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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. Chisiniau, 2023
Structura tezei: include introducere, 5 capitole, concluzii generale si recomandari, bibliografie
(305), 5 anexe, 150 pagini continut de baza, 27 tabele, 56 figuri. Rezultatele au fost publicate in
22 lucrari.

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

Domeniul de studiu: Genetica vegetala

Scopul cercetirilor: 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 in calusul si regenerantii de
orz; analiza influentei virusului si razelor gama asupra variatiilor somaclonale la regenerantii de
orz; estimarea variabilitatii 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 constd 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 constd in fundamentarea stiintificd a extinderii variabilitatii la
plantele cerealiere autogame prin complimentarea culturii in vitro cu actiunea solitara sau in
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 demonstratd varianta caracterelor cantitative la orz sub actiunea
solitara sau asociatd a infectiei virale, razelor gama si culturii in vitro la regenerantii si
descendentii acestora pe parcursul mai multor generatii, sugerdnd 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 1n variantele experimentale constituie surse importante de germoplasma in elucidarea
mecanismelor implicate in 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 variabilitatii 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 ,,7ehnici 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 mutanta ram — cercetatorilor grupului Genetica si
ameliorarea cerealelor paioase (IGFPP) pentru includere in procesul ameliorativ.



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 305 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 1, 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.



AHHOTAIMA

I'puropoB Tarbsina, '"BausiHne BHUPYCHOM MH(pEKIUNM W TaMMa-H3JIyYeHUS Ha
u3MeHuYHBOCTH siumensi (Hordeum vulgare L.) in vivo m in vitro™. JImcceprauusi Ha
COMCKaHHUE YUYEHOIl cTeneHu JOKTopa ouojiorudecknx Hayk. Kumundy, 2023 .

CTpykTypa auccepTallMM: BBEACHHUE, 5 TJaB, OOIIME BBIBOJABI M PEKOMEHJIAIMH, CIIHCOK
muteparypsl U3 305 HaumMmeHoBaHwii, 5 mpunoxenuid, 150 cTpaHuWI] OCHOBHOrO TekcTa, 27
tabmui, 56 pucynok. [lomyueHHbIe pe3yabTaThl OMyOJUKOBAHbI B 22 HAYYHBIX padoTax.
KiawueBble ¢JI0Ba: H3MECHUYMBOCTh, BUPYC, raMMa-JIydHd, SsAMEHb, iN VIVO, iN VItro, MyTaHTHBIE
dbopMmbl, 6OMOpPoTIOrHUecKre NPU3HAKH, IUTOTEHETUUECKUE U OMOXUMUYECKUE TTOKa3aTelu.
Hean nccaenoBanusi: OrieHKa W3MEHYUBOCTH IN VIVO u in Vitro sumenst (Hordeum vulgare L.)
IPU OTAEIHLHOM WJIM COYETAaHHOM JICHCTBUU BUPYCHOU MH(EKIIUU U TaMMa-Ty4ei.

3apaum: OlueHKa BIUSHUSA BUPYCA U TaMMa-JIydei Ha MPOIECChl KaJTycoreHesa, Mopgorexnesa
U pereHepaluyd COMaKjIOHOB SYMEHs; O IEHCTBUS BUpPyca M TaMMa-Ty4yei Ha [IUTOr€HETUYECKUE
1 OMOXMMHYECKHE IMOKa3aTeNIN KaJulyca W PereHepaHTOB SUMEHS; aHAJIU3 BIMSIHUS BUpyca U
raMma-iyyell Ha COMakJIOHAJIbHbIE BapHallMM PETEHEPAaHTOB SYMEHS; OLIEHKa M3MEHYHBOCTU
01OMOP(OJOrHUECKUX MPU3HAKOB MMOTOMCTBA SYMEHS, MOJIYYCHHOTO B YCIOBHUSAX IN VItro u in
VIVO U3 00JIy4eHHOT0 U HHPHUIIMPOBAHHOTO BUPYCOM OHOJIOTHYECKOT0 MaTeprasia; OIeHKa MEK-
¥ TPAHCTEHEPALMOHHOTO 3P QeKTa BUpyca M TaMMa-H3IIydeHUs OTJEIBHO WM B KOMOWHAIIMN Y
MOTOMCTB SYMEHSI, IOJTyYEHHBIM iN VIVO u in Vitro.

Hay4yHasi HOBH3HA U OPUTHHAJIBHOCTH PadoThI: COCTOUT B apryMEHTAIllMU JIOBOJA B IOJIB3Y
JIONIOJTHEHHSI Bapualni, WHIYyIHUPOBAHHBIX KyJIbTYpOW IN VItro, mpuMeHeHHeM ramma-jiyueit
W/WIIM BUpyca IyTeM CO3JaHHS M3MEHEHHH B KaJTycoreHese, MopdoreHese, pereHepauuu u
pacIIMpEeHU U3MEHYMBOCTH COMAKJIOHOB IO CPABHEHHUIO ¢ TIOTOMCTBOM iN VIVO, 4TO OTpa)kaeT
TpaHCTEeHEPALMOHHBIN YPPEKT.

Pemiennasi HayyHasi mpoOJieMa: 3aKiIIO4aeTCs B HAyYHOM OOOCHOBAaHHMM PaCHIMPEHUs
WU3MEHYHUBOCTH Y 3JIAKOB MyTEeM JOMOJIHEHHS KyJIbTYphI IN VItro meiictBueM BHpyca W ramma-
Jy4el, 4TO MPHUBENO K BBIIEICHUIO T€HOTUIIOB C BBHICOKHMMH 3HAYEHHSIMH HACIIETyeMOCTH U
TeHETHYECKOTO MPOTrpecca Mo MEeHHBIM MPU3HAKaM, 0TOOPY IEHHBIX ()OPM ISl HCIIOJTb30BAHUS B
HAYYHBIX U CENIEKIIMOHHBIX 3a/1a4.

Teopernueckasi 3HAYMMOCThb: J[0Ka3aHa M3MEHYMBOCTHh KOJHMUYECTBEHHBIX MPU3HAKOB SUMEHS
NPy OJWHOYHOM HIIM COYETAHHOM JCHCTBHU BHpYyCa, TaMMa-Iydeil W KyJbTypsl in Vitro y
pEreHepaHTOB W HMX MOTOMKOB B HECKOJBKHX TOKOJICHUSX, YTO CBUICTEIBCTBYET O MEXK- H
TpaHcreHepaunoHHOM 3¢ ¢dekre. VHHOBalMOHHBIE pe3ynabTaThl O AU GhepeHIIMPOBAaHHON
MU3MEHYMBOCTH arpoOMOIOTMIECKUX CBOMCTB JJOKAa3aJld BO3MOXKHOCTh W3MEHEHHS TUTACTUIHOCTH
PEKaNBIIUTPAHTHBIX COPTOB ISl paCIIMPEHUsT Pa3HOOOPa3Hsl U MOTYUYEHHS TEHOTHUIIOB C HOBBIMU
npu3HakaMu. MyTaHTHBIC (DOPMBI SIIMEHS, TTPEICTABIISAIOT COO0H MCTOYHHUKH IIEHHBIX TEHOB JIJIS
BBISICHEHHSI MEXaHHU3MOB, BOBJICYCHHBIX B Pa3BUTHE U MOP(OIOTHIO KOJIOCa.

IMpukaaanas 3Ha4uMocTh: ONTUMU3HPOBAH METOJI KYJIbTUBUPOBAHUS IN VItr0O s moaydeHus
pEreHepaHToOB M3 HE3PEJbIX 3apOJIbIIIeH B pe3ysbTaTe YIYUIIeHUs COCTaBa MUTATEIbHBIX CPEl,
4yTO 00€cnevnsio HHTEHCU(UKALINIO KaJTycoreHe3a, Mop(orenesa u pereHepalud COMaKJIOHOB
C PaCIIMPEHHBIM CIIEKTPOM I'eHETHYECKON M3MEHUMBOCTH 3a CUET MCIOJIb30BaHUS raMMa-ydeit
OTJENTFHO W/WJIM B COYETAaHUH C BUPYCOM I10JIOCATOW MO3AMKH STYMEHS.

BHenpenue HayyHbIX pe3yJbTaToB: [lomyueHHBIE pe3yNbTaThl MOCTYKUIH METOAHYECKON
MOJJIEPKKOH B TIPAKTUYECKON paboTe 1o aucnuiuinHe «MeToapl HCCleOBaHUN B
MoJIeKyJsipHO O6uonorum», nuka I, MI'Y. MytantHas ¢opma ¢ pa3BeTBICHHBIM KOJIOCOM U
calcaroides (cal) 6si1i TIepeanbl Ha xpaHeHue B OaHk reHoB IGFPP, a myranTHas nuHus
pa3BETBICHHBIM KOJIOCOM - ucclienoBaTensm otaena ['enetuku u Cenekiuu 3i1akoB (U D3P)
JUTSL BOBJICUEHHS B MIPOLIECC CENEKIINU.
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INTRODUCERE

Actualitatea si importanta temei abordate. Variabilitatea geneticd este indispensabild
pentru mentinerea si extinderea diversitatii, reducerea riscului vulnerabilitatii si eroziunii
genetice care ar putea afecta plasticitatea si adaptabilitatea culturilor cerealiere la actualele si
viitoarele provocdri determinate de schimbarea conditiilor climatice, cerintele agricole si de
consum. Printre culturile cerealiere, orzul (Hordeum vulgare L.) are caracteristici unice si
reprezintd o importantd majord pentru agricultura modernd si stiintd, fiind ca planta
experimentald model, contribuind la dezvoltarea cercetdrilor si progresului in genetica,
fiziologie, patologie, biochimia si biotehnologia plantelor [110]. in calitate de cultura agricola,
orzul este una din cele patru culturi cerealiere importante din lume dupa grau, porumb si orez.
Fiind o planta rezistentd, orzul poate fi cultivat in zonele cu clima si sol mai putin pretabile
pentru agricultura si acolo unde alte specii de cereale nu pot prospera [196]. Astfel, orzul detine
unele avantaje fatd de alte cereale si reprezintd sursa alimentara de baza in tarile in curs de
dezvoltare cu clima arida si semiarida, fiind 0 garantie impotriva riscurilor unor productivitati
foarte scazute sau esecului de recolta a altor culturi [118]. La nivel mondial, in anii 2021-2022
suprafata semanata cu orz a constituit 49,82 mil. ha, preponderent in Uniunea Europeana (UE)
(10,30 mil. ha), Rusia (7,69 mil. ha), Australia (5,1 mil. ha), Turcia (3,70 mil. ha), Canada (3,10
mil. ha) etc. Productia globala de orz in aceasta perioada a fost de 145,93 mil. tone [115,116].
Din productia totala de orz cultivat in tarile mentionate, rentabilitatea formelor de primavara a
constituit 48% (UE), 89% (Federatia Rusa), 100% (Australia si Canada).

in Republica Moldova, au fost semanate 64,9 - 54,6 mii ha (2021-2022) de orz, iar recolta
obtinutad a constituit 260-131 mii tone [117]. Boabele de orz sunt folosite preponderent ca furaj
(70%), malt, pentru fabricarea berii si in alimentatie (15%), ca componenta cheie a dietelor
sanatoase care pot reduce riscul de obezitate, diabet si boli cardiovasculare [191]. Pe langa
aceasta, orzul poate fi utilizat in producerea bioetanolului si biocombustibilului [142, 223]. In
Republica Moldova orzul se utilizeaza in special ca produs furajer si inlocuieste porumbul si
graul pentru furaj atunci cand recoltele acestor culturi sunt compromise, ceea ce ii confirma
importantd. Prin urmare, mentinerea si extinderea variabilitdtii 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, eficacitatea cdrora a fost confirmata prin crearea unui numdr mare de forme mutante si
soiuri la orz [115] ce au contribuit la progresul stiintific si la sporirea semnificativa a productiei

agricole. Printre factorii fizici, razele gama s-au dovedit a fi mult mai eficiente in comparatie cu
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alti factori mutageni. Eficienta radiatiei gama in calitate de inductor al variatiilor genetice la orz,
a fost confirmata prin crearea soiurilor mutante cu proprietati net superioare ce f{in de
productivitate, calitate, arhitectonica plantei si rezistenta la diferite boli, care constituie 60% din
numarul total de soiuri obtinute prin aplicarea mutagenilor fizici [115]. Variabilitatea plantelor
cerealiere regenerate in vitro, obtinute prin cultura de calus reprezinta o sursa suplimentara de
modificari genetice si epigenetice cu potential semnificativ in ameliorare [7, 40, 45]. Contributia
preconizatd a variabilitatii somaclonale in ameliorarea orzului nu a fost pe deplin justificata din
cauza frecventei scazute si valorii limitate ale acesteia [43, 130]. Mutatiile aparute in cultura in
Vitro pot avea origine diferita sau cuprinde un spectru divers si sunt luate in considerare in egala
masura cu mutatiile induse de factorii fizici, chimici si biotici. Pentru extinderea variabilitatii
caracterelor importante la somaclonele de orz este necesara utilizarea agentilor mutageni in
complex cu cultura in vitro. De asemenea, a fost recunoscutd contributia infectiei virale in
generarea instabilitatii genetice la plante [48, 147]. Impactul virusului mozaicului dungat al
orzului asupra variabilitatii materialului ereditar si posibilitatea utilizarii in calitate de inductor
al diversitatii genetice la orz a fost relatat si de alti autori [33]. Este demonstrata posibilitatea
aplicdrii virusurilor, comparabil factorilor fizici (razelor gama), in modificarea expresiei
genelor, mdrirea spectrului de recombinatii si extinderea variabilitatii genetice, restructurdri ce
pot fi transmise la descendentii plantelor infectate [1]. In acelasi timp este necesar de mentionat
ca In cazul actiunii combinate a stresului biotic (viral) si abiotic, plantele manifesta reactii
fiziologice si moleculare specifice [222]. 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
ulterioara descendentilor.
Scopul cercetirii: 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;
» Analiza influentei virusului si razelor gama asupra variatiilor somaclonale la regenerantii
de orz; estimarea variabilitatii caracterelor biomorfologice la descendentii de orz obtinuti

in conditii in vitro si in vivo din material biologic iradiat si virozat;
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» 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.

Ipoteza de cercetare. Avand drept reper conceptul privitor la aplicarea virusurilor in
modificarea expresiei genelor, marirea spectrului de recombinanti si extinderea variabilitatii
genetice ce pot fi transmise la descendentii plantelor infectate este argumentata ipoteza conform
careia infectia virala, 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 primavara.

Metodologia cercetarii stiintifice. Pentru realizarea obiectivelor propuse au fost
utilizate metode de diagnostic virusologic (metoda de inoculare mecanica a materialului
vegetal experimental), metoda de contrastare negativi bazata pe microscopia electronica prin
transmisie [211]. Pentru inducerea variabilitatii 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
citologici de analizi a diviziunilor mitotice conform [304]. Aprecierea polimorfismului
peroxidazelor si proteinelor de rezerva (hordeinelor) in calus si somaclonele de orz a fost
efectuata cu ajutorul metodelor biochimice de studiu (polimorfismul peroxidazelor [249] si
proteinelor de rezerva [243]). Evaluarea caracterelor agromorfologice a fost realizata cu ajutorul
metodelor biometrice conform ghidului UPOV [121]. Pentru aprecierea rolului genotipului,
virusului, razelor gama, culturii in vitro si interactiunii acestora in variatia caracterelor
cantitative s-a aplicat analiza bi- si trifactoriald a variantei ANOVA [67]. In baza testului
ANOVA, pentru aprecierea potentialului genetic, naturii variabilitatii, factorilor majori ce
contribuie la manifestarea 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 genotipice si fenotipice [88], coeficientilor de variatie genotipice si
fenotipice [244], iar pentru aprecierea gradului de ereditare si avantajului genetic — coeficientul
de heritabilitate in sens larg si deviatia standard generald a esantionului in studiu. De
asemenea, pentru stabilirea gradului de dependenta dintre caracterele evaluate, a fost stabilit
coeficientul de corelatie Person (r), valorile caruia au fost interpretate conform [65].
Prelucrarea statistica a datelor s-a efectuat cu ajutorul pachetelor de programe Statgraphics Plus
5.1. Reprezentarea grafica, tabelara si textuala a fost efectuata cu aplicarea programelor
Microsoft Word, Excel in mediul Windows XP.

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
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virale prin generarea modificdrilor calusogenezei, morfogenezei, regenerdrii si extinderii
variabilitatii la somaclone comparativ cu descendentii in vivo, demonstrand astfel efectul
transgenerational al acestora.

Problema stiintifica importanta solutionata constd in fundamentarea stiintifica a
extinderii variabilitatii la plantele cerealiere autogame prin complementarea 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 inalte si progresului genetic ridicat
pentru caractere agronomice valoroase, ce reflecta efectele aditive in mostenirea insusirilor, fapt
ce a permis selectarea eficientd a formelor de interes cu potential de utilizare 1n solutionarea
problemelor stiintifice si ameliorative.

Semnificatia teoreticia. 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 plasticitatii soiurilor recalcitrante Tn 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 in dezvoltarea
si morfologia spicului.

Valoarea aplicativi a lucrarii. A fost optimizat procedeul de cultura in vitro de
obtinere a regenerantilor din embrioni imaturi prin morfogeneza indirectd, in rezultatul ajustarii
conditiilor de cultivare, componentei mediilor nutritive, care au 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 II 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 mutanta ram - cercetatorilor grupului Genetica si ameliorarea cerealelor pdioase
(IGFPP), fiind constatata de perspectiva.

Sumarul capitolelor tezei

Teza include Adnotare, prezentata in limbile: romana, engleza si rusa; lista abrevierilor,
introducere, 5 capitole, concluzii generale si recomandari, bibliografie, declaratia privind

asumarea raspunderii si CV-ul autorului.
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in Introducere sunt prezentate actualitatea si importanta problemei abordate, formulate
scopul si obiectivele cercetarilor, ipoteza de cercetare, metodologia cercetarii stiintifice; descrise
noutatea stiintifici a rezultatelor obtinute, importanta teoreticd si valoarea aplicativa a
cercetarilor, implementarea si aprobarea rezultatelor, sumarul compartimentelor tezei.

Capitolul 1. Contine studiul literaturii de specialitate, fiind prezentata o sinteza a
informatiei referitor la analiza genetica si a dezvoltarii si morfologiei orzului (Hordeum vulgare
L.); variatiile genetice la plantele de orz prin tehnici de cultura in vitro; variabilitatea genetica
indusa 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 demonstrata 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 variabilitdtii la plantele de orz si posibilitatea de obtinere a formelor
mutante, soiurilor cu caractere agronomice valoroase.

Capitolul 2 ,,Materiale si metode de cercetare” include locul si conditiile desfasurarii
cercetarilor, descrierea obiectului de studiu, materialelor biologice si metodelor de cercetare
utilizate. Sunt indicate metodele genetico-statistice si pachetele de programe pentru estimarea
veridicitdtii datelor experimentale.

Capitolul 3 ,,Obtinerea somaclonelor (SCo) de orz prin morfogenezi indirecti in
rezultatul influentei impactului virusului mozaicului dungat al orzului si razelor gama”
contine rezultatele privind actiunea infectiei virale si razelor gama solitar sau In asociere la toate
etapele de obtinere a somaclonelor de orz de primavara prin morfogeneza indirecta. Sunt expuse
rezultatele experimentdrii si selectarii mediilor optime pentru initierea si intensificarea
procesului de calusogeneza si morfogeneza din embrionii imaturi de orz de primavara, prelevati
de la donori netratati, iradiati si infectati. Este demonstrat impactul VMDO si razelor gama
solitar sau in complex asupra frecventei calusogenezei, morfogenezei si regenerarii, precum si a
potentialului de regenerare, fertilitatii somaclonelor de orz, cu evidentierea puterii de influenta a
surselor de variatie (virus, radiatie gama, genotip si interactiunea lor); apreciat efectul infectiei
virale §i razelor gama, solitar si in asociere asupra indicilor citogenetici in celulele calusale de
orz de primavara in baza evaluarii indicelui mitotic, cota celulelor cu aberatii. Sunt prezentate
rezultate privind evaluarea actiunii virusului si razelor gama asupra indicilor biochimici, si

anume polimorfismul peroxidazelor extrasa din explantele calusale si regeneranti.
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Capitolul 4 ,Evaluarea impactului virusului si radiatiei asupra variatiilor
somaclonale la orzul de primavara” include rezultatele evaluarii rolului actiunii asociate si
separate a iradierii gama i infectiei virale in inducerea variatiilor morfologice la somaclonele
(SCo-SC») de orz de priméavara, in baza analizei comparative a spectrului de variatii morfologice
si cotei de variatii morfologice la regeneranti si descendentii acestora. Este expusd analiza
evaluarii influentei VMDO si radiatiei gama, solitar sau in comun asupra variabilitatii
caracterelor biomorfologice la regenerantii (SCo) si descendentii (SC1-SC3) de orz si stabilirii
contributiei surselor de variatie a genotipului, virusului, razelor gama si interactiunii lor. Sunt
prezentate rezultatele identificarii genotipurilor cu 1insusiri agrobiologice nespecifice
genotipurilor initiale si evaluarea formelor de orz de primavara (SC2-SC3), evidentiate din
formele cu cele mai expresive variatii agro-morfologice, aprecierii polimorfismului proteinelor
de rezerva la formele de orz de primavara (SC2-SC3), selectate din somaclonele cu insusiri
agrobiologice valoroase obtinute de la forme supuse actiunii infectiei virale si iradierii gama.

Capitolul 5 ,,Evaluarea actiunii comune si separate a infectiei virale (VMDO) si a
razelor gama in inducerea variabilititii in vivo si in vitro la orzul de primavara” contine
rezultatele privitor la analiza impactului virusului si radiatiei gama asupra caracterelor
biomorfologice la orzul de primavara pe parcursul a trei generatii (Mo-My); evaluarea
caracterelor biomorfologice la formele mutante de orz obtinute de la donatori iradiati (250 Gy)
si infectati cu virus (Ms-My); aprecierea gradului de ereditare si corelatia caracterelor agro-
morfologice la forma mutanta de orz cu spic ramificat obtinuta din somaclonele SC; iradiate cu
raze gama (100 Gy).

Concluziile generale si Recomandirile practice include rezultatele propriilor cercetari
ce argumenteaza semnificatia teoretica si valoarea practica a acestora.

Bibliografia include 305 surse din literatura de referinta la tematica abordata, inclusiv cele
mai importante lucrari stiintifice ale autorului.

Aprobarea rezultatelor stiintifice:

Rezultatele investigatiilor au fost prezentate si discutate la foruri stiintifice nationale si
internationale de specialitate: Simpozionul stiintific international ,,Conservarea diversitatii
plantelor” (Chisinau, 7-9 octombrie, 2010); Congresul al 1X-lea national cu participare
international al Societatii Stiintifice a Geneticienilor si Amelioratorilor din Republica Moldova
(Chisinau, 21-22 octombrie, 2010); Conferinta a VIII-a internationald a tinerilor cercetatori din
Moldova (Chisinau, 11-12 noiembrie, 2010); Conferinta stiintifica in memoria academicianului
A. Jacota ,,Genetica si fiziologia rezistentei plantelor” (Chisinau, 21 iunie, 2011); Simpozionul

stiintific international ,,Protectia plantelor — probleme si perspective” (Chisindu, 30-31
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octombrie, 2012); Conferinta stiintifica internationald «/25 nem co Oua poowcoenus H.H.
Basunosa», (Moscova, 10-13 iulie, 2012); Simpozionul al I11-lea stiintific national cu participare
internationala ,,Biotehnologii avansate — realizari si perspective” (Chisinau, 24-25 octombrie,
2013); Conferinta a V-a stiintifica internationald ,,Genetica, fiziologia si ameliorarea plantelor”
(Chisinau, 23-24 octombrie, 2014); Simpozionul stiintific international ,,/00 ani de la nastere a
distinsului savant si om de stat Mihail Sidorov” (Chisinau, 30-31 octombrie, 2014); Congresul
Geneticienilor si Amelioratorilor (Chisinau, 28 iunie - 1 iulie, 2015); Simpozionul al V-lea
stiintific international ,,Biotehnologii avansate — realizari si perspective” (Chisinau, 21-22
octombrie, 2019); Conferinta stiintifica nationald cu participare internationald ,,Realizari
stiintifice in ameliorare si tehnologii inovative la culturile cerealiere in contextul schimbarilor
climaterice” (Pascani, 4-5 septembrie, 2020); Congresul al Xl-lea international al geneticienilor
si amelioratorilor (Chisindu, 15-16 iunie, 2021); Conferinta a VII-a stiintificd internationala
,»Genetica, fiziologia si ameliorarea plantelor” (Chisinau, 4-5 Octombrie, 2021); Simpozionul
stiintific international al 38-lea ,,Nicolae Simionescu” (Timisoara, Romania, 4-6 noiembrie,
2021); Simpozionul al Vl-lea stiintific international ”Advanced Biotehnologies - Achievements
and Prospects” (Chisinau, 3-4 octombrie, 2022).

Cercetarile stiintifice expuse in tezd 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 variabilitatii genotipice si formarea unui potential genetic
sporit de productivitate si rezistenta al C3 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).

Publicatii la tema tezei. Rezultatele obtinute sunt relatate in 22 lucrari stiintifice
(inclusiv 10 fara coautori), 1 articol in revista din bazele de date Web of Science si SCOPUS, 1
articol in revista stiintifica din straindtate recunoscuta, 2 articole In revistd din Registrul National
al revistelor de profil, 6 articole in culegeri stiintifice, 12 teze in culegeri stiintifice, 1 brevet de

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

1.1. Genetica si analiza dezvoltirii si morfologiei la orz (Hordeum vulgare L.)
Studiile genetice ale dezvoltarii si morfologiei la orz au la baza cercetarea mutantilor
morfologici si fiziologici naturali sau indusi prin mutageneza, caracterizati printr-o morfologie,
fiziologie si dezvoltare modificatd. Formele mutante de orz sunt o sursd valoroasd pentru
intelegerea proceselor biologic complexe si fundamentale ale dezvoltarii plantelor cu scopul
exploatarii potentialului ameliorarii mutationale pentru imbunatatirea culturilor [80, 258].
Astfel, la nivel mondial, au fost adunate multiple linii mutante de orz in colectia Stocurile
Genetice ale Orzului (Barley Genetic Stocks — BGS) si conceputa Baza Internationala pentru
Genele si Stocurile Genetice ale Orzului (Barley Genetic Stocks Database), unde poate fi gasita
informatia despre formele mutante respective [119]. Cu scopul de a spori utilitatea si
accesibilitatea mutantilor morfologici si de dezvoltare, au fost create linii mutante de
introgresiune Bowman, linii tetraploide sau cu substitutie cromozomiala, linii izogene apropiate
(NILs) [91, 80, 258, 232]. Formele mutante sunt conservate in diferite banci de gene si
reprezinta resurse genetice pentru identificarea genelor si determinarea functiilor lor, intelegerea
interactiunii si reglarea acestora, izolarea si validarea genelor implicate in dezvoltarea si
morfologia orzului. Astfel, au fost izolate si descrise 754 gene responsabile de formarea
caracterelor ce tin de arhitectura plantei de orz [89], printre care si cele implicate in dezvoltarea
si morfologia spicului (vrs, int, com etc.), paiului, lastarilor secundari, frunzelor (uzu, ari, sdw
etc.) si radacinii (fer, rhl, rhp etc.) (Tabelul A 1.1). Cu toate acestea, analiza genetica detaliata si
caracterizarea la nivel molecular au atins noi performante odatd cu secventierea completa a
genomului de orz (5,1 Gbp) [176] si perfectionarea tehnologiilor omice. De asemenea este
necesar de mentionat despre importanta variatiei genetice naturale a caracterelor care a fost
utilizatd pentru cartarea locilor caracterelor cantitative (Quantitative Trait Loci — QTL)
responsabili de variatia continua a trasaturilor de importanta agronomica [265].

Unul dintre cele mai importante caractere supuse ameliorarii In procesul de domesticire a
orzului, tine de evolutia spicului si anume a rahisului nefragil, la care spiculetele fertile mature
se desprind mai greu de la noduri. Analiza genetica a stabilit ca 2 deletii in una din genele
complementare strans linkate, gena Rahis fragil 1 (Brittlerachis 1, Btrl) sau gena Rahis fragil 2
(Brittlerachis2, Btr2), sunt responsabile de transformarea spicului fragil in nefragil, prin

controlul grosimii peretelui celular in zona de dezarticulare a nodului rahisului, prin mecanisme
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moleculare care nu sunt pe deplin elucidate. Inliturarea acestui dezavantaj ale spicului la soiurile
de orz contribuie la marirea cantitatii si calitatii boabelor recoltate [214, 258]. Este important de
mentionat un alt fenotip rahis nefragil este cauzat de o mutatie punctiforma in gena Btrl [66].
De asemenea, a fost identificat un locus nou, Treabilitatea 1 (Treshability-1, thresh-1) implicat
in reglarea gradului de desprindere a boabelor de rahis [235].

Selectia formelor de orz cu rahisul nefragil, in procesul de domesticire, a sustinut
cultivarea orzului cu spiculetele laterale fertile si a contribuit la dezvoltarea soiurilor cu 6
randuri de boabe per spic [297], care produc mai multe boabe comparativ cu cele cu 2 randuri.
Interesul pentru dezvoltarea soiurilor cu un numar mai mare de boabe a dus la screening-ul
mutational extins al orzului cu 2 randuri de boabe per spic si a demonstrat ca fertilitatea
spiculetelor laterale (SL) este reglata de cel mult 11 gene [165,166].

Alelele recesive, cu pierderea functiei a 5 dintre aceste gene (spic cu 6 rdnduri, six-rowed
spike 1-5,vrs1-5) au fost identificate, caracterizate si descris rolul in convertirea in mod
independent a spicului cu 2 randuri in spic cu 6 randuri, determinand fie fertilitatea partiala, fie
completd a SL [94, 144, 297].

Toate genele Vrs, cu exceptia Vrsl au gene omoloage sau ortoloage in alte plante de
cultura precum porumbul, graul, orezul etc. Toate genele Vrs reprima fertilitatea SL 1n stadiul de
initiere a carpelei si aristelor. Astfel, expresia inaltd a genelor Vrsl, Vrs4 a fost detectata
predominant in primordiile SL in stadiul timpuriu de dezvoltare, iar exprimarea genei Vrs2 in
regiunea centrala si bazala a spicului, in primordiile florilor si in mugurii lastarului [94, 288,
297]. Manifestarea genei Vrs3 a fost evidentiata in toate tesuturile spicului in stadiul timpuriu de
dezvoltare, in glumele SL, in partea centrala si distald a rahisului in stadiile ulterioare [56].
Recent, a fost determinat ca expresia genei Vrs5 este inaltd in stadiile primordiilor staminelor si
a lemei, si cea mai puternica in stadiul primordiilor aristelor [73].

De asemenea, in rezultatul secventierii genelor Vrsl-5 au fost stabilite functiile genelor
respective in stadiile tarzii de dezvoltare ale spicului. Aceste gene nu doar determind tipul
spicului dupd numarul de randuri de boabe per spic, dar regleazd numarul componentelor
spicului si pot fi utilizate pentru a mari si mai mult productivitatea de boabe la orz [240]. Pe
langa genele mentionate anterior, dezvoltarea si fertilitatea SL este reglatd si de alte gene, care
determina reducerea puternica a organelor SL pana la nivel rudimentar [144, 289 ] (Tabelul A
1.1).

Dovezile recente sugereaza ca genele implicate in dezvoltarea SL pot influenta dezvoltarea
boabelor, trasaturile de pre-recoltare, dispersia si germinarea boabelor. Astfel, reducerea

extremd a SL la mutantii deficiens a marit dimensiunea boabelor pentru spiculetul central (SC),
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lar introgresiunea alelei vrs3 in fondul genetic vrs4 a cauzat pierderea identitatii spiculetului, si a
determinat uniformitatea marimii boabelor din SL, in raport cu SC. Introducerea acestei alele in
fondul genetic vrs5 a dus la micsorarea numarului de lastari secundari si marirea greutatii
boabelor [55, 94, 229]. Evaluarea detaliatd a genelor ce regleaza dezvoltarea SL si rezultatele
obtinute au contribuit la analiza arhitecturii ramificate a spicului controlatd de genele spic
ramificat cu multe randuri (poly-row-and-branched spike, prbs), spic compus (Compositum,
Com2, Coml). Aceastd gena determina formarea meristemelor in partea de mijloc a spicului cu
sase randuri de spiculete fertile [238]. In rezultatul cercetirii retelei moleculare de interactiune la
nivel de proteind-proteind in care este implicatd gena Vrs5, s-a stabilit cd aceastd gena
interactioneaza cu genele Com1 si Int-h [75]. In plus, s-a determinat ci cele mai proeminente
schimbari ale expresiei genelor ce codifica identitatea meristemului, precum gena Com1, au avut
loc in spicele ramificate Hvmads1 in stadiul Z 30-31 (spic la 1 cm), la temperatura de 25°C, ceea
ce sugereaza implicarea acestor gene in termoreglarea morfogenezei spicului de orz si ca gradul
de expresie al caracterului spic ramificat este dependent de temperatura mediului [156]. Este
necesar de mentionat ca, recent a fost descoperita o noud gena recesiva spic ramificat Yunnan
(Yunnan branched-spike, Ynbs-1) responsabila pentru ramificarea spicului golas cu 6 randuri de
boabe. In aceeasi regiune, au fost identificate mai multe gene candidate pentru generarea
spicului cu spiculete supranumerate, sporirea numarului de spiculete, rata de legare a boabelor
[270].

Datele cu privire la evaluarea genelor ce regleaza identitatea meristemei spiculetelor in
spicul de orz sunt importante pentru elucidarea mecanismelor genetice ce stau la baza
arhitecturii spicului, identificarea genelor candidate implicate in reglarea identitatii spiculetelor
si pot fi utilizate pentru dezvoltarea fenotipurilor de orz cu spice ramificate [94, 270].

De asemenea, prezenta aristelor, extensii apicale ale lemei spiculetelor, contribuie direct la
sporirea marimii si greutdtii boabelor datoritd activitatii lor fotosintetice. Unul din principalele
obiective ale ameliorarii genotipurilor de orz furajer este crearea de soiuri nearistate sau cu un
anumit tip de ariste, fara a reduce productivitatea boabelor. Pana in prezent, dezvoltarea aristelor
a fost bine analizata genetic si a fost creatd o colectie mare de forme mutante care sunt grupate
in dependentd de lungimea si morfologia aristelor. Desi au fost cartografiate si descrise multe
gene mutante implicate in dezvoltarea aristelor doar trei gene au fost analizate aprofundat,
identificate molecular: Kapl, vrsl si Lks2 (Tabelul A 1.1). Gena mutanta Kapl determina
caracterul arista Tn forma de gluga atasatd de lema si poate contine o inflorescenta suplimentara
cu polaritate inversa. Se considera ca formele cu ariste scurte prezintd un avantaj adaptiv in

conditii umede. Analiza interactiunii dintre gena Kap! si lks2 a stabilit cd gena Iks2 este recesiva
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si epistatica fatda de Kapl. Efectele genetice ale acestor gene asupra diversitatii aristelor sunt
multiplexate si includ efectul complementar, cumulativ, duplicat, epistatic recesiv, epistatic
dominant si inhibitor si modifica raportul de segregare mendelian. Interactiunile genice excesive
creeaza o sarcind provocatoare pentru cartografierea genetica si impune dezvoltarea strategiilor
specifice pentru cartografierea genelor cu efecte interactive. Intelegerea mai aprofundati a
interactiunilor genelor va facilita descifrarea mecanismelor genetice care stau la baza diversitatii
si dezvoltarii aristelor la orz si va permite crearea de soiuri noi de orz cu productivitate si
adaptabilitate imbunatatite in diferite conditii ale mediului [124, 125].

Odata cu asocierea reducerii densitatii spicului, caracter selectat in timpul domesticirii
orzului, cu productivitatea inalta a boabelor a fost initiata analiza genetica aprofundata a genelor
respective si s-a demonstrat cd genele majore care regleazd lungimea internodurilor rahisului,
spic dens (dense spike, dsp), Zeocritonl (Zeol-3) determina expresia caracterului Spic compact.
Mutatii non-sinonime si sinonime au fost depistate la liniile Erectoides, dense spike.av, Zeol-3,
Pyramidatum (Pyrl-3). S-a determinat ca aceste gene cauzeaza efecte pleiotrope, inclusiv
cleistogamie si schimbari dependente de haplotip, precum reducerea 1ndltimii plantelor de orz
(Tabelul A 1.1) [114]. Recent, a fost demonstrata conexiunea intre doud gene separate Ert-c si
Ert-d, cu efect aditiv asupra arhitecturii spicului, ceea ce sugereaza ca sunt implicate in diferite
cal moleculare de actiune sau sunt active in diferite perioade ale dezvoltarii spicului. Genele
respective determind expresia caracterelor spic compact, pai rigid si scurt. Aceste date ar putea fi
utilizate pentru suplinirea cunostintelor despre interactiunea dintre gene si functia genelor,
combinate cu seturi mari de marker pentru proiectarea detaliata a arhitecturii spicului [162, 220].

Este necesar de relatat ca, selectia caracterului boabe golase determinat de deletia in
locusul nud a contribuit la utilizarea pe larg a orzului in alimentatie. De asemenea, datorita
nivelului ridicat de proteine si B-glucani (reduce colesterolul in sdnge, obezitatea viscerald) este
considerat un aliment dietetic si inalt nutritiv [35]. Gena functionald Nud controleaza formarea
unui strat de cimentare intre pericarp si lema, precum si intre pericarp si palee. Expresia acestei
gene are loc in perioada de dezvoltare a bobului In tegument. Mecanismul de formare a stratului
de cimentare nu este pe deplin inteles [96, 291].

Prin combinarea mutantilor semi-pitici cu arhitectura plantelor modificatd in mod
specific si cu ajutorul agrotehnologiei imbunatatite a fost majoratd spectaculos productivitatea
orzului si graului, determindnd succesul revolutiei verzi in secolul XX [112]. Pana in prezent,
utilizarea mutantilor respectivi in procesul de ameliorare este cruciald pentru dezvoltarea
soiurilor moderne. Caracterele plantelor de orz, talia redusd si pai rezistent la cddere sunt

controlate de peste 30 de tipuri de gene mutante identificate, dintre care cele mai importante
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sunt: semiwarf 1 (sdw 1), uzu dwarf (uzul, pai scurt), breviaristatum-e (ari-e), Slender (SIn1,
arhitectura de plantd semipiticd) care modifica cdile de biosinteza si transductie a semnalului
giberelinei si brasinosteroizilor [57, 278]. La nivel de ADN au fost identificate doar genele uzul
si sdwl [132]. Gena Sdwl este asociata cu mai multe caractere agronomice critice precum
perioada de inflorire, productivitatea si calitatea boabelor, numarul de frati fertili, care variaza in
dependentd de conditiile mediului si fondul genetic [149, 155, 257]. Pe cand, mutantul semi-
pitic uzul este cauzat de mutatia missense a unei singure substitutii nucleotidice in gena care
reduce sensibilitatea la brasinosteroizi [63]. Recent, s-a demonstrat ca mutantii semipitici ce
poseda alela uzul.a (sensibila la temperaturd) prezinta tolerantad sporita la secetd, independenta
de fondul genetic 1n care este introgresatd gena respectiva si poate fi considerata o alternativa in
viitoarele programe de ameliorare [76, 105]. Mutantii pitici dominanti SInl de obicei sunt
nesensibili la aplicarea giberelinei si sunt utilizati pentru elucidarea mecanismelor de
semnalizare a giberelinei in care este implicatd proteina SLN [57]. Similar, mutantul ari-e
prezintd nereceptivitate fatd de giberelind si are efect pleiotropic pozitiv asupra marimii si
productivitatii boabelor, perioada de inflorire, prezentind toleranta la salinitate [149, 272]. in
plus, studiile genetice recente ale interactiunii genelor sdwl si ari-e si impactul combinatiilor
asupra unor caractere agronomice valoroase, au stabilit efectul aditiv al acestor gene pentru talia
plantei, care s-a redus cu pana la 27 cm si stimularea productivitatii boabelor cu 20% (sdw1l) si
28% (sdwl x ari-e) [71]. In rezultatul unei revizuiri ample a genelor semi-piticismului ce reduc
semnalul giberelinei, Cheng J. et al. (2022) sugereaza analiza functionala, editarea si
identificarea de noi alele functionale implicate in semnalizarea giberelinei cu ajutorul noilor
tehnologii de editare a genomului intr-un mod eficient si rapid [59].

Succesul utilizarii genelor semipitice in culturile cerealiere este determinatd Tn mare
parte de marirea numarului de frati fertili per planta. Infritirea este o trisatura foarte complexa si
dinamica ce determinad arhitectura plantei, strans asociata cu potentialul productivitatii boabelor
si adaptarea la conditiile mediului, reglata prin sinergia factorilor endogeni (genetici, fiziologici,
moleculari) si exogeni (de mediu) [126, 224]. Dezvoltarea fratilor la orz a fost caracterizata la
mai multi mutanti grupati in 4 clase: ) fara frati (cul2); II) cu putini frati (Intl, als1, cul4, eli-a);
IIT) cu un numar moderat de frati (int-b, uzul) si IV) cu un numar mai mare de frati (hntl, gra-a,
sdwl, mndl/6, vrs 5/int-c, Grassy, HvD14) (Tabelul A 1.1) [224]. Genele implicate in
determinarea numarului de frati au efecte pleiotrope, epistatice asupra mai multor caractere
vegetative. Astfel, pand 1n prezent au fost izolate si identificate doar 10 gene (inclusiv genele
Uzul, Sdwl, Vrs1/5 relatate anterior). Gena Lntl are un rol crucial in dezvoltarea si cresterea

slaba a mugurilor axilari si formarea fratilor secundari [67]. Gena Cul4 afecteaza mai multe
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aspecte ale dezvoltarii lastarilor secundari, numarul de meristeme axilare si formarea mugurilor
secundari pe lastarii primari, precum si controlul dezvoltarii ligulei [256]. Eli-a regleaza
numarul fratilor, dezvoltarea ligulei, tecii frunzei [201]. Mnd4/6 regleazd numarul de lastari
secundari, internoduri, dezvoltarea si numarul frunzelor, indltimea plantei [174]. Hntl
controleaza dezvoltarea fratilor, latimea frunzelor. Deletia de 2 pb al acestei gene este
responsabila de fenotipul mutant care se caracterizeaza prin numdrul mare de frati, frunze
inguste si inaltimea redusa a plantei [285]. HvD14 represeaza ramificarea lastarilor, de asemenea
reduce talia plantei. lar gena Opsl regleaza numarul lastarilor si arhitectura spiculetelor [80].
Pentru genele Opsl, HvD14, Lntl, Uzul, Sdwl,Vrs5 au fost determinate genele ortoloage in
plantele de cultura precum orezul si porumbul.

Odata cu necesitatea credrii fenotipurilor de orz cu un numar echilibrat de frati,
prezinta interes major evaluarea minutioasa a genelor mutante implicate atat in marirea, cat si in
micsorarea numarului de frati, precum si interactiunea dintre genele respective si alte gene ce
determina caractere morfologice si agronomice importante. Astfel, in rezultatul interactiunii
mutantilor de orz cu infratire joasa sau fara infratire (als sau cul2) cu mutantii cu infratire inalta
(gra-a sau mndl), toate plantele hibride au produs fenotipul cu numar scazut de frati sau fara
frati, ceea ce sugereaza despre comportamentul epistatic al genelor respective asupra celor ce
determind numarul mare de frati [200, 285]. De asemenea, combinarea mutantului eli-a
(infratire joasd) cu mutantul cul2 (fara frati) a dus la formarea hibrizilor ce aveau cel putin un
frate, indicand despre rolul de supresor al genei eli-a [201].

Recent, a fost confirmat faptul cd genele ce controleaza tipul spicului dupa numarul de
rand (Vrs) si sensibilitatea la fotoperioada (Ppd-H1,Vrn-H1/H3) dominad controlul genetic al
numarului de frati si influenteaza in mod constant acest caracter in diferite medii [106]. Astfel,
plantele cu 2 randuri de boabe si nesensibile la fotoperioada (ppd-H1) au dezvoltat mai multi
frati fertili decat plantele sensibile si cele cu 6 randuri de boabe.

Analiza datelor despre genele infratirii, relatate anterior, indicd asupra necesitdtii
investigarii ulterioare in scopul identificarii genelor candidate pentru mutantii valorosi si
validarea functionald a acestor gene, pentru explorarea mai multor alele ce pot fi implicate in
crearea unui numar optim de frati in conditiile variabile ale mediului pentru diferite utilizari
finale [236, 224].

Dezvoltarea frunzelor std la baza cresterii si productivitatii plantelor cerealiere si a fost
o tintd majora in procesul domesticirii si imbunatatirii culturilor. Intelegerea bazei genetice ce
determind arhitectura si caracteristicile frunzelor precum: dimensiunea, lungimea, latimea,

grosimea si dispunerea lor, poate contribui la marirea eficientei fotosintetice, adaptarii la

27



conditiile nefavorabile ale mediului, performantei, biomasei plantei si a productivitatii boabelor.
Totusi, au fost identificate foarte putine gene ce regleaza dezvoltarea si arhitectura frunzelor la
orz [34, 236]. Printre, locii mutanti bine caracterizati si implicati direct in determianrea marimii
frunzei la orz sunt: angustifolium si narrow leafed dwarfl ( fol si nld1, frunze inguste), broad
leafl (bIf1, frunze late), buclate3 (cur3, frunze lungi) si dwarfl cretl (cudl, frunze scurte) [80].
Izolarea si identificarea genelor ce codificd marimea frunzei se complicd din cauza efectelor
pleiotropice ale altor gene, precum cele ce determina arhitectura lastarului si spicului. In acelasi
timp si genele ce regleaza marimea frunzei actioneaza pleiotropic asupra organelor
inflorescentei asemanatoare cu frunza (paleea, lema, aristele). Dintre aceste gene doar doua,
NId1 si BIfl, au fost caracterizate din punct de vedere functional, oferind informatii despre
reglarea moleculara a dimensiunii frunzei la orz (Tabelul A 1.1) [236]. Fenotipul ce contine
gena mutanta ndl1l se caracterizeaza prin limb foliar ingust si inaltime redusa a plantei, lungimea
nefiind afectata [286]. Totodata a fost confirmat efectul genei Ppd-H1 asupra dimensiunii
limbului foliar la soiurile orzului de primavara si s-au identificat locii trasaturilor cantitative
suplimentare (QTL) asociate cu potentialele gene candidate [30]. Gena VRS1 are impact asupra
dimensiunii frunzelor, in diferite stadii de dezvoltare, orzul cu sase randuri de boabe are o
suprafata a frunzelor mai mare comparativ cu cea a frunzelor plantelor care au spic cu doua
randuri de spiculete [260].

