
cultivare in vitro, influenta sistemelor de reglare a tesuturilor si organismelor, care asigura
stabilitatea genomului, este aproape complet eliminata. Dezactivarea tuturor acestor sisteme duce
la o crestere a variabilitatii citogenetice a celulelor cultivate. Astfel, fara a introduce mutageni
puternici in mediul nutritiv, ci doar prin transferarea celulelor in starea de cultura, se poate obtine
o gama larga de variabilitate genetica [356].

Variabilitatea somaclonala este o sursa de variatii genetice utile si, prin selectie deosebita,
face posibila alegerea materialului vegetal de cultura in vitro care in afara de caracterele
valoroase din punct de vedere economic, productivitate crescutd, manifestd si rezistentd la
diferiti agenti patogeni sau factori abiotici [115].

Bolile la plante cauzate de fitopatogeni provoaca pierderi pentru economia globala de
peste 220 de miliarde de dolari anual (FAO, 2022) [111]. Programele de imbunatatire genetica
prevad modalitati de reducere a impactului cauzat de boli si daunatori asupra culturilor agricole
prin dezvoltarea de soiuri rezistente sau tolerante. Au fost implementate noi somaclone din
diferite culturi cu caracteristici utile pentru reproducere, precum rezistenta la agenti patogeni,
toleranta la stres abiotic si productivitate ridicata [47; 116; 217].

Plantele de tomate (Solanum lysopersicum L.) cu rezistentd Tmbunatatita la fuzarioaza
(Fusarium oxysporum) au fost obtinute prin expunerea calusului la acid fusaric [295].
Somaclonele de cartof rezistente la blena timpurie, cauzata de Alternaria solani si blena tarzie
(Phytophthora infestans) au fost regenerate din protoplasti de cartofi (S. tuberosum L.) soiurile
,»Rssset Burbank” si ,,Bintje” [73].

Prin selectia regenerantilor plantelor de garoafe (Dianthus cayophyllus L.) au fost

obtinute somaclone rezistente la filtratul de cultura de Fusarium oxysporum f. sp. Dianthi [322].
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De asemenea, somaclonele din embrionii imaturi a doud soiuri indiene de grau de primavara
(HUW 206, HUW 234) in generatia R3 - R4, s-au caracterizat prin randament inalt, coacere si
maturitate timpurie, rezistenta sporita la rugina frunzelor si Fusarium in comparatie cu forma
initiala, iar caracterele imbunatatite au fost apreciate in generatia Rs [48]. Rezistenta florii
soarelui (Helianthu sannuus L.) la Alternaria helinathi a fost imbunatatita prin expunerea
culturilor de calus la filtratele Alternaria [275]. La ghimbir (Zingiber officinale Rosc.) s-au
obtinut mutanti rezistenti impotriva agentului patogen al ofilirii (Fusarium oxysporum f. sp.
zingiberi Trujillo) prin selectia in vitro [67]. Bananul (Musa paradisiaca) este unul dintre cei mai
cultivati pomi fructiferi din lume, dar si afectat de multi patogeni. Pentru a obtine soiuri din
subgrupul Cavendish tolerant la Fusarium oxysporum f. sp.cubense, din rasa tropicala Foc-TR4
au fost identificate noua variante somaclonale de bananieri rezistenti la Fusarium [116].

Obtinerea de plante tolerante la stres este prima prioritate a agronomilor si cercetatorilor.
In acest scop, dintre diferitele tehnici adaptate, selectia in vitro a plantelor pe baza de culturi de
tesuturi este cea mai eficientd si rapida practica. Plantele selectate pot prezenta stabilitate
genetica, dar vor fi plante, celulele sau tesuturile careia care au demonstrat toleranta la conditiile
de stres [267]. Selectia variantelor somaclonale in conditii in vitro, urmata de identificarea
acestora, includerea in procesul de ameliorare si evaluarea caracterelor in conditii in vivo,
conduce la obtinerea de noi soiuri cu un potential agronomic mai ridicat. Pe baza variabilitatii
somaclonale, s-au obtinut forme rezistente la seceta, temperaturi scazute si salinitate [260].

Au fost generate somaclone ale unor culturi care sunt baza in industria alimentara
globala: grau, orez, banan, cartof [296]. in culturile de grau au fost generate somaclone cu
toleranta crescuta la acest factor abiotic [34; 173]. Alte somaclone de grau au fost folosite in
calitate de surse de alele pentru dezvoltarea de noi tulpini de somaclone cu o crestere mai mare a
radacinilor si rezistentei la seceta [201].

Toleranta la frig a ananasului a fost dezvoltata prin selectia la rece in vitro a variatiilor
somaclonale. A fost utilizata temperaturd scazuta ca agent selectat, iar conditia extrema letala
pentru culturile de ananas in vitro a fost 0°C timp de 72 de ore. Linia toleranti la frig a fost
obtinuta prin trei selectii consecutive cu tratamente de soc la rece a calusului embriogen de
ananas. Rezistenta la frig imbunatatita semnificativ a fost reflectata de rata de supravietuire mai
mare, continutul crescut de prolind in comparatie Cu aceleasi calitati la martor [346; 357].

Cercetarile efectuate asupra somaclonelor generate prin cultura de tesut (CPF-248) a
trestiei de zahar (Saccharum officinarum L.) au demonstrat toleranta sporita la secetd, cu
fotosinteza imbunitatita si raspuns antioxidant. In plus, varianta somaclonala IPSV1 a depisit

varianta IPSV2 [230].
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Toleranta la stresul salin (0, 40, 80 si 160 mM de NaCl) a fost testatd la 32 de linii
regenerante din calus utilizand in calitate de explante frunze de vinete (Solanum melongena),
evaluate in conditii in vitro si in vivo. S-a observat o toleranta semnificativa la salinitate la patru
regeneranti (R18, R19, R23 si R30), a fost de pana la 80 mM NaCl, comparativ cu linia parentala
(P), nivelul de toleranta fiind pana la 40 mM NaCl. Somaclonele au prezentat o scadere a
carbohidratilor solubili, o crestere semnificativda a amidonului si mentinerea unui continut
semnificativ de clorofila in conditii de salinitate [143].

Pykalo S. si coaut. [262] demonstreaza raspunsul genotipic la stresul de salinitate
(concentratia de clorura de sodiu de la 0,6 la 1,5%) in cultura de meristeme apicale ale lastarilor
de triticale de iarna, exprimat prin diferite cresteri de masa bruta si potential morfogenetic diferit.
Cea mai rezistentd la stresul salin (1,5% NaCl) s-a dovedit a fi linia 38/1296, care poate fi
folosita ca material valoros. Cultura de meristeme apicale de lastari se recomanda a fi aplicata ca
sistem de testare pentru screening-ul genotipurilor de triticale rezistente la stresul salin.

Cercetarile au aratat In mod repetat ca triticale a prezentat o mare diversitate genetica
pentru rezistenta la stres abiotic cum ar fi seceta, inghetul si frigul, incoltirea Tnainte de recoltare,
inmlastinirea, salinitatea, deficienta si toxicitatea minerala [44; 45; 69] si, cel mai probabil,
aceastd diversitate nu a fost Incd pe deplin exploratd din cauza cercetarii foarte limitate si a
esantionului mic studiat de somaclone. Triticale este, de asemenea, tolerant la pH scazut (soluri
acide), creste bine pe soluri sodice si tolereaza soluri bogate in bor [43].

Rezultatele empirice obtinute in selectia celulard pentru rezistenta la factorii de stres
abiotic si biotic [69], variatia somaclonala [245] si ingineria genetica [349] confirma posibilitatea
utilizarii abordarilor biotehnologice pentru extinderea potentialului genetic de triticale si
imbogatesc genotipurile existente cu multe trasaturi. Utilizarea acestor tehnici va necesita un
studiu mai detaliat al variatiei genomice si al stabilitatii genetice in celulele crescute pe medii
nutritive de cultura in conditii in vitro. Studiul variatiei somaclonale la triticale este de interes nu
numai pentru cercetarea fundamentald, ci si pentru selectia practica, deoarece somaclonele pot
servi ca sursd de diversitate genetica. Prin urmare, studiile citogenetice si genetice moleculare
sunt parte integrantd a biotehnologiilor aplicate pentru aceasta cultura, sporind eficacitatea

utilizarii acestei abordari pentru rezolvarea problemelor aplicate [263].
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1.4. Mecanisme de inducere a variabilitatii in vitro la plante
Mecanismele variabilitatii genetice in cultura de celule si tesuturi vegetale in vitro produc
o evolutie acceleratd de reorganizare a cariotipului cu obtinerea variatiilor somaclonale,
determinate de adaptibilitatea biologicda a organismului vegetal. Potentialul variabilitatii
somaclonale preexista si Se realizeaza in anumite conditii de cultura a genotipului in vitro [370].
In ultimele decenii natura genetica si mecanismele de aparitie a variabilititii somaclonale
au devenit obiectul unei atentii deosebite. Conform datelor din literatura, factorii majori care
influenteaza variatiile somaclonale sunt caracterizati pentru diverse specii de plante derivate prin
culturi de tesuturi [117; 158; 159; 272; 363; 368] si pot fi grupati in felul urmator:
1. Factori endogeni: a) genetici — genotipul; b) fiziologici — originea, natura si stadiul de
dezvoltare a explantului primar si al donatorului de explant;
2. Factori exogeni: a) chimici — compozitia mediului de cultura, concentratia si raportul
diferitilor reglatori de crestere; b) fizici — conditiile de culturd (temperatura, lumina,

umiditatea) si durata de cultivare.

Genotipul are o influenta puternica asupra calusogenezei, morfogenezei, regenerarii si
gradului de variatie printre somaclone, de aceea identificarea si screening-ul genotipurilor
valoroase, ce poseda o ratd inaltd de calusare si regenerare in vitro sunt extrem de importante in
obtinerea somaclonelor utilizate ulterior in lucrarile de selectie [324].

Rata explantelor initiale convertite In plantule sau plante integre se referd la eficienta
regenerdrii culturii, care este influentatd in principal de genotip si explante. Prezenta unui efect
genetic puternic a fost raportata pentru grau [94], mei etiopian [257] si orez [129].

La grau, numarul de embrioni somatici formati din embrioni imaturi cultivati a fost
influentat in principal de genotip, In care soiurile cu cele mai bune performante au obtinut 1,4-
1,8 plante/explant [138]. S-a studiat conjugarea proceselor de morfogeneza in cultura
embrionilor imaturi la 15 soiuri de grau comun de primavara de diverse origini ecologice si
geografice. Polimorfismul soiurilor a fost relevat in ceea ce priveste capacitatea de calusare,
morfogeneza si regenerare a plantelor. Frecventa calusogenezei a fost de 94,3 %, variind de la
76,6 la 100 % in functie de genotip. Un proces morfogenetic activ a fost observat in tesuturile
calusului la 72 % dintre soiurile testate [380].

Inducerea calusului si frecventa de regenerare a orzului depind de mai multi factori,
principalii fiind: genotipul, sursa explantelor si mediul de cultura [30; 258]. De asemenea, la in
(Linum usitatissimum L.) se observa formarea calusului si regenerarea lastarilor in vitro pe

mediu nutritiv. MS, suplimentat cu 0,05 mg/l acid 1- naftilacetic (ANA), 1,0 mg/l 6-
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benzilaminopurinda (BAP) si 30 g/l zaharoza. Frecventa calusogenezei (15-100%) si
organogenezei (10,0 — 93,8%) sunt influentate de genotip [219].

Eficienta regenerarii la 18 genotipuri de mei etiopian (Eragrostis tef (Zucc.) Trotter) a
fost studiata folosind ca explant trei dimensiuni de embrioni imaturi (mici, intermediari si marti).
Regenerarea in vitro a fost afectatda semnificativ de genotip si dimensiunea embrionului imatur
utilizat ca donator. Embrionii imaturi de marime intermediara care aveau o lungime de 101-350
um au condus la cel mai mare procent de regenerare [257].

Calusogeneza, organogeneza si cultura suspensiei celulare de musetel (Matricaria
chamomilla L.) sunt direct influentate de genotip. In studiul asupra calogenezei si regenerarii in
vitro la sase genotipuri de musetel S-a observat ca regenerarea a fost 77,5% dependenta de
genotip in embriogeneza directa si 77% in cazul embriogenezei indirecte [32].

Astfel, rolul genotipului drept sursd primordiald in determinarea existentei si nivelului
raspunsului explantelor la cultura in vitro este dovedit prin multiple studii si confirmat pentru

numeroase specii de plante.

Explantul primar. Originea, natura si stadiul de dezvoltare al explantului primar sunt
foarte importante deoarece determind nu doar frecventa de inducere a calusului, tipul de
morfogeneza, dar si frecventa variatiilor somaclonale. Mai multe rapoarte au indicat capacitatea
totipotenta a celulelor vegetale prin care planta poate fi regenerata, ulterior fiind utilizata pe
scard largd Tn mai multe studii de baza, cum ar fi micropropagarea, conservarea germplasmeisi
formarea plantelor modificate genetic. Regenerarea in vitro a plantelor este un proces in care
explantele, dupa ce au fost supuse dediferentierii, diviziunii si diferentierii celulare, formeaza
organe si tesuturi pe parcursul perioadei lor de crestere [92; 369].

Frecventa si natura variatiei somaclonale sunt influentate de originea sursei de explant.
Tesuturile diferentiate, cum ar fi radacinile, frunzele si tulpinile produc in general mai multe
variatii decat explantele, precum meristemele preexistente, cum ar fi mugurii axilari si varfurile
lastarilor [121; 187]. La plantele medicinale, cele mai eficiente explante, care permit regenerarea
lastarilor direct sau prin calus, sunt reprezentate de fragmente de frunze, fragmente de tulpini
nodale si internodale si varfuri apicale. Diferite tipuri de explante reactioneaza diferit la aceeasi
variantd nutritionalda. De exemplu, calusurile obtinute prin inocularea fragmentelor de
internoduri, frunze si radacini din Rhodiola rosea L. pe mediu Murashige-Skoog (MS),
suplimentat cu BAP si 2,4-D, au fost diferite in ceea ce priveste culoarea, viteza de proliferare si

capacitatea organogenetica [127].
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Prin citometria in flux, s-a detectat ca calusul initiat din lastari a regenerat plante de
Curcuma aromatica Salisb., sunt preponderent diploide (circa 75 %) sau mixoploide (circa
25%), iar analiza distributiei continutului de ADN a confirmat prezenta celulelor diploide,
tetraploide si octoploide [222].

Gramineele prezinta plante cu o dificila pretabilitate pentru cultura in vitro. Frecventa
formarii calusului embriogen si a regenerantilor din embrioni imaturi si antere pentru cerealele
de baza (Triticum, Triticale, Oryza) a variat in limite destul de largi. Au fost elaborate tehnologii
de cultivare indelungata (de peste 2 ani) a tesutului cu capacitafi Tnalte embriogene si de
regenerare din embrioni imaturi de grau cu potential diminuat al acesteia pentru obtinerea
soiurilor [258].

Embrionii maturi de cereale pot fi introdusi in cultura in vitro pentru a obtine calus [51;
157; 338]. Cu toate acestea, embrionii imaturi, de asemenea, s-au dovedit a fi explante deosebit
de promitatoare pentru calusogeneza [218; 292, 336; 337]. La grau, embrionii imaturi sunt cel
mai utilizat tip de explant pentru initierea culturilor, fiind totodata un obiectde studiu incomod
embrionii maturi care sunt usor de depozitat si disponibili pe termen lung pentru cercetare [137].

Date similare privind beneficiile in inducerea formarii calusului explantelor din stadiile
anterioare de dezvoltare au fost obtinute in studiul varfurilor lastarilor de sorg [97], anterelor
imature de grau [367] si de orez [285], segmente tinere de cotiledon de Arabidopsis [121; 269] si
frunze tinere de trestie de zahar [50]. Aceste rezultate pot fi explicate prin faptul, ca inducerea
formarii calusului implica reprogramarea celulelor explantului initial cu potential morfogenetic
[158; 159] si ontogenetic [363].

Pentru secara (Secale cereale L.) cel mai bun tip de explant pentru regenerarea plantelor
s-a dovedit a fi embrionul matur sustinut de endosperm, cu cea mai mare ratd a calusului
embriogen (60%) si eficientd de regenerare (n=1,24) obtinute pe mediul MS, care contine
maltoza si 12 mg/L picloram [153].

Inducerea calusului si frecventa de regenerare a orzului depind de unii factori, cum ar fi
genotipul, sursa explantelor si mediul de cultura [30; 52; 258]. Embrionii imaturi sunt utilizati
cel mai frecvent ca sursda de explante pentru regenerarea in Vitro si transformarea genetica a
orzului, datoritd potentialului mai inalt de regenerare [134; 279; 298]. Cu toate acestea,
embrionii maturi sunt preferabili embrionilor imaturi, deoarece au avantaje precum depozitarea
usoara si disponibilitate rapida [212]. Pentru inducerea calusului mai frecvent sunt utilizati

embrionii maturi sustinuti de endosperm [146], precum si embrionii maturi excizati [146; 338].
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Sursa si dimensiunea explantului influenteaza eficienta regenerarii. Studiul la orzul de
malt soiul Morex a evidentiat cd embrionii mai mici (0,5-1,5 mm) au o eficientd de regenerare
mai mare decdt embrionii mai mari (1,6-3,0 mm) [76]. In mod similar, la iarba Sudanului
(Sorghum sudanense Piper) embrionii imaturi mai mici (0,7-1,5 mm) au fost mai buni decat cei
mai mari (1,6-2,5 mm) in ceea ce priveste viteza si frecventa formarii calusului si lastarilor
[136]. Au fost studiate diverse tehnici de regenerare in vitro pentru meiul etiopian (Eragrostis tef
(Zucc.) Trotter). In calitate de explante in aceste investigatii au servit rasaduri, ridacini, frunze,
seminte, spiculete sau panicule imature si embrioni imaturi, care au asigurat un procent

substantial de regenerare [257].

Perioada si durata de subcultivare. Varsta culturii si numarul de subcultivari
favorizeaza aparitia variatiilor somaclonale. Cu cat o culturd este mentinuta mai mult timp in
vitro, cu atét variabilitatea somaclonala este mai extinsa. Variantele cariotipice se acumuleaza
odata cu cresterea varstei calusului si, ca urmare, Cresc sansele de obtinere a noi variante de
plante in timpul subcultivarii succesive [189]. In afari de aceasta, multiplicarea rapidi a
tesuturilor, In timpul micropropagarii, poate afecta stabilitatea genetica a acestuia. Khan S. si
colaboratorii [182] au raportat ca dupa a opta subcultura, numarul variantelor somaclonale a
crescut cu o scadere simultana a ratei de multiplicare a propagulelor la banana.

In mod similar, Clarindo W. si colaboratorii [82] a recomandat limitarea la 4 luni a
pastrarii suspensiilor agregate de celule de cafea pentru multiplicarea in masa a tipurilor initiale,
deoarece a fost observata instabilitatea ploidiei in cultura in vitro pe termen lung.

De asemenea, la cultivarea in vitro din internoduri a soiurilor de masline, s-au observat
diferente semnificative ale caracterelor morfologice la plantele regenerate dupd a saptea
subcultura, fapt confirmat ulterior prin analiza RAPD [113].

Mentionam cd, la cresterea ratei variatiilor somaclonale, in special a culturilor de
suspensie celulard si calus, contribuie nu doar numarul de subculturi dar si durata acestora.
Studiile au atestat ca variatia somaclonala este mai evidenta la plantele regenerate din culturi pe
termen lung [56]. A fost observat ca proliferarea in vitro induce hipermetilarea ADN-ului intr-un
mod dependent de timp, iar modificarile metilarii ADN-ului sunt implicate in modularea
expresiei capacitatii embriogene in timpul culturii de tesut a palmierului de ulei [281].
Regenerarea plantelor in vitro din antere sau microspori izolati din orz [60], triticale [200] si
multe alte specii induce numeroase modificari care afecteaza secventele genomului si modelele

de metilare a ADN-ului [239].
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La cultura Curcuma aromatica, au fost obtinuti regeneranti si s-a dovedit citofotometric
caracterul poliploid al unor plante. Frecventa celulelor poliploide a fost mai mare in cazul
regenerantilor obtinuti dintr-un calus cultivat timp de 180 de zile comparativ cu cei dintr-un
calus de 6 zile. Conform opiniei unor autori frecventa crescuta a celulelor poliploide ar putea fi

atribuita subcultivarii indelungate a calusului [222].

Mediile de cultura. Un factor important pentru succesul calusogenezei si regenerarii
plantelor este componenta mediului nutritiv, care include in principal diferite cantitati,
concentratii si combinatii de micro-, macroelemente, vitamine si cel mai important reglatori de
crestere [2; 126], in special auxine si citochinine [103].

Mai multi reglatori de crestere, cum ar fi acidul 2,4-diclorfenoxiacetic (2,4-D), acidul
naftilacetic (ANA) si BAP (6-benzilaminopurind), derivati sintetici de feniluree (4-CPPU, PBU
si 2,3-MDPU) sunt considerati responsabili pentru variabilitatea geneticd [313]. Cultivarea
indelungata pe mediul care contine 2,4-D influenteaza nivelurile mai mari de ploidie ale ADN-
ului in celulele calusului [304], iar folosirea acidului 3-indolilacetic (AlA) si a inozitolului in
mediul de culturd au indus rearanjamente ADN si modificari de metilare in culturile de calus de
morcov (Daucus carota) [49].

In literatura de specialitate existd date ce indica ca, nu doar concentratia, dar si raportul
dintre diferiti reglatori de crestere afecteaza aparitia variatiilor in vitro. Acidul 2,4-
diclorofenoxiacetic (2,4-D) si acidul 3,6-dichloro-2-methoxybenzoic (dicamba) au fost utilizati
cu succes pentru inducerea calusului la orz [331]. 2,4-D, dicamba si acidul 4-amino-3,5,6-
trichloro-2-pyridinecarboxylic (picloram) au fost testate pentru a determina efectele lor asupra
inducerii calusului in cultura de embrioni imaturi de orz [258]. In plus, existd cercetari care au
fost efectuate pentru a determina efectele acestor auxine asupra formarii calusului si regenerarii
plantelor in cultura de embrioni maturi de orz [338]. De asemenea, rezultate similare au fost
obtinute la cultura de embrioni maturi de grau si triticale [52; 68].

Pentru a induce calusogeneza si regenerarea plantelor de triticale, embrioni imaturi si
maturi sustinuti de endosperm a sase soiuri (BDMT-98-8S, Melez-2001, Mikham-2002, Presto,
Tacettin Bey si Tatlicak-97) au fost inoculati pe mediul MS suplimentat cu 2 mg de acid 2,4-
diclorofenoxiacetic (2,4-D), si respectiv 8 mg de 2,4-D. Cel mai util explant pentru regenerarea
plantelor de triticale au fost embrioni imaturi, capacitatea de regenerare constituind 97,3% [68].

Au fost selectate concentratii optime ale componentelor mediilor nutritive in etapele de
micropropagare clonala a 3 soiuri de cartofi (Lyubava, Kemerovochanin si Tuleevskiy). A fost

studiatd, in fazele de reproducere si inradacinare a regenerantilor, influenta unor constituienti ai
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mediului de cultura (zaharoza, agar-agar, reglatorii de crestere: ANA - acid a-naftil acetic, AlA -
acid B-indolil acetic si AIP - acid B-indolilpropionic) S-a evidentiat cea mai buna dezvoltare a
plantelor pe mediu nutritiv cu suplinirea de 4 g*L™ de agar - agar, iar adiugarea zaharozei in
concentratie de 3-5 % a contribuit la formarea mai multor internoduri [99].

Pentru dezvoltarea si evolutia explantelor, culturile trebuie mentinute in conditii
controlate de lumina, temperaturd, fotoperioada si umiditate. De exemplu, conditiile de iluminare
pot fi stresante pentru explantele inoculate, rezultand regeneranti cu fenotipuri anormale [170].

Reglatorii de crestere a plantelor pot afecta rata variatiei somaclonale atat direct, cat si

indirect prin cresterea coeficientului de multiplicare si inducerea lastarilor [125].

Regenerarea plantelor in vitro este un proces in care explantele, dupa ce au parcurs
reprogramarea, diviziunea si diferentierea celulard, formeaza organe si tesuturi pe parcursul
perioadei de crestere a acestora [93]. Desi principiile de baza ale regenerarii plantelor sunt
cunoscute de mult timp, mecanismele celulare, moleculare si fiziologice bazate pe acestea sunt in
curs de cercetare. Rapoartele recente demonstreaza implicarea semnalelor moleculare in
raspunsurile organogenezei si embriogenezei. Cu toate acestea, unele modificari celulare, cum ar
fi aparitia variatiilor somaclonale si a anomaliilor In timpul procesului de regenerare a plantelor
in vitro, pot fi asociate cu efecte adverse asupra eficacitatii regenerarii plantelor. Studiile
anterioare sugereaza ca, in unele cazuri, regenerarea plantelor implica reprogramarea celulelor
somatice distincte, in timp ce in altele, este indusa de activarea celulelor relativ nediferentiate in
tesuturile somatice [303].

Regenerarea in vitro a plantelor poate fi efectuata prin diverse tipuri de morfogeneza
(organogeneza sau embriogeneza somatica) [158]. Organogeneza este procesul de multiplicare a
celulelor explantului pe medii adecvate cu initiere si formare de calus, care prolifereazd si
formeaza structuri prenodulare, ultimele participand la formarea de novo a centrelor morfogene
Regenerarea plantelor in vitro prin organogeneza este rezultatul formarii organelor prin
dediferentierea celulelor diferentiate si reorganizarea diviziunii celulare pentru a crea primordii
si meristeme cu generare de organe dupa conexiunea vasculara dintre explant si organul nou
regenerat [98].

in embriogeneza somaticd, in primul rand, se formeazd o celuld structurala similard
embrionilor zigotici, iar apoi intreaga planta este regenerata [158; 166]. Embriogeneza somatica
este una dintre tehnicile biotehnologice de multiplicare a soiurilor economic importante. Acest
proces este bazat pe manifestarea totipotentei celulelor vegetale in care embrionii apar din celule

somatice sau vegetative dacd nu are loc fertilizarea [233]. Celulele somatice trec prin stadii de

45



embriogeneza prin dezvoltarea structurilor asemandtoare embrionilor zigotici fard fuziunea
gametilor. Embriogeneza somatica ar putea fi potrivita pentru propagarea in masd a speciilor de
culturi pe cale de disparitie [59] si pentru productii comerciale.

Desi capacitatea de regenerare a plantelor variaza semnificativ in diferite genotipuri,
micropropagarea a fost aplicata comercial la nivel mondial. In ultimii ani, au fost studiati mai
multi agenti care regleaza regenerarea plantelor, cum ar fi fitohormonii exogeni [163; 233], tipul
explantului [259] ce influeneaza reprogramarea celulelor somatice diferentiate si activarea
celulelor relativ nediferentiate in tesuturile somatice [158]. La moment se mentine actualitatea
studiilor despre influenta mecanismelor celulare, moleculare si fiziologice asupra eficientei

regenerarii plantelor si se discuta despre impacul factorilor de dezvoltare si de mediu [303].

Mutageneza — factor de suplimentare a variatiilor genetice. Mutatiile sunt definite ca
modificari ereditare ale secventei ADN, care nu sunt derivate din segregarea geneticd sau
recombinare [226]. Mutatiile pot fi folosite ca instrument pentru studiile functionale ale genelor
si pentru a crea variabilitate genetica [194]. Ratele de mutatie spontana la plantele superioare
sunt scizute, variind de la 10° la 108, Mutageneza este o strategie importanti pentru cresterea
frecventei mutatiilor [87; 203], permitand studii de genomica functionalad si dezvoltarea de noi
genotipuri.

Mutageneza indusd este un fenomen unic, frecventa aparitiei sale intr-o populatie de
celule depiseste triplu frecventa mutatiilor spontane care apar in naturi. In baza de date
FAO/IAEA pana in prezent sunt inregistrate peste 3.200 de soiuri de plante, care au fost produse
prin mutageneza, mai mult de jumatate dintre soiurile inregistrate provin din orez (Oryza sativa),
orz (Hordeum vulgare), grau (Triticum spp.), soia (Glycine max), porumb (Zea mays) si
crizanteme (Chrysanthemum spp.) [109; 307].

Variatia geneticd a mutantilor poate fi indusa fie prin tratamente specifice cu mutageni
fizici: radiatiile ionizante (raze X si raze gama), radiatii neionizante (ultraviolete) si radiatii
corpusculare (protoni, neutroni, particule alfa si beta), chimici (agenti de alchilare si azide), fie
prin cultura de tesut [196; 307].

Mutageneza fizica consta in aplicarea radiatiilor ionizante (X si y) si neionizante (UV),
pentru a genera mutatii aleatorii in materialul vegetal [53]. Nautul (Cicer arietinum), fiind o
cultura autogama cu compatibilitate sexuald foarte limitatd si cu majoritatea genotipurilor
salbatice, a fost tratat cu diferiti mutageni fizici si chimici pentru a imbundtiti structura genetica

si selecta mutanti cu un continut marit de clorofila, proteine si minerale [265]. La orz (H.
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vulgare), utilizarea razelor X in calitate de mutagen a contribuit la dezvoltarea si selectia
formelor mutante cu trasaturi agronomice importante (perisori densi, maturitate timpurie) [197].

Radiatia gama este unul dintre cei mai utilizati agenti mutageni la plante, deoarece se
raporteaza ca induce o variabilitate genetica ridicata [206]. Acest tip de radiatie poate fi generat
de radioizotopi, cum ar fi carbon - 14 (C'%), cobalt - 60 (Co®), cesiu - 137 (Cs™') si plutoniu -
239 (Pu®?) [278; 307]. Leziunile primare cauzate de radiatiile gama intirzie sau inhiba
diviziunea celulara si afecteazd activitatea mitotica, rata de crestere, fotosinteza, modularea
sistemului antioxidant si acumularea de compusi fenolici. Inducerea eficienta a mutagenezei prin
radiatie gama necesitd determinarea dozei optime de radiatie, adica doza care reduce 50 % din
populatie (doza letala mediana, DLso) [307].

Dozele mari de radiatie pot induce radioinhibitia prin afectarea promotorilor de crestere
si, in cele din urmd, pierderea capacitatii regenerative, malformatia si distrugerea tesuturilor
[317]. Testele de radiosensibilitate permit determinarea dozei adecvate de radiatii pentru a
induce cea mai mare rata de mutatii cu cele mai neglijabile efecte asupra materialului genetic
[307]. Stimularea mutatiilor poate fi obtinuta cu doze mici de radiatii care favorizeaza inducerea
metabolitilor si a modificarilor biochimice implicate in regenerarea plantelor [317]. La porumb si
rasadurile de Agave tequilana var. albastru, iradiate cu DLso intre 20 si 25 Gy S-a indus numarul
de lastari si a crescut dimensiunea rasadurilor, in timp ce la 16 Gy a crescut masa calusului [41].
Pentru Solanum tuberosum var. Désirée (cartof), DLso de 10 Gy a sporit regenerarea calusului
vegetal cu 71 % [41].

Mutageneza in vitro ofera posibilitatea de raspandire rapida si masiva a plantelor mutante
[307]. Inducerea mutatiilor prin iradiere gama s-a observat in muguri si semintele colectate din
camp, precum si in culturi de tesuturi, protoplasti si calus [314; 315]. Prin aceasta tehnica,
populatiile mari de plante pot fi gestionate in conditii controlate, in spatii reduse si in orice
perioada a anului [148]. Pe de o parte, tehnicile biotehnologice in vitro garanteaza calitatea si
siguranta, care, combinate cu tehnici de mutageneza, permit selectarea caracteristicilor
agronomice remarcabile la plantele de importanta biologica si economica. Utilizarea diferitelor
doze (10, 30 si 50 Gy) la explantele de cultura in vitro de Eriobotrya japonica L. (Loquat) a
facut posibila accelerarea programelor de reproducere in care combinatia de explante apicale
cultivate pe mediu MS, a favorizat o crestere mai mare a diametrului calusului, numarului de
lastari, frunze, si indltimea plantulelor in variantele iradiate cu 10 Gy [381].

In ultimul deceniu au fost inregistrati mutantii Oryza sativa L., Solanum lycopersicum L.,
si Bougainvillea spp. (FAO/IAEA, 2012). Datele din literatura indica ca 92 % dintre mutantii de

orez sunt obtinuti prin iradiere cu razele y, care genereaza variabilitate genetica la majoritatea
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genotipurilor cu caracteristicile organoleptice, maturitate timpurie, precum si rezistenta la
infectia cu Nilaparvata lugens [108; 144].

Din semintele de tomate (S. lycopersicum L.) supuse radiatiilor s-au obtinut mutanti cu
randament sporit si calitatea imbunatatita a fructelor (forma, marimea si culoarea frunzelor), dar
si cu o toleranta mai inaltd la stresul termic (FAO/IAEA, 2012). Efectul radiatiei gama asupra
inducerii rezistentei la stresul salin a fost raportat la cartof (S. tuberosum L.) [339].

Plante mutante de orez (O. sativa L.) au fost obtinute prin iradiere cu razele y la dozele
50-350 Gy. Astfel, au fost selectati mutanti de orez (50 Gy), care s-au evidentiat prin
imbunatatirea Insusirilor agronomice (inaltimea plantei, numarul de freze, greutatea lastarilor si
radacinii, biomasa totala si lungimea paniculelor), calitatea nutritionald, toleranta la stres biotic si
abiotic (salinitate) si rezistenta la erbicide [306; 330].

