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REPERELE CONCEPTUALE ALE CERCETARII

Actualitatea si importanta temei abordate. Variabilitatea genetica este
indispensabila pentru mentinerea si extinderea diversitatii, reducerea riscului
vulnerabilitatii si eroziunii genetice care ar putea afecta adaptabilitatea culturilor
cerealiere la provocarile determinate de schimbarea conditiilor climatice, cerintele
agricole si de consum. Printre culturile cerealiere, orzul (Hordeum vulgare L.) are
caracteristici unice si reprezintd o importantd majora pentru agricultura moderna si
stiintd, fiind ca plantd experimentald model, contribuind la dezvoltarea cercetarilor si
progresului in genetica, fiziologie, fitopatologie, biochimie si biotehnologia plantelor
[24]. De asemenea, orzul detine unele avantaje fata de alte cereale si reprezinta sursa
alimentara de baza in tarile in curs de dezvoltare cu clima arida si semiarida, prezentand
o siguranta impotriva riscurilor unor productivitati scazute sau esecuri a altor culturi.

In Republica Moldova orzul se utilizeazi in special ca produs furajer si
inlocuieste porumbul si graul pentru furaj atunci cand recoltele acestor culturi sunt
compromise, ceea ce 1i confirmd importantd. Prin urmare, mentinerea si extinderea
variabilitatii si respectiv a diversitatii genetice la orz (Hordeum vulgare L.) constituie
obiective majore pentru programele de ameliorare.

Traditional in calitate de inductori ai variabilitatii genetice se utilizeaza factorii
fizici si chimici, dintre care cei fizici si anume razele gama s-au dovedit a fi mult mai
eficienti, fapt confirmat prin crearea soiurilor mutante de orz cu proprietati net
superioare, care constituie 60% din numarul total de soiuri obtinute prin aplicarea
mutagenilor fizici.

Variabilitatea plantelor cerealiere regenerate in vitro, obtinute prin cultura de
calus reprezintd o sursa suplimentara de modificari genetice si epigenetice cu potential
semnificativ in ameliorare [13]. Contributia preconizata a variabilitatii somaclonale in
ameliorarea orzului nu a fost pe deplin justificatd din cauza frecventei scazute si valorii
limitate ale acesteia [14, 21].

Pentru extinderea variabilitatii caracterelor importante la somaclonele de orz este
necesara utilizarea agentilor mutageni in complex cu cultura in vitro. De asemenea, este
recunoscuta contributia infectiei virale, inclusiv, efectul virusului mozaicului dungat al
orzului (VMDO) asupra variabilitatii materialului ereditar si posibilitatea utilizarii in
calitate de inductor al diversitatii genetice la orz [11,15]. In acelasi timp este necesar de
mentionat cd in cazul actiunii combinate a stresului biotic (viral) si abiotic, plantele
manifesta reactii fiziologice si moleculare specifice [24]. Prin urmare folosirea virusurilor
fitopatogene in complex cu radiatia gama si cultura in vitro, ar putea induce unele
particularitati specifice in variatia caracterelor, largi spectrul de variatii agromorfologice,
cu potential de transmitere ulterioard descendentilor.

Scopul cercetarii: Evaluarea variatiilor in vivo si in vitro la orzul de primavara
(Hordeum vulgare L.) sub actiunea solitara sau asociata a infectiei virale si a razelor gama.

Obiectivele studiului:

» Evaluarea impactului infectiei virale si a razelor gama asupra proceselor de
calusogeneza, morfogeneza si regenerare a somaclonelor de orz;

» Aprecierea actiunii infectiei virale si radiatiei gama asupra indicilor
citogenetici si biochimici in calusurile si regenerantii de orz;
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» Analiza influentei virusului si razelor gama asupra variatiilor somaclonale la
regenerantii de orz;

» Estimarea variabilitatii caracterelor cantitative la descendentii de orz obtinuti
in conditii in vitro si in vivo din material biologic iradiat si virozat;

» Aprecierea efectului inter- si transgenerational al infectiei virale si radiatiei
gama solitar sau 1n asociere la descendentii de orz obtinuti in vivo si in vitro.

Ipoteza de cercetare. Avand drept reper conceptul privitor la aplicarea virusurilor
in modificarea expresiei genelor, marirea spectrului de recombinanti si extinderea
variabilitdtii genetice ce pot fi transmise la descendentii plantelor infectate este
argumentata ipoteza conform careia infectia virald, razele gama, si cultura in vitro, solitar
sau in asociere pot cauza variatia diferentiata a caracterelor biomorfologice cu posibil efect
transgenerational in extinderea variabilitatii la orzul de primdvara.

Metodologia cercetarii stiintifice. Pentru realizarea obiectivelor propuse au
fost utilizate metoda de diagnostic virusologic (contrastare negativa); mutageneza
experimentald, metoda citologica de analiza a diviziunilor mitotice in celulele
radiculare si cele calusale, metode biochimice de studiu a polimorfismului
peroxidazelor si proteinelor de rezerva si biometrice conform ghidului UPOV. In baza
testului ANOVA, a fost estimat varianta genotipica si fenotipica, coeficientul de
heritabilitate 1n sens larg, avantajul genetic. Pentru stabilirea gradului de dependenta
dintre caracterele evaluate a fost aplicat coeficientul de corelatie Person.

Noutatea si originalitatea stiintifica ale rezultatelor obtinute constd in
argumentarea suplinirii variatiilor induse de cultura in vitro prin aplicarea razelor gama
si/sau a infectiilor virale prin generarea modificarilor calusogenezei, morfogenezei,
regenerarii si extinderii variabilitdtii la somaclone comparativ cu descendentii in vivo,
demonstrand astfel efectul transgenerational al acestora.

Problema stiintificA importantd solutionatd constd in fundamentarea
stiintificd a extinderii variabilitatii la plantele cerealiere autogame prin
complementarea culturii in vitro cu actiunea solitara sau 1n asociere a infectiei virale si
razelor gama, ceea ce a condus la evidentierea genotipurilor cu valori ale indicilor
heritabilitatii inalte si progresului genetic ridicat pentru caractere agronomice
valoroase, ce reflectd efectele aditive in mostenirea insusirilor, fapt ce a permis
selectarea eficientd a formelor de interes cu potential de utilizare in solutionarea
problemelor stiintifice si ameliorative.

Semnificatia teoretica. A fost demonstrata variabilitatea caracterelor cantitative
la orz la actiunea solitara sau asociata a infectiei virale, razelor gama si culturii in vitro
la regenerantii si descendentii acestora pe parcursul mai multor generatii, reflectand
astfel efectul inter- si transgenerational al factorilor implicati in sistemul mentionat de
interactiuni. Rezultatele inovationale privind variabilitatea diferentiatd a insusirilor
agrobiologice au dovedit posibilitatea modificarii soiurilor recalcitrante in vederea
extinderii diversitdtii si obtinerii de genotipuri cu noi caractere. Formele mutante de
orz evidentiate in variantele experimentale constituie surse importante de germoplasma
in elucidarea mecanismelor implicate in dezvoltarea si morfologia spicului.

Valoarea aplicativa a lucrarii. A fost optimizat procedeul de cultura in vitro
de obtinere a regenerantilor din embrioni imaturi prin morfogeneza indirectd, in
rezultatul ajustdrii conditiilor de cultivare, componentei mediilor nutritive, care au
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asigurat intensificarea calusogenezei, morfogenezei si regenerarii somaclonelor cu un
spectru extins al variabilitatii genetice prin utilizarea razelor gama solitar si/sau in
asociere cu VMDO.

Implementarea rezultatelor. Rezultatele obtinute au servit drept suport
metodologic in cadrul lucrarilor practice la disciplina ,,Tehnici de cercetare in biologia
moleculara”, ciclul 11 la Departamentul Biologie si Ecologie, Facultatea Biologie si
Geostiinte a USM. Formele mutante calcaroides (cal) si spic ramificat (ram) au fost
transmise pentru depozitare in Banca de gene a IGFPP, iar linia mutantd ram -
cercetatorilor grupului Genetica si ameliorarea cerealelor pdioase (IGFPP), fiind
constatatd de perspectiva.

Aprobarea rezultatelor stiintifice: rezultatele investigatiilor au fost prezentate
si discutate la 20 foruri stiintifice nationale si 4 internationale de specialitate.

Cercetarile stiintifice expuse in teza au fost realizate in cadrul proiectelor de
cercetare: ,,Studiul variabilitatii genetice indusa de factori fizici, chimici si biologici in
VIVO si in vitro, evaluarea genetica si moleculara a caracterelor de productivitate, calitate
si rezistentd la conditiile nefavorabile ale mediului” (2006-2010); ,,Biotehnologii
avansate si mecanisme genetice si fiziologice de inducere a variabilitafii genotipice si
formarea unui potential genetic sporit de productivitate si rezistenta al Cs si C4 plantelor”
(2011-2014); ,,Principii biotehnologice de studiu al interactiunii dintre plantele de
cultura si agentii virali” (2015-2019); ,,Biotehnologii si procedee genetice de evaluare,
conservare si valorificare a agrobiodiversitatii” (2020-2023).

CONTINUTUL TEZEI
In Introducere sunt prezentate actualitatea si importanta problemei abordate,
formulate scopul si obiectivele cercetdrilor, ipoteza de cercetare, metodologia
cercetdrii stiintifice; descrise noutatea stiintificd a rezultatelor obtinute, importanta
teoretica si valoarea aplicativa a cercetarilor, implementarea si aprobarea rezultatelor,
sumarul compartimentelor tezei.

1. CONCEPTE TEORETICE SI PRACTICE PRIVIND BAZELE GENETICE
ALE AMELIORARII SI EXTINDERII VARIABILITATII LA ORZ

Este expus studiul literaturii de specialitate, fiind prezentata o sintezad a
informatiei referitor la genetica si analiza dezvoltarii si morfologiei orzului (Hordeum
vulgare L.); variatiile genetice la plantele de orz prin tehnici de cultura in vitro;
variabilitatea geneticad indusd la orz prin mutageneza fizica si chimica; radiatiile gama
— surse de creare si sporire a variabilitatii la plantele de orz; utilizarea factorilor biotici
in scopul largirii spectrului de variatii. Este demonstratd importanta formelor mutante
in calitate de resurse genetice pentru ameliorare si diversificarea plantelor de orz,
precum si pentru elucidarea mecanismelor ce stau la baza relatiilor dintre diferite gene
codificatoare a caracterelor ce tin de dezvoltarea si morfologia orzului. De asemenea
este argumentata importanta factorilor biotici/abiotici experimentali in generarea si
extinderea variabilitatii la plantele de orz si posibilitatea de obtinere a formelor
mutante, soiurilor cu caractere agronomice valoroase.



2. MATERIALE SI METODE DE CERCETARE

Investigatiile au fost efectuate in laboratorul Biotehnologii Vegetale al Institutului
de Genetica, Fiziologie si Protectia Plantelor (IGFPP), USM. In scopul evaluirii efectului
VMDO solitar si in asociere cu razele gama asupra inducerii variabilitatii genetice in vivo
si in vitro la orz, au fost utilizate: metoda de infectare mecanica cu germeni virali, metode
virusologice de diagnostic, metode de iradiere a materialului biologic, cultura in vitro,
metode biometrice, biochimice, metode matematice de prelucrare statisticd a datelor
conform design-ului cercetarii (Figura 2.1).