Deoarece genele ce determind numarul de spiculete in spic sunt, de asemenea, cunoscute
ca afecteaza infratirea [158], intelegerea efectelor pleiotropice ale acestor gene asupra numarului
st dimensiunii frunzei este o premisa pentru a imbundtdti productivitatea plantelor. Pe langa
dimensiunea limbului foliar, un factor important pentru eficienta fotosintetica este orientarea si
unghiul frunzei, determinate de genele ce regleaza biosinteza brasinosteroizilor, precum genele
semipiticismului (uzu, ari, brh, ert) [76, 236].

Un alt caracter intens studiat este grosimea frunzei (GF), care are relatii pozitive
puternice cu capacitatea fotosintetica [253], continutul relativ de apa [23], adaptarea la conditii
aride ale mediului [212] si potentialul de productivitate [161]. Cu toate acestea, studii genetice
bazate pe masurarea directd a GF nu au fost relatate nici la un genotip de cereale pana in
prezent. De curand, au fost descoperiti 4 loci QTLcu expresie diferentiata care controleaza GF
prin masurarea directd a acestei trasaturi la orz. De asemenea a fost stabilit ca GF coreleaza
puternic cu marimea si suprafata frunzei, cu numarul de frati fertili, tipul spicului dupa numarul
de randuri, numdrul de boabe per spic si perioada inspicarii. Aceste rezultate demonstreaza
importanta acestui caracter in ameliorarea productivitatii boabelor la cereale si creeaza bazele

analizei functionale ale genelor ce regleaza GF la orz [296]. In plus, este importanti evaluarea
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bazei genetice ale organului de la limita limbului foliar precum ligula, care tine teaca frunzei
strans inchisd, opus auriculelor si astfel previne patrunderea apei, agentilor patogeni si
contribuie la formarea unghiului si orientarii frunzei [236]. La orz au fost relatate doar trei
mutanti ce afecteaza dezvoltarea ligulei: liguleless, (li, frunze fara liguld), cul4 si eli-a (genele
ce regleaza numarul de frati, mentionate anterior) [228, 229, 254, 201]. Recent a fost identificata
o noud gend candidat care determind fenotipul mutant pitic cu frunzele lipsite de ligule dwarf
liguleless (dl) care reprezinta o noua resursa genetica in studiul arhitecturii lastarului la orz [39].

Crearea soiurilor de orz cu un sistem radicular dezvoltat este un obiectiv important in
asigurarea eficientei potentialului genotipului la conditiile instabile ale mediului, in special
seceta edafica. Arhitectura sistemului radicular a primit o atentie deosebita, deoarece determina
forma tridimensionala a radacinii si, astfel a volumului solului care poate fi explorat pentru apa
si nutrienti [100, 266]. Dezvoltarea alterata a sistemului radicular a fost detectata la 72 linii
mutante de orz, care au fost grupate in diferite clase: radacini scurte, foarte scurte, scurte si
subtiri, scurte si ondulate, radacini ondulate, cu perisori scurti, cu perisori neregulati, fara
perisori, gravitropism intensificat (Tabelul A 1.1). Ulterior, au fost identificati 7 QTL ce stau la
baza trasaturilor radacinii la orz, 2 QTL ce controleazd unghiul (RAQ1-2) si 5 QTL pentru
numarul (RNQ1-5) radacinilor seminale cartografiate pe cromozomii 1H, 3H, 4H, 5H si 6H. Trei
din acesti QTL (RAQZ2, RNQ3, RNQ4) sunt colocalizati cu regiunile responsabile de adaptarea la
secetd a radiculei. Locusul RNQ3 pozitionat pe 4H este colocalizat cu locusul responsabil de
carbohidratii solubili in apa depozitati in tulpini si tecile frunzei, iar locii RAQ2/RNQ4 lincati pe
5H se afld in apropierea regiunii ce influenteaza continutul de apa in frunze. Astfel, a fost
evidentiatd colocalizarea trasaturilor supraterane si subterane (unghiul si numarul radacinii
seminale) legate de adaptarea la seceta a plantelor de orz [226]. Mai multi loci ce determina
caracterele agronomice precum indltimea plantei, continutul de proteine brute, amidon, perioada
de inflorire, numarul fratilor, suprafata frunzei precum si masa a 1000 boabe au fost colocalizate
Cu trasaturile radacinii. Aceste descoperiri oferda dovezi puternice pentru asocierea genetica a
caracterelor radicinilor seminale si celor agronomice. In plus, insusirile ce controleazi
adancimea sistemului radicular au prezentat cele mai inalte valori de heritabilitate si s-au
suprapus cu QTL-uri precum masa a 1000 boabe (MMB) [134]. De asemenea, recent au fost
identificate doua gene de reglare a unghiului radacinii la orz numite ENHANCED GRAVI-
TROPISM1-2 (EGT1-2) a caror pierdere de functie intensifica gravitropismul radicular. Mutantii
egtl-2 prezintd un unghi mai abrupt al radacinilor seminale si laterale. Aceste gene pot fi tinte
promitdtoare pentru a optimiza arhitectura sistemului radicular si a crea soiuri de cereale

potrivite pentru diferite conditii de stres abiotic [92, 143].
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Generalizdnd cele expuse constatim cd mutantii morfologici si de dezvoltare a
culturilor cerealiere, reprezinta 0 baza genetica esentiald pentru studiul mecanismelor genetice si
moleculare de reglare a formarii caracterelor de interes. Elucidarea mecanismelor ce controleaza
dezvoltarea, morfologia, variatia caracterelor in diferite conditii, precum si a conexiunilor
genetice dintre aceste caractere si alte trasaturi agronomice relevante ofera posibilitatea de a
modifica arhitectura plantelor de orz in scopul maririi productivitatii, adaptabilitatii si

rezistentei.

1.2. Variatii genetice la plantele de orz prin tehnici de cultura in vitro

Variabilitatea generatd prin cultura celulara si tisulara (VICT), poate constitui o sursa
noud, suplimentara de germoplasme dorite, disponibile pentru programele de ameliorare a
culturilor cerealiere, atita timp cat este stabila si se transmite la descendenti [7, 48, 100]. In
prezent, este cunoscut faptul ca variabilitatea plantelor regenerante in vitro, poate fi indusa atat
de novo ca rezultat al conditiilor de mediu al culturii tisulare, cat si din variatia preexistenta in
explant, predominante fiind totusi conditiile culturii in vitro. De asemenea, regenerarea plantelor
prin cultura in vitro este un proces complicat care tine de reprogramarea celulelor diferentiate
ale explantului in conditii stresogene, care modifica si afecteazd functionarea celulei la mai
multe niveluri — morfologic, fiziologic, biochimic si in final, genereaza schimbari genetice si
epigenetice la nivel molecular, care sunt/sau nu exprimate fenotipic si pot duce la imbunatatirea
sau degradarea valorii regenerantilor si descendentilor [44, 205]. Este necesar de evidentiat ca
variatiile genetice la regeneranti se manifesta prin modificari ale secventei ADN-ului
(schimbarea 1pb, tranzitia C-T, erori in timpul replicarii sau repararii ADN, deteriorari ADN
produse de specii reactive de oxigen, (SRO), raze ultraviolete (UV) etc), amplificarea genelor,
transpozitii si schimbari cromozomiale (perturbarea ploidiei, arhitecturii cromozomiale, precum
duplicari, translocatii, deletii si inversii ale segmentelor cromozomiale). In plus, unii autori
[137] au remarcat ca la regenerantii derivati din cultura tisulara in vitro frecventa modificarilor
in arhitectura cromozomilor este mai mare comparativ cu aberatiile numerice cromozomiale
[44]. Privitor la variatiile epigenetice, acestea au fost raportate in timpul diferentierii si
dediferentierii celulare in sistemele de regenerare a plantelor, fiind insotite de schimbarea
organizarii cromatinei, modificarea gradului de metilare a ADN-ului, activarea si migrarea
elementelor transpozabile (ET). Astfel, s-a determinat ca formarea calusului in conditiile culturii
de tesuturi este supusa controlului epigenetic [155] si in timpul formarii acestuia a fost
constatata activarea hipometilarii secventelor nucleotidice ale ADN-ului, in pozitiile simetrice

(CG, CHG) si asimetrice (CHH; unde H este A, C sau T) [290]. De asemenea este important de
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indicat cd in unele cazuri modificérile in metilarea ADN-ului au fost transmise regenerantilor si
descendentilor acestora in dependentd de genotipul plantei [108, 293]. In plus, la regenerantii
plantelor cerealiere (secard, orz, triticale, griu, orez, porumb) s-a atestat coexistenta
schimbarilor genetice si epigenetice generate prin cultura in vitro [40, 43, 44, 159, 169, 271,
289]. Prin urmare, in prezent, VICT este un fenomen bine stabilit al oricarei schimbari care
afecteaza genotipul sau fenotipul plantei in timpul regenerarii in vitro si daca modificarile sunt
mostenite stabil prin ciclul generativ, acestea, sunt definite ca variatie somaclonala (VS) desi
termenii de VITC si VS, deseori sunt utilizati drept sinonime [43, 169, 205]. In acelasi timp, este
esential de remarcat ca notiunea de VS a fost introdusa de Larkin si Scowcroft (1981), si
Ulterior, In dependentd de tipul tesutului si celulelor din care provine variatia printre
regeneranti, VS a fost clasificatd in gametoclonala (din celule gametice — ovule, microspori),
androclonala (stamine, antere, filament, polen), ginoclonalda (carpela, stigma, stil, ovar, ovule),
protoclonald (protoplasti) si caliclonald (calus) (Figura 1.1) [51, 130, 154, 276]. in sens larg,
VS cuprinde schimbarile la nivel de cultura celulara care a fost utilizatd pentru selectarea liniilor
celulare vegetale tolerante sau rezistente la salinitate, metale grele, boli, erbicide, etc. [45].
Luand in considerare obiectivele tezei de doctorat, o atentie speciala a fost acordata
studiului  privind variatia caliclonald la regenerantii de culturi cereale, in particular, de orz.
Printre primele date despre expresarea VS si caliclonala la regenerantii de orz se refera
comunicirile expuse de Orton (1980). In rezultatul cercetarilor sale au fost evidentiate schimbari
genetice (rearanjamente cromozomiale, poliploidii, aneuploidii) in cultura celulara a

regenerantilor de Hordeum vulgare L., H. jubatum L. si hibrizii lor interspecifici [206].
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Fig.1.1. Tipuri de variatie somaclonala prin tehnici in vitro
(dupa [274] cu modificari).
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Ulterior, a fost demonstratd prezenta variatiei genetice la somaclonele (SC2-233-4) de H.
spontaneum L., la nivel molecular, si anume — deletia a douad fragmente spacer intergenice ale
moleculei ADNr si variatii ale spectrului polipeptidic al hordeinelor B si C, desi nu au fost
observate diferente fenotipice evidente. Aceste variatii pot fi rezultatul pierderii unui fragment
cromozomial si, respectiv, modificarii organizarii genelor ce codifica hordeinele. Este necesar
de mentionat ca variatii ale ADNmt nu au fost atestate la regenerantii si descendentii acestora
[54]. Mai tarziu, alti autori au relatat despre schimbari in ADNmt la regenerantii Rz de H.
vulgare L., s. Ruen si s. Jubiley, precum si polimorfismul moleculei ADN-ului si al hordeinelor
B, C. De asemena, s-au evidentiat variatia caracterelor agromorfologice si au fost selectate linii
de orz timpurii, cu talie inaltd sau joasa, cu productivitate sporita a boabelor [37]. Rezultate
similare, au fost obtinute la regenerantii Ro.7 ai diferitelor genotipuri si soiuri de orz. In plus, la
unele dintre aceste soiuri s-au evidentiat mutatii ale ADN-ului cloroplastidic, schimbari
epigenetice si variatii genetice ale unor caractere agromorfologice valoroase. Totodata, este
important de remarcat ca prin variatia caliclonald au fost obtinute diferite linii de orz tolerante si
rezistente la diferiti fungi si erbicide. Cu toate acestea, unicul soi de orz de primavara inregistrat
in Canada, generat prin VS (caliclonald) este s. AC Malone (orz alimentar, spic cu 6 randuri),
care a fost selectat din 3 linii (S. Leger) inalt productive si rezistente la fainare [157]. Aceasta
realizare demonstreaza posibilitatea de a obtine prin variatia caliclonald la orz soiuri inalt
productive, rezistente la boli. Totalizand cele expuse in ceea ce priveste VICT la orz, putem
afirma ca desi In prezent sunt putine linii $1 soiuri noi cu caractere agronomice importante
produse prin exploatarea VS, totusi VS reprezintd o sursda majora de variabilitate genetica si
epigenetica la plantele cerealiere, fapt demonstrat prin realizarea unui numar mare de forme si
soiuri la grau si orez in baza acestei tehnici [88]. In plus, cercetarea minutioasi la nivel
molecular a mecanismelor genetice si epigenetice desfasurate la regenerantii de orz [43, 187,
203, 204, 205], precum si interactiunea dintre procesele moleculare si biochimice implicate in
generarea VS, vor facilita Intelegerea acestui fenomen complex si functionarii celulei in conditii
de cultura in vitro. Aceasta va permite identificarea genelor asociate cu caractere unice ale
somaclonelor, va spori manipularea mai eficientd a acestei surse de variabilitate si va eficientiza
utilizarea ei in procesul de ameliorare a culturilor agricole. De asemenea a fost demonstrat ca
VS combinatd cu alte surse de variatie genetica precum factorii mutageni chimici sau fizici

[190] contribuie la cresterea frecventei mutatiilor la plantele cerealiere, prin urmare si la orz.
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1.3. Variabilitatea genetica indusa la orz prin mutageneza fizica si chimica

Utilizarea mutagenezei artificiale pentru largirea variabilitatii genetice existente si
inducerea unor variatii ereditare noi la orz a fost initiatd de catre geneticienii suedezi Hermann
Nilsson-Ehle si Eke Gustafsson (1928), prin iradierea soiului Gull cu raze X si UV.

Surse importante ale variatiilor genetice in orice organism, inclusiv la plante sunt
recombinatiile si mutatiile. In rezultatul tratamentului cu razele X si UV a semintelor de orz au
fost evidentiate primele aberatii cromozomiale (fragmente, fuziuni si translocatii), mutatii
clorofiliene si ulterior mutantii viabili Erectoides.

Mutatiile clorofiliene sunt cele mai obisnuite modificari induse de diferite tipuri de
radiatii la orz si primii indicatori ai eficientei rearajamentelor genetice. Astfel, a fost obtinuta o
gama larga de mutatii clorofiliene care conform Lundgvist U. (1992), au fost clasificate in 7
categorii (Tabelul A 1.2) [167].

Primii mutanti viabili Erectoides se caracterizau prin spice dense, compacte si erecte, cu
paiul mai scurt si gros, morfologic se asemanau cu plantele de orz variatia Erectum, care se
distingeau usor de spicele normale ale soiului initial Gull, ce apartine variatiei Nutans. Pe langa
acesti mutanti a fost posibila izolarea altor mutanti morfologici si fiziologici considerati foarte
valorosi: inalt productivi, cu paiul rigid, paiul lung, maturitate precoce, capacitate de infratire,
schimbari in spic, boabe si ariste, schimbari in pigmentare etc.

Ulterior, experimentele cu utilizarea razelor X si UV au fost extinse prin aplicarea altor
tipuri de mutageni fizici, cum sunt: razele gama (acute si cronice, produse de izotopii ®°Co
5i*3’Cs), neutronii (rapizi si termici), electronii, protonii, razele-a din radon, razele-g din P si
S%, fasciculii de ioni si in final — folosirea mutagenilor chimici: iperita, agentii oxidanti si alchil,
epoxide si epimine, purine, sulfatii organici si sulfonatii, compusii nitrati, derivatii purinelor si
acridinelor, azida de sodiu si multi alti agenti mutageni. In rezultatul utilizarii mutagenilor fizici
si chimici mentionati anterior, a fost adunatd o colectie mare de mutanti morfologici si
fiziologici (aproximativ 12 000 de diferite alele mutante doar din programul de cercetare a
mutatiilor din Suedia), cu o gama foarte larga de variatii. Toate formele mutante ale orzului au
fost incorporate in Nordic Genetic Resource Center (NordGen) Sweden, majoritatea fiind
analizate genetic i agronomic [168].

Mutantii orzului sunt clasificati utilizind un sistem de clase ierarhice. Lundgvist U.
(2014) a enumerat 5 clase principale si 12 subclase conform diferitelor caractere: 1) morfologia
spicului si spiculetelor; 2) lungimea si formarea aristelor; 3) perioada de maturitate; 4)
compozitia ceroasa epiticulard; 5) limbul foliar; 6) lungimea si compozitia paiului; 7) formarea

si dezvoltarea bobului; 8) arealul de crestere; 9) pigmentare; 10) intensitatea clorofilei; 11)
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mutanti dubli intermedium; 12) rezistenta la fainare cu 95 tipuri de diferiti mutanti (Tabelul A
1.3) [168]. Din grupele mutante obtinute au fost selectate formele cu caractere ce prezinta
interes agronomic (precocitate, rigiditatea paiului, productivitate inalta, semipiticism, continutul
de proteine si rezistenta la stresul biotic si abiotic etc.) si incluse in programele de ameliorare a
soiurilor de orz.

In cadrul programelor de ameliorare din intreaga lume (31 tari), prin mutageneza directa
si indirecta au fost realizate oficial 307 soiuri mutante de orz (Baza de date a soiurilor mutante
AIEA/FAO) [http://mvd.iaea.org], care au favorizat dezvoltarea agriculturii, securitatii
alimentare si nutritive la nivel mondial.

Prin mutageneza directd, ca rezultat al utilizarii diferitilor agenti mutageni fizici si
chimici, au fost obtinute 60 varietati de orz. Tratamentul semintelor de orz cu mutagenii chimici:
azidul de sodiu (NaNs), etilnitrosoureea (NEU, ENU), metilnitrosoureea (NMU, MNU),
etilmetansulfonatul (EMS), dietilsulfatul (dES) etilenoxidul (EO), etilenimina (EI),
dimetilsulfoxidul (DMSQO), oxidul de berilium (BEO), bromodeoxiuridin (BdrU), in diferite
concentratii (0,038-1,5%) si timpi de expunere (3,5; 12; 18 ore) a condus la obtinerea a 21 soiuri
mutante de orz. Prin aplicarea mutagenilor fizici, diferite tipuri de radiatie ionizanta [razele-X
(7,35-200 Gy), razele-y (10-400 Gy), neutronii rapizi si termici], au fost realizate 32 soiuri de
orz. Prin urmare, peste 60% de varietati de orz inregistrate in stocul genetic al bazei de date a
soiurilor mutante AIEA/FAO, au fost obtinute prin folosire directa a mutagenilor fizici
respectivi.

In timp ce mutagenii chimici sunt utilizati cu precidere pentru inducerea mutatiilor
punctiforme, mutagenii fizici induc leziuni severe, asa ca rupturi Sau rearanjamente
cromozomiale. Dupd cum a subliniat Mba (2013), este de remarcat cd frecventa si tipul
mutatiilor sunt rezultatele directe ale dozei si duratei de expozitie sau administrarii mutagenului
decat a tipului lor [178]. In final, alegerea mutagenului este bazatia mai des pe circumstantele
particulare ale cercetatorului, asa cum sunt siguranta si facilitatea utilizarii, disponibilitatea
mutagenilor si tesutului potrivit, eficacitatea in inducerea anumitor alterari genetice, costul si
infrastructura disponibila [202].

Mutagenii chimici, fiind in general cancerigeni, solicitd masuri suplimentare de ingrijire
mutageni fizici sunt mult mai mici. Avantajul major al utilizarii mutagenilor fizici in comparatie
cu cei chimici este gradul de precizie si reproductibilitatea suficientd. Printre mutagenii fizici,
neutronii au o capacitate mai joasa de penetrare comparativ cu razele X si gama, dar cauzeaza

leziuni serioase materialului genetic. Desi eficacitatea neutronilor in calitate de mutageni a fost
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demonstrata, in special pentru inducerea pe larg a deletiilor in molecula de ADN, aplicarea lor
este limitata [202]. Astfel, rata soiurilor mutante de orz realizate prin radierea cu raze gama
constituie 59%, raze X si neutroni cate 20,6% din numarul total de varietdti obtinute prin
expunerea la radiatiile ionizante respective [115].

Evaluarea spectrului de insusiri valoroase ameliorate la soiurile mutante de orz obtinute
prin mutageneza fizica directd, incluse in baza de date AIEA/FAO a dus la evidentierea faptului
ca majoritatea trasaturilor (lungimea si rigiditatea paiului, maturitatea, productivitatea, rezistenta
la polignire, la variatia temperaturii mediului) au fost modificate prin aplicarea celor trei tipuri
de radiatii. Astfel, in rezultatul aplicarii razelor X (94 Gy, 100 Gy) au fost obtinute soiurile
mutante inalt productive: Vienna, rezistent la fainare si Diamant, cu calitatea imbunatatita a
boabelor si maltului — ambele rezistente la polignire. Prin iradiere cu razele X (200 Gy; 7,5 Gy)
au fost create doua soiuri de orz: Mari (mat-a8,) — un mutant extrem de precoce, termo- si foto-
insensibil; Pallas — mutant Erectoides 32 (ert-k) cu paiul rigid, rezistent la polignire si inalt
productiv. Soiul mutant Jutta, ce se caracterizeaza prin rezistenta ridicata la temperaturi joase si
polignire, cu boabe de calitate inalta, a fost obtinut prin tratarea semintelor de orz cu raze X (100
Gy). Pe calea iradierii semintelor uscate de orz a fost creat soiul mutant timpuriu Amagi Nijo 1
(raze X, 200 Gy), cu pai scurt (10-15 cm). In urma tratamentului cu raze X a materialului
semincer umed au fost realizate soiurile inalt productive Balder J (60 Gy), cu spicul rezistent la
germinare, conditii nepretentioase pentru crestere, tolerant la seceta si Hankikjas Aopo (seminte
hibride), cu pai scurt, rigid si capacitate mare de infratire. Ca urmare a iradierii cu neutroni a
semintelor de orz, au fost produse soiuri mutante cu caractere ce nu au fost inregistrate la
varietatile rezultate in urma aplicarii altor surse ionizante si anume: boabe golase, ariste moi sau
fragile, continut inalt de proteine, usor de treierat, rezistente la taciune. Astfel, prin tratarea
semintelor de orz cu neutroni rapizi (3 Gy, 6 Gy) au fost izolate soiurile cu pai tare: Alf, talie
joasa si Shua, inalt productiv, cu continut inalt de proteina, rezistent la polignire. Expunerea
boabelor de orz la actiunea neutronilor termici a dus la izolarea soiurilor precoce, rezistente la
patulire: RDB-1, mutant pitic, cu productivitate marita si necesitati minime de apa; Radiation,
plante cu boabe golase, pai scurt, productivitate stabila. Soiul de primavara Bonneville 70, cu
boabe albe dispuse in sase randuri per spic, usor de treierat (ariste fragile), rezistente la taciune a
fost dezvoltat in rezultatul folosirii neutronilor termici. De asemenea, prin tratamentul
semintelor de orz cu acesti neutroni a fost obtinut soiul Pennrad, mutant aristat, cu gene
recisive, rezistent la temperaturi joase.

Peste 80% din soiurile noi de plante mutante de orz realizate prin mutageneza Chimica
directd au fost induse de catre agentii de alchilare (NEU, EI, EMS, NMU, DES, EO), care
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reactioneaza cu ADN-ul prin alchilarea gruparilor fosfat precum si a bazelor azotate purinice si
pirimidinice. Acesti agenti sunt compusii chimici aplicati cel mai frecvent in mutageneza
plantelor. Ei provoacd orice tip de mutatii punctiforme — tranzitii, transversii, deletii si
modificarea cadrului de citire si o frecventare relativ majora de aberatii cromozomiale care
cauzeaza diferite rearanjamente cromozomiale [252]. Acesti mutageni duc la deteriorarea ADN-
ului prin transferarea unei grupe de metil sau etil (-CHzs, -C2Hs) la atomii de oxigen si azot ai
bazelor nucleotidice. Cu ajutorul acestor agenti se poate obtine un spectru larg de leziuni, efectul
biologic al acestora variind de la usor daunatoare pana la cele care duc la moartea celulelor. La
orz, 42,8% din soiurile mutante obtinute in rezultatul tratarii semintelor cu agenti alchilanti au
fost produse de catre ENU. Prin urmare, in rezultatul tratarii semintelor de orz cu solutii de ENU
au fost create soiurile rezistente la polignire: Gerelo, Badjory, Exotic, Secret, rezistent si la
temperaturi joase; Debut cu productivitate ridicata. Cu ajutorul acestui compus chimic au fost
realizate soiurile: Temp, orz furager, cu pai scurt, maturitate timpurie si rezistent la fainare;
Dobrynia-3, tolerant la temperaturi scazute si soiul precoce Stimul.

Soiul de orz de iarnd pentru silos Shirokolystnii, plante cu talia inalta, frunze late,
maturitate tarzie, productivitate ridicata, rezistente la temperaturi mici a fost obtinut prin tratarea
semintelor cu solutiec de NEU in complex cu solutia de NMU. De asemenea, prin tratarea
semintelor de orz cu solutie de NMU, a fost obtinut soiul precoce Mamluk, cu boabe mari si
productivitate marita.

Conform relatarilor mentionate de Udda Lundqvist (1992), EI s-a dovedit a fi o epimina
cu efect genetic distrugator, producand o “explozie” in genomul orzului. Cu ajutorul acestui
mutagen a fost indus un spectru deosebit de mutatii si izolati mutanti rar intalniti. Astfel, in urma
tratamentului cu solutie de EI au fost obtinute soiurile: Kormovy, Gama, inalt productiv; Araraty
7, soi precoce de orz de iarnd, cu sase randuri si soiul Fakel cu pai scurt, continut ridicat de
proteine; ambele soiuri fiind rezistente la polignire. Soiul mutant Luther cu pai scurt, inalt
productiv, rezistent la patulire si fertilizare abundenta a fost un rezultat al utilizarii compusului
chimic dES. Sulfatul de dietil s-a dovedit a fi foarte mutagen pentru orz. Rata mutatiilor produse
de acest agent de alchilare este de 10% — de doua ori mai mare decat cea indusa de radiatia
ionizata dispersata [Udda Lundqvist, 1992, p.20].

Prin tratarea semintelor de orz cu solutie apoasa de EMS (1,5%) a fost realizat soiul inalt
productiv Betina, cu pai scurt si gros, tolerantd excelenta la fainare si rezistent la cadere.
Tratamentul semintelor de orz cu EO a indus mai multe mutatii punctiforme si mai putine

aberatii cromozomiale si este considerat un compus chimic eficient in producerea mutatiilor la
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orz [167]. Cu ajutorul acestui mutagen a fost obtinuta varietatea Kharkovskii 84, cu calitati
imbunatatite destinate pentru fabricarea berii, rezistent la polignire si seceta.

Odatd cu descoperirea efectelor mutagene ale radiatiilor si mutagenilor chimici,
tratamentele combinate ale acestora au fost folosite de catre amelioratori pentru a mari frecventa
mutatiilor. Mehandjiev (2005) a raportat ca tratarea in complex a mutagenilor fizici si chimici a
indus un spectru mai larg de mutatii si a sugerat in continuare ca tratamentele combinate sporesc
schimbarile cantitative si calitative in spectrul de mutatii, marind sau micsorand astfel frecventa
anumitor tipuri de mutatii, care nu apar in spectrele tratamentelor individuale [121].

Numarul mare de forme mutante si diversitatea soiurilor obtinute prin mutageneza
directa, cu ajutorul mutagenilor fizici si chimici, demonstreaza eficienta si importanta majora a
acestor factori in inducerea variabilitatii la orz. Valoarea variabilitatii genetice induse creste
odata cu utilizarea in mod direct a soiurilor mutante de orz pentru cultivare in scop comercial,
care au influenta semnificativa asupra mijloacelor de existenta a populatiei si economiei tarii
respective.

Printre culturile mutante de orz care au fost induse direct de catre mutagenii fizici si au
contribuit considerabil la securitatea alimentara si generarea veniturilor in tarile de origine, se
evidentiaza soiurile Pennard (USA) si Balder J (Finlanda).

Soiul Pennrad obtinut in rezutatul tratarii materialului semincer cu neutroni termali este
un mutant de orz de toamna inalt productiv, rezistent la ger, cu coacere timpurie si rezistent la
polignire. A fost cultivat pe o suprafata de 100,000 ha (USA).

Soiul 1nalt productiv Balder J, realizat in urma iradierii semintelor cu razele X, cu
rezistentd Tnaltd la secetd, germinare bund si greutatea maritd a 1000 boabe, a majorat
semnificativ veniturile agricultorilor obtinute din vanzarea aproape a 1 min kg de seminte de orz
[140].

Printre muntantii de orz obtinuti in rezultatul aplicarii mutagenilor fizici sunt descrise
genotipuri cu caractere mbunatatite, prezentdnd un avantaj econimic fata de soiurile initiale.
Exemplele includ dezvoltarea varietatilor mutante inalt productive cu talie joasa: Diamant (fosta
Cehoslovacie), Golden Promise (Marea Britanie), Pallas si soiul precoce Mari (Suedia), care au
contribuit la extinderea variabilitatii genetice dorite si au influentat ameliorarea orzului la
diferite nivele.

Soiurile Pallas si Mari au fost primele varietati selectate din mutantii obtinuti in
rezultatul iradierii cu razele X a s. Bonus, aprobate oficial si cultivate in diferite tari ale Europei
de Nord, Marea Britanie, Irlanda si Spania. Soiul mutant Pallas avea paiul rigid cu 2,4 cm mai

scurt decat forma parentala, rezistent la cadere. Marimea paiului este asociatd cu numarul si
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lungimea internodurilor. Astfel, plantele de orz, s. Pallas aveau paiul alcatuit din 5-6
internoduri, iar cele ce apartineau s. Bonus — 6,7 internoduri. Aceste proprietati sunt determinate
de mutatia la locusul erectoides 32 (ert-k®?). Mutantul erectoides 32 a fost implicat intr-0 serie
de hibridari si a contribuit la realizarea a peste 12 varietati valoroase. Soiul Mari, mutant
prematurum 8 (mat-a®), ce se caracterizeazi prin maturitate precoce (termo- si foto-
insensibilitate, inspicarea are loc cu 8-10 zile mai devreme decat forma materna s. Bonus) si
semipiticism, de asemenea a fost utilizat pentru crearea a peste 16 soiuri adaptate la sezonul de
scurta duratd [115, 167]. Astfel, soiul mutant timpuriu Mona obtinut prin hibridarea cu
varietatea Mari (trei retroincrucisari), cu productivitatea mai inalta (7%), pai rigid, rezistenta la
mucegai a permis orzului sa fie cultivat in tarile ecuatoriale cu durata scurta a zilei si a extins
variabilitatea genetica si suprafetele de cultivare a orzului. Maturitatea timpurie la culturile
cerealiere este una din cele mai utile insusiri pentru cultivare in regiunile temperate reci, oferind
posibilitatea de a inflori in conditii de temperaturi joase si abilitatea de a produce culturi viabile
in regiunile secetoase. Prin urmare, soiurile mutante Pallas si Mari au imbogatit semnificativ
fondul genetic al plantelor de orz, iar derivatii acestora au extins frontierele terenurilor arabile,
fiind potrivite pentru diferite parti ale lumii si avand un impact economic deosebit asupra
productiei de orz din intreaga lume.

Cultivarea soiurilor mutante de orz semipitice Golden Promise si Diamant au avut
influentd majora asupra agriculturii din Europa, America de Nord, Asia si Australia. Fiind mai
bine adaptate la recoltarea mecanizata si stabilind valori noi de referinta pentru productivitate si
calitate, aceste soiuri au determinat utilizarea lor pe scara larga si in crearea ulterioara a noilor
genotipuri [202, 230, 243]. Aceste varietati au adaugat venituri de miliarde de dolari in industria
maltului si berii.

Cu toate ca soiurile mutante mentionate au fost reusite, crearea s. Diamant a avut cu
siguranta cel mai mare impact asupra extinderii variabilitatii orzului si ameliorarii acestuia in
unele zone majore producitoare a orzului din lume. Soiul Diamant avea o talie mai joasa cu 15
cm decat forma paterna si productivitatea cu 12% mai mare, fiind semanat pe mai mult de 43%
din suprafata cultivatd de orz din Cehoslovacia in perioada respectiva, iar cresterea totald a
productiei de boabe a fost de aproximativ 1486000 de tone [25, 202, 230]. Fenotipul semipitic al
acestui soi este determinat de mutatia locusului semi-dwarf 1 (sdwl, sin.denso). Efectul
fenotipic principal al mutatiei sdwl/denso este micsorarea inaltimii plantei cu 10-20 cm, in
dependenta de conditiile mediului. Productivitatea ridicata a soiurilor de orz ce detin gena semi-

piticismului, de asemenea este asociatd cu mutatia sdwl/denso, de exemplu, s. Maresi, obtinut
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prin incrucisare cu s. Diamant, este descris ca soi cu productivitate stabila fiind cultivat pe
solurile nisipoase caracteristice Europei Centrale [149].

Soiul Diamant a fost implicat in diferite procese de hibridizare pentru a transmite gena
mutantd a semi-piticismului si caracterele de interes agronomic si ameliorativ varietatilor de orz
din diferite regiuni ale lumii. Astfel, a fost obtinut soiul de orz de primavara Trumpf (reselectat
si realizat ca Triumph in Marea Britanie), cel mai remarcabil descendent al s. Diamant, care se
caracterizeaza prin semi-piticism, rezistenta la polignire, productivitate superioard comparativ
cu forma parentala, calitatea foarte bund a maltului, rezistentd la mucegai si rugina frunzelor
[115]. Trasaturile acestui soi se regasesc in 18 soiuri din cele 20, cultivate in prezent in Marea
Britanie. Pe langa aceasta, varietatea Triumph a contribuit la asigurarea unei surse noi de
rezistentd la patogeni prin transmiterea mutatiei mlo 9 (4HL) pentru rezistenta la mucegai, prin
crearea soiului Alexis, care a avut un impact major asupra agriculturii din Europa de Vest [115,
180, 230].

Soiurile de orz de primavara care au avut gena mutanta denso preluata de la s. Diamant
in pedigreul lor au fost cultivate in Europa pe o suprafata de 2,86 milioane ha [25].

Conform datelor din literatura si bazei de date MVD, varietatile Diamant si Trumph au
fost donatori pentru aproximativ 150 de soiuri cultivate in Europa in secolul al XX-lea. In
prezent, soiurile care posedd gena mutanta sdwl/denso sunt in genealogia majoritatii soiurilor
moderne de orz cultivate in intreaga lume [149].

Impactul economic mondial al soiurilor de orz mentionate este determinat cu certitudine
de implicarea cu succes a acestor varietati in procesele de incrucisare si transmitere ulterioara a
genelor mutante de interes, generand noi fonduri genetice importante.

De remarcat ca, in rezultatul utilizarii soiurilor mutante cu caractere de interes au fost
introduse reusit mutatiile genice care au sporit in mod semnificativ valoarea varietatilor de orz
comercializate. Astfel, gena mutanta lys 3a de la mutantul recisiv de orz Riso1508, a fost
transmisd prin incrucisare soiurilor Piggy, Lysimax si Lysiba cu continut inalt de lizina,
productivitate si greutate a 1000 boabe marita. Forma mutanta Riso1508 (lys 3a) a fost realizata
prin tratarea s. Bomi cu solutie de etilenimina si se caracterizeaza prin continutul inalt de lizina,
care a fost marit cu 45%, comparativ cu forma parentala [273].

Soiurile mutante de orz cu continut inalt de lizind sunt necesare pentru bolnavii cu
maladia ereditara celiachie (intoleranta la gluten) si fac parte din dieta lor alimentara. Boala
celiaca este cauzata de reactia autoimuna la peptidele bogate in prolamine. La nivel mondial,

numarul de persoane bolnave de aceasta maladie constituie 24,2 mil. Fiind neglijata, cauzeaza
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morbiditate si mortalitate. Unicul tratament este excluderea din alimentatie a produselor bogate
in prolamine.

Varietitile de orz ce detin gena mutanta lys prezinta importanta deosebita nu doar pentru
persoanele cu celiachie dar si pentru ameliorarea calitatii nutritive, care este benefica pentru toti
consumatorii, deoarece cerealele sunt foarte deficitare in aminoacidul esential lizina. Pe langa
aceasta, soiurile respective au contribuit la initierea cercetarilor cu scopul de a crea forme
mutante cu continut inalt de lizina si la alte culturi cerealiere, de exemplu la grau [273].
importanti la orz prin reducerea efectului antinutritional al acidului fitic. De exemplu, soiurile de
orz cu continut scazut de acid fitic sunt preferate deoarece fosforul si elementele minerale cum
ar fi fierul si zincul se depoziteaza in semintele cerealelor sub forma de fitat si nu pot fi digerate
de catre oameni si animale monogastrice, iar reducerea de acid fitic va creste semnificativ
accesibilitatea fosforului si microelementelor. in acest sens, au fost lansate doud soiuri mutante
de orz pentru productia comerciala — varietatile Herald si Clearwate. Aceste soiuri cu
productivitate excelenta in diferite conditii de cultivare si cu cantitatea redusa de acid fitic (cu
40-50%) au fost realizate in rezultatul incrucisarilor complexe, unde in calitate de forme
parentale au fost utilizati mutantii Ipa-M422, ce poseda gena mutanta recisiva Ipal-1, localizata
pe bratul lung al cromozomului 2H (s. Herald, orz furajer de primavara cu sase randuri) si Ipa-
M640, mutatia alelica cu Ipa2-1, pe cromozomul 7H (s. Clearwate, orz de primavara, cu doua
randuri de boabe golase). Ambele forme mutante de orz au fost obtinute prin tratarea cu NaNs a
soiului cu doud randuri Harrington, destinat pentru fabricarea maltului. Genele mutante
respective au contribuit la marirea cantitatii de fosfor inorganic cu mai mult de 400%. Aceste

schimbari sunt asociate cu cresterea calitdtii alimentare si reducerea impactului asupra mediului

animale [53, 221].

Cresterea productivitatii culturilor, bazata pe eficiente mai bune in utilizdrea inputurilor
agricole (ingrasaminte, pesticide, erbicide, rotatia culturilor si utilizarea masinilor agricole) nu ar
fi posibila fara soiuri destinate sa reziste la conditiile agroclimatice specifice. Culturile de orz
rezistente la erbicide au fost aprobate pe larg deoarece au mai multe avantaje in sistemele de
management al diferitelor buruieni. in asemenea conditii agricole, este evidentd importanta
varietatilor de orz tolerante la erbicide care sunt implicate in transmiterea genelor ce determina
culturii respective. Astfel, soiul de orz Scope tolerant la erbicidul imidazolinona (IMI) a fost

realizat cu ajutorul agentilor mutageni chimici si aplicarea consangvinizarii la s. Buloke (soi
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destinat obtinerii maltului). Toleranta la erbicidul respectiv a fost indusa in rezultatul mutatiei in
enzima acetohidroxiacid sintaza (ALS). Aceasta substitutie in ALS confera un nivel inalt de
toleranta doar la IMI [186, 210].

Realizarea soiurilor mutante folosite cu succes in programele de ameliorarere
combinativa si posibilitatea de a folosi diferite metode in complex, duc la cresterea importantei,
utilitatii mutagenezei; la crearea, extinderea variabilitatii genetice la orz si imbunatatirea
varietatilor cultivate. Astfel, prin mutageneza au fost create 247 soiuri mutante, ceea ce
constituie 80,4% din numarul total de plante de orz realizate oficial si incluse in baza de date a
soiurilor mutante AIEA/FAOQ. Dintre acestea, 207 de varietati mutante de orz au fost obtinute
prin hibridarea cu un mutant, 38 de soiuri — prin hibridizare complexa (doi mutanti), 2 soiuri —
iradierea materialului hibrid si 1 soi — consangvinizare combinata cu mutageneza chimica.

Varietatile mutante obtinute prin mutageneza directa si indirecta, cu ajutorul factorilor
mutageni chimici si fizici, mentionate in acest paragraf, reprezintd doar o parte din totalul
soiurilor de orz realizate si inregistrate oficial in Baza de date a soiurilor mutante AIEA/FAO.
Organizatiile FAO/AIEA mentioneazad despre numarul brut al soiurilor mutante incluse in
aceastd baza de date, creatd prin colectarea informatiei doar din surse disponibile public sau
oferite in mod voluntar de amelioratorii care au conexiune cu programele respective [89].

Exemplele mentionate in aceastd lucrare demonstreaza ca mutatiile induse in rezultatul
aplicarii factorilor mutageni fizici si chimici, sunt mijloace sigure si eficiente in crearea unei
bogate variabilitati genetice dorite la plantele de orz. Mutageneza directa si indirectd a contribuit
la extinderea diversitatii genetice prezente si la uitilizarea variatiei genetice disponibile pentru
producerea de noi forme si soiuri mutante de orz. Desi, este o tehnica veche de aproape un secol,
mutageneza indusa reprezinta o strategie de ameliorare a plantelor ieftind, robustd, verificata si
eficace care suplimenteaza metodele conventionale in scopul ameliorarii, si ofera modificari
specifice fara a altera semnificativ genotipul in intregime. Tehnicile de fenotipare, progresele in
gentica moleculara de mare capacitate si a biologiei celulare imbunatatesc eficienta acestui
procedeu. Eficacitatea creste odata cu accesibilitatea la metodele moderne de selectie.
Mutageneza indusa faciliteaza foarte mult identificarea genelor si elucidarea functiilor lor,
atunci cand genele sunt folosite in calitate de markeri genetici moleculari si sporesc ameliorarea
plantelor [178].

Aplicarea cu succes a ameliordrii mutationale la orz, cu implicarea mutagenilor
mentionati anterior ilustreaza valoarea practica si stiintifica a variabilitatii genetice induse prin
mutageneza. Prin urmare, soiurile de orz cu caractere imbunatatite, utilizate direct sau cultivate

pentru comercializare, si stocurile noi de gene cu insusiri ameliorate sau cu capacitatea
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combinativd mai buna a caracterelor de interes, generate prin valorificarea variabilitatii genetice
respective, au contribuit la securitatea alimentara si nutritionald globala. Pe langa aceasta,
varietatile mutante continud sa joace un rol-cheie in agricultura de astazi pe fundalul
dezbaterilor ce tin de siguranta plantelor modificate genetic [202].

In rezultatul valorificarii variatiei genetice prin intermediul folosirii mutatiilor induse la
orz a fost obtinut un numar impunator de date fenotipice si genotipice, expuse in baze de date,
accesibile cercetatorilor si amelioratorilor care solicitd si se bazeaza pe astfel de informatie

pentru investigatii stiintifice si implementarea acestora in programele de ameliorare.

1.3.1. Radiatiile gama — sursia de creare si sporire a variabilitatii la plantele de orz

Printre mutagenii fizici, radiatia gama este cel mai frecvent utilizatd pentru inducerea
mutatiilor si a variatiilor genetice la plantele de cultura. Formele mutante realizate direct in
calitate de soiuri noi, obtinute in rezultatul iradierii gamma, predomind in baza de date a
soiurilor mutante, iar varietatile mutante de orz constituie aproximativ 60% din numarul total de
soiuri obtinute prin aplicarea mutagenilor fizici [115]. Acest lucru se poate datora in principal
promovarii active a utilizdrii iradierii gamma de catre Organizatia Natiunilor Unite pentru
Alimentatie si Agricultura (FAO) si Agentia Internationald pentru Energie Atomica (AIEA), dar
poate fi semnificativd si din punct de vedere biologic, deoarece mutagenii fizici tind sa induca
mutatii genomice mai mari decét unii mutageni chimici si astfel pot fi create trasaturi dominante
sau mai ugor observabile cu o frecventd mai mare [131]. De asemenea, popularitatea acestui
suficiente, capacitatii de a penetra mai adanc si uniform materialul vegetal, care ulterior nu
acumuleaza radioactivitate si, prin urmare, poate fi utilizat dupa tratament fara precautii [252,
282].

Razele gama (y) pot fi utilizate prin douda modalitati, cu scopul de a induce mutatii —
iradierea acuti sau cronici a materialului vegetal. In cazul iradierii acute, materialul vegetal este
plasat intr-o celuld/camera gama si tratat cu o singura doza de radiatie, utilizand o rata a dozei
relativ nalti intr-o perioada scurti de timp. In cazul iradierea cronice, materialului experimental
este supus iradierii de lunga durata, la o ratd a dozei mai joase, In camere gama speciale, sere
sau camp, in conditii controlate de mediu, astfel incat plantele sa poata fi iradiate in diferite faze
de dezvoltare [250].

Razele y apartin radiatiilor ionizante, afecteaza materialul genetic direct (ionizarea ADN-
ului) fiind modificat ori distrus, sau indirect (radioliza moleculelor organice si apei), prin

formarea de radicali liberi si peroxid de hidrogen, care apoi actioneaza asupra materialului
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ereditar [75, 151, 177]. Radicalii liberi reactioneaza cu moleculele ADN-ului, cauzand
deteriorari in structura moleculard. Numarul radicalilor liberi formati depinde de doza totalad a
radiatiei. Majoritatea leziunilor ale ADN-ului s-au format in rezultatul actiunii indirecte a
razelor ionizante, deoarece apa constituie aproape 70% din compozitia celulei [75].