Numeroase studii au raportat ca, cultura in vitro separat sau combinatd cu mutageneza
poate fi utilizatd pentru a genera plante cu variabilitate genetica crescuta si mutanti, ca o sursa
potentialda de noi culturi comerciale. La trestia de zahar (Saccharum officinarum L.) au fost
investigate mutageneza indusa de raze gama si cultura in vitro si toleranta la salinitate (NaCl).
Culturile de calus embriogenic au fost iradiate (10 - 80 Gy) iar apoi, calusul iradiat a fost tratat
cu NaCl (0, 50, 100, 150, 200 si 250 mmol L™!). Din 138 de clone au fost selectate 18 clone
mutante care au prezentat cresterea nivelului de zahar [235].

Efectele radiatiilor gama asupra plantelor de cafea (Coffea arabica L. var. typica) din
generatia M1 au fost evaluate folosind doze de iradiere de 0, 50, 100 si 150 Gy. La plantele care
au supravietuit iradierii cu doza de 100 Gy au fost observate modificari morfologice pentru
forma si varful frunzei, culoarea frunzelor tinere, inaltimea plantei, diametrul tulpinii, numarul
de frunze pe planta, lungimea si latimea frunzelor [264].

Mutageneza a contribuit la aducerea pe piatd a mii de soiuri de plante cu insusiri
fenotipice imbunatdtite precum si performanta agronomicd, caracteristicile nutritionale,

rezistenta la boli, toleranta la factori de mediu, rezistenta la erbicide si multe altele [226].

Concluzii la capitolul 1

Analiza literaturii de specialitate denota la plantele de cultura exstenta unei variabilitati
genetice si diversitati limitate, ceea ce le face vulnerabile fata de fluctuatiile tot mai accentuate
ale conditiilor de mediu si a factorilor limitativi. Sumand informatiile bibliografice se constata:

1. Evaluarea diversitatii genetice prin  metodele: morfologice, fiziologice,

biochimice, citologice si moleculare pune la dispozitia cercetatorilor un material initial de
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ameliorare cu caractere valoroase, pentru obtinerea soiurilor moderne cu rezistenta ridicata la
factorii de stres biotic si abiotic.

2. Triticalele au o importantd economica deosebitd pentru omenire, fiind utilizate in
alimentatia umana, hrana animalelor si productia de biocombustibil, pentru controlul eroziunii
solului, ca culturd de acoperire, iar imbunatatirea constantd a formelor existente sau crearea de
noi soiuri este extrem de importanta.

3. Interesul sporit fatd de ftriticale este conditionat de productivitatea nalta,
continutul Thsemnat de proteind n boabe cu aminoacizi esentiali, rezistenta la iernare, seceta si
maladii, toleranta la toxicitatea sarurilor, de asemenea nu este pretentioasa fata de sol.

4. Diversitatea geneticd in cadrul germoplasmei triticalelor este scazutd, fapt
conditionat de durata scurtd de viata a acestei culturi de la crearea ei, iar reproducerea ar trebui
sd se concentreze pe generarea variabilitatii genetice In cadrul fondului genetic disponibil
pentru a imbunatdti aceasta culturd promitatoare.

S. Studiul variatiei somaclonale la triticale este de interes nu numai pentru
cercetarea fundamentald, dar si pentru selectia practicd, deoarece somaclonele pot servi ca
sursa de diversitate genetica, iar pentru extinderea potentialului genetic si imbogatirea
genotipurilor existente poate fi utilizata metoda culturii de tesuturi si celule in vitro.

6. Factorii de inducere a variatiilor somaclonale prin metoda culturii in vitro pot fi
endogeni: genetici — genotipul; fiziologici — originea, natura si stadiul de dezvoltare a explantului
primar si al donatorului de explant; si exogeni: chimici — compozitia mediului de cultura,
concentratia si raportul diferitilor reglatori de crestere; fizici — conditiile de cultura (temperatura,
lumina, umiditatea) si durata de cultivare.

7. Mutageneza indusd este unul dintre cele mai puternice instrumente pentru
extinderea variabilitatii genetice necesare dezvoltarii surselor de germoplasma valoroase. Razele
gama induc schimbari citologice, genetice, biochimice, fiziologice si morfologice in dependenta
de doza iradierii i sunt pe larg utilizate pentru inducerea variabilitatii la plantele de cultura.

8. In contextul studiilor analizate sunt expuse mai multe rationamente privind rolul
radiatiei gama in cultura in vitro ca mutagen in generarea variabilitatii genetice si obtinerea

formelor noi de triticale cu caractere valoroase imbunatatite.
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2. CARACTERISTICA MATERIALULUI BIOLOGIC SI
METODELOR DE CERCETARE

Cercetarile privind inducerea variabilitatii genetice au fost realizate prin utilizarea
metodelor biotehnologice (calusogeneza, regenerarea in vitro, aclimatizarea materialului vegetal)
in complex cu mutageneza fizica (iradierea gama), iar pentru evaluarea variabilitatii Somaclonale
si induse a genotipurilor de triticale au fost aplicate metode ale geneticii cantitative (analiza
caracterelor biomorfologice), citologice, moleculare. Datele experimentale au fost prelucrate prin
metode statistice. Au fost aplicate protocoale standard, fiind optimizate si perfectionate in functie
de specificul obiectivelor de studiu.

Activitdtile experimentale au fost realizate in cadrul Laboratorului Genetica rezistentei
plantelor al Institutului de Genetica, Fiziologie si Protectie a Plantelor in cadrul proiectelor de
cercetare: Programul de Stat, 20.80009.5107.03 ,,Valorificarea eficienta a resurselor genetice
vegetale si biotehnologiilor avansate in scopul sporirii adaptabilitatii plantelor de cultura si
schimbdrile climatice” (2020-2023); 15.817.05.11F ,Sisteme de inducere a variabilitatii si
rezistentei plantelor, procedee tehnologice de sporire a productivitatii culturilor agricole” (2015-
2019); 11.817.0.4.04F ,,Biotehnologii avansate si mecanisme genetice si fiziologice de inducere
a variabilitatii genotipice si formarea unui potential genetic sporit de productivitate si rezistentd a
Cs si Cs plantelor” (2011-2014); 06.407.005F ,,Studiul variabilitatii genetice indusa de factori
fizici, chimici si biologici in vivo si in vitro, evaluarea genetico - moleculara a caracterelor de
productivitate, calitate si rezistenta la conditiile nocive ale mediului” (2006-2010); 01.14.02F
,Bilotehnologii moderne (genetico - moleculare) de sorire a variabilitatii ereditare valoroase

(rezistenta, productivitate, calitati) la plantele de cultura” (2001-2005).

2.1. Materialul si metodologia cercetarii

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.

Genotipurile studiate prezinta urmatoarele caracteristici:

Ingen 35 — spic alb, fara pubescenta, ariste albe, bob rosu. Spic de marime medie (9,5-
11,0 cm), cilindric, densitate medie (28 — 32 spiculete per spic). Bobul oval, masa a 1000 boabe
constituie 45 — 47 g, contine 13 - 14% proteine si 22 — 24% gluten. Numarul de boabe in spic

variaza intre 52 — 60, in spiculete intre 2 — 3. Perioada de vegetatie este 275 — 280 zile si face
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parte din grupul plantelor cu precocitate medie. Inaltimea plantelor este de 92 — 94 cm, numdrul
de tulpini per planta 2,8 — 3,0.

Tolerant la seceta, iernare, patulire si maladii (fainare, rugina galbena si bruna, fuzarioza,
septorioza).

Ingen 93 — spic alb, fara pubescenta, ariste albe, bob rosu. Spic de marime medie (9,5 -
11,0 cm), cilindric, densitate medie (28 — 31 spiculete per spic). Bobul oval, masa a 1000 boabe
constituie 46 — 47 g,contine 13 - 14% proteine si 22 — 24% gluten. Numarul de boabe in spic
variaza intre 54 — 62, in spiculete intre 2 — 3. Perioada de vegetatie este 276 — 282 zile si face
parte din grupul plantelor cu precocitate medie. Inaltimea plantelor este de 94 — 96 cm, numdrul
de tulpini per planta 2,8 — 3,0.

Tolerant la secetd, ger, cddere si maladii (fdinare, rugind galbena si bruna, fuzarioza,
septorioza).

188TR 5021 — spic alb, fara pubescenta, ariste albe, bob galben. Spic de marime medie
(11,5 - 13,5 cm), cilindric, densitate medie (29 — 33 spiculete per spic). Bobul oval, masa a 1000
boabe constituie 32 — 35 g. Numarul de boabe in spic variaza intre 60 — 68. Perioada de vegetatie
este 276 — 282 zile si face parte din grupul plantelor cu precocitate medie. Inaltimea plantelor
este de 100 — 103 cm, numarul de tulpini per planta 2,9 — 3,0.

Tolerant la secetd, ger, cddere si maladii (fainare, rugind galbena si bruna, fuzarioza,
septoriozd).

Experientele au fost efectuate in conditii de laborator, solariu si camp. in solariu au fost
cultivate variantele experimentale si martorul in substrat sol. In cAmp experientele au fost

efectuate in variante randomizate in trei repetitii conform recomandarilor standard [84].

2.2. Metoda culturii in vitro

Cultura in vitro este o metoda de perspectiva pentru obtinerea diversitatii genetice,
determinata de variabilitatea somaclonala, care se foloseste eficient in inducerea variabilitatii,
prin obtinerea somaclonelor ce prezinta interes agronomic [277; 350].

In scopul obtinerii culturii de calus a fost selectat materialul vegetal din care s-au prelevat
diferite tipuri de explante: embrioni maturi, fragmente de frunza aseptica de diferita varsta.
Materialul steril a fost prelevat de la plantule, obtinute prin regenerare directd in cultura in vitro

din embrioni maturi inoculati pe mediul Murashige-Skoog fara hormoni [227].
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Compozitia si prepararea mediilor de cultura.

Comporzitia mediului. Una dintre cele mai importante etape este optimizarea si prepararea
mediului nutritiv. In cadrul experientelor s-a utilizat mediul bazal Murashige-Skoog [227]. Au
fost preparate solutiile - stoc de: macro- si microelemente, fier chelat, vitamine si hormoni
(Tabelul 2.1).

Pentru initierea calusogenezei si embriogenezei au fost testate 6 variante de mediu
nutritiv cu mediul bazal Murashige-Skoog. Procesele de dezvoltare a plantei in cultura in vitro
sunt dirijate in special de reglatorii de crestere utilizati in mediu. In dependenti de concentratia
auxinelor si a citochininelor, precum si a coraportului dintre fitohormoni, depinde tipul de
morfogeneza obtinut [2]. Din variantele de mediu testate, s-a stabilit, cd mediul de cultura MS
suplimentat cu reglatori de crestere acid diclorofenoxiacetic 2,4-D (2,5 mg/l) si kinetina (0,2
mg/l), fiind cel mai optim pentru inducerea calusogenezei, suplimentat cu L-asparagina — 150

mg/l, mezoinozitol — 100 mg/1, glicind — 2 mg/l, acid ascorbic — 20 mg/1, zaharoza — 30 mg/I.

Tabelul 2.1. Componenta mediului Murashige-Skoog (MS)

Compozitia mediului MS (Murashige-Skoog, 1962)
Cantitatea, mg/I
Macroelemente
NHiNO3 Azotat de amoniu 1650
KNOs; Azotat de potasiu 1900
CaCl,*2H,0 Clorura de calciu 440
MgSOs*7H,0 Sulfat de magneziu 370
KH2PO4 Ortofosfat de monopotasiu 170
Microelemente
Kl lodura de potasiu 0,83
HsBO3 Acid boric 6,2
MnSO4 Sulfat de mangan 22,3
ZnS0O,*7H,0 Sulfat de zinc 8,6
Na,MoO,*2H,0 Molibdat de natriu 0,25
CuS0O4*5H,0 Sulfat de cupru 0,025
CoCl;*6H,0 Clorura de cobalt 0,025
NaEDTA Sare disodica EDTA 37,3
FeSO,*7H,0 Sulfat feros 27,8
Constituienti organici

CsH1206 +2HCO Mezoinositol 100
Vitamina B; Tiamina HCI 0,1
Vitamina Bs Piridoxina HCI 0,5
Niacina vitamina Bs Acid nicotinic 0,5
C2HsNO; Glicina 2
Clezzoll Zaharozé 30000

Inducerea morfogenezei a avut loc in rezultatul subcultivarii fragmentelor de calus pe
mediul de cultura MS, suplimentat cu BAP (2,2 mg/1) si 2,4-D (1,2 mg/l).
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Valoarea pH-lui a fost ajustata inainte de autoclavare pana la 5,6 - 5,8 cu solutie de KOH
0,1 N. Mediul de cultura s-a solidificat cu agar 7 g/l.

Sterilizare recipientelor si a mediilor de cultura. Vasele necesare pentru inocularea
explantelor si recipientele pentru pregatirea mediilor de cultura s-au sterilizat cu aer fierbinte in
dulapuri speciale de uscat la o temperaturd cuprinsa intre 170- 180°C. Mediile nutritive s-au
sterilizat prin autoclavare, in faza de vapori (10 min), apoi aerisire (20 min) si sterilizare in
conditiile de presiune P=1 atm si temperatura T=120°C direct in vasele de cultura.

Sectionarea si inocularea explantelor. Manipularea cu explante s-a efectuat utilizand
boxa cu flux laminar de aer steril. Embrionii maturi au fost aseptizati in solutie de hipoclorit de
sodiu 7 % (1:1) timp de 30 min, apoi au urmat 3-4 spalari repetate cu apa distilata sterila timp de
1 minut fiecare. Embrionii au fost decupati de la endosperm sub lupa binoculara si sterilizati
suplimentar in solutie diluata de hipoclorit de sodiu de 5,2 % (1:1) pentru un minut, apoi clatiti in
apa distilata pentru a reduce contaminarea explantelor. Fragmentele frunzelor tinere prelevate de
la plantule sterile au fost sectionate in dependenta de lungimea frunzelor si varsta explantului de
la 2 — 12 segmente de 1 - 2 mm si s-au inoculat pe mediul nutritiv de la partea bazala spre cea
apicala.

Incubarea inoculilor s-a desfasurat in camera de crestere in conditii controlate,
mentinand temperatura 26 + 2°C, fotoperiodism 16 ore cu o iluminare de 2000 Ix si 8 ore
intuneric.

Procesul de formare si crestere a calusului a fost evaluat dupa cateva zile de la inoculare
pana la aparitia regenerantilor. Periodic, la intervalul de 4 - 5 saptamani pentru mentinerea
viabilitatii calusului in culturd, respectiv multiplicarea acestuia, este necesara transferarea si
subcultivarea pe medii proaspete. Fragmentarea calusului consta in divizarea inoculului si
inldturarea partilor necrotizate. Pe parcursul desfasurarii experientelor au fost efectuate 6 pasaje.

Pe parcurs au fost realizare observatii asupra proceselor de calusogeneza, embriogeneza
si morfogenezd in functie de tipul de calus obtinut in stabilirea provenientei regenerantilor.
Astfel, au fost inregistrati si calculati urmatorii indici:

- explante cultivate pe mediile de cultura;

- explante cu raspuns calusogenetic pozitiv;

- explante cu raspuns morfogenetic;

- frecventa calusogenezei, dedusa dupa numarul de explante ce au format calus;

-frecventa embriogenezei si frecventa regenerdrii s-au determinat de la numarul explantelor

cu raspuns calusogenetic pozitiv.
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Regenerarea plantelor. Calusurile cu proprietati morfogene au fost transferate pe mediul
de regenerare MS suplimentat cu AlA (0,5 mg/1) si BAP (1 mg/1). Dupa 2 saptamani s-a observat
formarea lastarilor. Pentru inradacinarea regenerantilor, lastarii cu lungime de 2,5 - 4 cm au fost
transferati pe mediul de inradicinare MS cu adaos de ANA (1 mg/l). Inradicinarea s-a atestat la
a 10-cea zi de cultivare.

Aclimatizarea plantelor regenerate. Plantulele cu un sistem radicular bine dezvoltat au
fost cu atentie spalate sub un get de apa pentru a inlatura agarul, apoi au fost sterilizate cu solutie
de KMnOs si transferate in vase cu substrat sol - turba (3:1) pentru aclimatizare la conditii in
vivo. Dupa aclimatizare plantele au fost transferate in ghivece si cultivate in conditii de laborator
pana la maturitate. Aceste plante au fost desemnate ca somaclone si au constituit generatia SCo.

Ulterior, somaclonele au fost analizate dupa un sir de caractere biometrice.

2.3. Metoda mutagenezei fizice

Radiatiile ionizante s-au dovedit unul din mijloacele eficiente de interventie in
schimbarea structurii genetice a speciilor, in crearea si ameliorarea soiurilor, fiind o sursa
pretioasa de sporire a variabilitatii genetice.

Razele gama sunt considerate printre cele mai efective raze ionizante, care generand
radicali liberi induc schimbari citologice, genetice, biochimice, fiziologice si morfologice in
dependentd de doza iradierii si sunt pe larg utilizate pentru inducerea variabilitatii la plantele de
cultura [249; 250; 315; 316].

Utilizarea radiatiilor gama si culturii in vitro ca sursa de sporire a variabilitatii
somaclonale este determinatd de specificul actiunii lor asupra proceselor de calusogeneza,
embriogeneza si regenerare.

Materialul semincer a fost iradiat cu raze gama la instalatia RXM-y-20, unde in calitate
de sursi radioactiva a servit elementul Co®. Mutagenezi cu Co®® are un potential ridicat de
penetrare, nu prezinta risc pentru mediu si poate fi utilizat pentru iradierea celulelor, tesuturilor,
organelor si plantelor intregi [308].

A fost aplicata iradierea intr-o singura repriza cu debit de 0,16 g/sec. Doza optima
depinde de varietate i este determinatd prin experimentare in functie de radiosensibilitatea
speciei, dozele de iradiere sunt selectate pentru a asigura o frecventa inalta a mutatiilor, dar si un

grad ridicat de supravietuire a plantelor [35].

54



Iradierii au fost supuse 8 genotipuri de triticale (300 seminte pentru fiecare varianta) in
doza de 50, 75, 100, 125, 150, 200 Gy. Dupa o zi de repaus semintele tratate au fost inoculate pe

medii de cultura.

2.4. Metoda citologica de studiere a mitozei

Studiul diviziunilor mitotice a fost realizat pe preparate temporare dupa metoda clasica
[377]. Mostrele de calus au fost fixate la diferite termene de cultivare de la initierea
calusogenezei. Calusul a fost fixat in solutie de alcool - acid acetic glacial (3:1). Probele de calus
au fost supuse tratarii cu solutic de alaun de fier (7%), timp de 30 min, apoi hidrolizei si
macerdrii preventive cu pectinaza (0,5%), timp de 1 ord si 30 min la temperatura de 28°C.
Colorarea celulelor calusale a fost efectuata in solutie carmin-acetica (2%) timp de 24 ore.
Pregatirea preparatelor citologice a fost realizata prin tehnica regresiva, aplicand decolorarea in
solutie de acid acetic (45%).

Determinarea cotei celulelor cu aberatii in metafaza, anafaza, telofaza diviziunilor
mitotice si stabilirea spectrului de mutatii au fost realizate in rezultatul analizei preparatelor
temporare la microscopul Zeiss AXIO a peste 350 de celule calusale la diverse termene de
cultivare in vitro (in trei repetari).

Indicele mitotic, a fost apreciat ca raportul celulelor aflate in mitoza fatd de numarul total
de celule studiate, aplicand formula:

IM = (NP+NM+ NA+NT / NI +NP+NM+ NA+NT) x 100% , unde (2.2)

NI — numarul celulelor in interfaza;

NP — numarul celulelor in profaza;

NM — numarul celulelor in metafaza;

NA — numarul celulelor in anafaza;

NT — numarul celulelor in telofazai.

2.5. Analiza polimorfismului genetic prin tehnica RAPD

Materialul semincer a fost colectat de la somaclonele de triticale cu insusiri agronomice
valoroase selectate din descendentii SC1, obtinuti din embrioni maturi iradiati cu raze gama (150
Gy) si regenerate in vitro. Probele pentru analiza au fost colectate, de la plantele crescute in
conditii de laborator, pentru fiecare genotip (30 plante), in faza de 2 frunzulite, apoi fiind fixate
in azot lichid si pastrate la temperatura de - 80°C, pani la etapa de izolare si prelucrare.

Izolarea si purificarea ADN-ului genomic.

Pentru izolarea ADN-ului genomic s-a utilizat kitul Gene JET Plant Genomic DNA

Purification Mini Kit #K0791 conform protocolului oferit de producator. Cuantificarea calitativa
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a ADN-lui total s-a determinat prin analiza electroforetica in gel de agaroza de 1% [287]. In
cazul cand probele de ADN isolate din materialul vegetal sunt contaminate cu impuritati se
utilizeaza purificarea cu LiCl, de 12M:

e S-aadaugat LiCl, de 12M ca concentratia finala in solutia de ADN se fie de 4M. Probele
s-au expus timp de 20-30 min la baia de gheatd, apoi s-au centrifughat 10 minute la
10000 rot/min. Supernatantul s-a colectat in eprubete Epindorf curate, precipetatul cu
impuritati fiind aruncat.

e Supernatantul colectat s-a prelucrat cu solutia de clorura formica si alcool izoamilic in
raport de 24:1 in volum egal. S-a centrifughat 5 min la 10000 rot/min, colectat
supernatantul.

e S-aadaugat 5M NaCl, astfel ca concentratia finala in solitia de ADN se fie 0.2M. Apoi s-
a adaugat un volum egal de izopropanol, s-a centrifughat timp de 2 min.

e Precipitatul s-a spalat cu alcool etilic de 70% cu volum de 1ml, s-a centrifughat 2 min la
10000 rot/min. Etapa s-a repetat de 2 ori. Precipitatul s-a uscat bine. Probele uscate s-au
dizolvat in 50 - 100 pl H20 distilata trecuta prin milipori.

Pentru realizarea reactiilor de amplificare s-au preparat cateva dilutii (intre 1-15 ori) a
fiecarei probe de ADN in scopul selectarii unei cantitati de ADN ideale si pentru a evita blocarea
amplificarii.

Analiza cu primeri RAPD.

Estimarea variabilitatii genetico-moleculare a somaclonelor de triticale a fost realizata
prin analiza RAPD, tehnica rapida de identificare a polimorfismului genomic [207; 241]. Pentru

analiza au fost utilizati 12 primeri arbitrari (Tabelul 2.2).

Tabelul 2.2. Lista primerilor microsatelitici utilizati pentru analiza RAPD

. . . Succesiune nucleotidica
Nr. Denumirea primerului , »
(5'—>3")
1. OPB-12 5’-CCTTGACGCA-3’
2. OPB-14 5’-TCCGCTCTGG-3’
3. OPC-05 5’-GATGACCGCC-3’
4. OPC-07 5’-GTCCCGACGA-¥’
5. OPF-08 5’-GGGATATCGG-3’
6. OPD-07 5’-TTGGCACGGG-3’
7. OPA-11 5’- GTGCCTAACC-3’
8. OPG-6 5’-AGGGCCGTCT-3’
9. OPG-10 5’-CTACTGCCGT-3’
10. OPE-17 5’-TCTCCGCCCT-3’
11. OPI-16 5’-AATGGCGCAG-3’
12. OPH-15 5’-CAATCGCCGT-3
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Reactiile de amplificare au fost realizate intr-un volum de 15 ul per proba cu urmatoarele
componente: 50-70 ngADN, dNTP 200 uM de fiecare tip (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), primer
0,4uM, 1U/pul DreamTaq Green ADN polimeraza in solutie tampon (1x); apa ultrapura; 2,5 mM
MgCl, (Thermo Scientific). Procesul de amplificare a decurs in termociclul automat Applied
Biosystem Gene Amp PCR System 9700 (Singapore), conform urmatorului program: 95°C — 5
min, 35 cicluri: 95°C — 1 min, 36°C — 1 min, 72°C — 1 min, elongarea finala 72°C — 5 min, pentru
primerii cu 60% raport G/C iar pentru cei cu 70%: 95°C — 5 min, 35 cicluri: 95°C — 1 min, 38°C
— 1 min, 72°C — 1 min, elongarea finald 72°C — 5 min.

Ampliconii au fost analizati prin electroforeza in gel de agaroza de 2% (2g agaroza, 2ml
TAE 10x, la volumul de 100 ml) in prezenta bromurii de etidiu 0,5 pg/ml [287]. Analiza RAPD a
fost realizata cu 12 primeri decameri (Tabelul 2.2). Produsii de amplificare au fost vizualizati cu
ajutorul transiluminatorului UV si sistemului de documentare a gelului DOC - PRINT-VX2.

Detectarea si stabilirea marimii fragmentelor de ADN amplificate a fost realizata cu
ajutorul programului Total Lab. Pentru evidentierea polimorfismului generat de fiecare marker s-

a utilizat indicele PIC (Polymorphic Information Content) dupa Anderson J. [39]:

n

PIC=1- ) _ p/° (2.2)
unde pi — frecventa benzii, si N — numarul de benzi depistate.
Distanta genetica (DG) s-a determinat dupa Melchinger A. [211] si Nei M. [231] pe baza

indicelui de similaritate Jaccard aplicand SG conform:
DG =-In(SG) (2.3)

In baza matricelor generate s-au elaborat dendrogramele de repartitie a genotipurilor,
utilizand metoda UPGMA (Unweighted Pairwise Group Method with Arithmetic mean) [333].

2.6. Evaluarea caracterelor cantitative

Caracteristicile biometrice in cultura in vitro au fost studiate prin indicii: masa calusului,
numadrul lastarilor proliferati, lungimea si latimea frunzelor, lungimea spicului, numarul de
internoduri si talia plantulelor regenerate.

In timpul perioadei de vegetatie, plantele urmeaza mai multe etape (faze) bine definite,
care se manifestd prin modificari ale aspectului exterior datoritd formarii si cresterii diferitor
organe: frunze, tulpini, inflorescente [17]. Evaluarea perioadei de vegetatie, care include fazele si
stadiile de vegetatie s-a efectuat conform scarii Zadocks [344].

Aprecierea valoricd a caracterelor cantitative a fost realizatd cu ajutorul metodelor

biometrice pentru indici dupa ghidului UPOV [154]. Somaclonele de triticale au fost analizate
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dupd urmatorii parametri: talia plantei, numarul de frati fertili, lungimea spicului principal,
numadrul de internoduri, numarul de boabe, greutatea boabelor per plantd. Masurarile liniare au
fost efectuate cu rigla.

Pe parcursul perioadei de vegetatie au fost determinate tipurile de variatii morfologice

observate la nivelul spicului.

2.7. Analiza statistica a datelor experimentale
Rezultatele obtinute au fost prelucrate statistic prin calcularea urmatorilor parametri:

valoarea medie (%), eroarea standard (es), coeficientul de variatie (CV, %). Toate datele sunt

prezentate ca medie + eroarea standard a mediei.
Coeficientul de heritabilitate s-a calculat in sens larg dupa formula:
h2: Vg /Vph (24)

unde Vg -varianta genotipica, Vph - varianta fenotipica.

Estimarea variantelor genotipica si fenotipica s-a calculat dupa Falconer D. [106]:
Vg = Mpg — Emplr (2.5)
Vph= Vg + VE/r (2.6)
unde Mpg - media patratica genotipica a parametrului, Emp - eroarea reziduald sau varianta
mediului (Vg), r - numarul de observatii.
Pentru estimarea coeficientului variatiei genotipice (Cvc) si coeficientului variatiei
fenotipice (Cvr) s-au aplicat formulele conform Singh R., Chaudhury B. [305]:
Cvr(%) = 100 * N Vpn / % (2.7)
Cvo(%) = 100 * \ Vg/ & (2.8)
unde, * — media generald a caracterului.

Avantajul genetic (AG, Genetic Advance) in valori relative s-a calculat conform

formulei:

AG= kv Vph * h? (2.9)
unde k - coeficientul selectiei (k = 2,06 %), semnificatia 5%,

AG(%)=AG/x * 100 (2.10)

Experientele s-au efectuat dupa schema analizei dispersionale, in analiza statistica s-a
utilizat pachetul de programe STATGRAPHICS Plus 5.0. Analiza variatiei si determinarea
puterii de influentd 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. Reprezentarea grafica,
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textuala si tabelard a fost efectuatd prin intermediul programelor Microsoft Word si Excel in

mediul Windows 2010.

Concluzii la Capitolul 2

Strategia de cercetare include urmatoarele etape:

1. Caracterizarea genotipurilor hexaploide de triticale: Ingen 35, Ingen 93 si 188TR
5021 - ca obiect de studiu al cercetarilor.

2. Pentru inducerea variabilitatii somaclonale a fost utilizatd metoda culturii in vitro
si mutageneza experimentala (prin iradiere cu raze gama) (elaborat algoritmul de initiere a
culturii in vitro incepand cu procesele de calusogeneza pana la regenerarea si aclimatizarea
somaclonelor pentru sisteme experimentale — explant-genotip-radiatie).

3. Estimarea variabilitatii genetice induse de cultura in vitro si radiatia gama a fost
apreciatd prin metode citologice de studiu (evidentierea celulelor cu aberatii a diviziunilor
mitotice si stabilirea spectrului de mutatii in celulele calusale), molecular-genetice (analiza
polimorfismului genetic prin tehnica RAPD) si biometrice (evaluarea caracterelor cantitative).

4. Veridicitatea datelor experimentale a fost realizata prin analiza statistica a datelor

obtinute cu ajutorul pachetului de programe STATGRAPHICS Plus 5.0.
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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 obtinerea produselor vegetale dorite [167; 323].
Metodele biotehnologice, prin aplicarea tehnicilor de culturd in vitro reprezinta o cale sigura
pentru obtinerea unui material biologic liber de agenti patogeni, conservarea resurselor genetice
si calea cea mai rapida pentru crearea si multiplicarea genotipurilor.

Regenerarea si organogeneza in vitro la unele specii de plante constituiec o conditie
esentiala pentru multiplicarea plantelor respective pe cale vegetativa. Procesele de morfogeneza
si organogeneza se realizeaza sub influenta factorilor endogeni si exogeni. Natura fitohormonilor
utilizati precum si concentratia lor, fluctuatiile balantelor hormonale joacd un rol important in

procesele de organogeneza [323].

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

Cultura in vitro reprezinta un sistem de cultivare a organelor, tesuturilor si celulelor
specifice pe medii artificiale care contin toate componentele necesare cresterii si dezvoltarii
plantelor, in conditii asepticice [126]. Conditiile de cultivare in vitro, in special balanta
hormonald a mediilor de cultura, suplimentarea mediilor, la diferite etape a microevolutiei
celulare, influenteaza initierea, proliferarea tesuturilor calusale si capacitatea lor de regenerare.
S-a demonstrat cd sursa explantelor, genotipul si compozitia mediului influenteaza frecventa

inductiei si regenerarii calusului in cultura de tesut [32, 118; 258].

3.1.1. Optimizarea mediilor de cultura pentru inducerea calusogenezei

Compozitia mediilor de cultura, si anume a reglatorilor de crestere a plantelor, sunt
factori cheie determinanti care controleaza formarea si proliferarea calusului, formarea
embrionilor somatici, regenerarea si inradacinarea plantelor [224; 243]. Raportul auxina si
citochinind este cel mai important factor in acest sens. Auxinele (acid 2,4-diclorfenoxiacetic
(2,4-D), dicamba, acid 1-naftilacetic (ANA), acid 3-indolilacetic (AlA), acid 3-indolilbutiric
(AIB), picloram) si citochininele (6-benzilaminopurina (BAP), kinetina (KN), zeatina) sunt

utilizate pentru cultura in vitro la 0 gama largd de specii de plante. Tipul si concentratia de
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auxinid determini embriogeneza somatica, inclusiv la cerealiere. In studiile anterioare,
cercetatorii au utilizat 2,4-D ca auxind exogena pentru inducerea calusului la grau si alte cereale
[209; 282]. Rezultatele obtinute in conformitate cu rapoartele anterioare ale unor cercetitori
demonstreaza, ca pentru inducerea calusogenezei la triticale 2,4-D este utilizat in mod eficient pe
embrionii zigotici imaturi si in cultura anterelor (2 mg/l1 — 2,4-D si 0,5 mg/l — kinetina) [68; 209;
258]. Cercetarile au demonstrat cd acest tip de auxind in concentratii mai mari are un efect
negativ asupra dezvoltarii embrionilor somatici, crescand instabilitatea cromozomiala si
provocand variatii somaclonale [348].

In scopul optimizarii mediilor pentru inducerea proceselor de calusogenezi la triticale au
fost testate 6 medii nutritive ce aveau ca baza mediul Murashige si Skoog (1962) suplimentat cu
acid 2,4-diclorofenoxiacetic (2,4-D), acid alfa naphtilacetic (ANA) si kinetina (K). Fiecare

varianta se deosebea prin raportul concentratiei de auxine si citochinine (Tabelul 3.1).

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

Varianta Mediul de Concentratie (mg/l) Zaharoza | Maltozi
mediului baza 2,4-D Kinetina ANA ((o71)] (a/l)

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 — Kinetini; ANA -
acid alfa-naftilacetic.