Obiectul de studiu. In calitate de material biologic au fost utilizate trei soiuri
de orz de primavara (Hordeum wvulgare L., 2n = 14): Sonor, Galactic, Unirea,
omologate si cultivate pe campul experimental al IGFPP.

Metode de cercetare. Pentru realizarea obiectivelor propuse au fost utilizate
metode de diagnostic virusologic (metoda de inoculare mecanica a materialului vegetal
experimental), metoda de contrastare negativa bazata pe microscopia electronica prin
transmisie [23]. Pentru inducerea variabilititii genetice au fost aplicate metoda culturii
In vitro si de mutageneza experimentala. Pentru aprecierea impactului infectiei virale si
a razelor gama asupra indicilor citogenetici la celulele radiculare si cele calusale a fost
aplicata metoda citologica de analiza a diviziunilor mitotice.

Aprecierea polimorfismului peroxidazelor in calus si somaclonele de orz, precum si
proteinelor de rezerva (hordeinelor) a fost efectuata cu ajutorul metodelor biochimice de
studiu (polimorfismul peroxidazelor, proteinelor de rezerva). Evaluarea caracterelor
agromorfologice a fost realizata cu ajutorul metodelor biometrice conform ghidului
UPOQV. Pentru aprecierea rolului genotipului, virusului, razelor gama, culturii in vitro si

Transferarea in sol (ghivece) s1 aclimatizarc;somaclonelor

Fig. 2.1. Design-ul metodologic de cercetare

interactiunii acestora in variatia caracterelor cantitative s-a aplicat analiza bi- si
trifactoriald a variantei ANOVA. In baza testului ANOVA, pentru aprecierea
potentialului genetic, naturii variabilitatii, factorilor majori ce contribuie la manifestarea
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fenotipica a caracterelor si modalitatii de mostenire a acestora a fost estimat gradul de
variabilitate al caracterelor agromorfologice la formele mutante de orz prin evaluarea
variantei genotipica si fenotipica, coeficientilor de variatie genotipice si fenotipice,
iar pentru aprecierea gradului de ereditare si avantajului genetic — coeficientul de
heritabilitate in sens larg si deviatia standard generala. Pentru stabilirea gradului de
dependenta dintre caracterele evaluate, a fost aplicat coeficientul de corelatie Person
(r). Prelucrarea statistica a datelor s-a efectuat cu ajutorul pachetelor de programe
Statgraphics Plus 5.1.

3. OBTINEREA SOMACLONELOR (SCo) DE ORZ PRIN MORFOGENEZA
INDIRECTA iN REZULTATUL INFLUENTEI VIRUSULUI MOZAICULUI
DUNGAT AL ORZULUI SI A RAZELOR GAMA

Prezenta variatiilor somaclonelor la regenerantii obtinuti prin morfogeneza
indirecta este determinatad de reactia plantei la stres. Este demonstrat faptul, ca de rand
cu cultura de tesuturi in vitro, razele ionizante si infectia virald sunt potentiali factori
de stres care induc schimbari moleculare, genetice si epigenetice in genomul vegetal
[2, 12, 18]. Analiza rezultatelor din literatura de specialitate despre efectul mutagen al
factorilor sus-mentionati ne-a determinat sa studiem actiunea VMDO si a razelor gama
la toate etapele de obtinere a somaclonelor de orz prin morfogeneza indirecta [2, 3, 5,
6, 7, 9].

3.1. Optimizarea si selectarea mediilor nutritive pentru initierea
calusogenezei, morfogenezei si regenerarii somaclonelor de orz din
embrioni imaturi

Este cunoscut faptul cd in cadrul aceleiasi specii, diferite soiuri reactioneaza
specific la cultivarea in vitro. Apare necesitatea de optimizare a mediilor de cultura
deja existente — MS, B5 si de a elabora un protocol pentru obtinerea unui numar mai
mare de somaclone la orzul de primavara (Hordeum vulgare L.) si anume la soiurile
Sonor, Galactic, Unirea.

Astfel, in rezultatul experimentdrii a patru variante de medii de initiere a
calusului: 1) MS (Murashige-Skoog, 1962), acid diclorfenoxiacetic (2,4 D) — 5 mg/I,
kinetina — 5 mg/l; 1) MSBsD (macro- si microelementele: MS, vitamine: Bs, auxina
dicamba — 3 mg/l; 11l) MSBsP (macro- si microelementele: MS, vitamine: Bs auxina
picloram —3 mg/l; IV) Bs (Gamborg,1968), suplimentat cu acid diclorfenoxiacetic (2,4
D) — 5 mg/l, kinetind — 5 mg/l, s-a observat formarea a trei tipuri de calusuri in
dependenta de mediu: i) calus moale, apos, transparent, de culoare alba (MSBsD,
MSBsP); ii) calus uscat, tare, faramicios, de culoare galbuie (MS); iii) calus moale,
apos, de culoare bruna (Bs). Aceste medii tatonate au fost suplimentate cu m-Inositol
(250 mg/1), hidrolizat de cazeina (1g/1), deferite concentratii pentru CuSO4 (1,25 mg/l),
B1(1 mg/l), zaharoza (20 mg/l).

Analiza comparativa a procesului de calusogeneza si morfogeneza pe mediile
respective a evidentiat ca pe mediul de mentinere (MSBsD, MSBsP si MS) calusurile
au format zone rigide, morfogene si embriogene. Majoritatea calusurilor de pe mediul
Bs s-au brunificat si necrotizat, iar cele ramase s-au dovedit a fi nemorfogene [3].
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Ulterior, luand in considerare atat valorile inalte ale frecventei calusogenezei, cat si
cele ale capacitdtii de morfogeneza au fost selectate doud variante de medii: i) MS,
suplimentat cu 2,4 D (3 mg/l) si ii) MSBsD, completat cu dicamba (3 mg/l).

Inducerea morfogenezei si obtinerea somaclonelor s-a efectuat pe mediul de
regenerare MS modificat, la care s-au adaugat BAP (0,2 mg/l) si AgNO3 (5 mg/l), iar
cresterea si dezvoltarea regenerantilor, s-a realizat pe mediul MS lipsit de hormoni.
Somaclonele care s-au format prin embriogeneza si au atins lungimea de 5-7 cm, au fost
transferate in sol. Clonele fard radacini au fost transferate pe mediul de inradacinare.
Adaptarea somaclonelor a fost efectuatd in camera de aclimatizare, In conditii controlate
de lumina si temperatura. Astfel, in cadrul cercetarilor efectuate au fost selectate doua
medii de initiere pe care cota explantelor cu calus a atins valori de 90-100% si elaborat
algoritmul de obtinere a somaclonelor de orz din embrionii imaturi infectati cu VMDO
s1 iradiati cu razele gama.

3.2. Impactul virusului mozaicului dungat al orzului solitar sau in complex
cu radiatia gama asupra proceselor de calusogeneza, morfogeneza si regenerare
a somaclonelor la orz

In scopul evaluirii impactului VMDO si razelor gama la toate etapele de
obtinere a somaclonelor, embrionii imaturi de orz (Galactic, Sonor, Unirea) au fost
prelevati de la donori sandtosi, supusi iradierii gama (100, 150 si 250 Gy) si infectiei
virale solitar sau in complex. Astfel, in rezultatul cultivarii embrionilor imaturi pe
mediile de cultura optimizate, initieri de calus s-au observat la a 2-4 zi de la inoculare
la toate variantele analizate (Figura 3.1).

Fig. 3.1. Inducerea calusului din embrioni imaturi pe mediile de cultura optimizate:

A - formarea calusului, ziua a 3-a de la inoculare (aspect sub lupa binocular); B - calus alb-
galbui, moale, apos, transparent (MSBsD); C - inducerea calusului pe mediile de initiere
(aspect general); D - calusuri de culoare galbuie, firamicios,
neembriogen cu proliferare intensiva.

9



In dependentd de varianta experimentald si mediul nutritiv utilizat, s-au format
diferite tipuri de calus: de culoare alb-galbui, compact, tare, netransparent (MS) si calus
alb-galbui, moale, apos, transparent (MSBsD). Pe ambele medii, intr-un procent mai mic s-
au format calusuri de culoare galbuie, faramicios, neembriogen cu crestere intensiva.
Totodata, s-a evidentiat o eterogenitate a calusului dupa capacitatea proliferativa a acestuia.
Astfel, calusul apos, moale, aparent transparent, neembriogen, fiind transferat pe mediu de
mentinere formeaza zone embriogene si invers (Figura 3.3 B, D).

Infectia virald si razele gama, separat sau in complex nu au influentat initierea
procesului de calusogeneza, insd au indus schimbari statistic semnificative asupra cotei
explantelor cu calus in dependentd de genotip, mediul de culturad si doza radiatiei. La
variantele supuse infectiei virale si radiatiei gama s-a inregistrat diminuarea valorii a
capacitatii calusogenezei cu 6,63 - 45% in comparatie cu martorul. In acelasi timp, analiza
comparativa a efectului virusului solitar si Tn complex cu razele gama a atestat marirea sau
micsorarea efectului negativ al VMDO asupra calusogenezei in dependenta de mediul de
culturd pentru s. Sonor si s. Unirea (Tabelul 3.1).

Tabelul 3.1. Frecventa calusogenezei din embrionii imaturi de orz prelevati de la donori

iradiati si /sau infectati cu VMDO pe mediile de cultura optimizate (x+Es)

Genotip Varianta Mediul nutritiv MS Mediul nutritiv MSBsD
Martor 93,33+1,67 92,90+1,75
100 Gy 94,90+0.,43 93,41+1,71
150 Gy 95,06+0,17 94,82+0.41
Sonor 250 Gy 87,14+1,43%* 65,09+0,87***
VMDO 67,17+0,51*** 77,74+1,73%*
VMDO+100 Gy 75,924+0,92%** ++ 50,7942, 24%%** 4+
VMDO+150 Gy 90,16+0,16+++ 76,87+2,07**
VMDO+250 Gy 86,46+1,56* +++ 84,68+0,70* +
Martor 100,00+0,00 100,00+0,00
100 Gy 55,00+£2,88** 90,31+0,16%**
150 Gy 77,66+4,54%%* 87,20+0,84**
Unirea 250 Gy 71,14+1,98%* 84,18+0,48***
VMDO 81,66+1,66* 70,86+0,28%**
VMDO+100 Gy 55,7140,71%** ++4 73,71+£0,81%** +
VMDO+150 Gy 63,33+1,67** ++ 82,04+1,08** +++
VMDO+250 Gy 78,33+1,67** 74,56+0,44%** ++
Martor 91,91+1,84 92,88+1,71
100 Gy 91,13+1,66 91,74+1,74
150 Gy 85,11+£1,25* 95,89+0,06
Galactic 250 Gy 86,67+3,33 93,63+3,19
VMDO 92,45+1,48 95,23+2,38
VMDO+100 Gy 93,55+2,22 91,11£2.22
VMDO+150 Gy 95,00+2,87 94,63+0,10

Nota: aici si in urmatoarele tabele si figuri

*, *Fx *** _ diferente semnificative pentru P< 0,05; 0,01; 0,001 (in comparatie cu martorul),

+, ++, +++ — diferente semnificative pentru P< 0,05; 0,01; 0,001(in comparatie cu VMDO).