La plantele de orz razele gama produc rupturi mono- si bicatenare ale moleculei ADN.
De asemenea, printre efectele mutagene caracteristice radiatiei gama la aceastd specie, este
inducerea rupturilor cromozomiale si formarea cromozomilor dicentrici. De asemenea, razele
gama duc la incetinirea tranzitici G2-M a ciclului celular, formarea micronucleelor si deletiilor
terminale, care provin din fragmente acentrice dupa ruperea cromozomilor sau din cromozomi
intarziati ca rezultat al disfunctiei aparatului mitotic [152]. S-a confirmat ca regiunile
cromozomiale mici in pozitiile mediana si distald a bratului au fost identificate ca saituri
preferate pentru punctele de ruptura (breakpoints) a translocatiei induse de radiatia gamma la
orz. Pe langa aceasta, s-a demonstrat ca la orz, cromozomii 1, 2, 3 sau 4 au fost implicati mai
des in formarea aberatiilor cromozomiale induse de radiatia gama [152]. Evaluarea variabilitatii
genetice induse de radiatia gama (150 - 180 Gy) la nivelul moleculei ADN cu ajutorul
markerilor SSR si AFLP a evidentiat un polimorfism de 0,49% in mutantii structurali de orz
obtinuti din soiul Freya. In rezultatul analizarii stabilitatii alelelor SSR la descendentii acestor
mutanti s-a remarcat o variatie mostenita stabil Tn lungimea repetitiva (inclusiv includerea si
pierderea secventelor repetitive) la ambii loci SSR 1in trei liniile mutante. Polimorfismele
observate la liniile mutante structurale au fost gasite numai in loci cu repetari (AT)n perfecte,
situate in intronii genelor rubisco activase si waxy. Probabil, iradierea y afecteaza structura unor
loci SSR cu repetari perfecte (AT)n localizate in secventele necodificatoare ale ADN prin
includerea sau excluderea unitatilor repetate. Mostrele din locusurile SSR (AT)n la orz pot fi
instabile, ceea ce duce la o frecventa crescuta a mutatiei [263]. La fel, se presupune ca radiatia
induce evenimente care pot declansa secventele repetate mai putin stabile din punct de vedere
genetic. Prin urmare, instabilitatea genomului eucariotic indus de radiatie se manifesta in mai
multe moduri, variind de la rata inaltd de alterdri genetice asemeni rearanjamentelor
cromozomiale pana la mutatiile genice si amplificari, transformarea si moartea celulei in
descendenta celulelor iradiate la multe generatii dupa expozitie. Numarul semnificativ a
celulelor care dezvolta instabilitate genetica dupa stresul generat de radiatie si mentinerea sa
indelungata indica ca acest fenomen nu este doar un raspuns direct la deteriorarea ADN-ului
primar. Investigatiile asupra radiosensibilitafii in cazul iradierii orzului, au demonstart ca
concentratia oxigenului si cantitatea umiditatii sunt parametri importanti ai efectelor genetice

[75, 250]. Astfel, rezultatul final al efectelor directe si indirecte dupa iradiere este dezvoltarea
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alterarilor biologice si fiziologice care se pot manifesta imediat sau mai tarziu. In evolutia
acestor alterari pot fi implicate schimbarile genetice si epigenetice [75]. Prin urmare, radiatia
gama reprezintd un factor mutagen efectiv pentru producerea mutatiilor, care sunt principalele
mijloace de procreare a variabilitatii si devine un instrument puternic pentru largirea diversitatii
genetice si crearea varietdtilor de orz cu insusiri imbunatatite, si noi combinatii de caractere ce
prezintd interes economic. Desigur ca eficienta acestui mutagen este dependentd de doza, modul
iradierii si tipul tesutului tratat. In acest fel, prin aplicarea directa a radiatiei y au fost obtinute si
inregistrate oficial in baza de date MVD diferite soiuri mutante de orz cu proprietati net
superioare ce tin de productivitate, calitate, arhitectura plantei, rezistenta la diferite boli si
adaptabilitate (Tabelul A 1.3).

Unele din soiurile mutante de orz reprezentate in acest tabel, sunt recunoscute pentru
impactul socio-economic deosebit si contributia lor la imbunatatirea productivitatii, calitatii
nutritive, comoditatii de utilizare, securitatii alimentare, generarea de venituri suplimentare,
obtinerea de resurse genetice noi si extinderea variabilitatii genetice a acestei culturi la nivel
global.

Prin urmare este necesar de mentionat despre soiurile cultivate in zonele muntoase
peruviene (altitudini inalte peste 3500 m, deasupra nivelului marii, in Peru) unde conditiile
climatice nefavorabile nu permit cultivarea altor specii cerealiere, iar orzul este principalul
component al sigurantei alimentare (70% din boabe sunt utilizate in alimentatia umana) [116].
Astfel, este evidenta importanta varietatilor adaptate la altitudini inalte cu productivitate ridicata,
inflorire timpurie, confinut inalt de proteine a boabelor, rezistente la rugind, dar si a soiurilor
UNA-La Molina 95 si Centenario, obtinute in rezultatul iradierii gama (300 Gy) a varietatii
Buenavista. Realizarea varietatii cu boabe golase UNA-La Molina 95 a adus venituri de 28 ml
dolari americani in beneficiul direct al populatiei autothtone, unde aproximativ 49,6% din
numarul total de populatie trdieste in conditii de saracie [227]. De asemenea, soiul mutant
Centenario avand o productivitate cu 37%, iar continutul de proteine cu 10,3% mai mare
comparativ cu forma parentala si maturitatea cu 18 zile mai precoce, a reinlocuit soiurile
traditionale din zonele muntoase centrale din Peru [140]. Ameliorarea calitatii implica
imbunatatirea nivelului nutritional si marirea pretului produsului. Datorita calitatii inalte a
boabelor, preturile produsului soiului Centenario s-au dublat comparativ cu varietatile
traditionale.

Spre deosebire de varietdtile cu influentd majora, remarcate anterior, soiul semipitic
Golden Promise a avut un impact enorm asupra agriculturii din Europa, America de Nord, Asia

si Australia, contribuind la largirea variabilitatii genetice prin implicarea sa in ameliorarea a cel
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putin 30 soiuri de orz importante. Varietatea Golden Promise era utilizat pe larg in industria
berii, pentru fabricarea berii si wisky in Marea Britanie si Irlanda de Nord. Acest soi cu
productivitate ridicata si calitate imbunatatita a maltului, a fost produs prin iradierea semintelor
cu raze gama (240 Gy) a soiului Maythorpe destinat fabricarii maltului. Fenotipul semipitic a s.
Golden Promise este determinat de mutatia locusului genei breviaristatum-e (ari-e.GP) localizat
pe cromozomul 7 al orzului (5HS). Un effect fenotipic comun pentru locusul ari este expresia
instabilad a caracterului lungimea aristelor, in cazul locusului ari-e aristele spicului sunt cu 3/4
mai scurte decit lungimea normald. Soiul Golden Promise este un mutant semipitic de tip
elongation (elo) cu marimea redusa a celulelor in limbul foliar [149]. Au fost remarcate efecte
pleiotropice ale acestei gene asupra productivitatii si dimensiunii boabelor. Aceasta varietate se
deosebeste de alte soiuri semipitice prin faptul cd are trasaturi agronomice valoroase, asa ca
precocitatea, pai scurt si rigid, lungimea redusa a aristelor, toleranta la salinitate [149]. Gena
mutantd ari-e.GP a fost utilizata pentru dezvoltarea a cel putin 19 varietati semipitice importante
[172]. Astfel, prin hibridizare, gena semi-piticismului a fost transmisa soiului remarcabil Midas,
ce se caracterizeaza prin aspect erictoides si rezistentd la taciune, spre deosebire de forma
parentald Golden Promise susceptibila la aceastd boala. Varietatea Midas a fost implicatd in
ameliorarea a peste 11 soiuri din Austria, Danemarca, Franta si Marea Britanie, fiind foarte
apreciat in tarile respective [115, 180]. Chiar si dupa 30 ani de la crearea soiului Golden
Promise, acesta este inca popular datorita calitatilor sale inalte si este folosit la producerea
diferitelor tipuri de bere blonda si wisky de calitate superioara la fabricile de bere din Scotia,
Marea Britanie si Irlanda [25, 202]

De asemenea prin combinarea razelor gama cu agentii mutageni chimici au fost obtinute
si inregistrate oficial doud soiuri mutante DL-253 (raze gama, 200 Gy + EMS) si Fuji 2-jyo
(raze gama, 10 Gy + BdrU). Soiul DL-253 se deosebeste de formele initiale prin gradul de
infratire imbunatatit, rezistenta la rugina galbena si taciune, iar s. Fuji2-jyo prezinta rezistenta la
polignire.

Obtinerea a 27 soiuri inregistrate oficial in Baza de date a soiurilor mutante AIEA/FAQO
(MVD), prin mutageneza indirecta, cu implicarea razelor gama, demonstreaza utilitatea acestui
factor mutagen in crearea si sporirea variabilitatii genetice la orz. Desigur, este necesar de a
indica despre numarul brut al soiurilor introduse in baza de date respectiva. Astfel, in Republica
Moldova, la Institutul de Cercetari pentru Culturile de Camp ”Selectia”, de asemenea, au fost
create doua soiuri mutante de orz de toamnad, dar care nu au fost inregistrate oficial in aceasta
baza de date. Asadar, prin mutageneza radioactiva, din soiul larna a fost creat s. Moldavschi 18,

ce apartine varietatii pallidum, omologat in zonele de nord si centru ale Moldovei. Aceasta
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varietate se caracterizeaza prin: i) spic mare, de forma rombica cu boabe mari, eliptice; ii)
tulpina groasd cu indltimea de 77-116 cm; iii) rezistentd buna la iernare, seceta, fainare si
helmintosporioza. Perioada de vegetatie — 243-261 zile. Creste bine in perioada de primavara.
Continutul de proteind — pana la 12,5%, amidon — 58,7% [6].

Soiul de orz Tighina, varietatea pallidum, obtinut prin iradierea cu razele gama a
hibrizilor F1 rezultati din incrucisarea soiurilor larna si Lorina, este omologat in zonele de nord
ale tarii. Are talia plantei de 81-116 c¢cm si se caracterizeaza prin rezistenta buna la polignire,
inaltd la ger, medie la seceta, rezistentd bund la fdinare si helmintosporioza. Perioada de
vegetatie — 251 zile. Continutul de proteind — 11,5%. Soiul respectiv poate fi folosit la fabricarea
berii. Se recomanda cultivarea s. Tighina pe terenuri irigate [6]. Toate exemplele expuse in acest
compartiment confirma faptul ca radiatia gama este un mijloc eficent, comod si sigur de creare a

variatiilor noi si de largire a variabilitatii genetice existente dorite la plantele de orz.

1.3.2. Utilizarea factorilor biotici in scopul largirii spectrului de variatii

Genomul plantelor de cultura a fost, cu succes, modificat si ameliorat cu ajutorul
factorilor mutageni fizici si chimici. Acesti factori reprezintd stimuli externi stresogeni cu
capacitatea de a induce reorganizari in genomul plantelor. Similar acestor agenti, factorii
mutageni biologici (virusurile, bacteriile, micoplasmele, fungii etc.) afecteaza puternic
stabilitatea genomului vegetal. Cu toate acestea, factorii mutageni biologici nu au fost utilizati
pe larg pentru inducerea sau marirea variabilitatii genetice la plantele de cultura, posibil din
cauza ca plantele manifesta un raspuns diferentiat si conditionat fata de acesti agenti stresogeni.

Pe langa aceasta, agentii biologici mutageni au fost perceputi adesea ca patogeni ce
cauzeaza boli la plantele de culturd. Conform datelor de specialitate, stresul patogen este
considerat unul dintre cele mai complexe si daunatoare stresuri pentru plante [48].

Efectele factorilor patogeni asupra instabilitatii genomului plantelor au fost documentate
de mai multe lucrari de cercetare si experiente minutioase. Astfel, in rezultatul analizei actiunii
oomicetelor (Penospora parasitica) [163] si elicitorului bacterian — flagelina [185] asupra
genomului liniei transgene de plante Arabidopsis thaliana, a fost stabilita cresterea frecventei
recombindrii somatice omoloage 1n locusul genei reporter. De asemenea, s-a evidentiat ca
frecventa 1nalta a recombinarii omoloage (FRO, HRF-homologous recombination frequency) se
mentine si la urmatoarea generatie de plante netratate cu agentul bacterian respectiv. Cresterea
evenimentelor de recombinare meiotica si somatica, combinate cu metilarea moleculei de ADN
la locusul specific al genei de rezistenta (R) si cel asemandtor acestei gene, a fost depistata la

plantele transgenice de tutun infectate cu virusul mozaicului tutunului (TMV) compatibil. Pe
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langa aceasta, a fost demonstrat ca marirea FRO are loc in tesuturile neinfectate ale plantelor
virusate si in descendentii neinfectati obtinuti de la plantele respective, pe parcursul a cel putin
doua generatii [49, 138, 147]. Aceste rezultate sugercaza prezenta unui semnal sistemic de
recombinare (SRS) care este provocat de infectia patogena, se raspandeste sistematic de la locul
de infectie la tesuturile neinfectate, inclusiv cele care formeazd gametii, declansind schimbari
genomice. SRS duce la inhibarea sau intensificarea metilarii ADN-lui la locusul genei R, care,
respectiv, duce la cresterea frecventei de mutatii C-T (hipermetilarea) si recombinarii omoloage
(hipometilarea). In acest mod, modelul nou de metilare poate fi transmis descendentei ulterioare
[49, 207]. Schimbarile ereditare in metilarea moleculei de ADN reprezintd epimutatii.
Mecanismele genetice (mutatiile punctiforme si recombinarea genelor) pot conduce la formarea
de noi alele functionale la mai multe generatii de plante. Aceste epialele si alele conferd noi
particularitati de recunoastere a genei la locusul implicat in obtinerea rezistentei la patogenul
respectiv si pe viitor pot contribui la interactiunea incompatibilda cu acest agent. Expunerea
indelungata la presiunea factorului patogen, pe parcursul mai multor generatii, poate duce la
transformarea modificarii epigenetice intr-un caracter nou, stabil, de toleranta sau rezistenta la
patogenul respectiv [48, 61, 225].

Mai mult ca atat, plantele infectate cu un anumit patogen compatibil si descendentii
obtinuti (neinfectati) manifesta tolerantd si rezistentd si la alte tipuri de infectii patogene si
stresuri abiotice [28, 31, 138, 279, 153]. In plus, s-a demonstrat cd expunerea constantd la
diferiti agenfi patogeni contribuie la evolutia si diversificarea genelor vegetale R, prin
mecanisme de rearanjari extinse (duplicatii, insertii/inversii cromozomiale, Crossing-over
neregulat etc.) [48, 49]. De asemenea, in rezultatul cercetarii interactiunii plantelor de in cu
rugina inului s-a evidentiat polimorfismul inalt al ambelor gene — R si Avr [77].

Analizand cele relatate in literatura de specialitate despre actiunea factorilor biologici
mutageni asupra instabilitatii genomului la plante si dovezile relatate anterior, putem afirma
despre posibilitatea utilizarii agentilor respectivi in scopul extinderii variabilitatii si obtinerii
formelor noi de plante de cultura.

Impactul infectiei virale asupra variabilititii la plantele de culturi. In prezent, este
recunoscuta contributia 1naltd a infectiei virale in generarea instabilitdtii genetice la plante si
actiunea sa 1n calitate de agent patogen, stresogen, mutagen.

Primele date despre influenta virusului asupra materialului genetic vegetal au fost relatate
de catre Kostoff (1933), care a evidentiat iregularitati la toate etapele diviziunii meiotice la
plantele de tutun (Nicotiana tabacum) infectate cu VMT [146]. In cercetirile ulterioare a fost

stabilit ca stresul viral poate induce niveluri neobisnuite de modificari genetice si activarea
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elementelor transpozabile. Astfel, VMDO — virusul mozaicului dungat al graului (VMDG,
WSMV — Wheat Streak Mosaic Virus) si virusul pestrit al crinului (CLFV — Corn Lily Fleck
Virus) au cauzat majorarea ratei deficientelor cromozomiale (0,12-4%) in celulele
endospermului si au indus efectul genetic ,,abberant ratio”(AR) pentru céateva generatii la
descendentii sandtosi obtinuti de la plantele infectate de porumb. Fenomenul AR asociat cu
infectia virala, reprezinta abateri semnificative de la raportul mendelian al segregarii fenotipice
in Fo (de la 95:5 pana la 60:4) si este cauzat de segregarea alelelor recesive la locii
complementari, sugerand aparitia mutatiilor in genele respective [50, 195, 246, 247, 248].
Inducerea unui efect ereditar de catre VMDO poate Insemna ca virusul are o influentd autonoma
non-celulara asupra stabilitatii genomului [147].

Descoperirea mutatiilor in genele porumbului: Adhl (alcool dehidrogenaza) la plantele
infectate cu VMDO si Shl (sucrozsintetaza) in descendentii neinfectati ai plantelor infectate cu
VMDO si VMDG cauzate de insertia fragmentelor ADN (3,3 kb; Tz86-3,6 kb), demonstreaza
implicarea infectiei virale in activarea transpozonilor. Variabilitatea a fost observata ca fiind
ereditara si persistentd la mai multe generatii, desi nu au fost depistate particule virale sau acid
nucleic viral in descendentii afectati [74, 188, 189]. Ulterior, a fost stabilit ca agentii virali
activeaza semnalul sistemic de recombinare (SRS), generat local, la pozitia infectiei si se
raspandeste prin plantd mai rapid decat virusul, declansand schimbari genomice. Acest semnal a
promovat cresterea tripla a frecventei recombinarii omoloage (FRO) in tesuturile infectate si
neinfectate ale plantelor transgenice de tutun tratate cu VMT si virusul mozaicului semintelor de
rapita (VMSR, ORMYV - Oil Seed Rape Mosaic Virus). Prin urmare, stresul viral, indirect, duce
la marirea frecventei recombinarii meiotice si celei somatice mostenite ulterior [147]. Cresterea
FRO, precum si majorarea frecventei mutatiilor punctiforme, instabilitdtii microsatelitului au
fost depistate si la plantele de Arabidopsis infectate local cu VMSR [284]. De asemenea,
contributia infectiei virale la cresterea recombinarii meiotice a fost confirmata in rezultatul
evaludrii actiunii virusului X al cartofului (VXC, PVX — Potatoes Virus X), virusul aspermiei
tomatelor (VAT, TAV — Tomato Aspermy Virus) si VMT asupra crossing-over-ului (schimbari
in numirul, pozitia chiasmelor etc.) la plantele de tomate [60, 33]. In plus, a fost determinati
cresterea frecventei recombinarii (2,22-8,24 ori) la populatiile de descendenti sandtosi obtinuti
de la hibrizii de Solanum lycopersicum infectati cu VMT si VXC. Desi particulele virale nu au
fost depistate la descendentii respectivi, devierile observate s-au manifestat timp de trei generatii
[173].

In rezultatul evaluirii plantelor de tutun transgenice descendente SR1, compatibile cu

virusul VMT, s-a depistat frecventa 1nalta a rearanjamentelor in locii omologi cu regiunea LRR a
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genei de rezistenta la VMT (gena N), hipometilarea in mai multi loci LRR si hipermetilarea
esentiald in locii actinei [49]. Ulterior, a fost relatata cresterea semnificativa (P< 0,05) a FRO
somatice, marirea ratei de rearanjamente in locii genelor de rezistentda si modificari in metilarea
genomului (hiper- sau hipometilarea) descendentilor plantelor transgenice de Nicotiana tabacum
(SR1), timp de doua generatii consecutive [138].

Hipometilarea specifica de locus este asociatd cu frecventa inaltd a rearanjamentelor,
descresterea stabilitatii genomului si activarea elementelor mobile [184, 49]. Pe langa aceasta s-
a demonstrat ca cresterea instabilitatii genomului in tesuturile sistemice a plantelor infectate
local cu patogenul viral este dependentda de varsta plantei, concentratia inoculumului initial si
timpul de replicare a virusului [283]. In acelasi timp, instabilitatea genomului se referd la
susceptibilitatea genomului vegetal la rearanjamente si activarea elementelor transpozbile [48,
49]. Generalizand rezultatele cercetdrilor relatate mai sus, constatim ca variabilitatea genetica
determinatd de infectia virald s-a dovedit a fi ereditard si persistentd la mai multe generatii de
plante neinfectate. Este important sa mentionam ca virusurile induc instabilitate genetica in orice
locus al genelor implicate in procesul de obtinere a rezistentei la patogenul respectiv.

Informatii despre impactul infectiei virale asupra variabilitafii substratului ereditar la orz
au fost relatate pentru prima datd de catre Sandfaer J. (1973), care a evidentiat aparitia
aneuploizilor si triploizilor la 11 soiuri infectate cu VMDO, dar cu o variatie considerabila a
frecventei acestora intre soiuri (la unele varietati triploizii au constituit 3%). De asemenea au
fost observate fragmente si deteriordri cromozomiale, indicand ca actiunea virusului respectiv nu
se limiteazd doar la inducerea aneuploizilor si triploizilor [231]. Mai tarziu, in rezultatul
cercetdrii efectulut VMDO asupra diviziunii mitotice in celulele meristematice de orz s-a
demonstrat actiunea mutagena a infectie virale. S-a constatat ca acest virus mareste frecventa
micronucleelor (de 2,7 ori comparativ cu varianta martor), rata schimbului intre cromatidele
surori (SCS) si induce formarea de C-metafaze (C-mitoze) [5, 34]. Prezenta micronucleelor, care
reprezinta niste corpi cromatici extra-nucleari rezultati in urma rupturilor cromozomiale sau
aneuploidiei, localizati in apropierea nucleului, se considera a fi un indice a instabilitafii
genomului [301, 171].

Aparitia anomaliilor de tipul C-mitozelor este asociatd cu restructurarile fusului de
diviziune [85] si dublarea numarului de cromozomi. In absenta citochinezei, se pot forma celule
poliploide sau bi- polinucleate. In cazul formarii fragmoplastului si peretelui celular, pot apirea
celule cu un numar variat de cromozomi [5].

Conform unor autori, SCS sunt asociate cu replicarea anormald a moleculei de ADN care

initfiazd mecanismul de reparare a deteriorarilor ADN-ului si apar in celula din cauza
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functionarii incorecte sau ineficente a acestui mecanism [213, 275]. Frecventa marita a SCS
reflectd prezenta inalti a instabilitdtii cromozomiale indusd de agentul viral. In plus, a fost
demonstrat ca VMDO la orz, similar cu VMT si VXC la tomate, cauzeza devieri semnificative
in numarul si pozifia chiasmelor, initiind redistribuirea chiasmelor; rata aberatiilor
cromozomiale in diviziunea meioticd, contribuind la declansarea anomaliilor esentiale ale
microsporogenezei [33]. Redistribuirea chiasmelor este foarte importantd, deoarece duce la
cresterea recombinarii intre genele localizate in aceleasi gupe de linkage, sporirea variabilitatii si
crearea de noi combinatii de alele. De asemenea a fost observata cresterea coeziunii sinaptice,
confirmatd de marirea tipurilor de bivalenti cu una sau doud chiasme (TT I; T II) [33].
Bivalentilor cu trei asocieri de cromatina, cum sunt cei de tipul - TT_I, le este atribuit rolul
principal in diversitatea genetici [276]. In rezultatul analizei comparative, au fost gasite
asemanari in consecinta evenimentelor meiotice la tomatele infectate cu VMT sau VXC si orz
atacate de VMDO. Aceste rezultate confirma faptul ca agentul viral respectiv declanseaza un
semnal sistemic transmis tesuturilor neinfectate [33].

Actiunea agentului viral asupra materialului genetic prin inducerea restructurdrilor sau
modificarilor epigenetice a fost confirmatd si in baza variatiei cantitative si calitative a
spectrului de polipeptide ale hordeinelor la plantele virozate de orz [4].

Datele privitor la impactul VMDO asupra diviziunii mitotice si meiotice, comparativ cu
razele gama (100, 150, 250 Gy), aplicat pe larg in programele de ameliorare ca factor
recombinogen, reprezintd argumente suplimentare, ceea ce demonstreaza cd acest virus
provoaca efecte analoage razelor gama [3, 32]. Pe langa aceasta, a fost confirmata implicarea
VMDO in procesele de transcriptie la plantele de orz, inifiind reducerea sau suprimarea
activitatii genelor respective [113, 235].

In baza evaluirii citogenetice au fost determinate insusirile mitogene, aneugene si
clastogene ale VMCo ce includ modificari ale procesului de recombinare somatica; perturbarea
diviziunilor mitotice, modificari ale expresiei genelor implicate in metabolismul antioxidant
(APX si SOD) si proteinelor asociate patogenezei (PR-3, PR-5 si PR-10) la plantele infectate si
descendentii obtinuti in conditii de patogeneza virala. De asemenea au fost elaborate procedee
de obtinere a variabilitdtii la plantele de culturd (tomate, orz varza) cu aplicarea infectiei virale
ca factor recombinogen [1].

Dovezile expuse sugereaza ca virusurile pot fi utilizate pentru generarea, sporirea si
mentinerea variabilitafii genetice, epigenetice la plantele gazdd susceptibile, iar variabilitatea
indusd 1n acest mod poate fi utilizatd in programele de cercetare si ameliorare a plantelor de

cultura.

50



De asemenea proprietatea unor virusuri de a induce schimbari in expresia genelor
implicate 1n reglarea procesului de inflorire, activarea genelor FT (Flowering locus T) sau
blocarea genelor TFL (Terminal flowerl) poate fi aplicata pentru accelerarea trecerii la perioada
reproductiva a plantelor de culturd, usurand cercetarea si ameliorarea plantelor de cultura.
Eficienta folosirii virusurilor in calitate de vectori pentru promovarea infloririi (VIF — virus-
induced flowering) a fost demonstrata la plantele de pepene galben, bumbac, soia, mar infectate
cu agentii virali respectivi, prin activarea genei FT, care determind activarea semnalului de
inflorire si la plantele de mar, bumbac prin inducerea silentierii expresiei genei TFL1,
antagonistul genei FT. Pe langa aceasta, virusul incretirii frunzelor bumbacului (dCLCrV —
Cotton leaf crumple virus), Virusul sferic latent al marului (ALSV — Apple latent spherical
virus), virusul rattle al tutunului (TRV — Tobacco rattle virus) au indus cresterea determinata a
plantelor virozate [179].

In plus, capacitatea infectiei virale de a produce mutatii in genele de rezistentd a fost
utilizata, cu succes, in procesul de obtinere a liniilor, soiurilor de plante tolerante sau rezistente
la virus. Prin metode clasice (incrucisari, retroincrucisari, obtinerea liniilor dubluhaploide (DH)
si metode moderne transgenice (obtinerea transgenelor originare din genomul viral) au fost
obtinute soiuri de orz, grau, ovaz rezistente la virusul mozaicului piticirii a orzului (VMPO,
Barley Yellow Dwarf Virus — BYDV). Prin urmare, la orz au fost create soiurile: Rojo
(ryd1(ydl)), Atlas 68 (Ryd2, de primavara), Vixen (Ryd2, de iarna), soiul Doria (genele de
rezistentd Ryd2, rym4, Rdgl), soiul Imen (Yd2), rezistent la BYDV-PAV, adaptat la conditii
semiaride) [193], linii rezistente (Ryd3 (Yd3)), linii DH tolerante (efect sumar al interactiunii
genelor minore). Nivelul de tolerantd indusa de gena Ryd2 este influentata de genotip, inoculum
viral si conditiile de crstere. La grau a fost obtinut soiul Anza (genele Bdvl, Bdv2), linii
purtatoare a translocatiei pe cromozomul EL (Bdv2), iar la ovaz — soiurile tolerante la virusul
respectiv, cu productivitate inaltd: Rodeo, Blaze, Chaps, Spurs si in special, liniile IL 85-6467,
IL 86-4189 inalt rezistente la VMPO in conditii de camp [145].

Este important sa relatam ca, in rezultatul cercetarilor efectuate de van Molken T. si
Stuefer J. (2011) s-a demonstrat ca virusurile pot juca un rol crucial in diversitatea genetica,
formarea proceselor micro-evolutive, ecologice la plante si sunt identificati ca factori - cheie
posibili pentru schimbarea structurii si dinamicii populatiei vegetale [264]. Infectiile virale pot
conferi plantelor-gazda beneficii ecologice, extinde supravetuirea gazdelor in conditii de stres
abiotic. Astfel, virusurile: mozaicului castravetelui (CMV — Cucumber Mosaic Virus), VMT,
rattle al tutunului (TRV — Tobacco Rattle Virus ) si mozaicului obsigei (BMV — Brome Mosaic

Virus) modificat, au imbunatatit toleranta plantelor infectate la stresul hidric. Plantele de sfecla
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infectate cu CMV au prezentat, de asemenea, toleranta la ger. S-a evidentiat ca toleranta la
stresul abiotic coreleaza cu cresterea nivelului de osmoliti protectori si antioxidanti la plantele
inoculte cu virusii respectivi [279]. Inducerea tolerantei la seceta este asociata cu reprogramarea
globala a expresiei genelor, schimbari in semnalizarea hormonala si acumularea de metaboliti si
antioxidanti [24, 72, 209, 279]. Cercetatorii Aguilar E. et al. (2017) confirma cele relatate
anterior, prin rezultatele investigatiilor asupra plantelor de Nicotiana benthamiana si
Arabidopsis thaliana infectate cu virusul cartofului X (PVX) si virusul varsatul prunului (PPV —
Plumpox) in complex sau aparte, demonstrand ca infectarea cu virus creste toleranta la secetd la
ambele specii prin marirea acumularii acidului salicilic, fitohormon asociat cu stresul si toleranta
la seceta [24]. In acelasi timp este necesar de mentionat ca in cazul actiunii combinate a stresului
viral si abiotic plantele manifesta reactii fiziologice si moleculare individuale, iar raspunsul
plantelor la acesti factori depinde puternic de specia plantei implicate, tipul virusului, stadiul de
dezvoltare, intensitatea fiecarui stres [24, 222]. De asemenea, s-a constatat ca plantele infectate
cu patogeni virali compatibili, manifesta toleranta si la alte tipuri de patogeni si stresuri abiotice.
Astfel, Kathiria P. et al. ( 2010) a evidentiat ca descendentii plantelor de tutun obtinute de la
plante infectate cu VMT au prezentat rezistenta la infectiile bacteriene — Pseudomonas syringae
sau Phytophthora nicotianae si toleranta la sulfonat de metilmetan (MMS), precum si un nivel
mai Tnalt al expresiei genei asociatd cu patogeneza — GEN1 (PR1) [138]. Prin urmare, in
rezultatul evaludrii datelor cercetarilor expuse anterior despre influenta virusurilor asupra
variabilitatii genetice la plante putem concluziona cé, stresul viral are o putere enorma de a
modela genomul plantei. Datoritda memoriei despre stresul viral acumulat in timpul interactiunii
continue cu infectia virald, modificarile genetice se transmit la mai multe generatii. Virusurile
reprezintd nu doar agenti patogeni, dar si factori stresogeni ce induc schimbari ereditare
adaptive, ecologice si evolutive benefice plantelor. Infectia virala este propuséd in calitate de
factor candidat ce contribuie la generarea variabilitatii si mentinerea diversitatii genotipice la
plantele gazda compatibile.
Concluzii la Capitolul 1

Analiza datelor din literatura de specialitate releva:

> Eficienta factorilor fizici si biotici, in special a razelelor gama si virusurilor,
precum si culturii in vitro in generarea si marirea variabilitatii ereditare prin inducerea
schimbarilor genetice si epigenetice la plante, inclusiv orz.

> Importanta cunoasterii si evaluarii bazelor genetice ale caracterelor formelor

mutante ce tin de dezvoltarea si morfologia orzului, care contribuie la valorificarea variatiilor
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morfologice si utilizdrii lor in cercetarea si modificarea arhitecturii plantei in scopul unei
ameliorari directionate.

> Necesitatea de a cerceta variabilitatea caracterelor biomorfologice la descendentii
plantelor de orz obtinuti in conditii in vitro si in vivo din material biologic iradiat si virozat, la
nivel de fenotip, pe parcursul mai multor generatii in diferite conditii ale mediului.

> Oportunitatile capacitatii infectiei virale, razelor gama si culturii in vitro, solitar
sau fiind asociati de a extinde variabilitatea genetica la plantele de orz si inducerii unui efect

intergenerational expresat la nivel de fenotip, in diferite conditii ale mediului.
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2. MATERIALE SI METODE DE CERCETARE

Investigatiile au fost efectuate in laboratorul Biotehnologii Vegetale al Institutului de
Genetici, Fiziologie si Protectia Plantelor, 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
(procedeul contrastarii negative), metode de iradiere a materialului biologic, cultura in vitro,
metode biometrice, biochimice, metode matematice de prelucrare statistica a datelor si elaborat

design-ul cercetarii (Figura 2.1)

100Cy b

_____________________________________________________ : Pane
s. Sonor, Unirea . ;o diate
~ Galactic ( 2-3 frunzulite)

Transferarea in sol (ghivece) si aclimatizarea somaclonelor
Fig. 2.1. Design-ul metodologic de cercetare
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2.1. Obiectul de studiu
In calitate de material biologic s-au folosit trei soiuri de orz de primavara (Hordeum

vulgare L., 2n = 14): Sonor, Galactic, Unirea, omologate in Republica Moldova.

2.1.1. Descrierea materialului biologic de studiu

Soiul Sonor — creat in Republica Moldova (Institutul de Cercetari pentru Culturile de
Camp, or. Balti), prin metoda de selectie individuald din populatia hibrida (Nutans 76-2349 x
Donetkii 9). Face parte din varietatea nutans. Este destinat pentru furaj si industria berii. Spic de
densitate si marime medie (9,0 cm) cu 2 randuri de boabe, in faza coacerii in lapte — cu nuanta
antocianica. Portul spicului — semiaplecat; ariste lungi, de culoare galbena, subtiri, zimgate, bine
dezvoltate, putin rasfirate; boabe mari (masa a 1000 boabe variaza intre 48,0 - 58,0 g), de
culoare galbena. Continutul de proteind (10,1 - 12,9%) si amidon (40,4 - 52,2%) variaza in
dependenta de conditiile meteo. Soi semitimpuriu, rezistent la polignire, la scuturare si seceta.
Se evidentiaza prin plasticitate ecologica. Dispune de o rezistentd buna la helmintosporoza si
fainare. Productia medie a boabelor in testarile de stat (anul 2011) a constituit 3,19 t/ha. Soiul a
fost omologat in anul 1999 pentru cultivare in Zonele de Nord si de Centru ale Republicii
Moldova.

Soiul Unirea — creat in Republica Moldova (Institutul de Cercetari pentru Culturile de
Camp, or. Balti) prin metoda selectiei individuale din populatia hibrida (Pirodette x
Cernomoret). Este destinat pentru furaj. Face parte din varietatea nutans. Talia plantelor este
medie. Spicul are 2 randuri de boabe, lungimea — 7-9 cm, de culoare galbend. Conginutul
albuminei variaza de la 12,7 pana la 17,7%. Portul spicului — semiaplecat. Soi semitimpuriu,
rezistent la boli si secetd. Productia potentiald este de 50 g/ha. Soiul a fost omologat in anul
1993 pentru cultivare In Zona de Nord a republicii.

Soiul Galactic - creat in Ucraina (Institutul de Selectie si Genetica al ASA, Odesa) prin
metoda de hibridare (Odeskiill5 x Itili). Este destinat pentru industria de producere a berii. Face
parte din varietatea nutans. Talia plantelor este medie (75-80 cm). Spicul are 2 randuri de boabe,
lungimea — 7-9 cm, spic lax (10-11 spiculete la 4 cm din lungimea rahisului), de culoare
galbena. Portul spicului — semiaplecat. Aristele lungi, aranjate paralel. Boabele mari (masa a
1000 boabe — 45-55 g). Soi semitimpuriu, rezistent la polignire si la seceta. Poseda toleranta la
taciunele prafos, rugina brund, putin se ataca de fainare, ticiunele comun si helmintosporoza.
Productia medie a boabelor in anii incercarilor de stat a constituit 27,0 - 29,8 g/ha. Soiul a fost

omologat in Republica Moldova in anul 2002, pentru cultivare pe intreg teritoriul republicii.
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2.1.2. Caracteristica virusului mozaicului dungat al orzului

In calitate de agent patogen a fost utilizat virusul mozaicului dungat al orzului (VMDO) —
(Barley Stripe Mosaic Virus, BSMV). Virusul apartine genului Hordeivirus. Are forma de
particule rigide, tubulare cu diametrul de 18-24 nm si lungimea de 100-150 nm, in dependenta
de tulpina. Este un virus tripartit (o, B si y) cu genomul multipartit, diferite tulpini ale virusului
contin douda — patru molecule de ARN monocatenar linear de sens pozitiv. Toate particulele
contin un singur tip de polipeptida cu greutatea moleculara de 21000 Da. Fiecare molecula ARN
este incapsulata individual intr-o capsida compusa din proteina (90%) si ARN (4%). Capsida
este reprezentata de o glicoproteina [128].

In conditii naturale, VMDO infecteazi orzul si graul la care provoacd simptome sub
forma unui mosaic dungat usor pand la necroza totald a limbului foliar. Plantele din familia
Gramineae (240 specii) infectate artificial manifesta in faza acuta a infectiei pete si striuri
clorotice urmate de aparitia unor pete necrotice de culoare gri sau maronie care pot duce la
distrugerea limbului foliar, in faza cronica virusul produce pete sau zone mari, clorotice,
cuprinzand suprafata limbului foliar, teaca si spicul. Tulpinile latente nu produc simptome in
faza cronica, cele virulente distrug clorofila si xantofila, rezultdnd zone total galbene sau albe.
De asemenea VMDO a dus la reducerea lungimii paiului, inspicarea intarziata cu 1-4 zile,
micsorarea numdrul de inflorescente, iar o parte din acestea au ramas sterile, datoritd cantitatii
Experimental, virusul poate fi transmis prin inoculare de suc, iar in naturd — prin polen si
seminte, in dependentd de soi si tulpina virusului. La orz, virusul se transmite preponderent prin
seminte [128]. Sunt relatate date despre insusirile mutagene ale VMDO, care a majorat rata
mutatiilor genelor expresate in endospermul semintelor de porumb [248]. De asemenea, este
demonstratd capacitatea VMDO de a majora frecventa schimburilor intre cromatidele surori,
inducerea polimorfismului proteinelor de rezerva, marirea numarului de micronuclee si aparitia
de C-metafaze, devieri in conjugarea cromozomilor omologi si segregarea materialului genetic,
precum si evidentierea rearanjamentelor genetice in meioza la orz, prin care este dovedit
impactul genotoxic al acestui agent patogen la plantele gazda [2, 4, 5, 33].

2.1.3. Proprietdtile fizice si mutagene ale radiatiei gama

Radiatiile y (gama) reprezinta unde electromagnetice, care au frecventa Tnaltd si cea mai
mica lungime de undi, pand la 1A. Desi au lungime de unda similard cu a razelor X, se
deosebesc de acestea prin sursa de emanare (razele X sunt emise de electroni, iar razele y — de

catre nucleu) nu au limite minime de energie a fotonilor.
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Radiatiile provoaca schimbari genetice direct proportionale cu sporirea cantitatii de
energie transferatd de sursa asupra tesuturilor vii.

Proprietatea principala a radiatiilor gama este de ionizare, acest proces avand ca unitate de
masura expozitia, care in Sistemul International (SI) se masoara in Coulomb/kilogram sau in
Rontgeni: 1 R=2,58x10 C/kg. Doza de radiatie absorbiti de citre tesuturile vii se misoari in
Gray (Gy), care reprezintd cantitatea de energie absorbitd per kg.

In natura razele gama se produc in rezultatul descompunerii nucleelor atomice cu nivele
energetice inalte, la interactiunea particulelor subatomice cu nivel energetic ridicat, de exemplu
la descarcari electrice, In fulgere sau in rezultatul interactiunii cu radiatiile cosmice. Reactiile
nucleare cu degajare mare de energie sunt de obicei surse de radiatii vy.

Artificial au fost create mecanisme de producere a radiatiilor y, precum anihilarea
electron-pozitron, fuziunea indusa, fuziunea si descompunerea primara.

Radiatiile gama se produc in procesul de dezintegrare a substanelor radioactive (de ex.
cobalt-60 (5°Co), cesiu-137 (*¥'Cs), fiind purtitoare de energie ridicatd. Comparativ cu izotopul
137Cs, 80Co emite radiatii cu energia de 1,33 si 1,17 MeV, iar 137Cs — 0,66 MeV, deci produce
radioactivitate mai mare decat aceeasi cantitate de *3'Cs [243].

In experientele noastre, drept sursa de radiatii y s-a folosit izotopul radioactiv cobalt 60
(°°Co), care este un izotop sintetic, radioactiv, folosit frecvent gratie perioadei sale scurte de
injumatatire. Razele vy, constituie radiatii ionizante, astfel la trecerea printr-un tesut, au loc
procese de excitare si ionizare (expulzarea electronilor de pe orbita atomilor si transformarea lor
in ioni) in rezultatul carora materialul genetic este afectat direct (ionizarea ADN-ului), fiind
modificat ori distrus, sau indirect (radioliza moleculelor organice si apei), prin formarea de
radicali liberi si peroxid de hidrogen, care apoi actioneazd asupra materialului ereditar [75, 151,
187, 243]. Radicalii liberi poseda in structura sa un electron neimperecheat, foarte reactiv, care
reactioneaza cu moleculele ADN-ului, cauzand deteriorari in structura moleculara. Numarul
radicalilor liberi produsi depinde de doza totald a radiatiei. S-a constatat ca majoritatea leziunilor
ale ADN-ului s-au format in urma mecanismului indirect de actiune a razelor ionizante,
deoarece apa constituie aproape 70% din compozitia celulei [75].

Radiatiile ionizante produc diferite tipuri de leziuni: rupturi monocatenare (single-strand
break — SSB) sau bicatenare (double-strandbreaks — DSB) ale moleculei ADN-ului, o varietate
de modificari ale bazelor azotate, situsuri AP (apirimidinice sau apurinice), legaturi Incrucisate
intre ADN-ADN si ADN-proteind. De asemenea, ele pot cauza leziuni complexe cunoscute ca
situsuri ADN deteriorate grupate cu non-DSB. Pe langa aceste mutatii, razele ionizante cauzeaza

deteriorari oxidative ale bazelor azotate ale ADN-ului. Purinele si pirimidinele oxidate au
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proprietatea de a se Tmperechea gresit sau sunt blocate de catre ADN, ARN-polimeraze in
timpul replicarii si transcriptiei. Din bazele azotate modificate fac parte produsele fragmentarii
inelului imidazolic (formamidopirimidinele, FAPY) si 8-oxopurinele. Din acestea predomina
formarea de 8-0x0G. S-a demonstrat ca pe langa imperecherea corecta cu citozina (C), 8-0x0G
poate forma legaturi gresite cu adenina, rezultand transversii G-C — T-A. Toate aceste leziuni,
dacd nu sunt reparate, pot conduce la aberatii cromozomiale (deletii, translocatii, inversii) si
mutatii punctiforme [151]. Prin urmare, toate radiatiile ionizante produc:

- efecte biologice primare in tesuturile prin care trec in urma expulzarii electronilor,
modificand sau distrugind o parte din materialul ereditar;

- efecte secundare, indirecte (radiochimice) prin transformarea apei in peroxid de
hidrogen, care la randul lor actioneaza asupra materialului genetic.

Radiatiile ionizante afecteaza celulele sub diferite forme: inhiba diviziunea celulara,
produc ruperi la nivelul cromatidelor, cauzeaza modificari structurale la nivelul cromozomilor si
moleculelor de acizi nucleici, provocand astfel diferite mutatii.

2.2. Metode de cercetare

Plantulele obtinute din semintele de orz sanatoase si iradiate cu doze de 100, 150 sau 250
Gy la faza de 2-3 frunzulite, au fost infectate mecanic cu inoculum de VMDO. Ca sursa de
infectie au servit frunzele ce prezentau simtome tipice acestui patogen, macerate ulterior intr-un
amestec de apa distilatd cu particule marunte de nisip.

2.2.1. Metode de iradiere si diagnostic virusologic materialului biologic
Semintele de orz au fost supuse iradierii gama cu dozele de 100, 150, 250 Gy la instalatia gama
RXM-V-20, sursa radiatiilor — %°Co, 0,16 gr/sec.

Diagnosticul plantelor virus infectate §i sdnatoase a fost realizat prin procedeul de
contrastare negativa [211]. In acest scop au fost utilizate diferite tipuri de tesuturi de la plantele
analizate (fragmente de limb foliar, antere, seminte) din care a fost obtinutd prin macerare in apa
distilata o masa omogena. Maceratul se aplica pe o grila microscopica cu pelicula de formvar
sau colodiu. Dupa contrastare cu solutie apoasd de acetat de uranil 1%, preparatele au fost
examinate Tn microscopul electronic prin transmisie EM 125 K.

2.2.3. Cultura in vitro

Principalele etape in initierea culturii din embrioni imaturi si obtinerea
regenerantilor

Initierea culturilor de calus din embrioni imaturi reprezinta un procedeu etapizat cu
asigurarea primordiald a conditiilor aseptice in momentul inoculdrii explantelor, precum si in

timpul cultivarii pana la faza regenerarii plantulelor.
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Prima etapa include colectarea si aseptizarea explantelor de embrioni imaturi. Spicele
prelevate de la plantele donor au fost colectate la a 10-14-ea zi dupa polenizare si pastrate in
frigider la 4°C timp de 5-7 zile. Semintele imature au fost spalate in apa de robinet cu adaos de
2-3 picaturi TWEEN 20, timp de 10-15 min cu clatire ulterioara in apa de robinet, apoi, imersate
in alcool 70% 1n hota cu flux laminar timp de 1 min si aseptizate in solutie diluata de hipoclorit
de Na de 5,2% (1:1) pentru 15 minute cu clatire ulterioara in trei bai de apa distilata sterila timp
de 1 min fiecare. Embrionii imaturi au fost decupati de la endosperm la lupa binocular si
sterilizati in solutie diluata de hipoclorit de Na 5,2% (1:1) — 5 min.