Carbohidratii sunt esentiali in cresterea si dezvoltarea plantelor, fiind substraturile cheie
pentru respiratie si metabolism. Este cunoscut faptul, ca tipul de carbohidrati din mediul nutritiv
influenteaza frecventa initierii embriogenezei somatice si regenerarii de plantule [232]. Cel mai
des in cultura in vitro sunt folosite glucoza, zaharoza si maltoza. Moleculele mici de zahar pot
patrunde in celule si pot deshidrata embrionii somatici, favorizand astfel maturarea lor [195].

Zaharoza este principalul carbohidrat din compozitia mediilor nutritive pentru
proliferarea masei calusale. S-a constatat, ca embrionii somatici crescuti pe un mediu care
contine 3% zaharoza dobandesc rezistenta la secetd, iar maltoza reduce aceasta proprietate.
Utilizarea zaharozei in concentratie de 30 g/l comparativ cu maltoza, a crescut semnificativ

calusogeneza la liniile studiate de floarea-soarelui, depasind linia standard cu 14% [364].
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In mod similar, s-a constatat ca maltoza imbunatiteste cresterea si regenerarea calusului
la grau pentru embrioni imaturi in comparatie cu alte surse de carbon. in plus, in comparatie cu
glucoza si zaharoza, maltoza poate inhiba mai eficient brunificarea celulelor vegetale [202].

Conform rezultatelor, s-a constatat ca inducerea calusogenezei la triticale nu a fost
afectata de tipul surselor de carbohidrati, fapt demonstrat si de alti autori. La secara au fost
testate 2 surse de carbon: 30 g/l zaharoza si 40 g/l maltoza, diferente fiind nesemnificative intre
sursele de carbohidrati in ceea ce priveste formarea calusului si lastarilor [139]. Astfel, in
experientele ulterioare s-a utilizat zaharoza ca sursa de carbon.

Incepand cu primele zile de la inocularea embrionilor maturi de triticale s-au efectuat
observatii asupra initierii si dezvoltarii calusului. 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 dependenta de
concentratia citochininelor in mediul de cultura.

In investigatiile efectuate s-a atestat formarea cu preponderentd a doud tipuri de calus:
calus compact, globular de culoare verde — tip I, si calus friabil, alb-galbui — tip II. In unele
cazuri s-a observat initierea calusurilor mixte. Pe parcursul experientelor s-a urmarit activitatea
morfogenetica a calusurilor de tip I si II. In variantele experimentale s-a initiat cu preponderenti

calus de tip I (Figura 3.1).

e . - ~ \

|

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

Din variantele de mediu testate, s-a stabilit, cd mediul de cultura MS (1962) suplimentat
cu 2,4-D (2,5 mg/l) si kinetina (0,2 mg/l) - mediul Nr. 2, stimuleaza intensitatea acumularii
biomasei calusale (98%), calusul obtinut fiind compact, globular de culoare verde cu zone
meristematice bine definite (Figura 3.2). Pe mediul Nr. 1 initierea calusului a constituit 75%,
fiind de culoare alb-galbuie, friabil, cu o rizogeneza intensa, iar pe mediul Nr. 5, cu concentratia
2,4-D (2,0 mg/l) initierea calusului a fost de 51,06%, procesul de regenerare nu s-a observat,

calusul fiind de culoare alba cu zone morfogene slabe.
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Fig. 3.2. Tipul de calus format in dependenti de mediul de culturi.
(aici si in urmatoarele figuri barele reprezinta eroarea standard).
Nota: 1 —MS + 2,4-D 3,0 mg/l; 2 — MS + 2,4-D 2,5 mg/Il + kinetina 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/1 + 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.

In rezultatul cercetarilor s-a atestat, ci 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 (Tabelul 3.2).

Tabelul 3.2. Influenta compozitiei mediilor de cultura asupra frecventei
calusogenezei din embrioni maturi la diferite genotipuri de triticale

Genotip Variante de Explante Explante cu raspuns Frecventa
mediu (V) | cultivate (nr.) pozitiv (nr.) calusogenezei (%)
1 20 11 55
Ingen 33 2 20 18 90
) 20 8 40
1 20 18 90
Ingen 35 2 20 19 05
S 20 10 50
1 20 15 75
Ingen 93 2 20 19 05
5 20 12 60
Polonez LT 1 20 16 80
76872 2 20 19 95
5 20 10 50
L 20 14 70
Rodlen 2 20 19 05
5 20 7 35
1 20 10 50
Colina 2 20 12 60
5 20 9 45
L 20 14 70
188 TR 5021 2 20 19 05
5 20 12 60
1 20 16 80
CAD 2/917 2 20 19 05
5 20 13 65

Nota: V-1 - MS+2,4-D 3,0mg/l; V-2 - MS+2,4-D 2,5mg/l + kinetina 0,2 mg/l; V-5 - MS+2,4-D 2,0mg/I.
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Prin urmare, datele prezentate demonstreaza ca frecventa calusogenezei a variat in functie
de genotip si mediul de culturd. Dintre mediile analizate, cele mai inalte rate de calusare au fost
obtinute pe mediul MS (1962) suplimentat cu 2,4-D (2,5 mg/l) si kinetina (0,2 mg/l) (mediul Nr.
2) dovedit eficient la toate genotipurile de triticale (90 - 95%). Astfel, nivelul de pretabilitate a
genotipurilor a fost proxim, ceea ce inseamna ca mediul de cultura are o influenta semnificativa
[6]. Totodata, analiza datelor scoate in evidenta necesitatea stabilirii unui mediu optim pentru
fiecare genotip individual. In variantele de mediu Nr. 5, rata calusirii la genotipurile Ingen 33,
Ingen 35, Ingen 93, Polonez LT 76872, Rodlen, Colina, 188TR 5021, CAD 2/917 a fost 40, 50,
60, 50, 35, 45, 60, 65% respectiv, fiind evidentiate concentratiile variate pentru capacitatea de
calusare a genotipurilor. Totusi, este dificil de identificat specificitatea reactiei fiecarui genotip
in parte.

Rezultatele obtinute demonstreaza ca concentratia de fitohormoni in mediu, indeosebi a
auxinei, cat si interactiunea ei cu alti factori constituenti ai mediului de culturd afecteaza
procesele calusogenetice [11]. Astfel, concentratia de 2,4-D are o importantd majora in formarea
unui raspuns calusogenetic pozitiv la triticale, demonstrat si de alti cercetatori [263].

Datele experimentale prezentate denota ca la genotipul CAD 2/917 frecventa calusarii
este majoratd (65 - 95%) la toate variantele de mediu, ceea ce poate fi explicat prin faptul ca,
genotipul CAD 2/917 a manifestat o capacitate inalta de calusare. Ulterior conform schemei
analizei dispersionale bifactoriale s-a efectuat aprecierea impactului mediului nutritiv si
genotipului, precum si interactiunea lor asupra frecventei calusogenezei.

In urma prelucrarii statistice, prin aplicarea testului ANOVA (Tabelul 3.3) s-a constatat
ca mediul de cultura, genotipul cat si interactiunea lor au avut o influentd semnificativa

(P<0,001) asupra frecventei inducerii calusului din embrioni maturi la triticale.

Tabelul 3.3. Analiza variantei frecventei calusogenezei din embrioni maturi

Sursa de Suma Grad de Varianta Testul Puterea de
variabilitate patratelor libertate ($? Fisher (F) influenta

(GL) (%)

Genotipul (G) 89219 7 1274,55 5,44*** 9,3

Mediul (M) 33331,3 5 6666,26 35,55*** 34,9

Interactiuneca GM 15718,8 35 449,10 2,40*** 16,4
Rezidual 37500,0 160 234,38 - -
Total 95471,9 199 - - -

Nota: *** - semnificativ pentru P<0,001

Cercetarile efectuate atestd contributia tuturor factorilor, precum si interactiunea lor

asupra frecventei calusogenezei, diferentele fiind semnificative la nivel de 99,9%. Se evidentiaza
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o influenta mai puternica a mediului de culturd 34,91%, genotipul reprezinta o sursa de variatie

de 9,3% si interactiunea genotip — mediu 16,46%.

3.1.2. Interactiunea factorilor ,,genotip” - ,,varsta explantului” in baza frecventei
calusogenezei

Biotehnologiile moderne nu ofera rezultatele scontate fara prezenta sistemului celular
inalt embriogen. Aceasta presupune alegerea cu grija a tipului de explant, naturii si a stadiului de
dezvoltare a acestuia pentru obtinerea stabild a calusului embriogen si a unui potential
regenerativ inalt, fiind unul din aspectele importante pentru selectarea eficienta a formelor de
triticale [68; 240].

In calitate de explante se pot folosi diverse organe vegetative si generative ce contin tesut
meristematic (frunze, radacini, internoduri, seminte, embrioni maturi si imaturi) [135; 341].
Pentru cerealiere explantul traditional este embrionul imatur, pe baza céaruia sunt elaborate
sisteme celulare cu potential regenerativ inalt, la grau [137; 320], orz [169], orez [332], porumb
[312]. Utilizarea acestui tip de explant prezinta unele dezavantaje: pentru cresterea plantulelor
donor si obtinerea embrionilor imaturi sunt necesare perioade specifice de crestere, conditii de
mediu, cum ar fi lumina, temperatura, apa, bolile, ddunatorii etc [340].

In vederea solutionirii acestui deziderat in ultimul timp tot mai mult a crescut interesul
fata de frunze, ca explant, fiind o alternativi a embrionilor imaturi a cerealierelor [341]. In acest
context sunt obtinute rezultate pozitive la plantele de ovaz [286], secara [139] si sorg [97]. Un
avantaj in utilizarea frunzelor ca explant pentru aceste culturi este si faptul ca prelevarea
materialului vegetal nu depinde de anotimpul anului §i in timp scurt poate fi obtinut material
steril.

Cercetarile denota ca, intensitatea sporitd a calusogenezei, embriogenezei somatice §i
regenerarii plantulelor depinde de un sir de factori: genotip, originea explantului primar,
conditiile de cultivare si compozitia hormonald a mediului. Avand drept explant, limbul foliar a
fost studiata influenta interactiunii factorilor ,,genotip” - ,,varsta explantului”.

In scopul cercetarii asupra proceselor de calusogenezi S-au initiat culturi de calus din
explante de frunza de la 8 genotipuri de triticale (Ingen 33, Ingen 35, Ingen 93, Polonez LT
76872, Rodlen, Colina, 188TR 5021, CAD 2/917). Plantulele aseptice au fost cultivate pe mediul
bazal MS fara hormoni timp de 2 - 6 zile. Frunzele plantulelor sterile au fost sectionate in
dependenta de lungimea frunzelor si varsta explantului de la 2 - 12 segmente, fiecare segment

fiind de 1 mm si inoculate pe mediul de cultura pentru inducerea calusogenezei de la partea
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bazald spre cea apicald. Varianta optima folosita pentru initierea calusului avea la bazd mediul
Murashige - Skoog (1962) suplimentat cu 2,4-D (2,5mg/1), kinetina (0,2mg/1).

Incepand cu primele zile dupa inoculare s-au efectuat observatii asupra initierii si
dezvoltarii calusului la nivelul explantelor cultivate. 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 segmentele bazale la a 2-a zi de cultivare (78,63%). O
diminuare a ratei de formare a calusului s-a atestat la a 4-a si a 6-a zi de cultivare (51,54 -
40,83%) (Tabelul 3.4). Calusul format fiind compact, galbui cu mici zone morfogene. Este
important de mentionat ca pe partea apicald a frunzei nu s-a format calus.

Analiza dispersionala a rezultatelor obtinute, denota o influenta semnificativa P<0,001 a
varstei explantului si a genotipului in stabilirea unui raspuns calusogenetic pozitiv. Frecventa
calusogenezei pentru calusurile initiate din limb foliar, atesta cele mai mari valori la a 2-a zi de
cultivare, prezentate in ordinea descresterii valorilor pentru genotipurile CAD 2/917 (89,12%),
LT 76872 (81,32%), Ingen 35 (80,67%), Ingen 33 (80,37%), Rodlen (80,19%), 188TR 5021
(74,91%), Ingen 93 (72,74%), Colina (69,56%) (Figura 3.3).
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Fig. 3.3. Influenta interactiunii factorilor ,,genotip” - ,,virsta explantului”asupra frecventei
calusogenezei.

Aprecierea actiunii factorilor primordiali (genotipul, varsta explantului) si interactiunii
acestora asupra frecventei calusogenezei s-a efectuat conform schemei analizei dispersionale
bifactoriale. S-au cercetat 576 combinatii a cate 72 pentru cele 8 genotipuri; 192 pentru varsta

explantului (2, 4 si a 6-a zi de cultivare); 24 pentru interactiunea ,,genotip” — ,,varsta

explantului”.
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Conform datelor obtinute se atesta ca, capacitatea de calusare la triticale este controlata
de varsta explantului si genotip [10]. Astfel, in urma aplicarii testului ANOVA (Tabelul 3.4) s-a
constatat, ca genotipul, varsta explantului cat si interactiunea lor a avut o influenta semnificativa
P<0,001, P<0,05 asupra frecventei inducerii calusului. Influenta maxima 70,64% a fost

inregistratd pentru varsta explantului, apoi genotip cu 6,68%, in timp ce interactiunea ,,genotip”

— ,,varsta explantului” a constituit doar 0,94%.

Tabelul 3.4. Analiza variantei frecventei calusogenezei induse din fragmente foliare

Suma Grad de Varianta Testul Puterea de
Sursa de variabilitate | patratelor libertate (S?) Fisher (F) influenta
(GL) (P1, %)

Genotipul (G) 16585,7 7 2369,4 24,23 6,68
Vérsta explantului (E) 175406,0 2 87703,2 897,05 70,64
Interactiuni (GE) 2337,92 14 166,9 1,71 0,94
Rezidual 53968,2 552 97,8 -

Total 248298,0 575 - -

Nota: *, *** - semnificative pentru P<0,05; P<0,001.
Analiza comparativd a rezultatelor privind capacitatea calusogenezei pentru explantele
analizate a scos 1n evidentd eficienta utilizari embrionilor maturi de triticale fatd de fragmentele

de limb foliar si insusirile prioritare in dependenta de genotip.

3.1.3. Capacitatea de regenerare a plantulelor din calusul obtinut de la embrionii
maturi de triticale

Obtinerea calusului morfogen si regenerarea plantulelor este o parte indispensabild a
biotehnologiilor vegetale [193]. Dificultatile care apar frecvent la depéasirea acestor etape sunt
caracteristice in special pentru culturile in vitro celulare, tisulare si de organe ale cerealelor.
Calusul embriogen este capabil sd regenereze prin procese embriogenice si organogenice, in timp
ce capacitatea de regenerare este scazuta sau nula la calusul nonembriogen [233].

In pofida faptului ci regenerarea unei plante integre din celule calusale cultivate este
descrisa pentru mulfi reprezentanti ai cerealierelor: grau, porumb, orez, orz, secara [97; 153; 238;
239], perfectionarea sistemului in vitro de obtinere a regenerantilor de triticale ramane actuala
din cauza multor determinanti necunoscuti [200; 243]. Embriogeneza somatica este cruciala
pentru procesele de transformare a cerealelor, deoarece embrionii somatici servesc ca material
ideal pentru studiile de modificare genetica datorita competentei lor de a exprima ADN-ul
incorporat [243]. Prin urmare este esential sa se stabileasca inducerea eficienta de calus si a

specificului etapelor de regenerare.
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Inducerea calusului care formeaza embrioni somatici (calus embriogen) este cel mai
important pas pentru stabilirea unui sistem eficient in cultura de tesut [224].

S-au initiat culturi de calus din embrioni maturi la toate genotipurile studiate.
Diferentierea intensa a explantelor si aparitia formarii calusului pe medii de culturd au fost
observate 1n ziua a 4-a, ceea ce este in concordanta cu datele din literatura [362; 378]. Datele din
literatura prezinta dovezi precum cd, mai intdi, se formeaza un calus nonembriogen, care fie
ramane o masa calusald pe durata cultivarii, fie intrd pe calea transformarii intr-un tip embriogen
[378], insa in investigatiile realizate s-a observat cd, calusul nonembriogen, pe tot parcursul
cultivarii explantelor, nu a format centre meristematice si nici nu a fost observatd embriogeneza
somatica. Observatiile 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 (Figura 3.4).

Fig. 3.4. Initierea proceselor regenerative.

In sistemele experimentale studiate au fost inoculati pe mediul MS cu 2,4-D (2,5 mg/l) si
kinetind (0,2 mg/l) 720 de embrioni maturi de triticale. incepand cu primele zile de inoculare s-
au realizat observatii in procesul de crestere al explantelor inoculate. Dupa 7-8 zile de cultivare
la nivelul explantelor s-au atestat primele semne ale reactiei acestora la conditiile de cultivare.

Toate genotipurile analizate au format calus, fiind atestate structuri compacte galben-
verzuie. Rezultatele obtinute au scos in evidenta faptul, ca genotipul CAD 2/917 a format calus
embriogen cu cea mai inalta ratd, constituind 82%, iar genotipul LT 76872 cu 43,33%, ce a
prezentat cel mai redus potential de calusare (Tabelul 3.5). Dupa 14 zile de cultivare, la nivelul

explantelor s-a atestat o intensificare a proceselor morfogenetice (Figura 3.5).

Fig. 3.5. Initierea proceselor morfogenetice.

68



S-a stabilit, ca utilizarea in mediul de cultura a reglatorilor de crestere in diferite
concentratii influenteaza puternic inducerea si regenerarea calusului. S-a constatat ca prezenta
auxinelor in mediul de cultura este necesara pentru inducerea calusogenezei, tipul si concentratia
acestora, variind de la o specie la alta, dar raspunsul morfogenetic al explantelor depinde si de
nivelul endogen ale fitohormonilor din plante. Auxinele au rol foarte important asupra
regenerarii plantelor de grau, orz si triticale. S-a demonstrat ca auxina exogena in concentratil
majore inhiba cresterea radacinilor [244; 258].

Analizand mai multe surse bibliografice s-a concluzionat, ca pana in prezent au fost
optimizate mai multe medii pentru regenerare la culturile cerealiere, prin suplinirea mediului de
cultura cu citochinine: Kinetina, 6-benzilaminopurina (BAP), tidiazuron (TDZ), zeatina (6-(4-
hidroxi-3-metilbut-2-enilamino) purind) impreuna cu auxinele acid 3-indolilacetic (AlA), acid
alfa naphtilacetic (ANA), 2,4-D si picloram [22; 63].

Calusurile cu zone morfogene au fost transferate pe mediu pentru regenerare MS
suplimentat cu: AIA (0,5 mg/l) si BAP (1 mg/l). Aceastd variantd de mediu a fost selectata pe
baza datelor din literatura de specialitate care mentioneaza faptul, ca adaosul de AIA si BAP
induce morfogeneza si stimuleaza cresterea si dezvoltarea lastarilor la grau si triticale [173].
Similar, si alti autori au raportat o frecventd de regenerare de pand la 94% pe mediul de
regenerare care contine AIA (0,5 mg/l) plus BAP (1 mg/l) la 17 soiuri de T. aestivum si 3 soiuri
de T. durum din embrioni maturi [342].

La fiecare 3 saptamani, calusul embriogen a fost subcultivat pe medii nutritive proaspete.
Regenerarea lastarilor este un alt pas crucial dupa inducerea calusului in cultura tisulard. Intre
variantele experimentale s-au atestat diferente de la 0 pana la 15 lastari formati per explant initial
(Anexa 1). Este important de mentionat, ca in timpul cultivarii in vitro nu toate centrele
meristematice au evoluat in lastari.

Reducerea semnificativa a numarului de lastari regenerati poate fi cauzatd de un sir de
factori endogeni si exogeni, numarul subcultivarilor, conditiile de culturd si varsta calusului.
Inhibarea dezvoltarii lastarilor s-a atestat, de regula, dupa a 5-a subcultivare.

Conform datelor obtinute, frecventa regenerarii lastarilor per calus embriogen a fost de
17,27 - 43,27% (Tabelul 3.5). Cea mai sporitd capacitate de formare a lastarilor s-au atestat la
genotipurile CAD 2/917, Ingen 33 si Colina, iar la genotipurile LT 76872 si Rodlen fiind
minime. Cota majora a prezentat genotipul CAD 2/917, constituind 13,66 lastari per calus. Rata
redusa s-a atestat la genotipurile LT 76872, constituind 2 lastari si Rodlen fiind in mediu 3 lastari

per explant (Figurile 3.6 si 3.7).

69


https://www.mdpi.com/1422-0067/24/1/838#B20-ijms-24-00838
https://www.mdpi.com/1422-0067/24/1/838#B21-ijms-24-00838

Fig. 3.6. Aparitia si dezvoltarea lastarilor per calus.

Rezultatele obtinute demonstreaza cert dependenta proceselor de formare si dezvoltare a
lastarilor de origine calusogena de genotip si mediu nutritiv sau balanta hormonala, precum si
conditionarea organozenezei, cale parcursd de un numar mare de calusuri morfogene, ce a

.....

rezultat in special cu rizogeneza si excluderea posibilitatii de a obtine plante.
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Fig. 3.7. Influenta genotipului asupra numirului de lastari regenerati.

In cultura in vitro, se presupune ci auxinele exogene in functie de concentratie
favorizeaza rizogeneza. Cresterea radacinilor adventive s-a indus cu adaugarea in mediul de
cultura a auxinelor in concentratii mici, pe cand concentratiile mari inhiba controlul auxinei
endogene in plante [244]. Pentru inducerea sistemului radicular acidul alfa naphtilacetic ANA s-
a dovedit a fi deosebit de benefic in cazul triticalelor, stimuland formarea radacinilor si a
elongarii lastarilor in partile axiale ale plantelor, fapt confirmat si de alti autori [178].

In scopul inradicinarii regenerantilor, lastarii cu lungime de 2,5 - 4,0 cm au fost decupati
de la suprafata calusului si transferati pe mediul de inrddacinare MS cu adaos de ANA (1 mg/l).
Inrddacinarea lastarilor s-a atestat la a 10-cea zi de cultivare. Rata medie de inrddicinare a
lastarilor a constituit 72,39%. Frecventa maxima de inradacinare s-a evidentiat la CAD 2/917

fiind de 84,5%, iar cea minima la genotipul Ingen 93, constituind 61,43% (Tabelul 3.5).
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O deosebita importanta trebuie acordatd momentului transferarii plantulelor din conditiile
in vitro, in conditii naturale de viata, precum si modului in care se realizeaza aceasta trecere, prin
aclimatizarea treptata a plantulelor. In acest scop, plantele cu un sistem radicular bine dezvoltat
au fost transferate in vase cu substrat sol - turba (3:1) pentru aclimatizare la conditii ex vitro. In
faza de aclimatizare somaclonele au manifestat capacitate diferitd de adaptare, care in medie a
fost 62,42 %. Dupa aclimatizare plantele au fost transferate in ghivece si cultivate in conditii de

laborator pana la formarea spicelor.

Tabelul 3.5. Capacitatea de regenerare si inradacinare a plantelor obtinute din
calus embriogen

Genotipul Calus embriogen (%) | Calus regenerativ (%) | Lastari inradicinati (%)
Valoarea medie+ES Valoarea medie£ES Valoarea medie£ES
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 71,1142,.22 38,93+1,97 76,67+1,67
188TR 5021 62,22+2,22 32,22+1,11 64,44+9,87
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

Analiza dispersionald a datelor obtinute, denota o influenta semnificativa a genotipului in
stabilirea unui raspuns calusogenetic pozitiv (P<0,001), puterea de influenta constituind 86,22%,
capacitatea de regenerare a lastarilor per explant, manifestand o putere de influentd mai mica
fiind de 73,17% cu diferente semnificative pentru P<0,05 (Tabelul 3.6).

Analiza variantei a facut posibila identificarea factorilor semnificativi care influenteaza
calusogeneza, morfogeneza si regenerarea [4; 7]. Rezultatele obtinute sunt in concordantd cu
datele din literaturd, conform carora frecventa calusogenezei, de reguld, depinde de un numar

mare de factori [224].

Tabelul 3.6. Analiza variantei si contributia genotipului asupra frecventei calusogenezei si
regenerarii (testul ANOVA)

Sursa de Suma C_;rad e Varianta T_e Sl P.uterea oJe
Proces variabilitate | patratelor libertate (?) ’ Fisher influenta
(GL) (F) (P1), %
Genotipul 2872,33 7 410,33 14,30 86,22
Calusogeneza Rezidual 459,14 16 28,69
Total 3331,47 23
Genotipul 2012,12 7 287,44 6,23" 73,17
Regenerarea Rezidual 737,91 16 46,11
Total 2750,04 23

Nota: *, *** - semnificative pentru P<0,05; P<0,001.
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Comparand contributia diferitilor factori si interactiunea acestora, remarcam faptul ca
genotipul joaca un rol semnificativ nu numai pentru procesul de calusogeneza, dar determina si
capacitatea de regenerare. In temeiul acestor constatiri a fost argumentata oportunitatea selectirii
si includerii in studiile ulterioare a genotipurilor de triticale de interes prioritar practic.

Observatiile fenologice efectuate asupra regenerantilor de triticale, au vizat indici
morfologici, precum structura paiului, forma frunzelor si spicului, structura inflorescentei,

inclusiv parametri morfometrici- talia plantei, numarul de noduri si internoduri (Figura 3.8).

Fig. 3.8. Somaclone de triticale la diferite faze de crestere: A — faza de vegetatie - infritire,
stadiul de vegetatie - tulpina principala + 2 - 4 frati; B, C — faza de vegetatie - inspicat, stadiul de
vegetatie - 20% din inflorescenta vizibila.

In rezultatul evaluirii somaclonelor de triticale s-au evidentiat unele schimbiri ale
aspectului morfologic: la primul nod s-au format mai multe frunzulite (8 - 9); distanta mica intre

noduri; spice cu ariste scurte, in timp ce in structura paiului nu s-au atestat schimbari.

3.1.4. Variabilitatea indusa de cultura in vitro la celulele calusale in baza frecventei
si spectrului aberatiilor cromozomiale

Dezvoltarea teoriei si elaborarea unor metode eficace noi de ameliorare a plantelor
necesitd cunoasterea profundd a modului de organizare si mecanismelor ce determind spectrul
variabilitatii genetice [100].

Cultura calusului este un pas important pentru transformarea genetica a plantelor. Diverse
studii au demonstrat aparitia variabilitatii citogenetice si genetice la plantele regenerate din
culturi de calus. Aparitia unor aberatii mitotice in culturile de tesuturi vegetale este bine
cunoscuta [105; 192], o parte din variatia culturilor de tesut vegetal, in special in culturile de
calus, fiind atribuita aberatiilor mitotice [191].

Un obiectiv important al studiilor realizate a inclus evaluarea regularitdtilor dividerilor
mitotice si evidentierea frecventei si spectrului de aberatii mitotice in conditiile de cultivare in
vitro selectate pentru genotipurile de triticale analizate. Evaluarea dividerilor mitotice a celulelor

calusale a avut la baza evidentierea cotei celulelor cu aberatii cromozomiale, stabilirea spectrului
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de mutatii si aprecierea indicelui mitotic, parametri de baza in aprecierea regularitatii
proliferarilor celulare [176].

Pentru analiza citologicd a celulelor a fost necesara stabilirea termenului optim pentru
fixarea materialului biologic, ceea ce a fost realizat conform recomandarilor din literatura [65].
In acest scop calusurile obtinute din embrioni maturi de triticale au fost fixate la termene diferite
de cultivare de la inceputul initierii calusogenezei (Tabelul 3.7).

Tabelul 3.7. Determinarea termenului optim de fixare a probelor de calus
pentru studii citologice

Durat.a .c '.lltlvam dupa pasa.J LSS Numairul de celule in mitoza
initierea calusogenezei
8 ore -
24 ore 4
48 ore 22
96 ore 95
192 ore 265

Este cunoscut faptul, ca numarul de celule in diviziunea mitotica depinde de termenul de
cultivare si este dependent de durata ciclului celular si conditiile de cultivare. Analizand calusul
fixat la 8 ore de cultivare in vitro au fost observate un numar redus de celule in mitoza. Odata cu
cresterea timpului de cultivare, numarul de celule mitotice a crescut treptat. La probele de calus
fixate la 192 de ore (8 zile) s-a evidentiat numar maxim de celule calusale in diviziunea mitotica,
constituind 265 per 893 de celule calusale analizate.

Totodata, in rezultatul examinarii celulelor calusale la diverse termene de cultivare in
vitro s-au evidentiat diferente majore ale aspectului morfologic al celulelor evidentiate. Pentru
calus sunt caracteristice diferite tipuri de celule, descrise anterior si de alti cercetatori.
Menéndez-Yuffa A. si coaut. [213] au descris calusul format din explante de frunze de cafea
(Coffea arabica), unde au raportat urmatoarele tipuri de celule: celule ,,nedivizabile” cu nuclee
mici, celule meristematice, care sunt cu citoplasma dens coloratd si un nucleu proeminent cu
cromatina condensati si celulele parenchimului, care sunt mari si alungite. in studiile noastre a
fost descrisa o eterogenitate pronuntata a celulelor calusale. S-au depistat celule de dimensiuni
diferite: mari sau mici, cu forma neregulata sau foarte alungite, cu nuclee mari sau mici (Figura
3.9).

Datele din literatura atesta, ca o influenta semnificativa asupra potentialului de variatie
cromozomiald in cultura in vitro la triticale o au genotipul si nivelul ploidiei. S-a demonstrat ca
calusul de triticale derivat din plante cu diferite niveluri de ploidie (hexaploid sau octaploid)

difera intre ele in ceea ce priveste nivelul de instabilitate cromozomiala [140].
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Figura 3.9. Heterogenitatea celulelor calusale de triticale (192 ore de cultivare dupa pasaj de la
initierea calusogenezei): A — celule mari, mici, alungite; B — celule mari; C - celule alungite
(fusiforme) (x200).

Indicele mitotic reprezinta cota celulelor aflate in diviziune din numarul total de celule
analizate si reflectd reactia genotipului la actiunea diferitor factori, fiind un criteriu important in
aprecierea proliferarii celulelor. S-a stabilit, ca activitatea mitotica a celulelor calusale in vitro
este dependentd de genotip [8]. S-a determinat o activitate mitotica in toate fazele diviziunii
mitotice la genotiprile: Ingen 35, Ingen 93, Colina, 188TR 5021, Rodlen si CAD 2/917, indicele
mitotic constituind 13,58 - 55,04%. Pentru genotipul Ingen 33 analiza activitatii mitotice a
atestat celule in interfaza, profaza, metafazd si anafaza, indicele mitotic fiind de 27,41%. La
genotipul LT 76872 s-au observat preponderent interfaze.

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
estimatd la genotipul Rodlen (Tabelul 3.8).

Numarul celulelor cu aberatii cromozomiale in masa calusala la genotipul Rodlen a
constituit 12,5 %, avand cel mai mare numar de celule cu aberatii, iar la genotipul Ingen 93 si

CAD 2/917 acest indice a atins valoarea de 6,89% - 9,53 % respectiv.

Tabelul 3.8. Analiza activititii mitotice si cotei celulelor calusale cu aberatii

< T 8 | S |8 |8 | cotacelulelor
Genotip Nun;ztlllj'(;liztce clule :g ‘g :§ ‘§ § cu aberatii \I/illllog’;)e)a
E |~ |5 | < |~ (%)

Ingen 33 124 90 | 18 | 14 2 - - 27,41
Ingen 35 82 46 | 20 | 10 5 1 6,25 43,90
Ingen 93 200 128 | 39 | 18 5 6 6,89 34
Colina 113 90 | 16 4 2 1 - 20,35
188 TR 5021 95 62 | 19 | 12 1 1 - 34,73
LT76872 85 85 - - - - - -
Rodlen 81 73 3 1 3 12,5 13,58
CAD 2/917 109 48 | 39 | 12 7 2 9,52 55,04
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Deci, cultura in vitro influenteaza procesul de diviziune celulara, prin reducerea indicelui
mitotic si generarea de aberatii cromozomiale depistate in anafaza-telofaza, la genotipul Rodlen,

numadrul de celule cu aberatii fiind maxim (Figurile 3.10 si1 3.11).

Fig. 3.10. Celule calusale in diverse faze mitotice: profaza (sigeata rosie), anafaza (sageta
albastra), telofaza (sageati verde) (x320).

Cultura in vitro induce mutatii in anafaza-telofaza de tipul: celule binucleate, dispunerea
ciclici a cromozomilor, fragmente cromozomiale punctiforme (Figura 3.12), ce deriva din

instabilitatile procesului de mitoza in celulele calusale si care pot fi transmise regenerantilor.

Fig. 3.11. Celule calusale in diverse faze mitotice: profaza (sidgeata rosie), metafaza (sageta
galbenad), anafaza (sigeta albastra) (x400).
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Fig. 3.12. Mutatii mitotice in celulele calusale: A —anafaza cu un fragment cromozomial; B — celula
binucleati; C — dispunerea ciclica a cromozomilor (x 500).