Calusurile formate, in functie de mediul utilizat au format centre morfogene si
regenerat plante prin organogeneza (formarea primordiilor foliare, radacini etc.) sau
embriogeneza somatica (generarea embrionilor somatici) (Figura 3.2).
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Fig. 3.2. Proliferarea calusurilor si inducerea morfogenezei: A — calus cu centre morfogene;
B — regenerare prin embriogeneza; C — formarea primordiilor foliare; D — initierea
rizogenezei; E — proliferarea calusurilor pe medii de mentinere; F — initierea morfogenezei
pe medii de regenerare; G, H — Dezvoltarea plantulelor de orz
pe mediul de regenerare optimizat

Influenta razelor gama asupra ratei morfogenezei a fost determinatd de doza
radiatiei si mediul utilizat. La variantele iradiate s-a stabilit scaderea valorii frecventei
morfogenezei pentru ambele medii cu 7,43% - 42,90%, in dependenta de soi si doza

iradierii (Tabelul 3.2).

Tabelul 3.2. Frecventa morfogenezei si regenerarii explantelor de calus orz obtinute de la

donori iradiati si/sau infectati cu VMDO (x+Es)

Variant Frecventa morfogenezei Frecventa regenerarii
arfanta MS MSBsD MS MSBsD
Martor 89,27+0,19 98,15+1,85 27,94+ 1,47 18,7242,52
100 Gy 63,09+0,32%** 78,9140,64*** 41,50+0,83** 15,59+ 2,26
- 150 Gy 70,74+0,74*** 73,67+0,80%*** 51,28+1,28%** 56,95+1,77***
e 250 Gy 75,90+1,84** 69,03+1,37%** 19,43+2,02* 33,61+2,17*
UO) VMDO 80,63+1,41** 81,57+0,78** 57,61+1,61*%%* 49,98+ 4,14**
VMDO+100 Gy 49,9941,92*** +++ 70,47+4,08** 27,38£1,19+++ 33,33+4,76
VMDO+150 Gy 67,24+1,28*** +++ 89,08+2,13* + 45,9442,41**%+ 26,74+1,83++
VMDO+250 Gy 50,98+0,98%** +++ 90,29+1,74* + 43,9843,61*+ 38,26+0,87***
Martor 77,06+1,51 91,67+1,67 31,94+0,69 26,67£1,67
100 Gy 63,43+1,92%* 67,83+0,59%** 56,5+3,62%* 36,75+1,71*
< 150 Gy 70,61+8,71 57,65+0,75%** 26,67+1,67* 26,49+£2,28
£ 250 Gy 71,33+1,18% 45,7042,97%** 40,2742, 34* 36,57+8,03
S VMDO 61,27+1,23%* 69,44+2,78** 26,67+6,67 33,15+5,83
VMDO+100 Gy 35,351,001 %%* 444 | 46,64+£0,27%%* 4+ 41,67+8,33 37,89+2,76*
VMDO+150 Gy 73,50+5,60 22,60+6,09*** ++ 24,83+1,46* 44,49+5,09*
VMDO+250 Gy 61,80+3,02* 44,49+5,09*** + 27,414+2,59 22,6+6,09
Martor 50,88+0,88 36,32+1,60 41,48+1,48 30,16+1,58
o 100 Gy 29,0541, 27*** 24,5242 48* 34,72+1,39% 27,78+£2,78
B 150 Gy 42,45+1,27** 31,33+1,13 23,14+0,92%** 15,87+0,79**
= 250 Gy 46,2940,93* 32,67+1,73 36,11+1,39 14,48+1,21%*
8 VMDO 33,29+1,17%** 21,92+9,03** 28,89+4,44 31,80+1,53
VMDO+100 Gy 35,6741, 17*** 22,0940,44** 16,98+1,65 16,98+1,66**++
VMDO+150 Gy 31,98+1,74*** 17,08+2,32%* 12,63+0,92***+ | 13,68+0,59***+++
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Utilizarea VMDO 1n complex cu razele gama a intensificat efectul negativ
asupra cotei explantelor cu raspuns morfogen in comparatie cu actiunea fiecarui factor
separat, la majoritatea genotipurile evaluate, cu exceptia s. Sonor (MSBsD) si s.
Galactic (MS), la care efectul solitar al radiatiei a fost mai puternic.

Frecventa regenerarii la explantele iradiate a crescut (cu 26,08 - 78,41%) sau
redus (cu 16,49% - 51,98%) in dependenta de genotip, doza radiatiei si mediul de
cultura, in comparatie cu martorul. VMDO a influentat semnificativ asupra indicilor
frecventei regenerarii doar la s. Sonor, unde aceasta valoare constituie 49,98% (MSBsD)
si 57,28% (MS). Media regenerarii la explantele supuse infectiei virale a crescut de 1,05
- 2,67 ori, pentru mediu MSBsD si de 1,43 - 2,05 ori pentru mediu MS, in comparatie
cu varianta martor. Infectia virala in complex cu radiatia gama au redus semnificativ
cota calusurilor regenerative la s. Sonor si s. Galactic, comparativ cu actiunea solitara a
virusului, in dependentd de mediul de cultivare si doza radiatiei. Rezultatele testului
ANOVA denota ca puterea de influentd a infectiei virale si radiatiei gama asupra
frecventei calusogenezei a atins valorile de 14,74% si, respectiv, 7,57%. Pondere
maxima a Inregistrat genotipul (21,95%), interactiunile genotip X virus si genotip X
radiatie X mediu de cultura constituind 15% si 10,52%, respectiv (Figura 3.3 A).
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Fig. 3.3. Contributia genotipului, infectiei virale si radiatiei asupra proceselor de
calusogeneza, morfogeneza si regenerare la embrionii imaturi de orz de primavara: A -
calusogeneza, B - morfogeneza, C - regenerare; a - genotip, b - virus, ¢ - radiatie, d - mediu.

Eficacitatea surselor de variatie asupra ratei morfogenezei a atins valori maxime
pentru genotip (63,23%), radiatie (9,29%), virus (5,99%) si interactiune genotip X
mediu (4,35%). Influenta genotipului asupra procesului de morfogeneza s-a marit de
2,8 si 3,4 ori iIn comparatie cu efectul acestuia asupra calusogenezei si regenerarii
(Figura 3.3 B). Impactul VMDO si iradierii gama asupra procesului de regenerare a
somaclonelor de orz nu au fost confirmate statistic, insd puterea de influentd a
interactiunii factorilor cu genotipul a atins valori de 4,69 - 23,96%, fiind statistic
semnificative (Figura 3.3 C). Prin urmare, analiza variantei a stabilit ca contributia
razelor gama a atins cele mai mari valori pentru morfogeneza (9,29%), infectia virala
a avut o influentd mai mare asupra frecventei calusogenezei (14,74%) comparativ cu
actiunea asupra morfogenezei (5,99%), iar interactiunea Virus X radiatie au avut
impact maximal asupra regenerarii.
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3.3. Efectul infectiei virale si al razelor gama asupra indicilor citogenetici

si biochimici in calusul si regenerantii (SCo) de orz de primavara

Pentru estimarea influentei VMDO separat sau in asociere cu razele gama asupra
indicilor citogenetici in celulele calusale de orz au fost examinate 2480 de celule
meristematice si 6303 celule calusale in diviziunea mitoticd. Studiul citogenetic a scos in
evidenta efectul infectiei virale si razelor gama in marirea numarului de celule cu aberatii
in dependenta de genotip, cota carora a atins valori de 1,75 - 24,27%. Printre aberatiile
evidentiate au fost inregistrate mutatii genomice — celule poliploide, aneuploide si
polinucleate, aberatii cromozomiale — fragmente si punti cromatidiene, dereglari in
aranjarea cromozomilor in anafaza diviziunii mitotice (Figura 3.4).

Cultura in vitro in calitate de factor inductor al variabilitatii celulare a dus la
cresterea cotei de celule cu aberatii si inducerea mutatiilor genomice si cromozomiale,
dintre care au prevalat aberatiile genomice. In explantele calusale infectate cu VMDO
solitar au predominat celulele aneuploide si diferite tipuri de fragmente cromozomiale.
La variantele iradiate s-au evidentiat celule poliploide, fragmente, punti cromozomiale si
mutatiile ce tin de aranjarea cromozomilor in timpul diviziunii mitotice.

:g@ T
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Fig. 3.4. Mutatii mitotice in celule calusale la orzul de primavara: A - Celule cu setul diploid
de cromozomi (2n=14); B - celula gigantica, poliploidi (2n=6x=42); C - eliminarea unui
cromozom; D - celula poliploida (2n=4x=28); E - celuli aneuploida (2n—2=12);

F - celula cu nuclee poliploide

Neregularitatile in diviziunile celulare au fost insotite de modificari a reactiilor
oxidative, confirmate prin analizele biochimice ale polimorfismului peroxidazelor care
au permis evidentierea prezentei sau lipsei unor izoforme cu diferita mobilitate in
dependentda de doza radiatiei sau infectia virala. Astfel, VMDO a contribuit la
disparitia benzilor 0,206, 0,216 si la aparitia componentilor cu mobilitatea 0,642;
0,665. In calusul explantelor iradiate si supuse infectiei virale s-a constat prezenta a
doua izoforme noi care nu au fost evidentiate in variantele martor. Aplicarea asociata
a virusului si razelor gama (150 Gy) a conditionat marirea spectrului cu 4 componenti
in comparatie cu actiunea doar a infectiei virale. Generalizand rezultatele, constatam
marirea spectrului de izoforme in variantele supuse actiunii comune a factorilor
studiati, astfel numarul maxim de izofrome (7) a fost evidentiat in calusul morfogen,
varianta VMDO + 100 Gy.

13



4. EVALUAREA IMPACTULUI VIRUSULUI SI AL RADIATIEI ASUPRA
VARIATIILOR SOMACLONALE LA ORZUL DE PRIMAVARA
Caracteristica regenerantilor obtinuti prin cultura de calus permite evidentierea

spectrului de variatii genetice induse de factorii aplicati. Selectarea eficienta a formelor
cu caractere distincte, inclusiv agrobiologice valoroase este indispensabila, deoarece
diversitatea genetica a plantelor de cultura reprezinta sursa primara pentru dezvoltarea
soiurilor adaptate la conditiile climatice variabile [25].

4.1. Aprecierea actiunii comune si separate a iradierii gama si infectiei
virale in inducerea diversititii agromorfologice la somaclonele (SCo) de orz de
primavara

Examinarea aspectului morfologic al somaclonelor a evidentiat un spectru larg de
schimbari in structura paiului, frunzelor si spicului atat la regenerantii din variantele
netratate cat si cele tratate cu razele gama si/sau cu infectia virald. Datele de observatie si
descriere morfologica a plantelor loturilor experimentale au descris variatii morfologice
la somaclonele de orz asociate tipului de tulpind, aranjarii si formei frunzelor, aspectului
spicului cu o incidenta dependenta de genotip si factorul aplicat.