Pentru fiecare genotip au fost inoculati in trei repetitii cate 20 embrioni de 1-3 mm si
plasati cu suprafata ce contacteazd cu scutelumul pe mediile de initiere. Pentru inducerea
calusului, eprubetele cu explante au fost mentinute in camera de crestere la intuneric,
temperatura 25-27°C, timp de 4 saptimani. Au fost experimentate patru variante de medii de
initiere a calusului:

(i) Murashige-Skoog, 1962 (MS) [192], suplimentat cu acid diclorfenoxiacetic (2,4 D — 3 mg/l);
(i) MSBsD [218], cantitatea macro- si microelementelor — corespunzator mediului MS,
concentratia vitaminelor — Gamborg et al., 1968 [93] (Bs), suplimentat cu auxina dicamba
(3mg/l); (iii) MSBsP — cantitatea macro- si microelementelor conform mediului de baza MS,
concentratia vitaminelor — Bs, suplimentat cu auxina picloram (3mg/l); (iiii) Bs [93], suplimentat
cu acid diclorfenoxiacetic (2,4 D — 5 mg/1) si kinetina (5mg/1).

Ulterior, au fost selectate si utilizate doua variante de medii optime pentru inducerea
calusogenezei: (i) MS suplimentat cu acid diclorfenoxiacetic (2,4 D — 3 mg/l); (ii) MSBsD
suplimentat cu auxina dicamba (3 mg/I).

Proliferarea calusului s-a realizat pe medii de mentinere MS si MSB5D, suplimentate
respectiv, cu 2,4 D (2 mg/l), dicamba (2 mg/l), 6-benzil-aminopurina (BAP) — 0,1 mg/l, AgQNOs
(3 mg/l). Inregistrarea proceselor de formare a calusului si urmirirea cresterii acestuia s-a
infaptuit dupa 2-4 zile de la inoculare (cand s-au observat primele initieri de calus) pana la
aparifia regenerantilor. Pentru mentinerea viabilitatii culturii sunt obligatorii transplantarea
periodica si pasarea fragmentelor de calus pe medii proaspete, lucrari care au fost efectuate la 3-
4 siptimani. Pentru fiecare explant s-a dus evidenta numarului de replicaje suportate. In
perioada desfasurarii experientelor s-au infaptuit 5-6 pasaje.

Dupa doua luni de mentinere a calusului pe mediul de initiere si proliferare la intuneric,
explantele cu calus au fost transferate pe mediul de regenerare pe care majoritatea au format

somaclone fie prin organogeneza, fie prin embriogeneza.
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Inducerea morfogenezei s-a realizat pe mediul de regenerare MS cu adaos de BAP (0,2
mg/l) si AgNOs (5 mg/l), iar cresterea si dezvoltarea ulterioard a regenerantilor, pe mediul MS
lipsit de hormoni, in conditii controlate de temperaturd (25-27°C) si lumini (16/8 ore,
lumina/intuneric). Plantele ce s-au format prin embriogeneza si au atins lungimea de 5-7 ¢cm au
fost adaptate la conditii ex vitro.

Regenerantii cu sistemul radicular bine dezvoltat au fost transferati pe substrat sol in
calitate de risad. Inainte de transfer s-a determinat iniltimea plantelor, numarul frunzulitelor,
lungimea radacinilor. Clonele obtinute (SCo) au fost transferate in vase vegetative in sol
dezinfectat, pregatit special, cu anumite proportii de sol, nisip si turba, ulterior mentinute in
camera de aclimatizare in conditii controlate de temperatura. In scopul determinarii procentului
de aclimatizare a plantulelor s-a dus evidenta plantelor ce au supravietuit si au inceput sa
creasca. Clonele fara radacini sau cu sistemul radicular slab dezvoltat au fost transferate pe
mediu de inradacinare MS, 1/2 macro-elemente, suplimentat cu acid naftil acetic (ANA).
Mediile de culturd de initiere a calusogenezei, morfogenezei si regenerarii au fost modificate
prin adaugarea: CuSO4 — 1,25 mg/l, m-Inositol — 250 mg/l, hidrolizat de cazeina — 1g/l, B1 —
1mg/l, zaharoza — 20 mg/I.

Clonele inradacinate dupa adaptare la conditii ex vitro au fost transferate in sera pentru a
obtine seminte. La plantele ce au supravietuit s-a apreciat capacitatea de formare a spicelor
fertile. Pentru fiecare clona au fost examinate aspectele morfologice, in scopul evidentierii
variatiilor aparute, la care a fost determinatd frecventa de aparitie in dependenta de originea
regenerantilor.

Frecventa calusogenezei a fost estimatd in baza numarului explantelor cu raspuns
calusogenetic raportat la numarul total de explante inoculate, iar frecventa morfogenezei si
regenerdrii — a numarului de explante cu calus morfogen si, respectiv, regenerativ la numarul
total de explante cu calus. Intensitatea regenerarii s-a calculat conform numarului de plante per
calus regenerativ.

2.2.4. Studiul citologic al diviziunilor mitotice in radicule si calusului morfogen

Pentru analiza citogeneticd a mitozelor in radiculele de la plantele donor au fost utilizate
boabe de orz ale soiurilor Galactic si Sonor, sterilizate superficial (cu permanganat de potasiu),
dupa germinare in vase Petri, in termostat la 25°C timp de 2-3 zile. Din radiculele, care au atins
lungimea de 1-1,5 cm, au fost colectate zonele terminale (meristematice) cu marimea de
aproximativ 0,5 cm si plasate In solutia de fixare. Probele de calus prelevate de la explantele de

embrioni imaturi a s. Galactic si Sonor au fost fixate la diferite termene de cultivare (2, 4, si 8

60



zile). Pentru fiecare varianta au fost fixate cate 10-15 radicule si 108 probe de calus in solutie de
alcool etilic: acid acetic (3:1).

Probele citologice au fost pregatite conform metodei ITaymesa 3.I1. (1988), cu unele
modificari. Astfel, dupa fixarea mostrelor de calus ele au fost spalate in alcool etilic de 70%,
tdiate marunt si mentinute in alaun de fier 7% timp de 30 minute, la temperatura de 28° C, cu
clatire ulterioard in apa curgatoare timp de 1 ord 30 min. Apoi, materialul a fost hidrolizat si
macerat preventiv cu pectinaza timp de 1 ord 30 min la temperatura de 28° C, dupi care spalat
cu apa distilata 20 min. Colorarea a fost efectuata in solutie de carmina acetica pe durata a 24
ore, iar decolorarea — in solutie de acid acetic 45% [304].

Preparatele temporare au fost pregatite prin metoda squash, plasand si strivind varful
radiculelor si bucatelelor de calus pe lame de sticla. Celulele meristematice si calusale au fost
studiate la microscopul EUROMEX FE 2025.

Estimarea impactului VMDO si razelor gama asupra indicilor citogenetici la explantele de
calus a fost realizata in baza determinarii cotei celulelor cu aberatii care reprezinta rata celulelor
cu aberatii din totalul celulelor studiate in metafaza, anafaza si telofaza diviziunii mitotice la
varianta data si spectrul de aberatii — numarul unui anumit tip de restructurare evidentiat la
fiecare 100 celule studiate Tn metafaza, anafaza sau telofaza mitotica.

2.2.5. Evaluarea biochimica a explantelor de calus si somaclonele de orzg

Aprecierea polimorfismului peroxidazelor din explantele de calus si regeneranti (SCo)
Pentru extragerea peroxidazelor au fost luate probe din explante de calus morfogen sau
nemorfogen si frunzulite tinere ale regenerantilor (SCo) obtinuti din embrioni imaturi iradiati
si/sau infectati cu VMDO.

Aprecierea polimorfismului peroxidazelor a fost realizata conform [251]. Pentru extractie
a fost utilizata solutia tampon Tris-HCI, clorurd de magneziu si zaharoza, pH 8,3. Frunzulitele
juvenile ale regenerantilor sau fragmentele de calus au fost macerate in solutie tampon (0,1 M)
in raportul 2:1, apoi extractul a fost centrifugat timp de 15 min la 8000 rot/min. Electroforeza a
fost desfasuratd 1n placi verticale in gel de poliacrilamida la curent continuu de 20 mA timp de
4-6 ore.

Gelurile au fost colorate in solutie tampon de acetat (pH 4,6) suplimentata cu benzidina
R (0,2%) si peroxid de hidrogen (10%). Mobilitatea relativd a izoformelor (Rf) a fost calculata
dupa linia in gel, conform formulei Rf = ri-R™%, unde r; este distanta de la start pani la pozitia
izoformei, iar R — distanta de la start pana la linia de iesire creata de bromfenol.

Analiza polimorfismului proteinelor de rezerva (hordeinelor) la somaclonele de orz

Pentru extractia proteinelor de rezerva boabele au fost prelevate randomizat de la formele de orz
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obtinute de la s. Galactic: SC»-165, SC>-124 (In vitro), SC»-148 (100 Gy), SC, -20 (150 Gy);
SC»-3 (250 Gy), SC»-42, SC»-67 (VMDO); s. Unirea: formele SC»-668 (In vitro), SC»-622, SC»-
623 (100 Gy), plante cu inflorescentd ramificata si neramificatid, SC2-672 (250 Gy), SC»-686
(VMDO); s. Sonor: SCs-11,5; SC3-11,8; SCs-11,11 (VMDO).

Cariopsele mature de orz au fost cantarite, cate 1 g pentru fiecare forma selectata,
decorticate cu ajutorul bisturiului si mécinate in mojar pana la faina. Fractia de proteind solubila
in care a fost obfinutd prin extractia cu bufer fosfat 0,1 M, pH 6,8 ce contine 5 ml NaCl.
Extractia hordeinelor a fost executata in solutie alcoolica de 80% timp de 3,5 ore conform [78].
Electroforeza a fost desfasura in geluri verticale poliacrilamidice de dodecilsulfat de sodiu
(SDS-PAGE) dupa Shewry si coautorii [241] la curent continuu de 20 mA. Dupa fixare in acid
acetic de izopropanol - acid acetic - apa distilata (1:1:8) gelurile au fost colorate in Coomansie
blue R-250. Apoi, a fost efectuata spalarea gelurilor pentru decolorarea fonului. Drept marcheri
moleculari au servit proteinele standard ale setului Fermentas SMO061 170; 130; 95; 72 (rosu);
55; 43; 34; 26; 17; 10 (verde).

2.2.6. Evaluarea biometrica a plantelor de orz de primdvara
Plantele de orz — somaclonele (SC1-SCs), descendentii (M1-M3), somaclonele mutante (SCi-
SCs) si formele mutante (M3-My7) au fost analizate dupa urmatorii parametri biomorfologici:
aspectul morfologic si caracterele ce determina direct sau indirect productivitatea: talia plantei
(TPL), lungimea spicului principal (LSP) si a ultimului internod (LUI), numéarul de spiculete
(NSP) si boabe per spic principal/plantda (NBSP, NBPL), numarul fratilor fertili si internodurilor
(NFF, NI), greutatea boabelor per spic principal/planta (GBSP, GBPL) si masa la 1000 boabe
(MMB).

2.3. Prelucrarea statistica a datelor

2.3.1. Metode genetico-statistice

In baza testului ANOVA, conform formulelor indicate in tabelul 2.1, au fost calculate
varianta genotipica si fenotipica [86], coeficientul variatiei genotipice si fenotipice [244],
avantajul genetic, coeficientul de heritabilitate in sens larg.

Valorile coeficientului de variatie genotipicd (CVG) si a coeficientului de variatie
fenotipica (CVF) au fost clasificate ca valori joase (< 10%), medii (10-20 %) si inalte (> 20%)
[245]. Indicii heritabilitatii au fost clasificati in indici mici (< 30%), medii (30-60%) si mari (>
60%) [28]. Valorile avantajului genetic (AG, %) au fost clasificate in trei categorii: mic (<
10%), moderat (10 -20%) mare (> 20%) [87]. De asemenea pentru stabilirea gradului de

asociere dintre caracterele evaluate a fost determinat coeficientul de corelatie Person (r), valorile
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caruia au fost interpretate conform [65], unde r < 0,3 indica o corelatie slaba, r = 0,3-0,7 — un
grad de dependenta mediu si r > 0,7 — dependenta puternica.

Datele au fost prelucrate statistic, utilizindu-se pachetul STATGRAPHICS Plus
(versiunea 5.1). Au fost analizai urmatorii parametri statistici: valoarea medie s§i eroarea

standard, coeficientul de variatie (CV, %).

Tabelul 2.1. Formule pentru estimarea parametrilor genetici

Formule Semnificatia abrevierilor parametrilor din formule
V(g — varianta genotipica
Vg = MPG — EMP MPG — media patratica genotipica a parametrului (2.1)
r EMP — eroarea reziduald sau varianta mediului (Ve)
We V/ph — varianta fenotipica
Vph=vg+—— V(g — varianta genotipica (2.2)

Ve — eroarea reziduala sau varianta mediului (EMP)

CVG - coeficientul de variatie genotipica

AL
0, — *
CVG (%) = ——"100 Vg — varianta genotipica (2.3

CVF — coeficientul de variatie fenotipica

X
\ /Vph
)=V 7 *
CVF (%) X 100 V/ph — varianta fenotipica (2.9)

he Vo
Vph

h2% = (Vg / Vph) x 100

h? — heritabilitatea in sens larg
h2%% — heritabilitatea in sens larg in %

V/ph — varianta fenotipica

(2.5)

(2.6)

Vg — varianta genotipica

AG — avantaj genetic
AG = kN ;ph *h?2 k — coeficientul de selectie (k=2,06 %), semnificatia 5% (2.7)

V/ph — varianta fenotipica

h? — heritabilitatea in sens larg

AG - avantaj genetic in %

AGY — ﬁ *100 r — numarul de observatii per varianta (2.8)

X x — media generala a caracterului

Contributia procentuald a sursei de variatie (PI, %) a fost calculata in baza rezultatelor testului
ANOVA dupa formula: PI=SP/Total *100%.

Pentru aprecierea diferentelor semnificative dintre variante s-a aplicat testul Student.
Reprezentarea grafica, tabelard si textuald a fost efectuata cu aplicarea programelor Microsoft
Word, Excel in mediul Windows XP.
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Concluzii la Capitolul 2

» Inducerea variabilitatii genetice la orzul de primavara, cunoscut ca o cultura
recalcitrantad, a fost realizatd la 3 soiuri Galactic, Sonor si Unirea, iar pentru
suplimentarea variatiilor au fost aplicate cultura in vitro, mutageneza fizica (3 doze a
razelor gama) si infectia virala.

> In calitate de factor biotic in scopul largirii spectrului de variatii a fost aplicata infectia
virala, cauzata de virusul mozaicului dungat al orzului, pentru identificarea caruia a fost
aplicat procedeul de contrastare negativa a microscopiei electronice.

» Variatiile la plantele de orz induse de cultura in vitro, razele gama separat sau in asociere
cu infectia virala au fost apreciate la nivel citologic, fenotipic si biochimic, fiind
confirmate prin indicii variantelor genotipica si fenotipica.

» Veridicitatea datelor obtinute, precum si contributia virusului, razelor gama si culturii in
vitro in generarea variatiilor au fost confirmata cu ajutorul metodelor genetico-statistice
si pachetului de programe STATGRAPHICS Plus 5.1.

64



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

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

Procedeul de obtinere a regenerantilor prin morfogeneza indirecta este un proces complex
care depinde in mare masurd de mai multi factori, printre care genotipul plantei [218], tipul
explantului [259] si compozitia mediului de cultura [70]. Este cunoscut faptul ca chiar in cadrul
aceleiasi specii, diferite soiuri reactioneaza specific la cultivarea in vitro [7]. Apare necesitatea
de optimizare a mediilor de cultura deja existente — MS, B5 etc. [69], 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.

Dediferentierea celulelor, care incep apoi sd se divida transformandu-se intr-o masa de
celule de tip parenchimatic, depinde de conditiile cultivarii, componenta hormonald a mediului,
genotip, natura explantului, varsta si starea fiziologica a plantei donor [52].

In majoritatea cercetarilor, in calitate de inductor al procesului de calusogenezi si
embriogeneza este relatata auxina 2,4 D, dar sunt putine date despre utilizarea altor tipuri de
auxine si citokinine. Spre exemplu au fost studiate efectele diferitelor combinatii si concentratii
de hormoni: 2,4 D, dicamba, 2,4,5 T, picloram [58, 136], 2,4 D, dicamba, picloram [56], 2,4 D si
picloram [41].

Aceasta ne-a determinat de a utiliza medii de cultivare modificate si suplimentate cu
auxinele care au un potential de intensificare a procesului de inducere a calusogenezei. Astfel, in
rezultatul experimentarii a patru variante de medii de initiere a calusului: 1) MS [192],
suplimentat cu acid diclorfenoxiacetic (2,4 D) — 5 mg/l, kinetina — 5 mg/l; 1) MSBsD [218],
suplimentat cu auxina dicamba — 3 mg/l; 111) MSBsP [218], suplimentat cu auxina picloram — 3
mg/l; 1V) Bs [93], suplimentat cu acid diclorfenoxiacetic (2,4 D) — 5 mg/l, kinetina — 5 mg/Il, s-a
observat formarea a trei tipuri de calusuri in dependentd de mediu: I) calus moale, apos,
transparent, de culoare alba (MSBsD, MSBsP); Il) calus uscat, tare, faramicios, de culoare
galbuie (MS); III) calus moale, apos, de culoare bruna (Bs).

La transferarea ulterioard pe mediul de mentinere calusurile de pe mediile: MSBsD,

MSBsP si MS au format zone rigide, morfogene si embriogene. Majoritatea calusurilor de pe
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mediul Bs s-au brunificat si necrotizat, iar cele ramase s-au dovedit a fi nemorfogene (Figura
3.1).

Fig. 3.1. Aspectul explantelor cu calus pe diferite medii de cultivare:
A —MSBsD; B — MSBsP; C—MS; D —Bs

Rolul mediului de cultivare a fost confirmat prin analiza statistici a frecventei
calusogenezei a explantelor pe cele patru medii de initiere a calusului. Indicii valorii medie a
frecventei calusogenezei a embrionilor imaturi la cele trei genotipuri au variat preponderent, in
dependenta de genotip. Aceste valori au oscilat la probele martor de la 3,31% (Bs) la 33,33%
(MS) pentru s. Galactic; 44,45% (MSBsD) — 77,80% (Bs) la s. Unirea si de la 66,67% (Bs) —
100% (MSBsD) la s.Sonor. Valori maxime s-au atestat la s. Sonor - 100% (MS, MSBsD, Bs); s.
Unirea — 75,00-100% (MS, MSBsD, Bs) si s. Galactic — 40% (MS). Astfel, se releva influenta
genotipului asupra numarului explantelor cu raspuns pozitiv (Tabelul 3.1).

Luand 1n considerare atat valorile frecventei calusogenezei, cat si cele ale capacitatii de
morfogeneza au fost selectate doua variante de medii — MS, suplimentat cu 2,4 D (3 mg/l) si
MSB:sD, completat cu dicamba (3 mg/l).

Analiza datelor din literatura relateaza necesitatea de a modifica continutul unor substante
din mediile de bazda (MS). Marirea concentratici de CuSOs, tiaminei (Bi), m-Inositol si
suplimentarea cu hidrolizat de cazeina (1g/1) la toate etapele de cultivare intensifica procesul de

calusogeneza si regenerare a plantelor de orz [69, 70, 56, 291]
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Tabelul 3.1. Frecventa calusogenezei din embrionii imaturi prelevati de la donori iradiati

si/sau infectati cu VMDO la orzul de primavara pe mediile nutritive analizate (x+Es)

Genotip MS MSBsD MSBsP Bs
/varianta

Martor 85,0+7,63 100,0+3,30 75,0+2,50 66,67+£17,64

o 100 Gy 21,67+1,67** 63,89+7,34%* 52,78+12,10%* 33,33+8,33
= 250 Gy 18,3344, 40** 100,0+3,33 11,11+0,00 77,78+11,11
3 Virus (V) 33,334+3,33%* 51,66+13,01 83,33+16,67 83,33+16,67

V+100 Gy 11,11+0,00* 27,77+4,00 3,23+0,03 3,23+0,33
V+250 Gy 53,334+6,66* 100,0+3,33 91,67+8,33 88,89+11,11

Martor 33,33+6,67 20,0+5,00 17,8+1,10 3,31+0,05

o 100 Gy 3,23+0,33* 17,73+£7,26 8,24+2,34* 5,97+2,57*

g 250 Gy 3,30+0,05%* 28,33+6,00 3,2340,03%** 3,1840,07
T(B Virus (V) 33,33+3,33 73,33+6,67** 40,00+£11,54 55,00+£10,41
V+100Gy 71,66+6,01* 30,00+10,00 45,00+16,07 33,3348,33
V+250Gy 6,70+1,93* 6,73+1,93 23,33+3,33 50,00+5,77
Martor 75,00+3,33 44.45+11,12 4723+12,11 77,80+11,10

- 100 Gy 66,67+17,63 65,00+5,00 94,60+5,50* 46,67+3,33
o 250 Gy 30,55+2,77** 46,67+3,33 50,00+5,77 33,3348,33*
5 Virus (V) 26,66+6,67* 20,00+5,77 33,33+6,67 20,0+3,33**
V+100Gy 33,33+3,33%** 40,00+10,00 35,00+5,00 6,85+£1,91**
V+250 Gy 3,30+0,05%** 53,33+3,33 31,11+5,88 17,77+7,77*

*; **; *+** _ diferente semnificative pentru P< 0,05; 0,01; 0,001, respectiv.

Noti: ¥ — media aritmetica.

Mediile tatonate au fost suplimentate cu m-Inositol (250 mg/l), hidrolizat de cazeina
(1g/1), diferite concentratii pentru CuSO4 (1,25 mg/l), B1(1 mg/l), zaharoza (20 mg/1). Inducerea
morfogenezei si obtinerea somaclonelor s-a efectuat pe mediul de regenerare MS la care s-au
adaugat BAP (0,2 mg/l) si AgNOs (5 mg/l), iar cresterea, dezvoltarea si micropropagarea
regenerantilor, s-a executat pe mediul MS lipsit de hormoni. Somaclonele care s-au format prin
fost transferate pe mediul de inrddacinare. Adaptarea somaclonelor a fost efectuatd in camera de
aclimatizare, In conditii controlate de lumina §i temperatura.

Cota explantelor aclimatizate a atins valoarea de 86% si a fost dependentd de mai multi
factori (varianta, continutul substratului, conditiile de crestere) insad influenta maxima a revenit
genotipului.

In rezultat au fost obtinute somaclone cu spice fertile, sterile, slab dezvoltate, nedezvoltate
sau fara spic. Impactul maxim asupra dezvoltarii spicului a fost observat la variantele cu virus si
radiatie, fie separat sau in combinatie. Prin urmare, au fost optimizate mediile de cultura pentru
initierea calusogenezei, organogenezei si embriogenezei din explante sandtoase, infectate si
iradiate. De asemenea, au fost selectate doua medii de initiere pe care cota explantelor cu calus a

atins valori de 90-100%, dar a manifestat totusi o dependenta genotipica.
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In rezultatul aprecierii conditiilor de regenerare s-a atestat ci adiugarea citochininei BAP
(0,2 mg/1) si AgNO3 (5 mg/l) a avut o influenta pozitiva asupra regenerarii somaclonelor de orz.
In cadrul cercetarilor efectuate a fost elaborat algoritmul de obtinere a somaclonelor de

orz din embrionii imaturi infectati cu VMDO si iradiati cu razele gama (Figura 3.2).

Aspect sub lupa binocular

Initierea morfogenezeil pe mediu de mentinere
Aspect in vitro

Regenerarea plantulelor
Aspect ex vitro

Proliferarea calusului pe Somaclone pe mediul
mediui de mentinere de regenerare Aclhmatizarea a regenerantilor

Fig. 3.2. Obtinerea regenerantilor prin morfogeneza indirecta.
Pentru realizarea cu succes a acestui protocol, au fost optimizate mediile de cultura la diferite
etape de cultivare prin modificarea mediilor de baza MS, suplimentarea cu diferite tipuri si
concentratii de fitohormoni, utilizarea substantelor ce intensificd procesele de calusogeneza,
morfogeneza si regenerare a plantulelor de orz.

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

Prezenta variatiilor somaclonelor la regenerantii obtinuti prin morfogeneza indirecta este
determinata de reactia plantei la stres. Este demonstrat faptul, ca de rand cu cultura de tesuturi in
vitro, razele ionizante si infectia virala sunt potentiali factori de stres care induc schimbari
moleculare, genetice si epigenetice in genomul vegetal [99]. Analiza rezultatelor din literatura
de specialitate despre efectul mutagen al factorilor sus-mentionati ne-a determinat si studiem
actiunea VMDO si a razelor gama la toate etapele de obtinere a somaclonelor de orz prin

morfogeneza indirecta [ 8, 10, 11, 17, 18, 20]. in acest scop, embrionii imaturi de orz (Galactic,
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Sonor, Unirea) au fost prelevati de la donori sanatosi, supusi iradierii gama (100 Gy, 150 Gy,
250 Gy) si infectiei virale solitar sau in complex.
In rezultatul cultivarii embrionilor imaturi pe mediile de culturd optimizate, initieri de

calus s-au observat la a 2-4 zi de la inoculare la toate variantele analizate (Figura 3.3).

Fig. 3.3. 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-gilbui,
moale, apos, transparent (MSBsD); C - inducerea calusului pe mediile de initiere (aspect general);
D - calusuri de culoare galbuie, faramicios, neembriogen cu proliferare intensiva.

In dependenti de varianta experimentala 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.

Cercetarile au evidentiat de asemenea o eterogenitate a calusului, care nu ne-a permis sa
realizam o clasificare in dependenta de starea proliferativa a acestuia. Astfel, calusul apos,
moale, aparent transparent, neembriogen, fiind transferat pe mediu de mentinere formeaza zone
tari embriogene si invers (Figura 3.3 B, D).

Infectia virald si razele gama, separat sau in complex nu au influentat initierea procesului
de calusogeneza, insa au indus schimbari asupra cotei explantelor cu calus. Valoarea medie a
frecventei calusogenezei embrionilor imaturi inoculati pe mediile optimizate la varianta martor a
celor trei genotipuri a variat de la 91,91% (MS) — 92,88% (MSBsD) la s.Galactic; 92,90%
(MSBsD) — 93,33% (MS) pentru s. Sonor si s. Unirea la 100% (MS, MSB:sD) (Tabelul 3.2).
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Tabelul 3.2. Frecventa calusogenezei din embrionii imaturi de orz prelevati de la
donori iradiati si /sau infectati cu VMDO pe medii de cultura optimizate (x + Es)

Genotip Varianta MS 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 75,92+0,92%%* ++ 50,79+2,24%** +++
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 55,710, 71%%* +++ 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

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

+, ++, +++ — diferente semni_ﬁcative pentru P< 0,05; 0,01; 0,001 (in comparatie cu VMDO).
Noti: ¥ — media aritmetica, Es — eroarea standard.

La variantele supuse infectiei virale si radiatiei gama s-a inregistrat diminuarea valorii
medii a capacitdtii calusogenezei In comparatie cu martorul. Frecventa calusogenezei pentru
genotipurile Sonor si Unirea, la explantele infectate cu VMDO s-a redus cu 16,32 - 29,14%, in
dependentd de mediu de culturd, datele fiind statistic semnificative. Indicii frecventei
calusogenezei pentru genotipul Unirea, la explantele iradiate (100 Gy, 150 Gy, 250 Gy) a variat
in dependenta de mediul de cultura si doza radiatiei, veridicitatea deosebirilor fiind confirmate
statistic pentru ambele medii. La explantele iradiate cu doza de 100 Gy s-a constatat micsorarea
valorii medii cu 9,69% (MSBsD) si 45% (MS) in comparatie cu martorul.

Pentru mediul MS (P< 0,01) la dozele de 150 - 250 Gy, reducerea frecventei calusogenezei a
constituit 22,34% si 28,86%, iar pentru mediul MSBsD (P< 0,01; 0,001) — 12,8% la 150 Gy si
15,82% la 250 Gy, in comparatie cu varianta martor. Capacitatea de calusogeneza a
genotipurilor Galactic si Sonor a fost diminuata semnificativ (P< 0,05) la 150 Gy cu 7,39% si la

250 Gy — cu 6,63% pentru mediul MS, comparativ cu variantele netratate. Influenta infectiei
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virale In combinatie cu radiatia gamma asupra ratei calusogenezei la soiurile Sonor si Unirea, a
fost determinata de doza radiatiei si mediul nutritiv utilizat. Astfel, media calusogenezei pentru
genotipul Sonor, la varianta VMDO + 100 Gy, s-a micsorat cu 45,32% (MSBsD) si 18,65%
(MS), iar la varianta VMDO + 250 Gy s-a redus cu 8,84% (MSBsD) si 7,36% (MS), in
comparatie cu martorul. Pentru genotipul Unirea, aceasta valoare, la varianta VMDO + 100 Gy
s-a diminuat cu 44,29% (MS) si 26,29% (MSBsD), iar la varianta VMDO + 250 Gy a scazut cu
21,67% (MS) 51 25,44% (MSBsD) in comparatie cu controlul.

Astfel, s-a inregistrat reducerea efectului asupra frecventei calusogenezei a infectiei virale
in complex cu razele gama odata cu marirea dozei de radiatie, datele fiind confirmate statistic.
La s. Galactic, virusul in combinatie cu radiatia a influentat nesemnificativ asupra indicilor
respectivi.

Analiza comparativa a efectului virusului solitar i in complex cu radiatia gama a atestat ca
razele gama au atenuat efectul negativ al infectiei virale asupra calusogenezei la genotipul
Unirea (MS) cu 33,46 % (100 Gy), 73,74% (250 Gy), 87,87% (150 Gy) si cu 12,69 % (250 Gy),
38,36 % (150 Gy) pentru mediul MSB:sD.

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). Astfel, frecventa morfogenezei reprezintd numarul
de explante cu calus morfogenetic din numarul total de explante cu calus. Pentru intensificarea
formarii structurilor regenerative verzi si marirea numarului de somaclone calusurile obtinute au

fost transferate pe medii de mentinere optimizate (Figura 3.4).

Fig. 3.4. 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.
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Influenta razelor gama asupra ratei de morfogeneza a fost determinatd de doaza radiatiei
si mediul de mentinere utilizat. La variantele iradiate a genotipurilor analizate (100 Gy, 150 Gy,
250 Gy) pentru MS s-a stabilit scadere valorii frecventei morfogenezei pentru ambele medii si
atenuarea efectului negativ cu 10,26-33,80% 1in paralel cu marirea dozei de radiatic an
comparatie cu varianta martor (Tabelul 3.3).

Astfel, iradierea gama a micsorat cota de calusuri morfogene de la 29,33% (100 Gy)
pana la 14,98% (250 Gy) la s. Sonor. La s. Unirea acest indice a variat de la 7,43% (250 Gy)
pana la 17,69% (100 Gy) si pentru s. Galactic: 9,03% (250 Gy) — 42,90% (100 Gy), diferentele
fiind semnificative.

Evaluarea comparativd a impactului infectiei virale si razelor gama (100 Gy) asupra
procesului de morfogeneza a pus in evidenta actiunea mai accentuatd a razelor gama de 1,3-4,7

ori la toate soiurile analizate cu exceptia s. Unirea (MS) si s. Galactic (MSBsD).

Tabelul 3.3. Frecventa morfogenezei a explantelor de calus orz obtinute de la donori

iradiati si/sau infectati cu VMDO (x + ES)

Genotip Varianta MS MSBsD
Martor 89,27+0,19 98,15+1,85
100 Gy 63,09+0,32%** 78,914+0,64%**
150 Gy 70,7440,74%** 73,67+0,80%**
250 Gy 75,90+1,84** 69,0341,37%**
Sonor VMDO 80,63+1,41%* 81,57+0,78**
VMDO+100 Gy 49,99+1,92%** +++ 70,47+4,08**
VMDO+150 Gy 67,2441,28%** +++ 89,08+2,13* +
VMDO+250 Gy 50,98+0,98%** +++ 90,29+1,74* +
Martor 77,06£1,51 91,67+1,67
100 Gy 63,43+£1,92%* 67,83+0,59%**
150 Gy 70,6148,71 57,6540,75%**
Unirea 250 Gy 71,33+1,18* 45,70+2,97***
VMDO 61,27+1,23%* 69,44+2,78**
VMDO+100 Gy 35,3541,01%*%* +++ 46,64+0,27*** ++
VMDO+150 Gy 73,50+5,60 22,60+6,09%** ++
VMDO +250 Gy 61,80+3,02* 44,49+5,09*** +
Martor 50,88+0,88 36,32+1,60
100 Gy 29,05+1,27*** 24,5242 ,48*
150 Gy 42 45+1,27** 31,33+1,13
Galactic 250 Gy 46,29+0,93* 32,67+1,73
VMDO 33,29+1,17%** 21,92+9,03**
VMDO+100 Gy 35,67+1,17%** 22,09+0,44**
VMDO+150 Gy 31,9841,74%** 17,08+2,32%*

*, ** *Fxx_ 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).

Noti: ¥ — media aritmetici, Es — eroarea standard.
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Utilizarea virusului in complex cu razele gama a intensificat efectul negativ asupra cotei
explantelor cu raspuns morfogen In comparatie cu actiunea fiecarui factor separat, la toate
genotipurile evaluate, cu exceptia s. Sonor (MSBsD) si s. Galactic (MS), la care efectul solitar al
radiatiei a fost mai puternic [18].

Dezvoltarea plantulelor din centrele morfogene ale explantelor de calus, pe medii de
regenerare optimizate (Figura 3.5), a avut loc fie prin organogeneza, fie prin embriogeneza,

printre care au fost atestate si plante cu mutatia albino.

il A
Fig. 3.5. Dezvoltarea plantulelor de orz pe mediul de regenerare optimizat.

Studiul comparativ intre indicii frecventei calusogenezei, morfogenezei si regenerarii la
genotipurile evaluate a evidentiat ca valorile frecventei regenerarii sunt de 1,2 - 5,9 ori mai
joase, la varianta martor §i variaza in dependenta de genotip si mediu de cultura .

Valoarea medie a ratei de regenerare a explantelor de calus mentinute pe mediile de
regenerare la cele trei soiuri, varianta control, a atins valori de la 30,16% (MSBsD) — 41,48%
(MS) la s. Galactic; 18,72% (MSBsD) —27,94% (MS) pentru s. Sonor si 26,67% (MSBsD) —
31,94% (MS) la s. Unirea (Tabelul 3.4).

VMDO a influentat semnificativ asupra indicilor frecventei regenerarii doar la s. Sonor,
unde aceasta valoare constituie 49,98% (MSBsD) si 57,28% (MS), fiind statistic semnificativa.
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.

Frecventa regenerarii la explantele iradiate a variat in dependentd de doza radiatiei si
mediul de culturd, fenomenul fiind confirmat statistic la toate genotipurile studiate pentru
ambele medii de cultura, cu exceptia unor variante experimentale. Astfel, razele gama (100 Gy)

au avut un efect stimulator asupra procesului regenerarii la s. Unirea, unde valorile medii s-au
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majorat cu 36,82% (MSBsD) si 76,89% (MS) in comparatie cu varianta martor, iar la soiul
Sonor — cu 48,5% pentru mediu MS. La s. Galactic acest indice s-a redus cu 16,72% pentru

mediul MS.

Tabelul 3.4. Frecventa regenerarii a explantelor de calus obtinute de la donori

iradiati si/sau infectati ca VMDO (x + ES)

Genotip Varianta MS MSBsD
Martor 2794+ 1,47 18,72+2,52
100Gy 41,5040,83%* 15,59+ 2.26
150Gy 51,28+1 28*** 56,954+1,77%**
Sonor 250Gy 19,43+2,02%* 33,61+2,17*
VMDO 57,61+1,61%*** 49,98+ 4,14**
VMDO+100 Gy 27,38+1,19+++ 33,33+4,76
VMDO+150 Gy 45,9442 41**+ 26,74+1,83++
VMDO+250 Gy 43,98+3,61*+ 38,26+0,87%**
Martor 31,94+0,69 26,67+1,67
100 Gy 56,5+3,62** 36,75+1,71*
150 Gy 26,67+1,67* 26,49+2.28
Unirea 250 Gy 40,2742,34% 36,57+8,03
VMDO 26,67+6,67 33,1545,83
VMDO +100 Gy 41,67+8,33 37,89+2,76*
VMDO +150 Gy 24,83+1,46* 44,49+5,09%*
VMDO +250 Gy 27,41£2,59 22,6+6,09
Martor 41,48+1,48 30,16+1,58
100 Gy 34,72+1,39* 27,78+2.78
150 Gy 23,14+0,92%** 15,87+0,79**
Galactic 250 Gy 36,11+1,39 14,48+1,21**
VMDO 28,89+4,44 31,80+1,53
VMDO +100 Gy 16,98+1,65 16,98+1,66**++
VMDO +150 Gy 12,63+0,92***+ 13,68+0,59***+++

*, *F* *** _ diferenta semnificativa pentru P< 0,05; 0,01; 0,001 (in comparatie cu martorul);

+, ++, +++ — diferenta semniﬁcativé pentru P< 0,05; 0,01; 0,001 (in comparatie cu virusul).
Nota: x — media aritmeticd, Es — eroarea standard

Actiunea radiatiei gama (150 Gy, 250 Gy) asupra mediei frecventei de regenerare a fost
determinatd de genotip si mediu de culturd, fiind statistic semnificativa. Indicii frecventei
regenerarii la variantele iradiate cu doza de 150 Gy s-au redus la s. Unirea cu 16,49% (MS), iar
la s. Galactic — 44,21% (MS), 47,38% (MSBsD), dar s-au majorat de 1,8 (MS) si 3,6 ori
(MSBsD) la s. Sonor.

Radiatia gama 1n doza de 250 Gy a intensificat procesul de regenerare la genotipul Sonor
cu 78,41% (MSBsD) si la genotipul Unirea cu 26,08% (MS), datele fiind statistic semnificative.
Totodata, aceasta sursa de variatie a inhibat procesul cu 35,10% (s. Sonor, MS) si 51,98% (s.
Galactic, MSBsD).

Impactul virusului In combinatie cu razele gama asupra valorii medii a frecventei de

regenerare a fost determinat de genotip, doza radiatiei si mediu de cultura. Media regenerarii la
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explantele obtinute de la donatori iradiati apoi infectati cu VMDO, pentru S. Unirea s-a marit de
1,4 ori (VMDO + 100 Gy); 1,67 ori (VMDO + 150 Gy) pe mediu MSBsD, iar pentru s. Sonor s-
a majorat de 1,57-2,04 ori (VMDO + 250 Gy) pe mediu MS si MSBsD, in comparatic cu
varianta martor. Infectia virala in complex cu radiatia gama a redus cota calusurilor regenerative
la genotipul Galactic pentru ambele medii de culturd: cu 43,70% (MSBsD) - 59,5% (MS) la
varianta VMDO + 150 Gy si cu 54,64% (MSBsD) - 69,55% (MS) la varianta VMDO + 250 Gy.
Pentru s. Unirea aceste valori s-au diminuat cu 14,18% (VMDO + 150 Gy) si 22,26% (VMDO +
250 Gy).

Analiza comparativa a influentei infectiei virale separate si in combinatie cu razele gama
(150 Gy, 250 Gy) a pus in evidentia faptul ca radiatia a atenuat statistic semnificativ efectul
pozitiv al infectiei virale asupra regenerarii cu 37,49 - 74,3%, la genotipul Sonor pentru ambele
medii de culturd. Pentru genotipul Galactic, VMDO a marit actiunea negativa a razelor gama
(150 Gy) asupra valorilor regenerarii cu 15,32% (MSBsD); 57,31% (MS) si influenta pozitiva a
razelor gama cu 23,12% (MS); 48,83% (MSBsD) pentru genotipul Sonor. La s. Unirea, infectia
virala a majorat efectul pozitiv al iradierii gama (100 Gy) cu 14,25% pentru mediu MSBsD.

Evaluarea rezultatelor a demonstrat, ca asupra frecventei calusogenezei si morfogenezei
au influentat statistic semnificativ 3 factori (genotipul, virusul, radiatia), iar asupra frecventei
regenerarii doar 2 factori (genotipul si mediu de culturd) (Tabelul 3.5).

Tabelul 3.5. Varianta frecventei calusogenezei, morfogenezei si regenerarii explantelor de
0rz de primavara obtinute de la donori iradiati si/sau infectati cu VMDO

Sursa GL Calusogeneza Morfogeneza Regenerarea
vari. SP §? F SP §? F SP 2 F
A 2 |4282,34 [2141,17 | 262,68*** |37214,3 | 1867,2 |998,01*** |3423,95|1711,98 |62,73***
B 1 |2876,08 | 2876,08 | 352,85*** |3530,04 | 3530,4 |189,34***| 31,89 | 31,89 1,17
C 2 | 1477,37 [ 738,684 | 90,62*** | 5464,1 [2732,05 |146,54*** | 164,54 | 82,27 3,01
D 1 |157,856 | 157,856 [ 19,37*** |46,3216 (46,3216 2,48 465,96 | 465,96 |17,08***
Interactiuni
AB 2 |2927,09 [1463,54 | 179,55*** |1004,58 | 502,29 | 26,94*** |862,42 | 431,21 |15,80***
AC 4 [1516,93 | 379,232 | 46,53*** |1045,52 |261,379 | 14,02*** |4405,61 | 1101,4 |40,36***
AD 2 |1320,51 [660,254 | 81,00*** | 2562,7 [1281,35|68,73*** | 285,91 | 142,95 | 5,24**
BC 2 |301,184 [150,592 | 18,48*** | 319,04 | 159,52 | 8,56*** |1254,34| 627,17 |22,98***
BD 1 369,593 |369,593 | 45,34*** |77,6395 [77,6395| 4,16* 612,28 | 612,28 |22,44***
CD 2 |135,561 67,7803 | 8,32*** 1328,77 (664,387 | 35,63*** | 315,46 | 157,73 | 5,78**
ABC 4 [728,163 | 182,041 | 22,33*** |[1004,46 |251,114 | 13,47*** |2753,88 | 688,47 |25,23***
ABD 2 |5,68546 |2,84273 0,35 353,5 [176,75 | 9,48*** ]190,75 | 95,37 3,49*
ACD 4 | 2052,6 | 513,15 | 62,95*** | 244595 |611,487 | 32,80*** | 402,46 | 100,61 | 3,69**
BCD 2 224,117 [112,058 | 13,75*** |86,8093 |43,4046 2,33 332,24 | 166,12 | 6,09**
ABCD | 4 |550,951 |137,738 | 16,90*** |1026,79 [256,696 | 13,77*** |923,04 | 230,76 | 8,46***
Total |107|19512,9 58852,9 18389,5

*, ** *xk_ diferenta semnificativa pentru P< 0,05; 0,01;0,001; Genotip (A), Virus (B), Radiatie (C),
Mediul (D); GL — grad de libertate, SP — suma patratelor, S?— dispersia, F — factor Fisher, Pl — puterea de
influenta.
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Influenta virusului in explantele initiale si a radiatiei nu au modificat semnificativ
frecventa de regenerare [17]. Componenta mediului de culturd a avut un efect semnificativ
asupra capacitatii calusogenezei si a influentat neinsemnat asupra formarii centrelor morfogene.

Analiza interactiunii surselor de variatie asupra proceselor mentionate a evidentiat ca din
11 interdependente, numai 2 au avut un efect nesemnificativ, si anume interactiunea genotip X
virus X radiatie — asupra frecventei calusogenezei si interactiunea Virus X radiatie X mediu X
frecventei morfogenezei.

Rezultatele prelucrarii statistice prin aplicarea testului ANOVA denota ca puterea de
influenta 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 3.6 A).

N 14.74%

Fig. 3.6. Contributia procentuali a 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, c - radiatie, d - mediu.

Analiza comparativa a valorilor puterii de influentd asupra frecventei morfogenezei cu
cele ale calusogenezei a atestat micsorarea impactului infectiei virale, probabil datorita
eliminarii treptate a virusului in urma dividerii intense a celulelor calusale.

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 in comparatie
cu efectul acestuia asupra calusogenezei si regenerarii (Figura 3.6 B). Diferentele dintre variante
sunt confirmate statistic.

Impactul VMDO si iradierii gama asupra procesului de regenerare a somaclonelor de orz
nu au fost confirmate statistic, insa puterea de influenta a interactiunii factorilor cu genotipul a
atins valori de 4,69 - 23,96% , fiind statistic semnificative (Figura 3.6 C).

Prin urmare, analiza variantei a stabilit ca contributia razelor gama au atins cele mai mari valori

pentru morfogeneza (9,29%). Infectia virald a avut o influentd mai mare asupra frecventei
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calusogenezei (14,74%) comparativ cu actiunea asupra morfogenezei (5,99%), iar interactiunea

virus X radiatie au avut impact maximal asupra regenerarii

Analiza interactiunii factorilor genotip X radiatie asupra frecventii calusogenezei in baza
valorilor medii a demonstrat ca radiatia gama la doza de 150 Gy a avut un impact mai mare
asupra acestui proces la cele trei soiuri in comparatie cu doza 100 Gy de 1,13 ori, insa nu
depaseste valorile variantei martor la s. Unirea si s. Galactic. In acelasi timp, la s. Sonor,
iradierea gama la doza de 150 Gy a avut o influentd mai puternica (de 1,1 ori) asupra cotei
explantelor cu calus in comparatie cu martorul. Valorile frecventei calusogenezei difera la cele
trei genotipuri, fiind mai reduse la s. Unirea si s. Sonor in comparatie cu s. Galactic de 1,5 ori
(Figura 3.7A).
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Fig. 3.7. Influenta interactiunii factorilor genotip X radiatie asupra frecventei calusogenezei,
morfogenezei si regenerarii din embrionii imaturi la orzul de primavara: A - frecventa
calusogenezei, B - frecventa morfogenezei, C - frecventa regeneririi.