Prezenta unor anomalii cromozomiale in culturile de calus de porumb poate fi explicata
prin aparitia intarziata a separarii cromatidelor in anafazele mitotice [31]. Conditiile de cultivare
in vitro afecteaza stabilitatea mitotica, astfel variabilitatea numarului si structurii cromozomilor
este mai frecventd in culturile de celule sau tesuturi vegetale, decat in mediul natural. Se
considerd, ca variatiile citogenetice sunt mai frecvent intalnite in culturile de calus decat in alte
tipuri de cultura, deoarece formarea calusului implicd o fazd de dediferentiere urmata de o
diviziune celulara necontrolata. O caracteristica comuna a celulelor calusului este poliploidizarea
lor, care a rezultat din diferite procese precum endoreduplicarea, endomitoza, fuziunea nucleelor
si tulburdrile cromozomiale in timpul anafazei [65]. Cu toate acestea, variatia genetica la nivel
cromozomial este observata si la plantele regenerate prin metode de cultivare in vitro [113].

Distribuirea normala a materialului genetic in procesul diviziunii mitotice este substantial
modificatd in urma aparitiei unor aberatii in procesul de replicare, separarea cromatidelor surori
sau segregare, care de regula sunt provocate de rearanjarea ADN-ului, cu sau fara schimbarea
numarului de cromozomi, precum si anomaliile structurale ale cromozomilor ce conduc la
modificarea dimensiunii relative a acestora, pozitiei centromerului [88].

Gokhale M. si coaut. [131], studiind arborele Oroxylum indicum L.Vent., au demonstrat
ca celulele calusului au prezentat variatii substantiale (33%) in comparatie cu somaclonele
regenerate direct (25%), reprezentate prin celule tetraploide si aneuploide.

Utilizand citometria in flux, s-a inregistrat, ca plantele de Curcuma aromatica Salisb.
regenerate din calus (initiat din lastari) au fost in mare parte diploide (75,22%), si doar 24%
dintre ele au fost partial diploide (himere). Analiza continutului de ADN a confirmat prezenta
celulelor diploide, tetraploide si octoploide [222].
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Studiile citogenetice care investigheaza variatiile somaclonale obtinute prin culturi in
vitro a culturilor de calus si protoplasti confirma constatarile, cd numarul cel mai mare de
anomalii cromozomiale include cu predominanta poliploidia, urmata de aneuploidii. Aceasta se
explica prin faptul ca regenerantii obtinuti trec prin mai multe mitoze in timpul carora apar
numeroase mutatii necontrolate si spontane. Mutatiile sunt conditionate si de numarul de
subculturi, perturband mecanismele de control al diviziunilor celulare. Mutatiile punctiforme sau
genomice pot avea consecinte fenotipice, unele fiind asociate cu caractere utile din punct de
vedere economic [100].

Culturile de calus mentinute un termen indelungat conduc adesea la o acumulare de
modificari genetice, inclusiv poliploidizare. Astfel de modificari induc regenerarea plantelor
himerice, poliploide sau chiar la pierderea potentialului regenerativ [65]. Numarul de cromozomi
al celulelor din calusul primar este conditionat de cantitatea materialului genetic, aceasta
afirmatie fiind confirmata de numeroase studii la cerealiere [263]. Cu toate acestea, pe parcursul
subcultivarii calusului apar modificari cantitative si structurale substantiale ale cromozomilor
[55]. O crestere semnificativa a ratei celulelor aneuploide (pana la 11%) a fost observata in
calusurile crescute in timpul primului pasaj, depasind de doua ori valoarea martorului [216].

Este cert demonstrat, cd stabilitatea citogenetica a calusului este una dintre premisele
cheie pentru propagarea clonald in vitro eficienta intr-o culturd de tesut vegetal 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

Mutageneza prin radiatii a devenit un instrument stabil in ameliorarea plantelor, fiind o
modalitate simpla, rapida si eficientd de a corecta defectele majore fard a le modifica identitatea
initiald. Soiurile mutante obtinute imbunatatesc biodiversitatea culturilor si oferda material de
selectie util pentru ameliorarea ulterioara a culturilor [77; 288; 316]. La nivel global, mutageneza
indusa a dezvoltat cu succes sute de soiuri mutante importante din punct de vedere agroeconomic
[268]. Pana in prezent, aproximativ 3406 de soiuri mutante a peste 225 de culturi au fost
dezvoltate prin mutageneza indusa si au fost inregistrate in Baza de date, privind soiurile mutante
(MVD) FAO/IAEA, Agentia Internationala pentru Energie Atomica, Viena, Austria [107].

Grupul de plante care a beneficiat cel mai mult de pe urma aplicarii radiomutatiilor in
ameliorare sunt cerealele, constituind 47%. S-au obtinut soiuri cu talie mai redusa a plantelor,
mai precoce, rezistente la boli, infratire mai buna, cu spice mai mari si numar ridicat de boabe pe

spic, calitate boabelor s.a. [268].
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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, ce pot provoca daune
directe sau indirecte plantelor. Efectul direct provoaca deteriorarea materialului genetic (ADN
sau ARN) din celulele organismului, rezultdnd modificari structurale si functionale ale
moleculelor de ADN [150].

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. Tehnicile biotehnologice in vitro garanteaza calitatea si siguranta, care,
combinate cu mutageneza, permit selectarea unor caractere agronomice performante de
importanta economica [280]. Numeroase studii, privind utilizarea razelor gamma in combinatie
cu diferite medii de culturd in rezultat au demonstrat, cid plantele au suferit modificari
morfologice, cum ar fi culoarea boabelor, culoarea florii si inaltimea plantei [40; 151].

Mutageneza in culturile de tesuturi si celule in vitro ofera oportunitatea raspandirii rapide
si masive a plantelor mutante [307]. Inducerea mutatiilor prin utilizarea radiatiei gama a fost
descrisa atat in apexuri si seminte colectate in cdmp, precum si in culturi de tesuturi, protoplasti
si calus. Cultura in vitro in combinatie cu radiatiile a devenit o metoda eficienta pentru a induce
variabilitatea genetica si multiplicarea rapida a mutantilor selectati, deoarece poate fi generata o
cantitate suficienta de material pentru mutageneza si manipularea post-mutageneza [314].

In cadrul cercetirilor efectuate s-a constatat, ci in conditii de cultura in vitro, radiatia
gama influenteaza frecventa calusogenezei, morfogenezei si regenerarii.

In baza analizei dispersionale bifactoriale s-a stabilit, ci puterea de influentd a radiatiei
gama este dependentd de genotip si specifica fiecarei etape: de obtinere a tesuturilor calusale,

embriogenezei si regenerarea de plantule.

3.2.1. Efectul dozelor razelor gama in procesul mutational declansat in celulele
calusale

Razele gama sunt o sursd de mutageni care pot induce mutatii la plante. Mai multi
cercetatori folosesc razele gamma pentru a imbunatati caracterele de interes prin asigurarea
diversitatii genetice. Studiile au demonstrat efectele iradierii gama asupra germinarii semintelor,
cresterii si dezvoltarii plantelor, continutului de clorofila, stresului oxidativ si productiei de
metaboliti secundari. Este cunoscut faptul, ca iradierea cu raze gamma in doze mari influenteaza
negativ 1insusirile fiziologice si biochimice ale plantelor [165; 280]. Cu toate acestea,

radiosensibilitatea ar putea identifica diferite nivele de susceptibilitate, in functie de varietatea
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plantei, datorita diferentelor legate de continutul de ADN, procesul de reparare, reactia
antioxidanta i cinetica ciclului celular [75]. Pentru a spori eficienta reproducerii mutatiilor, este
importanta selectarea dozei optime de radiatii care ar putea contribui la cresterea frecventei
mutatiilor fard a afecta in mod semnificativ supravietuirea si reproducerea plantei. Majoritatea
studiilor s-au concentrat pe evaluarea raspunsurilor biologice la diferite doze de radiatie [150].

Rezultatele studiului radiosensibilitatii plantelor, prin utilizarea razelor gama, denota
dependenta de faza de dezvoltare a plantei sau componentelor ei la momentul iradierii, starea
fiziologica a organismului, intensitatea dozei utilizate. S-au stabilit corelatii directe a efectelor
radiatiei In dependenta de specie, soi sau clond. Tendinta generala in acest aspect constatd, ca cu
cat celula sau grupul de celule se afla intr-o stare mai avansata din punct de vedere al activitatii
sale fiziologice, cu atat radiorezistenta lor este mai scazuta.

Dozele de iradiere depind de tesutul plantei cercetat: seminte, calus, suspensii celulare,
protoplaste si microspori, frunze, lastari, meristeme apicale, muguri axilari, radacini si tuberculi
obtinuti prin cultura in vitro, cat si de stadiul de dezvoltare a plantelor [284]. Cel mai frecvent,
iradierea cu raze gama este efectuata la cultura calusului, deoarece celulele sunt cu potential
proliferativ inalt (zone cu diviziune intensa a celulelor), fiind mai sensibile la radioactivitate in
comparatie cu celulele adulte [42]. Utilizarea iradierii gama a materialului semincer in
agricultura este limitatd din cauza incertitudinii in dozajul iradierii care variaza pentru diferite
culturi. Cu toate acestea, tratamentul cu scopul de inducere a mutatiilor este convenabil,
deoarece cantitdti mari de embrioni pot fi iradiate intr-o singura repriza [101].

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. Dupa iradiere,
embrionii maturi au fost sterilizati, apoi excizati de la cariopsd si inoculati pentru inducerea
calusului pe mediul de cultura bazal MS suplimentat cu 2,4-D 2,5 mg/1 si kinetina 0,2 mg/1.

Initierea calusogenezei s-a observat la a 4 - 5-a zi de la inoculare la toate variantele
investigate (Figura 3.13). S-a constatat, ca radiatiile gama in limitele dozelor 50 - 150 Gy a avut
un efect stimulator asupra cresterii calusului. Asemenea efect poate fi determinat de modificarea
procesului de expresie si interactiune a produselor genelor modificatoare, care Tn mod normal
inhiba unele procese fiziologice, spre exemplu permeabilitatea membranelor [150]. Se considera
ca stimularea cu radiatii in doze mici favorizeaza inducerea metabolitilor si modificari
biochimice implicate in regenerarea plantelor, generand astfel plante himerice [280].

Analiza frecventei calusogenezei in baza valorilor medii a atestat variatie semnificativa la
nivel de 95 - 99,9%, fiind dependenta de genotip si factorii luati in studiu. S-a constatat, ca doza

de 50 Gy a avut efect stimulator pentru proliferarea calusului la genotipurile Ingen 93, Ingen 35,
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Colina si CAD 2/917, valorile variind de la 53,74 - 76,13 % in comparatie cu martorul. Valorile
medii pentru genotipurile Ingen 33, 188TR 5021, LT 76827 si Rodlen au fost mai mici decat la

martor de 1,1 - 2,14 ori, fiind semnificative la nivel de 99 - 99,9%.

Fig. 3.13. Initierea calusogenezei din embrioni maturi la martor si diferite doze de iradiere.

Este important de remarcat faptul, ca pentru dozele de iradiere 75 - 125 Gy s-a estimat o
crestere usoara a valorilor medii in comparatie cu martorul la majoritatea variantelor luate in
studiu. Pentru genotipul CAD 2/917 doza de 100 Gy a conditionat cresterea semnificativa la
nivel de 95% a frecventei calusogenezei de 1,07 ori fatd de martor. Pentru variantele 188TR
5021 si Rodlen valorile medii au crescut fatd de doza de 50 Gy, dar nu au depasit martorul.
Rezultatele unor cercetdtori au stabilit ca o iradiere a explantelor cu doze scazute de radiatii
gama, poate Tmbundtdti semnificativ regenerarea de plantule sau formare de embrioni somatici si
de haploizi. Au fost obtinute 10 linii mutante de linte prin iradierea semintelor cu raze gamma de
la 100 pana la 300 Gy [268]. Radiatia gama cu doza de 200 Gy a imbunatatit compusii flavonoizi
in 37 de linii de grau [142].

La doza de 75 Gy valoarea medie a cotei explantelor cu raspuns pozitiv a fost de 1,5 -
2,02 ori in comparatie cu martorul, iar pentru doza de 100 Gy - de 1,47-1,63 ori, si 125 Gy - de
1,26 - 1,53 ori, datele fiind semnificative la nivel de 99,9%. O reactie specifica s-a remarcat la
genotipul LT 76827, radiatia gama avand un efect inhibitor asupra proliferarii calusului,
constatand ca odata cu cresterea dozei de iradiere valorile medii scad in comparatie cu martorul
de 1,47 — 2 ori, semnificative la nivel de 99,9%. Astfel, impactul radiatiei la toate dozele de
iradiere a avut un efect inhibitor pentru acest genotip.

Efectul radiatiei gama (150 Gy) asupra calusogenezei a atestat valori, ce variaza de la
58,19 - 85,55% in comparatie cu martorul pentru genotipurile: Ingen 33, Ingen 35, Ingen 93,
Colina si CAD 2/917. Deci, s-a evidentiat o reactie specifica a fiecarui genotip la actiunea
razelor gama la doza de 150 Gy. Astfel, pentru genotipurile 188 TR5021, Rodlen si LT 76827 s-
au atestat valori medii mai mici de 1,26 - 1,99 ori fata de martor, fiind semnificative la nivel de

99,9%, dar cu o crestere a valorilor fatd de toate dozele de iradiere luate in studiu (Figura 3.14).

80



70 Ingen 33

- Ingend3 e Colina
2 5 = ﬁ; 2100
3 z ERL
¥ :
B & g ;
. & 4 %00
23 EED EFt
.E.. 20 igg 3
E 10 510 %2{]
0 E [ E [
I N N - R - 4
F T IFD FSTUSr S ST e
Doza de iradiere Dozn de iradiere Dozn de iradiere = Doza de iradiere
158TR5021 LT 76827 Rodlen CAD /917
70 30 a0 100
= 5 = ‘e 2 .
50 g“ 4-3 * 1 L
o { 3 N — . 63 L S B ——S
06043 gn 30 E,"___ 1]
3 39 £ T 830 2
= 520 i G s 40+ — =
;2.3 3 5_23 = I
&
g1 gl el it ——E]: Tu 520 1 A F
E a Eg E-ﬂ E 0 L
Qf“‘ R . & I I o L I RN I R
Doza de iradiere “ Doza de iradiere © Doza de iradiere Doza de iradiere

Fig. 3.14. Influenta interactiunii factorilor genotip - radiatia gama asupra frecventei calusogenezei.
Nota: *, **, *** - semnificative pentru P<0,05; 0,01; 0,001.

In cercetirile realizate de noi s-a atestat, ci dozele de 200 - 250 Gy au avut efect depresiv
asupra calusogenezei la triticale. Atat cresterea calusului, cat si formarea zonelor morfogene au
scazut odata cu cresterea nivelului de expunere la razele gama. Analiza frecventei calusogenezei
in baza valorilor medii a atestat variatie semnificativd la nivel de 99 - 99,9%. La toate
genotipurile s-a constatat actiunea mai pronuntatd a radiatiei gama asupra initierii calusului,
valorile fiind mai mici in comparatie cu martorul. S-au inregistrat valori mai reduse in
comparatie cu varianta martor pentru doza de 200 Gy, constituind 19,15 - 51,3%, ceea ce este de
1,36 - 2,63 ori mai mici, iar doza de 250 Gy a indicat valori mai accentuate, de 2,26 - 3,97 ori
mai mici fatd de martor. Datele experimentale au demonstrat, cd la doza de 250 Gy, evolutia
calusului se stopeaza si pe parcursul subcultivarii Se necrotizeaza. Se considera ca dozele mari de
radiatii pot induce radioinhibarea prin afectarea promotorilor de crestere care duce la distrugerea
tesuturilor, provocand malformarea si pierderea capacitatii de regenerare [280]. Conform datelor
din literatura estimarea dozei letale (DL 50) pentru semintele de triticale constituie 460 Gy [247].

Rezultatele aplicarii testului ANOVA denotd, ca asupra frecventei calusogenezei au
influentat semnificativ (P<0,001) atat genotipul, radiatia cat si interactiunea genotip-radiatie
(Tabelul 3.9).

Determinarea radiosensibilitatii si dozelor optime de radiatii ionizante sunt pasi
importanti pentru realizarea mutagenezei induse pentru Imbunatétirea culturilor. Numeroase
studii au demonstrat, ca dozele mari de radiatii gama provoaca modificari fiziologice, cum ar fi
intarziere in germinarea semintelor si reducerea ratei de supravietuire si a cresterii plantelor la

grau [247].
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Tabelul 3.9. Analiza variantei frecventei calusogenezei in dependenti de doza de radiatie
gama si genotip

Sursa de variabilitate Suma Grad de Varianta Testul Pl, %
patratelor |libertate (GL) (S?) Fisher (F)

Genotipul (G) 38100,4 7 544291 591,62*** 50,44

Doza de radiatie (DR) 29678,8 7 4239,82 460,85*** 32,29

Interactiunea G / DR 6564,79 49 133,97 14,56*** 8,69

Rezidual 1177,61 128 9,20007 -

Total 75521,6 191 - -

Nota: *** - semnificativ pentru P<0,001.

Rezultatele sunt in concordanta cu cele ale cercetatorilor, care au raportat, ca potentialul
de germinare a semintelor a scizut pe misurd ce doza de radiatii a crescut. In plus, viteza de
germinare a fost confirmata a fi redusad cu expunerea prelungita la raze gama chiar si la aceleasi
doze de radiatii. Inhibarea cresterii si intarzierea sunt cunoscute a fi cauzate de oprirea ciclului

celular in faza G2 in timpul diviziunii celulare somatice expuse la radiatii cu doze mari [150].

3.2.2. Impactul radiatiei gama asupra acumulirii masei calusale si regenerarii
plantulelor

Este cunoscut faptul, ca radiatia gama influenteaza cresterea si dezvoltarea plantelor prin
inducerea modificarilor morfologice, structurale si functionale ale celulelor si tesuturilor. Cultura
calusului poate fi consideratd o etapa biotehnologica initiald importantd pentru producerea pe
scard largd de biomasd si materie primd pentru culturile de suspensie celulard si regenerarea
lastarilor, fiind exploatata pentru acumularea de compusi activi [152].

Determinarea cineticii cresterii calusurilor s-a estimat prin cantdrirea biomasei calusale
neoformate la nivelul inoculilor, a 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, atestd
schimbari in cresterea, culoarea si morfologia calusului. Dozele de iradiere mai mici (50 - 150
Gy) au actionat asupra formarii calusului in comparatie cu formele martor, calusul fiind 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, de
aceea din cercetarile ulterioare a fost exclus. Doze mari de iradiere, conform datelor din
literatura, conduc la inhibarea acumularii de biomasa calusala. Se considera ca motivul scaderii
treptate a proliferdrii se poate datora efectului radiatiilor asupra activitatii factorilor de crestere

endogeni, care stimuleaza diviziunea celulara [155].
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Analizand efectul radiatiei gama la nivel de tesut, conform indicelui masa calusului, s-a
constatat, cd dozele 75 - 150 Gy au efect stimulator, in timp ce in cazul dozei 50 Gy la toate
genotipurile luate in studiu se observa o diminuare a biomasei calusale in comparatie cu martorul
(Figura 3.15). Pentru genotipurile 188TR 5021, LT76872, Rodlen si CAD 2/17 valorile medii

sunt mai mici cu 5,98 - 27,13% fata de martor, semnificative la nivel 95 - 99%.

Fig. 3.15. Cresterea biomasei calusale a genotipului Ingen 35: A — varianta martor;
B — varianta iradiata cu 50Gy.

Odata cu cresterea dozei de radiatie se remarca o crestere a biomasei calusale. Analizand
rezultatele obtinute, s-a constatat ca, genotipurile Ingen 33, Ingen 35, si CAD 2/917 supuse
iradierii gama cu dozele de 125 Gy au o capacitate calusala mai mare decat varianta martor cu
0,71 - 8,36%, iar pentru genotipul LT 76872 media s-a redus cu 12,1% in comparatie cu varianta
matror, semnificativ 99%. Genotipurile Ingen 33, Ingen 35, CAD 2/917, Ingen 93 sunt
caracterizate de o abilitate mai mare de formare a masei calusului, fatd de celelalte genotipuri
studiate (Anexa 2).

Studiind dezvoltarea calusului s-a observat, ca pentru acumularea biomasei calusale
radiatiile ionizante cu doza de 150 Gy a avut efect stimulator pentru majoritatea genotipurilor de
triticale. Se atesta o corelatie pozitiva intre doza de iradiere si masa calusului obtinut fata de
martor. La loturile tratate cu doza de iradiere 150 Gy masa calusului a crescut, prezentand
diferente atat intre martor, cat si intre celelalte variante experimentale. Dupa 30 de zile de
subcultivare genotipul CAD 2/917 (777,31 mg) a prezentat valoare maxima, fiind cu 12,42% mai
mare ca martorul, semnificativ la nivel de 95%, cea mai mica valoare s-a stabilit la genotipul
188TR 5021, fiind nesemnificativa fata de martor. Variatia masei calusului cu doza de iradiere
de 150 Gy pentru fiecare genotip studiat este reprezentata in figura 3.16. Astfel, cele mai mari
valori au fost inregistrate de genotipurile Ingen 35, masa calusului constituind (879,57 mg), iar
cele mai reduse date s-au atestat la genotipul LT 76872 (399 mg). Pentru varianta martor,
greutatea medie a calusului a oscilat intre 384,38 - 814,08 mg (Tabelul 3.16).
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Fig. 3.16. Variatia masei calusului in dependenti de doza de iradiere 150 Gy
in comparatie cu martorul.

Conform cercetarilor efectuate s-a evidentiat o variatie semnificativa a valorilor medii,
care sunt dependente de genotip si doza de radiatie [3]. Pentru determinarea impactului razelor
gama asupra variabilitdtii se utilizeazd coeficientul de variatie (CV,%), care ne permite sa
stabilim reactivitatea genotipului fata de factorul dat. Prin urmare, coeficientul de variatie, pentru
150 Gy constituie 3,08 - 14,54%, ceea ce corespunde unui nivel mic si mediu de variabilitate. La
varianta martor valorile coeficientului de variatie fiind 0,61 - 10,79%.

Pe masura cresterii dozei de iradiere 200 Gy, efectul razelor gama a diminuat cresterea
biomasei calusale. Pentru genotipurile 188TR 5021, LT 76872, Rodlen si CAD 2/17, valoarea
medie s-a micsorat cu 7,38 - 31,75% in comparatie cu martorul, fiind semnificativa 95-99%.
Rezultate similare au fost raportate in greutatea proaspata a calusului la grau si trestia de zahar.
Iradierea cu raze gama in doze mari provoaca leziuni severe ale tesutului, ceea ce poate reduce
greutatea calusului [171].

in rezultatul totalizarii studiului actual s-a stabilit, ci doza de radiatie 150 Gy a fost cea
mai eficace in stimularea productiei de biomasa a calusului. S-a confirmat cantitativ efectul
radiatiei asupra calusului embriogen si regenerarii [3].

Din analiza rezultatelor nu se observd o dependentd semnificativd intre greutatea
proaspata a calusului si rata de regenerare. Astfel, genotipul LT 76872 cu o greutate mica a
calusului (395,40 mg), are o rata de regenerare de 1,2%, spre deosebire de genotipul Ingen 33 cu
0 greutate mai mare a calusului (745 mg), dar cu o rata a regenerarii de 0,9 %. 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 3.10).
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Tabelul 3.10. 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 615,07 440 11
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

In urma prelucrérii statistice, prin aplicarea testului ANOVA (Tabelul 3.11) s-a stabilit,
ca greutatea calusului a fost influentatd semnificativ de genotip, radiatia gama, cat si de
interactiunea lor (P<0,05; 0,001). Puterea de influenta majora fiind atribuita genotipului 49,35%,

urmata de radiatia gama 25,54%.

Tabelul 3.11. Analiza variantei masei calusului

Sursa de variabilitate Suma Grad de Varianta Testul Pl, %
patratelor | libertate (GL) €) Fisher (F)
Genotipul (G) 482355,0 7 68907,85 425,03*** 49,35
Doza de radiatie (DR) 249665,0 6 41610,8 25,67*** 25,54
Interactiunea G/DR 63707,9 42 1516,9 0,94* 6,51
Rezidual 181580,0 112 1621,3 -
Total 977307,9 167 - -

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

3.2.3. Influenta razelor gama asupra proceselor morfogenetice
Fenomenul de totipotenta 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 [376]. Se stie ca morfogeneza este unul dintre cele mai
complexe procese in cultura de tesut, in special pentru familia Gramineae. Rezultatele mai
multor studii, au demonstrat conditionalitatea genotipica a dezvoltarii morfogene [375].
Utilizarea radiatilor gama ca agent mutagen fizic, ca sursa de sporire a variabilitatii Somaclonale
este unul din factorii ce asigura formarea unui calus embriogen cu regenerarea ulterioara.
Deoarece, calusul compact, globular de culoare verde a prezentat insusiri embriogene s-a

calculat frecventa de formare a acestuia, fiind estimatd frecventa morfogenezei. In rezultatul
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analizei datelor obtinute s-a evidentiat rectia specifica a genotipului in complex cu doza de
iradiere, care au influentat semnificativ frecventa morfogenezei.

Procesul de formare a zonelor morfogene in calusurile analizate a fost inhibat de catre
radiatie la o parte din genotipuri. S-a stabilit, ca pentru genotipurile Ingen 33, Ingen 35, Ingen 93
si CAD 2/917 la dozele de 50 - 150 Gy valorile medii au crescut fatd de martor, cea mai mare
valoare fiind la doza de 150 Gy de 1,05 - 1,39 ori, fiind semnificative la nivel de 95 - 99%
(Figura 3.17).
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Fig. 3.17. Influenta interactiunii factorilor genotip-radiatie gama asupra frecventei morfogenezei.
Nota: ** *** - semnificative pentru P<0,01; 0,001.

Genotipurile Colina, LT 76827 si Rodlen au atestat valori medii mai mici decat martorul.
S-a evidentiat genotipul 188TR 5021, valoare medie s-a redus in comparatie cu martorul la toate
dozele de iradiere de 1,15 - 3,27 ori, fiind semnificativa la nivel de 95 - 99,9%. S-au atestat
diferente semnificative (99 - 99,9%) cu 28,62 - 52,62% mai mici fata de martor pentru toate
genotipurile luate in studiu la doza de iradiere 200 Gy, iar pentru doza de 250 Gy valorile medii
s-au redus substantial in comparatie cu martorul, constituind 47,30 - 74,82% (P<0,01) (Anexa 3).

Astfel, iradierea cu 150 Gy a marit valorile medii a frecventei morfogenezei la toate
genotipurile de triticale. La genotipurile Colina, 188TR 5021 si Rodlen se observa o usoara
intensificare a proceselor morfogenetice fata de celelalte doze de iradiere, dar care nu depaseste
varianta martor (Figura 3.18).
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Fig. 3.18. Calus morfogen cu formarea lastarilor la genotipul Ingen 93:
A —varianta martor; B — iradiere 100 Gy; C —iradiere 150Gy; D — iradiere 200 Gy.

Studiul analizei dispersionale a demonstrat, cd 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% (Tabelul 3.12)

Tabelul 3.12. Analiza variantiei morfogenezei

Sursa de Suma Grad de Varianta Testul Fisher Pl, %
variabilitate patratelor  |libertate (GL) (59 (B)
Genotipul (G) 18123,9 7 2589,13 882,57*** 53,70
Radiatia (R) 11936,9 7 1705,27 581,28*** 35,37
Interactiunea G/R 3309,8 49 67,55 23,02%** 9,80
Rezidual 375,5 128 2,93 -
Total 33746,0 203 - -

Nota: *** - semnificativ pentru P< 0,001

Rezultatele studiului realizat demonstreazd complexitatea procesului de inducere a
morfogenezei, conditionate de factori endo- si exogeni. Diferentele stabilite intre diferite

.....

polivalenta procesului de diferentiere.

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

Variatiile somaclonale obtinute prin mutageneza in vitro cu radiatii gama sunt lipsite de
constrangeri de reglementare si permit regenerarea variatiilor genetice Intr-o perioada scurta de
timp la costuri reduse, la care acest sistem asigurd manipularea usoard a explantelor in spatii
restranse si controlate in conditii aseptice [294]. Efectul mutagenezei in vitro folosind °Co a fost
utilizatd pentru a extinde variatia genetica in scopuri de reproducere a orezului (Oryza sativa L.)
[27; 162], ghimbirului (Zingiber officinale Rosc.) [297], cartofului (Solanum tuberosum. L.)
[220] si tomatelor (Solanum lycopersicum L.) [242].

Frecventa regenerdrii a fost estimatd dupd numdrul total de calusuri regenerative,

indiferent de tipul de calus obtinut in sistemele cercetate. Cercetarile s-au axat pe elucidarea
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efectului dozei de radiatie, genotipului si interactiunii factorilor genotip - radiatie asupra
frecventei de regenerare [9].

Analiza rezultatelor a demonstrat, ca factorii analizati au influentat semnificativ frecventa
regenerdrii (P<0,001) (Tabelul 3.13). Actiunea maxima a inregistrat-o genotipul (50,33%),
radiatia gama (40,63%) si interactiunea genotip - radiatie (7,76%).

Tabelul 3.13. Analiza variantei frecventei regenerarii de plantule

Sursa de variabilitate Suma Grad de Varianta Testul Pl, %
patratelor | libertate (GL) (S?) Fisher (F)

Genotipul (G) 16297,3 7 2328,19 730,61 50,33

Doza de radiatie (DR) 13157,7 7 1879,68 589,86 40,63

Interactiunca G/DR 25144 49 51,31 16,10 7,76

Rezidual 407,9 128 3,19 -

Total 32377,3 191 - -

Nota: *** - semnificativ pentru P<0,001
Prin urmare s-a pus in evidentd influenta maxima a genotipului, care a reactionat specific
asupra frecventei regenerdrii. In rezultatul analizei datelor obtinute cea mai mare valoare a
acestui indice fatd de martor a fost remarcatd la genotipul CAD 2/917 (43,05%) si Ingen 35
(42,88%), pentru doza de iradiere 150 Gy, diferentele fiind semnificative la nivel de 95-99%.
Valoarea minima pentru aceasta doza de iradiere s-a atestat la genotipul LT 76827 (7,57%) si
Rodlen (9,74%), semnificative la nivel de 99,9% (Figura 3.19).
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Fig. 3.19. Influenta interactiunii factorilor genotip - radiatie asupra frecventei regenerarii.
Nota:*, **, *** - semnificative pentru P<0,05; 0,01; 0,001

Analizand efectul radiatiei asupra capacitatii de regenerare s-a observat reactia diferita a
genotipurilor. La doza de 150 Gy pentru genotipurile Ingen 33, Ingen 93, Colina si CAD 2/217
valorile medii s-au marit, indicadnd cele mai mari valori cuprinse intre 33,99 - 43,05%, in

comparatie cu martorul 29,76 - 38,22%. Genotipul Ingen 35 a prezentat o crestere a frecventei de
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regenerare, mai mare in comparatie cu martorul si genotipurile luate in studiu, constituind 34,64
- 42,88%, pentru toate dozele de iradiere, fiind semnificative la nivel de 95 - 99%.

Actiunea mai pronuntatd a radiatiei a fost remarcatd pentru Rodlen, fiind un genotip
radio-mutant, ce a prezentat o reactie specificd asupra regenerarii. Presupunem, ca la acest
genotip in urma iradierii repetate se provoaca o instabilitate genetica, procesul mutational la
nivel celular fiind mai exprimat, provocand aberatii genetice (instabilitate cariotipica). Valorile
medii au fost semnificative (95 - 99,9%) pentru toate dozele de iradiere, cu o usoara crestere a
valorii doar la doza de 125 Gy (11,68%), dar nu a depasit martorul (19,99%). Comparand
varianta martor a genotipului LT 76827 cu toate dozele luate in studiu, se atestd reducerea
valorilor medii cu 8,16 - 91,27% pentru dozele 100 — 250 Gy, fiind semnificative (95 - 99,9%).
Frecventa regenerdrii s-a diminuat de 2,97 - 16,74 ori. Genotipul 188TR 5021 a indicat o
micsorare a valorilor medii pentru doza 50 Gy, diferenta fiind semnificativa la nivel 99,9%, apoi
se observa o crestere usoard pana la doza de 150 Gy, semnificativa 95 - 99%, dar nu depasesc
varianta martor. Cea mai semnificativa diferentd (99,9%) a valorilor medii in raport cu martorul
a fost inregistrata pentru doza de 250 Gy pentru toate genotipurile (Figura 3.19). Efectul dozelor
mari de radiatii gama a inregistrat raspunsuri cu valori minime ale regenerarii si crestere redusa a
plantelor, sugerand leziuni structurale induse de radiatii.

In rezultatul cercetarilor s-a constatat, ca efectul iradierii gama asupra procesului de
formare a regenerantilor a fost dependent de doza de radiatie. Astfel, razele gama cu doza de 150
Gy au intensificat frecventa regenerarii, pentru majoritatea genotipurilor, iar dozele de 200 — 250
Gy pentru toate genotipurile au redus acest indice in comparatie cu martorul.

Calusurile au fost subcultivate la fiecare 3 saptamani pe medii nutritive proaspete, iar cele
ce prezentau zone morfogene au fost transferate pe mediu de regenerare MS suplimentat cu AlA
(0,5 mg/1) si BAP (1 mg/l). Dupa 2 saptamani s-a observat formarea lastarilor, care ulterior au

evoluat 1n plantule (Figura 3.20).