Analiza caracterelor agromorfologice la somaclonele de orz SCo. In rezultatul
evaluarilor biometrice la variantele supuse actiunii VMDO solitar si iradierii gama s-au
inregistrat valori medii mai mici a caracterelor talia plantei, TPL (12,74 - 28,4%),
lungimea spicului principal, LSP (9 - 25%) si lungimea ultimului internod, LUI (5,65 -
34,2%) in comparatie cu martorul, in dependenta de soiul analizat (Figura 4.1).
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Fig. 4.1. Impactul VMDO si/sau razelor gama asupra variabilititii caracterelor
TPL (A), LSP (B) si LUI (C) la somaclonele de orz (SCo)

In ceea ce priveste caracterele ce tin direct de productivitate, VMDO si razele
gama separat si in complex (VMDO + 250 Gy) au dus la majorarea semnificativa (cu
40,7-65%) a numarului fratilor fertili (NFF) si numarului boabelor per spic principal
(NBSP) (Figura 4.2).
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Fig. 4.2. Impactul VMDO si/sau razelor gama asupra variabilititii caracterelor
NFF (A) si NBSP (B) la somaclonele de orz (SCo)
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Datele evaluarilor confirma impactul VMDO si al razelor gama, in particular in doza
250Gy, in generarea variatiilor in expresia majoritatii caracterelor cantitative, modificand
media cu o amplitudine dependenta de genotip si indicele biomorfologic studiat.

4.2. Analiza influentei virusului mozaicului dungat al orzului si razelor
gama asupra variabilititii caracterelor biomorfologice la descendentii (SC1-SCs)
somaclonelor de orz

In rezultatul evaluarii somaclonelor (SCo) au fost selectate 106 forme obtinute
din semintele plantelor regenerate din embrioni imaturi prelevati de la cele 3 soiuri de
orz (Galactic, Sonor, Unirea) expuse actiunii separate sau comune a infectiei virale si
razelor gama, la fel si derivate de la soiurile respective nesupuse tratarii, care au
constituit varianta Martor Il in aprecierea variatiilor conditionate de factorii
experimentali (virus, radiatie).

Analiza aspectului morfologic al somaclonelor de orz (SC:-SC). Analiza
comparativa a variatiilor morfologice ale descendentilor (SC;1-SC,) si regenerantilor (SCo)
a demonstrat prezenta modificarilor morfologice cu un diferit grad de expresie in diferite
generatii.  Astfel, la descendentii SC; au fost evidentiate plante cu diverse aspecte
morfologice ale spiculetului lateral, aristelor, frunzei standard, tecii paiului, structurii
inflorescentei si anume: spic bi-, trifurcat, ramificat; cu trei randuri de spiculete fertile, cu
trei spiculete laterale sterile, cu un spiculet lateral fertil, dispunerea opusa a spiculetelor in
spic, spic compact, pozitie puternic diferita a spiculetelor in spic, spic cu spiculete bi-, tri-
aristate, cu ariste groase, ondulate, spice sterile, pai cu doua spice (Figura 4.3).

SCo SCa SC:2

Fig. 4.3. Variatii morfologice ale spicului la descendentii somaclonelor de orz (SC:-SC) si SCo:
1A — spic ceros cu aristele groase si ondulate (U100 Gy); 2A — pai cu douai spice (G100 Gy); 3A — spic
bifurcat, cu spiculetul secundar steril (G150 Gy); 1B — spic trifurcat (U100 Gy); 2B — spic cu
spiculetul lateral fertil (SV); 3B — spic compact cu dispunerea opus: a spiculetelor (G100 Gy); 4B —
spic ramificat (U100 Gy); 5B — spic cu dispunerea rara a spiculetelor fertile (GM in vitro); 6B — spic cu
trei spiculete laterale sterile (GV); 7B — spic modificat (U100 Gy); 8B — spic bifurcat (GM); 9B — spic
cu trei spiculete fertile (GM); 1C — spic trei spiiculete fertile in rand (G100 Gy); 2C — spic compact
(G100 Gy); 3C - lipsa spiculetelor sterile in spic (GV).
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De mentionat, ca unele variatii, precum spic ramificat evidentiat in SC; (Unirea
100 Gy), a fost descris si in urmatoarele generatii, prezentdnd in generatia SC;, 0
frecventa de 95,23%.

Evaluarea caracterelor cantitative la somaclonele SC:-SC,. Conform datelor
din literatura de specialitate variatia fenotipica a trasaturilor plantelor poate fi
rezultatul modificarilor genetice si epigenetice sub influenta diferitilor factori de stres
biotici si abiotici, inclusiv raze gama si virusuri [11, 14]. Astfel, pentru aprecierea
modificarilor produse de razele gama, infectia virala pe fond de culturi in vitro a
prezentat interes evaluarea caracterelor agronomice la descendentii de orz (SC;) in
comparatie cu regenerantii SCo.

In cazul genotipului Sonor, radiatia gama (250 Gy) a marit valorile medie ale
caracterelor TPL si LUI cu 10,97 - 14,78% fatd de martor in generatia SC1, desi nu a
influentat semnificativ acesti parametri in generatia SCo. Totodata, pentru descendentii
SC; a soiurilor Galactic si Unirea s-au stabilit valori mai mici ale acestor caractere cu
13,10 - 46,29% la variantele iradiate cu raze gama (100 - 250 Gy), comparativ cu
martorul. Aceiasi tendinta a fost descrisa si in variantele VMDO separat sau in asociere
cu razele gama (150 - 250 Gy) pentru care a fost stabilita in generatia SC; reducerea
semnificativa a valorii medii a caracterelor TPL (cu 6,83 %) si LUI (cu 11,32 - 12,28 %)
pentru soiul Unirea. (Figura 4.4).
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Fig. 4.4. Influenta VMDO si razelor gama asupra valorii medii a caracterelor
TPL (A) si LUI (B) la somaclonele SCo-SC1

In timp ce descendentii (SC1) genotipurilor Sonor si Galactic au prezentat valori
mai mari ale TPL (cu 2,3 -7,15 %) si LUI (cu 9,90 - 11,32%), cu abateri semnificative
de la martor pentru varianta VMDO, contrar generatiei SCo.

In ceea ce priveste caracterele asociate direct cu productivitatea (NFF si NBSP),
genotipurile au manifestat la plantele SCy si SC reducerea valorii medii sau majorarii fata
de martor pentru NBSP in cazul iradierii gama sau asocierii cu VMDO (Figura 4.5). In
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rezultatul analizei variantei s-a confirmat semnificatia devierilor parametrilor cantitativi
la regenerantii (SCo) si descendentii (SCy, SC,) de orz in dependentd de genotip, caracter,
generatie, precum §i interactiunea dintre genotip si factorii studiati. Genotipul a avut
contributie majora, cu o putere de influenta (PI) de 12,50 - 49,70%.
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Fig. 4.5. Influenta VMDO si razelor gama asupra caracterului NBSP la somaclonele SCo-SC1

in variatia caracterelor LSP, NSP, NBSP, NI in SC; influenta razelor gama si
interactiunea genotip X raze gama au avut actiune proxima (Pl = 12,17 - 12,38% si
15,97 - 19,25% respectiv). Puterea de influenta a razelor gama si infectiei virale pentru
unele caractere la somaclonele SC;s-a intensificat, atingand valori de 3,52% (TPL) -
4,96% (NBSP) comparativ cu 2,30 - 3,12% (SC,), ponderea interactiunii Virus X
genotip constituind 10,90%. Aceasta releva efectul intergenerational sau
transgenerational al infectiei virale si razelor gama in dependenta de caracter.

4.3 Identificarea genotipurilor cu insusiri agrobiologice nespecifice
formelor initiale si evaluarea somaclonelor de orz de primiavara (SC2-SCs)
descendente a formelor cu variatii morfologice

In scopul selectarii formelor cu caractere agronomice valoroase au fost analizate
caracterele de productivitate si determinata masa a 1000 de boabe (MMB) la descendentii
SC;-SC,. Analiza valorii MMB a evidentiat ca acest indice a variat in ambele directii in
comparatie cu martorul, fiind determinat de genotip, factorul utilizat si forma selectata. Pe
baza acestor parametri, in rezultatul evaluarii descendentilor (SC;) obtinuti de la explante
sanatoase, in vitro (M Il) au fost alese trei forme (SC,-165, SC,-162, SC,-124) la s. Galactic
si formele SC,-506, SC»-252 la s.Unirea si Sonor (Tabelul 4.1).

Tabelul 4.1. Caractere de productivitate medii la formele de orz selectate

Varianta TPL, cm LSP, cm NFF NSP NBSP

X +Es x + Es X + Es X + Es X +Es
Unirea M | 95,68+0,91 11,78+0,15 0,88+0,10 31,80+0,48 22.39+0,74
Unirea M |1 90,10+0,83 10,90+0,11 0,43+0,07 28,41+0,22 17,88+0,35
U-100 Gy 79,33+1,11 11,81+0,37 0,11+0,04 54,81+2,41 26,21+1,04

SC,- 622/623 Selalal & 2 +++ *kx 444 *hx 44+ *hp44

*, xx kxx _ diferente semnificative pentru P< 0,05,0, 01; 0,001, fatd de M I (plantule din seminte);
+++ — diferenta semnificativa pentru P< 0, 01; 0,001, fata de M II (somaclone SC,, varianta martor).
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La formele respective MMB a atins valori cu 1,2-13,5 grame mai ridicate in
comparatie cu genotipurile initiale. La s. Galactic valoarea acestui indice la
descendentii obtinuti de la donori iradiati a depasit martorul cu 3,67-3,94 grame (100
Gy, 250 Gy), 6,55 grame (150 Gy). Astfel, din descendentii obtinuti de la expalnte
infectate au fost selectate patru forme (SC,-42, SC,-65, SC,-67, SC,-185) la care
MMB a atins valori mai mari cu 3,57 - 10,59 grame in comparatie cu genotipurile
initiale, au fost evidentiate 15 linii apreciate de perspectiva.

De asemenea, in rezultatul evaluarii valorii medii a caracterelor ce determina
direct sau indirect productivitatea a descendentilor de orz (SC,-SCs) selectati din
formele cu cele mai pronuntate variatii au fost evidentiate diferente semnificative ale
acestui indice in comparatie cu varianta martor. Astfel, la forma SC,-622/623 (s.
Unirea), NBSP si NSP s-au marit cu 17,06 - 72,36% 1n comparatie cu Martor I s146,59-
92,93% - fata de Martorul II.

4.4. Aprecierea polimorfismului proteinelor de rezerva la somaclonele de orz de
primavara obtinute de la forme supuse actiunii infectiei virale si radiatiei gama

Analiza electroforetica a hordeinelor extrase din semintele soiurilor Galactic,
Unirea si somaclonelor (SC;) a pus in evidentd 35 benzi polipeptidice cu masa
moleculara cuprinsa intre 65 si 10 kDa. Pentru fiecare genotip analizat a fost stabilit
spectrul tipic al fractiilor proteice si identificate 4 polipeptide (10; 47,0; 39,0; 36,0
kDa) comune pentru ambele soiuri. In rezultatul comparirii fractiilor proteice, cele
mai multe benzi polipeptidice au fost remarcate la s. Galactic (13), in timp ce la s.
Unirea au fost constatate doar 10 fractii (Figura 4.6).