Rezultatele obtinute indicd cd frecventa calusogenezei a fost influentatd de factorii
analizati in dependenta de genotip si doza radiatiei.

Procesul de formare a zonelor morfogene in calusurile soiurilor analizate a fost inhibat
de catre radiatie. Astfel, iradierea a redus frecventa morfogenezei de 1,1 - 1,4 ori in comparatie
cu martorul. Este important de mentionat cd odatd cu marirea dozei de radiatie se observa
atenuarea efectului negativ al iradierii (Figura 3.7 B).

Evaluarea interactiunii genotip X radiatie asupra frecventei regenerarii atesta ca fiecare
genotip a reactionat specific. Razele gama au avut un impact mai puternic asupra frecventei
regenerdrii de 1,03 ori la s.Unirea si au micsorat acest indice de 1,4 - 2 ori la s. Galactic, in
comparatie cu varianta martor. Efectul iradierii gama asupra procesului de formare a

regenerantilor la s. Sonor a fost dependent de doza radiatiei.
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Astfel, razele gama, la doza de 100 Gy au redus frecventa regenerarii de 1,3 ori, iar la
doza de 150 Gy au intensificat acest indice de 1,2 ori, in comparatie cu varianta control (Figura
3.7 C). Informatii despre efectul stimulator al radiatiei gama (200, 300 Gy) asupra ratei
regenerdrii sunt relatate de catre [37] si [42], la plantele de orz si orez.

Studiul comparativ al frecventei calusogenezei, morfogenezei si regenerarii la genotipul
Galactic a demonstrat ca valorile acestor indici sunt invers proportionale. Luand in considerare
alte 2 soiuri putem conchide ca rata inalta a explantelor care formeaza calus nu asigura garantii
certe pentru un randament inalt al morfogenezei si regenerarii, procese dependente prioritar de
genotip.

Aprecierea influentei interactiunii genotip X virus asupra proceselor de calusogeneza,
morfogeneza si regenerare a evidentiat ca valorile acestor indici au variat in dependentd de
genotip. Astfel, VMDO a diminuat valorile frecventei calusogenezei si morfogenezei la s.
Unirea si Sonor de 1,04 - 2 ori, si a marit cota explantelor cu calus la s. Galactic de 1,04 ori, in
comparatie cu varianta martor. Efectul stimulator al virusului s-a inregistrat si asupra procesului
de regenerare la s. Unirea si Sonor, unde infectia virald a intensificat acest proces de 1,14 ori
(Figura 3.8).

Razele gama si infectia virala au modificat valorile indicilor analizati in ambele directii

si au influentat in dependenta de genotip, doza iradierii i mediu de cultura.
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Fig. 3.8. Influenta interactiunii factorilor genotip X virus asupra frecventei calusogenezei,
morfogenezei si regenerarii din embrionii imaturi la orzul de priméavara: A — frecventa
calusogenezei, B - frecventa morfogenezei, C - frecventa regeneririi.

Desi frecventa regenerarii reprezinta numarul de calusuri regenerative din numarul total

de explante cu calus, aceasta nu este un indicator definitoriu al potentialului de regenerare,
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deoarece nu toate calusurile regenerative sunt capabile de a genera plantule pretabile pentru
transferare si cultivare in sol.

Luand in considerare cele relatate, este important de a determina numarul de plante per
calus regenerativ, care reprezinta intensitatea regenerarii. Evaluarea valorii medii a numarul de
regeneranti per calus regenerativ, la soiurile analizate, a evidentiat cd acest indice a variat in
dependentd de genotip si a constituit 5,7 (s. Sonor), 5,5 (s. Galactic) si 3,8 (s. Unirea). In
variantele experimentale, VMDO a micsorat numarul de plante regenerante cu 47,37 - 55,26% la
genotipurile Sonor si Unirea, iar pentru Galactic a marit valoarea respectiva cu 81,81%,
(Tabelul 3.6.).

Efectul razelor gama a fost determinat de genotip si doza radiatiei, fiind semnificativ
pentru s. Sonor si s. Unirea in toate dozele utilizate, iar in cazul s. Galactic — in dozele de 100
Gy si 150 Gy. Numarul de regeneranti per calus la explantele iradiate s-a redus la toate
genotipurile analizate, dar nu pentru toate dozele. Astfel, pentru s. Unirea si s. Sonor aceasta
valoare s-a diminuat cu 10,52-50% in dependenta de doza radiatiei, iar pentru s. Galactic — cu

34,54% (150 Gy). Maérirea dozei de iradiere a atenuat efectul factorului respectiv.

Tabelul 3.6. Influenta VMDO si/sau razelor gama asupra intensititii regenerarii

Genotip
Varianta Sonor Unirea Galactic
X +Es X+ Es X+ Es
Martor 5,7+0,02 3,8+0,03 5,5+0,17
100 Gy 3,240,011 *** 1,9+£0,01*** 6,4+0,21%*
150 Gy 3,5+0,15%** 3,3+0,08** 3,6£0,14%***
250 Gy 3,4+0,02%*** 3,4+0,07*** 4,9+0,34
VMDO 3,0+0,02** 1,7£0,17*** 10,0+0,28%***
VMDO +100 Gy 7,2+£0,08%** +++ 1,8+£0,10%** 2,4+0,13%%* +++
VMDO +150 Gy 6,1£0,02%** +++ 2,1+0,07%** 1,5+0,10%** +++
VMDO +250 Gy 4,240,05%%% -+ 2,8+0,02%** 4+ -

*, ** *Fxx _ diferenta semnificativa pentru P< 0,05; 0,01; 0,001 (in comparatie cu martorul);

++, +++ — diferenta semnificativa pentru P< 0,05; 0,01; 0,001 (in comparatie cu virusul).
Nota: ¥ — media aritmeticd, Es — eroarea standard.

Utilizarea in complex a factorilor studiati la s. Unirea si s. Galactic a redus numarul de
plantule per calus regenerativ de la 26% pana la 72,73%, intensificand actiunea diminutiva a
razelor gama si a atenuat acest efect in comparatie cu influenta solitara a virusului la s. Unirea.
Pentru genotipul Sonor virusul impreuna cu razele gama au marit cu 7,02 - 26,32% numarul de
regeneranti. Majorarea acestui indice a fost evidentiata la s. Galactic in rezultatul actiunei doar a
virusului (81,81%) si a radiatiei la doza de 100 Gy (16,36%) in comparatie cu martorul, datele
fiind statistic veridice [102].
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In rezultatul cultivarii embrionilor imaturi, prin morfogeneza indirecta au fost obtinuti

2219 regeneranti la cele trei soiuri de orz de primavara (Figura 3.9).

Fig. 3.9. Aclimatizarea regenerantilor: A - regeneranti in prima perioada de aclimatizare,
B - somaclone aclimatizate.

Numiarul total de somaclone (SCo) transferate in sol, provenite din genotipurile Galactic,
Sonor, Unirea a atins valori de 533 (74,13%), 613 (74,39%), 335 (43,01%).

Din aceste plante s-au aclimatizat: 472 (88,55%) — s. Galactic, 421 (68,67%) — s. Sonor,
335 (84,38%) — s. Unirea, printre care numarul regenerantilor ce au format spice fertile a
constituit la s. Galactic 294 (62,28%), s. Sonor — 123 (29,21%), s. Unirea — 153 (45,67%).
Analiza datelor sus-mentionate indica asupra faptului ca capacitatea de adaptare la conditiile de
cultivare in vitro si la factorii studiati are determinism genotipic pronuntat.

Infectia virald si razele gama au micsorat numarul de somaclone cu spice fertile in
comparatie cu varianta martor, la toate soiurile evaluate, dar cu diferit grad de manifestare
(Tabelul 3.7). VMDO, in dependenta de genotip, a redus acest indice cu 25,36 - 28,39% si a
manifestat o actiune moderatd asupra numarului de regeneranti cu seminte Tn comparatie cu
radiatia gama, care a avut un impact sever asupra acestora, diminuandu-le cu 66,56%.

Puterea actiunii radiatiei gama asupra fertilitatii somaclonelor obtinute, este dependenta
de doza radiatiei. Numarul de regeneranti cu seminte s-a micsorat brusc in comparatie cu
varianta martor. Daca la doza de 100 Gy numarul plantelor fertile a scazut cu 11,10 - 35,01%,
atunci la doza de 150 - 250 Gy acest indice s-a micsorat cu 41,75 - 66,56%.

Efectul negativ al iradierii gama in complex cu infectia virala s-a atenuat de 1,16 - 1,67
ori la s. Sonor si s. Unirea pentru doza de 150 Gy. La s. Galactic actiunea combinatd a VMDO

cu radiatia, doza de 100 Gy, a redus puternic (cu 84,61% ) numarul de somaclone cu seminte,
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doar doua plante din 13 plante obtinute fiind fertile, iar la variantele cu 150 si 250 Gy procesul

de regenerare indirecta a plantelor a fost inhibat.

Tabelul 3.7. Impactul VMDO si/sau razelor gama asupra numarului de somaclone (SCo)

Genotip Varianta Numar total de regeneranti
obtinuti transferati in sol aclimatizati fertili
Sonor Martor 165 140 93 46
100Gy 61 45 28 9
150Gy 141 89 53 9
250Gy 47 30 20 5
Virus (V) 104 91 48 17
V+100Gy 100 76 66 13
V+150Gy 102 67 50 15
V+250Gy 104 75 63 9
Galactic Martor 304 236 208 165
100Gy 137 99 88 58
150Gy 81 69 54 15
250Gy 83 56 49 13
Virus (V) 101 71 71 41
V+100Gy 13 2 2 2
Unirea Martor 258 144 125 74
100Gy 37 19 19 10
150Gy 75 48 29 10
250Gy 91 72 57 20
Virus (V) 81 43 43 19
V+150Gy 75 38 29 11
V+250Gy 59 33 33 9

Investigarea influentei VMDO - solitar sau in complex cu radiatia gama asupra
fertilitatii descendentilor obtinuti de la regenerantii SCo a evidentiat ca impactul negativ al
acestor factori a scazut, iar rata somaclonelor (SC1) cu fertilitate crescuta s-a marit, constituind
40,00-90,62% (Figura 3.10).

Rata naltd a somaclonelor sterile indicd nu numai sensibilitatea genotipurilor la actiunea
factorilor studiati, dar si iregularitatile ce se desfasoara in procesul dividerii mitotice. Evaluarea
actiunii iradierii orzului cu diferite surse (raze X, vy, B) a evidentiat un paralelism evident intre
sterilitate §i rata mutatiilor, chiar pentru diferite tipuri de mutatii [168].

Contributia virusului asupra procesului de formare a boabelor s-a redus de 1,28 ori la
plantele SC1 in comparatie cu regenerantii SCo. Numarul plantelor fertile la descendenti (SC1)
obtinuti de la plante donor iradiate a crescut cu 21,72% (100 Gy); 62,84% (150 Gy); 46,19%

(250 Gy) in comparatie cu somaclonele obtinute prin morfogeneza indirecta.
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Fig. 3.10. Impactul infectiei virale si radiatiei asupra ratei somaclonelor (%)
cu spice fertile la s. Galactic.

VMDO 1in complex cu radiatia gama (100 Gy) a redus numarul somaclonelor fertile
(SCy) cu 49,91% comparativ cu varianta martor, insa efectul factorilor asociati asupra fertilitatii

descendentilor obtinuti din somaclonele (SCo) s-a redus cu 93,95%.

3.3. Efectul infectiei virale si al razelor gama asupra indicilor citogenetici si
biochimici in calusul si regenerantii (SCo) de orz de primivara

Cultura de calus obtinuta din embrionii imaturi reprezintd o sursa de variatii induse de
factorii genetici si epigenetici fiind caracterizatd prin instabilitatea genomului celulelor si
heterogenitate. Mutatiile aparute in cultura in vitro pot avea origine diferita sau cuprinde un
spectru divers si sunt luate in considerare la fel ca mutatiile induse de factorii fizici, chimici si
biotici. Virusurile fitopatogene si razele gama pot fi utilizate ca factori de extindere a variatiei
somaclonale. In acest scop a fost estimatd influenta VMDO separat sau in asociere cu razele
gama (100 Gy, 150 Gy, 250 Gy) asupra indicilor citogenetici la celulele calusale din embrioni
imaturi de orz de primavara, care implica evidenta activitatii mitotice, cota celulelor cu aberatii
cromozomiale si stabilirea spectrului de mutatii. Activitatea mitoticd este determinata de
indicele mitotic (IM), care reflectd reactia genotipului la actiunea diferitilor factori si reprezinta
un criteriu in aprecierea proliferarii celulelor vegetale. Analiza indicelui mitotic a demonstrat ca
la genotipul Galactic, in celulele calusale aceasta valoare (3,84%) S-a micsorat de 4,6 ori, in
comparatie cu celulele meristematice radiculare (17,91%) (Tabelul 3.8).

Conform datelor din literatura, aceasta se datoreaza faptului ca, in faza liniara de crestere
a celulelor calusale, putine celule sunt capabile de multiplicare si se observa micsorarea

indicelui mitotic, ceea ce denota ca celulele sunt pregatite pentru dediferentiere.
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Tabelul 3.8. Influenta virusului si radiatiei gama asupra activitatii mitotice in celulele

calusale
Genotip Varianta Numarul total Celule in diviziunea IM, %
de celule mitotica
P M A T
Galactic Martor | 9485 503 279 | 410 | 507 17,91
Martor Il 3359 71 41 14 3 3,84
100 Gy 8205 231 156 62 39 5,95
150 Gy 2997 70 13 10 4 3,23
250 Gy 7079 252 39 46 30 5,18
VMDO 6101 72 65 32 17 3,04
VMDO+100 Gy 2654 42 24 44 8 4,45
Sonor Martor | 21746 10032 268 134 | 269 49,21
VMDO 2944 45 14 22 13 3,19
VMDO+250 Gy 4518 110 54 23 4 3,23

Martor | — celulele meristematice radiculare; Martor 1l — celule calusale obtinute din embrioni imaturi de
la plante sanatoase; P — profaza, M — metafazi, A — anafaza, T — telofaza.

Analiza celulelor calusale obtinute de la explantele iradiate cu razele gama, a demonstrat
ca actiunea acestui factor a fost determinat de doza radiatiei. La s. Galactic, in varianta iradiata
cu 100 Gy si 250 Gy activitatea mitotica s-a majorat cu 54,94% si, respectiv, 34,90%, iar la doza
de 150 Gy acest indice s-a redus cu 15,88% in comparatie cu martorul II.

La variantele obtinute de la donori infectati cu VMDO indicele mitotic in celulele
calusale s-a diminuat cu 20,83%, iar in complex cu radiatia (100 Gy) s-a marit IM cu 15,88% in
comparatie cu explantele netratate. Este important de mentionat ca actiunea virusului a fost de
1,3 ori mai puternica in comparatie cu influenta razelor gama la doza de 150 Gy, iar in varianta
VMDO + 100 Gy, radiatia a atenuat efectul negativ al virusului.

In rezultatul examinarii a 2480 de celule meristematice si 6303 celule calusale in
diviziunea mitotica, a fost stabilita cota celulelor cu aberatii ale diviziunii mitotice. Numarul
celulelor cu aberatii cromozomiale in celulele calusale la s. Galactic a constituit 45,78% pe cand
la celulele meristematice radiculare acest indice este de doar 0,17%, ceea ce demonstreaza
aportul culturii in vitro in inducerea mutatiilor [16]. La s. Sonor acest indice atinge valoarea de
7,14% in comparatie cu varianta martor I, in care nu au fost depistate aberatii. Factorii studiati
au marit numarul de celule calusale cu aberatii ITn comparatie cu varianta martor I (celule
meristematice) si au micsorat acest indice in comparatie cu martorul 11 (celule calusale). Astfel,
la genotipul Galactic, cota celulelor cu aberatii din cele iradiate cu dozele de 100 Gy, 150 Gy a
constituit 24,27% si 7,40%, iar in celulele infectate aceasta valoare a atins 1,75% (Tabelul 3.9).
Utilizarea in comun a virusului si radiatiei gama (VMDO + 100 Gy — 10,52%), la s. Galactic a

marit rata celulelor cu aberatii in comparatie cu fiecare factor in parte. La s. Sonor, virusul
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solitar a influentat de 1,4 ori mai puternic inducerea mutatiilor in celulele calusale in comparatie

cu actiunea lui in combinatie cu radiatia in doza de 250 Gy.

Tabelul 3.9. Cota celulelor cu diferite tipuri de mutatii in diviziunea mitotici la orz

Genotip Varianta Celule cu Tipuri de aberatii
aberatii, (%)
Galactic Martor | 0,17 Fragmente cromozomlgle, Vpunte cromozomiala
solitara
Martor Il 45,78 Celule poliploide, punte cromozomiala solitard
Celule poliploide, polinucleate,
100Gy 24,24 fragmente cromozomiale
150Gy 7.40 Celule poh;:lmde, aranjare cwhga a cromoz.omvllor.
Fragmente in forma de potcoava, punte solitard
VMDO 1,75 Celule aneuploide, fragmente Tn forma de potcoava
VMDO+100Gy 10,52 Celule polinucleate, cromozomi dubli
Sonor Martor | 0 -
VMDO 7,14 Celule polinucleate, aranjare ciclica a cromozomilor
VMDO+250Gy 4,93 Fragment unitar liniar

Martor | — celulele meristematice radiculare; Martor Il — celule calusale obtinute din embrioni
imaturi de la plante sanatoase;

Printre aberatiile evidentiate au fost inregistrate mutatii genomice — celule poliploide,
aneuploide (Figura 3.11) si polinucleate (Figura 3.12 H), aberatii cromozomiale — fragmente si
punti cromatidiene (Figura 3.12 E, F), dereglari in aranjarea cromozomilor in anafaza diviziunii

mitotice (Figura 3.12 G).

" Lo o '. - : ‘ .
Fig. 3.11. Mutatii mitotice in celule calusale la orzul de primévara: A - celule cu setul diploid de

cromozomi (2n=14); B - celuli gigantica, poliploida (2n=6x=42); C - eliminarea unui cromozom; D
- celula poliploida (2n=4x=28); E - celulii aneuploida (2n—2=12); F - celula cu nuclee poliploide.
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Indicii efectului citogenetic al culturii in vitro in calitate de factor inductor al
variabilitatii celulare sunt dependenti de genotip. Factorul studiat duce la cresterea cotei de
celule cu aberatii si inducerea mutatiilor genomice §i cromozomiale, unde prevaleaza 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 [104]

Fig. 3.12. Aspectul celulelor meristematice in dviziunea mitotica si a celulelor calusale mutante la
orz: 1 - celule meristematice radiculare in diviziune: A - profaza, B - metafaza, C - anafaza,
D - telofaza; 2 - celule calusale cu diferite tipuri de mutatii: E - punte solitara, F - fragment par
punctiform, G - aranjarea ciclicii a cromozomilor, H - celula polinucleata (x 200).

Infectia virald si radiatia gama au majorat cota de celule cu aberatii cromozomiale in
comparatie cu celulele meristematice radiculare. Astfel, in scopul estimarii efectului VMDO si

radiatiei gama, a fost analizata elecroforegrama peroxidazei in calusul si regenerantii obtinufi
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din embrionii imaturi de orz. Pentru extragerea peroxidazei au fost luate probe din explante de

calus morfogen sau nemorfogen (Figura 3.13 A, B) si regeneranti (Figura 3.13 C, D) obtinuti din

embrioni imaturi prelevati din seminte iradiate si plante infectate cu VMDO.

Fig. 3.13. Aspectul general al explantelor de calus si regenerantilor de orz:
A - calus nemorfogen; B - calus morfogen; C, D - regeneranti (SCo) donor.

Spectrul polimorf al peroxidazelor este mai larg la probele prelevate de la calusurile morfogene
in comparatie cu cele nemorfogen (Figura 3.14).
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Fig. 3.14. Electroforegrama peroxidazei la soiul Galactic: A - calus; B - regeneranti.

In rezultatul analizei electroforetice a peroxidazei extrase din calus la variantele iradiate
s-a evidentiat prezenta sau lipsa unor izoforme in comparatie cu varianta martor in dependenta
de doza radiatici. Infectia virala a contribuit la disparitia benzilor 0,206; 0,216 si la aparitia

componentilor cu mobilitatea 0,642; 0,665 in comparatie cu martorul (calus nemorfogen). La
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explantele de calus iradiate, apoi supuse infectiei virale, S-a constat prezenta a doud izoforme noi
care nu au fost evidentiate in variantele martor (Figura 3.14 A, Figura 3.15 A). Utilizarea
comunad a virusului si razelor gama (150 Gy) a demonstrat mérirea spectrului cu 4 componenti in
comparatie cu actiunea doar a infectiei virale (Figurele 3.14 B, 3.15 B).

Evaluarea spectrului polimorf al peroxidazei la somaclonele de orz a evidentiat ca razele
gama au micsorat numarul de forme polipeptidice. La variatele iradiate cu doza de 100 Gy, 150
Gy aceasta a variat de la 4-5 benzi in comparatie cu varianta martor, unde S-au inregistrat 6

benzi.
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Fig. 3.15. Indicele de mobilitate relativa (Rf) a izoformelor peroxidazei din calus si regenerantii
obtinuti din embrionii imaturi, s. Galactic: A- peroxidaza din calus morfogen (1, 3, 4, 6, 7, 9) si
nemorfogen (2, 5, 6, 8) la variantele - Martor (1, 2), iradiate in doza de 100 Gy (3, 4), 150 Gy (5, 6),
250 Gy (7); cu virus (8) si virus in asociere cu radiatia 100 Gy (9); B - peroxidaza din regeneranti,
variantele - Martor (1, 2), iradiate in doza de 100 Gy (3, 4), 150 Gy (5), 250 Gy (6);
cu virus (7) si virus in asociere cu radiatia 100 Gy (8).

Generalizand rezultatele, constatim marirea spectrului de izoforme in probele prelevate
de la explantele de calus supuse actiunii comune a factorilor studiati in comparatie cu cele
nesupuse tratarii. Numarul maxim de 7 componenti a fost evidentiat in calusul morfogen
(VMDO + 100 Gy).

Concluzii la capitolul 3

> A fost elaborat un algoritm eficient de obtinere a regenerantilor din embrioni
imaturi prin morfogeneza indirecta, in rezultatul optimizarii mediilor de cultura la diferite etape
de cultivare prin modificarea mediilor de bazd MS, suplimentarea cu diferite tipuri si
concentratii de fitohormoni, utilizarea substantelor ce intensificad procesele de calusogeneza,
morfogeneza si regenerare a somaclonelor din explante de embrioni imaturi sdnatoase, infectate
si iradiate la orzul de primavara (Galactic, Sonor, Unirea). Frecventa calusogenezei (90+100%),
morfogenezei (50,88+89,27%) si regenerarii (27,94+41,48%) a variat in dependenta de genotip

si a atins valori mai mari cu 8,33 - 58,91% , in comparatie cu martorul.
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> S-a constatat ca VMDO si razele gama au influentat semnificativ frecventa
calusogenezei si morfogenezei. Analiza variantei a stabilit contribufia maxima a genotipului
asupra proceselor de calusogeneza (21,95%), morfogeneza (63,23%) si regenerare (18,62%).
Ponderea sursei de variatie in rata morfogenezei a atins valori maxime pentru factorul de genotip
(63,23%), urmata de radiatie (9,29%), virus (5,99%) si interactiunea genotip X mediu de culturd
(4,35%). Impactul infectiei virale si radiatiei asupra procesului de regenerare nu a prezentat
veridicitate statistica, in timp ce puterea de influenta a interactiunii acestor factori cu genotipul a
atins valori de la 4,69+23,96% (P< 0,001). Razele gama au modificat valorile indicilor analizati
in ambele directii si au influentat in dependenta de genotip si doza iradierii.

> S-a stabilit ca in interactiunea genotip X infectie virala X raze gama, fiecare
component al sistemului a influentat indicii citogenetici in celulele calusale. Efectul VMDO
solitar, asupra indicelui mitotic a fost mai accentuat in comparatie cu razele gama. Infectia virala
si razele gama au marit numarul de celule cu aberatii in dependenta de genotip, si a atins valori
de 1,75 - 24,27%. Printre aberatiile evidentiate au fost observate mutatii genomice (celule
poliploide, aneuploide si polinucleate) si aberatii cromozomiale (fragmente si punti
cromatidiene, dereglari in aranjarea cromozomilor in anafaza diviziunii mitotice), predominante
fiind mutatiile genomice.

> S-a constatat ca spectrul polimorfic al peroxidazei este mai larg la probele
prelevate de la calusurile morfogene in comparatie cu cele nemorfogene. Infectia virala si razele
gama au contribuit la marirea spectrului de izoforme in probele de calus in comparatie cu cele

nesupuse tratarii.
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4. EVALUAREA IMPACTULUI VIRUSULUI SI AL RADIATIEI ASUPRA
VARIATIILOR SOMACLONALE LA ORZUL DE PRIMAVARA

Imbinarea variabilitatii somaclonale, caracteristica regenerantilor obtinuti prin cultura de
calus cu factorii biotici si fizici permite sporirea frecventei si largirea spectrului de variatii
genetice la plante. Selectarea eficientd a formelor cu caractere distincte, inclusiv agrobiologice
valoroase este indispensabild, deoarece diversitatea genetica a plantelor de culturd reprezinta
sursa primara pentru dezvoltarea soiurilor adaptate la conditiile climatice variabile [234]. Pentru
a spori eficienta selectiei genotipurilor de orz cu caractere dorite este necesara aprecierea
potentialului genetic, naturii variabilitatii, ponderii factorilor majori ce contribuie la
manifestarea fenotipica a caracterclor de interes si modalitatii de mostenire a diferitelor

elemente ale productivitatii [100].

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

Aspectul morfologic al somaclonelor SCo de orz de priméivarai. In rezultatul cultivarii
embrionilor imaturi, prin morfogeneza indirecta au fost obtinuti regeneranti cu diferite tipuri de

variatii morfologice (Figura 4.1).

Fig. 4.1. Variatii morfologice la somaclonele de orz (SCo): A - frunze dispuse paralel;

B - tulpina modificata si frunze scurte; C - frunze unite la bazé; D - frunze paralele si dispuse
compact; E - frunze unite ce au aspectul unui tub; F - pai modificat, distanta mica dintre
internoduri, frunze foarte scurte; G - doua spice ce pornesc de la un nod; H - inflorescenta
bifurcata.
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Examinarea aspectului morfologic al somaclonelor a evidentiat un spectru larg de
schimbari in structura paiului, frunzelor si spicului. La regenerantii SCo au fost relevate
modificari cu fluctuatii largi in aspectul morfologic al paiului si frunzelor. Astfel, numarul de
internoduri a atins valorile de 3-8 internoduri per planta in comparatie cu plantele obtinute din
seminte, la care acest indice variaza in limite mici si este de 5-6 internoduri. Distanta mica dintre
internoduri si numarul mare de noduri au modificat portul plantei de la erect la semipatulit.
Particularitatile morfologice ale frunzelor au contribuit la schimbarea aspectului general al
plantelor la care au fost evidentiate frunze foarte scurte, unite la baza, de forma unui tub; frunze
cu teaca desprinsa de pai, dispuse paralel aproape una de alta; frunze ce pornesc cate 2-5 de la
fiecare nod al tulpinii. Diverse variatii moroflogice au fost evidentiate si in structura
inflorescentei si anume: spice bifurcate, cu ariste groase, ondulate, spice sterile, pai bifurcat cu
doua spice.

Variatii morfologice au fost depistate atat la regenerantii din variantele netratate cat si
cele tratate cu razele gama si/sau cu infectia virald. Evaluarea variatiilor somaclonale la
regenerantii obtinuti de la plantele virozate si iradiate a constatat largirea spectrului de variatii
morfologice fatd de regenerantii obtinuti de la plantele sandtoase. Spectrul de variatii
morfologice a fost dependent de genotipul plantei si de actiunea factorilor mutageni aplicati.

Analiza caracterelor agromorfologice la somaclonele de orz SCo. In rezultatul
evaluarilor biometrice s-a atestat variatia semnificativa (la nivel de 95 - 99,9%) a valorii medii a
caracterelor agro-morfologice la somaclonele de orz in dependentd de genotip, indicele analizat
si factorii luati in studiu. Astfel, la genotipurile Sonor si Unirea s-au constatat valori medii mai
mici pentru TPL (cu 12,74 - 28,4%) la variantele iradiate cu raze gama (150 - 250 Gy) si cele in

complex cu infectia virala (Figura 4.2).
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Fig. 4.2. Impactul VMDO si/sau razelor gama asupra variabilitatii caracterului TPL la
somaclonele de orz (SCy): *, ** ,*** — diferenta semnificativi pentru P<0,05; 0,01; 0,001
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Valoarea minima a TPL (37,2 cm) a prezentat genotipul Unirea supus iradierii (150 Gy).
Efectul VMDO asupra inaltimii regenerantilor de orz, la soiul Sonor s-a dovedit a fi mai atenuat
comparativ cu razele gama.

In mod similar, la variantele supuse actiunii VMDO solitar si iradierii gama (150 - 250

Gy) s-au inregistrat valori medii mai mici a caracterului LUI (cu 5,65 - 34,2%) fata de martor
pentru toate genotipurile evaluate. Cele mai mici valori au prezentat genotipurile Sonor (7,5 cm;

V + 250 Gy) si Unirea (7,8 cm, 150 Gy). La s. Unirea si Sonor, razele gama (150 Gy) au redus
actiunea infectiei virale asupra parametrului respectiv, iar marimea medie a atins valori mai mari

cu 35,7 - 56,9% 1n comparatie cu variantele supuse actiunii solitare a virusului (Figura 4.3 B).
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Fig. 4.3. Impactul VMDO si/sau razelor gama asupra variabilititii caracterelor LSP (A) si LUI (B)
la somaclonele de orz (SCy): *, ** ,*** — diferenti semnificativa pentru P< 0,05; 0,01; 0,001
(comparativ cu martorul); +, +++ — diferenti semnificativa pentru P< 0,05; 0,001 (comparativ cu
virusul).
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De asemenea, s-a inregistrat micsorarea valorilor medii a indicelui LSP cu 9 - 25%
pentru genotipul Galactic (VMDO, 100 Gy) si genotipul Unirea (V+150 Gy), diferentele fiind
statistic semnificative. In acelasi timp, s-a evidentiat reactia specifica fiecarui genotip la actiunea
virusului in complex cu razele gama (150 Gy). Astfel, pentru s. Unirea valorile medii s-au marit
cu 21 - 35%, iar pentru s. Sonor media s-a redus cu 16,6 - 25% in comparatie cu variantele
martor si virus (P< 0,05; 0,01; 0,001).

Cea mai inalta valoare a caracterului LSP (8,9 cm) s-a atestat pentru s. Galactic, varianta
martor si pentru s. Unirea (8,50 cm), varianta V + 150 Gy (Figura 4.3 A).

Conform datelor din literatura si celor Inregistrate de noi in urma evaluarii morfologiei
paiului, caracterul NI la orzul cu doua randuri este un indice cu variatii in limite mici de la 5-7

internoduri [127]. La regenerantii de orz - genotipurile Galactic, Unirea, Sonor (soiuri cu 2
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randuri de spiculete in spic), pentru toate variantele, media caracterului respectiv a variat cu
fluctuatii largi si a atins valori de 3-9 internoduri per plantad in comparatie cu plantele martor, la
care acest indice este de 5-6 internoduri. VValoarea medie a NI s-a redus semnificativ (95 -
99,9%) pentru genotipurile Unirea si Galactic — cu 13,05 - 26,7% (100 - 250 Gy) fata de martor,
lar pentru s. Sonor s-au atestat diferente semnificative — cu 25,3% mai mari in comparatie cu

martorul doar pentru varianta V + 250 Gy (Figura 4.4 B).
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Fig. 4.4. Impactul VMDO si/sau razelor gama asupra variabilititii caracterelor NFF (A) si NI (B)
la somaclonele de orz (SCo): *, **, *** — diferenta semnificativa pentru P< 0,05; 0,01; 0,001 (in
comparatie cu martorul); + — diferenti semnificativa pentru P< 0,05 (in comparatie cu virusul).
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Este important de remarcat cd polignirea paiului micsoreaza cantitatea de productie,
favorizeaza atacul de boli, afecteaza maturarea uniformd a boabelor si pune in dificultate
recoltarea mecanizata. Rezistenta la cadere a plantelor de orz este determinatd semnificativ de
mai multi indici morfologici printre care sunt indlfimea plantei, lungimea, duritatea si
flexibilitatea paiului, marimea si greutatea spicului, numarul si lungimea internodurilor etc.
[182]. Prin urmare, valorile mici ale caracterelor mentionate sunt de importan{d majora pentru
ameliorarea orzului.

In ceea ce priveste caracterul NFF, genotipurile Galactic (250 Gy) si Sonor (100 Gy) au
detinut valori medii mai inalte cu 50,5 - 67% fata de varianta martor. Marirea acestui indice cu
34,9 - 49,2% s-a evidentiat si pentru variantele supuse VMDO in complex cu razele gama (150 -
250 Gy) pentru genotipul Unirea si Sonor (Figura 4.4 A). Cea mai inaltd valoare a mediei
caracterului NFF (2,73; 2,92) s-a inregistrat la genotipul Galactic, somaclonele obtinute din
explante infectate cu VMDO si cele iradiate (250 Gy).
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Potrivit rezultatelor unor cercetatori majorarea numarului de frati fertili per planta este
asociatd cu inaltimea mica a formelor semipitice de orz [133]. Se presupune ca aceasta se
datoreaza expresiei joase a genei Hv200X: (regleaza expresia genelor semipiticismului -
sdwl/denso), ce duce la scaderea nivelului de acid giberelic in meristemele apicale, reducerea
lungimii internodurilor, indl{imei plantei si dezvoltarea unui numar mai mare de frati fertili per
planta [149].

Este cunoscut faptul, ca infectiile virale, inclusiv cea provocatd de VMDO, micsoreaza
NFF, contrar rezultatelor noastre, unde media caracterului respectiv la somaclonele de orz, a
indicat valori cu 40,7% mai mari fatd de martor, datele fiind statistic veridice. Aceasta crestere,
probabil se datoreaza specificului impactului infectiei virale in conditiile in vitro.

In rezultatul analizei datelor obtinute pentru caracterul NSP s-a stabilit reducerea
semnificativa (la nivel de 99-99,9%) a valorii medii fatd de martor cu 17,80 - 25,32% (V + 150
Gy) doar in cazul genotipului Unirea. La genotipul Sonor, pentru varianta supusa actiunii
VMDO in comun cu razele gama (150 Gy) s-a constatat o micsorare usoara, dar semnificativa a
NSP in comparatie cu influenta separata a virusului. Cea mai inaltd valoare (17,69) a acestui

indice s-a estimat pentru varianta martor (cultura in vitro) la genotipul Unirea (Figura 4.5 A).
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Fig. 4.5. Impactul VMDO si/sau razelor gama asupra variabilitatii caracterelor NSP (A) si NBSP
(B) la somaclonele de orz (SCo): *, ** , *** — diferenta semnificativa pentru P < 0,05; 0,01; 0,001 (in
comparatie cu martorul); +, +++ — diferentd semnificativa pentru P < 0,05; 0,001 (in comparatie cu

virusul).
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In acelasi timp, pentru genotipurile Sonor si Unirea, caracterul NBSP a indicat valori

medii mai mari cu 41,4 - 65% (150 Gy; V + 250 Gy) fata de varianta martor.
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Este de mentionat cd pentru s. Sonor s-a atestat actiunea mai pronuntatd a radiatiei
gama (150 Gy) si virusului solitar sau in asociere cu raze gama (150 Gy; 250 Gy) asupra
indicelui NBSP, comparativ cu s. Unirea si s. Galactic. Cea mai mare valoare (10,89) a
caracterului respectiv a fost constatata pentru genotipul Unirea, varianta V + 250 Gy (Figura 4.5
B). Efecte similare a razelor gamma asupra mediei indicelui numarului de boabe/spic au fost
descrise la plantele de grau si orz [36, 139].

Generalizand cele expuse putem afirma ca VMDO si razele gama (250 Gy) separat si
in comun au indus variatii semnificative pentru 5-6 din 7 caractere in comparatie cu celelalte
variante, modificand media in dependenta de genotip si indicele biomorfologic studiat. De
asemenea, reducerea mediilor a caracterelor morfologice care determinad direct sau indirect
rezistenta la cadere si respectiv, cresterea productivitatii, demonstreaza eficienta utilizarii
radiatiei gama si infectiei virale In generarea variatiilor utile si extinderea diversitatii la
somaclonele de orz [14, 20].

Estimarea coeficientului de variatie a caracterelor agromorfologice la somaclonele
(SCo). Pentru determinarea gradului de variatie a caracterelor cantitative se utilizeaza
coeficientul de variatie (CV,%), care permite obtinerea informatiei, privind norma de reactie la
factorii externi si interni ai plantei in intregime sau a fiecarui caracter particular [298]. Este
stabilit, ca fiecarui caracter, ca si genotipului, 1i este caracteristicd o anumita reactivitate. Astfel,
conform datelor obtinute in rezultatul cercetarilor efectuate la soiurile de grau in diverse conditii
NSP si LSP variaza slab (CV< 10%); NBSP variaza mediu (10% < CV < 20%), iar numarul de
NFF — puternic (CV > 20%) [300, 303].

Conform cercetarilor efectuate de noi, a fost evidentiatd o variatie semnificativa a
valorilor indicilor cantitativi la plantele de orz, care sunt dependente de genotip, caracter si
impactul factorului luat in studiu. Prin urmare, CV la caracterul LSP, la soiul Galactic, constituie
16,86-29,38% sub influenta razelor gama, ceea ce corespunde unui nivel inalt de variabilitate,
desi acestui indice ii este caracteristic un grad mic de variatie (Figura. 4.6 B).

Nivelul 1nalt de variatie a acestui caracter s-a evidentiat si pentru S. Sonor si Unirea, la
care indicele respectiv a atins valori maxime la varianta V + 100 Gy (31,18%) si raze gama, 100
Gy (52,84%). La somaclonele martor, pentru cele trei genotipuri analizate, valorile
coeficientului de variatie au constituit 23,02 - 46,4%.

Valorile CV la caracterul TPL a variat in varianta cu radiatie de la 14,03% pana la
29,15% in dependenta de genotip si doza razelor gama (Figura. 4.6 A).

Infectia virald a contribuit la marirea coeficentului de variatie la acest caracter, pentru

genotipul Sonor de 1,2 ori in comparatie cu martorul. Valoare maxima a indicelui de variatie la
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caracterul respectiv s-a atestat la regenerantii obtinuti din explante iradiate in dozele de 100 Gy
s1 250 Gy, s. Unirea

Mator 100Gy 150Gy 250Gy Vins(V) VAI0OGy V<1S0Gy V250Gy  Maor 100Gy 150Gy 250Gy Vin(V) V-100Gy V+I50Gy V+250Gy

A OGalactic  WSonor  BUnirea B OGalactic  WSonor W Unirea

Fig. 4.6. Variabilitatea caracterelor biomorfologice la somaclonele de orz SCo sub influenta
virusului si a radiatiei gama: A - TPL, B- LSP, (CV,%)

Infectia virald a contribuit la marirea coeficentului de variatie la acest caracter, pentru genotipul
Sonor de 1,2 ori in comparatie cu martorul. Valoare maxima a indicelui de variatie la caracterul
respectiv s-a atestat la regenerantii obtinuti din explante iradiate in dozele de 100 Gy si 250 Gy,
s. Unirea.

Coeficientul de variatie a caracterului NI si LUI a atins valori maximale la plantele

supuse infectiei virale, unde acest indice a constituit 25,41% si respectiv 35,93% (Figura 4.7).
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Fig. 4.7. Inluenta virusului si a radiatiei gama asupra variabilitatii caracterelor cantitative la
somaclonele SCo: A —NI; B - LUI, (CV,%)
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Cea mai mare deviere a CV de la varianta martor s-a observat pentru caracterul LUI, la
somaclonele de orz rezultate din explante supuse radiatiei gama in doza de 150 Gy (39,38%) si
250 Gy (63,29%), genotipurile Unirea si Galactic.

In rezultatul analizei variabilitatii caracterelor NSP si NBSP la regenerantii de orz de
primavara s-a constatat un diapazon larg a coeficientului variatiei la toate variantele studiate
(Figura 4.8).
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Fig. 4.8. Variabilitatea caracterelor cantitative la somaclonele SCo sub influenta virusului si a
radiatiei gama: A — NSP; B — NBSP, (CV,%)

Valori maximale pentru caracterul NSP s-au inregistrat la explantele iradiate cu razele gama
in doza de 100 Gy (37,8%) si cele supuse actiunii comune a virusului si radiatiei gama (250 Gy)
- 38,08%. La plantele regenerate din explante netratate acest indice a constituit 20,5 - 26,11%.
Indicele variabilitatii la caracterul NBSP a atins valori majore la variantele supuse iradierii gama
in doza de 250 Gy (67,36%) si infectiei virale solitar (70,27%) precum si la cele supuse actiunii
comune a radiatiei (150 Gy) cu VMDO, unde aceasta valoare constituie 84,78%.

Analiza datelor experimentale prin aplicarea testului ANOVA denota ca VMDO a
influentat statistic semnificativ variatia caracterelor cantitative, la somaclonele de orz (SCo),
efectul fiind specific indicelui biomorfologic studiat (Tabelul A 2.1). Puterea de influenta a
infectiei virale asupra caracterelor: NBSP, LUI, NI la regenerantii analizati a variat de la 1,43%
(NBSP) pana la 4,65% (LUI). Contributia procentuald a radiatiei gama asupra indicilor
biomorfologici (TPL, LUI, NI, NSP, NBSP) a cuprins valori de la 1,38% (NBSP) pan la 5,39%
(LUI), datele fiind veridice pentru P< 0,05; 0,01; 0,001. Pondere maxima a manifestat genotipul,
aceasta constituind 12,50 - 49,70%, in dependenta de caracterul biomorfologic analizat. Cele

mai inalte valori ale acestui indice au fost inregistrate pentru caracterele: NI — 38,34% , LUI -
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38,38% si TPL — 49,70%. Influenta genotipului este statistic semnificativd pentru toate
caracterele biomorfologice studiate. Puterea de influenta a VMDO asupra caracterelor analizate
este maxima pentru indicele LUI (4,65%) fiind statistic veridica. Este important de mentionat ca
actiunea comuna VMDO + raze gama a avut un impact mai mare comparativ cu infectia virala
separata pentru caracterele: NBSP (P1 = 4,69%), TPL (Pl = 2,54%), NSP (Pl = 2,41%).

In rezultatul cercetdrii influentei VMDO si a radiatiilor gama asupra caracterelor
biomorfologice s-a constatat ca factorii studiati au influentat in dependentd de genotip si
caracterul analizat.

Actiunea asociata a infectiei virale si razelor gama a avut un impact semnificativ mai
mare (de 3,27 ori) asupra caracterului NBSP comparativ cu VMDO solitar. S-a inregistrat 0
variabilitate puternica a caracterelor agromorfologice, carora le este caracteristicd o variatie
slaba sau medie. Obtinerea formelor mutante si diferentele semnificative ale valorilor medii si
coeficientului de variatie la plantele de orz confirmd capaciatea surselor de variatii luate in
studiu de a extinde variatia genotipica la orzul de primavara.

4.2. Analiza influentei virusului mozaicului dungat al orzului si razelor gama
asupra variabilititii caracterelor biomorfologice la descendentii (SC1-SC3) somaclonelor
de orz

In rezultatul evaluarii somaclonelor (SCo) au fost selectate 106 de forme (SCi-SC)
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 prezentat cele mai
pronuntate variatii ale caracterelor morfologice studiate, precum si plante cu MMB mai ridicata
in comparatie cu varianta martor.

Pentru estimarea reactiei genotipurilor analizate la factorii studiati a fost investigata cota
somaclonelor viabile (SC2-SCs). S-a constatat micsorarea numarului de plante viabile in
comparatie cu varianta martor (Figura 4.9).

La soiurile Sonor si Unirea procentul plantelor viabile la variantele iradiate a fost 81,60 -
91,10% si, respectiv, 89,90 - 94,50% (150 - 250 Gy). In variantele martor (M 1, M 11) cota
plantelor viabile a constituit 95,3 - 93,85% (s. Galactic); 97,50% (s. Unirea, s. Sonor). Acest fapt
denota particularitatile genotipice si specificitatea de reactie a soiurilor luate in studiu. VMDO a
manifestat o actiune moderata asupra cotei somaclonelor viabile Tn comparatie cu radiatia gama
(150 - 250 Gy). Indicele analizat la somaclonele obtinute de la donatorii infectati a constituit

88,5% (s. Galactic) si 88,8 - 90% (s. Sonor, s. Unirea).
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Fig. 4.9. Cota descendentilor (SC;) obtinuti de la donatorii supusi actiunii comune si/sau separate a
iradierii gama si infectiei virale: M | — plantule obtinute din seminte; M Il — somaclone.

Analiza comparativa a impactului VMDO si radiatiei gama a supra cotei plantelor viabile
la somaclonele SC; si SCz a pus 1n evidenta atenuarea efectului negativ al factorilor studiati si
marirea ratei somaclonelor in generatia descendenta.

Rata regenerantilor (SC3) viabili, obtinuti de la donori supusi infectiei virale a crescut cu
3%, iar a somaclonelor (SCz) viabile obtinute de la donatori iradiati cu doze de 100, 150 si 250
Gy - cu 1,24 - 13,62%, in comparatie cu somaclonele (SC>) viabile (Figura. 4.10).
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Fig. 4.10. Impactul infectiei virale si a radiatiei gama asupra cotei de somaclone viabile
(SC,-SCs3): M | — plantule obtinute din seminte; M II — somaclone (SC,).