Fig. 3.20. Lastari regenerati la diferite doze de iradiere si a martorului, dupa 30 zile.
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Pe parcursul subcultivarii s-a remarcat ca o parte din calusuri nu au format muguri si
lastari adventivi. S-au Inregistrat urmari letale pentru o parte din calusuri, care morfologic se
manifesta prin aparitia sectoarelor necrotizate pe suprafata tesutului calusal si a dus la pierderea
capacitatii de morfogeneza, ceea ce denota ca razele gama stimuleaza procese litice ce provoaca
necrotizarea tesutului vegetal. In timpul cultivarii in vitro nu toti embrioizii au evoluat,
parcurgand toate etapele de dezvoltare, unii ramanand in stadiile incepatoare, fara a finaliza cu
regenerare de plantule. Acest lucru explica impactul deosebit de semnificativ al radiatiei asupra
modificarii indicilor activitatii morfogenetice, mai cu seama a eficientei de regenerare. Probabil,
restructurarile produse de radiatia gama in tesutul calusal conduc la inhibarea dezvoltarii unei
parti din embrioizii somatici.

In prezentul studiu, s-a constatat ci rata de supravietuire a explantelor iradiate scade
liniar odata cu cresterea dozelor razelor gama. Efectele cresterii dozelor de radiatie s-au reflectat
si asupra aparitiei lastarilor potential mutanti. Numarul de lastari cu cele mai semnificative
valori, in mediu 7,25 per explant s-a stabilit pentru doza de iradiere 150 Gy.

In rezultatul analizei datelor, cele mai mari valori in ceea ce priveste formarea lastarilor a
prezentat genotipul Ingen 35, constituind 14 lastari per calus si CAD 2/917 cu 13 lastari. Rata
redusa s-a atestat la genotipurile LT 76872, constituind 1,5 lastari per explant (Figura 3.21).
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Fig. 3.21. Influenta genotipului si a radiatiei gama (150 Gy) asupra numarului de
lastari regenerati.

Pentru genotipurile Ingen 33, Ingen 93, Colina, LT 76872 iradiate cu doza de 150 Gy,
valorile medii s-au redus fata de martor de 1,12 - 3 ori. Cele mai inalte valori fata de martor s-au

atestat la genotipul Rodlen si CAD 2/917, media a crescut de 1,08 - 1,2 ori. Rata cea mai redusa
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s-a nregistrat la genotipurile LT 76872, constituind 1,5 ldstari per explant. S-au obtinut 58 de
regeneranti mutanti.

Formarea regenerantilor a scazut odata cu cresterea dozelor de radiatie si a fost aproape
complet suprimata la 250 Gy. Consecintele iradierii gamma s-au observat si asupra cresterii in
lungimiea lastarilor, fiind proportionala cu cresterea dozei de iradiere si genotip, fapt observat si
la grau (Triticum aestivum L.). Conform datelor din literaturd lungimea lastarilor a scazut cu
46% pe masura ce doza razelor gama a crescut [71].

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 (Tabelul 3.14).

In scopul inradacinarii regenerantilor, lastarii cu lungime de 2,5 — 4,0 cm au fost decupati
de la suprafata mediului si transferati pe mediul de inradacinare MS cu adaos de ANA (1 mg/l).
Rizogeneza s-a atestat la a 10-ea zi de la cultivare. Rata medie de inradacinare a lastarilor a fost
40,66%. Somaclonele obtinute la genotipurile Ingen 35, Ingen 93 si CAD 2/917 au inregistrat
valori mai mari a procentului de Inradacinare comparativ cu martorul si celelalte genotipuri.
Frecventa maximd de inrddacinare s-a evidentiat la Ingen 93, fiind de 49,22%, iar valoare

minima - la genotipul LT 76872, constituind 27,57% (Tabelul 3.14).

Tabelul 3.14. Frecventa calusogenezei, embriogenezei, regenerarii in vitro la
genotipurile de triticale supuse iradierii gama

Calus Calus Lﬁstari Plante

Genotlpul Val’ianta embriogen regenerativ inrﬁdﬁCinati aCIimatizate

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

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 27,57 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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Este cunoscut faptul cd@ radacinile cresc din primordiile nodale numai atunci cand
plantulele sunt bine dezvoltate [160]. Din numarul total de regeneranti, 47 somaclone au format
un sistem radicular bine dezvoltat.

Plantulele cu radacini au fost transferate in vase cu substrat sol-turba (3:1) pentru
aclimatizare la conditii ex vitro. S-a observat ca numadrul de plante ce au supravetuit dupa
plantare pe substrat sol variazi in dependenti de varianta analizatd (Tabelul 3.14). In faza de
aclimatizare somaclonele au manifestat capacitate diferitd de adaptare, care in medie a atins
42,16 %. Dupa aclimatizare 26 plantule au fost transferate in ghivece si cultivate in conditii de
laborator pana la formarea spicelor.

In rezultatul analizei s-a constatat ci somaclonele SCo 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 [5].

Variatia indusa de cultura de tesut la triticale este un fenomen bine stabilit care afecteaza
genotipul si modifica fenotipul somaclonelor [200; 239]. Autorii au evidentiat schimbari
fenotipice produse de cultura in vitro in comparatie cu variantele martor neiradiate, ce s-au
rasfrans asupra 1naltimii plantelor, numarului de noduri, lungimea spicului principal si numarul
de boabe per spic.

Efectul radiatiei a fost confirmat prin obtinerea formelor de triticale cu talia plantei
diferita: forme pitice (cu talie scurta), avand indltimea medie cuprinsa intre 40 - 60 cm, din care
fac parte genotipurile Rodlen si 188TR 5021 cu valori cuprinse intre 85 - 105 cm (forme
semipitice), categorie la care se Inscriu genotipurile Ingen 33, Ingen 35 si LT 76872, precum si
forme inalte, cu talia plantelor care depaseste 105 cm, ajungand pana la 150 cm (Ingen 93, CAD
2/917). Forme pitice a mutantilor au fost obtinute si la orez, inaltimea plantelor fiind un caracter
important in ameliorarea orezului. Plantele cu tulpini scurte cresc cantitatea de boabe formate
[283]. Dragov R. si coaut. [95] au raportat pentru grau o corelatie pozitiva bine definitd dintre
productia de boabe si ndltimea plantelor.

Pentru evaluarea spectrului de variatii, la regeneranti SCo dupa maturitate au fost
colectate semintele. Pentru genotipurile iradiate numarul de boabe in spic, in medie a constituit O
- 14 boabe, o parte din ele fiind sistave, precum si dezvoltate incomplet. Mai mult de 26% dintre
plante au format spice sterile sau boabe marunte. Una dintre cele mai mari contributii la
randamentul culturii este caracterul numarul de boabe per spic si greutatea boabelor care este
legata direct de doud caracteristici morfometrice importante, cum ar fi dimensiunea si forma
boabelor. Dimensiunea boabelor si forma boabelor sunt trasaturi esentiale de reproducere,

deoarece se considera cele mai stabile dintre componentele ce asigura productivitatea. Cauzele
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care conduc la formarea boabelor sistave sunt conditionate de actiunea culturii in vitro cat si a
razelor ionizante, ce au la baza modificari structurale si functionale care influenteaza dezvoltarea
bobului la stadii timpurii.

Aplicarea mutagenezei in ameliorarea culturilor include doud momente esentiale: 1)
inducerea mutantilor individuali si ii) selectarea plantelor sau liniilor cu trasaturi imbunatatite
pentru programele de ameliorare [248].

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, evidentiindu-se somaclonele
genotipurilor Ingen 33, Ingen 35, Ingen 93, 188TR 5021 si CAD 2/917.

Analizand regenerantii SCo dupa caracterul talia plantei, la genotipul CAD 2/917 s-a
atestat ca radiatia a avut un efect stimulator asupra valorii medii, talia plantelor constituind 150
cm. Consideram ca aceste somaclone prezintd un interes mai limitat pentru amelioratori din
considerente cd aceste plante sunt sensibile la cadere. Este important de remarcat faptul ca
polignirea paiului micsoreaza cantitatea de productie, favorizeaza atacul de boli, afecteaza
maturitatea uniforma a boabelor si impieduca recoltarea mecanizata [225].

In rezultatul evaluarii caracterului numarul de boabe per spic s-a remarcat ci somaclonele
genotipul Ingen 35 si Ingen 93 au format 11 - 14 boabe per spic, constituind valori medii mai
mari fatd de alte genotipuri.

Prin urmare, pentru cercetarile ulterioare a somaclonelor SC:1 si SC2 au fost selectate
urmatoarele genotipuri de triticale: Ingen 35, Ingen 93 (soiuri de selectie locald) si soiul 188TR

5021 (soi polonez).

Concluzii la capitolul 3
1. S-a selectat si optimizat un mediu comun pentru inducerea calusogenezei din
diferite tipuri de explante (embrioni maturi, frunza). S-a stabilit, cd mediul de cultura MS
suplimentat cu reglatori de crestere 2,4-D (2,5 mg/l) si kinetina (0,2 mg/l) a determinat rata de
proliferare sporita (90 - 95%) a celulelor calusale la genotipurile de triticale analizate, ce a
permis formarea preponderenta a calusului compact, globular de culoare verde (tip 1).
2. Frecventa calusogenezei a variat in functie de genotip si mediul de cultura,
diferentele fiind semnificative la nivel de 99,9%. Puterea de influentd a mediului de cultura fiind
maxima si constituie 34,91%, genotipul reprezintd o sursa de variatie de 9,3% iar interactiunea

genotip — mediu 16,46%.
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3. Interactiunea factorilor ,,varsta explantului” — ,,genotip” denotd o influenta
semnificativa P <0,001 in stabilirea unui raspuns calusogenetic pozitiv la conditiile de cultivare
in vitro. Frecventa calusogenezei pentru calusurile initiate din limb foliar, a atins cota maxima la
a 2-a zi de cultivare (78,63%) si s-a atestat la segmentele bazale. Valorile cele mai mari s-au
inregistrat pentru genotipurile CAD 2/917 (89,12%), LT 76872 (81,32%), Ingen 35 (80,67%),
Rodlen (80,19%), cele mai mici valori s-au stabilit la Colina (69,56%). Aplicarea testului
ANOVA a stabilit, ca frecventa calusogenezei este determinata de varsta explantului (70,64%),
genotip (6,68%) si interactiunea ,,genotip” — ,,varsta explantului” (0,94%).

4. Rezultatele analizei comparative a capacitatii calusogenezei pentru explantele
analizate au evidentiat, ca utilizarea embrionilor maturi de triticale este mai eficienta decat
utilizarea fragmentelor de limb foliar si a insusirilor prioritare in dependenta de genotip.

5. Regenerarea de plantule pe mediul MS suplimentat cu AIA (0,5 mg/l) si BAP
(Img/l) a inregistrat, la nivelul explantelor o rata de proliferare a zecilor de lastari/explant.
Frecventa regenerarii lastarilor per calus embriogen a fost de 17,27 - 43,28%. Cea mai sporita
proliferare de lastari se evidentiaza la genotipurile Ingen 33 de 9 lastari/explant, Colina — 10 si
CAD 2/917 - 13,66 lastari formati. Analiza dispersionala a rezultatelor obtinute, denotd o
influentd semnificativa a genotipului asupra capacitatii de regenerare a lastarilor per explant,
puterea de influenta constituind 73,17% cu diferente semnificative pentru P<0,05.

6. Inrddacinarea in vitro si elongarea lastarilor a fost indusd pe mediu nutritiv MS
suplinit cu auxina ANA in concentratie de 1 mg/l. Rata medie de inradacinare a lastarilor
constituie 72,39%. Aclimatizarea regenerantilor inradacinati in vitro au manifestat capacitate
diferita de adaptare, valoarea medie fiind de 62,42 % la toate genotipurile.

1. S-a stabilit ca activitatea mitotica a celulelor calusale in vitro este dependenta de
genotip, indicele mitotic constituind 13,58 - 55,04% in toate fazele diviziunii mitotice la
genotipurile: Ingen 35, Ingen 93, Colina, 188TR 5021, Rodlen si CAD 2/917. S-a constatat, ca
cultura in vitro in celulele calusale induce mutatii in anafaza — telofaza de tipul: celule
binucleate, aranjare ciclica a cromozomilor, fragmente cromozomiale punctiforme ce deriva din
instabilitatile mitozei si care pot fi transmise regenerantilor.

8. S-au stabilit dozele stimulatoare si inhibitoare a razelor gama asupra embrionilor
maturi de triticale pentru inducerea calusogenezei, morfogenezei si regenerarii de plantule,
cuprinse in diapazonul 50-250Gy. S-a constatat ca radiatiile gama in limitele dozelor 50-15 Gy a
avut un efect stimulator asupra frecventei calusogenezei, morfogenezei si regenerarii In

comparatie cu martorul, semnificative la nivel de 95 - 99,9%. Expunerea la dozele de 200-250Gy
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au avut efect inhibitor asupra cresterii calusului, formarii zonelor morfogene, calusul
necotizandu-se pe parcursul subcultivarii, diferentele fiind semnificative la nivel de 99 - 99,9%.
9. Doza de radiatie 150 Gy a prezentat cel mai eficace efect in stimularea acumularii
biomasei calusale (confirmata cantitativ) in comparatie cu martorul, morfogenezei si regenerarii
de lastari. Genotipul, doza de radiatie, cat si interactiunea genotip — radiatie au avut un rol
semnificativ (P<0,05; 0,001), puterea de influenta majora fiind atribuita genotipului (49,35%).
10. Somaclonele SCo derivate din cultura de embrioni maturi supusi iradierii gama au
prezentat diferite trasdturi morfofiziologice (talia plantei, lungimea spicului principal si numarul
de boabe per spic), frecventa si spectrul de variatie al carora au fost specifice fiecarui genotip

luat in studiu.

95



4. ASPECTE GENETICE A GENOTIPURILOR DE TRITICALE OBTINUTE
PRIN MUTAGENEZA FIZICA SI CULTURA IN VITRO
Imbunitatirea multor trisituri agronomice, inclusiv a calitatii cerealelor, necesitd ca
variabilitatea lor genetica sda fie separatd de influentele non-genetice. Timp de multi ani,
obiectivul principal al programelor de ameliorare a fost inlocuirea soiurilor traditionale cu soiuri
moderne cu randament ridicat si rezistentd la boli, ceea ce a condus la o reducere a diversitatii
genetice, 1n principal caracteristicile de calitate si insusirilor nutritionale [180].
Mutageneza este utilizata pe scara larga pentru a creste randamentul, dar mai putin pentru
a creste valoarea nutritionald [248]. In special, soiurile mutante nu sunt recunoscute ca
organisme modificate genetic si sunt distribuite pe scard larga in toate tarile fara scepticism
public sau restrictii suplimentare de reglementare. Progresele in biologia moleculard au avansat
foarte mult selectia mutatiilor, facand-o mai eficientd decat se credea anterior [77].
Diversitatea geneticd poate fi estimata, folosind trasaturile morfologice. Dezvoltarea
continud si disponibilitatea unor noi resurse genetice sunt esentiale pentru Tmbunatatirea

soiurilor, iar pentru diferentierea genotipurilor poate fi utilizata caracterizarea fenotipica [351].

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

Somaclonele, obtinute prin cultura in vitro, posedd un spectru larg de variatic a
caracterelor morfologice si biochimice, ceea ce confirma eficienta folosirii culturii de calus in
inducerea variabilitatii, prin obtinerea somaclonelor ce prezinta interes agronomic [245; 277;
282; 350].

Cercetarile, privind inducerea variabilitatii genetice in vitro, prin aplicarea radiatiilor
gama, au atestat schimbari in procesul de calusogeneza, morfogeneza si asupra frecventei
aparitiilor mutatiilor la diferite plante, inclusiv triticale [7]. Din surse bibliografice, sunt
cunoscute avantajele variatiei somaclonale si mutagenezei. In majoritatea cazurilor, variatia
somaclonald la diferite specii de plante a fost determinata pe baza caracterelor morfologice si
fiziologice [228]. Eficienta radiatiei gama in calitate de inductor al variatiilor genetice la orz a
fost confirmatd prin crearea soiurilor mutante cu proprietati net superioare ce tin de
productivitate, calitate, arhitectura plantei si rezistenta la diferite boli [15].

Prin urmare, prezintd interes evaluarea actiunii culturii in vitro separate si in comun cu
radiatia gama in calitate de modificatori genetici asupra caracterelor agro-morfologice la

somaclonele de triticale. In timpul perioadei de vegetatie, plantele trec prin mai multe etape
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(faze) bine definite, care se manifesta prin modificari ale aspectului exterior datorita formarii si
cresterii diferitor organe: frunze, tulpini, inflorescente [17].

In rezultatul observarilor efectuate asupra fazelor de vegetatic a plantelor de triticale
conform scarii Zadocks s-a evidentiat, ca toate plantele de triticale se aflau la aceeasi faza de
vegetatie, dar la diferite stadii de vegetatie. Acest decalaj intre stadiile de vegetatie s-a pastrat si
la faza de vegetatie: Formarea boabelor si maturitatea in lapte $i1 Maturitatea in cearad.

In rezultatul evaludrii s-au remarcat variatii ale stadiilor de vegetatie in cadrul acestei faze
cu 1 - 2 stadii mai avansate, astfel SC; obtinute in vitro si varianta martor 188TR 5021 se aflau la
stadiile 73 - 75 conform scarii Zadocks, ce corespunde cu inceputul maturitatii $si maturitate in
lapte, iar SC1 188TR 5021 iradiate la stadiul 83 (inceputul maturitatii in ceara). Somaclonele
Ingen 93, obtinute in vitro se aflau la stadiul 71 - 73 (bob apos, inceputul maturitatii in lapte), pe

cand SC1 iradiate si martorul erau la stadiul 77, sfdarsitul maturitatii in lapte (Figura 4.1).

Fig. 4.1. Variantele experimentale a genotipului Ingen 93 la diferite faze de vegetatie:
A — martor; B —iradiere; C — cultura in vitro.

De rand cu aceasta s-a atestat variatia morfologica — culoarea spicului, spic steril s-au
observat plante pitice si semipitice la somaclonele iradiate 188TR 5021, comparativ cu forma
martor din aceeasi combinatie. Pentru somaclonele Ingen 93, obtinute prin cultura in vitro, s-a
atestat ca frunza steag este mai latd si mai mare, de culoare verde, iar la martor culoarea frunzei
fiind verde-albastruie, ceroasa si de dimensiuni mai mici. Plantele au fost colectate in faza de
vegetatie: Maturitatea deplina, stadiul de vegetatie: Seminte iesite din repausul germinativ
secundar (99).

Pentru aprecierea varialibitatii somaclonale au fost evaluati parametrii morfologici

precum: talia plantei, lungimea spicului principal si ultimului internod, numarul fratilor fertili si
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internodurilor per plantd, numarul boabelor per spic, greutatea boabelor si masa a 1000 de boabe
[80]. In rezultatul evaluarilor biomorfologice s-a atestat variatie semnificativa a valorii medii a
caracterelor agro-morfologice la somaclonele de triticale, la nivel de 95 - 99,9% si au depins de
genotip, factorii luati in studiu si indicele analizat (Anexa 4).

Talia plantei este un parametru important pentru dezvoltarea plantei. Cele mai multe
soiuri de triticale sunt cu tulpind lunga si predispuse la polignire. Datele literaturii sugereaza ca
indltimea de peste 91cm a plantulelor conditioneaza o predispozitie la cadere [358]. Polignirea
micsoreaza cantitatea de productie, favorizeaza atacul de boli, afecteazd maturitatea uniforma a
boabelor si impiedica recoltarea mecanizata [225].

Valorile medii ale caracterului talia plantei variaza pentru somaclonele SC; obtinute prin

cultura in vitro si este dependenta de genotip (Figura 4.2).
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Fig. 4.2. Variatia caracterului talia plantei la somaclonele de triticale (SC.).
Nota: *** — semnificativ pentru P<0,001

Astfel, la genotipurile Ingen 93 (in vitro) si Ingen 35 (in vitro) s-au constatat valori medii
mai mari fatd de martor (cu 13,49 - 13,89%) (Figura 4.3). Valoare maxima a caracterului talia
plantei (116,33 cm) a prezentat genotipul Ingen 93 (in vitro), diferentele fiind semnificative la
nivel de 99,9%.
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Fig. 4.3. Caracterul talia plantei la somaclonele SC; a genotipului Ingen 35: A — martorul;
B — varianta iradiata; C — varianta in vitro.

La variantele iradiate cu raze gama s-au inregistrat valori medii mai mici fata de martor
pentru toate genotipurile cu 9,98 - 31,36 %. Deci, radiatia gama a avut efect inhibitor asupra
caracterului talia plantei pentru toate somaclonele studiate. Cele mai mici valori s-au inregistrat
la genotipul 188TR 5021 (RAD), constituind 79,38 cm. Aceste somaclone s-au evidentiat prin
talia plantei, obtinandu-se somaclone pitice si semipitice (Figura 4.4). Coeficientul de variatie a

caracterului talia plantei a atins valori mici si medii (4,57 - 15,68%), indicand stabilitate.

Fig. 4.4. Caracterul talia plantei la somaclonele SC; a genotipului 188TR 5021: A — martorul;
B, C —variantele iradiate; B — semipitice; C — pitice; D — variantele obtinute in vitro.

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 mediei caracterului frati fertili per planta (0,5), s-a
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estimat pentru genotipul 188TR 5021 (in vitro), fiind semnificativa la nivel de 99,9%, probabil
se datoreaza specificului impactului conditiilor in vitro. Pentru celelalte genotipuri s-a constatat o
micsorare usoara a valorilor medii, nesemnificativa in comparatie cu martorul, pentru toti factorii
luati in studiu (Figura 4.5). Pentru caracterul numdarul de frati fertili per planta, coeficientul de

variatie este mare (39,97 - 114,47%), ceea ce atestd o variatie puternica.
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Fig. 4.5. Variatia caracterului numdrul de frati fertili per planta 1a somaclonele de triticale (SCy).
Nota: *, *** — diferente semnificative pentru P<0,05; 0,001.

In rezultatul analizei datelor obtinute pentru caracterul lungimea spicului principal s-a
evidentiat reactie specifica pentru fiecare genotip. S-au constatat valori medii mai inalte cu 9,37-
13,29% pentru genotipurile Ingen 93 (in vitro, RAD) si Ingen 35 (in vitro), diferentele fiind
semnificative la nivel de 99,9% in comparatic cu martorul, iar pentru genotipul 188TR 5021
(RAD) media s-a redus cu 8,39% in comparatie cu martorul, semnificativa la nivel de 95%

(Figura 4.6).

Fig. 4.6. Caracterul lungimea spicului principal la somaclonele SC1 genotipul 188TR 5021:
A — martorul; B — varianta in vitro; C — varianta iradiata, sterila.
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Cea mai inaltd valoare a caracterului lungimea spicului (12,7 cm) s-a Inregistrat pentru
somaclonele Ingen 35 (in vitro). Coeficientul de variatic a acestui indice a constituit 8,11 -

14,54%, ceea ce corespunde cu un nivel mic si mediu de variabilitate (Figura 4.7).
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Fig. 4.7. Variatia caracterului lungimea spicului principal la somaclonele de triticale (SC.).
Nota: *, *** — diferente semnificative pentru P<0,05; 0,001.

In mod similar, la variantele supuse iradierii cu raze gama 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
inregistrat genotipul 188TR 5021, constituind 21,17 cm, (RAD) respectiv 27,54 cm, (in vitro),

fiind semnificative la nivel de 99,9% (Figura 4.8).
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Fig. 4.8. Variatia caracterului lungimea ultimului internod la somaclonele de triticale (SC.).
Nota: **, *** — diferente semnificative pentru P<0,01; 0,001.
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Principalele caractere ce determina productivitatea plantei si capacitatea de concurenta a
unui genotip fatd de celelalte genotipuri sunt: numarul de boabe, greutatea boabelor per spic si
masa a 1000 boabe. Ereditareca acestor caractere, dupa datele studiului bibliografic, spre
deosebire de caracterele calitative sunt controlate poligenic, fiecare gena fiind in dependenta de
actiunea si interactiunea ei cu alte gene ce au efect aditiv la manifestarea caracterului [180].

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), semnificativ (95%). 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 (pentru P<0,01; 0,001), 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 inregistrat la genotipul 188TR 5021 (RAD). Evaluarea variabilitatii caracterului numarul de

boabe per spic principal a atestat o variatie mare (24,00 - 86,71%) (Figura 4.9).
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Fig. 4.9. Variatia caracterului numdrul de boabe la somaclonele de triticale (SC).

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

Conform datelor din literatura greutatea boabelor coreleaza direct cu productivitatea.
Marimea si forma boabelor sunt caractere esentiale de reproducere, fiind cele mai stabile [180].

Valoarea medie pentru caracterul greutatea boabelor a inregistrat diferente semnificative
dintre variante la nivel de 95 - 99% 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
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variatie a atins valori mari (31,47 - 92,07%), ceea ce denotd o variabilitate mare a acestui

caracter (Figura 4.10).
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Fig. 4.10. Variatia caracterului greutatea boabelor la somaclonele de triticale (SC.).
Nota: *, **, *** — diferente semnificative pentru P<0,05; 0,01; 0,001.

Analizand datele pentru caracterul masa a 1000 boabe la variantele iradiate cu raze gama,
s-au inregistrat valori medii mai mici cu 21,15 - 32,34%, fatd de martor, pentru genotipul Ingen
93, semnificativ la nivel de 99% (Figura 4.11). Cultura in vitro a cauzat modificarea valorii
medii doar la genotipul 188TR 5021, fiind atestatd,cresterea de 1,25 ori fatd de martor,
semnificativa (95%). Coeficientul de variatie a acestui indice a constituit 14,59 - 54,42%, ceea ce

corespunde cu un nivel Tnalt de variabilitate.
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Fig. 4.11. Variatia caracterului masa a 1000 de boabe la somaclonele de triticale (SC»).
Nota: **, *** — diferente semnificative pentru P<0,01; 0,001.
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Analiza dispersionala a rezultatelor obtinute prin aplicarea testului ANOVA, denota ca
asupra variatiei caracterelor cantitative la somaclonele de triticale SC: o contributie
semnificativa (la nivel de 95 - 99,9%) o are genotipul, radiatia, cultura in vitro precum si
interactiunea dintre genotip si factorii analizati (Anexa 5).

Actiunea maximald a manifestat-o interactiunea genotipului cu factorii analizati fiind
semnificative la nivel de 99 - 99,9%. S-a evidentiat interactiunea genotipului cu cultura in vitro,
puterea de influenta a atins valori de la 5,87 - 45,32%, in dependentad de caracter. Valorile cele
mai inalte au fost inregistrate pentru caracterele: numdrul 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%), dar
semnificative la nivel de 99 - 99,9%.

Influenta genotipului este semnificativa la nivel de 95 - 99,9% pentru toate caracterele
bio-morfologice studiate si a atins valori de la 3,27 - 30,77%. Cele mai inalte valori a acestui
indice au fost remarcate pentru caracterele: greutatea boabelor - 22,70% (cultura in vitro), talia
plantei - 26,84% (RAD) si 28,74% pentru cultura in vitro. Puterea de influentd maximala a
manifestat-o genotipul pentru caracterul lungimea ultimului internod a somaclonelor obtinute
prin cultura in vitro, constituind 30,77%.

Puterea de influentd a radiatiei asupra caracterelor analizate este maximala pentru indicii:
numarul de boabe (21,87%) si greutatea boabelor (20,52 %), fiind semnificative la nivel de
99,9%. Cultura in vitro a avut impact semnificativ la nivel de 99,9% si a atins valori de la 2,44 -
18,84%. Pentru caracterul numdrul de frati fertili puterea de influenta a constituit 18,84%.

In rezultatul cercetirilor s-au evidentiat somaclonele (SC1) a genotipului Ingen 35
(RAD), dupa valorile medii in comparatie cu martorul, fiind determinate de 3 caractere
biomorfologice: talia plantei, lungimea spicului principal, lungimea ultimului internod. Pentru
somaclonele (SC1) a genotipului Ingen 93 obtinute in vitro, toate caracterele au avut valori mai
mari decat martorul si varianta iradiata, semnificative (95 — 99,9%), iar pentru genotipul 188TR
5021 (RAD), s-a stabilit o reducere semnificativa la nivel de 95 - 99,9% pentru toate caracterele

cercetate in comparatie cu martorul.
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4.2. Analiza polimorfismului genetic al somaclonelor SCi la triticale

Crearea de noi soiuri la culturile agricole se bazeaza pe utilizarea variabilitatii genetice
naturale sau create de om. Pentru a identifica si caracteriza diverse genotipuri pretioase pentru
ameliorare sunt utilizate metode ce au ca scop obtinerea de marcheri genetici. Ei pot fi
morfologici, biochimici sau moleculari.

Marcherii morfologici determind forma, culoarea sau unii componenti biochimici
specifici, numarul lor fiind relativ mic. Odata cu dezvoltarea geneticii moleculare a aparut o
clasa noua de marcheri moleculari — fragmente de ADN, care corespund succesiunilor
nucleotidice ce fac parte din structura genei valoroase sau coreleaza cu ea. ldentificarea unei noi
clase de marcheri genetici, respectiv a marcherilor moleculari, reprezinta un adevarat eveniment
revolutionar in metodologia de ameliorare a plantelor. Strategia utilizarii marcherilor moleculari
se bazeaza pe evidentierea polimorfismului molecular, care la genomurile plantelor este datorat,
in mare parte, variatiei cantitatii de ADN repetitiv. Cele mai importante aplicatii ale marcherilor
moleculari in ameliorarea plantelor sunt reprezentate de selectia asistata de marcheri, accelerarea
backcrossului, detectarea diversitatii si diferentelor genetice dintre diferite populatii [299].

Astfel, aplicarea marcherilor la nivel de ADN radical a modificat metodele de apreciere a
variabilitdtii genetice a plantelor, pasaportizarea si clasificarea soiurilor, cartarea si determinarea
unor loci, responsabili de calitatile valoroase in ameliorare [79; 207; 255]. Marcherii la nivel de
ADN pot fi utilizati in mod direct pentru analiza moleculard a genomului. Polimorfismul
secventelor de ADN poate fi detectat datoritd diferentelor de situsuri de hibridare cu un primer
arbitrar prin tehnicile MAAP (Multiple Arbitrary Amlicon Profiling ADN): RAPD (Random
Amplified Polymorphic ADN), AP-PCR (Arbitrarily Primed PCR), DAF (ADN Amplification
Fingerprinting). Aceste metode constau in realizarea unei reactii PCR pe ADN-ul studiat,
utilizdnd un primer de secventa arbitrard. Tehnicile ce folosesc amorse arbitrare, in special
RAPD, au obtinut o raspandire largd, deoarece sunt rapide, necesita putin ADN si fiind bazate pe
PCR sunt mai simplu automatizate [319].

Tehnica RAPD cu succes este folositda in constructia hartilor genetice, care permit
identificarea si marcarea unor caractere calitative si cantitative pretioase si in identificarea
marcherilor asociati cu rezistenta plantelor la diverse boli si daunatori [13; 241]. Dar cel mai
mult aceasta tehnica este folosita cu scopul de a detecta un polimorfism de secventa a ADN-ului
genomic [14; 326].

Asadar, marcherii moleculari reprezintd un instrument efectiv in studiul genetic al
plantelor, simplificind mult cercetarea naturii genelor clasice, locilor caracterelor cantitative,

cartarea genelor, transferul de genelor in alte forme de plante cu crearea de noi soiuri de culturi
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cerealiere, leguminoase, fructifere. Dar utilizarea practicd a marcherilor moleculari pentru
crearea soiurilor noi inalt productive de culturi cerealiere Incd nu e aplicata pe larg.

Cercetarile efectuate in ultimii ani sunt importante prin obtinerea si studierea soiurilor noi
de triticale, care sunt cu mult mai productive si rezistente, decat formele parentale. Din an in an
aceste soiuri sunt raspandite mai larg in agricultura tarii noastre si sunt folosite cu succes atat in
alimentatia umana, cat si a animalelor. Aceasta dicteaza necesitatea efectuarii studiilor genetice
de pasaportizare a genotipurilor, identificarea marcherilor moleculari asociati cu caractere
valoroase. O sarcina actuald ramane a fi sporirea genofondului de culturi cerealiere in vederea
diversificarii formele si obtinerii de noi genotipuri.

In cadrul acestui studiu a fost efectuatd analiza variabilititii genetice la somaclonele a 3
genotipuri de triticale (Ingen 35, Ingen 93 si 188TR 5021) prin utilizarea 12 primeri decameri
RAPD. in baza acestor genotipuri au fost create variantele experimentale: in vitro (IV) si iradiat,
precum si martorul (M), care reprezinta formele initiale.

Rezultatele au pus in evidenta diversitatea amprentelor molecular-genetice in functie de
genotip si primerul utilizat [81]. Analiza produselor de amplificare cu primerul OPA1l a
evidentiat 5 fragmente nucleotidice cu dimensiunea cuprinsa intre 477 - 855 pb (perechi de baze)
(Figura 4.12, A). Genotipurile investigate, cat si formele acestora au prezentat aceleasi spectre
moleculare (din 5 benzi) cu exceptia Ingen 35 M care s-a caracterizat printr-un spectru diferit (4
benzi). Astfel, primerul a generat 4 fragmente comune pentru toate genotipurile si unul polimorf

(546 pb) care lipseste la Ingen 35 M.
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Fig. 4.12. Spectrele electroforetice ale fragmentelor ADN amplificate cu primerul OPA11 (A)
si OPB14 (B).
M — marcher molecular (GeneRuler 1 kb DNA Ladder, pb — perechi de baze); genotipuri: Ingen 35, Ingen
93, 188TR 5021; forme: martor (M), in vitro (1V), iradiat (IR).