A s Mr/kDa B y Mr/kD

— 170
- 130

S 170
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b - 100
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1 2 3 4 5 6 7 8 M 1 2

Fig. 4.6. Electroforegrama hordeinelor in semintele de orz: A;—s. Galactic (Martor); A;— SCo»-

165 (in vitro); As — SC»-124 (In vitro); As — SC»-148 (100 Gy); As— SC»—20 (150 Gy); As— SC»-3

(250 Gy); A7—SC,-42 (VMDO); As— SC»-67 (VMDO); B1 - s. Unirea (Martor); B, — SC»-668 (In

vitro); Bz — SC»-622, B4 — SC»-623, plante cu spic neramificat; Bs — SC»-622, Bs — SC»-623, plante
cu spic ramificat; B7— SC»-672 (250 Gy); Bs — SC»-686 (VMDO); M — marcheri moleculari.

8

Cele mai multe fractii proteice (cca 70-80%) au fost identificate in diapazonul 30,8 -
48,7 kDa (hordeine B), pentru ambele soiuri si toate formele analizate, ceea ce corespunde
cu datele atestate in literaturd. In ceea ce priveste fractiile polipeptidice din grupa C si A, se
consideri ca acestea reprezinti 10-20% si respectiv 5% din totalul de hordeine. In rezultatul
cercetarilor realizate, la somaclonele evaluate numarul benzilor proteice cu masa moleculara
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cuprinsa Intre 10 — 27,5 kDa a depasit numarul fractiilor cuprinse intre 50,7 — 64,5 kDa, cu
exceptia variantei control si formei SC,-168 (In vitro), s. Unirea.

Este important de mentionat cd in urma examindrii spectrelor hordeinelor A si B
extrase din boabele formelor cu inflorescenta neramificata si ramificata (s. Unirea, SCsp-
622, SC,-623), a fost pus in evidentd inducerea unor izoforme noi (A — 18,1; 22,6; 26,5
kDa; B — 36,2; 38,1; 43,2 kDa), care nu sunt prezente la varianta martor, iar in cazul
hordeinelor ce apartin fractiei C s-a remarcat disparitia unei benzi (61,9 kDa).

5.EVALUAREA ACTIUNII COMUNE SI SEPARATE A INFECTIEI
VIRALE SI A RAZELOR GAMA IN INDUCEREA VARIABILITATII IN
VIVO SI IN VITRO LA ORZUL DE PRIMAVARA
Posibilitatea complementarii actiunii infectiei virale si radiatiei gama in calitate
de inductori ai diversitatii plantelor este demonstrata de mai multi cercetatori [1, 11,
16], ceea ce a argumentat interesul studiului actiunii asociate a VMDO si radiatiei
gama asupra indicilor agromorfologici la orzul de primavara.

5.1. Analiza impactului virusului si a radiatiei gama asupra caracterelor
biomorfologice la descendentii orzului de primavara

Obtinerea si selectarea formelor de orz cu caractere biomorfologice distincte
fata de genotipurile initiale sunt importante din punct de vedere stiintific si practic,
pornind de la actualitatea diversitatii genetice in calitate de materie prima pentru
crearea soiurilor cu noi caractere adaptate la conditiile climatice variabile.

In rezultatul analizei caracterelor la orzul crescut din seminte iradiate si plante
infectate s-a evidentiat o variatie considerabila a valorilor caracterelor cantitative in
dependentd de genotip, caracterul studiat, sursa de variatie si conditiile anului [4, 5, 9].
Astfel, infectia virald a diminuat (de 1,14 — 3,9 ori) valorile medii ale indicilor studiati in
comparatie cu varianta martor, la toate soiurile evaluate, dar cu diferit grad de manifestare.
Soiul Galactic s-a dovedit a fi mai sensibil la actiunea infectiei virale care a micsorat
valorile indicilor evaluati cu 4,32 — 68,27% in comparatie cu S. Sonor si Unirea.

Actiunea comuna a radiatiei gama si infectiei virale a indus schimbari ce
influenteaza mai puternic caracterele cantitative ale plantelor de orz, decat fiecare
factor separat. In acest mod, la varianta VMDO + 150 Gy valorile caracterelor
respective s-au marit de 1,2 — 2,7 ori in comparatie cu varianta virus. Cele mai inalte
devieri fatd de martor s-au evidentiat la s. Galactic infectat si iradiat cu doza de 250
Gy pentru caracterul NBSP (Figura 5.1).

Impactul radiatiei gama este dependent de doza radiatiei si caracterul analizat.
Doza de 250 Gy a prezentat un efect puternic depresiv, unde doar 1/3 din plante au
supravietuit in My, majoritatea fiind sterile. Cea mai accentuata actiune a fost descrisa
de asemenea la s. Galactic, ceea ce ne indicd despre radiosensibilitatea acestuia in
comparatie cu celelalte soiuri. La genotipul Sonor influenta iradierii gama a fost
dependenta de doza radiatiei, caracterul studiat, efectul fiind mai atenuat, spectrul de
variatii mai restrans, ceea ce releva tolerantd mai pronuntata a plantelor acestui genotip
in comparatie cu S. Galactic. Cu toate acestea, la s. Sonor, VMDO + 250 Gy, au fost
obtinute forme mutante la care lema spiculetelor are aspectul unor ,saci” sau
,buzunare”, caracter evidentiat In My si inregistrat In generatiile ulterioare.
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Fig. 5.1. Variatia caracterelor TPL (A) si NBSP (C) la soiurile de orz supuse infectiei virale in
generatiile Mo-M>: 1) Sonor Mo; 2) Sonor My ; 3) Sonor M3 ; 4) Unirea Mo; 5) Unirea My;
6) Unirea My; 7) Galactic My ; 8) Galactic My; 9) Galactic M.

De asemenea este necesar de mentionat ca in rezultatul analizei comparative a
actiunii factorilor evaluati pe parcursul generatiilor Mo-M; a indicilor valorii medii s-
au atestat aceleasi tendinte de micsorare n varianta cu infectie virald, iar in cazul
razelor gama s-a atestat tendinta de majorare a acestora pentru caracterele TPL si LSP.
Imbinarea factorilor analizati a redus valorile medii ale indicilor TPL, NBSP si NFF
cu 23,77 — 91,62% si la marirea mediei caracterelor LSP si NSP, in generatia My cu
8,33 — 11,54% la genotipurile analizate.

VR
0,67%** 0,68%*

GV

0,67%
* %
R 2,84 % \

wkk

N

NBSP

B. Mo M1

Fig. 5.2. Contributia VMDO si radiatiei gama asupra variatiei valorii medii a
TPL (A) si NBSP (B) in generatiile Mo-M2: V — virus, G — genotip, R — radiatie
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Aplicarea testului ANOVA a demonstrat ca sursele de variatie evaluate (genotip,
virus, radiatie) si relatiile acestora, genotip X virus, genotip X radiatie, Virus X radiatie,
genotip X virus X radiatie, au fost semnificative in dependenta de caracterul analizat si
generatie. Este necesar de mentionat cd actiunea razelor gama, interactiunea tandemica
genotip X virus, genotip X radiatie, virus X radiatie, dar si trilateralda au avut un impact
mai mare in generatia My comparativ cu generatia Mo asupra caracterului TPL. Astfel,
pentru acest caracter impactul factorilor mentionati s-a majorat de la 3,83 ori (virus x
radiatie) pana la 14,14 ori (genotip X radiatie). De remarcat, ca influenta virusului asupra
caracterului TPL in M; s-a micsorat. Totodata s-a evidentiat majorarea influentei VMDO
asupra NBSP, unde puterea de influenta a crescut de 1,81 ori. Iar interactiunea genotip X
virus a atins valoarea de 6,65%, desi in My nu a influentat semnificativ (Figura 5.2).

Gradul de intensificare a actiunii factorilor analizati asupra variatiei caracterelor
agromorfologice in M; a fost dependent de caracter si factorul analizat. Prin urmare, in
dependenta de caracter, actiunea separatd sau comuna a infectiei virale si razelor gama,
precum si interactiunea cu genotipul, este demonstrat un efect intergenerational.

5.2. Evaluarea caracterelor biomorfologice la formele mutante de orz
(calcaroides) obtinute din semintele iradiate cu razele gama (250 Gy) si plante
infectate cu VMDO
Forma mutanta VMDO + 250 Gy la care lema (bracteea florald) spiculetului
poarta o structura neomorfa organizata in forma de sac a fost evidentiatd la descendenti
pe parcursul celor 7 generatii analizate (Figura 5.3).

/

Fig. 5.3. Aspectul morfologic al spicului mutant calcar0|des de orz de primavara,
s. Sonor : A - Martor; B - Forma mutanta calcaroides.

Analiza comparativa a aspectului morfologic al lemei la forma VMDO + 250Gy,
mutantilor cal, inregistrati in baza de date pentru genele si fondul genetic al orzului
(NordGen) a fost stabilit ca genele potentiale care codifica mutatia respectiva sunt cal
a (ab, a8) sau cal C15.

Totodatd, nu au fost atestate informatii disponibile despre datele biometrice a
caracterelor biomorfologice la aceasta forma mutanta. Prin urmare, a prezentat interes
evaluarea caracterelor cantitative la forma calcaroides si evidentierea asocierii
mutatiei cu insusirile valoroase.

Analiza datelor experimentale prin aplicarea testului ANOVA denota ca
generatia, genotipul si interactiunea genotip X an au influentat statistic semnificativ
varianta caracterelor cantitative, la plantele de orz in generatiile M3-My (Tabelul 5.1).
Actiune maxima au manifestat conditiile climatice ale anului de studiu pentru toate

caracterele analizate, cu exceptia NBSP pentru care variatia a fost prioritar determinata
de genotip (20,55%).
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Tabelul 5.1. Analiza variantei indicilor biomorfologici la forma mutanti cal (ANOVA)

Caractere Indici Genotip (G) Conditii de an G x An Total
statistici (An)
TPL SP 1287,06 40578,5 3183,69 86414,2
F 15,22*** 119,97*** 9,41%**
Pl % 1,48 46,96 3,68
LSP SP 31,5735 279,22 17,6073 921,041
F 28,80*** 63,66*** 4,01**
Pl % 3,43 30,31 1,91
LUI SP 1040,15 9302,1 1410,66 28131,9
F 32,652%** 72,72%** 11,03***
Pl % 3,69 33,07 5,01
NFF SP 189,137 3308,08 46,8367 7337,7
F 30,61*** 133,85*** 1,90
Pl % 2,58 45,08 6,38
NSP SP 316,588 1162,24 109,512 4133,67
F 65,54 *** 60,15 *** 5,67 ***
Pl % 7,66 28,12 2,65
NBSP SP 2466,74 1272,14 1036,82 12002,3
F 197,03*** 25,40*** 20,70***
Pl % 20,55 10,59 8,64

Nota: SP— suma patratica, F — test Fisher

Pentru parametrii LSP, NSP, NB si NFF, s-au inregistrat valori medii mai mici
(de 1,06 - 2,66 ori) in comparatie cu varianta martor. Coeficientul de variatie (CV,%)
a indicilor TPL, LUI, LSP, NSP a variat de la 3,23 - 19,39%, ceea ce corespunde unei
variatii mici si medii a acestor caractere. Evaluarea gradului de variabilitate a indicelui
NBSP si NFF a atestat o variatie medie (14,93 - 25,40%) si respectiv puternica (36,38
- 106,7%) a acestor caractere [10]. Puterea de influenta a generatiei in dependenta de
conditiile de an a atins valori de 30,31 - 46,96%, in dependentd de caracterul
biomorfologic analizat.