Analiza aspectului morfologic al somaclonelor de orz (SCi-SCz2). Pentru obtinerea
somaclonelor (SC1-SC») au fost semanate boabe ale regenerantilor cu variatii morfologice

evidentiate in rezultatul evaluarii aspectului morfologic al fiecarei somaclone. Analiza
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comparativa a variatiilor morfologice ale descendentilor (SC1-SC2) cu regenerantii (SCo) a
demonstrat ca, descendenti nu au prezentat modificari cu fluctuatii largi in aspectul morfologic
al paiului si frunzelor ceea ce s-a depistat la somaclonele (SCo). In acelasi timp, la descendentii
(SCy) au fost evidentiate plante cu diverse variatii morfologice ce tin de dezvoltarea plantelor de
orz: talia plantei, lungimea internodurilor pe rahisul spicului, pozitia spiculetelor in spic,

dezvoltarea spiculetului lateral, aristelor, regiunii frunzei standart, tecii paiului (Figura 4.11).
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Fig. 4.11. Variatii morfologice la somaclonele de orz (SC1): A — spice cu ariste incretite si ingrosate
B — somaclone cu ligula modificata, aspect de frunze; C — spice cu spiculetul lateral fertil; D — spice
cu dispunerea opusa a spiculetelor pe rahis; E — spic cu dispunerea rara a spiculetelor fertile.

Evaluarea variatiilor somaclonale la regenerantii obtinuti de la plantele virozate si
iradiate a atestat largirea spectrului de variatii morfologice comparativ cu regenerantii obtinuti
de la plantele sanatoase [13]. Spectrul de variatii morfologice a fost dependent de genotipul
plantei si de actiunea factorilor mutageni aplicati. Unele din schimbarile morfologice ale

spicului s-au transmis si in generatiile ulterioare (Figura 4.12).
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Astfel, variatia morfologica spic ramificat s-a evidentiat la descendentii (SC1), unde
frecventa acesteia a constituit 95,23% si s-a transmis 1n generatia SC> (Unirea 100 Gy). Necesar
de remarcat ca, la s. Unirea (SC2), din plantule obtinute de la donori nesupusi tratarii si iradiati
cu razele gama (150 Gy) au fost obtinute plantule cu mutatia albino,rata carora a constituit

20,71% la somaclona SC»-567 si 3% — SC»-668.
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Fig. 4.12. Variatii morfologice ale spicului la descendentii somaclonelor de orz (SC:-SC)
comparativ cu SCo: 1A — spic ceros cu aristele groase si ondulate (U100 Gy); 2A — pai cu doui 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 opusi a
spiculetelor (G100 Gy); 4B — spic ramificat (U100 Gy); 5B — spic cu dispunerea rari 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 spiculete fertile in
rand (G100 Gy); 2C — spic compact (G100 Gy); 3C - lipsa spiculetelor sterile in spic (GV).
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De asemenea, in rezultatul evaluarii comparative a ratei variatiilor s-a evidentiat sporirea
cotei de abateri morfologice la descendentii de orz de primavara (SCi1) la soiul Sonor, indicii

careia s-au majorat de 1,21 - 4,40 ori comparativ cu somaclonele SCo (Figura 4.13).

Martor 100Gy 150Gy 250Gy Virus(V) V+100 Gy V+150 Gy V+250 Gy
O sco =sC1

Fig. 4.13. Cota de variatii morfologice la somaclonele (SCo) si descendentii (SC,) de
orz de primavara, s. Sonor.

Evaluarea caracterelor cantitative la somaclonele SCi-SCa. Cercetérile noastre
anterioare au stabilit ca infectia virala si radiatia gamma separat sau in asociere, genereaza
variatii fenotipice utile ale unor trasaturi cantitative care pot fi utilizate pentru a spori
variabilitatea genetica la regenerantii orzului (SCo) [20, 101]. 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 [7, 33, 43]. Una dintre modificarile epigenetice majore este metilarea ADN-ului care
modificd expresia genelor si este usor transmisd generatiilor ulterioare. In acelasi timp, este
important de evidentiat cd modificarile epigenetice prezintd instabilitate si sunt influentate de
mediu, iar unele modificéri epigenetice pot duce la variatii fenotipice ereditare, in timp ce altele
nu conduc la careva schimbari [33, 43].

Astfel, a fost efectuatd evaluarea efectului VMDO si razelor gama asupra caracterelor
agronomice la descendentii de orz (SC1) in comparatie cu regenerantii SCo.

In rezultatul analizei comparative a aceluiasi genotip s-au evidentiat cote similare de
caractrere cu devieri semnificative ale valorii medii fatd de varianta martor la regenerantii SCo

comparativ cu descendentii SC1, cu exceptia genotipurilor Sonor si Unirea (Figura 4.14).
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Fig. 4.14. Cota caracterelor cu diferente semnificative fata de martor la
regenerantii SCo si descendentii SCi.

Aceste genotipuri prezintd un numar mai mic de caractre cu devieri semnificative ale
valorii medii fata de martor in generatia SCy, pentru variantele infectate cu VMDO si VMDO +
razele gama (0-25%) sau o rata mai mare de caractere cantitative pentru VMDO + raze gama, S.
Unirea (100%). VMDO si radiatia gama au influentat manifestarea caracterelor cantitative la
soiurile evaluate in dependentd de genotip, caracterul analizat si generatie.
in cazul genotipului Sonor, radiatia gamma (250 Gy) a marit valorile medie ale caracterelor TPL
si LUI cu 10,97 - 14,78% fata de martor in generatia SC1 (P< 0,001), desi nu a influentat

semnificativ acesti parametri in generatia SCo (Figurile 4.15, 4.16)..
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Fig. 4.15. Influenta VMDO si razelor gama asupra caracterului TPL la somaclonele SCo-SCi:
*, Fx *%* _ diferenta semnificativa pentru P<0,05; 0,01; 0,001.
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Totodata, pentru descendentii SCy, ai Soiurilor Galactic si Unirea s-au stabilit valori
mai mici ale acestor caractere cu 13,10 - 46,29% (P< 0,05 - 0,001) la variantele iradiate cu raze
gamma (100 — 250 Gy), comparativ cu controlul, cu exceptia s. Unirea (caracterul TPL, fara
diferente semnificative).

VMDO separat sau in asociere sau in asociere cu razele gamma (150 - 250 Gy) a redus
semnificativ valoarea medie a caracterelor TPL (cu 6,83 %) si LUI (cu 11,32 - 12,28 %) in
generatia SC1, doar la genotipul Unirea.

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.

Este important de mentionat cd descendentii SCy ai soiurilor Unirea si Galactic din variantele
iradiate gamma (100, 250 Gy), VMDO si VMDO + raze gamma (250 Gy) au prezentat aceeasi
tendintd de micsorare a caracterelor TPL si LUI in comparatie cu regenerantii SCo (Figurile
4.15, 4.16). Valorile joase ale TPL si LUI determina rezistenta la cadere la plantele de orz si

joacd un rol indirect important in formarea productivitatii.

em cm

20 45 kkE

18 I 40 =

16 * ** 35 L Jd 1. rH ees .
14 k¥ . 30 el *k

1 25 *%

10 . o Lm 20 -

8 L L 15 *

61 10

4 - 5

: o N | B | N | B |5 NN

Martor 100 150 250 Viras (V) VHO0D Gy V+150 Gy V4250
Marter 100Gy 150Gy 250Gy Virus(V) V+100 Gy V+150 Gy V4250 Gy " & d & ® & @ &

¥ Galactic ™ Sonor ®Unirea B Galactic OSonor ™ Unirea

Fig. 4.16. Influenta VMDO si razelor gama asupra valorii medii a caracterului LUI la somaclonele
SCo-SCy: *, ** | *** _ diferenta semnificativa pentru P< 0,05; 0,01; 0,001

In ceea ce priveste caracterele asociate direct cu productivitatea (NFF si NBSP),
radiatia gama (250 Gy) si VMDO (doar pentru s. Unirea, NFF) au determinat o reducere
semnificativa (P< 0,01; 0,001) a valorii medii (cu 22,00 - 35,23%) in comparatie cu varianta
martor, pentru caracterul NFF (s. Galactic, Unirea) si caracterul NBSP (s.Unirea) la
descendentii SC; contrar valorilor medii ale acestor caractere la regenerantii SCo, cu exceptia s.

Sonor (diferente nesemnificative) (Figurile 4.17, 4.18).
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Fig. 4.17. Influenta VMDO si razelor gama asupra caracterului NFF la somaclonele SCo-SCi:
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De asemenea, genotipurile au manifestat aceeasi tendinta doar pentru NFF la plantele

SCo - SCy, raze gama (valoare medie mai mica decat martorul) si VMDO (mai mare fata de

martor).
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Fig. 4.18. Influenta VMDO si razelor gama asupra caracterului NBSP la somaclonele SCo-SCi:
*, ** **%* _ diferenta semnificativa pentru P<0,05; 0,01; 0,001.

Analiza variantei a stabilit variatii semnificative ale parametrilor cantitativi, in functie de
genotip, caracter, generatie, precum si interactiunea genotipului cu factorii studiati. Genotipul a
avut contributie semnificativa in variatia caracterelor studiate (Pl = 14,99 - 38,84%), urmata de
interactiunea genotip X doza de radiatie (PlI= 5,20 - 10,40%), razele gama x VMDO (Pl =
2,54%) si genotip x virus (Pl = 2,35%). Important de mentionat ca factorii studiati au avut o

contributie proxima (doza de radiatie si radiatia X virus) sau un impact mai mare (genotip x
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doza de radiatii) asupra variatiei caracterelor ce tin de arhitectura plantelor la descendenti (SC1)
comparativ cu regenerantii SCo. Astfel, rezultatele obtinute confirma influenta semnificativa a
radiatiei gama (100 - 250 Gy) si a infectiei virale asupra variatiei caracterelor arhitecturale si de
productivitate la descendentil SC1 si sugereaza ideea efectului intergenerational al acestor
factori, in functie de genotip (Tabelele A 2.1, 2.2).

In rezultatul analizei variantei caracterelor cantitative la somaclonele (SC>) s-a atestat, ¢
asupra caracterelor — LSP, NSP, NI au influentat statistic semnificativ 3 factori (genotipul,
radiatia, conditiile in vitro), iar asupra indicilor TPL, NBSP, NFF — 4 factori (genotip, radiatia,
cultivarea in vitro si infectia virala) (Tabelul A 2.3).

Impactul radiatiei in explantele initiale nu a influentat semnificativ NFF per planta.
Valorile puterii de influenta a infectiei virale asupra caracterelor: TPL, NFF, NBSP la
descendentii (SC>) analizati au variat in limitele 3,52% pana la 4,96%.

Contributia procentuala a radiatiei gama asupra indicilor biomorfologici (LSP, NFF,
NSP, NBSP, NI, TPL ) a constituit valori de la 1,07% pana la 14,27%, datele fiind veridice
pentru P< 0,001. Ponderea genotipului in manifestarea acestora a atins valori de 1,60 - 19,64%,
in dependenta de caracterul biomorfologic analizat. Cele mai inalte valori ale acestui indice au
fost inregistrate pentru caracterele NFF (Pl = 14,45%) si TPL (Pl = 19,64%). Influenta
genotipului este statistic semnificativa pentru toate caracterele biomorfologice studiate.Valorile
puterii de influentd a conditiilor in vitro asupra caracterelor analizate este maxima pentru NFF si
NI (Pl =21,58 - 22,92%), fiind semnificativa in intervalul de confidenta de 99%.

In scopul analizei influentei VMDO si radiatiei gama asupra variabilitatii caracterelor
biomorfologice la descendentii (SC2) somaclonelor de orz a fost determinat coeficientul de
variatie (CV, %).

Conform investigatiilor efectuate S-a constatat ca valorile indicelui de variabilitate
depind de genotip, caracterul analizat si sursa de variatie. Coeficientul de variabilitate pentru
caracterul TPL la varianta martor | a constituit 6,79% — (s. Unirea), 10,45% — (s. Galactic),
10,51% — (s. Sonor), iar la martorul Il acest indice a atins 9,31% — (s. Unirea), 8,71% — (s.
Galactic), 8,91% — (s. Sonor).(Figura 4.19 A).

Aceste valori denotd variatia mica si medie a caracterelor conform clasificarii. Valoare
maximd a CV,% pentru caracterul respectiv s-a Inregistrat la regenerantii obtinuti din explante
supuse infectiei virale, parametrul atingand valoarea de 14,31%, s. Unirea.

CV pentru caracterele ce determind productivitatea la orzul de primavara (LSP, NSP si

NBSP) a fost determinat de genotip, doza radiatiei si caracterul analizat (Figurile 4.19, 4.20).
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Fig. 4.19. Influenta virusului si a radiatiei gama asupra variabilitatii caracterelor biomorfologice la
descendentii (SC2) somaclonelor de orz: A—TPL; B — LSP; M | — plante obtinute din seminte;
M 11 - plante obtinute in vitro.

Pentru LSP s-a inregistrat variatia medie a indicelui analizat la s. Galactic si s. Unirea,
variantele iradiate in doze de 100 Gy (15,99%; 16,14% respectiv) si la s. Galactic 150 Gy (s.

Galactic), precum si la plantele obtinute din explante supuse infectiei virale (15,04%).
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Fig. 4.20. Influenta virusului si a radiatiei gama asupra variabilitatii caracterelor biomorfologice la
descendentii (SCz) somaclonelor de orz: A— NSP; B — NBSP; M | — plante obtinute din seminte;
M Il — plantule obtinute in vitro.

Nivelul mediu si inalt de variabilitate pentru caracterul NSP s-a atestat la plantele
obtinute de la donori iradiati cu razele gama in doza 100 Gy pentru genotipul Galactic (13,8%),
Unirea (35,79%) si la variantele supuse infectiei virale (14,14%) la s. Unirea. Caracterul NBSP a
variat puternic la variantele acestui soi supus radiatiei gama in doza de 100 Gy (23,52%) si la s.

Galactic (24,04%) in doza de 150 Gy.
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4.3. Identificarea genotipurilor cu insusiri agrobiologice nespecifice formelor
initiale si evaluarea somaclonelor de orz de primavara (SC2-SCs) descendente a formelor
cu variatii morfologice

In scopul selectarii formelor cu caractere agronomice valoroase a fost determinati MMB
la descendentii SC1-SC: de orz de primavard. Analiza valorii MMB a evidentiat cd acest indice a
variat in ambele directii la formele alese in comparatie cu martorul, fiind determinata de genotip,
factorul utilizat si forma aleasa. Prezinta interes valorile maxime ale indicelui ce determina
direct productivitatea. Prin urmare, in rezultatul evaluarii descendentilor (SC2) obtinuti de la
explante sanatoase, in vitro (Martor Il) au fost alese trei forme (SC»-165, SC»-162, SC»-124) la
soiul Galactic si formele SC2-506, SC2-252 la soiul Unirea si Sonor (Tabelul 4.1).

Tabelul 4.1. VValorile masei a 1000 de boabe per somacloni (SC2) la plantele de orz
obtinute din explante supuse actiunii radiatiei gama si infectiei virale

g— Martor | Martor 11 100Gy 150Gy 250Gy VMDO
o
C
® IMMB,g| SC. | MMB,g | SC. [MMB,g| SC; |MMB,g | SC. [MMB,g| SC. |MMB,g
165 62,01 76 | 38,82 | 20 54,6 53 | 41,68 | 42 | 5481
o 162 53,94 171 | 42,03 3 |51,72 | 65 | 55,35
E 48.05 124 52,12 109 | 43,07 67 | 58,64
8 : 130 | 41,78 134 | 46,96
80 48,1 185 | 51,62
148 | 51,99 187 | 49,80
617 52,92 623 | 38,9 | 567 | 51,15 | 665 | 43,88 | 625 | 48,66
8 615 52,3 622 | 42,57 | 568 | 48,54 | 669 | 52,93 | 626 | 42,52
‘| 56,15 | 560 53,47 670 | 58,06 | 681 | 47,08
> 506 60,53 672 | 53,73 | 686 | 49,02
668 51,23
252 58,63 215 | 50,7 | 447 | 59,42 | 673 | 54,87 | 306 | 56,34
501 51,94 223 | 5485 | 323 | 57,75 | 674 | 56,19 | 493 | 51,66
s 348 53,56 350 | 52,63 366 | 51,24
S| 57,43 | 240 57,29 305 | 54,57
@ 499 | 55,95 11 | 59,73
208 56,34
206 57,86

M | — plante obtinute din seminte; M II — somaclone derivate de la semintele variantei martor.

Masa a 1000 de boabe la formele respective au atins valori cu 1,2-13,5 grame mai ridicate in
comparatie cu genotipurile initiale. La genotipul 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) si 1,91-1,99 grame (150 Gy, 250 Gy) la genotipurile Sonor si Unirea. Astfel,

din descendentii obtinuti de la expalnte infectate au fost selectate patru forme (SC»-42, SC»-65,
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SC»-67, SC»-185) la care MMB a atins valori mai mari cu 3,57 - 10,59 grame in comparatie cu
genotipurile initiale. In total au fost alese 15 forme cu valori mai inalte ale MMB, fatd de
genotipurile initiale.

Cele mai multe forme (10) au fost selectate de la descendentii somaclonelor s. Galactic:
3 forme de la somaclonele martor (doar prin cultura in vitro); 3 forme de la somaclonele
variantelor experimentale cu iradiere gama (100 Gy, 150 Gy, 250 Gy) si 4 forme de la
somaclonele variantelor obtinute prin infectare cu VMDO al orzului.

La descendentii soiului Sonor au fost selectate 3 forme care au depasit MMB fata de
genotipul donor de explante: 1 forma de la somaclonele martor (doar prin cultura in vitro); 1- de
la somaclona variantei experimentale cu iradiere gama 150 Gy; si 1 — de la somaclona variantei
obtinute prin infectare cu VMDO. Din cadrul desendentilor s. Unirea au fost selectate 2 forme
obtinute prin cultura in vitro si varianta de la explante iradiate cu raze gama (250 Gy).

De asemenea, in rezultatul evaluarii descendentilor (SC2-SC3) somaclonelor de orz de
primavara selectati din formele cu variatii morfologice, a fost pusd in evidentd mostenirea
schimbarilor in structura inflorescentei: spic bi-, trifurcat, ramificat, cu spiculete laterale fertile,
la s.Unirea (SC2-623, SC»-622, SC»-621), plantule obtinute de la donori supusi iradierii cu razele
gama (100 Gy) si la regenerantii soiului Sonor (SCs-11) obtinuti de la donori infectati cu
VMDO (Figura 4.12). Cota plantelor care au mostenit variatiile respective in generatiile

ulterioare a constituit 15% - 42%.

Fig. 4.21. Variatiile morfologice ale spicului la descendentii somaclonelor de orz (SC2-SCs) selectati
din formele cu cele mai expresive variatii ale caracterelor studiate: A —s. Sonor (SCs-11/Virus);
B - Martor; C —s. Unirea (SC»-622/100Gy); D —s. Unirea (SC»-623/100Gy).

Aprecierea impactului infectiei virale si razelor gama in inducerea formelor cu variatii
biomorfologice la orzul de primavara, denotd dependenta capacitatii de generare a variatiilor
indicilor analizati de genotip, caracterul analizat, tipul si doza factorilor exogeni utilizati si

conditiile de cultivare.
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In urma investigarii valorii medii a caracterelor ce determini direct sau indirect
productivitatea a descendentilor de orz (SC»-SCs) selectati din formele cu cele mai pronuntate
variatii au fost evidentiate diferenfe semnificative ale acestui indice In comparatie cu plantele
obtinute din seminte netratate (Martor I) si plantulele obtinute din explante sanatoase (Martor
I1). Indicii valorii medii la formele evaluate au variat in dependenta de genotip si caracterul

biomorfologic analizat (Tabelul 4.2)

Tabelul 4.2. Caractere de productivitate medii la formele de orz selectate

Varianta | TPL,cm | LSP,cm NF NFF NSP NBSP
x +Es T+ Es X +Es x +Es x +Es X +Es
Unirea (U) 15 61091 | 11,7840.15 | 2.4140.17 | 0884010 | 31.80+048 |2239+0.7
Martor | 4
UMIE - 190.1020,83 | 10,9020,11 | 137£0,09 | 043007 | 28412022 17’8§i0’3
LSJSSOG%’ 79,33+1,11 | 11,81£0,37 | 0,96£0,09 | 0,11:0,04 | 54,812,41 26’2?1’0
***k **k*k *k*k **k*
SOy 622 +++ +++ ot bt +++ it
Sonor (S) 1 g 984137 | 11324017 | 2.58£020 | 5.14£033 | 29362028 | 2012403
Martor | 9
SMIL 191 12£0,59 | 10,57£0,08 | 1,52£006 | 0.53£0,04 | 27.65£0.20 17’2;i0’2
68,0-109,0 | 6,5+13,5 0,0+5,0 0,0-2,0 1805330 | 1107260
SV-SCarll 18 061,07 | 11412016 | 0972013 | 0212010 | 30.52:0.28 18’5‘;[0’6
** ptt +++ *kkp *hK g *hptt .

*, ** *xk _ diferente semnificative pentru P< 0,05,0, 01; 0,001, fata de M I (plantule din seminte);
++,+++ — diferenta semnificativa pentru P< 0, 01; 0,001, fata de M II (somaclone SC».3 varianta martor).

Astfel, la forma SC»-623 (s. Unirea), NBSP si NSP s-au marit cu 17,06 - 72,36% in
comparatie varianta martor I si 46,59-92,93% - fata de martorul II, diferentele fiind statistic
veridice. Media caracterului LSP s-a majorat cu 8,34% in comparatie cu acest indice la plantele
descendente de la somaclonele obtinute din explante iradiate dar nu a depasit valoarea medie a
plantelor provenite din seminte.

Analiza datelor la la forma SCz-11 (genotipul Sonor) pentru caracterele TPL, NFF a
demonstrat marirea acestei valori cu 6,26 - 7,62% si 7,95 - 11,32% 1n comparatie cu variantele
martor respective, rezultatele fiind confirmate statistic. Lungimea spicului s-a marit cu 7,95% in
comparatie cu martorul II, datele fiind veridice pentru P< 0,001.

Pentru indicii biomorfologici NF, NFF, NBSP media a atins valori cu 7,85 - 95,91% mai scazute
in comparatie cu martorul.

Este cunoscut ca fiecarui caracter, ca si genotipului i este caracteristicd o anumita norma

de reactie, de aceea este important de a estima variatia acestui indice la formele cu cele mai
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pronuntate variatii morfologice ale spicului. Astfel, la formele de orz, a fost evidentiata
modificarea valorii coeficientului de variatie (CV,%) in dependenta de genotip si caracterul
cantitativi studiat. In urma evaludrii indicelui de variatie, pentru forma SC»-623 (genotipul
Unirea), la caracterele ce determina direct productivitate (LSP, NSP, NBSP) s-a observat varatie

considerabila a acestuia in comparatie cu variantele martor (Figura 4.22).

CV.%o
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Fig. 4.22. Coeficientul de variatie a unor caractere morfologice ale spicului:
UM I — plante obtinute din seminte, s. Unirea; M II — plantule obtinute in vitro, s.Unirea
SMI — plante obtinute din seminte, s. Sonor; SMII — plantule obtinute in vitro, s.Sonor.

Prin urmare, pentru indicii biomorfologici LSP (15,97%), NSP (33,31%) si NBSP (29,9%)
coeficientul de variatie s-a majorat de 1,26 - 3,03 ori in comparatie cu caracterele la plantele
obtinute din seminte si de 1,5 - 4,17 ori fatd de martor II.

Analiza coeficientului de variatie la forma SCs-11 (genotipul Sonor), a evidentiat marirea
gradului de variabilitate pentru NBSP, unde aceastd valoare a constituit 19,63% — de 1,05 -

1,42 ori mai mare in comparatie cu varianta martor.

4.4. Aprecierea polimorfismului proteinelor de rezerva la somaclonele de orz de primavara

obtinute de la forme supuse actiunii infectiei virale si radiatiei gama

Pentru extractia proteinelor de rezerva semintele au fost prelevate randomizat de la
formele de orz obtinute de la s. Galactic: SC2-165, SC2-124 (In vitro), SC»-148 (100 Gy), SC: -
20 (150 Gy); SC»-3 (250 Gy), SC,-42, SC»-67 (VMDO); s. Unirea: formele SC»-668 (In vitro),
SC»-622, SC»-623 (100 Gy), plante cu inflorescenta ramificata si neramificata, SC»-672 (250
Gy), SC2-686 (VMDO); s. Sonor: SCs3-11,5; SC3-11,8; SC3-11,11 (VMDO).
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Analiza electroforeticd a hordeinelor extrase din semintele soiurilor Galactic, Unirea si
somaclonelor (SC») a pus in evidenta 35 benzi polipeptidice cu masa moleculard 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
compararii 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.

In procesul de extractie in sodium dodecilsulfat hordeinele au fost separate in trei fractii
A, B, C. Conform rezultatelor diferitilor cercetatori, C-hordeinele pot fi separate in polipeptide
cu masa moleculara cuprinsa intre 50-86 kDa, B-hordeinele intre 28-50 kDa, iar A-hordeinele
pot fi divizate in fractii cu masa moleculara mai mica de 30 kDa [46, 242].

In rezultatul cercetdrilor noastre, masa moleculard a fractiilor polipeptidice pentru
hordeinele C a variat de la 50,7 pana la 64,5 kDa, pentru hordeinele B — 30,8 - 48,7 kDa, iar
pentru hordeinele A —de la 10 pana la 27,5 kDa (Figura 4.23).
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Fig. 4.23. Electroforegrama hordeinelor in semintele de orz: A;—s. Galactic (Martor); A;—
SC,- 165 (in vitro); As — SC2-124 (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); B; - s. Unirea (Martor); B, — SC,-668 (In
vitro); Bs — SC»-622, B4 — SC»-623, plante cu spic neramificat; Bs — SC,-622, Bs — SC»-623, plante cu
spic ramificat; By— SC»-672 (250 Gy); Bs — SC»-686 (VMDO); M — marcheri moleculari.

Cele mai multe fractii proteice au fost identificate in diapozonul 30,8 - 48,7 kDa
(hordeine B), pentru ambele soiuri si toate formele analizate, ceea ce corespunde cu datele
atestate n literaturd, in care se mentioneaza ca fractiile B constituie majoritatea deplina,
insumand cca 70-80% din totalul de hordeine. In ceea ce priveste fractiile polipeptidice din
grupa C si A, se considera ca acestea reprezinta 10-20% si respectiv 5% din totalul de hordeine

[181], ceea ce nu s-a evidentiat la genotipurile si somaclonele evaluate, unde numarul benzilor
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proteice cu masa moleculara cuprinsa intre 10 - 27,5 kDa a depasit numarul fractiilor cuprinse
intre 50,7 - 64,5 kDa, cu exceptia varintei control si formei SC»-168 (In vitro), s. Unirea.

In rezultatul evaludrii comparative a spectrelor hordeinelor extrase din boabele soiurilor
Galactic, Unirea si a formelor de orz cu insusiri agrobiologice de interes, s-a evedentiat
inducerea unui polimorfizm exprimat prin prezenta sau absenta unor fractii proteice §i prin
majorarea sau diminuarea cantitativa a benzilor polipeptidice din fiecare grupa proteica.

Analiza spectrelor hordeinelor din grupa A, la genotipul Galactic, somaclonele SC,-165,
SC2-124 (In vitro), SC»-3 (250Gy), SC»-42, SC-67 (VMDO) a pus in evidenta absenta unor
fractii proteice prezente la varianta martor. Astfel, la formele SC»-165, SC»-124 (In vitro) a fost
evidentiata lipsa a 3 benzi (12,0; 25,8; 27,5 kDa) si respectiv, doud benzi polipeptidice (27,5;
25,8 kDa). La somaclonele SC»2-3 (250 Gy), SC2-42, SC»-67 (VMDO) s-a constatat disparitia
componentilor proteici de 12,0 si respectiv 25,8 kDa. In spectrele proteinelor extrase din
semintele somaclonelor SC2-148 (100 Gy) si SC2-20 (150 Gy) au fost remarcate variatii doar cu
caracter cantitativ (Tabelul 4.3). In rezultatul comparirii spectrelor polimorfe a izoformelor
proteinelor marcher din grupa B, extrase din semintele soiului Galactic si a formelor selectate s-

a remarcat prezenta a 5 izoforme noi.

Tabelul 4.3. Reprezentarea diagramica a fractiilor proteice (hordeinele A) extrase din
boabele de orz, s. Galactic

Genotip / Varianta
SC»-165
SC,-124 | SC,-148 SC,-20 SC»-3 SCy-42 SCy-67
N | Martor (In :
Vitro) (Invitro) | (100Gy) (150Gy) (250Gy) | (VMDO) | (VMDO)
Mr, kDa | Mr, kDa | Mr, kDa Mr, kDa Mr, kDa Mr, kDa Mr, kDa | Mr, kDa
1 | 275 |m==| 179 179 || 27,5 pumm| 275 pee=| 275 fs| 275 |wemm| 275
2 | 25,8 10,0 ™| 12,0 258 | 25,8 | 25,8 —| 17,9 17,9 |
3 |179 10,0 —| 17,9 —| 17,9 [—| 17,9 12,0 P==| 12,0 |
4 | 12,0 120 [~| 120 ™| 100 | 10,0 | 10,0
5 (10,0 10,0 10,0 —

La somaclonele (SC2-42, SC»-67) obtinute de la forme supuse actiunii infectiei virale s-a
evidentiat aparitia a trei benzi polipeptidice noi cu masa moleculara 30,8; 46,3; 48,7 kDa.
Inducerea unei benzi cu Mr 40,0 kDa a fost constatata la somaclonele SC2-148 (100 Gy),
SC»-20 (150Gy), SC»-3 (250 Gy). O banda noua ce reprezinta o fractie cu Mr 30,8 kDa a fost
identificata la somaclonele obfinute de la formele nesupuse infectiei virale si radiatiei gama.
Pe langa aparitia unor fractii polipeptidice noi a fost remarcata si disparitia a 5 benzi proteice
prezente la varianta martor. Prin urmare, la somaclonele SC»-165, SC»-124 (In vitro) nu a fost

depistata fractia cu Mr 36,0 kDa, la formele obtinute de la plante supuse iradierii gama — banda
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cu Mr 44,7 kDa, iar la somaclonele SC»-42, SC2-67 (VMDO) a fost constatata disparitia a 3
benzi proteice cu masa moleculard 36,0; 44,7;47,1 kDa. Este important de mentionat ca la
somaclonele obtinute de la formele supuse actiunii aceluiasi factor mutagen a fost remarcat un
spectru polimorf identic, dar cu diferente cantitative ale componentilor proteici. La varianta
martor si la toate somaclonele analizate, au fost stabilite 2 fractii polipeptidice comune cu masa

moleculara 39,3; 37,2 kDa, deosebite doar prin variatii cantitative (Tabelul 4.4).

Tabelul 4.4. Reprezentarea diagramica a fractiilor proteice (hordeinele B) extrase din
boabele de orz, s. Galactic

Genotip/Varianta
N Martor | SC2165 | SC2-124 | SCp-148 | SC»-20 SC2-3 SC,-42 | SC-67
(Invitro) | (Invitro) | (100Gy) | (150Gy) | (250Gy) | (VMDO) | (VMDO)
Mr, kDa | Mr, kDa Mr, kDa Mr, kDa | Mr,kDa | Mr, kDa Mr, kDa Mr, kDa
1471 =] 47,1 =] 47,1 || 44,7 || 44,7 |owm | 44,7 fumm| 48,7 || 48,7 |
2 |44,7 | 447 =] 447 =] 40,0 —[40,0 —] 400 F—[463 [ | 463 [
3 (39,3 mmm| 393 jmm| 303 mmmm| 3 |mmm|393 fme=| 303 jmmm| 303 |mmm| 303
41372 372 [ 372 P==]372 =372 P==[372 P==|372 | 37,2
5 (36,0 =] 35,2 e[ 352 36,0 M= 360 [==| 36,0 M==| 35 [m=ml 350
6 |35, jm=m| 30g M= 3038 35,2 || 357 lwmm| 352 jmm| 30,8 |mmm| 30,8 [mm

Compararea spectrelor hordeinelor din grupul C, extrase din boabele soiului Galactic si a
formelor de interes a constatat inducerea a 3 izoforme noi cu Mr 52,6 kDa (SC»-148, SC»-20);
61,3 kDa (SC2-165, SC2-124) si 64,5 kDa (SC2-42, SC2-67). Analiza fractiilor polipeptidice la
somaclonele obtinute din plante netratate, iradiate cu razele gama (100 - 150 Gy) sau infectate
cu VMDO a pus in evidentd inducerea unui spectru proteic specific fiecdrui factor mutagen
utilizat (Tabelul 4.5).

Evaluarea comparativda a fractiilor polipeptidice din grupa C a remarcat absenta unei
izoforme cu Mr 58,2 kDa la somaclonele SC»2-165, SC»-124 (In vitro); SC2-42, SC»-67 (VMDO)
si unei benzi ce corespunde fractiei cu Mr 51,0 kDa la formele SC2-148 (100 Gy), SC»-20 (150
Gy), SC»-3 (250 Gy).

Tabelul 4.5. Reprezentarea diagramica a fractiilor proteice (hordeinele C) extrase din
boabele de orz, s. Galactic

Genotip/Varianta
N | Galactic | SC-165 | SC;-124 | SCr148 | SC-20 | SC»3 (flcl\jl'éé (flcl\jl'gé
(Martor) | (Invitro) | (Invitro) (100Gy) (150Gy) | (250Gy) ) )
Mr, kDa Mr, kDa Mr, kDa Mr, kDa Mr, kDa Mr, kDa | Mr, kDa | Mr, kDa
1582 | 61,3 | 613 Mmm| 537 [mmm |58 [w=| 5gp |[mm|gq5 [ g5 |
2 | 51,0 [==] 510 [m=m| 510 jmm| 525 52,6 51,0 == 510 |===
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In rezultatul examindrii spectrelor A-hordeine, extrase din boabele formelor cu caractere

agronomice valoroase, la genotipul Unirea, s-a remarcat inducerea unor izoforme noi cu Mr
18,1; 22,6; 26,5 kDa (Tabelul 4.6).

Tabelul 4.6. Reprezentarea diagramici a fractiilor proteice (hordeinele A) extrase din
boabele de orz, s. Unirea

Genotip/Varianta
N | Martor | SC2668 | SC-602% | SC;-623 * | SCx-622+ 57023 | s, 672 (S\?I\zﬂ-gsg
(Invitro) | (100Gy) | (100Gy) | (100Gy) (100Gy) (250Gy) )

Mr, kDa | Mr, kDa | Mr, kDa Mr, kDa Mr, kDa Mr, kDa Mr, kDa | Mr, kDa
1 [ 157 |==]157 |===| 181 18,1 26,5 [ | 226 15,7 |=|15,7 |
2 | 10,0 —=[10,0 || 15,7 [memem| 15,7 22,6 | 18,1 10,0 |=—110,0 |
3 10,0 |==| 10,0 18,1 || 15,7 |
4 15,7 F==110,0
5 10,0 —

* — plante cu inflorescenta neramificata; + — plante cu inflorescenta ramificata.

Comune pentru toate variantele au fost stabilite 2 polipeptide (15,7; 10,0 kDa). La somaclonele
SC2-622, SC2-623 (100 Gy), plante cu inflorescenta neramificata, s-a evidentiat un spectru
polipeptidic comun alcatuit din fractiile proteice cu masa moleculara de 10,0; 15,7; 18,1 kDa,
ceea Cce nu s-a observat la aceleasi forme, dar la care mutatia spic ramificat s-a manifestat.
Astfel, la somaclona SC»-622, plante cu spic ramificat, s-a constatat prezenta fractiei cu Mr 26,5
kDa, dar absenta la forma SC2-623. Pentru ambele forme au fost identificate 4 benzi
polipeptidice cu masa moleculara de 10,0; 15,7; 18,1; 22,6 kDa.
La varianta martor si somaclonele SC»-672 (250 Gy); SC»-686 (VMDOQO) au fost determinate
spectre polipeptidice comune. Pentru toate spectrele polimorfe comune s-au remarcat variatii cu
caracter cantitativ.

In spectrele hordeinelor din grupa B extrase din semintele somaclonelor de orz, s. Unirea
a fost stabilita aparitia a 3 benzi proteice noi, absente la varianta martor. La formele SC»-622,
SC2-623 (100 Gy) ce reprezintd plante cu inflorescenta neramificatd s-au constatat fractii
polipeptidice cu Mr 36,2 si respectiv 38,1; 43,2 kDa (Tabelul 4.7).
La formele cu inflorescentd ramificata s-a constatat prezenta izoformelor cu Mr 36,2; 38,1; 43,2
kDa (SC2-622) si 36,2; 38,1 kDa (SC»-623). Examinarea fractiilor proteice, la somaclonele SCo-
672 (250Gy) si SC2-686 (VMDO) a pus in evidentd prezenta unor benzi ce corespund fractiilor
polipeptidice cu Mr 38,1 si, respectiv, 36,2 kDa. In fractiile polipeptidice extrase din semintele
plantelor martor si somaclonei SC»-668 (In vitro) au fost remarcate doar diferente cantitative.
Comune pentru toate variantele analizate au fost identificate 5 izoforme comune (31,5; 38,9;
39,7; 45,4; 47,5 kDa), deosebiri doar de ordin cantitativ.
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Tabelul 4.7.

Reprezentarea diagramica a fractiilor proteice (hordeinele B) extrase din
boabele de orz, s. Unirea

Genotip/Varianta
N Martor SC2-668 | SC2-622* | SC,-623 * | SC2-622+ | SC-623+ | SC,-672 | SC»-686
(Invitro) | (100Gy) (100Gy) (100Gy) | (100Gy) | (250Gy) | (VMDO)

Mr, kDa Mr, kDa Mr, kDa Mr, kDa Mr, kDa Mr, kDa | Mr, kDa | Mr, kDa
1 | 475 |=—| 475 |==| 475 |wmm| 475 |==| 475 [mmm| 475 |wmm| 475 |=——| 475 |m—
2 454 45,4 454 |===| 454 454 === 454 =454 45,4
3 |39,7 39,7 |===| 39,7 |m==| 432 43,2 ——| 39,7 |mmm| 397 39,7 fu—
4 | 38,9 |m==| 38,9 38,9 |mmmm| 307 |mes= | 30,7 mmmm| 380 |mmmm| 330 fmmmm| 380 jmm—
5 | 325 fmmm| 325 |wmmm| 36,2 |wwsm| 389 |ms= | 389 pmmm| 381 |=——| 38,1 36,2
6 | 31,5 [mw==| 315 |mws=| 315 |wem=| 36,2 |wwm | 381 =] 362 |mmm 325 wmm 315 |__
7 31,5 = | 36,2 mmmm| 315 |wm|3]5 |s—
8 31,5

* — plante cu inflorescentd neramificatd; + — plante cu inflorescenta ramificata.

A

In

rezultatul analizei spectrelor proteice din grupul B, la somaclonele obtinute de la

plante supuse iradierii gama in doza de 100 Gy, precum si de la cele obtinute din forme infectate

cu agenti virali s-a constatat absenta fractiei cu masa moleculard de 32,5 kDa. Compararea

spectrelor proteice din grupul B a pus in evidentd cele mai multe fractii (8 polipeptide) la

somaclona SC»-622 (100 Gy) — plante cu inflorescenta ramificata.

Evaluarea spectrelor polimorfe a hordeinelor ce apartin fractiei C la somaclonele s.

Unirea a remarcat disparitia unei benzi cu masa moleculara de 61,9 kDa la formele obtinute de

la plante iradiate cu razele gama (100 Gy) si a unei benzi cu Mr 50,7 kDa la plantele 672 (250
Gy); SC»-686 (VMDO). La somaclonele obtinute de la plante netratate au fost stabilite doar

schimbari cantitative a componentilor proteici (Tabelul 4.8).

Tabelul 4.8. Reprezentarea diagramica a fractiilor proteice (hordeinele C) extrase din
boabele de orz, s. Unirea

Genotip/Varianta
N SCy-668 | SCp-622* | SC,-623 * | SCp-622+ | SC,-623+ | SC»-672 | SC,-686
Martor (Invitro) | (100Gy) (100Gy) (100Gy) | (100Gy) | (250Gy) | (VMDO)
Mr, kDa | Mr,kDa | Mr, kDa Mr, kDa Mr, kDa | Mr, kDa | Mr, kDa Mr, kDa
1 |6L9 61,9 |mms| 50,7 [mmm| 50,7 |mes| 50,7 | 50,7 |wmm| 61,9 fmm| 61,9
2 | 50,7 50,7 |m=—

* — plante cu inflorescentd neramificata; + — plante cu inflorescenta ramificata.

Generalizand cele expuse, constatim o variatic larga intre spectrele polipeptidice ale

proteinelor extrase din semintele somaclonelor cu Tnsusiri agronomice valoroase in fiecare grup

proteic. Polimorfismul hordeinelor exprimat prin prezenta sau absenta unor fractii proteice,
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madrirea sau diminuarea cantitativd a componentilor proteici este influentat de genotipul analizat
si factorul aplicat.
Concluzii la Capitolul 4

> Variatiile morfologice au fost depistate la regenerantii (SCo), precum si la descendentii
(SC1-SC3) obtinuti de la seminte iradiati. S-a atestat largirea spectrului de variatii la SCy
comparativ cu regenerantii SCo distinse prin aparitia de forme cu caractere netipice plantelor
recurente. Astfel, variatia morfologica spic ramificat s-a remarcat la descendentii (SC1), unde
frecventa acesteia a constitui 95,23% (Unirea 100 Gy). Aceastda mutatie morfologica s-a
transmis generatiilor ulterioare (SC2-SC3). Obtinerea formelor mutante confirma eficacitatea
surselor de variatie implicate 1n cercetare.

> In rezultatul analizei variantei s-au stabilit variatii semnificative ale parametrilor
cantitativi la regenerantii (SCo) si descendentii (SC1-SC2) de orz in dependenta de genotip,
caracter, generatie, precum si interactiunea dintre genotip si factorii studiati. Genotipul a avut
contributie semnificativd (PI = 12,50 - 49,70%), in variatia caracterelor analizate in toate
generatiile, cu exceptia caracterelor LSP, NSP, NBSP, NI (SC2) unde influenta razelor gama
(Pl = 12,17 - 12,38%) si interactiunea genotip X raze gama (P = 15,97 - 19,25%) au avut o
actiune mai puternica.

> Puterea de influentd a razelor gama si infectiei virale s-a intensificat la somaclonele SC»
pentru unele caractere, atingand valori de 3,52 (TPL) - 4,96% (NBSP) comparativ cu 2,30 -
3,12% (SC1) ponderea interactiunii virus x genotip constituind 10,90%. Aceasta releva efectul
intergenerational sau transgenerational al infectiei virale si razelor gama in dependentd de
caracter. Acelasi fenomen s-a evidentiat la unele caractere pentru cultura in vitro (SC1-SC).

> Descendentii SC1 ai soiurilor Unirea si Galactic din variantele iradiate gamma (100, 250
Gy), VMDO si VMDO + raze gamma (250 Gy) au prezentat valori medii mai mici pentru
caracterele TPL si LUI in comparatie cu regenerantii SCo. Aceiasi tendinta a infectiei virale si
radiatiei gama s-a evidentiat si la somaclonele SC,. Reducerea valorii medii a caracterelor
morfologice care determind direct sau indirect rezistenta la cadere si respectiv cresterea
productivitatii, demonstreaza eficienta utilizarii radiatiei gama si infectiei virale in generarea
variatiilor utile si extinderea diversitatii la somaclonele de orz.

> Pentru masa a 1000 de boabe (MMB) la descendentii (SC1-SC3) de orz de primavara
obtinuti din seminte iradiate cu razele gama si plante infectate cu VMDO s-a evidentiat ca acest
indice a variat atat spre majorare, cat si diminuare in comparatie cu varianta martor. in rezultat

au fost selectate 15 forme de orz rezultate din variantele iradiate cu razele gama (100 Gy, 150

116



Gy, 250 Gy) si cele supuse infectiei virale la genotipurile Galactic, Sonor, Unirea, cu valorile
MMB mai ridicate cu 1,2 - 13,5 grame in comparatie cu martorul.

> In baza spectrelor polimorfe ale hordeinelor s-a evidentiat o variatie largd intre
compenentele polipeptidice ale proteinelor extrase din boabele somaclonelor. Polimorfismul
hordeinelor exprimat prin prezenta sau absenta unor fractii proteice, marirea sau diminuarea

cantitativa a componentilor proteici este conditionat de genotipul analizat si factorului aplicat.
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5. EVALUAREA ACTIUNII COMUNE SI SEPARATE A INFECTIEI
VIRALE SI A RAZELOR GAMA IN INDUCEREA VARIABILITATII
IN VIVO SIIN VITRO LA ORZUL DE PRIMAVARA

Actiunea separata a infectiei virale si radiatiei gama asupra cresterii si dezvoltarii
plantelor de cultura este detaliat studiatd la ora actuala. Virusurile reprezintd nu numai agenti
patogeni ce induc diferite boli la plante, dar si factori mutageni care duc la marirea spectrului de
recombindri prin inserarea unui material genetic nou in celula gazda. Este determinat ca acesti
agenti patogeni influenteaza activitatea mitotica si induc aberatii cromozomiale [34], intensifica
recombinogeneza meioticd si somatica [49], activeaza elementele mobile [280]. Schimbarile
induse de virus se pot transmite generatiilor ulterioare [1, 173].

Prin intermediul razelor gama au fost obtinute forme de orz care se deosebeau de cele
initiale prin caracterele biomorfologice, precum rezistenta la poligire, continutul de proteine in
boabe, indltimea plantei, numarul fratilor fertili, lungimea spicului principal, numarul de
spiculete in spic etc. (Tabelul A 1.3). Posibilitatea complementarii actiunii infectiei virale si
radiatiei gama in calitate de inductori ai diversitatii plantelor este demonstratd de mai multi
cercetatori [1, 33, 49, 50], ceea ce a argumentat interesul studiului actiunii asociate a VMDO si

radiatiei gama asupra indicilor agromorfologici la orzul de primavara [12].

5.1. Analiza impactului virusului si a radiatiei gama asupra caracterelor

biomorfologice la descendentii orzului de primévara

Obtinerea si selectarea formelor de orz cu caractere biomorfologice distinctincte 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 considerabild a valorilor caracterelor cantitative in dependentd de
genotip, caracterul studiat, sursa de variatie si conditiile anului [9, 20].