La genotipurile de triticale au fost evidentiate 6 fragmente de ADN prin genotiparea
RAPD cu OPB14 (Figura 4.12, B). Lungimea secventelor a variat de la 320 pb la 1671 pb. In

amprenta electroforetica la forma Ingen 93 in vitro au lipsit ampliconii de 320, 407, 464 si 1671
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pb. Prin urmare, OPB14 a identificat 2 fragmente comune, care se si intdlnesc cu cea mai mare
frecventa fiind prezente la toate probele studiate, si 4 — polimorfe.

Rezultate similare s-au observat si in cazul oligomerului OPC05 (Figura 4.13, B), care a
determinat amplificarea unui singur profil molecular pentru majoritatea genotipurile, exceptie
fiind Ingen 93 IV care a prezentat un alt profil. In total, pentru acest primer, au fost identificate 9
secvente nucleotidice cu un interval de amplificare intre 372 - 1251 pb. Printre benzile obtinute,
in functie de frecventa raspandirii, s-au depistat 3 benzi comune si 4 polimorfe. Cel mai mic
numar de ampliconi a fost observat la Ingen 93 IV (5) comparativ cu celelalte genotipuri si
forme, toate inregistrand acelasi profil molecular din 7 ampliconi. Astfel, la Ingen 93 IV au lipsit
fragmentele: 372, 543, 617 si 737 pb. Acelasi genotip, Ingen 93 1V, s-a remarcat si prin prezenta
a 2 ampliconi specifici: 692 si 863 pb.

OPBI12 se numard printre primerii utilizati in studiul de fata cu cele mai multe benzi si
profile moleculare amplificate (Figura 4.13, A). Analizand cele 5 profile moleculare identificate
se poate observa similaritatea dintre formele iradiate Ingen 35 IR si Ingen 93 IR, 188TR 5021 IV
si 188TR 5021 IR. De asemenea, in baza genotiparii cu OPB12, s-a atestat o diferentiere
pronuntatd intre amprentele moleculare ale formelor martor si formele in vitro/iradiat. Au fost
obtinuti in total 16 ampliconi cu masa moleculara cuprinsa intre 320 - 1764 pb, dintre care 7
comuni si 9 polimorfi. Ampliconi specifici pentru o singurd proba de triticale nu au fost
identificati Insd s-a depistat un fragment de 1150 pb care a fost amplificat in cazul genotipului
188TR 5021 (formele martor si iradiat) diferentiind-ul de celelalte genotipuri. OPB12 a prezentat
cele mai multe benzi in spectrele electroforetice la 188TR 5021 M si 188TR 5021 IR (15) si cele
mai putine la Ingen 35 IR (11). Astfel, la 188TR 5021 M si 188TR 5021 IR a lipsit din profilul

molecular RAPD fragmentul de dimensiunea 606 pb.
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Fig. 4.13. Spectrele electroforetice ale fragmentelor ADN amplificate cu primerul OPB12 (A)
si OPCO5 (B).
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).
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Analiza fragmentelor RAPD amplificate cu oligomerul OPCO7 (Figura 4.14, A) a scos in
evidenta rezultate asemanatoare cu cele descrise la OPB12. OPC07 a generat 16 ampliconi cu
dimensiuni incadrate intr-un interval larg de amplificare precum 295 - 2891 pb. Studiul
amprentelor moleculare obtinute cu OPC07 a stabilit 4 profile moleculare diferite. In baza
acestor profile s-a constatat o discriminare intre formelor martor si cele in vitro/iradiat, cu
exceptia genotipului 188TR 5021 pentru care s-au dovedit a fi identice. Genotipul 188 TR 5021
s-a remarcat si prin cele mai putine fragmente amplificate (11) pentru toate formele. Printre
fragmentele ADN identificate cu OPCO07 au fost depistate 7 fragmente comune, 7 polimorfe si 2
specifice. Forma in vitro a genotipului Ingen 93 s-a caracterizat prin prezenta unui spectru
molecular diferit fata de toate celelalte forme studiate (Figura 4.14, A) si prin prezenta a 2 benzi
specifice (1353 si 1500 pb). Astfel, acest primer a contribuit major in diferentierea genetica a
formei Ingen 93 IV.

Primerul OPDO7 a amplificat 8 fragmente ADN (Figura 4.14, B) cu diferite concentratii
(intensitate in spectru electroforetic), majoritatea dintre ele fiind depistate la toate probele PCR,
determinand un polimorfism scazut la triticalele investigate. Dimensiunea ampliconilor a variat
intre 272 - 1730 pb. Deci, au fost identificate 6 fragmente comune, unul polimorf si unul specific
pentru Ingen 93 IV (1443 pb). OPDO07 a determinat prezenta a 2 profile moleculare, unul fiind
comun pentru toate genotipurile iar unul caracteristic pentru Ingen 93 IV cu acelasi numar de
ampliconi (7) dar diferit dupd masa moleculara. Astfel, in amprenta electroforetica a Ingen 931V
a lipsit fragmentul 430 pb insd a fost depistat un fragment unic.
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Fig. 4.14. Spectrele electroforetice ale fragmentelor ADN amplificate cu primerul OPCO7 (A)
si OPD07 (B).
M — marcher molecular (GeneRuler 1 kb DNA Ladder, pb — perechi de baze); genotipuri: Ingen 35, Ingen
93, 188TR 5021; forme: martor (M), in vitro (1V), iradiat (IR).

Analiza produselor de amplificare cu primerul OPE17 a scos in evidenta 6 secvente
nucleotidice cu masa moleculard cuprinsa intre 656 si 4000 pb (Figura 4.15, A). Genotipurile

investigate au prezentat acelasi profil molecular (din 6 fragmente) cu exceptia 188TR 5021 IR
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care s-a caracterizat printr-un profil diferit (5 fragmente). Astfel, primerul a identificat 5
fragmente comune pentru toate genotipurile si unul polimorf (4000 pb) care lipseste la 188TR
5021 IR.

OPFO08 a determinat amplificarea unui numar mai mare de fragmente, comparativ cu alti
decameri (Figura 4.15, B). Au fost depistate 11 fragmente ADN cu o lungime care variaza intre
409 - 1962 pb. Frecventa acestora in cadrul genomurilor analizate este mare, 9 fragmente fiind
comune iar 2 polimorfe. Studiul fiecarui spectru electroforetic separat a evidentiat profile

moleculare similare cu mici exceptii.
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Fig. 4.15. Spectrele electroforetice ale fragmentelor ADN amplificate cu primerul OPE17 (A)
si OPF08 (B).
M — marcher molecular (GeneRuler 1 kb DNA Ladder, pb — perechi de baze); genotipuri: Ingen 35, Ingen
93, 188TR 5021; forme: martor (M), in vitro (1V), iradiat (IR).

Numar maxim de ampliconi (11) a fost observat la formele de triticale Ingen 35 IV si
Ingen 35 IR prezentand un profil identic. Un alt profil se intalneste la formele genotipului Ingen
93 si 188TR 5021 M, 188TR 5021 IV, in componenta caruia sunt 10 ampliconi, lipsind cel de
754 pb. La genotipul Ingen 35 M lipseste fragmentul de 907 pb. Numar minim de ampliconi (9)
a fost constatat la 188TR 5021 IR, la care nu au fost amplificate secventele de 754 si 907 pb.

Acelasi numar de benzi electroforetice ca si in cazul OPFO8 au fost stabilite si cu
primerul OPGO06 (Figura 4.16, A). Printre cele 11 fragmente identificate, 9 s-au demonstrat a fi
comune, un fragment polimorf (778 pb) si unul specific pentru 188TR 5021 M (961 pb). Masa
moleculard a fragmentelor nucleotidice a variat de la 429 pana la 1513 pb. Ampliconul de 778 pb
nu s-a depistat in spectrele formelor iradiate la toate genotipurile investigate si, de asemenea, la
188TR 5021 M. Astfel, formele iradiate ale genotipurilor de triticale, in baza genotiparii cu
OPGO06, s-au caracterizat prin cele mai putine fragmente ADN (9) in profilul lor electroforetic

comparativ cu formele martor si in vitro (10).
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Fig. 4.16. Spectrele electroforetice ale fragmentelor ADN amplificate cu primerul OPGO06 (A)
si OPG10 (B).
M — marcher molecular (GeneRuler 1 kb DNA Ladder, pb — perechi de baze); genotipuri: Ingen 35, Ingen
93, 188TR 5021; forme: martor (M), in vitro (1V), iradiat (IR).

OPGI10 este urmatorul primer care a generat per total 11 ampliconi cu lungimea acestora
cuprinsa intre 418 si 2420 pb (Figura 4.16, B). Profilele moleculare sunt similare intre genotipuri
cu unele exceptii pentru 188TR 5021. In profilul electroforetic al formelor genotipului 188 TR
5021 a fost identificat fragmentul de 578 pb care lipseste la celelalte probe. Astfel, rezultatele
amplificirii cu acest primer a diferentiat genotipul 188TR 5021 de Ingen 35 si Ingen 93. in
acelasi timp, s-a observat diferente in profilul molecular al formei 188 TR 5021 IV la care nu au
fost depistate fragmentele de 1237, 1366 si 2420 pb. Frecventa raspandirii ampliconilor generati
de OPGI10 a scos in evidentd 7 ampliconi comuni si 4 polimorfi, relevand un polimorfism
moderat.

Electroforegrama obtinuta in urma amplificarii cu primerul OPH15 (Figura 4.17, A) a pus
in evidenta 7 fragmente, dintre care 5 comune si 2 polimorfe. Dimensiunea fragmentelor este
cuprinsd in intervalul de 704 - 1674 pb. Investigarea profilelor moleculare individuale a
evidentiat genotipul Ingen 93 IV cu cel mai mare numar de ampliconi (7). La celelalte genotipuri
numarul de ampliconi variaza intre 5-6 fragmente nucleotidice.

Oligomerul OPI16 a evidentiat un polimorfism pronuntat intre genotipurile de triticale
investigate. Astfel, doar 3 fragmente din 8 identificate per total (Figura 4.17, B) au determinat o
frecventd Tnaltd de raspandire in genomul formelor studiate (comune) si 5 fiind polimorfe.

Lungimea ampliconilor obtinuti a variat intre 455 si 2478 pb.
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Fig. 4.17. Spectrele electroforetice ale fragmentelor ADN amplificate cu primerul OPH15 (A)
si OPI16 (B).
M — marcher molecular (GeneRuler 1 kb DNA Ladder, pb — perechi de baze); genotipuri: Ingen 35, Ingen
93, 188TR 5021; forme: martor (M), in vitro (1V), iradiat (IR).

Tabelul 4.1. Particularitati ale primerilor RAPD analizati la formele de triticale

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

OPA11 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 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).

Au fost observate fragmente specifice atat pentru o singura forma, cat si pentru un
genotip. In amprenta moleculard a 188 TR 5021 1V a fost amplificat fragmentul specific de 455
pb. De asemenea, s-au remarcat formele genotipului Ingen 35 IV si Ingen 35 IR prin prezenta
fragmentului de 1342 pb iar 188TR 5021 IV si 188TR 5021 IR — 1834 pb. Numarul benzilor
electroforetice in profilele moleculare a variat de la 3 (Ia Ingen 93 IV si 188TR 5021 M) la 6 (la
Ingen 35 1V si 188TR 5021 IV).

Studiul variabilitatii genotipurilor de triticale in baza a 12 primeri RAPD a evidentiat
prezenta a 114 fragmente amplificate (Tabelul. 4.1), 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. Primerul OPE17 a inregistrat cel mai larg interval de valori a masei
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moleculare (3344 pb) iar OPA11 cel mai ingust (378 pb), insa ambii oligomeri au amplificat un
numar mic de fragmente (6 si 5, respectiv) cu un polimorfism moderat de 17 si 20%, respectiv.

Ampliconii obtinuti de fiecare primer individual a variat de la 5 (OPA11) la 16 (OPB12,
OPCO07). Amorsele OPB12, OPCO07, OPF08, OPG06, OPG10 s-au remarcat prin cel mai mare
numar de ampliconi generati la formele de triticale analizate (Tabelul 4.1). Numarul variat de
benzi polimorfe (de la 1 la 9) in dependentd de primer a determinat un nivel, la fel, diferit de
polimorfism (17 - 67%). Astfel, 8 oligomeri dintre cei 12 studiati au pus in evidenta un
polimorfism cu un nivel moderat pentru OPD07 (25%), OPH15 (29%), OPG10 (36%), si un
nivel inalt in cazul OPB12 (56%), OPCO07 (56%), OP116 (63%), OPB14 (67%) si OPCO5 (67%).

Cei 8 primeri enumerati mai sus se caracterizeaza si printr-0 putere de discriminare a
formelor de triticale analizate in baza indicelui PIC (continutul informatiei polimorfe) care a
cuprins valori intre 0,17 (OPG10) si 0,49 (OPI16). Analiza polimorfismului secventelor
nucleotidice a scos in evidentd si amorsa OPG06 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 OPAI11 si
OPE17 péana 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 primerit OPCO05 (2) st OPC07 (2) urmati de OPDO07 (1) si
OPGO6 (1). Generalizand rezultatele genotipdrii cu 12 primeri RAPD, 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 descris si la formele genotipului 188TR 5021
insd 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 comparativd 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

st un nivel de diferentiere genetica inalt: OPB12, OPB14, OPCO05, OPC07, OPDO07, OPGO06,
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OPH15 si OPI16. Din setul de decameri utilizati in cadrul acestui studiu in genotiparea formelor
de triticale s-au distins 3 grupe care au o 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, OPCO05, 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, analizind 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 diferitd, in functie de oligomer. OPC05 si OPC0O7 au determinat
prezenta a doud fragmente specifice (692, 863 pb, si 1353, 1500 pb, respectiv) urmate de OPDO07
cu un singur amplicon specific (1443 pb) (Tabelul 4.2).

Fragmente specifice au fost identificate si la formele genotipului Ingen 35, puse in
evidenta de primerii OPF08 (754 pb) si OPI16 (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 (Tabelul 4.2).

Tabelul 4.2. Secvente nucleotidice specifice identificate in baza analizei cu primeri
RAPD la genotipurile de triticale

Genotip/ Fragment specific (pb)
forma formi genotip
35M -
351V - OPFO08754, OP1161342 2
35IR -

93M -
93|V OPC05692, OPC05863, OPCO71353, _ 5
OPCO071500, OPDO07 1443

Total

93IR -
188M OPGO069s;

1881V OPI1164s5 OPBlzolll:f;)iGOPGlom& 5
188IR - 1834

Analiza clusteriana in baza dendogramei (Figura 4.18) generatd prin metoda UPGMA
(indice de disimilaritate Jaccard) a determinat delimitarea genotipurilor de triticale si formele
acestora in doua clustere principale. S-a observat, ca formele genotipurilor Ingen 35 si Ingen 93
s-au grupat impreunad, cu exceptia formei Ingen 93 IV care inregistreaza si cel mai mare indice

de distanta genetica (0,26), fapt ce confirma diversitatea accentuata in profilul genetic al acesteia
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si prezenta fragmentelor specifice. In cazul formelor genotipului 188TR 5021, care formeazi un
alt cluster (I1), s-a atestat o similaritate mai mare, in special intre forma martor si iradiata (Figura
4.18). Cea mai mica distantd geneticd (0,05) s-a constatat intre formele martor si iradiate ale
genotipului Ingen 93, indicand asupra unui grad 1nalt de similaritate a profilurilor electroforetice
dupa majoritatea amorselor RAPD.

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

Generalizand rezultatele genotiparii cu primerii arbitrari RAPD, s-au evidentiat 9 primeri
(OPD07, OPH15, OPG06, OPG10, OPB12, OPCO07, OPI16, OPB14 si OPCO0S5) 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.

0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3
Coeficientul Jaccarrd

Fig. 4.18. 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 (IV), iradiat (IR).

Au fost identificati si clasificati din setul total de primeri cei care au o pondere mai mare
in discriminarea si evidentierea unui polimorfism pronuntat pentru formele genotipului Ingen 93
(OPB12, OPB14, OPCO05, OPC07, OPD07, OPH15 si OPI16), Ingen 35 (OPB12, OPBI14,
OPCO07, OPH15 si OPI16) si 188TR5027 (OPB14, OPG06, OPG10, OPH15 si OPI16).

Analiza polimorfismului genetic in baza primerilor utilizati a identificat o diversitate
genetica mai mare la formele genotipului Ingen 93 (25% polimorfism) comparativ cu formele
Ingen 35 (15%) si 188TR 5021 (19%).

114



A fost constatatd o diferentiere genetica pronuntatd in cazul spectrelor electroforetice ale
formei Ingen 93 in vitro confirmatd prin numarul de fragmente specifice (5) si cel mai mare
indice de disimilaritate (0,26).

Analiza comparativd a amprentelor genetice obtinute a pus in evidentd o variabilitate
semnificativa la formele in vitro a genotipurilor studiate, concluzie demonstrata si de distanta
genetica 1n baza indicelui Jaccard: Ingen 35 IV — 0,11; Ingen 93 IV — 0,26; 188TR 5021 IV —

0,12; diferentiindu-le de formele martor si iradiate.

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

Mentinerea diversitatii genetice este esentiala intr-un program de ameliorare pentru a
asigura o productie durabilda. Amelioratorii au valorificat pe scara larga variatia geneticd din
diferite grupuri de gene pentru a imbunatati diversitatea genetica.

Spectrul variabilitatii genotipice la plante este conditionat nu numai de factorii de
inducere i metodele aplicate, dar si de natura genetica a materialului initial.

Evaluarile fenologice comparative asupra fazelor de vegetatic a somaclonelor SC de
triticale au evidentiat decalaj intre stadiile de vegetatie la faza de vegetatie: Inspicat si Inflorire.
In rezultatul evaluarii s-au remarcat variatii ale stadiilor de vegetatie in cadrul acestei faze cu 1-2
stadii mai avansate, astfel somaclonele Ingen 93 obtinute in vitro si varianta martor Ingen 93 se

aflau la stadiile 57 conform scarii Zadocks, ce corespunde cu 60 % vizibile a inflorescentei, iar

SC> Ingen 93 iradiate la stadiul 59 (aparitia completa a inflorescentei) (Figura 4.19).

Fig. 4.19. Variantele experimentale a somaclonelor SC; a genotipului Ingen 93 la diferite faze
de vegetatie: A — martor; B —iradiate; C — cultura in vitro.
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Pentru genotipul 188TR 5021 s-au atestat deferentiere intre fazele de vegetatie. Varianta
martor 188TR 5021, fiind la faza de vegetatie Inflorire, stadiul de vegetatie 69 (inflorire
completd), somaclonele iradiate si obtinute prin cultura in vitro 188TR 5021 s-au aflat la faza de

vegetatie [nspicat, stadiul de vegetatie 53 - 55 (20 - 50% din inflorescente vizibile) (Figura 4.20).

Fig. 4.20. Variantele experimentale a somaclonelor SC,, genotipul 188TR 5021 la diferite faze
de vegetatie: A —inflorire completa (martor); B, C — faza de vegetatie inspicat; B — iradiat; C —
cultura in vitro.

Instabilitatea genotipurilor obtinute prin cultura in vitro este de natura genetica si/sau
epigenetica, care poate genera variatii somaclonale. Aceste variatii includ modificari fenotipice
care implica expresia unor gene specifice [115; 200].

Este cunoscut faptul, ca cultura in vitro poate fi extrem de stresantd si induce efecte
mutagenice asupra plantelor.

Analizand trasaturile morfologice ale spicului la variantele cercetate au fost evidentiate
unele variatii morfologice ale spicului pentru somaclonele SC», obtinute prin cultura in vitro.
Astfel, la genotipul Ingen 93 s-a atestat variatia morfologicd — spic ramificat si aparitia
spiculetelor secundare (Figura 4.21). Morfologia spicului (inflorescentei) cerealelor cu boabe
mici, inclusiv triticale, este un factor cheie in determinarea randamentului de boabe. Pentru a
produce soiuri cu cea mai eficientd productie de cereale in diferite medii, uniformitatea
morfologiei spicului este cea mai importanta problema [190].

Ulterior, au fost colectate plantele in faza de vegetatie: Maturitatea deplina, stadiul de
vegetatie: Seminte iesite din repausul germinativ secundar (99) si evaluati parametrii

morfometrici ce prezinta interes agronomic.
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Fig. 4.21. Variatia morfologica a spicului la somaclonele SC, genotipul Ingen 93: A —
martor; B, C — variantele in vitro; B — spic ramificat; C — aparitia spiculetelor secundare.

Identificarea si evaluarea trasaturilor agronomice si a caracterelor de productie sunt
importante pentru clasificarea resurselor de germoplasma si ameliorarea culturilor. Caracterele
cantitative sunt determinate de multiple gene distribuite in genom, iar expresia valorica reflecta
interactiunile genice, dar si selectia individuald ca rezultat al interrelatiilor cu mediul.
Similaritatea dintre indivizi dupd anumite insusiri depinde de gradul de inrudire si amplitudinea
variantei genetice care std la baza caracterului [1].

Pentru aprecierea varialibitdtii somaclonale precum si varianta martor au fost evaluati un
sir de parametrii morfologici: talia plantei, numarul de frati fertili, lungimea spicului, lungimea
ultimului internod, precum si caracterele productivitatii (numarul de boabe per spic, greutatea
boabelor si masa a 1000 boabe).

In rezultatul evaluirilor biomorfologice s-a estimat variatia semnificativi a valorilor
medii a caracterelor agromorfologice la somaclonele SC de triticale, in dependenta de genotip,
factorii luati in studiu si caracterul analizat.

Evaluarea gradului de variabilitate a caracterului numarul de frati fertili per planta a
evidentiat reactie specifica pentru fiecare genotip studiat, cat si a factorului luat in studiu,
confirmand cele relatate de alti autori [161]. S-au constatat valori maxime pentru genotipurile
Ingen 93(in vitro) cu 92% si 188TR (RAD) cu 85% in comparatie cu martorul, diferentele fiind

semnificative la nivel de 95 - 99,9%. Evaluarea gradului de variabilitate pentru caracterul
numarul de frati fertili per plantd, a atestat o variatie puternica (58,66 - 151,47%) (Tabelul 4.3).

117



Tabel 4.3. Variatia caracterelor numdrul de frati fertili, talia plantei, lungimea spicului
principal si lungimea ultimului internod la somaclonele SC2 de triticale

Numarul de frati . . Lungimea spicului Lungimea ultimului
Caracterul fertili VEITE RN (En) principal (cm) internod
/ Genotipul 7 pc CV.% T+ES CV,% i +ES CV,% T +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 falalel **
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 12,7340,38 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 25,6140,63 13,56
Ingen 93 *k*k **k*k *k*k
Martor 0,6+0,12 107,58 | 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 * ** *** *kx
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 Fokk

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

Caracterul talia plantei a indicat valori medii mai mari cu 13 - 18%, fata de martor la
genotipul Ingen 93 (in vitro) si 188TR (RAD) semnificative la nivel de 99 - 99,9%. Valoare
maxima a caracterului talia plantei (82,5 cm) a prezentat genotipul 188TR (RAD). La varianta
Ingen 35 iradiata cu raze gama s-au Inregistrat valori medii mai mici fatd de martor cu 18,68 %.
Aceste somaclone s-au evidentiat prin talia plantelor, media constituind 61,75 cm. Constatari
similare sunt raportate de alti autori, inclusiv la triticale. Tulpina sau paiul de triticale consta din
mai multe internoduri (de obicei 5-7) cu lungime crescanda spre varf. De regula, paiele au o
lungime de 50 (60) cm péanad la 150 cm [161]. Coeficientul de variatie a atins valori mici si medii
(9,56 - 24,61%), indicand similitudinea indivizilor dupa caracterul 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% (21,59cm), fiind semnificative la nivel de 99%, iar
pentru genotipul 188TR 5021 (RAD), s-au atestat valori mai mari a caracterului cu 36% fata de
martor, fiind semnificativ - 99,9%.

Valoarea medie pentru caracterul lungimea spicului principal a atestat o specificitate
genotipica. S-au constatat valori medii mai inalte cu 15 - 20% pentru genotipurile Ingen 93 (in
vitro) si 188TR 5021 (RAD si in vitro) in comparatie cu martorul, diferentele fiind semnificative

la nivel de 99,9%. La somaclonele studiate s-a obtinut variabilitatea lungimii spicului de la 12 -
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15 cm. Cea mai inaltd valoare a caracterului lungimea spicului principal (15,21 cm) s-a
inregistrat pentru somaclonele Ingen 93 (in vitro). Pentru genotipul Ingen 35 nu s-au evidentiat
deosebiri semnificative ale caracterului dat.

Datele din literaturd caracterizeaza triticalele prin spice de lungime considerabila. Cel
mai frecvent, soiurile noi create formeaza spice de la 12 pana la 14 cm lungime [160].
Coeficientul de variatie a acestui indice a constituit 9,14 - 16%, ceea ce corespunde cu un nivel
mic si mediu de variabilitate (Tabelul 4.3).

O caracteristica economica importanta a triticalelor este numarul de boabe per spic si
greutatea acestora. Studiile actuale indica, ca capacitatea genetica de formare a 30 si mai multe
boabe per spic este tipica pentru triticale [132]. In rezultatul aprecierii variatiilor somaclonale s-a
atestat o variabilitate sporitd dupa caracterele productivitdtii: numarul de boabe per spic,
greutatea boabelor si masa a 1000 de boabe.

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), semnificativ
(99%). Aceste somaclone au inregistrat si cele mai mari valori (75,4) a caracterului respectiv,
numarul de boabe per spic a ajuns la 124 de boabe. Efectul radiatiei gama s-a remarcat si asupra
indicelui numarul de boabe per spic principal. S-au atestat diferente semnificative (95%), cu
21% mai mici in comparatie cu martorul pentru genotipul Ingen 35 (RAD), valorile medii fiind
cele mai mici (60,2). Evaluarea variabilitatii caracterului numarul de boabe per spic principal a
atestat o variatie extinsa (20,81 - 58,40%) (Tabelul 4.4).

Cercetarile au relevat diferente semnificative dintre variante la nivel de 95 - 99% pentru
caracterul greutatea boabelor la toate genotipurile in comparatie cu martorul. Radiatia gama a
influentat caracterul greutatea boabelor. Cea mai mare valoare a acestui caracter fata de martor a
fost remarcatd pentru genotipul 188TR 5021 (RAD), constituind 50%, greutatea boabelor
depaseste pragul de 3,0 g. Valori medii mai mici cu 31,3 - 43% fatd de martor, s-au constatat
pentru genotipurile Ingen 93 (RAD) si Ingen 35 (RAD), diferentele fiind semnificative — 99 -
99,9%. Cultura in vitro a actionat specific asupra acestui caracter. Somaclonele SC> Ingen 93 (in
vitro) au avut valori mai mari cu 21% fatd de martor, greutatea boabelor constituind in medie
3,39¢g, semnificativa la nivel de 95%. Valori medii mai mici de 1,66 ori fatd de martor, s-au
stabilit la genotipurile Ingen 35 (in vitro), fiind semnificative la nivel de 99,9%. Coeficientul de
variatie a atins valori mari (22,98 - 77,56%), ceea ce denotd o variabilitate mare a acestui

caracter.
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Tabelul 4.4. Variatia caracterelor productivitatii la somaclonele SC de triticale

Caracterul / Numirul de boabe/spic | Greutatea boabelor (g) | Masa a 1000 boabe (g)
Genotipul ¥+ ES CV,% i+ ES CV,% X+ ES CV,%

Martor 75,66+4,10 29,73 3,52+0,23 36,16 46,39+1,43 15,42
Ingen 35
RAD 60,2+6,41 58,40 2,0440,28 77,56 32,06+0,23 22,07
Ingen 35 * *k*k *k*k
In vitro 64,06£5,08 43,46 2,12+0,26 69,37 34,63+2,30 33,21
Ingen 35 *k*k *k*k
Martor 60,76+2,30 20,81 2,78+0,11 22,98 45,84+1,06 11,57
Ingen 93
RAD 51,95+5,46 50,46 1,91+0,26 66,46 34,85+2,37 34,12
Ingen 93 *x flolel
In vitro 75,4+4,18 30,39 3,39+0,24 39,69 44,60+1,34 15,03
Ingen 93 *x *
Martor 70,04+5,57 39,77 2,03+0,23 58,86 27,98+1,67 29,93
188TR 5021
RAD 71,92+5,84 42,25 3,05+0,28 48,82 38,90+1,61 20,69
188TR 5021 * *kk
In vitro 58,56+4,69 43,86 2,0+0,20 55,02 32,95+1,13 17,19
188TR 5021 *

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

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 fata de
martor de 1,74 ori. Acest fapt indica despre particularitdtile genotipice si reactivitatea specifica a
fiecarui genotip. Pentru genotipul 188TR 5021 (RAD), valorile medii au crescut cu 39,02% fata
de martor, iar pentru genotipul Ingen 35 (RAD), valorile medii s-au micsorat fatd de martor cu
30,9%, diferentele fiind semnificative la nivel de 99,9%.

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 semnificativ 95%.
Pentru genotipul Ingen 35 (in vitro), valorile medii au scazut fata de martor cu 25,36%,
diferentele fiind semnificative la nivel de 99,9%. Coeficientul de variatie a constituit 15,03 -
33,21%, ceea ce corespunde unui nivel mediu - inalt de variabilitate.

Aplicarea testului ANOVA a permis evaluarea contributiei procentuald a genotipului,
factorii studiati si interactiunea dintre genotip si factori asupra variatiei caracterelor cantitative la
somaclonele SC; de triticale (Anexa 6).

Cercetarile efectuate au pus in evidentd influenta prioritard a genotipului cu factorii
analizati, interactiunea fiind semnificativa la nivel de 95 - 99,9%. Actiunea maximala a
manifestat-o interactiunea genotipului cu radiatia gama, puterea de influenta constituind 3,40 -

31,93%. Valorile cele mai mari au fost atestate la caracterele productivitati: masa a 1000 boabe
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(28,17%) si numarul de boabe per spic (31,93%), diferentele fiind semnificative (P<0,001).
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%), semnificative la nivel de 99,9%.

Genotipul nu a avut o influentd semnificativa pentru toate caracterele studiate. Puterea de
influenta maximald a manifestat-0 genotipul pentru caracterele: greutatea boabelor (15,01%)
simasa a 1000 boabe a somaclonelor obtinute prin cultura in vitro, constituind 34,63%,
diferentele fiind semnificative (99,9%). Pentru somaclonele iradiate, contributia genotipului a
atins valori de la 4,02 - 14,58%. Cele mai inalte valori a acestui indice, semnificative (P<0,001)
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 la nivel de 95 - 99,9% 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%.

Puterea de influenta a radiatiei asupra insusirilor analizate a avut valori mici pentru
majoritatea caracterelor. Semnificative au fost doar pentru indicii: greutatea boabelor (2,60 %),
lungimea spicului principal (2,89%), numdrul de boabe per spic (4,08%). Cea mai mare valoare
s-a atestat la caracterul masa a 1000 boabe, constituind 5,18%.

Analiza datelor experimentale prin aplicarea testului ANOVA, denota cé asupra variatiei
caracterelor cantitative la somaclonele SC; de triticale o are genotipul, factorii luati in studiu
(RAD si cultura in vitro) cat si interactiunea dintre genotip si factori, diferentele fiind
semnificative la nivel de 95 - 99,9% (Anexa 6).

In rezultatul cercetarilor s-au evidentiat somaclonele (SC2) a genotipului Ingen 93 (in
vitro) si 188TR 5021 (RAD). Toate caracterele au avut valori mai mari decit martorul,
semnificative (95 - 99,9%) determinative fiind 5 insusiri biomorfologice: talia plantei, lungimea
spicului principal, numarul de boabe, greutatea boabelor si masa a 1000 boabe.

Pentru genotipul Ingen 35 (RAD) s-a stabilit o reducere semnificativa a caracterelor: talia
plantei, lungimea ultimului internod, numarul de boabe per spic si greutatea boabelor in
comparatie cu martorul.

Rezultatele obtinute confirma eficacitatea factorilor cercetati in extinderea variabilitatii
genetice la triticale, date ce argumenteaza necesitatea utilizarii somaclonelor in urmatoarele

generatii In vederea selectdrii genotipurilor cu caractere performante.

121



4.4. Studiul variabilitatii fenotipice si genotipice a unor caractere cantitative ale
somaclonelor SCai si SCz de triticale

Potentialul genetic al plantelor poate fi evaluat prin studiul variantei genotipice si
fenotipice a caracterelor cantitative [106]. Caracterele genetice sunt in mare parte guvernate de
poligene si sunt puternic influentate de mediu. Variatia genetica a oricarui caracter cantitativ este
constituita din varianta aditiva (ereditard) si varianta non-aditiva [90]. Studiul parametrilor
genetici: variantei fenotipice si genotipice, heritabilitatii si avantajului genetic, coeficientului de
variatie genotipica si fenotipica a caracterelor ce tin de arhitectura plantei si a productivitatii vor
asigura conditiile optime pentru evidentierea caracterelor pretioase in ameliorarea triticalelor.