5.3. Heritabilitatea si corelatia caracterelor agromorfologice la orzul de
primavara cu mutatia spic ramificat
Evaluarea descendentilor somaclonelor s. Unirea a evidentiat plante cu spic ramificat
care au fost descrise cu o frecvengé de 47,14% in generatia SC, (2014) (Figura 5.4).

Fig. 5.4. Aspectul morfologic al somaclonelor cu spic ramificat s. Unirea in diferite generatii

In generatiile ulterioare a fost atestat, ca acest indice este dependent de tempe-
ratura mediului si exprimarea caracterului se inregistreaza cand plantulele sunt supuse
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temperaturilor inalte la stadiul de initiere a morfogenezei spicului. in rezultatul
evaludrii comparative a aspectului morfologic al formelor cu spic ramificat obtinute
de noi si informatiei din baza de date pentru genele si fondul genetic al orzului
(NordGen), precum si analiza expresiei fenotipice a acestei mutatii, in diferite conditii
ale mediului [26], am constatat ca aspectul ramificat al spicului este determinata de
genele recesive spic compus (compositum, com2, com1). Recent, a fost demonstrat ca
frecventa si gradul de manifestare al caracterului respectiv este dependent de
temperatura mediului.

Conform celor relatate anterior se contureaza importanta stiintifica si practica a
formei mutante spic ramificat. Estimarea variantei genotipice si fenotipice,
coeficientului de variatie genotipica si fenotipica, heritabilitatii, avantajului genetic,
coeficientului de corelatie va determina conditiile eficiente pentru ameliorarea si
implementarea selectiei caracterelor valoroase la orzul de primavara.

Evaluarea indicilor variantei caracterelor ce determina arhitectura si producti-
vitatea la formele de orz crescute in diferite conditii de an, denota ca, valorile variantei
fenotipice (Vph) au fost mai mari decét cele ale variantei genotipice (VQ), pentru toate
caracterele, la ambele forme de orz (spic ramificat si neramificat) (Tabelele 5.2, 5.3).

Tabelul 5.2.Varianta genotipica si fenotipica pentru caracterele agromorfologice la formele
de orz cu spic ramificat (SCz - SCs) in dependenta de an

Caractere | xX+Es | Vg | vph | Ve | cvGw | CVF% | h2w | AG%
SC, (2014, 2020)
LSP,cm | 11,75+0,20 | 0,33 0,40 1,61 4,87 536 | 8233 |[9,110
LUl cm | 17,6140,74 | 1444 | 1522 | 17,86 | 2159 | 22,16 |9490 |4332
NI 537+0,08 | 0,15 0,16 0,25 7,18 7,44 |9317 | 14,29
NFF 0,35+0,10 | 0,17 0,19 0,37 | 118,29 | 12374 |91,37 |232,92
SC; (2020, 2022)
NI 6,10+0,10 | 0,06 0,08 0,17 4,13 464 7917 [756
NFF 1,10£0,25 | 0,90 0,98 0,78 86,35 | 90,00 |92,06 |170,68
GBSP 0,98+0,11 1,50 157 | 526,55 | 71,00 | 72,60 |93,08 |103,07
GBPL 1,73£027 | 0,17 0,19 0,15 4228 | 44,07 |92,02 |8354
NBPL 51,30+6,70 | 707,81 | 760,46 | 0,68 51,86 | 53,75 |9565 | 143,04
MMB 32,16+2,13 | 114,14 | 120,26 | 6121 | 3356 | 3444 |9491 |67,34

SC. (2020, 2022)
LUIL,cm | 17,57+0,80 | 9,73 1067 | 1413 | 17,75 | 1859 |91,17 |[34,92
NI 6,13£0,09 | 0,13 0,14 0,19 5,87 6,15 |91,07 |1154
NBSP 31,70£1,54 | 57,75 | 60,50 | 4124 | 2397 | 2454 |9546 |4825
NBPL 52,40+4,47 | 121,50 | 157,24 | 536,02 | 21,04 | 23,93 |77,27 | 38,09

GBSP 1,07+0,08 0,18 0,19 0,09 40,22 40,87 | 96,84 | 81,52
GRBPL 1,76+0,19 0,62 0,67 0,74 44,48 46,21 | 92,61 | 88,17
MMB 31,84+1,83 76,09 80,17 61,21 27,40 28,12 | 9491 | 54,99

In acelasi timp, diferenta dintre valori este mica (1,01-1,33 ori) pentru toate
caracterele la ambele forme indiferent de generatie si anul cercetarii, ceea ce denota
influenta redusa a conditiilor de mediu asupra manifestarii fenotipice a caracterelor
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studiate si contributia semnificativd a genotipului asupra expresarii fenotipice a
caracterelor.

Evaluarea gradului de variabilitate a caracterelor ce tin de arhitectura plantei
(TLP, LUI, LSP, NI) au prezentat un grad mic (<10%) sau mediu (10 - 20%) pentru
variatia genotipica si fenotipica, cu exceptia LUI (SC,). lar caracterele ce determina
productivitatea (NFF, NBSP, NBPL, GBSP, GBPL, MMB) au variat puternic (>20%),
cu exceptia NBSP (SC, spic neramificat). Heritabilitatea in sens larg (h?) a caracterelor
analizate la formele cu spic ramificat a variat de la 77,27% (NBPL, SC,4) pana la
96,84% (GBSP, SC,), iar la formele cu spic neramificat de la 84,43% (NFF) pana la
98,84% (MMB) (Tabelele 5.2, 5.3).

Tabelul 5.3. Varianta genotipica si fenotipica pentru caracterele agromorfologice la formele
de orz cu spic neramificat (SC2-SCs) in dependenta de an

Caractere | x+Es | Vg | Vvph | Ve |CVG% | CVF% | h2% | AG%
SC, (2014, 2020)
TLP 78,64+3,76 | 71,67 | 7524 96,30 |10,76 |11,03 [9526 | 21,64
NI 5,48+0,81 006 |0,07 022 | 4,48 4,78 87,92 | 8,65
NFF 0,88+0,02 [139 |145 1,77 | 13256 |13566 |9548 | 266,83
SCs (2020, 2022)
NFF 2,05£0,13 | 1,22 1,45 2,25 5388 | 5864 |8443 [101,99
NBSP 24,25+0,66 | 32,86 |34,45 |1585 [23,64 2420 |9540 | 47,56
NBPL 63,75+3,17 | 1437,11 | 155127 | 1141,63 | 59,47 |61,78 |9264 |117,91
GRSP 0,97£0,08 | 0,21 0,22 0,06 4706 | 4767 |9742 |9568
GBPL 2,57+0,13 | 3,47 3,69 2,23 7249 | 7478 9396 | 144,75
SC4 (2020, 2022)
TLP 72,29+4,56 | 38,75 |42,78 40,32 | 8,61 9,05 90,57 | 16,88
NI 6,40£0,52 0,30 [0,32 0,20 |8,56 8,84 93,75 | 17,07
NFF 1,40+0,99 [ 066 |0,72 064 |[5783 |[6061 [9105 |11368
NBSP 27,00£5,62 | 18,27 | 19,22 954 |1583 |16,24 |9503 |[31,79
NBPL 57,20+3,21 | 609,38 | 642,50 | 331,22 [ 43,16 | 4431 |9484 | 86,58
GRSP 1,11+0,64 | 016 |0,16 003 |[3554 [3590 |9804 |[7249
GBPL 2,27+0,78 [ 192 |1,98 063 [608 [61,8 [9679 |12339
MMB 37,80+2,54 | 6646 | 67,23 778 | 21,56 |21,69 |9884 |44,16

Valorile inalte ale h?la caracterele analizate la ambele forme de orz de primavari
indica despre contributia majora a variatiei genotipice asupra celei fenotipice,
stabilitatea exprimarii fenotipice in diferite conditii ale mediului si raspunsul asteptat
la selectie a indicilor respectivi. In scopul precizarii efectului final al selectiei este
necesar de determinat relatia directd dintre indicele h? si raspunsul la selectie, care se
referd la avantajul genetic (AG) al caracterelor respective. Heritabilitatea inalta
asociata cu avantajul genetic ridicat (AG > 20%) a fost atestata pentru toate caracterele
ce determina direct productivitatea: NFF (SC,-SC,), NBSP, NBPL, GBSP, GBPL,
MMB la ambele forme de orz in generatiile SCs, SC4 (2020-2022) si indicele LUI
(SC,) la formele cu spic ramificat. De asemenea, in cercetarile realizate de noi, pentru
caracterul TLP (SC,, SC4, spic neramificat), valorile avantajului genetic au variat de
la tnalte spre moderate (AG = 10 - 20%), coreland cu heritabilitatea inalta. Prin urmare,
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aceste caractere sunt guvernate de efectele aditive ale genelor si selectia pentru acesti
indici poate fi eficienta si avantajoasa.

In ceea ce priveste indicele NI (SC,-SCa, ambele forme), valorile avantajului
genetic au variat de la moderate spre joase (AG < 10%), iar caracterul LSP (SC,, spic
ramificat) a prezentat heritabilitate inalta cuplata cu un avantaj genetic scazut. Astfel,
putem presupune ca in manifestarea acestor caractere sunt implicate efectele genice
neaditive (dominante si epistatice) si selectia poate fi dificild. Cu toate acestea, indicii
respectivi pot fi luati in considerare in ameliorarea orzului de primavara.

Un alt indice important care ajutd la luarea deciziei in cadrul selectiei directe
sau indirecte confera coeficientul de corelare [17, 22, 27]. Informatia despre natura si
magnitudinea coeficientului de corelare contribuie la precizarea criteriilor de selectie
pentru ameliorarea simultand a diferitelor caractere, asociate productivitatii plantei si
selectarii combinatiilor dorite [26].

In rezultatul estimirii coeficientului de corelare Pearson (r) pentru 9 combinatii
de caractere la formele de orz s-a atestat asocierea semnificativa, pozitiva medie (r =
0,3 - 0,7) si puternica (r > 0,7) atat intre indicii ce determina arhitectura plantei, si cu
cele ale productivitatii, cat si intre componentele productivitatii, in dependenta de
forma, generatia analizata si anul cercetarii, cu exceptia corelatiilor TPL-NFF (r = -
0,36***, SC,, 2014), TPL-NI (r = 0,19*, SC3;, 2020), NBSP-MMB (r = -0,49* SC,,
2022) la forma cu spic ramificat (Figura 5.5).
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Fig. 5.5. Interrelatiile intre elementele productivititii in aspect transgenerational:
A — ambele forme; N — spic neramificat; R — spic ramificat
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Prin urmare, putem relata ca expresia caracterelor TPL, NSP (spic ramificat) si
LSP, LUI, NSP (spic neramificat) timp de trei ani de cercetare, precum si valorile
inalte ale coeficientului de heritabilitate pentru celelalte caractere, si valorile pozitive
medii si inalte al coeficientului de corelatie intre indicii ce determind arhitectura
plantei si elementele productivitatii demonstreaza stabilitatea caracterelor la aceste
forme si pot fi luate in considerare in procesul de selectie indirectd si ameliorarea
orzului de primavara. In plus, aceasti forma mutanti poate fi utilizata in dezviluirea
mecanismelor implicate Tn genetica arhitecturii spicului si elementelor ce determina
indirect productivitatea boabelor in conditii de temperaturi inalte.
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CONCLUZII GENERALE

. Evaluarea diversitatii genetice prin metode ale geneticii cantitative, biomorfo-
logice, citogenetice a permis demonstrarea efectului destabilizator al razelor gama
si infectiei virale asupra calusogenezei, morfogenezei si regenerarii in vitro, ce a
condus la suplinirea variabilitdtii somaclonale la orz confirmate prin modificari
morfologice, precum si devieri semnificative ale variantei genotipica si fenotipica,
coeficientului de heritabilitate in sens larg, avantajului genetic al caracterelor
cantitative pe parcursul mai multor generatii.