Astfel, infectia virald a diminuat valorile medii ale indicilor studiati in comparatie cu
varianta martor, la toate soiurile evaluate, dar cu diferit grad de manifestare (Tabelul 5.1).
VMDO a micsorat media de 1,14 - 3,9 ori, in dependenta de caracterul analizat. Cea mai mare
deviere a valorilor medii de la varianta martor s-a observat la soiul Galactic pentru parametrii —
NBSP si NFF in generatiile Mo (3,5 ori) - M2 (3,9).
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Tabelul 5.1. Variatia caracterelor biomorfologice la soiurile de orz supuse infectiei virale
in generatiile Mo-M2

_ _ TPL, cm LSP, cm NSP NBSP NEF
Genotip Varianta — — — — —
X+ Es X+ Es X +Es X+ Es X+ Es
Martor | 65274129 | 8.4040.17 | 24.40:044 | 17014066 | 3574025
Sonor M
0 VMDO | S464E084 | TEL0IT | 22125050 | 12758076 | 310
Martor | 2102080 | g 051023 | 25684058 | 17,16£0.66 | 3.34+023
XXX
Sonor M3 15,98+0.75
VMDO | 52.76:075 | 8544015 | 25.86+035 D80T 1 5 7410,23
Martor | 5082085 | 12458010 | 32045043 | 25458060 | 5 oo
Sonor M ) XXX XXX XXX XXX
VMDO | 83728063 | [1A6£0.20 | 3L54X045 o) cei0.64 | 3,68+0,19
Unirea Mo Martor | 65.85:094 | 8.8140.14 | 24.92:044 | 16.640.75 | 3.530.26
vMDO | DPP3EL28 g ani016 | 25278043 | 1HO3E098 | 2.73£0,17
| Maror | S54E073 | ooty | 28105051 | 19.9650,65 | 2,5050,15
Unirea M ¢ XXX XXX XXX XXX
vMDo | ZIBE0TZ 1 g 405016 | 28,60:040 | 19,140,69 | 2,7320,17
Martor | 57182096 | 13462010 | 35362045 | 26445068 | 5 oo
. XXX XXX XXX XXX
Unirea M 82.78+1.11
VMDO 1841, 13444020 | 3500£091 | 24.76:0,65 | 2.96:0.22
Martor | 60.5120.57 | 7.6520.15 | 24.00:042 | 13.8940.65 | 3.66£0.28
Galactic M 43.032141 | 6.60:0.16 | 22.7040.57 | 10.28£1,09 | 1,03£0.11
Vartoy | 46154042 | 8492015 | 27482038 | 22,14%048 | 2,32+0,16
Galactic M XXX XXX XXX XXX XXX
1
34.7141.16 18.06£1,77 | 11.23+1.19 | 1,1620,12
Maror | 64145076 | 12,6019 | 3488045 | 26.60<0.89 | 2,40+0.20
Galactic M XXX XXX XXX XXX XXX
alactic M2 50,90+2,61 | 11,10£0,40 | 27.47+0.83 | 16,75t135 | 0,80+0,12

*, xxFkx _diferentd semnificativa pentru P< 0,05; 0,01; 0,001 (in comparatie cu martorul)

xxX — diferenta semnificativa pentru P< 0,001 (in comparatie cu generatia Mo).

Diferentele dintre variante sunt statistic semnificative. 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 souirile Sonor si Unirea, in dependenta de caracterele analizate.

Datele obtinute corespund rezultatelor cercetdrilor altor autori, care au aratat cd VMDO
reprimd cresterea plantelor de cultura si scade productivitatea acestora [199]. Suprimarea
cresterii si scaderea productivitatii sunt cauzate de micsorarea celulelor in diviziune, distructia
celulelor si cloroplastelor, astfel diminuand activitatea fotosintetica [109].

Actiunea comund a radiatiei gama si infectiel virale a indus schimbari ce influenteaza

mai puternic caracterele cantitative ale plantelor de orz, decat fiecare factor separat. De
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asemenea, remarcam ca radiatia in complex cu infectia virala atenueaza efectul negativ al
acesteia la toate generatiile analizate si valorile indicilor sus-mentionati se maresc treptat in
dependentd de doza radiatiei. 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, fiind statistic semnificative.
Cele mai 1nalte devieri de la martor s-au evidentiat la s. Galactic infectat si iradiat cu doza de
250 Gy pentru caracterele NBSP si NFF (Tabelul 5.2).

Tabelul 5.2. Variatia caracterelor biomorfologice la soiurile de orz supuse infectiei virale in

complex cu radiatia gama in generatiile Mo-M2

Genotip/Variant TPL,cm LSP, cm NSP NBSP NFF
a ¥ +Es ¥ +Es ¥ +Es ¥ +Es ¥ +Es
Martor 65,27+1,29 8,40+0,17 24,40+0,44 17,01+0,66 3,57+0,25
EO V+100Gy 53,42+1,03 ¢ 7,57+0,16 ¢ | 22,17+0,36 b | 10,85+0,81c | 2,33+0,18 bg
» | V+150Gy | 53,04+1,27 C 7,91+0,21 ¢ | 22,74+0,53 a | 10,89+1,08c | 2,11+0,19 cg
V+250Gy | 49,76+0,8 ch 7,5+0,15¢cg | 23,00+041a | 9,57+0,92 ch 2,23+0,19 a
Martor 53,15+0,80 8,82+0,23 25,68+0,58 17,16+0,66 3,34+0,23
s | V+100Gy | 55,63+0,72 a 8,56+0,16 25,97+0,39 17,32+0,64 2,76+0,19 ¢
v | V+150Gy 54,01+1,1 9,01+0,16 f 25,68+0,56 14,02+0,68 b | 1,9+0,12 ah
V+250Gy 55,06+0,77 9,46+0,18 a | 27,42+0,44 b 15,72+0,75 2,68+0,17
Martor 85,08+0,85 12,45+0,19 32,94+0,43 25,45+0,60 3,87+0,27
2‘“ V+100Gy 83,72+0,63 11,46+0,20 ¢ | 31,46+0,36 b 24,68+0,64 3,68+0,21
v | V+150Gy 81,12+0,76 ¢ | 11,87+0,16 a | 31,40+0,33 b | 23,02+0,59 b 3,42+0,20
V +250Gy 85,16+0,89 11,61+0,19a | 31,82+0,42 25,44+0,69 3,744+0,26
Martor 65,85+0,94 8,81+0,14 24,92+0,44 16,6+0,75 3,53+0,26
5 V +100Gy | 58,28+142c | 8,35+0,07a | 25,55£0.45 | 10,98+1,11 ¢ | 2,45+0,17C
D | V +150Gy 56,3+1,46 C 8,62+0,19 | 27,10+0,72bf 14,03+1,25 3,47+0,25 f
V+250Gy | 50,68+1,32ch | 8,16+0,20b | 24,36+0,52 9,04+1,56 ch 2,48+0,27 f
Martor 55,45:+0,73 9,33+0,15 28,10+0,51 19,96+0,65 2,50+0,15
2“ V+100Gy 55,62+0,88h | 10,48+0,25cf | 29,86+0,53 a 20,24+0,69 2,58+0,18
O |V +150Gy 53,26+0,96 10,07+0,22b | 28,60+0,49 20,08+0,7 2,35+0,16
V+250Gy | 52,18+0,75b 9,58+0,24 27,84+0,52 | 17,54+0,86 a | 2,44+0,19
Martor 87,18+0,96 13,46+0,19 35,36+0,45 26,44+0,68 3,48+0,28
2‘“ V+100Gy 86,02+0,94 13,07£024 | 34,00+0,52 a 26,04+0,71 3,734£0,28
O | V+150Gy 82,28+0,79 13,56+0,21 34,96+0,50 27,04+0,76 3,724+0,23
V +250Gy 86,36+1,11 11,64+0,23 | 31,98+0,45 25,59+0,51 3,924+0,24
Martor 60,51+0,57 7,65+0,15 24,00+0,42 13,89+0,65 3,60+0,28
20 V+100Gy | 48,58+1,59 cf | 6,96+0,20 c 22,17+0,36 9,36+1,0 c 1,31+0,10 c
O | V+150Gy | 55,30+1,04 ch | 7,88+0,23 b | 26,00+0,55 b 12,17+1,12 2,13+0,19 cg
V +250Gy | 56,5+1,29 bg | 7,97+0,26 ¢ 24,6+0,91 10,38+0,58 ch | 0,31+0,12 cg
- | Martor 46,15+0,42 8,49+0,15 27,48+0,38 22,14+0,48 2,32+0,16
(29 V +100Gy | 40,90+0,83 bh 8,90+0,26 27,32+0,71 9 | 15,8+1,15ch | 1,62+0,12 bg
V+150Gy | 44,12+0,68 ag | 9,47+0,18 c | 28,40+0,44 g | 19,94+0,76 ag | 2,00+0,17 g
~| Martor 64,14+0,76 12,64+0,19 34,88+0,45 26,60+0,89 2,40+0,20
(29 V +100Gy | 67,68+0,75 b 12,99+0,17 | 34,74+0,48 g 20,24+1,03 2,56+0,20
V+150Gy | 65,70+0,85 g 12,98+0,19 | 35,17+0,39 g | 18,35+1,20 ¢ 2,15+0,22 ¢

a,b,c— diferenta semnificativa pentru P< 0,05; 0,01; 0,001 (in comparatie cu martorul)

f, h ,g — diferenta semnificativa pentru P< 0,05; 0,01; 0,001 (in comparatie cu virusul).
Nota: V-VMDO; SM . SM 1 SM ,- Sonor; UM o. UM ; UM- Unirea; GM o. GM 1 CM- Galactic;
generatiile - Mo-M 1
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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 Mo,
majoritatea fiind sterile, iar din boabele ce s-au format foarte putine au germinat in generatiile
ulterioare. Cea mai accentuatd actiune a fost descrisd la s. Galactic, ceea ce ne indicd despre
radiosensibilitatea acestuia Tn comparatie cu celelalte soiuri. Tocmai la aceasta doza in generatia
M3 au fost obtinute o gama larga de mutante precum: plante cu inflorescenta bifurcata (Figura
5.1 A-C), fara ariste (Figura 5.1 B), cu paiul si limbul foliar ingrosat si alte modificari, dar care

nu au fost Inregistrate in generatiile descendente.

ol
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Fig. 5.1. Variatii fenotipice ale sﬂicului la descendentii din M>, s. Galactic (25 G): ‘
A, C —spice bifurcate, B — spic fara ariste.

La genotipul Sonor influenta iradierii gama a fost dependentd de doza radiatiei,
caracterul studiat, efectul fiind mai atenuat, spectrul de variatii mai restrans, ceea ce releva
toleranta mai pronuntata a plantelor acestui in comparatie cu genotipul 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 M2 si descris in generatiile

ulterioare . (Figura 5.2 A B)

D W B : A d
Fig. 5.2. Variatii fenotipice ale spicului la descendentii din generatiile

M (A) — M3 (B) , s. Sonor, VMDO + 250 Gy.
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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 M1 cu 8,33 - 11,54%
la genotipurile analizate.

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 in varianta cu infectie virald, iar In cazul razelor gama s-a atestat tendinta
de majorare a acestora pentru caracterele TPL si LSP.

Aplicarea testului ANOVA (Tabelul A 4.1, 4.2) asupra variantei indicilor respectivi a
demonstrat ca, din cele trei surse de variatie (genotip, virus, radiatie) si relatiile acestora, o
influenta statistic semnificativai au avut-0 virusul, genotipul, radiatia si interactiunea lor.
Interactiunile genotip X virus, genotip X radiatie, Virus X radiatie, genotip X virus X radiatie au
fost semnificative in dependenta de caracterul analizat si generatie.

In rezultatul analizei comparative a caracterelor pe parcursul a doud generatii
consecutive (Mo-My), s-a stabilit influenta semnificativdi a VMDO asupra tuturor indicilor
analizati in Mo, iar in cazul generatiei ulterioare la variatia valorilor medii a 4 caractere din 6.
Astfel, valorile puterii de influentd a infectiei virale asupra caracterelor evaluate: TPL, LSP,
LUI, NFF, NBSP, NI la plantele de orz a variat de la 2,99% (NBSP) pana la 33,89% (TPL) in
generatia Mo, iar in generatia M1 pentru caracterele TPL, LUI, NFF, NBSP de la 0,45% (LUI) -
5,43% (NBSP). Similar pentru razele gama, care au avut impact semnificativ (P< 0,01; 0,001)
pentru toate caracterele in Mo, Unde puterea de influenta a constituit 1,32% (LUI) pand la 8,11%
(NBSP), iar la plantele din generatia M1 pentru 5 din 6 caractere (TPL, LSP, NFF, NBSP, NI) si
a constituit 1,11% (NFF) -14,39% (TPL). In ceea ce priveste interactiunea dintre infectia virala
si genotip, diferente semnificative au fost stabilite la acelasi numar de caractere 5 din 6, efect
semnificativ fiind inregistrat pentru NBSP (Mo) si NFF (Mi1). Mairimea contributiei
semnificative a interactiunii factorilor respectivi a atins valori de la 0,67% (TPL) pana la 9,49%
(NFF) in Mo si 0,59% (LUI) - 6,65% (NBSP) in M1 (Figurile 5.3-5.8).

Puterea de influentd a interactiunii genotip X radiatie a inregistrat valori de la 0,67%
(TPL) — 4,69% (NFF) in Mo si 1,94% (NI) — 9,48% (TPL) in M1 Numarul caracterelor
influentate semnificativ de interactiunea genotip X radiatie este similar cu cel al actiunii radiatiei
separate. Actiunea comuna a infectiei virale si razelor gama a determinat variatia semnificativa a
tuturor caracterelor in Mo si a variat in limitele 0,29% (NI) — 1,71% (NBSP), iar in M2 — doar

pentru 3 din 6 caractere unde puterea de influenta a constituit valori de 0,64% (NI) si 2,61(TPL).
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Fig. 5.3 Contributia VMDO si radiatiei gama asupra variatiei valorii medii a TPL
in generatiile Mo-Mz: V —virus, G — genotip, R — radiatie;

*, *Fx x*% _ diferenta semnificativa pentru P< 0,05; 0,01; 0,001.

TPL

Mo

Interactiunea dintre toti factorii analizati a influentat semnificativ asupra 4 caractere din
6 si a atins valori de 1,09% (LSP) — 4,07% (TPL) in generatia Mo si 3 caractere cu valori de
1,39% (LSP) — 16,23 (TPL) in M1 (Figurile 5.3-5.6).

GR VR*
1.94% 0,64%

L

Fig. 5.4. Contributia VMDO si radiatiei gama asupra variatiei valorii medii a NI
in generatiile Mo-My: V — virus, G — genotip, R — radiatie;
*, *F* *** - diferenta semnificativa pentru P < 0,05; 0,01; 0,001.

Este necesar de mentionat ca asupra caracterelor TPL si NBSP in generatia M1 un impact
semnificativ a avut toti factorii analizati. In plus, actiunea razelor gama, interactiunea tandemica
genotip X virus, genotip X radiatie, virus X radiatie, dar si trilaterala au avut un impact mai mare
in generatia Mi 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 s-a micsorat asupra caracterului TPL

in Mi1. Totoadatd s-a evidentiat majorarea influentei VMDO asupra NBSP, unde puterea de

123



influenta a cresut de 1,81 ori. Iar interactiunea genotip X virus a atins valoarea de 6,65%, desi in

VR
1,59%
FEk

Mo Mz

Fig. 5.5. Contributia VMDO si radiatiei gama asupra variatiei valorii medii a NBSP
in generatiile Mo-M>: V — virus, G — genotip, R — radiatie;
*, ** **% - diferenta semnificativa pentru P< 0,05; 0,01; 0,001.

Mo nu a influentat semnificativ (Figura 5.5).

A

NBSP

Gradul de intensificare a actiunii factorilor analizati asupra variatiei caracterelor
agromorfologice in M a fost dependent de caracter si factorul analizat. Astfel, pentru LSP,
impactul interactiunii genotip X virus a fost nesemnificativ in Mo si in M1 a constituit 4,07%, iar

cel al interactiunii genotip X virus X radiatie - 1,39% (Figura 5.6).

VR

GR
1,29%

N\

*

GR
0,97%.
*
L

\

Mo M1
Fig. 5.6 Contributia VMDO si radiatiei gama asupra variatiei valorii medii a LSP
in generatiile Mo-M2: V —virus, G — genotip, R — radiatie;
*, ** *** _ diferenta semnificativa pentru P< 0,05; 0,01; 0,001.

Prin urmare, putem afirma ca in dependenta de caracter, actiune separatd sau comuna,
infectia virala si razele gama, precum si interactiunea cu genotipul au prezentat un efect

intergenerational.
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In ceea ce priveste, caracterele NFF si LU, nu au fost atestate valori mai mari ale puterii
de influentd a factorilor analizati In generatia M1 comparativ cu Mo. Desi contributia infectiei
virale, interactiunilor genotip x virus (LUI) si genotip X radiatie (NFF) s-a micsorat, totusi a

ramas semnificativa la nivel de 95 - 99,9% (Figurile 5.7, 5.8).

VR
1,69%

FTERE

cv o NFF

0,78*

1,95 %

wkE

Mo Mz
Fig. 5.7. Contributia VMDO si radiatiei gama asupra variatiei valorii medii a NFF

in generatiile Mo-M2: V —virus, G — genotip, R — radiatie;
*, *¥* *x* _ diferenta semnificativa pentru P<0,05; 0,01; 0,001.

In generatiile analizate genotipul a manifestat actiune maxima pentru 5 din 6 caractere,
cu exceptie pentru TPL, unde influentd maximad a manifestat infectia virala (PI = 33,89%).
Puterea de influenta a genotipului a atins valori de la 4,54% (TPL) - 13,75% (LSP) in generatia
Mo si 2,94% (NBSP) — 20,73% (LUI) in Mi. Este important de mentionat cd influenta
genotipului a scazut in generatia M1 comparativ cu Mo pentru carcterele NBSP, LSP, NFF si a
crescut pentru TPL, NI, LUL.

M1
Fig. 5.8. Contributia VMDO si radiatiei gama asupra variatiei valorii medii a LUI
in generatiile Mo - My: V — virus, G — genotip, R — radiatie;

*, *¥* *** _ diferenta semnificativa pentru P< 0,05; 0,01; 0,001.
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De asemnea 1n cazul caracterelor TPL, NBSP, LSP (M1) contributia genotipului asupra
variatiei valorilor medii a atins valori mai mici comparativ cu influenta celorlalti factori, ceea ce

denota cresterea influentei factorilor respectivi.

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

In cadrul cercetirilor orientate spre lirgirea spectrului de variatii la orzul de primavara in
populatia s. Sonor infectat cu VMDO a fost obtinutd forma mutanta la care lema (bracteea
florald) poarta o structura neomorfa organizata in forma de sac (Figura 5.9). Aceasta mutatie a
fost descrisa la descendenti pe parcursul celor 7 generatii analizate. Forme mutante
asemandtoare au fost obtinute de catre Gustaffson (1947), in rezultatul iradierii gama a s. Ymer,
care le-a numit calcaroides. Acest nume deriva din asemanarea lemei mutante cu un calcai (din
lat. calcar). Ulterior, mutantii calcaroides (cal) au fost obtinuti de Lundqvist (Svalov, Suedia)
prin mutageneza cu agenti fizici sau chimici in fondurile genetice ale soiurilor Bonus, Foma,
Kristina, Semira. Toti mutanti cal (cu exceptia cal 23) au fost atribuiti la locusurile: cal a (cu
alelele a1, a3, a5, a6, a7, a8, al6, al7, a20); cal b (cu alelele b2 si b19); cal ¢ (cu alela C15) si
cal d (cu alelele d4, d14, d22) [166]. Mai tarziu, Pozzi et al. [217] au confirmat ca mutatia cal
este determinatd de mai multe gene recesive, cu exceptia genei dominante cal C15, pozitionate
in diferiti loci separati si care genereaza acelasi organ neomorf.

In rezultatul analizei comparative a aspectului morfologic al lemei mutante la forma
obtinutd de noi, si mutantilor cal, inregistrati in baza de date pentru genele si fondul genetic al
orzului (NordGen), precum si descrierii alelelor mutante cal de citre Pozzi et al. [217], am
stabilit ca genele potentiale care codifica mutatia respectiva sunt cal a (a5, a8) sau cal C15.

Conform datelor din baza de date NordGen, BGS 62 (sbkl, cal a) si BGS 62 (cal c), au
fost obtinute atat linii mutante cu indici mici a caracterelor ce determind productivitatea

(BW767, 766, 105), cat si linii mai viguroase, fatd de forma initiala Bowman (BW103) [119].

o

N B - = “.- E
- . - y ) / /(" . —.
o 2 y 4 I F 7 / / —, / J' g :

Fig. 5.9. Aspectul morfologic al spicului mutant calcaroides de orz de primavara,
s. Sonor : A - Martor; B - Forma mutanta calcaroides.
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Totodata, nu au fost atestate informatii disponibile despre datele biometrice a
caracterelor biomorfologice la aceasta formd mutanta. Prin urmare, prezintd interes evaluarea
caracterelor biomorfologice la descendentii formei mutante calcaroides si evidentierea asocierii
cu insusirile valoroase.

In rezultatul evaludrii statistice a indicilor morfometrici la descendentii mutantului
morfologic de orz de priméavara, pe parcursul a cinci generatii, s-a estimat variatia semnificativa
a valorilor medii in dependentd de generatie, genotip si caracterul analizat. Prin urmare, media
caracterului LSP a variat intre 7,7 - 10,5 cm pentru formele mutante si de la 7,90 - 11,55 cm
pentru varianta martor.

Cocficientul de variatie (CV,%) a acestui indice a constituit 6,12 - 10,54% la mutantii
morfologici si 5,31 - 14,55% la plantele martor, ceea ce corespunde unui nivel mic si mediu de
variabilitate (Tabelul 5.3).

Tabelul 5.3. Variatia caracterelor biomorfologice la forma mutanta cal in Ms-My

TPL, cm LSP, cm LUI, cm NFF NSP NBSP
Varianti x+Es x+Es X+Es X+Es X +Es X +Es
CV,% CV,% CV,% CV,% CV.,% CV.,%
Martor 85,91+0,85 11,55+0,08 36,06+0,56 8,89+0,29 30,87+0,16 20,89+0,35
(Ga) 12,39 9,12 19,39 40,36 6,31 20,72
cal 87,69+123 | 10,49+0,12 | 42,19+0,59 | 6,17+0,28a | 29,05+0,31a | 16,810,422
(M3) 12,37 a a 39,93 9,38 21,87
10,54 12,36
Martor 92,28+1,37 11,32+0,17 32,78+0,69 2,58+0,21 29,36+0,27 20,12+0,39
(Ga) 10,51 10,51 15,06 57,77 6,63 13,86
106,31+0,49a | 10,01+0,14 | 42,84+0,37 | 0,51+0,08a | 26,55+0,32a | 12,61+0,36a
cal (M) 3,23 a a 106,77 8,67 19,81
10,12 6,05
Martor 72,2442,1 7,9+0,2 22,73+0,93 2,24+0,22 24,13+0,53 20,47+0,48
(Gs) 11,53 10,20 15,94 39,18 8,56 9,03
cal (Ms) 72,36+2,26 7,7+0,2 19,6+1,24 1,87+0,26 23,3+0,71 18,4+0,85¢
12,09 10,06 24,69 53,06 11,88 17,88
Martor 78,67+1,23 10,36+0,28 30,56+0,81 2,21+0,24 29,61+0,31 25,32+0,49
(Ge) 8,30 14,55 14,08 58,12 5,62 10,31
85,98+2,01b | 10,47+023 | 37,14£1,24 | 0,83£024 | 28,58+0,71 | 21,08+0,91a
cal (Mg) 8,08 7,76 a b 8,63 14,93
11,57 100,18
Martor 109,73+0,75 10,79+0,10 39,77+0,68 4,27+0,28 31,77+0,45 26,07+0,52
(Gy) 3,75 5,31 9,44 6,38 7,82 11,03
cal(My) | 00085188 | 9.74x0,13a | 4029177 | 2,18+0,26a  27,23:0.36a | 12,90+0,69
8,09 6,12 20,63 55,93 6,20 25,40

a, b, ¢ — diferenta semnificativa pentru P< 0,05; 0,01; 0,001, in comparatie cu martorul.

Similar, pentru caracterul NSP s-a stabilit un grad mic de variatie (5,62 - 8,63%) la

generatiile analizate, pentru ambele variante, cu exceptia generatiei Ms (CV - 11,88%). Valoarea
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medie a acestui parametru a reprezentat 23,30 - 29,05 (varianta mutanta) si 24,13 - 31,77
(varianta martor).

In ceea ce priveste, caracterul NBSP s-a evidentiat variatia medie si puternica a acestui
indice, atat la la varianta martor (10,31 - 20,72%), cat si la forma mutatd (14,93 - 25,40%), in
toate generatiile, cu exceptia generatiei Gs. Media acestui caracter a atins valori de 20,12 - 26,07
pentru varianta martor si 12,61 - 21,08 pentru descendentii mutantului morfologic.

Evaluarea gradului de variabilitate a indicelui NFF a atestat o variatie puternica (36,38 -
106,7%) a acestui caracter la ambele variante. Valorile medii au fluctuat de la 2,21 pana la 8,89
la varianta martor si de la 0,51 pana la 6,17 in dependenta de generatie (ani diferiti a cercetarii).

Pe parcursul a cinci generatii, pentru caracterele TPL si LUI s-au estimat valori mici si
medii ale CV (3,23 - 19,39%), la ambele variante, cu exceptia Ms si M7 (LUI).

Astfel, pentru parametrii LSP, NSP, NBSP si NFF, s-au inregistrat valori medii mai mici
(de 1,06 - 2,66 ori) in comparatie cu varianta martor. Cea mai mare diferenta dintre variante s-a
stabilit pentru NFF (de 5,05 ori) in Ma. Diferentele dintre variante sunt statistic semnificative in
toate generatiile analizate doar pentru NBSP (Tabelul 5.3). Similar, conform informatiei din
baza de date NordGen, micsorarea indicilor ce determind productivitatea a fost relatata la
majoritatea liniilor soiului Bowman ce detin mutatia lemei determinata de genele alele cal-a,
cal-c [120].

In acelasi timp, pentru TPL si LUI (in generatiile Ma, Ma, Ms) S-a evidentiat majorarea
semnificativa a valorii medii de 1,1 - 1,2 ori (99 - 99,9%) fata de mator, contrar rezultatelor
obtinute de alti cercetatori [120].

De asemenea, este necesar de mentionat ca variatia micd sau medie a caracterelor NSP,
TPL, LSP si medie sau puternicd a NBSP si NFF la plantele de orz, in dependentd de genotip si
generatie a fost confirmata si de alti cercetatori [127, 302].

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-M7 (Tabelul 5.4).

Actiune maxima au manifestat conditiile climatice ale anului de studiu pentru toate
caracterele analizate, cu exceptia NBSP. Puterea de influentd a generatiei in dependentd de
conditii a atins valori de 30,31 - 46,96%, in dependenta de caracterul biomorfologic analizat.

Variatia caracterului NBSP a fost determinata de genotip (20,55%) si conditiile de an (10,59%).
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Tabelul 5.4. Analiza variantei indicilor biomorfologici la forma mutanti cal (ANOVA)

Sursa variatiei | 6L | SP | F | PL%
TPL
Genotip 1 1287,06 15,22%** 1,48
Conditii de an 4 40578,5 119,97*** 46,96
Genotip - Conditii de an 4 3183,69 9,41%** 3,68
Total 452 86414,2
LSP
Genotip 1 31,5735 28,80%** 3,43
Conditii de an 4 279,22 63,66%** 30,31
Genotip - Conditii de an 4 17,6073 4,01%* 1,01
Total 452 921,041
LUI
Genotip 1 1040,15 32,52%** 3,69
Conditii de an 4 9302,1 72,72%** 33,07
Genotip - Conditii de an 4 1410,66 11,03%** 5,01
Total 452 28131,9
NFF
Genotip 1 189,137 30,61*** 2,58
Conditii de an 4 3308,08 133,85%** 45,08
Genotip - Conditii de an 4 46,8367 1,90 6,38
Total 452 7337,7
NSP
Genotip 1 316,588 65,54 *** 7,66
Conditii de an 4 1162,24 60,15 *** 28,12
Genotip - Conditii de an 4 109,512 5,67 *** 2,65
Total 452 4133,67
NBSP
Genotip 1 2466,74 197,03*** 20,55
Conditii de an 4 1272,14 25,40%** 10,59
Genotip - Conditii de an 4 1036,82 20,70%** 8,64
Total 452 12002,3

*, *x kxk . diferenta semnificativa pentru P< 0,05; 0,01; 0,001;
SP — suma patratica; GL— grad de libertate; F — test Fisher.

La caracterul NBSP a fost inregistrata manifestare maxima a interactiunii genotip x an (8,64%).
Date similare privind variatia caracterelor agromorfologice in dependentd de anul cercetérii au

fost relatate la orzul de toamna si grau [183, 302].

5.3. Heritabilitatea si corelatia caracterelor agromorfologice la orzul de primavari cu
mutatia spic ramificat
In rezultatul cercetarilor orientate spre extinderea variabilitatii si diversitatii orzului de
primavara au fost obtinute forme mutante de orz cu spic ramificat (Figura 5.10).
Mutatia spic ramificata fost observata la descendentii (SC1) a somaclonelor regenerate
din embrioni imaturi prelevati de la plantele donor, s. Unirea, iradiate cu raze gama (100 Gy) cu

o frecventa de 95,2%. Forme mutante similare, cu diferite grade de ramificare a spicului cu doua
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randuri de boabe, au fost obtinute prin mutageneza chimica si fizicéla soiurile de orz Foma si
Donaria (BGS 473, Com1) [120].

Fig. 5.10. Aspectul morfologic al somaclonelor cu spic ramificat
s. Unirea in diferite generatii.

In urma analizei descendentilor plantelor cu spic ramificat in generatiile SC2-SCs a fost
evidentiata instabilitatea acestei mutatii care s-a exprimat cu o frecventd de 47,14% 1n generatia
SC2 (2014) si nu a fost remarcata in generatia SCz (2015). Ulterior, in rezultatul evaludrii mai
multor generatii in aceiasi ani (2020-2022) am stabilit ¢ acest caracter S-a expresat fenotipic in
2020 (40-48%) si 2022 (26,19 - 30,28%), indiferent de generatie si morfologia spicului de la
care s-au prelevat boabele (spic ramificat sau neramificat).

In rezultatul estimirii frecventei caracterului spic ramificat timp de 6 ani am presupus ca

acest indice variaza In dependentd de conditiile climaterice, fapt mentionat si de alti cercetatori

(Tabelul 5.5).

Tabelul 5.5. Frecventa mutatiei spic ramificat la somaclonele de orz de primévara
Unirea 100 Gy

Numarul plantelor evaluate Frecventa (%)
Varianta | Anul | Generatie Cu spic plantelor cu spic
Total | ramificat | neramificat | ramificat | neramificat

2014 SC; 140 66 74 47,14 52,86

2015 SCs 60 0 60 0,00 100,00

SC; 52 25 27 48,07 51,92

SC-623 | 2020 SCs 20 10 10 50,00 50,00
SCy 25 15 10 40,00 60,00

2021 SCy 139 0 139 0,00 100,00

SCs 170 0 170 0,00 100,00

2022 SCs 42 11 31 26,19 73,81

SCy 49 19 30 38,77 61,22

SCs 175 53 122 30,28 69,71

Conform datelor din literatura fenotipul spic ramificat este determinat de genele

mutante recesive spic compus (compositum, com2, coml). De asemenea, este cunoscut ca,
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expresia genelor Com1-2, implicate in stabilirea identitatii meristemei si reglarea ramificarii
inflorescentei la orz, este influentatd de conditiile mediului si variazd in diferite fondaluri
genetice [215, 216]. In plus, recent, Li G., et al. (2021), au demonstrat ci frecventa si gradul de
expresie al caracterului respectiv este dependent de temperatura mediului si Se exprima cand
plantulele sunt supuse temperaturilor inalte (20 - 28°C ziua si 15 - 23°C noaptea) incepand cu
stadiul W1 (initierea meristemei inflorescentei) pana la W7 (finalizarea morfogenezei spicului),
ce corespunde cu fazele de vegetatie: infratire, Z 29 pana la faza de vegetatie, inspicat, Z 49
[129,156]. Astfel, in rezultatul evaluarii 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 [256], am constatat ca aspectul ramificat al spicului este determinatd de genele
recesive spic compus (compositum, com2, coml), care determind identitatea meristemei
spiculetelor si sunt implicate in termoreglarea morfologiei spicului de orz. Acest fapt a fost
confirmat in urma evaludrii comparative a temperaturii in perioada de dezvoltare a inflorescentei
formelor mutante de orz in dependenta de conditiile de an in care s-au efectuat cercetarile

(Figura 5.11).
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Fig. 5.11. Temperatura aerului in lunile mai-iunie in fazele de vegetatie a orzului infritire Z 29 —
Inspicare Z 49.

Conform celor relatate anterior se contureaza importanta stiintifica si practica a formei
mutante spic ramificat. Pentru utilizarea eficientd a formelor respective in programele de
diversificare si ameliorare a orzului de primavara este necesara aprecierea potentialului genetic,
naturii variabilitatii, factorilor majori ce contribuie la manifestarea fenotipica a caracterelor de

interes si modalitatii de mostenire a diferitor elemente ale productivitatii, precum si
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interrelatiilor dintre caracterele ce determina direct si indirect productivitatea boabelor in diferite
conditii ale mediului. Prin urmare, estimarea variantei genotipice si fenotipice, coeficientului de
variatie genotipica si fenotipica, heritabilitdtii, avantajului genetic, coeficientului de corelatie va
determina conditiile eficiente pentru ameliorarea si implementarea Selectiei caracterelor
valoroase la orzul de primavara.

In rezultatul analizei datelor experimentale prin aplicarea testului ANOVA s-a atestat ca
conditiile anului au influentat semnificativ asupra variatiei majoritatii caracterelor evaluate cu
exceptia TPL (SC2-SCs), NSP (SC2-SCy), LSP (SC3SCs), NBSP (SC2,SCaz), LUI (SC3), NFF
(SC4), la formele cu spic ramificat (Tabelul 5.6).

Tabelul 5.6. Analiza variantei indicilor biomorfologici la somaclonele de
orz de primavara (SC2-4) cu spic ramificat

Caractere | s? | Rezidual | Total | GL | F
SC, (2014-2020)
TPL,cm 151,208 85,0107 3891,68 1 1,78
LSP, cm 9,1359 1,61453 80,175 1 5,66*
LUI,cm 350,078 17,8648 1136,13 1 19,60***
NI 3,6739 0,25099 14,7174 1 14,64***
NFF 4,2609 0,36759 20,4348 1 11,59**
NSP 3,1304 332,834 14647,3 1 0,01
NBSP 2,6304 63,6838 2804,72 1 0,04
SC; (2020-2022)
TPL,cm 25,992 111,844 2039,19 1 0,23
LSP, cm 0,722 2,46089 45,018 1 0,29
LUI,cm 42,9245 17,5992 359,709 1 2,44
NI 0,8 0,16667 3,8 1 4,80*
NFF 9,8 0,77778 23,8 1 12,60**
NSP 162,45 208,139 3908,95 1 0,78
NBSP 304,2 167,367 3316,8 1 1,82
NBPL 7604,61 526,546 17082,4 1 14,44**
GBSP 1,87885 0,14995 457786 1 0,23**
GBPL 15,6999 0,68322 27,9979 1 22,98***
MMB 1202,57 61,2058 2916,33 1 6,65*
SC, (2020-2022)
TPL,cm 40,1363 74,3742 212261 1 0,54
LSP, cm 0,705333 1,00176 28,7547 1 0,70
LUI,cm 160,083 14,1293 555,703 1 11,33**
NI 2,13333 0,190476 7,46667 1 11,20**
NFF 0,833333 1,1381 32,7 1 0,73
NSP 7,5 77,1238 2166,97 1 0,10
NBSP 907,5 41,2429 2062,3 1 22,00%**
NBPL 2358,53 536,024 17367,2 1 4,40*
GBSP 2,85208 0,0902195 5,37823 1 31,61***
GBPL 9,97633 0,736758 30,6055 1 13,654***
MMB 1202,57 61,2058 2916,33 1 19,65***

* k%
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Iar In cazul somaclonelor cu spic neramificat actiunea conditiilor de an a dus la variatia
majoritatii caracterelor din generatia SCa, cu exceptia LSP, LUl , NSP si la variatia a 54,54 -
57,14% din caracterele formelor din generatiile SCo, SC3, cu exceptia LSP, LUI, NSP pentru
ambele generatii. De asemenea, la formele cu spic neramificat, caracterele NBSP (SC) si TPL,

MMB (SCs) au variat nesemnificativ (Tabelul 5.7).

Tabelul 5.7. Analiza variantei indicilor biomorfologici la somaclonele (SC2-4) de orz
de primévara cu spic neramificat

Caractere | s? | Rezidual | Total | GL | F
SC, (2014-2020
TPL,cm 2031,36 96,2964 7038,77 1 21,09***
LSP, cm 0,003 2,17762 80,175 1 0,00
LUl,cm 3,12963 32,2328 1679,24 1 0,10
NI 1,85185 0,22365 13,4815 1 8,28**
NFF 39,1852 1,77208 131,333 1 22, 11%**
NSP 8,96296 11,2151 592,148 1 0,80
NBSP 42,6667 20,7721 1122,81 1 2,05
SC3(2020-2022
TPL,cm 46,5125 81,4476 1512,57 1 0,57
LSP, cm 0,032 2,46444 44,392 1 0,01
LUI,cm 0,392 16,0067 288,512 1 0,02
NI 0,45 0,18333 3,75 1 2,45
NFF 14,45 2,25 54,95 1 6,42*
NSP 18 11,7222 212,8 1 0,15
NBSP 344,45 15,85 629,75 1 21,73***
NBPL 15512,7 1141,63 36061,8 1 13,59**
GBSP 2,15168 0,05541 3,14422 1 39,02
GBPL 36,9376 2,23044 77,0856 1 16,56***
MMB 218,196 201,437 3844,07 1 1,08
SC.(2020-2022
TPL, cm 427,812 40,3221 1153,61 1 10,61**
LSP, cm 0,0845 1,42628 25,7575 1 0,06
LUI, cm 13,6125 10,3709 200,29 1 131
NI 3,2 0,2 6.8 1 16,00%**
NFF 7,2 0,6444 18,8 1 11,17**
NSP 24,2 9,22222 190,2 1 2,62
NBSP 192,2 9,54444 364 1 20,14***
NBPL 6425 331,223 12087,2 1 18,49***
GBSP 1,59048 0,03124 2,15278 1 50,91***
GBPL 19,8005 0,63461 31,2235 1 31,20***
MMB 672,336 7,77503 812,287 1 86,47***

*xx *** _ diferenta semnificativa pentru P< 0,05; 0, 01; 0,001
S2— media patraticd; GL— grad de libertate; F — test Fisher.

Este important de mentionat cd valorile nesemnificative indicd despre stabilitatea
caracterelor respective timp de 2-3 ani, iar indicele NSP, caracter ce reflecta direct mutatia

spicului ramificat, a variat nesemnificativ tip de 3 ani pentru ambele forme.
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Date similare privind variatia nesemnificativd a unor caractere ce determind arhitectura
(TPL, LSP) si unii indici ai productivitatii plantei (GBSP, MMB) in diferiti ani de cercetare au
fost relatate la diferite genotipuri de orz [27, 107], combinatii hibride de grau, forme mutante de
grau si orez [27, 38, 79, 208]. De asemenea, alti cercetatori au raportat despre diferente
semnificative pentru caracterele ce determina arhitectura plantei (TLP, LSP, NSP) si unele
elemente de productivitate (NFF, NBSP, GBSP, MMB) la diferite genotipuri de orz [27, 31, 82,
183], grau si orez [38, 85, 262].

in acelasi timp, conform datelor testului ANOVA, s-a remarcat ca toate caracterele ce
determina direct productivitatea (NBPL, GBSP, GBPL, MMB) au fost influentate semnificativ
de conditiile anilor 2020-2022 indiferent de generatie pentru ambele forme de orz, cu exceptia
indicelui MMB (spic neramificat SCs).

Puterea de influenta (P1,%) a conditiilor de an a atins valori minime pentru caracterele
LSP (11,39%, SC>), NI (21,05%,SCs), NBPL (13,58%, SC4) si valori maxime pentru indicii LUI
(30,81%, SC>), GBPL (50,08%, SC3), GBSP (53,03%, SCa) la formele cu spic ramificat (Figura
5.12).

 NFF *

20,85%
A LUI ***
NI *** 30,81%

24,96%

2 g%.

Fig. 5.12. Puterea de influenti a conditiilor de an asupra variatiei caracterelor agromorfologice la
formele de orz cu spic ramificat: A —SC;; B—SC3; C—SC,
*, *x *x* _ diferenta semnificativa pentru P< 0,05; 0, 01; 0,001.

lar la somaclonele cu spic neramificat, conditiile de an au avut impact minim asupra
caracterelor NI (13,74%, SC>), NFF (26,30%, SCs), TLP (37,08%, SCs) si actiune maxima
asupra indicilor NFF (29,84%, SC,), GBSP (68,43%, SC3), MMB (82,77%, SC.) (Figura 5.13).
De asemenea, in rezultatul analizei comparative a valorilor PI asupra variabilitétii caracterelor
de productivitate la formele cu spic ramificat cu cele ale somaclonelor cu spic neramificat in
cadrul aceleiasi generatii, s-a atestat marirea indicelui respectiv cu 1,20-3,91 ori, la somaclonele
cu spic neramificat, cu exceptia indicilor NFF, NBPL si GBPL, generatia SC3, indicand despre
sensibilitatea mai accentuata a indicilor de productivitate la conditiile anului de cercetare pentru

forma respectiva. Totodata, formele cu spic ramificat au prezentat valori semnificative pentru un
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numar mai mare de caractere ce determina arhitectura plantei (TLP, LSP, LUI, NI), comparativ

cu indicii respectivi la somaclonele cu spic neramificat (Figura 5.13)

NFF **
29,84%

Fig. 5.13. Puterea de influenti a conditiilor de an Vasupra variatiei caracterelor agromorfologice la
formelede orz cu spic neramificat: A — SC;; B— SC;; C— SC4
*, ** *x* _ diferenta semnificativa pentru P< 0,05; 0,01; 0,001.
Determinarea naturii si magnitudinii variabilitatii, precum si factorilor esentiali ce contribuie la
exprimarea fenotipicd a caracterelor de interes la formele de orz de primavara este
indispensabila pentru realizarea unui proces de ameliorare eficient. Este cunoscut faptul ca
varianta genotipica indica aportul factorilor genetici in manifestarea fenotipica a caracterului, iar
varianta fenotipica - a factorilor de mediu. Astfel, evaluarea indicilor variantei caracterelor ce
determind arhitectura si productivitatea la formele de orz crescute in diferite conditii, timp de 2-
3 ani, denota ca, valorile variantei fenotipice (Vph) au fost mai mari decat cele ale variantei
genotipice (Vg), pentru toate caracterele, la ambele forme de orz. In acelasi timp, diferenta
dintre valori este mica (1,01 - 1,33 ori) pentru toate caracterele la ambele forme indiferent de
generatie si anul cercetdrii, ceea ce denotd influenta redusa a conditiillor de mediu asupra
manifestarii fenotipice a caracterelor studiate. Este necesar de relatat ca pentru caracterele: LUI
(SC2), GBSP (SCs), NBPS (SC4), MMB (SC3SCa) la formele cu spic ramificat si TPL (SC>,
SCas), NFF (SC2), NBSP (SCs, SCs), GBSP (SCz), NBPL (SC4), GBPL (SCs), MMB (SC4) la
somaclonele cu spic neramificat s-au inregistrat valori foarte apropiate ale Vg cu cele ale Vph,
iar pentru indicele GBSP (SCy4, spic neramificat) valori egale, ceea ce indica despre contributia
semnificativa a genotipului asupra expresarii fenotipice a caracterelor respective (Tabelele 5.8,
5.9). De asemenea, pentru aprecierea marimii variabilitatii caracterelor evaluate este necesar de
stabilit valorile coeficientului de variatie genotipicd (CVG) si a coeficientului de variatie
fenotipica (CVF), care indica despre gradul de variatie a caracterelor in dependentd de variatia
genotipului sau a mediului. Prin urmare, evaluarea gradului de variabilitate a caracterelor

agromorfologice a atestat cele mai mici valori pentru parametrul: NI, la formele cu spic
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ramificat (CVG — 4,13%; CVF — 4,46%, SC3) si la formele de orz cu spic neramificat (CVG —
4,48%; CVF — 4, 78%, SCo, iar pentru caracterul NFF (SC2) cel mai inalt grad de variatie
genotipica (CVG — 118,29%; 132,56%) si fenotipica (CVF — 123,74%; 135,66%), la ambele

forme de orz.