Analiza variantei a fost efectuatd pentru 7 caractere cantitative: numarul de frati fertili,
talia plantei, lungimea spicului principal, lungimea ultimului internod, numarul de boabe/spic,
greutatea boabelor si masa a 1000 boabe, incluzand cercetarile asupra somaclonelor pe parcursul
a doi ani. Rezultatele au evidentiat o contributie semnificativa asupra indicilor biomorfologici
conditionata de generatiile SC1, SC si efectul actiunii conditiilor climatice ale anului.

Pentru genotipul Ingen 35, analiza variantei a relevat diferente semnificative pentru
P<0,05; 0,01; 0,001 a caracterelor talia plantei, lungimea spicului principal, lungimea ultimului
internod, numarul de boabe/spic, greutatea boabelor si masa a 1000 boabe, indicand prezenta
unei variabilitati genetice semnificative stabile pentru ambele generatii (Tabelul 4.5).

Tabelul 4.5. Analiza variantei indicilor biomorfologici la somaclonele SC1 - SC2 de
triticale a genotipului Ingen 35 (testul ANOVA)

Caractere Suma Grad de Media Rezidual Total Testul Pl, %
cantitative | patratelor libertate patratici Fisher
(GL) (F)
Ingen 35 SC; (2021)
NrFF 0,9867 2 0,49 0,59 4434 0,82 2,22
TPI 5701,69 2 2850,85 50,81 9359,36 | 58,12*** | 60,91
LgSP 32,06 2 16,03 1,17 116,62 13,65*** | 27,49
LgUint 196,44 2 98,22 8,23 788.,9 11,94*** | 24,90
NrB 1684,88 2 842,44 160,96 13274,3 5,23* 12,69
GB 3,7684 2 1,88 0,31 26,18 6,05%* 14,39
MMB 2805,7 2 1402,85 188,37 16368,6 7,45%** 17,14
Ingen 35 SC; (2022)
NrFF 0,9867 2 0,49 0,69 50,75 0,71 1,94
TPI 2371,21 2 1185,6 163,1 14114,1 7,27%** | 16,80
LgSP 30,7251 2 15,36 2,42 204,85 6,35** 14,99
LgUint 303,61 2 151,81 43,42 3429,66 3,50* 8,85
NrB 2997,95 2 1498,97 675,88 51661,8 2,22 5,80
GB 32,0451 2 16,02 1,83 163,71 8,76%** | 19,57
MMB 2920,94 2 1460,47 77,9 8529,59 | 18,75*** | 34,24

Nota: * **, *** — diferente semnificative pentru P<0,05; 0,01; 0,001.
NrFF - numarul de frati fertili; 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.
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In dependentd de caracter, pentru somaclonele SCi puterea de influenta a atins valori de
la 12,69 - 60,91%. Valorile cele mai inalte au fost inregistrate pentru insusirile: lungimea
ultimului internod (24,90%), lungimea spicului principal (27,49%), si talia plantei (60,91%). La
somaclonele SC», puterea de influenta a variat de la 8,85 - 34,28%, s-au evidentiat valorile
pentru caracterele productivitatii: greutatea boabelor (19,58%) si masa a 1000 de boabe
(34,24%).

Valorile caracterului numdrul de frati fertili au fost nesemnificative fata de martor in
ambele generatii, aceasta indicd faptul ca genotipul pentru acest indice a avut un raspuns identic
pe parcursul celor doi ani de studiu.

Media patraticd pentru genotipul Ingen 93 a inregistrat diferente statistic confirmate
pentru P<0,05; 0,001 la majoritatea caracterelor cantitative in ambele generatii (Tabelul 4.6).
Puterea de influenta a variat de la 10,63 - 53,72% pentru somaclonele SC1, cele mai mari valori
s-au atestat la indicele numdarul de boabe/per spic, iar pentru somaclonele SC,, cea mai mare
putere de influenta s-a remarcat la caracterul lungimea spicului principal (42,72%).

Pentru caracterele numarul de frati fertili (SC1) si lungimea ultimului internod (SC2) s-au

inregistrat valori nesemnificative.

Tabelul 4.6. Analiza variantei indicilor biomorfologici la somaclonele SC1 - SC2 de

triticale a genotipului Ingen 93 (testul ANOVA)
Caractere Suma Grad de Media Rezidual Total Testul Pl, %
cantitative | patratelor | libertate | patratica Fisher
(GL) (F)
Ingen 93 SC; (2021)

NrFF 0,9867 2 0,49 0,27 20,67 1,80 4,77

TPI 3726,69 2 1863,34 131,24 13176,1 | 1420*** | 28.28
LgSP 14,8811 2 7,44 1,74 139,9 4,29* 10,63
LgUint 300,56 2 150,28 11,48 1126,95 | 13,09*** | 26,67
NrB 33037,8 2 16518,9 395,17 61490,1 | 41,80*** | 53,72
GB 6,8744 2 3,44 0,43 37,95 7,96%** | 18,11
MMB 645,53 2 322,77 42,7 3720,13 7,56*** | 17,35

Ingen 93 SC, (2022)

NrFF 5,04 2 2,52 0,76 60,08 3,30* 8,38

TPI 2238,18 2 1119,09 136,17 12042,6 8,22*** | 18,58
LgSP 111,39 2 55,7 2,07 260,7 26,86*** | 42,72
LgUint 62,2067 2 31,1 33,8 2495,79 0,92 2,49

NrB 9896,19 2 4948,09 465,68 434251 | 10,63*** | 22,78
GB 37,3931 2 18,7 1,33 133,04 14,07*** | 28,10
MMB 1811,53 2 905,76 71,53 6961,84 | 12,66*** | 26,02

Nota: * **, *** — diferente semnificative pentru P<0,05; 0,001.
NrFF - numarul de frati fertili; 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.
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Tabelul 4.7. Analiza variantei indicilor biomorfologici la somaclonele SC1 - SC2de
triticale a genotipului 188TR 5021 (testul ANOVA)

Caractere Suma Grad de Media Rezidual Total Testul Pl, %
cantitative | patratelor | libertate | patratica Fisher
(GL) ()
188 TR 5021 SC; (2021)
NrFF 51,7067 2 25,85 0,66 99,55 38,91*** | 51,94
TPI 14990,1 2 7495,06 115,15 23281,2 | 65,09*** | 64,38
LgSP 132,34 2 66,17 2,67 324,56 24,79*** | 40,77
LgUint 2294,98 2 1147,49 29,36 4409,24 | 39,08*** | 52,04
NrB 37123,3 2 18561,7 374,54 64089,9 | 49,56*** | 57,92
GB 75,1843 2 37,59 0,86 137,31 43 57*** | 54,75
MMB 1507,58 2 753,79 100,07 8712,57 7,53*** | 17,30
188 TR 5021 SC, (2022)
NrFF 3,9467 2 1,97 0,68 53,15 2,89 7,42
TPI 2173,61 2 1086,8 176,24 14862,7 6,17** 14,62
LgSP 114,29 2 57,14 3,67 378,75 15,56*** | 30,17
LgUint 1311,53 2 655,76 48,82 4826,39 | 13,43*** | 27,17
NrB 2247 44 2 1123,72 720,03 54089,7 1,56 4,15
GB 17,2232 2 8,61 1,58 131,21 5,44** 13,12
MMB 1492,65 2 746,33 55,72 5504,66 | 13,39*** | 27,11

Nota: * **, *** — diferente semnificative pentru P<0,01; 0,001.
NrFF - numarul de frati fertili; 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.

Analiza variantei pentru genotipul 188TR 5021 a relevat efectul generatiilor si a anului
asupra indicilor biomorfologici (Tabelul 4.7). Rezultatele au evidentiat diferente semnificative la
nivel de 99,9% pentru toate caracterele somaclonelor SCi. Puterea de influentd a atins valori
17,30 - 64,38%. Valoarea cea mai mare s-a remarcat la caracterul talia plantei (64,38%).Valorile
testului Fisher pentru somaclonele SC; atesta un suport statistic P<0,01; 0,001 pentru caracterele:
talia plantei, lungimea spicului principal, lungimea ultimului internod, greutatea boabelor si
masa a 1000 boabe. Indicii numdarul de frati fertili si numarul de boabe fiind nesemnificative.

Pentru caracterele analizate, s-au inregistrat, in dependenta de an, diferente semnificative
pentru toate caracterele. Acestea confirma diversitatea pronuntata a conditiilor climatice ale celor
doi ani experimentali. De asemenea, intre genotipuri s-au constatat distinctii fenotipice pentru
majoritatea caracterelor cantitative analizate.

Cunoasterea contributiei factorilor genetici si de mediu, dar mai ales, evidentierea
aportului interactiunii lor la realizarea fenotipica a caracterelor cantitative, prezinta o importanta
majora in procesul de ameliorare a plantelor [23].

Rezultatele obtinute cu privire la varianta genotipica si fenotipica la genotipul Ingen 35

au scos 1n evidenta pentru talia plantei, cele mai mari valori la ambele generatii de somaclone
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SC1 (Vg=112; Vph=114,03), SC> (Vg=40,90; Vph=47,42) (Tabelul 4.8), iar cele mai mici pentru
lungimea spicului principal, SC: (Vg=0,57; Vph=0,64), SC> (Vg=0,52; Vph=0,61).

Tabelul 4.8. Estimarea variantei si a parametrilor genetici a unor caractere la
somaclonele SCi - SCz pentru genotipul Ingen 35

Caracterul / TPI LgSP LgUint

Parametri SCy SC, SC: SC» SCy SC,
Valoarea medie+ ES | 90,08+1,30 | 71,89+1,59 | 11,78+0,14 | 13,52+0,19 | 25,12+0,38 | 25,30+0,79
Min + max 69111 43+105,5 9+14,5 11+17,7 16,5+31,5 11+43,5
Vg 112,00 40,90 0,57 0,52 3,60 4,34
Vph 114,03 47,42 0,64 0,61 3,93 6,07
CVG,% 11,75 8,90 6,42 5,32 7,55 8,23
CVE,% 11,86 9,58 6,80 5,80 7,89 9,74
h?,% 98,22 86,24 89,12 84,26 91,62 71,40
AG 21,61 12,23 1,47 1.36 3,75 3,62
AG% 23,99 17,02 12,48 10,06 14,89 14,32

Nota: Caractere: TPI - talia plantei, cm; LgSP - lungimea spicului principal, cm; LgUint - lungimea ultimului
internod, cm. In tabelele 4.10 - 4.15 parametrii: Vg - varianta genotipici; Vph - varianta fenotipici; CVG,% -
coeficientul de variatie genotipicd; CVF,% - coeficientul de variatie fenotipica; h?,% - heritabilitatea in sens larg; AG
- avantajul genetic; AG,% - avantajul genetic ca medie procentuala.

Analizand valorile pentru caracterele productivitatii, S-a observat mentinerea aceleasi
tendinte, valorile variantei genotipice fiind mai mari decat al celei fenotipice (Tabelul 4.9). Cele
mai inalte valori se atestd 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 SC1 (Vg=0,06; Vph=0,68), SC> (Vg=0,57; Vph=0,64).

Tabelul 4.9. Estimarea variantei si a parametrilor genetici a caracterelor de
productivitate la somaclonele SCi - SC2 pentru genotipul Ingen 35

Caracter / NrB GB MMB
Parametri SCy SC, SC, SC, SC, SC,
Valoarea medie+ ES 18,32+1,55 73,61+3,05 0,71+0,07 2,90+0,17 32,94+0,38 37,70+1,24
Min + max 0+46 9+151 0+2,1 0,2+6,8 0-100 15+62,22
V(g 27,26 32,92 0,06 0,57 48,58 55,30
Vph 33,70 59,96 0,08 0,64 56,11 58,42
CVG,% 28,50 7,79 35,20 26,00 21,16 19,73
CVF,% 31,69 10,52 38,53 27,62 22,74 20,27
h2,% 80,89 54,91 83,48 88,59 86,57 94,67
AG 9,67 8,76 0,47 1,46 13,36 14,91
AG% 52,80 11,90 66,25 50,40 40,56 39,54

Nota: Caractere: NrB - numaérul de boabe/spic; GB - greutatea boabelor, g; MMB - masa a 1000
boabe, g.

In studiul de fatd, s-a remarcat ci variabilitatea fenotipici este mult mai mare decat

variabilitatea genotipica, pentru numdrul de boabe per spic a somaclonelor SC, (Vg=32,92;
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Vph=59,96), ceea ce reflectd influenta mediului asupra acestui caracter, fapt demonstrat si de alti
cercetatori la grau si triticale [19; 237].

Datele prezentate in tabelele 4.8 - 4.9 au inregistrat diferente mici ale valorilor
coeficientului de variatie fenotipica (CVF) fata de coeficientul de variatie genotipica (CVG),
ceea ce indica ca variatia nu a fost influentata 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 SCi: 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,.

Este cunoscut faptul ca, indicele numarul de boabe per spic reprezinta cea mai importanta
constantd in productia de boabe. Caracterul greutatea boabelor este puternic influentat de
conditiile mediului, deoarece necesita o perioadd mai lungd de formare. Actiunea negativa a
stresului biotic si abiotic in timpul procesului de acumulare, umplere si maturitate deplind a
boabelor poate influenta producerea de boabe [23].

Rezultate similare pentru variatia genetica au fost obtinute si de alti autori [177]. Atat
genotipurile de grau, cat si cele de triticale au o variabilitate genetica semnificativa a caracterelor
productivitatii si celor ce determina indirect aceastd insusire [329]. Variabilitatea poate fi
utilizata pentru a imbunatati in continuare genotipurile de grau si a crea hibrizi de triticale [114].

Evaluarea heritabilitatii este folosita ca instrument predictiv in ameliorarea plantelor
pentru a exprima fiabilitatea valorilor fenotipice. Heritabilitatea in sens larg (h?) reflecti
potentialul de transmitere ereditard a fiecarui caracter. Pentru caracterele ce tin de arhitectura
plantei se atesta valori ridicate: lungimea spicului principal (89,12%), lungimea ultimului
internod (91,62%) si talia plantei (98,22%) la somaclonele SCy (Tabelul 4.8). Valori inalte ale
heritabilitatii au fost identificate pentru talia plantei la grau si triticale si de alti cercetatori [237].
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 caracterul numdarul de boabe per spic (54,91%) (Tabelul 4.11).

Heritabilitatea ridicata indica o influentd mai micad a mediului si mai mare a genotipului
in manifestarea caracterului. Cu cat valorile indicelui de heritabilitate sunt mai mari, cu atat
procedurile de selectie sunt mai simple. Mostenirea in sens larg indica doar daca existd o variatie
genetica suficienta intr-o populatie si cum va raspunde populatia la presiunea de selectie [186].

Avantajul genetic (AG) este un parametru de selectie important, prin care se poate
prezice gradul de imbunatatire a caracterelor tinta [301] si ca medie procentuald a fost clasificat

drept scazut (0-10%), moderat (10-20%) si ridicat (>20%) [106]. Eficienta heritabilitatii creste
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atunci cand este cuplatd cu un avantaj genetic ridicat ce ofera cea mai eficientd conditie pentru
selectie si indica prezenta genelor aditive in mostenirea caracterelor [186].

Rezultatele obtinute evidentiaza o heritabilitate Tnaltd asociatd cu contributia avantajului
genetic sporit la somaclonele SCi pentru caracterul greutatea boabelor (h?=83,48%,
AG=66,25%) si numdrul de boabe per spic ("?=80,89%, AG=52,80%), indicAnd importanta
acestor indici pentru triticale. Cele mai mici valori ale avantajului genetic s-au atestat la
somalonele SC, pentru lungimea spicului principal (AG=10,06%), fiind considerate valori
medii. Coeficientii de variatie fenotipici si genotipici, heritabilitatea si avantajul genetic au fost
utilizati pe scara largd la grau pentru a evalua amploarea variatiei materialului de reproducere,
pentru a determina procedurile de selectie adecvate si pentru a prezice avansul de ameliorare in
imbunatatirea caracterelor importante [83].

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 4.10 — 4.11). Cele mai
mari valori, au fost estimate pentru numdarul de boabe per spic la somaclone SCy (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 determind ca variatia mediului este un factor major care contribuie la
variatia caracterului.

Examinand toate caracterele luate in studiu, observam ca diferentele dinte valorile
coeficientului de variatie genotipica (CVG) si coeficientului de variatie fenotipica (CVF) pentru
genotipul Ingen 93 sunt mici, demonstrand ca variatia este dependenta prioritar de genotip.

Valorile cele mai mari ale CVG si CVF s-au atestat pentru indicii productivitatii (Tabelul
4.10). 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 SCo.
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, s-a stabilit ci valori majore ale heritabilititii au fost
inregistrate pentru toate caracterele (>60%), exceptie pentru indicele lungimea ultimului
internod, care a prezentat valori negative la somaclonele SCo.

Heritabilitatea negativa (-8,67%) cu CVF mediu (4,52%), cuplatd cu avantajul genetic
negativ (-0,81%) pentru caracterul lungimea ultimului internod poate indica actiunea genelor
non-aditive care conditioneaza acest indice si este In mare parte influentat de conditiile mediului,

constatare similara a fost raportata si pentru hibrizii porumbului (Zea mays L.) [204].
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Tabelul 4.10. Estimarea variantei si a parametrilor genetici a unor caractere la
somaclonele SCi - SCz pentru genotipul Ingen 93

Caracter / TPI LgSP LgUint

Parametri SCy SC, SCy SC SCy SC;
Valoarea medie+ES 105,95+1,54 | 73,16£1,47 | 11,97+0,16 | 13,81+0,22 | 31,31+0,38 | 24,55+0,67
Min + max 66,5+132 43,5+105,5 7+14,5 10+18 16,5+31,5 10,5+43
Vg 69,28 39,32 0,23 2,14 5,55 -0,11
Vph 74,53 44,76 0,30 2,23 6,01 1,24
CVG,% 7,86 8,57 3,99 10,60 7,53 -
CVF,% 8,15 9,15 4,56 10,80 7,83 4,54
h2,% 92,96 87,83 76,66 96,28 92,36 -8,67
AG 16,53 12,11 0,86 2,96 4,66 -0,20
AG% 15,60 16,55 7,20 21,43 14,90 -0,81

Nota: Caractere: TPI - talia plantei, cm; LgSP - lungimea spicului principal, cm; LgUint - lungimea

ultimului internod, cm.

Coeficientul cel mai inalt de heritabilitate pentru caracterele productivitatii s-au remarcat

pentru numdrul de boabe per spic (97,61%) la somaclonele SC: si greutatea boabelor (92,89%)

la somaclonele SC; (Tabelul 4.11).

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

.....

mare decat cea a mediului in determinarea fenotipului, fapt atestat si de alti autori [96; 204].

Tabelul 4.11. Estimarea variantei si a parametrilor genetici a caracterelor de

productivitate la somaclonele SC: - SC2 pentru genotipul Ingen 93

Caracter / NrB GB MMB
Parametri SC: SC, SC; SC, SC, SC;
Valoarea medie+ ES | 48,8443,32 | 63,10+2,80 | 1,44+0,08 2,73+0,15 36,49+0,82 | 41,77+1,12
Min =~ max 2+124 20+124 0,1+2,7 0,5+6,2 14,28+46,15 | 20,83+82,6
Vg 644,95 179,30 0,12 0,69 11,20 33,77
Vph 660,76 197,92 0,14 0,75 12,91 36,23
CVG,% 52,00 21,22 24,15 30,58 9,17 13,83
CVF,% 52,63 22,29 25,82 31,73 9,85 14,41
h? % 97,61 90,59 87,44 92,89 86,77 92,10
AG 51,69 26,25 0,67 1,65 6,42 11,42
AG% 105,83 41,60 46,51 60,72 17,60 27,34

Nota: Caractere: NrB - numarul de boabe/spic; GB - greutatea boabelor, g; MMB - masa a 1000

boabe, g.

Studiul realizat la genotipul Ingen 93, evidentiaza valori inalte pentru heritabilitate care

este insotit cu un avantaj genetic semnificativ. Pentru caracterul numarul 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: numdarul de boabe per spic, greutatea boabelor si masa a 1000 de boabe, impreuna cu
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un avans genetic majorat, atesta faptul ca efectele genelor aditive au fost importante in
determinarea acestor caractere, pentru care trebuie sa li se acorde prioritate maxima in timpul
selectiei in ameliorarea triticalelor, fapt demonstrat si la grau [96].

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 SC1.Valorile
inalte ale heritabilitdtii cuplate cu un avans genetic scazut indicd, cad dominanta si/sau efectele
genelor epistatice joaca un rol mai important asupra ereditatii caracterului studiat [58].

Genotipul 188TR 5021 s-a remarcat prin valorile parametrilor genetici luati in studiu,
care s-au deosebit esential de celelalte genotipuri.

Valorile coeficientului de variatie genotipica si fenotipica pentru somaclonele SC1 au fost
mai mari pentru toate caracterele luate in studiu in comparatie cu valorile somaclonelor SCa, iar
diferentele dintre valorile coeficientului de variatie genotipica (CVG) si a coeficientului de
variatie fenotipica (CVF) pentru genotipul 188TR 5021 sunt mici, demonstrand ca variatia este
dependenta 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 4.12).

Tabelul 4.12. Estimarea variantei si a parametrilor genetici a unor caractere la
somaclonele SCi - SCz pentru genotipul 188TR 5021

Caracter / TPI LgSP LgUint

Parametri SC; SC; SC; SC; SC; SC,
Valoarea mediex ES | 95,87+2,05 | 75,76x1,64 | 13,34+0,24 | 14,17+0,26 | 34,06+0,89 | 27,19+0,93
Min -+ max 50,5+124 | 40+115,5 8,519 10+19 19+50,5 11,5+49,5
Vg 295,20 36,42 2,54 2,17 44,73 24,28
Vph 299,80 43,47 2,65 2,29 45,90 26,23
CVG,% 17,92 7,97 11,94 10,32 19,64 18,12
CVFE,% 18,06 8,70 12,19 10,67 19,89 18,84
h?,% 98,46 83,78 95,97 93,57 97,44 92,56
AG 35,12 11,38 3,22 2,91 13,60 9,77
AG% 36,63 15,02 24,10 20,56 39,93 35,92

Nota: Caractere: TPI - talia plantei, cm; LgSP - lungimea spicului principal, cm; LgUint - lungimea
ultimului internod, cm.

Cea mai Tnalta valoare a heritabilitatii s-a estimat la caracterul talia plantei (98,46%). Mai

.....

numarul de boabe per spicul principal, lungimea spicului principal si greutatea boabelor si
masa a 1000 de boabe [252; 328].
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Cele mai mari valori ale variantei genotipice si fenotipice sunt atestate la somaclonele
SCy pentru numarul de boabe per spic (VQ=727,49; Vph=742,47). La somaclonele SC, s-a
evidentiat, cd variabilitatea fenotipicd este mai mare decat variabilitatea genotipica de 2,78 ori,
ceea ce reflectd 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) (Tabelul 4.13).

Cele mai majore valori ale CVG si CVF s-au inregistrat pentru caracterele productivitatii:
greutatea boabelor (CVG=70,47%; CVF=71,29%) la somaclonele SCy, valorile cele mai mari s-
au remarcat la acelasi caracter si pentru somaclonele SC, (CVG=21,70%; CVF=24,01%) fiind
mai mic de 2,96 - 3,24 ori. Nivel inalt ale CVG si CVF s-au atestat si pentru numarul boabelor
per spic (CVG=55,39%; CVF=55,96%) la somaclonele SCy, iar pentru generatia SC», valoarea
parametrilor a scazut, CVG de 9,61 ori, CVF de 5,82 ori (Tabelul 4.13).

Tabelul 4.13. Estimarea variantei si a parametrilor genetici a caracterelor de
productivitate la somaclonele SC1 - SCz pentru genotipul 188TR 5021

Caracter / NrB GB MMB

Parametri SC: SC; SC: SC; SCy SC,
Valoarea medie+ ES | 48,69+3,39 | 69,76+3,12 | 1,7240,16 | 2,44+0,15 | 26,25+1,25 | 33,28+0,99
Min + max 0+123 13+133 0+5,6 0,3+5,6 041,46 | 15,55+52,32
Vg 727,49 16,15 1,47 0,28 26,15 27,62
Vph 742,47 44,95 1,50 0,34 30,15 29,85
CVG,% 55,39 5,76 70,47 21,70 19,48 15,79
CVF,% 55,96 9,61 71,29 24,01 20,92 16,42
h? % 97,98 35,92 97,71 81,62 86,72 92,53
AG 55,00 4,96 2,47 0,99 9,81 10,42
AG% 112,95 7,11 143,49 40,38 37,37 31,29

Nota: Caractere: NrB - numarul de boabe/spic; GB - greutatea boabelor, g; MMB - masa a 1000
boabe, g.

Analizand rezultatele prezentate, se constata ca valorile coeficientului de heritabilitate n
sens larg sunt mari pentru ambele generatii, indicand contributia ridicatd a genotipului pentru
caracterele: greutatea boabelor (97,71%) si numdrul de boabe (97,98%).

Asocierea coeficientului de heritabilitate si a avantajului genetic cu valori foarte inalte
(h?=97,71%, AG=143,49%) pentru greutatea boabelor si numdrul de boabe per spic
(h?=97,98%, AG=112,95%) la somaclonele SCi, relevd contributia pronuntati a variantei
genetice aditive in controlul acestor caractere, ceea ce prezinta o oportunitate sporitd in selectia
eficienta a genotipului dupa fenotip. Pentru somaclonele SC; valorile heritabilitatii s-au mentinut
inalte, dar in comparatie cu SC1 au scazut de 1,19 ori, iar pentru avantajul genetic de 3,55 ori la

caracterul greutatea boabelor (Tabelul 4.13).
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Ranoliya P. [274] a stabilit, ca caracterele: talia plantei, numarul de boabe per spicul
principal, greutatea boabelor si masa a 1000 de boabe la grau cu heritabilitatea ridicata S-au
combinat cu un avantaj genetic mare, fapt demonstrat si in cercetarile noastre.

Heritabilitate moderata (35,92%) si cu un avans genetic scazut (7,11%) a fost evidentiata
la caracterul: numarul de boabe per spic principal la generatia SC,. Aceste date sunt in
concordanta cu rezultatele obtinute la orez pentru caracterele ce tine de productivitate [90], care
indica, ca de rand cu genotipul actioneaza probabil si alti factori, cum ar fi cele datorate
interactiunilor cu mediul, care influenteaza manifestarea caracterului studiat.

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 caracterele: talia plantei, lungimea ultimului internod, numarul de boabe si masa
a 1000 de boabe. Valorile cele mai mari s-au remarcat pentru somaclonele SC1 la genotipul
188TR 5021 (Vg=727,49; Vph=742,47) pentru indicele numdarul de boabe per spic si talia
plantei (Vg=295,20; Vph=299,80), iar valori mici au fost inregistate la somaclonele SC: (Ingen
35) pentru greutatea boabelor (Vg=0,06; Vph=0,08) si lungimea spicului principal (Vg=0,57;
Vph=0,64).

Coeficientul de variatie fenotipici a fost mai mare decat coeficientul de variatie
genotipica pentru toate caracterele luate in studiu, ceea ce indica ca variatia nu a fost influentata
semnificativ de conditiile de mediu, dar este dependenta prioritar de genotip. Cele mai mari
valori CVG si CVF au fost inregistrate pentru caracterele de productivitate a somaclonelor SCy:
greutatea boabelor (CVG=70,47%; CVF=71,29%) si numarul de boabe per spic
(CVG=55,39%; CVF=55,96%) pentru genotipul 188TR 5021. Valori mari s-au atestat si pentru
genotipul Ingen 93 la aceleasi caractere precum numdrul de boabe per spic (CVG=52,00%;
CVF=52,63%) si greutatea boabelor (CVG=30,58%; CVF=31,73%). Valori minime s-au
estimat pentru lungimea spicului principal (CVG=3,99%; CVF=4,56%) la somaclonele SC; a
genotipului Ingen 93.

Cel mai Tnalt coeficient de heritabilitate a fost stabilit la somaclonele SC1 pentru indicii:
talia plantei (98,46%) si numarul de boabe per spic (97,98%) pentru genotipul 188TR 5021.
Genotipul Ingen 93 a inregistrat valori mari la caracterele: numarul de boabe per spic (97,61%)
si lungimea spicului principal (96,28%).

Coeficientul de heritabilitate inalt asociat cu contributia avantajului genetic sporit se
atestd pentru greutatea boabelor (h?=97,71%, AG=143,49%) si numdrul de boabe per spic
(h?=97,98%, AG=112,95%) la somaclonele SC1 (188TR 5021) si la aceeasi caractere la Ingen 93
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pentru numdrul de boabe per spic (W*= 97,61%, AG=105,83%) si respectiv greutatea boabelor
(h?=92,89%, AG=60,72%).

Heritabilitatea ridicata a indicilor: talia plantei, numarul de boabe per spic, greutatea
boabelor si masa a 1000 de boabe, impreuna cu un avans genetic majorat denota efectele aditive
in determinarea acestor caractere.

Studiul realizat pune in evidenta existenta unei Vvariabilitati genetice semnificative intre
genotipurile de triticale. Analizand valorile caracterelor cantitative s-a evidentiat o variabilitate
inaltd 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.

Concluzii la capitolul 4

1. Impactul actiunii culturii in vitro separat si in comun cu radiatia gama in calitate de
modificatori genetici, prezinta variatii in manifestarea unor caractere cantitative la somaclonele
de triticale, fiind stabilite particularitatile specifice fiecarui genotip.

2. Evaluarea parametrilor morfologici la somaclonele SCy - 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, atestata variatie
semnificativa a valorilor medii la nivel de 95 - 99,9%, in comparatie cu martorul in dependenta
de genotip, factorii luati in studiu (raze gama si cultura in vitro) si indicele biomorfologic.

3. Cultura in vitro asociatd cu mutageneza experimentala reprezinta o sursa semnificativa,
confirmata in baza analizei variantei, puterea de influenta a carora depinde de particularitatile
genotipului. Acest lucru demonstreaza impactul culturii in vitro si a radiatiei gama, ca stimulatori
si inductori ai diversitatii si variabilitatii genotipice la plante.

4. Rezultatele obtinute evidentiaza somaclonele SC» a genotipului Ingen 93 (in vitro) si
188TR 5021 (RAD), pentru care toate caracterele cantitative au prezentat valori mai mari decat
martorul, semnificative (95 - 99,9%), determinative fiind 5 insusiri biomorfologice: talia plantei,
lungimea spicului principal, numarul de boabe, greutatea boabelor si masa a 1000 boabe.
Rezultatele confirma eficacitatea factorilor cercetati in extinderea variabilitdtii genetice la
triticale, date ce argumenteaza rationamentul utilizarii somaclonelor in urmatoarele generatii in

vederea selectarii genotipurilor cu caractere performante.
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5. Evaluarea variabilitatii molecular-genetice prin analiza RAPD-PCR a scos in evidenta la
somaclonele de triticale prezenta unui polimorfism inalt, ceea ce indica un potential mai mare de
ameliorare al formelor hexaploide incluse in cercetare.

6. Generalizind rezultatele genotiparii cu primerii arbitrari RAPD, s-au evidentiat 9 primeri:
OPDO07, OPH15, OPGO06, OPG10, OPB12, OPCO07, OPI16, OPB14 si OPCO0S5, care in
conformitate cu toti parametrii analizati (numar ampliconi total/6-16, polimorfi/ 1-9, PIC/ 0,17-
0,49), sunt cei mai informativi in discriminarea formelor de triticale analizate si se recomanda in
scopul studierii variabilitatii genetice ca suport de referintd in ameliorare.

7. Analiza clusteriand in baza dendrogramei a determinat delimitarea genotipurilor de
triticale si formelor acestora in doua clustere principale, cu exceptia formei Ingen 93 in vitro,
care inregistreaza cel mai mare indice de distantd genetica (0,26), fapt ce confirma diversitatea
accentuata in profilul genetic al acesteia si prezenta fragmentelor specifice, fiind un indicator de
performanta si superioritate a somaclonelor obtinute.

8. Aprecierea variantei si a parametrilor genetici a unor caractere cantitative determina
conditiile cele mai optime pentru evidentierea caracterelor pretioase pentru ameliorarea
triticalelor. Analiza variantei a evidentiat o contributie semnificativa (la nivel de 95 - 99,9%)
asupra indicilor biomorfologici conditionata de generatiile SC1 si SCo.

9. Estimarea coeficientului heritabilitatii in procesul de ameliorare a triticalelor, permite de
a prognoza eficient si veridic selectarea celor mai valoroase somaclone. Marimea coeficientului
de heritabilitate a variat in dependenta de caracter, genotip si generatia studiata, inregistrand cea
mai inalta valoare (98,46%) la talia plantei, pentru somaclonele SC; (188TR 5021), ceea ce
denota o influentd mai mare a genotipului in manifestarea caracterului dat. Coeficientul de
heritabilitate inalt asociat cu contributia avantajului genetic sporit se atesta pentru greutatea
boabelor si numarul de boabe per spic, ceea ce confirma faptul ca efectele aditive au fost
importante In determinarea acestor caractere.