. Prin selectarea mediilor nutritive si optimizarea schemei de regenerare au fost stabilite
conditiile de sporire a variabilitatii obtinute prin morfogeneza indirectd din embrioni
imaturi de orz in dependentd de doza radiatiei gama, infectia virald, genotip,
conditionate de modificari citogenetice ale proceselor proliferative (cap. 3, [3, 7]).

. VMDO solitar a redus frecventa calusogenezei, morfogenezei, potentialul de
regenerare si fertilitatea regenerantilor. Puterea de influenta asupra calusogenezei si
morfogenezei a constituit 14,74% si respectiv 5,99%. Razele gama au modificat
valorile indicilor analizati in ambele directii si au influentat in dependenta de genotip
si doza iradierii. Contributia procentuald a radiatiei gama asupra calusogenezei a atins
valori de 7,57% si asupra morfogenezei 9,29%. Infectia virala in asociere cu razele
gama au contribuit la reducerea efectului separat asupra frecventei calusogenezei si
intensificarea morfogenezei in dependenta de genotip (cap. 3, [7]).

. Complementarea radiatie1 gama prin infectia virald a sporit puterea de influenta
asupra procesului de regenerare, atingand valori de 23,96% (P< 0,001), efect
similar fiind inregistrat si asupra fertilitdtii somaclonelor. Infectia virala si radiatia
gama solitar au redus numarul de somaclone cu spice fertile, la toate soiurile
evaluate, dar cu diferite grade de manifestare (cap. 3, [7]).

. Evaluarea a 570 de somaclone (SCy) fertile obtinute de la donori iradiati cu razele
gama (100, 150, 250 Gy) si infectati cu VMDO, analizati pe parcursul a trei
generatii (SC1-SCj) a evidentiat majorarea coeficientului de variatie, expresia unui
spectru larg de schimbari morfologice in structura paiului, frunzelor si spicului in
comparatie cu varianta martor, precum si aparitia plantelor cu caractere mutante de
tipul spic ramificat (Unirea 100 Gy), caracter determinat de factori de mediu,
prioritar de temperatura (cap. 4, [5, 31])

. In rezultatul analizei variantei s-au stabilit variatii semnificative ale parametrilor
cantitativi la regenerantii (SCop) si descendentii (SC;-SC;) de orz in dependentda de
genotip, caracter, generatie, precum si interactiunea genotipului cu factorii studiati.
Genotipul a avut contributie majora (PI = 12,50 - 49,70%), asupra variatiei caracterelor
analizate n toate generatiile, cu exceptia caracterelor LSP, NSP, NBSP, NI (SC;) pentru
care influenta razelor gama (PI= 12,17 - 12,38%) si interactiunea genotip X raze gama
(P =15,97 - 19,25%) au avut 0 actiune mai puternica (cap. 4, [9]).

. Puterea de influenta a razelor gama si infectiei virale s-a intensificat la somaclonele
(SC,) pentru unele caractere si a atins valori de 3,52 (TPL) - 4,96% (NBSP)
comparativ cu 2,30-3,12% (SC,), iar interactiunea dintre virus X genotip a atins
valoarea de 10,90%. Aceasta indica despre efectul inter- si transgenerational al
infectiei virale si razelor gama in dependenta de caracter. Efect similar a fost stabilit
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si la descendentii a generatiilor Mo-M,, demonstrand variabilitatea indusa in vivo
(cap. 4, 5, [19)).

. Actiunea razelor gama si interactiunea factorilor analizati au avut un impact mai
mare in generatia M; comparativ cu generatia My, astfel asupra caracterului TPL
puterea de influenta a crescut de 1,8 ori, precum si pentru NBSP de la 3,8 ori (virus
X radiatie) pana la 14,1 ori (genotip X radiatie). In generatia M radiatia si virusul
au conditionat expresia unei game largi de mutatii. In cadrul populatiei s. Sonor,
varianta VMDO + 250 Gy, a fost selectata forma de orz cu mutatia lemei (cal) (cap.
5, [8, 10, 29]).

. Evaluarea componentelor variantei genotipice a scos in evidentd valori ale
heritabilitatii moderate sau inalte asociate cu avantaj genetic ridicat (AG > 20%)
pentru caractere importante, precum cele ce determina direct productivitatea: NFF,
NBSP, NBPL, GBSP, GBPL, MMB, date ce confirma impactul culturii in vitro,
radiatitlor gama si infectiei virale in inducerea variabilitatii genetice si
demonstreaza eficienta selectarii genotipurilor de interes (cap. 5).

RECOMANDARI PRACTICE

. Schema de obtinere a regenerantilor de orz de primdvara pe calea morfogenezei
indirecte din embrioni imaturi, ce include mediile nutritive, etapa ontogenetica
pentru prelevarea probelor, conditiile ce asigura desfasurarea eficientd a
calusogenezei, morfogenezei si regenerdrii pentru explante derivate de la plante
infectate cu virus si seminte iradiate, poate fi utilizatd pentru obtinerea regeneran-
tilor fertili pentru orzul de primdvara, cunoscut printr-un spectru restrans de variatii.
. Cultura de calus din embrioni imaturi a plantelor infectate cu virus si/sau seminte
iradiate poate constitui o sursd importantd de modificare a variabilitatii
caracterelor cantitative de interes agronomic, precum si de inducere a variatiilor
morfologice la orz.

. Spectrele polimorfe ale peroxidazelor pot fi utilizate in aprecierea potentialului
morfogen al calusului de orz, evidentiat prin prezenta benzilor cu mobilitate mare
(0,842; 0,886).

. Mutantul cal, descris in cadrul populatiei s. Sonor, varianta VMDO +250 Gy,
prezintd importanta stiintificd si poate fi utilizat in cercetdri genetice ce tin de
elucidarea mecanismelor de interactiune si transmitere a genelor implicate in
determinarea formei lemei.

. Formele mutante: forma cu mutatia lemei calcaroides (cal, S-V-250 Gy) si linia
mutanta cu spic ramificat (SC-U100 Gy) se recomanda in calitate de surse de
germoplasmad in elucidarea mecanismelor implicate in dezvoltarea si morfologia
spicului, precum si in scopul extinderi diversitatii genetice a genotipurilor de orz
de primavara. Linia mutantd spic ramificat se recomanda pentru includere in
procesul ameliorativ fiind considerata de perspectiva.
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ADNOTARE

Grigorov Tatiana, ,,Efectul infectiei virale si a radiatiei gama asupra variatiilor in vivo si in
vitro la orz (Hordeum vulgare L.)”. Teza de doctor in stiinte biologice. Chisinau, 2023

Structura tezei: include introducere, 5 capitole, concluzii generale si recomandari, biblio-
grafie (298), 5 anexe, 150 pagini continut de baza, 27 tabele, 56 figuri. Rezultatele au fost publicate
in 22 lucrari.

Cuvinte cheie: variabilitate geneticd, infectie virald, raze gama, orz, in vivo, in vitro, forme
mutante, caractere biomorfologice, indici citogenetici si biochimici.

Domeniul de studiu: Genetica vegetala

Scopul cercetarilor: Evaluarea variatiilor in vivo si in vitro la orzul de primavara (Hordeum
vulgare L.) sub actiunea solitara sau asociata a infectiei virale si razelor gama.

Obiectivele studiului: Evaluarea impactului infectiei virale si razelor gama asupra proceselor de
calusogeneza, morfogeneza si regenerare a somaclonelor de orz; aprecierea actiunii infectiei virale si
radiatiei gama asupra indicilor citogenetici si biochimici 1n calusul si regenerantii de orz; analiza
influentei virusului si razelor gama asupra variatiilor somaclonale la regenerantii de orz; estimarea
variabilitdtii caracterelor biomorfologice la descendentii de orz obtinuti in conditii in vitro si in vivo
din material biologic iradiat si virozat; aprecierea efectului inter- si transgenerational al infectiei virale
si radiatiei gama solitar sau in asociere la descendentii de orz obtinuti in vivo si in vitro.

Noutatea si originalitatea stiintifica consta In argumentarea suplinirii variatiilor induse de
cultura in vitro prin aplicarea razelor gama si/sau a infectiilor virale, generarea modificarilor
calusogenezei, morfogenezei, regenerdrii si extinderii variabilitdtii la somaclone comparativ cu
descendentii in vivo, reflectand un efect transgenerational.

Problema stiintifica solutionata consta In fundamentarea stiintifica a extinderii variabilitatii
la plantele cerealiere autogame prin complimentarea culturii in vitro cu actiunea solitard sau in
asociere a infectiei virale si razelor gama, ceea ce a condus la evidentierea genotipurilor cu valori ale
indicilor heritabilitatii nalte si progresului genetic ridicat pentru caractere agronomice valoroase, ce
reflectd efectele aditive in mostenirea insusirilor, fapt ce a permis selectarea eficienta a formelor de
interes cu potential de utilizare in solutionarea problemelor stiintifice si ameliorative.

Semnificatia teoretica: A fost demonstrata varianta caracterelor cantitative la orz sub actiunea
solitard sau asociatd a infectiei virale, razelor gama si culturii in vitro la regenerantii si descendentii
acestora pe parcursul mai multor generatii, sugerand despre efectul inter- si transgenerational.
Rezultatele inovationale privind variabilitatea diferentiatd a insusirilor agrobiologice au dovedit
posibilitatea modificarii plasticitatii soiurilor recalcitrante In vederea extinderii diversitatii si
obtinerii de genotipuri cu noi caractere. Formele mutante de orz evidentiate In variantele
experimentale constituie surse importante de germoplasma in elucidarea mecanismelor implicate n
dezvoltarea si morfologia spicului.

Valoarea aplicativa: A fost optimizat procedeul de cultura in vitro de obtinere a regenerantilor
din embrioni imaturi, in rezultatul ajustarii conditiilor de cultivare, componentei mediilor nutritive,
care au asigurat intensificarea calusogenezei, morfogenezei si regenerarii somaclonelor cu un spectru
extins al variabilitdtii genetice prin utilizarea razelor gama solitar si/sau in asociere cu virusul
mozaicului dungat al orzului.

Implementarea rezultatelor stiintifice: Rezultatele obtinute au servit drept suport
metodologic in cadrul lucrarilor practice la disciplina ,, Tehnici de cercetare in biologia moleculara”,
ciclul 11, USM. Formele mutante calcaroides (cal) si spic ramificat (ram) au fost transmise pentru
depozitare in Banca de gene a IGFPP, iar linia mutantd ram — cercetdtorilor grupului Genetica si
ameliorarea cerealelor paioase (IGFPP) pentru includere in procesul ameliorativ.
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ANNOTATION

Grigorov Tatiana, ""Effect of viral infection and gamma radiation on in vivo and in vitro
variations in barley (Hordeum vulgare L.)"". PhD Thesis in Biological Sciences. Chisinau, 2023

Thesis structure: The thesis consists of an introduction, 5 chapters, general conclusions and
recommendations, a bibliography composed of 298 titles, 5 annexes, 150 pages of basic content, 27
tables, 56 figures. The obtained results were published in 22 scientific papers. Field of study: Plant
Genetics

Key words: genetic variability, viral infection, gamma radiation, in vivo, in vitro, mutant
forms, biomorphological traits, cytogenetic and biochemical indices.

The aim of the research: Evaluation of in vivo and in vitro variations in spring barley
(Hordeum vulgare L.) under the solitary or combined action of viral infection and gamma rays.

Objectives: Evaluation of the impact of viral infection and gamma rays on the processes of
callusogenesis, morphogenesis and regeneration of barley somaclones; assessment of the action of
viral infection and gamma radiation on cytogenetic and biochemical indices in callus and regenerants
of barley; analysis of the influence of the virus and gamma rays on the somaclonal variations in
barley regenerants; estimation of the variability of biomorphological traits in barley offspring
obtained in vitro and in vivo from irradiated and virus-infected biological material; assessment of the
inter- and transgenerational effect of viral infection and gamma radiation alone or in combination in
barley progeny obtained in vivo and in vitro.

Scientific novelty and originality: consists in arguing the extend of variations induced by in
vitro culture by the application of gamma rays and/or viral infections by generating changes in
callusogenesis, morphogenesis, regeneration and expansion of variability in somaclones compared
to in vivo progeny, reflecting a transgenerational effect.

Important scientific problem solved: consists in the scientific substantiation of the expansion
of variability in autogamous cereal plants by complimenting the culture in vitro with the solitary or
in association action of viral infection and gamma rays, which led to the highlighting of genotypes
with high indices of heritability and genetic progress for valuable agronomic traits. This reflects
additive effects in the inheritance of traits, a fact that allowed the efficient selection of forms of
interest with the potential for use in solving scientific and ameliorative problems.

The theoretical significance: The variance of quantitative traits in barley under the solitary or
associated action of viral infection, gamma rays and in vitro culture in regenerants and their
descendants over several generations was demonstrated, suggesting an inter- and transgenerational
effect. The innovative results regarding the differentiated variability of the agrobiological traits
proved the possibility of changing the plasticity of recalcitrant varieties in order to expand the
diversity and obtain genotypes with new traits. The mutant forms of barley noted in the experimental
variants constitute important sources of germplasm for the elucidation of the mechanisms involved
in spike development and morphology.

The applicative value: The in vitro culture process for obtaining regenerants from immature
embryos was optimized as a result of adjusting the composition of the culture media, which ensured
the intensification of callusogenesis, morphogenesis and regeneration of somaclones with an
extended spectrum of genetic variability by using gamma rays alone and/or in complex with barley
stripe mosaic virus.

Implementation of scientific results: The obtained results served as methodological support
in the practical work in the discipline "Research techniques in molecular biology™, cycle Il, MSU.
The lemma calcaroides (cal) and branched spike mutant forms have been submitted for deposit in
the IGPPP Gene Bank, and the branched spike mutant line to the Genetics and Breeding of Grass
Grain researchers (IGPPP) for inclusion in the breeding process.
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AHHOTAIIUA

I'puropos TaTbsna, ""Biansanne BUPYCHOM HHPEKIUHM M TaMMA-U3JTIy4eHHs] HA H3MEHYHBOCTH
ssumens (Hordeum vulgare L.) in vivo m in vitro". Iuccepranusi Ha cOUCKaHNe YYeHOM
CTENeHHU JOKTOpa Ononornyeckux Hayk. Knmmnay, 2023 .

CTpyKTypa AmMcCcepTAallMu: BBEJICHHE, 5 TIJ1aB, OOIIME BHIBOABI M PEKOMEHIALUH, CITHCOK
auTeparypsl U3 298 HauMeHOBaHMH, 5 puiokeHnH, 150 cTpaHuil OCHOBHOTO TeKCTa, 27 Tabmuil, 56
pucyHOK. [ToxydeHHbIe pe3ynbTaThl OIyOIMKOBaHbI B 22 HAyYHBIX paboTax.

KawueBble cjioBa: H3MEHYHBOCTh, BUPYC, TaMMa-JIy4H, S9YMEHb, IN VIVO, IN VItro, MyTaHTHbIC
(dopmbl, OnOMOpHOTOrHIEeCKUE IPU3HAKY, IUTOT€HETUIECKUE U OMOXMMHUYECKUE TTOKA3aTeIH.

Hean uccaenoBanus: OreHKa K3MEHYUBOCTH IN VIVO U INn Vitro samens (Hordeum vulgare L.)
IPU OTZIEJIEHOM HJIM COYETAaHHOM JICHCTBHU BHPYCHOM MH(PEKIIMU B TaMMa-Ty4en.

3amaun: OrieHKa BIMSHMS BUPyCa M TaMMa-TTydel Ha MPOIIeCChl KaJUTyCOoTreHe3a, MopdoreHnesa
U pereHepaliii COMaKJIOHOB SIUMEHs; O ACHCTBUS BUpyCa M TaMMa-Iy4edl Ha IUTOTCHETHYECKHE U
OMOXMMHUYECKUE MOKA3aTeNIU Kalyca U PEreHEPAHTOB SIUMCHS;, aHAIU3 BIMSHUS BUpPyca U raMma-
Jy4eld Ha COMAakJOHAlbHbIC BapHallMM pPErCHEPAHTOB SYMEHS; OIICHKA HW3MEHYMBOCTH
O1OMOP(OTOrHUCCKUX MTPU3HAKOB MOTOMCTBA STUMEHSI, ITOJYUYCHHOI'O B YCIOBHSX iN Vitro u in vivo
u3 OOJY4eHHOr0 M HMH(UIMPOBAHHOTO BHPYCOM OHOJOTHMUECKOTO MaTepHala; OIeHKa MeX- U
TpaHCTEHEPaMOHHOTO 3¢ (¢deKTa BUpyca M TaMMa-H3Iy4eHHUS OTICIbHO WM B KOMOHMHAIMH Y
MOTOMCTB S'YMEHSI, HOJy4EHHBIM 1N VIVO u in Vitro.

HayuHasi HOBU3HA M OPUTHHAJILHOCTB PA00THI: COCTOUT B apIyMEHTAIINH JIOBOJIA B TIOJIB3Y
JOTOJIHEHHS BapHallvii, MHAYIIMPOBAHHBIX KYJIBTYpOi iN Vitro, mpuMeHeHHEM TaMMa-JTyuei u/uiu
BUpYca IyTeM CO3/1aHMsI N3MEHEHUI B KaJuTycoreHes3e, MopdoreHese, pereHepaiy U paciiupeHIN
U3MCHYMBOCTH COMAKJIOHOB TI0 CpPAaBHEHHIO C IOTOMCTBOM IN  VIVO, dYTO OTpaxaer
TpaHCT€HEPAIIMOHHBIN 2P (DEKT.

Pemennasi HayuHasi mpo0JieMa: 3aKJIIOYaeTCs B HAYYHOM OOOCHOBAaHWH PaCIIMPEHUSI
U3MEHYMBOCTH Y 3JIAKOB IIyTE€M JONOJHEHUs KyJIbTYpHI iN VItr0 neiicTBueM BUpyca U raMMa-Iydei,
YTO MPUBEJIO K BBIICICHUIO TCHOTUIIOB C BRICOKMMH 3HAYCHHUSMU HACIIEyEeMOCTH U T€HETUUECKOTO
nporpecca MO LEHHBIM HpU3HAaKaM, OTOOpY LEHHBIX ()OPM IS HMCHOJB30BaHMS B HAYYHBIX H
CEJICKLIMOHHBIX 3a/1a4.

TeopeTnueckasi 3HAYMMOCTBH: JlOKa3aHa W3MEHYMBOCTH KOJMYECTBCHHBIX IPU3HAKOB
STYMEHS TP OJIMHOYHOM HJIM COYETAaHHOM JICHCTBUU BUpYCa, TaMMa-Jydei u KyJIbTyphl IN VItro y
PETeHEPaHTOB M WX IOTOMKOB B HECKOJIBKMX ITOKOJIEHHSX, YTO CBUAETEIBCTBYET O MEX- H
TpaHcrenepaunoHHoM 3¢ dexre. VHHOBanmoHHBIE pe3yibTaThl 1Mo  aAuddepeHInpoBaHHON
MU3MEHYMBOCTU arpoOMOJIOrMYeCKUX CBOMCTB JOKA3ald BO3MOKHOCTh W3MEHEHUS IUIACTHYHOCTH
PEKaJBbIUTPAHTHBIX COPTOB JUIS PACIIUPEHUST Pa3HOOOpa3usi M TMOyYCHHs] TCHOTUIIOB C HOBBIMHU
npu3HakaMu. MyTaHTHbBIE (OPMBI STYMEHS, MPEACTABISAIOT COO00 MCTOYHUKU LEHHBIX T€HOB JUIS
BBISICHCHHUSI MEXaHU3MOB, BOBJICYCHHBIX B Pa3BUTHE U MOP(OJIOTHIO KOJIOCA.

IMpuxknagnHas 3HauMMocTh: ONTUMHU3UPOBAH METOA KYJIBTHBUPOBaHHs N VItro s
MOJIyYCHHSI PETEHEPAaHTOB M3 HE3PEJbIX 3apOJBIIICH B pe3yibTaTe YIyYIICHHS COCTaBa IHTa-
TENBHBIX CPEeM, YTO 0OECTeYHI0 MHTEHCU(HUKAINIO KaTycoreHe3a, MopQoreHesa U pereHeparun
COMAKJIOHOB C PACIIMPEHHBIM CHEKTPOM T€HETHYECKOW M3MEHUYMBOCTH 33 CYET HCIOJIB30BAHUSI
raMma-iay4el OTIeIbHO H/MIH B COYETAHUH C BUPYCOM ITOJIOCATON MO3AMKH SYMEHSL.

Bueapenune Hay4HbIX pe3yJbTaToB: [loyueHHbIC PE3yNbTAThl MOCTYKUIA METOIHYECKON
MOJIEPXKKON B MPAKTHYECKON padoTe Mo AMCHUILIHHE «MeTOAbI NCCIeIOBaHUI B MOJIEKYISIPHON
ouonoruny, nuki [I, MI'Y. MyTanTtHas ¢popma ¢ pa3BeTBiieHHbIM KojiocoM u calcaroides (cal) 6puin
nepenanbl Ha XpaHeHue B 0aHk reHoB MI'®3P, a MyTaHTHas JIMHUS C pPa3BETBICHHBIM KOJOCOM -
uccnepopatensm otaena ['eneruku u Cenexnuu 3nakoB (MI'®3P) s BoBiieueHus B Tpoliecc
CeJIeKLIUH.
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