10. Indicii ce tin de productivitatea plantei: talia plantei, numarul de boabe per spic,
greutatea boabelor si masa a 1000 de boabe pot fi utilizati ca reper relevant in evaluarea
diversitatii somaclonale generate de radiatia gama si cultura in vitro, deci ar trebui sa li se acorde

prioritate maxima in procesul selectiei in ameliorarea triticalelor.
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CONCLUZII GENERALE SI RECOMANDARI PRACTICE
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” denota o influenta semnificativa
in 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, ca
utilizarea embrionilor maturi de triticale este o sistemd mai eficientd decat utilizarea
fragmentelor foliare (cap. 3, [4; 10]).

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 (cap.
3, [8]).

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 avut un efect
stimulator 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 necotizandu-se (cap. 3, [3]).

5. Rolul genotipului, dozei de radiatie cat si interactiunea genotip - radiatie asupra
morfogenezei si regenerarii de lastari au fost semnificative (P <0,05; 0,001), puterea de influenta
majora fiind atribuita genotipului (49,35%) (cap. 3, [9]).

6. Somaclonele SCo derivate din cultura de embrioni maturi supusi iradierii gama au
prezentat diferite trasaturi morfofiziologice (talia plantei, lungimea spicului principal si numarul
de boabe per spic), frecventa si spectrul de variatie al carora au fost specifice fiecarui genotip
luat in studiu (cap. 3, [5]).

7. Evaluarea parametrilor morfologici la somaclonele SC1 - 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 (cap. 4, [80]).
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8. Analiza variantei caracterelor cantitative a demonstrat impactul culturii in vitro suplimentat
de razele gama in 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
selectdrii genotipurilor cu caractere performante (cap. 4).

9. Evaluarea variabilitatii molecular-genetice prin analiza RAPD-PCR a determinat un
polimorfism inalt la somaclonele de triticale. In baza numarului de ampliconi polimorfi,
continutului informatiei polimorfe au fost evidentiati 9 primeri: OPD07, OPH15, OPGO6,
OPG10, OPB12, OPC07, OPI16, OPB14 si OPCOS5, informativi in discriminarea formelor de
triticale analizate si evidentierea regenerantilor cu diversitate accentuatd in profilul genetic al
somaclonelor obtinute (cap. 4, [81]).

10. Aprecierea variantei si a parametrilor genetici a caracterelor cantitative la somaclonele
SC: - SC: a relevat variatia valorii coeficientului de heritabilitate in dependentd 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 (cap. 4).

Recomandari practice

1. 1In 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 si
disponibili pe termen lung;

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

2. Folosirea primerilor RAPD (OPDO07, OPH15, OPG06, OPG10, OPB12, OPCO07, OPI16,
OPB14 si OPCO05), in scopul aprecierii variabilitdtii 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 denotd eficienta utilizarii genotipurilor selectate in
ameliorarea triticalelor (somaclonele SC> - SC3 ale genotipurilor Ingen 93 (in vitro si raze gama)
s1 188 TR 5021 (raze gama)).
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ANEXE

Anexa 1. Inducerea embriogenezei somatice si particularititile regenerarii indirecte

din embrioni maturi la triticale

Calus Calus embriogen Capacitatea de regenerare si Plante
Nr. de embriogen regenerativ inradacinare, listari aclimatizate
Genotip | explante transf. inri-
inoculate | total | % total % total mediu | dici- % total %
inrad. nati
Ingen 33 30 20 66,66 8 40 13 7 5 71,43 4 80
30 18 60 10 55,55 9 7 6 85,71 3 50
30 17 56,66 5 29,41 5 5 3 60,00 2 66,66
Ingen 35 30 18 60 7 38,88 8 6 5 83,33 4 80
30 20 66,66 8 40 9 5 4 80,00 3 75
30 21 70 5 23,80 7 5 2 40,00 0 0
Ingen 93 30 17 56,66 5 29,41 6 5 4 80,00 3 75
30 16 53,33 4 25 6 7 3 42,86 1 33,33
30 15 50 5 33,33 7 - - - - -
Colina 30 22 73,33 9 40,90 11 8 6 75,00 4 60
30 22 73,33 9 40,90 10 8 6 75,00 5 83,33
30 20 66,66 8 35 9 5 4 80,00 3 75
188TR 30 18 60 6 33,33 8 6 5 83,33 3 60
5021 30 20 66,66 6 30 7 4 2 50,00 1 50
30 18 60 6 33,33 8 5 3 60,00 1 33,33
LT 76872 30 16 53,33 3 18,75 3 2 1 50,00 0 0
30 13 43,33 2 23,07 3 1 1 100,0 1 100
30 10 33,33 1 10 - - - - - -
Rodlen 30 19 63,33 3 15,78 - - - - - -
30 16 53,33 4 25 5 4 2 50,00 2 10
30 16 53,33 3 15,78 4 2 2 100,0 1 50
CAD 30 25 83,33 10 40 14 9 7 77,78 5 71,42
2/917 30 24 80 11 45,83 15 10 9 90,00 7 77,77
30 25 83,33 11 44 12 7 6 85,71 5 83,33
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Anexa 2. Analiza variatiei masei calusului cu diferite doze de iradiere

Doza Masa medie, mg
irggie Ingen 33 Ingen 35 Ingen 93 Colina 188TR5021 LT 76872 Rodlen CAD 2/917
o i+ES T+ES i+ES i+ES T+ES i+ES i£ES i+ES
gama, CV, % CV, % CV, % CV, % CV, % CV, % CV, % CV, %
Gy
M 709,03+£36,11 814,08+26,95 | 658,424+24,74 | 520,78+32,46 400,79+1,42 384,38+8,26 472,23+14,46 691,32+8,19
8,82 5,73 6,51 10,79 0,61 3,72 5,30 2,05
50 641,15+23,96 788,05+£6,53 615,97+4,36 471,55+37,27 | 302,08+12,69 310,65+5,31 344,12+£19,64 | 650,04+11,58
6,47 1,43 1,22 13,69 7,27 2,96 9,88 3,08
**k *x **k
75 662,34+28,92 | 793,12+42,20 | 622,55+25,41 482,01+41,05 344,70+22,01 313,33+19,37 356,07+£23,75 | 682,41+40,27
7,56 9,21 7,07 14,75 11,06 10,71 11,55 10,22
* *
100 708,54+2,96 809,22+3,64 651,54+6,66 491,184+26,65 358,41+£24,41 317,51£30,12 364,12+23,64 712,44+3,83
0,72 0,77 1,77 9,40 11,79 16,48 11,24 0,93
*
125 714,11+8,13 823,12+12,47 | 640,76+23,88 | 519,66+£16,02 | 360,73+24,77 337,90+5,78 403,794+21,34 | 749,18+25,55
1,97 2,62 6,45 5,33 11,89 2,96 9,15 5,90
*%
150 745,08+19,61 879,57+15,65 | 681.07+32,37 | 615,07+51,65 399,00+10,12 395,40+26,60 507,11£9,70 777,314£23,13
4,55 3,08 8,22 14,54 4,39 11,65 3,31 5,15
*
200 698,32+10,89 | 754,58+14,36 | 602,33+32,91 42321+19,17 | 315,76+23,93 281,33+£35,52 322,34+15,53 | 640,10+13,63
2,70 3,29 9,46 7,84 13,13* 21,87 8,34

*

*%

3,68

Nota: # — media, ES — eroarea standard, CV,% - coeficientul de variatie, * si **
P<0,05 si 0,01.
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Anexa 3. Influenta interactiunii factorilor genotip - radiatie gama asupra frecventei

morfogenezei
Genotipul
Doza gama, Ingen 33 Ingen 35 Ingen 93 Colina 188TR5021 | LT 76872 Rodlen CAD 2/917
Gy i+ES ixES i+ES ixES i+ES i+ES i+ES i+ES
M 44.55+1,81 | 32,19+£2,79 | 30,25+0,86 | 35,33+1,30 | 30,22+1,88 | 17,25+0,80 | 19,75+2,43 46,90+0,58
50 45,35+1,38 | 32,43+1,90 | 30,86+0,86 | 32,73+0,08 | 26,07+1,78 | 16,38+2,06 | 15,35+1,61 47,04+2,63
**
75 46,56+2,65 | 33,05+3,47 | 35,2243,53 | 33,00£0,75 | 24,58+123 | 15,62+0,75 | 15,78+0,11 | 48.25+1,96
**
100 48,19+0,15 | 34,49+1,21 | 35,55+1,45 | 35,55+1,45 | 22,00+2,73 | 15,19+1,57 | 16,11+0,97 | 48,99+1,39
** *kk
125 49.22+1,05 | 33,99+£2,20 | 37,42+1,16 | 34,61£2,63 | 22,22+1,58 | 14,55+0,99 | 17,54+1,85 51,07+0,83
** *kk **
150 49464235 | 34,00+1,00 | 42,14+1,15 | 35,02+2,02 | 22,45+0,60 | 14,23+2,43 | 19,00+3,02 | 52,57+0,67
** *k* *k* *kk
200 21,11£1,05 | 21,9940,50 | 19,45+1,48 | 25,22+3.33 | 10,01+£0,95 | 8,27+0,78 9,99+0,67 24,15+1,92
*k*k ** *kk ** *kk *kk **x **k*%
250 11,2240,85 | 10,15+0,13 | 12,44+1,05 | 18,62+2,03 | 9,22+0,93 | 5,99+1,54 | 8,44+2.05 12,88+1,74
*k*k *kk *kk *kk *kk *kk **x **k*%

Nota: # — media, ES — eroarea standard, ** si *** - diferente semnificative pentru P<0,01; 0,001.
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Anexa 4. Variatia caracterelor biomorfologice ale somaclonelor SCi de triticale

1\11:1?::;;1 Talia plantei, Lg‘:)?g&?:ﬁa t:jt?r?:lr}?g? Numaérul _de Greutatea Nl%%%a
Caractgr fertili em principal, cm internod RN BRI EEl9EOI, boabe, g
/ Genotip TES T+ ES T+ ES £+ ES i+ ES i+ ES i+ ES

CV,% CV,% CV,% CV,% CV,% CV,% CV,%
Martor 1,06+0,11 89,06+1,08 11,21+0,18 24,53+0,66 23,7342,42 0,95+0,10 39,70+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%** 11,4+0,22 23,42+0,52 13,08+2,26%* | 0,44+0,09%* | 24,8842 70%**
Ingen 35 109,29 10,13 9,96 11,25 86,71 92,07 54,42
In vitro 0,9240,17 | 101,4+1,39%** | 12,7+0,2%%* 27,3+0,48** 17,3242,44 0,70+0,12 34,22+3,70
Ingen 35 93,71 6,86 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 1,1420,11% | 32,34+],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% 457% 8,11% 8,72% 31,74% 36,41% 18,75%
RAD 1,33+0,16* | 79,38+2,27*** | 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 98,19 52,42
In vitro 0,5+0,10%** | 89,31+1,32%%* 12324024 | 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: # — media, ES — eroarea standard, CV,% - coeficientul de variatie, *, **, *** - diferente

semnificative pentru P<0,05; 0,01; 0,001.
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Anexa 5. Analiza variantei indicilor biomorfologici la somaclonele SC1 (testul

ANOVA)
Sursa variatiei Suma Grad de Varianta Testul PI, %
pitratelor | libertate (GL) (S?) Fisher (F)
Numarul de frati fertili
Genotipul 28,36 2 14,18 24,03*** 22,15
RAD 8,64 1 8,64 14,64*** 6,75
Interactiunea Genotip - RAD 6,04 2 3,02 5,12** 4,71
Rezidual 84,96 144 0,59
Total 128,0 149
Genotipul 6,28 2 3,14 6,47** 4,93
Cultura in vitro 24,0 1 24,0 49, 43%** 18,84
Interactiunea Genotip - in vitro 27,16 2 13,58 27,97%** 21,32
Rezidual 69,92 144 0,49
Total 127,36 149
Talia plantei
Genotipul 7012,77 2 3506,39 39,18*** 26,84
RAD 4339,51 1 4339,51 48,49*** 16,67
Interactiunea Genotip - RAD 1884,71 2 942,36 10,53*** 7,21
Rezidual 12885,8 144 89,48
Total 26122,8 149
Genotipul 6624,4 2 3312,2 45,66*** 28,74
Cultura in vitro 759,375 1 759,38 10,47%** 3,29
Interactiunea Genotip - in vitro 5216,83 2 2608,41 35,96*** 45,32
Rezidual 10444,8 144 72,53
Total 23045,4 149
Lungimea spicului principal
Genotipul 13,44 2 6,72 4,74%* 5,65
RAD 0,22 1 0,22 0,16 0,09
Interactiunea Genotip - RAD 19,66 2 9,83 6,93** 8,27
Rezidual 204,29 144 1,42
Total 237,62 149
Genotipul 9,10 2 4,55 2,84* 3,27
Cultura in vitro 22,19 1 22,20 13,87*** 7,98
Interactiunea Genotip - in vitro 16,34 2 8,17 5,11** 5,87
Rezidual 230,42 144 1,60
Total 278,06 149
Lungimea ultimului internod
Genotipul 1520,93 2 760,47 68,76*** 18,93
RAD 1574,64 1 1574,64 142,38*** 19,60
Interactiunea Genotip - RAD 3342,67 2 1671,33 151,13*** 41,62
Rezidual 1592,52 144 11,06
Total 8030,76 149
Genotipul 1891,11 2 945,55 84,16*** 30,77
Cultura in vitro 150,2 1 150,2 13,37*** 2,44
Interactiunea Genotip - in vitro 2485,79 2 1242,9 110,62*** 40,45
Rezidual 1617,89 144 11,24
Total 6144,99 149
Numairul de boabe per spic
Genotipul 6103,96 2 3051,98 14,59*** 11,0
RAD 12132,0 1 12132,0 57,98*** 21,87
Interactiunea Genotip - RAD 7098,17 2 3549,09 16,96*** 12,79

169




Rezidual 30130,4 144 209,24
Total 55464,5 149
Genotipul 11178,5 2 5589,26 27,46%** 21,98
Cultura in vitro 2297,13 1 2297,13 11,29%*** 4,51
Interactiunea Genotip - in vitro 8070,49 2 4035,25 19,83*** 15,87
Rezidual 29305,4 144 203,51
Total 50851,5 149

Greutatea boabelor
Genotipul 8,66 2 4,32 14,60%*** 12,78
RAD 13,862 1 13,86 46,87*** 20,52
Interactiunea Genotip - RAD 2,46 2 1,23 4,16** 3,64
Rezidual 42,59 144 0,30
Total 67,55 149
Genotipul 16,14 2 8,07 23,41%** 22,70
Cultura in vitro 0,35 1 0,35 1,01 0,48
Interactiunea Genotip - in vitro 4,94 2 2,47 7,16%** 6,94
Rezidual 49,65 144 0,34
Total 71,08 149

Masa a 1000 boabe
Genotipul 3983,81 2 1991,91 26,54*** 21,79
RAD 2717,74 1 2717,74 36,22*** 14,87
Interactiunea Genotip - RAD 769,09 2 384,54 5,12%** 4,20
Rezidual 10805,7 144 75,04
Total 18276,3 149
Genotipul 2745,83 2 1372,92 12,95*** 14,51
Cultura in vitro 2,64 1 2,64 0,02 0,01
Interactiunea Genotip - in vitro 907,26 2 453,63 4,28** 4,79
Rezidual 15265,6 144 106,01
Total 18921,3 149

Nota: * **, *** _ diferente semnificative pentru P<0,05; 0,01; 0,001.
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Anexa 6. Analiza variantei indicilor biomorfologici la somaclonele SC: (testul

ANOVA)
Sursa variatiei Suma _ Grad de Varianta _Testul Pl %
’ patratelor | libertate (GL) ($?) Fisher (F) '
Numarul de frati fertili
Genotipul 1,21 2 0,61 0,96 1,25
RAD 1,13 1 1,13 1,78 1,16
Interactiunea Genotip - RAD 3,29 2 1,65 2,61* 3,40
Rezidual 90,96 144 0,63
Total 96,59 149
Genotipul 5,56 2 2,78 4,25** 5,25
Cultura in vitro 451 1 4,51 6,89%** 4,26
Interactiunea Genotip - in vitro 1,45 2 0,73 1,11 1,37
Rezidual 94,24 144 0,65
Total 105,76 149
Talia plantei
Genotipul 1315,99 2 657,99 3,52* 4,02
RAD 21,81 1 21,81 0,12 0,06
Interactiunea Genotip - RAD 444415 2 2222,08 11,90*** | 13,60
Rezidual 26891,0 144 186,74
Total 32672,9 149
Genotipul 374,61 2 187,31 1,83 2,19
Cultura in vitro 467,46 1 467,46 4,58* 2,73
Interactiunea Genotip - in vitro 1514,99 2 757,50 7,42%%* 8,87
Rezidual 14704,1 144 102,11
Total 17061,1 149
Lungimea spicului principal
Genotipul 21,89 2 10,95 4,14** 4,34
RAD 14,60 1 14,60 5,53* 2,89
Interactiunea Genotip - RAD 87,16 2 43,58 16,49*** 17,28
Rezidual 380,47 144 2,64
Total 504,12 149
Genotipul 13,12 2 6,56 2,95* 2,68
Cultura in vitro 141,14 1 141,14 63,50*** 28,88
Interactiunea Genotip - in vitro 14,31 2 7,15 3,22* 2,92
Rezidual 320,03 144 2,22
Total 488,59 149
Lungimea ultimului internod

Genotipul 700,48 2 350,24 7,44%%* 8,13
RAD 106,18 1 106,18 2,26 1,23
Interactiunea Genotip - RAD 1028,66 2 514,33 10,93*** | 11,94
Rezidual 6775,23 144 47,05
Total 8610,55 149
Genotipul 163,16 2 81,58 2,74* 3,61
Cultura in vitro 32,20 1 32,20 1,08 0,71
Interactiunea Genotip - in vitro 25,74 2 12,87 0,43 0,57
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Rezidual 4293,66 144 29,81
Total 421477 149
Numairul de boabe per spic

Genotipul 22328,3 2 11164,1 21,25%** 14,58
RAD 6259,74 1 6259,74 11,92%** 4,08
Interactiunea Genotip - RAD 48899,6 2 24449,8 46,54*** 31,93
Rezidual 75646,8 144 525,33
Total 153134,0 149
Genotipul 3143,56 2 1571,78 3,19* 3,94
Cultura in vitro 19,44 1 19,44 0,04 0,02
Interactiunea Genotip - in vitro 5641,48 2 2820,74 5,73** 7,07
Rezidual 70931,3 144 492,58
Total 79735,8 149

Greutatea boabelor
Genotipul 14,43 2 1,22 4,63** 4,93
RAD 7,62 1 7,62 4,89* 2,60
Interactiunea Genotip - RAD 46,26 2 23,13 14,86*** 15,81
Rezidual 224,16 144 1,56
Total 292,47 149
Genotipul 38,54 2 19,27 14,51*** 15,01
Cultura in vitro 0,30 1 0,30 0,23 0,15
Interactiunea Genotip - in vitro 26,60 2 13,30 10,01*** | 10,35
Rezidual 191,28 144 1,33
Total 256,72 149

Masa a 1000 boabe
Genotipul 1372,82 2 686,41 10,14*** 8,22
RAD 865,07 1 865,07 12,78*** 5,18
Interactiunea Genotip - RAD 4701,19 2 2350,6 34,74*%** | 28,17
Rezidual 9743,8 144 67,67
Total 16682,9 149
Genotipul 5660,06 2 2830,03 47,29%** 34,63
Cultura in vitro 265,96 1 265,96 4,44* 1,62
Interactiunea Genotip - in vitro 1797,33 2 898,67 15,02*** 10,99
Rezidual 8617,18 144 59,84
Total 16340,5 149

Nota: * **, *** _ diferente semnificative pentru P<0,05; 0,01; 0,001.
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Anexa 7. Act de implementare a rezultatelor stiintifice in instruire

CONSILIUE NTUNICIPAL CHISINAL
PRIMAR GENERAL AL MUNICIPICECTCHISINAL
DIRECTIAGENERALATDUCA T, TINERLET SESPOR]
LICTUL TEORETICCE PROFEE DEARTE EEENA ALISTARY

. —— — e i —— e e

e

e I=03/238 din 30.06.2023

ACT

de implementare in practicd a activititilor stiinifice

Prin prezenta se conlirma ¢l rezuliatele investigatiilor stiintifice, efectuate in
cadrul tezet de doctor in stiine hiologice Variabilitatea somaclonald si indusd
de radiatic b triticale i virro™, realizad de dna CIOBANE RENATA sunt
implementate in procesul didactic lrdiseiplinele Biologic yi Chimie, in cadrl
leepiilor practice, clasele o X= X1 o Eieeul Teoretie eu profil de ane .| lena
Alistar™ din mun.Chisindu,

. R | IO
Directoral L TPA L dena Alistor™ <22 hi I;;_l_ull:\ Babue
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Anexa 8. Acte de implementare a rezultatelor stiintifice in cercetare

Aprob
Secretarul stiintific al Institutului de Genetica,
Fiziologie si Protectie a Plantelor al USM

ACT DE IMPLEMENTARE A REZULTATELOR STIINTIFICE

Prin prezenta se confirma implementarea rezultatelor cercetérilor stiintifice realizate in
cadrul tezei de doctor in stiinte biologice ,,Variabilitatea somaclonala si indusd de radiatie la
triticale in vitro” a d-nei CIOBANU Renata in cadrul Laboratorului Resurse Genetice Vegetale al
IGFPP. Au fost transmise pentru depozitare in Banca de gene, fiind apreciate de interes stiintific
pentru studii genetice si ameliorative, somaclonele SC2-SCs a genotipului Ingen 93 (obtinut in
vitro si RAD) si genotipul 188TR5027 RAD.

4

Sef Laborator Resurse Genetice Vegetale 7 GANEA Anatolie, dr., conf. cercet.
1

Cercetator stiintific %{(l% CIOBANU Renata

44, 06. 1023
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Aprob
Secretarul stiintific al Institutului de Genetica,
Fiziologie si Protectie a Plantelor al USM

| Pro
€50\ ’apun|o\0" I

ACT DE IMPLEMENTARE A REZULTATELOR STIINTIFICE

Prin prezenta se confirma implementarea rezultatelor cercetdrilor stiintifice realizate in
cadrul tezei de doctor in stiinte biologice ,Variabilitatea somaclonald si indusa de radiatie la
triticale in vitro™ a d-nei CIOBANU Renata in cadrul Laboratorului Genetica aplicata al IGFPP.
Au fost transmise somaclonele SC3-SC; ale genotipurilor Ingen 93 (obtinut in vifro si sub actiunea
radiafiei gamma) si 188TR5027 (sub actiunea radiatiei gamma), pentru includerea in evaludrile
comparative de ciitre cercetdtorii grupului Genetica §i ameliorarea cerealelor paioase, fiind

apreciate de perspectiva.

Sef Laborator Genetici Aplicata () W LUPASCU Galina, dr. hab., prof.cerc.

Cercetitor stiintific &Zécc%- CIOBANU Renata

15 0F. 2073
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Declaratia privind asumarea rispunderii

Subsemnata, declar pe raspundere personald ci materialele prezentate in tezi sunt rezultatul
propriilor cercetdri si realiziri stiintifice. Constientizez ca, in caz contrar, urmeaza sa suport

consecinfele in conformitate cu legislatia in vigoare.

Ciobanu Renata

? ,
Semnitura Clese (Z

Data 27.07.2023
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CIOBANU Renata

Informatii personale

Cetatenie MD '
=4 renataciobanu3@gmail.com

CURRICULUM VITAE

Data nasterii: 10 februarie 1976

Studii superioare:

e 1997-2000 - studii de doctorat, Institutul de Geneticd ASM, specialitatea - 03.00.15

Genetica/ 162.01 - Genetica vegetala.

e 1992-1997 - studii de licenta, Universitatea de Stat din Moldova, Facultatea de Biologie

si Pedologie, specialitatea - Biologie. Diploma de Licenta seria AL Nr. 006168

Domeniile de interes stiintific:
Biologie si genetica, biotehnologie.

Stagii:

26 mai - 3 iunie 2023 - Cursul ,,Metodele de integrare curricular in procesul educational”,
A.O. Inovatie in Educatie de Performanta, Chisindu, Republica Moldova, Certificat de
participare, 5 credite.

10 - 17 martie 2023 - Cursul ,,.Dezvoltarea competentelor digitale ale cadrelor didactice”
A.O. Inovatie in Educatie de Performanta, Chisindu, Republica Moldova, Certificat de
participare, 5 credite.

9 martie 2023 - Seminarul de dezvoltare a maiestriei pedagogice organizat de A.O.
Inovatie in Educatie de Performantd, Chisindu, Republica Moldova, Certificat de
participare,l credit.

9 februarie 2023 - Seminarul de dezvoltare a maiestriei pedagogice organizat de A.O.
Inovatie in Educatie de Performantd, Chisindu, Republica Moldova, Certificat de
participare, 1 credit.

12 ianuarie 2023 - Seminarul stiintifico-metodic ,,Didactica Biologiei si Chimiei”
organizat de catre Facultatea de Biologie si Chimie a Universitatii Pedagogice de Stat lon
Creanga, Chisinau, Republica Moldova, Certificat de participare, 1 credit.

15 - 20 august 2022 - cursul ,,STEAM - inovatie in educatia viitorului”’, A.O. Inovatie in
Educatie de Performantd, Chisinau, Republica Moldova, Certificat de participare, 5
credite.

1, 8, 22, 29 iunie - serie de seminare online dedicate STIINTEI RESPONSABILE, cu
participare internationald, Chisinau Republica Moldova, Certificat de participare.

19 septembrie - 9 octombrie 2020 - Cursuri specializate de formare continua, Didactica
disciplinei  scolare  Chimia, Psihopedagogie, Tehnologii Informationale si
Comunicationale in Educatie Dezvoltarea profesionald, Institutul de Formare Continua,
Chisinau, Republica Moldova, Certificat de participare, 10 credite.
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lulie - septembrie 2020 - Curs de formare “Dezvoltarea competentelor digitale ale
cadrelor didactice pentru predare-invatare-evaluare, cu Gsuit pentru educatie”, MECC
Certificat de participare, 2, credite.

6 august 2019 - Program de formare profesionalda “Implementare a curriculumului la
disciplina Chimie, editia 2019, LT L. Deleanu”, Chisindu, Republica Moldova.
Certificat de participare, 1 credit.

26 octombrie 2017 - Seminar municipal “Metodologia formarii abilitatilor si
competentelor de cercetare stiintifica a elevilor in domeniul chimiei si ecologiei in scopul
participarii eficiente in cadrul activitatilor competitive de masa”, LT V. Lupu” Chisinau,
Republica Moldova. Certificat de participare.

1 aprilie 2017 - Seminarul stiintifico-didactic ”Instruire prin cercetare pentru o societate
prospera”, editia IV curaportul ,,Dezvoltarea creativitatii la elevi in procesul predarii —
invatarii la chimie”, US Tiraspol, Certificat de participare, 1 credit.

2 aprilie 2016 - Seminar stiintifico-didactic “Instruire prin cercetare pentru o societate
prosperd, editia 1117, cu raportul ,,Testul - instrument de evaluare a indicatorilor de
performanta”, US Tiraspol, Certificat de participare, 1 credit.

Decembrie 2016 - Masa rotunda cu genericul ,,Aspecte practice privind functionarea
sistemului national de protectie si valorificare a soiurilor de plante”, organizat de Agentia
de Stat pentru Proprietatea Intelectuala (AGEPI), in colaborare cu Comisia de Stat pentru
Testarea Soiurilor de Plante (CSTSP) Chisinau, Republica Moldova.

lunie 2016 - Seminar de instruire cu genericul ,,Documentele de brevet ca sursa de
informatiitehnologice, juridicesi de business”,organizat de catreAgentia de Stat pentru
Proprietate Intelectuala (AGEPI) Chisinau, Republica Moldova. Certificat de participare.
Mai 2015 - Seminar de instruire: ,,Protectia si valorificarea proprietatii intelectuale in
Republica Moldova”, organizat de catre Agentia de Stat pentru Proprietate Intelectualad
(AGEPI) Chisinau, Republica Moldova. Certificat de participare.

Activitatea profesionali:

septembrie 2017 - prezent - profesor de chimie, Liceul Teoretic cu profil de Arte ,,Elena
Alistar”, mun. Chisinau,

lanuarie 2012 - prezent - cercetator stiintific, Institutul de Genetica, Fiziologie si
Protectie a Plantelor;

noiembrie 2000 - ianuarie 2012 - cercetator stiintific stagiar; Institutul de Genetica al
ASM,;

septembrie - mai 1997 - profesor de biologie, liceul ,,Gheorghe Asachi”, mun. Chisinau;

august 1997 - biolog categoria I, Institutul de Genetica al ASM.

Participari in proiecte stiintifice nationale si internationale.

Proiecte institutionale:

20.80009.5107.03 ,Valorificarea eficienta a resurselor genetice vegetale si
biotehnologiilor avansate in scopul sporirii adaptabilitatii plantelor de cultura si
schimbarile climatice”, proiectul de cercetare si inovare din cadrul Programului de Stat,
Prioritatea Strategicdi N2, Agricultura durabila, Securitatea alimentard, Siguranta
alimentelor, 2020-2023.

15.817.05.11F ,Sisteme de inducere a variabilitatii si rezistentei plantelor, procedee
tehnologice de sporire a productivitatii culturilor agricole”, 2015-2019.

11.817.0.4.04F ,,Biotehnologii avansate si mecanisme genetice si fiziologice de inducere
a variabilitatii genotipice si formarea unui potential genetic sporit de productivitate si
rezistenta a C3 si C4 plantelor”, 2011-2014.
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e 06.407.005F ,,Studiul variabilitatii genetice indusa de factori fizici, chimici si biologici in

Vivo si in vitro, evaluarea genetico - moleculara a caracterelor de productivitate, calitate si
rezistenta la conditiile nocive ale mediului”, 2006-2010.

e 01.14.02F ,,Biotehnologii moderne (genetico-moleculare) de sporire a variabilitatii

ereditare valoroase (rezistenta, productivitate, calitati) la plantele de cultura”, 2001-2005.

Participari la foruri stiintifice (nationale si internationale):

2022

2021

2020

2019

2018

2016

2014

2013

Simpozionul stiintific international ,,Biotehnologii avansate — realizarisi perspective”,
Editia VI, 3-4 octombrie 2022, Chisinau, Republica Moldova. Raport, teza, Certificat de
participare.

The National Conference with international participation ,,Life sciences in the dialogue of
generations: connections between universities, academia and business community”,
Editia Il, 29-30 septembrie 2022, Chisindu, Republica Moldova: Moldova State
University. Teza, Certificat de participare.

Conferinta stiintifica internationala ,,Genetica, fiziologia si ameliorarea plantelor”, Editia
VII, 4-5 octombrie 2021, Chisinau, Republica Moldova. Articol.

Conferinta Stiintifico - practica cu participare internationald, ,,Realizdri stiintifice in
ameliorare si tehnologii inovative la culturile cerealiere in contextual schimbarilor
climaterice”, 4-5 septembrie 2020, Chisinau, Republica Moldova. Articol.

Simpozionul stiintific international ,,Biotehnologii avansate — realizari si perspective”,
Editia V, 3-4 octombrie 2019, Chisinau, Republica Moldova. Poster, tezd, Certificat de
participare.

The National Conference with international participation ,,Life sciences in the dialogue of
generations: connections between universities, academia and business community”, 21-
22 octombrie 2019, Chisinau, Republica Moldova: State University ,,.Dimitrie Cantemir”.
Raport, Certificat de participare.

Conferinta stiintifica nationald cu participare internationala ,,Stiintele vietii in dialogul
generatiilor: conexiuni dintre mediul academic, universitar si de afaceri”. 21-22
octombrie 2019, Chisinau, Republica Moldova. Teza.

Manifestare stiintificd cu participare internationala ,Biodiversitatea in contextul
schimbarilor climatice”, Editia Il, 23 noiembrie 2018, Chisinau, Republica Moldova:
Universitatea de Stat ,,Dimitrie Cantemir”. Articol.

Simpozionul stiintific national cu participare internationald ,,Biotehnologii avansate —
realizari si perspective”, Editia IV, 3-4 octombrie 2016, Chisinau, Republica Moldova.
Poster, Teza.

Conferinta stiintifica internationala ,,Genetica, fiziologia si ameliorarea plantelor”, Editia

V, 23-24 octombrie 2014, Chisinau, Republica Moldova. Articol.

Simpozionul stiintific national cu participare internationald ,,Biotehnologii avansate —
realizari si perspective”, Editia 11, 24-25 octombrie 2013, Chisinau, Republica Moldova.
Teza.

179


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

2011

e (Conferinta stiintificA in memoria academicianului Boris Matienco, ,,Structura si
functionalitatea sistemelor biologice - diversitate si universalitate”, 17 noiembrie 2011,
Chisinau. Republica Moldova. Articol.

Lucrari stiintifice si stiintifico-metodice publicate: 28 lucrari stiintifice (inclusiv 16 publicatii
de monoautor): 1 articol in revista recenzatd internationald, 9 articol in culegeri stiintifice si 6
comunicari in cadrul unor manifestari stiintifice nationale.

Cunoasterea limbilor: limba romana - limba materna, limba rusa - bine, limba engleza - mediu,
limba franceza - mediu.

Date de contact de serviciu: Laboratorul Genetica Rezistentei Plantelor, Institutul de Genetica

Fiziologie si Protectie a Plantelor al USM. Adresa: str. Padurii, 20, MD-2002, Chisinau,
Republica Moldova, tel.: +373 77-04-47
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