Tabelul 5.8.Varianta genotipica si fenotipica pentru caracterele agromorfologice la
formele de orz cu spic ramificat (SCz - SC3) in dependenta de ani

Caracter | An | Min-Max | X+Es | vg | vph | Ve [ cvew |CVvF%
Spic ramificat SC,

11754020 | 033 0,40 1,61 487 5,36

LSP,cm | 2014 7,00-14,00
2020 | 10,50-14,00
LUI,cm | 2014 | 10,00-24,00
2020 | 14,20-31,50

17612074 | 1444 | 1522 | 1786 | 2159 | 2216

NI 2014 | 4.00-6,00 0.25
200 | Soogog | 537008 | 015 0,16 718 | 7.44

NFF 2014 | 0,00-1,00 0,37
2020 | 000300 | 035:0.10 | 017 0,19 11829 | 123,74

SCs

NI 2020 | 5,00-6,00 0.06 008 | 017 | 413 | 464
2022 | 600700 | ©10+0.10

NFF 2020 | 0,00-2,00 0.90 098 | 078 | 8635 | 90,00
2022 | 1.00-400 | !-100.25

GBSP | 2020 | 0,18-1,59 1,50 157 | 52655 | 7100 | 72.60
2022 | 088162 | 0080,

GBPL | 2020 | 0.25-2.25 017 019 | 015 | 4228 | 4407
2022 | 200525 | 1:73%0:27

NBPL | 2020 | 10,00-70,00 | .o oo "IT70781 | 76046 | 0,68 | 5186 | 53,75

2022 | 53,00-131,00

MMB 2020 | 13,89-53,00 114,14 | 120,26 | 61,21 33,56 34,44
2022 | 29,22-40,08 32,16+2,13

SC4
17,57+0,80 9,73 10,67 14,13 17,75 18,59

LUI,cm | 2020 | 12,30-27,00
2022 | 12,20-21,00
NI 2020 5,00-6,00

0,13 0,14 0,19 5,87 6,15

2022 | 600700 | 13009
NBSP gggg ;gzggzigzgg 31700154 | 5775 | 6050 | 4124 | 2397 | 2454
NBPL | 2020 1302’?000--19256000 2400447 | 12150 | 15724 | 53602 | 2104 | 23,93
GBs? | 2020 gzgijzgg Loti00s | 018 019 | 009 | 4022 | 4087
GRBPL | 2020 | 008421 | o 0= 71" 062 067 | 074 | 4448 | 46,21

2022 1,34-3,48

MMB 2020 4,44-38,79 76,09 80,17 61,21 27,40 28,12
2022 | 28,91-42,67 31,84x1,83

r =23 (SCy, spic ramificat); r =10 (SCs, spic ramificat); r =15 (SCa, spic ramificat),
unde r — numarul de observatii per varianta

In plus, conform clasificirii valorilor CVG si CVF mentionate in compartimentul materiale si

metode (anterior), caracterele NFF, (ambele forme) si LUI (spic ramificat), generatia SC si
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toate caracterele de productivitate evaluate din generatiile SC3, SC4, cu exceptia NBSP (SCa4), au
fost atribuite grupei cu valori inalte (> 20%) a indicilor respectivi. lar caracterele LUI (SC4) la
somaclonele cu spic ramificat si TLP (SC2), NBPL (SC4) la formele cuspic neramificat au fost
incluse in clasa cu valori medii (10 - 20%) ale coeficientului de variatie. Grad mic de variatie (<
10%) a prezentat parametrii: LSP (SCo, spic ramificat), TPL (SCys, spic neramificat) si caracterul
NI (SC2-SC4) la ambele forme de orz (Tabelele 5.8 si 5.9).

Tabelul 5.9. Varianta genotipica si fenotipici pentru caracterele agromorfologice la
formele de orz cu spic neramificat (SC2-SCs) in dependenta de ani

Caracter An Min-Max x+Es Vg Vph Ve CVG% | CVF
%
Spic neramificat SC;

TPL,cm | 2014 | 68,00-97,00 | 78,64+1,57 | 71,67 75,24 | 96,30 10,76 11,03
2020 | 54,00-93,00

NI 2014 5,00-6,00 5,48+0,07 0,06 0,07 0,22 4,48 4,78
2020 5,00-6,00

NFF 2014 0,00-1,00 0,88+0,21 1,39 1,45 1,77 132,56 | 135,66
2020 0,00-7,00

SCs

NFF 2020 0,00-3,00 2,05+0,38 1,22 1,45 2,25 53,88 58,64
2022 1,00-7,00

NBSP 2020 | 13,00-27,00 | 24,25+1,29 | 32,86 34,45 15,85 23,64 24,20
2022 | 24,00-34,00

GRSP 2020 0,35-0,98 0,97+0,09 0,21 0,22 141,63 | 47,06 47,67
2022 0,92-1,70

NBPL 2020 | 13,00-78,00 | 63,75+9,74 | 1437,1 | 1551,3 0,06 59,47 61,78
2022 | 44,00-184,0

GRBP 2020 0,35-2,24 2,57+0,45 3,47 3,69 2,23 72,49 74,78
2022 1,49-8,01

SCq4

TPL,cm | 2020 | 55,50-79,00 | 72,29+1,74 | 38,75 42,78 40,32 8,61 9,05
2022 | 71,50-80,60

NI 2020 6,00-6,00 6,40+0,13 0,30 0,32 0,20 8,56 8,84
2022 6,00-8,00

NFF 2020 0,00-2,00 1,40+0,22 0,66 0,72 0,64 57,83 60,61
2022 1,00-3,00

NBSP 2020 | 20,00-29,00 | 27,00+0,98 | 18,27 19,22 9,54 15,83 16,24
2022 | 23,00-33,00

NBPL 2020 | 20,00-56,00 | 57,20+5,64 | 609,4 642,5 | 331,22 | 43,16 44,31
2022 | 48,00-107,00

GRSP 2020 0,54-1,06 1,11£0,08 0,16 0,16 0,03 35,54 35,90
2022 0,96-1,58

GRBPL | 2020 0,54-1,82 2,74+0,29 1,92 1,98 0,63 60,88 61,88
2022 2,12-4,98

MMB 2020 | 27,00-37,69 | 37,80+1,46 | 66,46 67,23 7,78 21,56 21,69
2022 | 39,63-46,54

r =27 (SC,, spic neramificat); r =10 (SCs, spic neramificat); r =10 (SCs, spic neramificat),

unde r — numarul de observatii per varianta
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Rezultate asemanatoare au fost comunicate de mai multi cercetatori atat la diferite soiuri,

forme locale si linii mutante de orz cat si linii mutante de orez si grau [31, 38, 97, 83, 84, 175,
208]. Astfel, la ambele forme analizate caracterele ce tin de arhitectura plantei (TLP, LUI, LSP,
NI) au prezentat un grad mic sau mediu de variatie genotipica si fenotipica, cu exceptia LUI
(SC»). Iar caracterele ce determina productivitatea (NFF, NBSP, NBPL, GBSP, GBPL, MMB)
au variat puternic, cu exceptia NBSP (SCg, spic neramificat).
De asemenea, este important de relevat ca desi valorile CVF sunt mai Tnalte decat cele ale CVG,
diferentele sunt mici (1,01 - 1,14 ori) pentru toate caracterele, la ambele forme de orz, indiferent
de generatie si anul cercetarii. Acest fapt indica despre efectul redus al variatiei conditiilor
mediului asupra variabilitatii caracterelor analizate sau sensibilitatea mica a formelor de orz la
factorii mediului. Pe de alta parte, se evidentiaza rolul major al factorilor de genotip asupra
variatiei caracterelor. Similar, diferentele mici intre CVF si CVG pentru caracterele cantitative
au fost obtinute la diferite forme mutante de orz [84], orez [25], linii mutante de grau [38],
genotipuri de orez [262].

In acelasi timp, alti cercetitori mentioneaza despre diferente mari intre acesti indici,
pentru toate caracterele evaluate la diferite genotipuri de orz si porumb [31, 95, 97, 175, 194].
Conform datelor din literatura, valorile CVF sunt intotdeauna mai mari decét cele ale CVG
pentru caracterele respective, ceea ce sugereaza despre aportul variatiei conditiilor mediului,
fapt confirmat si de rezultatele noastre.

In scopul aprecierii naturii variabilititii (ereditard sau neereditard) caracterelor
agromorfologice evaluate a fost stabilita heritabilitatea n sens larg, parametru ce reprezinta cota
variatiei fenotipice ereditare, ce se datoreaza variatiei genotipului pentru caracterul respectiv
[66]. Heritabilitatea (h?) caracterelor analizate la formele cu spic ramificat a variat de la 77,27%
(NBPL, SC4) pana la 96,84% (GBSP, SC,), iar la formele cu spic neramificat de la 84,43%
mentionat in compartimentul materiale si metode, toate caracterele au prezentat la ambele forme
valori inalte (>60%) a coeficientului de heritabilitate (Figurile 5.14, 5.15).

Despre heritabilitatea inalta pentru caracterele TLP, LSP, NSP, NFF, NBSP, GBSP,
GBPL, MMB s-a relatat la diferite genotipuri si linii mutante de orz [26, 78, 79, 90, 168],
precum si la diferite forme locale, linii mutante de grau si orez [38, 68, 208].

Valorile inalte ale heritabilitatii la caracterele analizate la ambele forme de orz de primdvara
indica despre contributia majora a variatiei genotipului asupra variatiei fenotipice, stabilitatea
exprimarii fenotipice 1n diferite conditii ale mediului si raspunsul asteptat la selectie a indicilor

respectivi.
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Fig. 5.14. Heritabilitatea in sens larg (h?, %) si avantajul genetic (AG, %) la formele de orz cu spic

ramificat: A— SC;; B— SCj3; C— SC4

De asemenea, este un indicator despre fiabilitatea inalta a valorii fenotipice a caracterelor

si posibilitatea selectarii eficiente a plantelor in baza acestei valori [79, 208, 255]. Cu toate

aceste, heritabilitatea ridicatd a caracterelor evaluate nu ofera o imagine completa asupra

progresului asteptat ca raspuns la selectia intreprinsa [84, 208]. In scopul precizarii efectului

final al selectiei este necesar de determinat relatia directd dintre indicele heritabilitatii si

raspunsul la selectie, care se referd la avantajul genetic al caracterelor respective. Prin urmare,

avantajul genetic reprezintd un indicator important al progresului genetic asteptat ca rezultat al

selectiei aplicate asupra caracterelor analizate si contribuie la sporirea utilitatii valorii

heritabilitatii. In plus, aprecierea valorii heritabilitatii in combinatie cu indicii avantajului

genetic mentioneaza despre efectele aditive sau neaditive a genelor in controlul caracterelor

poligene [82].
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Fig. 5.15. Heritabilitatea in sens larg (h?, %) si avantajul genetic (AG, %) la formele de orz cu spic
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Heritabilitatea 1naltd cuplata cu avantajul genetic ridicat (AG > 20%) a fost atestata
pentru toate caracterele ce determina direct productivitatea: NFF (SC2-SCs), NBSP, NBPL,
GBSP, GBPL, MMB la ambele forme de orz in generatiile SC3, SC4 (2020-2022) si indicele LUI
(SC») la formele cu spic ramificat (Figura 5.14). Valori similare ale parametrilor genetici pentru
majoritatea din caracterele respective au fost relatate si de alti cercetatori la diferite soiuri de orz
[21, 107, 175], linii mutante de grau si orez [38, 208]. Totodata, in alte lucrari stiintifice
cercetdtorii mentioneaza despre heritabilitatea Tnaltad sau medie asociatd cu un avantaj genetic
moderat sau scdzut, pentru unele din caracterele ce tin de productivitate precum sunt GBSP si
MMB la diferite soiuri, forme mutante de orz [84, 97, 107, 194] si forme locale, mutante de grau
[38, 68]. De asemenea, in cercetdrile realizate de noi, pentru caracterul TLP (SC,, SCs, spic
neramificat), valorile avantajului genetic au variat de la inalte spre moderate (AG = 10 - 20%),
coreland cu heritabilitatea inalta. Prin urmare, aceste caractere sunt guvernate de efectele aditive
ale genelor si selectia pentru acesti indici poate fi eficienta si avantajoasa. Rezultate similare
pentru caracterul TLP au fost remarcate la soiuri [95, 107], linii mutante de grau [38] si orez
[208]. Din contra, alti cercetatori au obtinut valori moderate a heritabilitatii asociata cu avantajul
genetic moderat sau scazut pentru acest indice la diferite genotipuri de orz [107, 175, 194] si
forme de grau [68]. In ceea ce priveste indicele NI (SC2-SCs, ambele forme), valorile
avantajului genetic au variat de la moderate spre joase (AG < 10%). lar caracterul LSP (SCo,
spic ramificat) a prezentat heritabilitate inaltd cuplata cu un avantaj genetic scazut (Figurile
5.14, 5.15). Similar rezultatelor obtinute de noi, valori inalte ale heritabilitatii combinate cu
valori moderate si joase ale avantajului genetic pentru caracterele LSP [38, 68] si NI [23], au
fost relatate la diferite forme locale, mutante de grau si linii dubluhaploide de orz. In acelasi
timp, unii cercetatori comunica despre valorile inalte ale indicilor genetici respectivi pentru
caracterul LSP la diferite soiuri, linii mutante, forme locale de orz [84, 107, 175], alti autori
mentioneaza despre valori moderate ale heritabilitatii asociate cu valori moderate sau joase ale
avantajului genetic pentru acest caracter la orz [194], grau [38], orez [208]. Astfel, putem
presupune ca in manifestarea acestor caractere sunt implicate efectele genice neaditive
(dominante si epistatice) si selectia poate fi dificila. Cu toate acestea, indicii respectivi pot fi
luati in considerare in ameliorarea orzului de primavara.

Daca heritabilitatea cuplatd cu avantajul genetic reprezinta parametri utili pentru a
prezice raspunsul la o anumita presiune de selectie si progresul genetic asteptat pe parcursul mai
multor cicluri de selectie, atunci coeficientul de corelare a diferitelor caractere agromorfologice
de interes este un alt indice important care ajuta la luarea deciziei in cadrul selectiei directe sau

indirecte [69, 197, 281]. De asemenea, analiza corelationala dintre componentele ce determina
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direct si indirect productivitatea plantei este necesara pentru a obtine informatii despre relatiile
dintre diferite combinatii de caractere si pentru a determina raspunsul asteptat a altor caractere
cand selectia este orientata spre obtinerea unui caracter valoros. In plus, informatia despre natura
si magnitudinea coeficientului de corelatie contribuie la precizarea criteriilor de selectie pentru
ameliorarea simultand a diferitelor caractere, asociate productivitatii plantei si selectarii
combinatiilor dorite [86, 267].

In rezultatul estimarii coeficientului de corelatie Pearson (r) pentru noud combinatii de
caractere la formele de orz de primdvara s-a atestat asocierea semnificativa, pozitiva medie (r =
0,3 - 0,7) si puternica (r > 0,7) atat intre caracterele 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* SCs, 2022) la forma cu spic ramificat (Tabelul
A 3.1, 3.2). Ulterior, vor fi analizate si mentionate doar interrelatiile caracterelor
agromorfologice semnificative pe parcursul a doi ani de cercetare pentru fiecare forma si
generatie in parte, care prezintd interes deosebit. Totodata, precizdm ca pentru generatia SC»
(2014), a fost evaluata corelatia dintre caracterele ce tin de arhitectura plantelor si NBSP, din
cauza lipsei de date primare pentru celelalte caractere de productivitate.

Prin urmare, indicele TPL, caracter ce determina arhitectura plantei a prezentat o
corelatie semnificativa (P < 0,05 - 0,001) cu LUI, pe parcursul a 2 ani de cercetare, la ambele
forme. Valorile coeficientului de corelatie intre acesti indici a variat de la medii (r = 0,34* +
0,67***, SC», 2014; SC4, 2020) la puternice (r = 0,74** + 0,91***; SCz.4, 2020, 2022). Aceste
rezultate sugereaza despre interelatia genetica a caracterelor respective, deoarece este exclusa
influenta conditiilor de mediu. Intr-adevar, la liniile dubluhaploide de orz, au fost identificate
unnumar mare de loci QTLs pe cromozomul 3H (626,22 - 633,07 Mb) ce tin de trasaturile TPL
printre care si LUI [295]. In plus, a fost demonstrati corelatia semnificativa dintre rezistenta la
polignire, inaltimea plantei, tipul spicului si componenta peretelui celular si rezistenta paiului
[141, 237, 297]. Deci, genele ce determina TPL, LUI si caracterele ce confera rezistenta la
polignire sunt localizate aproape pe acelasi cromozom si reprezintd un interes major fiind unul
din obiectivele principale in ameliorarea cerealelor. Desigur, este necesar de luat in considerare
faptul ca genele ce determina TPL joasa (de ex: sdwl/denso) prezinta efect pleiotrop asupra
marimii si productivitatii boabelor precum si NFF [149]. Ceea ce a fost confirmat de corelatia
pozitiva a acestui indice cu elementele productivitatii la somaclonele mutante de orz de
primavara evaluate. Astfel, pe parcursul a doi ani de cercetare, la ambele forme (SCs, 2020,

2022) s-a stabilit un grad pozitiv de corelatie care a variat de la moderat la puternic intre TPL-
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GBSP (r = 0,46** -+ 0,86**) si TPL-MMB (r = 0,54* ; 0,75**, SC3z, spic ramificat) in perioada
acelorasi ani, in dependentd de generatie si conditiile de an. Despre asocierea semnificativa,
medie pozitiva a TPL cu productivitatea boabelor si elementele productivitatii a fost relatat si de
alti cercetdtori la formele locale, liniile de orz cu 2 randuri de boabe [97, 170, 183], orzul golas
Cu 6 randuri de boabe [83] si mutantii de orez [153]. Este important de relatat cd recent au fost
descoperiti 17 loci SNPs (loci ai caracterelor cantitative) ce confera efect pleiotrop asupra TPL
st MMB, implicand gene ce determind dezvoltarea si cresterea plantelor. Aceste gene sunt strans
linkate pe cromozom si conduc la mostenirea comuna a indicilor respectivi, contribuind la
corelatia pozitiva intre aceste caractere la orz [111]. Prin urmare, caracterul LUI, parte
componentda a TPL, de asemenea a prezentat 0 corelatie pozitiva medie si puternica, inalt
semnificativd cu caracterele GBSP (r = 0,54**; 0,84**, SCs; spic ramificat), GBPL (r =
0,61***; 0,72**, SCy4; spic neramificat) si MMB (r = 0,69***; 0,86***, SCs; spic ramificat), in
perioada anilor 2020, 2022. Este de mentionat ca, interrelatia pozitiva intre aceste caractere este
sustinutd de cercetdrile recente la populatiile dubluhaploide de orz, ce au rezultat in identificarea
locilor QTLs (0,43-13,28 Mb) pe cromozomul 5H si 7H (166,04 — 214,88 Mb) ce codifica atat
trasaturile paiului, cat si cele ale spicului sau cotei de umplere a boabelor, care la randul lor
determina marimea si greutatea boabelor [81, 269, 295]. Astfel, s-a constatat asocierea pozitiva
semnificativa intre TPL si LSP, pentru ambele forme de somaclone de orz. Indicii coeficientului
de corelatie a variat de la moderat (r = 0,51***+0,62***, SCo.3, spic ramificat, 2020, 2022; r =
0,36**, SC», spic neramificat, 2014) la inalt (r = 0,80%* + 0,85*** SC,.3 2020,2022, spic
neramificat), in dependenta de forma, generatia analizata si anul cercetarii. La fel, corelatii
medii si Inalte s-au inregistrat intre caracterele LSP si LUI atat pentru formele cu spic
neramificat (r = 0,38**; 0,78***) cat si pentru somaclonele cu spic ramificat (r = 0,67***;
0,72*), pe parcursul anilor 2014, 2020, 2022, dar in generatii diferite (SCz, SCz). Similar, s-a
remarcat corelatia medie, inalt semnificativa intre TPL-NSP (r = 0,37**; 0,58**, SC,; 2014,
2020) si asocieri moderate si puternice foarte semnificative (r = 0,59*** - 0,89***, SC,, SCs;
2014, 2020, 2022) intre LSP-NSP doar la forma cu spic neramificat. Despre corelatia
semnificativa pozitiva intre indicii TPL-LSP si LSP-NSP a fost mentionatasi de alti cercetatori,
la diferite forme de orz, grau si linii mutante de orez [22, 47, 97, 153, 160]. in acelasi timp, alti
cercetatori relateaza despre interrelatia nesemnificativa a TPL-NSP la orz si grau [47, 83, 219] si
asocierea puternicd intre LSP-NSP la grau [219] sau nesemnificativa la formele de orz golas cu
6 randuride boabe, pe parcursul a 2 ani de cercetare [83]. Aceste date sugereaza despre influenta
genotipului si conditiilor de mediu asupra interrelatiilor date. In plus, de remarcat ca analiza

comparativa a corelatiei dintre LSP-NSP la formele cu spic neramificat si cele cu spic ramificat
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a evidentiat deosebiri relevante in dependentd de forma spicului. Prin urmare, la somaclonele cu
spic ramificat, asocierea intre aceste caractere este nesemnificativd pentru toate generatiile
analizate si anii de cercetare. Acest fapt este conditionat de genele mutante ce determina
pierderea identitdtii meristemului spiculetelor si formarea ramurilor, ceea ce duce la marirea
NSP si ulterior NBSP, fara a modifica LSP, spre deosebire de spicul formelor neramificate, cu 2
randuri de spiculete fertile. In plus, este important de mentionat despre discrepantele observate
in rezultatul evaludrii comparative a interrelatiei dintre LSP si NSP cu parametrii productivitatii
boabelor in dependentd de forma de orz analizata, care evident sunt cauzate de expresia
caracterului spic ramificat. Astfel, s-a remarcat ca, acesti parametri au prezentat o asociere
pozitiva semnificativa cu mai multe caractere de productivitate la formele cu spic neramificat
(LSP, SCa4; NSP, SCz4) fata de somaclonele cu spic ramificat (LSP, SCz3; NSP, SCz4)
(Tabelul A 3.1, 3.2). Prin urmare, evaluarea corelatiei caracterului LSP cu elementele de
productivitate a scos in evidentd un grad de asociere mediu si puternic cu NBSP (r = 0,78**;
0,81***, SCs; 2020, 2022) si cu GBSP (r = 0,43*+0,89***, SCs.4; 2020, 2022) la forma cu spic
neramificat (Tabelul A 3.2). lar pentru formele cu spic ramificat valorile coeficientului de
corelatie este nesemnificativ in SCsz.4; 2020, 2022 (Tabelul A 3.1). Similar, la forma cu spic
neramificat (SCs; 2020, 2022) s-a constat un grad de asociere inalt semnificativ intre indicii
NSP-NBSP (r = 0,51**; 0,89***) si NSP-GBSP (r = 0,56**; 0,90***), iar la somaclonele cu
spic ramificat nu au fost inregistrate valori semnificative ale indicelui de corelatie intre
caracterele mentionate anterior pe parcursul a doua generatii, SC2 si SCs, cu exceptia corelatiei
semnificative moderate si inalta intre NSP-NBSP (SCs.4) si NSP-GBSP (SCs) doar pentru anul
2022 (Tabelul A 3.1). Conform cercetarilor recente [261], in rezultatul evaluarii asocierii
componentelor ce determind NBSP cu tipul spicului dupd numarul de randuri de boabe per spic
(2 sau 6 randuri) la orz, s-au evidentiat diferente semnificative. Astfel, s-a demonstrat ca NBSP
la spicul cu 2 randuri este determinat de variatia capacitatii de initiere a spiculetelor, in faza de
initiere a spiculetelor, prin NSP, iar la spicul cu 6 randuri numarul boabelor este asociat puternic
cu potentialul de supravetuire a spiculetelor, in faza de crestere a spiculetelor. Prin urmare, in
faza de setare a boabelor, la spicul cu 2 randuri, competitia intre spiculetele fertile pentru
asimilatii stocati in preanteza este mica si cantitatea de asimilati este suficientd pentru umplerea
boabelor determinand corelatia pozitivd intre NSP-NBSP [261]. Luand in considerare cele
relatate, putem afirma ca formarea spiculetelor si ramurilor suplimentare contribuie la
concurenta mare a spiculetelor fertile pentru asimilati, ceea ce duce la corelatia nesemnificativa
intre NSP-NBSP si majoritatea indicilor de productivitate. In plus s-a demonstrat ci potentialul

maxim de primordii ale spiculetelor este determinat de genotip si raspunsul la conditiile
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mediului. Prin urmare si avortarea spiculetelor si boabelor este influentatd de conditiile
mediului, precum temperatura inalta [29], factorul principal in expresia mutatiei spic ramificat.
Este cunoscut ca, caracterul numarul de frati fertili per planta reprezinta atat un indice ce
determina arhitectura plantei cat si un parametru agronomic asociat puternic cu productivitatea
boabelor per planta, fapt confirmat in rezultatul analizei corelationale, in acest studiu. Astfel,
intre indicii NFF-NBPL (r = 0,84*** + 0,93***) si NFF-GBPL (0,76* + 0,86***) s-au stabilit
corelatii semnificative foarte puternice la forma cu spic neramificat, pentru toate generatiile
(2020-2022). lar la forma cu spic ramificat, valorile coeficientului de corelatie intre acesti indici
a variat de la mediu - puternic (NFF-NBPL, r = 0,63** + 0,88***; NFF-NBPL, r = 0,49* +
0,84***), pentru anii 2020-2022, in dependenta de generatie si conditiile mediului. Prin urmare,
este esential de concluzionat ca prin valorile pozitive semnificative, medii si puternice ale
coeficientului de corelatie intre caracterele ce determina arhitectura plantei (TPL-LSP, TPL-
LUI, TPL-NSP, LSP-LUI, LSP-NSP) si elementele de productivitate a boabelor (TPL-GBSP,
TPL-MMB, LSP-NBSP, LSP-GBSP, LUI-GBSP, LUI-GBPL, LUI-MMB, NSP-NBSP, NSP-
GBSP, NFF-NBPL, NFF-GBPL), pe parcursul a doi ani de cercetare in aceiasi generatie, pentru
diferite generatii, se confirma interdependenta complexa a elementelor ce determind indirect
productivitatea boabelor la plantele de orz (Figura 5.20) si importanta acestor componente in

procesul de ameliorare, selectie indirecta si simultand a caracterelor de interes.
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Fig. 5.16. Interrelatiile intre elementele productivititii in aspect transgenerational: A —ambele
forme; N — spic neramificat; R — spic ramificat.

Corelatii semnificative pozitive medii intre caracterele ce determind arhitectura plantei si
elementele de productivitate a boabelor au fost relatate la diferite genotipuri de orz de mai multi
autori [22, 47, 83, 97,187, 297].

Privitor la corelatia intre elementele productivitatii de boabe s-a determinat un grad de

asociere semnificativ mediu si puternic intre NBSP si GBSP la toate generatiile si anii de
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cercetare, atat pentru formele cu spic neramificat (r = 0,52** + 0,88***), cat si pentru
somaclonele cu spic ramificat (r = 0,66* + 0,87***). lar intre caracterele NBPL si GBPL s-au
inregistrat ocorelatie inalt semnificativa, puternica (r = 0,77** + 0,97***), pe parcursul a doi ani
(2020, 2022) in aceeasi generatie (SC3) pentru ambele forme. De asemenea, s-a atestat asocierea
moderata a caracterelor GBSP si NBPL pentru doi ani de cercetare (2020-2022) doar pentru
forma cu spic ramificat (r = 0,55* + 0,66***, SC3). De mentionat, ca corelatia dintre aceste doua
caractere este una indirectd, cauzata de influenta caracterului NBSP, parte componenta a
caracterului NBPL.

Conform datelor din literatura, caracterele NBSP si GBSP sunt elementele principale ale
productivitatii spicului care influenteaza semnificativ indicele MMB si respectiv productivitatea
boabelor [27, 84, 135, 295, 292]. Astfel, rezultatele evaluarii coeficientului de corelatie intre
parametrii GBSP-MMB, confirma asocierca semnificativa a acestora, atat la forma cu spic
neramificat (r = 0,53** + 0,88***, SC4), cat si la somaclonele cu spic ramificat (r = 0,66* +
0,69*** SC3), in anii 2020, 2022. Similar, valori nalte si medii positive semnificative ale
coeficientului de corelatie intre elementele productivitatii au fost relatate la liniile de orz timp de
doi ani consecutivi [84] si mutantii de orez pe parcursul a 4 generatii [153].

Este important de relatat ca MMB reprezintda unul din componentii esentiali ai
productivitatii, dar si indice relevant al marimii si calitatii boabelor, vigorii si productivitatii
generatiei ulterioare de plante [277], ceea ce determind interesul pentru estimarea impactului
elementelor agronomice asupra acestui parametru si componentelor principale (NBSP, GBSP),
exprimat prin coeficientul de determinare (r-r?).

In conformitate cu coeficientul de determinare constatim ci variatia valorilor NBSP,
timp de 2 ani de cercetare in aceeasi generatie este determinatd semnificativ de variatia
caracterelor LSP (r*> = 60,84%; 65,61%, spic neramificat), NSP (r> = 26,01% ; 79,21%, spic
neramificat), iar a valorilor GBSP de caracterele NBSP (r?> = 27,04 + 77,44%, spic neramificat;
r> = 43,56 + 75,69%, spic ramificat), TPL (r> = 21,16% + 73, 96%, spic ramificat), LSP (r> =
18,49% =+ 79,21% spic neramificat), LUI (r? = 29,16%; 70,56%; spic ramificat), NSP (r? =
31,36% ; 81,00%, spic neramificat). In ceea ce priveste, variatia valorilor MMB, pe parcursul a
doi ani, a fost influentata semnificativ de variatia caracterelor: GBSP (r2 = 28,09 + 77,44%, spic
neramificat; r> = 43,56 +~ 47,61%, spic ramificat), LUI (r> = 47,61 + 73,96%, spic ramificat),
TPL (r? = 29,16 + 56,25%, spic ramificat). De asemenea, este necesar de mentionat ci la forma
cu spic ramificat 86,49% din variatia NBPL a contribuit la variatia MMB, dar relatia dintre
acesti indici este semnificativd doar pentru anul 2020 (SCs). De evidentiat, ca variatia

contributiei indicilor mentionati anterior asupra variatiei valorilor NBSP, GBSP, MMB s-a
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diferentiat in dependentd de forma evaluatd, generatia analizata si efectul conditiilor mediului
din cei doi ani de experienta.

Totalizand cele expuse 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 determina arhitectura plantei si elementele
poductivitatii demonstreaza stabilitatea caracterelor la aceste forme si pot fi luate in considerare
in procesul de selectie indirectd si ameliorarea orzului de primavarid. In plus, aceasti forma
mutantd poate fi utilizatd in dezvéluirea mecanismelor implicate in genetica arhitecturii spicului

si elementelor ce determina indirect productivitatea boabelor in conditii de temperaturi inalte.

Concluzii la Capitolul 5

> S-a evidentiat o variatie considerabila a valorilor caracterelor cantitative la plantele de
orz in dependentd de genotip, caracterul studiat, sursa de variatie si anul cercetdrii. Infectia
virala a diminuat valorile medii ale indicilor studiati in comparatie cu varianta martor, la toate
soiurile evaluate, dar cu diferit grad de manifestare. Radiatia a contribuit la marirea sau scaderea
valorii medii in dependentd de caracter, iar in asociere cu infectia virala a fost inregistrat un
efect mai atenuat, decat cel produs la virus.

> In rezultatul analizei comparative a actiunii factorilor evaluati pe parcursul generatiilor
Mo-M2 a indicilor valorii medii s-au atestat aceleasi tendinte de micsorare a valorii medii de
catre infectia virala, in cazul radiatiei gama solitare s-a inregistrat tendinta de majorarea a
valorilor caracterelor analizate, fiind stabilit un efect dependent de doza. Modificarile produse
de infectia virala in asociere cu razele gama s-au manifestat inter — si transgenerational.

> Aplicarea testului ANOVA asupra variantei indicilor respectivi a demonstrat ca, din cele
trei surse de variatie (genotip, virus, radiatie) si interactiunea acestora, o influentd
semnificativa au avut-0 virusul, genotipul, radiatia si interactiunea lor, 1a nivel de 99,9%.
Interactiunea factorilor genotip X virus, genotip X radiatie, virus X radiatie, genotip X Virus X
radiatie este semnificativd la nivel de 99 si 95% in dependentd de caracterul analizat si
generatie.

> Actiunea razelor gama, interactiunile genotip X virus, genotip X radiatie, Virus X radiatie
si a celor trei factori 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 asemenea, s-a

evidentiat majorarea influentei VMDO aupra NBSP, unde puterea de influenta a cresut de 1,81
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ori in Mi. Interactiunea dintre genotip X virus a atins valoarea de 6,65%, desi in Mo nu a
influentat semnificativ.

> Impactul radiatiei gama este dependent de doza radiatiei si genotip. La doza de 250 Gy la
s. Sonor, infectat cu VMDO a fost obtinuta forma cu mutatia lemei (cal), caracter evidentiat in
M care s-a transmis stabil in generatiile ulterioare. Pentru aceasta forma mutanta au fost
stabilite variatii ale valorilor medii pentru caracterelor ce determind productivitatea si arhitectura
plantei.

> In rezultatul evaludrii comparative s-au atestat valori mai mici ale caracterelor ce tin
direct de productivitate la forma mutantd fatd de soiul initial Sonor. Cu toate acestea, acest
mutant morfologic prezinta interes stiintific si poate fi antrenat in cercetari ce tin de elucidarea
mecanismelor de interactiune si transmitere a genelor implicate in determinarea morfologiei
lemei. Din punct de vedere practic, mutantul cal poate fi utilizat in programe de extindere a
diversitatii la orz prin metoda hibridarii.

> In rezultatul evaludrii formei mutante cu spic ramificat s-a constatat ci expresia
caracterelor TPL, NSP (spic ramificat) si LSP, LUI, NSP (spic neramificat), precum si valorile
inalte ale coeficientului de heritabilitate, valorile pozitive medii si nalte al coeficientului de
corelatie intre indicii ce determina arhitectura plantei si elementele poductivitatii demonstreaza
stabilitatea caracterelor la aceste forme si posibilitatea realizarii procesului in baza acestor
caractere in scopul ameliorarii orzului de primavara. Totodata, mutatia spic ramificat prezinta
interes stiintific in stabilirea mecanismelor implicate in genetica arhitecturii spicului si

elementelor ce determind indirect productivitatea boabelor in conditii de temperaturi inalte.
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CONCLUZII GENERALE SI RECOMANDARI PRACTICE
CONCLUZII GENERALE

Evaluarea diversitatii genetice prin metode ale geneticii cantitative, biomorfologice,
citogenetice a permis demonstrarea efectului destabilizator al razelor gama si infectiei virale
asupra calusogenezei, morfogenezei si regenerdrii in vitro, ce a condus la suplinirea
variabilitatii somaclonale la orz confirmate prin modificari morfologice, precum si devieri
semnificative ale variantei genotipicd 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 indirecta din embrioni imaturi
de orz in dependentd de doza radiatiei gama, infectia virald, genotip, conditionate de
modificari citogenetice ale proceselor proliferative (cap. 3, [8, 18]).
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 dependentda de genotip si doza iradierii. Contributia
procentuald a radiatiei gama asupra calusogenezei a atins valori de 7,57% si asupra
morfogenezei 9,29%. Infectia virald in asociere cu razele gama au contribuit la reducerea
efectului separat asupra frecventei calusogenezei si intensificarea morfogenezei in
dependenta de genotip (cap. 3, [18]).
Complementarea radiatiei gama prin infectia virald a sporit puterea de influentd asupra
procesului de regenerare, atingand valori de 23,96% (P< 0,001), efect similar fiind inregistrat
si asupra fertilitatii 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, [18]).
Evaluarea a 570 de somaclone (SCo) fertile obtinute de la donori iradiati cu razele gamma
(100, 150, 250 Gy) si infectati cu VMDO, analizati pe parcursul a trei generatii (SC1-SCz3) 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, precum mutatia morfologica spic ramificat
(Unirea 100 Gy), caracter determinat de factori de mediu, prioritar de temperatura (cap. 4,
[19, 256])
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6. In rezultatul analizei variantei s-au stabilit variatii semnificative ale parametrilor cantitativi
la regenerantii (SCo) si descendentii (SC1-SC2) de orz in dependentd 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 in toate
generatiile, cu exceptia caracterelor LSP, NSP, NBSP, NI (SC2) pentru care influenta razelor
gama (Pl = 12,17 - 12,38%) si interactiunea genotip X raze gama (P = 15,97 - 19,25%) au
avut o actiune mai puternica (cap. 4, [20]).

7. Puterea de influenta a razelor gama si infectiei virale s-a intensificat la somaclonele (SCy)
pentru unele caractere si a atins valori de 3,52 (TPL) - 4,96% (NBSP) comparativ cu 2,30-
3,12% (SCy), 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 si la descendentii a generatiilor Mo-Ma,
demonstrand variabilitatea indusa in vivo (cap. 4, 5, [103]).

8. Actiunea razelor gama si interactiunea factorilor analizati au avut un impact mai mare in
generatia M1 comparativ cu generatia Mo, 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 My radiatia si virusul au conditionat expresia unei game
largi de mutatii. In cadrul populatiei s. Sonor, varianta VMDO + 250 Gy, a fost selectati
forma de orz cu mutatia lemei (cal) (cap. 5, [15, 19, 299]).

9. 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, radiatiilor gama si infectiei virale
in inducerea variabilitdtii genetice si demonstreazd eficienta selectarii genotipurilor de

interes (cap. 5).
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RECOMANDARI PRACTICE
Schema de obtinere a regenerantilor de orz de primavara pe calea morfogenezei indirecte din
embrioni imaturi, ce include mediile nutritive, etapa ontogenecticd pentru prelevarea
probelor, conditiile ce asigura desfasurarea eficienta a calusogenezei, morfogenezei si
regenerarii pentru explante derivate de la plante infectate cu virus si seminte iradiate, poate
fi utilizata pentru obtinerea regenerantilor fertili pentru orzul de primavara, 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 sursa 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, prezinta
importantd 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 germoplasma in
elucidarea mecanismelor implicate in dezvoltarea si morfologia spicului, precum si in scopul
extinderi diversitatii genetice a genotipurilor de orz de primavard. Linia mutantd spic
ramificat se recomanda pentru includere in procesul ameliorativ fiind consideratd de

perspectiva.
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Anexa 1. Gene implicate in formarea caracterelor morfologice si expresia fenotipica a mutatiilor la orz

Tabelul A 1.1. Lista genelor ce codifica caracterele morfologice la orz (original)

Nr Denumirea Simb | Pozitia Fenotip Ereditare Functia genei Nr. Referinte
genei mutante ol pe cr. BGS | bibiliografice
locus
Morfologia si dezvoltarea sistemului radicular
1 Putine radacinil ferl - Plantele mutante formeaza pana la | Monofactoria | Regleaza formarea 453 | Franckowiak,
Few rootsl trei radacini seminale la faza de 6 | le recesiva sistemului radicular D. Lundgvist U.
frunzulite comparativ cu formele secundar. Reduce In: Barley
initiale care au 9 radacini. Ulterior numarul radacinilor Genetics
plantele nu dezvolta sistem radicular seminale. Newsletter.
secundar. Plantele sunt normale 2016, vol. 46,
fenotipic, dar tulpinile sunt in pozitie p.12.
inclinatd, cu tendintd de polignire.
2 Radacini fara rhll 7H Radacinele plantelor mutante sunt Monofactoria | Inhiba dezvoltarea — Chmielewska
perisori 1 lipsite de perisori absorbanti. le recesive, perisorilor radiculari. B., Janiak A.,
Root hairlessl puternic Gena este epistaticd cu Karcz J.etal. In:
linkate toate genele implicate J Appl
in dezvoltarea Genetics.2014,
perisorilor radiculari vol.5. pp.433-
447[62]
3 Primordiile rhpl | 1H Radicinele plantelor mutante au Monofactoria | Inhiba dezvoltarea - 1[62]
perisorilor perisorii blocati in stadiul initial de le recesive, perisorilor la stadiul
radicularil dezvoltare, cel al primordiilor. linkate initial de dezvoltare.
Root hair Aceasta gena este
primordiall epistatica cu genele rhs.
4 Perisori radiculari rhsl | 5H Radacinele plantelor mutante au Monofactoria | Blocheaza dezvoltarea - [62]
scurtil perisorii scurti, deoarece dezvoltarea | le recesive, perisorilor in faza
Root hair shortl lor este blocata in stadiul de elongare. | linkate incipienta de elongare.
5 Perisori radiculari rhs2 | 6H Radacinele plantelor mutante au Monofactoria | Blocheaza dezvoltarea - [62]
scurti2 perisorii radiculari scurti. le recesive, perisorilor in stadiu de
Root hair short2 linkate elongare.
6 Perisori radiculari rhs3 | 2H Radacinele plantelor mutante au Monofactoria | Blocheaza dezvoltarea - 1[62]
scurti3 perisorii radiculari scurti. le recesive, perisorilor in stadiu de
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Root hair short3 linkate elongare.
7 Perisori radicular rhil 6H Radacinele plantelor mutante au Monofactoria | Responsabila pentru — [62]
neregulatil putini perisorii de diferitd lungime, le recesive, distribuirea iregulara a
Root hair irregularl repartizati neuniform. linkate perisorilor radiculari.
Aceasta gena este
epistatica cu genele rhs
8 Perisori radicular rhi2 1H Riadacinele plantelor mutante au Monofactoria | Responsabila pentru - [62]
neregulati2 putini perisorii de diferita lungime, le recesive, distribuirea iregulara a
Root hair irregular2 repartizati neuniform. linkate perisorilor radiculari
Aceasta gend este
epistatica cu genele rhs
9 Gravitropism egtl 6H Réadacinele plantelor mutante cresc Recisiva Controleaza unghiul de - Fusia R.
intensificatl sub un unghi mai abrupt. crestere al radacinii prin Rosignolic S.,
Enhanced reglarea ridigitatii Loua H., PNAS,
gravitropism1l peretelui celular in In: Plant
alungirea tesutului biology. 2022,
cortical al ridacinii. vol. 119, Nr.
31, pp. 1-10
Morfologia si dezvoltarea frunzelor, paiului si ldstarilor secundari
10 | Frunzalata 1 blfl 5HL Plantele sunt de o culoare verde-mai Monofactoria | Regleaza dimensiunea 326 | Lundqvist U.,
Broad leafl deschis comparativ cu forma initiala. la recesiva. | frunzei prin sporirea Franckowiak
Limbul foliar al frunzelor este de proliferarii celulare n J.D. In: Barley
doua ori mai lat decat latimea directia latimii frunzei. Genetics
normald iar marginile lui sunt Mareste latimea frunzei, Newsletter.
ondulate. Numarul de celule de-a lemei, paleei si a 2016, vol. 46,
lungul limbului foliar si cel al bobului. pp. 90-91.
fasciculelor vascularesi stomatelor
este mai mare. Latimea lemei, paleei
si a bobului este mai mare la forma
mutanta.
11 | Frunza lata 2 blf2 | 5SHL Latimea frunzei este maimica cu 2/3 Monofactoria | Regleaza dimensiunea 337 | Franckowiak

Broad leaf 2

din latimea normald a frunzei a
formei initiale.

1a recesiva.

frunzei prin
restrangerea proliferarii
celulare in directia
latimii frunzei.

J.D. In: Barley
Genetics
Newsletter.
2011, vol.41,
p.137.
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12 | Gigant 1 gigl | 2H Lungimea si diametrul paiului, Monofactoria | Regleaza 463 | Franckowiak
Gigas 1 frunzele, spicele si glumele sunt mai 14 recesiva. marimeafrunzei, paiului J.D. In: Barley
mari comparativ cu forma initiala. si unor componente ale Genetics
Avristele sunt mai scurte, spicul este spicului. Mareste Newsletter.
lax, frunzele de culoare verde-inchis. dimensiunea spicelor si 2014, vol.44,
Spicul, paiul si tecile frunzelor sunt glumelor, lungimea si p.164
acoperite cu un strat gros de ceara. diametrul paiului.
Anterele sunt bine dezvoltate dar
stigmatul are putini perisori ceea ce
duce la o fecundare slaba.
13 | Gigant 2 gig2 | 4HL Plantele mutante sunt inalte si Monofactoria | Regleazasensibilitateala | 612 | Franckowiak
Gigas 2 robuste. Cele mai multe parti ale 14 recesiva. fotoperioada si J.D. In: Barley
plantei sunt mai mari comparativ cu micsoreaza perioada de Genetics
plantele normale. Spicul are mai inflorire. Sporeste Newsletter.
multe spiculete. Perioada de inflorire lungimea paiului, 2014, vol.44,
este intarziata Intarziata si in conditi marimea frunzelor si p.191.
de camp plantele polignesc. spicului. Druka, A.,
Franckowiak J.,
Lundqvist U.,
In: Plant
Physiol. 201,
vol.155, pp.
617-627[80]
14 | Pitic cu frunze nldl | 5HL Plantele mutante au frunze inguste, Monofactoria | Regleaza cresterea 323 | Franckowiak

ingustel
Narrow leafed
dwarf 1

de culoare verde-inchis, care sunt
erecte, cu nervuri mediane bine
dezvoltate. Auriculele degenereaza
pana la proiectii minuscule dar
ligulele sunt de marime normala.
Internodurile paiului sunt scurte, iar
cel superior curbat. Spiculetele sunt
relativ Inguste si mici, iar gradul de
legare a boabelor e mic. Latimea
frunzei constituie cca 60% din
latimea normala, iar lema si paleea
acopera doar partial cariopsa. Spicul

1a recesiva.

latimii organelor si
dezvoltarea tesuturilor
si organelor laterale.
Micsoreaza indltimea
plantelor, latimea
frunzelor, spiculetelor,
lemei si paleei.

J.D. In: Barley
Genetics
Newsletter.
2016, vol.46,
pp.88-89
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de obicei iese din partea laterala a
tecii inainte de anteza.

15 | Pitic cu frunze nld2 | 5H/6H | Plantele mutante au frunze inguste, Monofactoria | Regleaza cresterea 660 | Franckowiak
ingustel [TH de culoare verde-inchis, care sunt 1a recesiva. latimii organelor si J.D., Kleinhofs
Narrow leafed erecte, cu nervuri mediane bine dezvoltarea tesuturilor A. In: Barley
dwarf 1 dezvoltate. Auriculele degenereaza si organelor laterale. Genetics

pana la proiectii minuscule, dar Reduce Tndtimea Newsletter.
ligulele sunt de marime normala. plantei, latimea 2013, vol. 43.
Internodurile paiului sunt scurte, iar frunzelor si spiculetelor p.176.
cel superior curbat. Spiculetele sunt
relativ inguste si mici, iar gradul de
legare a boabelor este mic.

16 | Granum-a gra-a | 7H Plantele formeaza numerosi lastari cu | Monofactoria | Modifica latimea 131 | Franckowiak.
frunzele inguste si internoduri scurte | 1a recesiva. frunzelor, marimea J.D. In: Barley
(1/2 din inaltimea normala a plantei). paiului si spicelor, Genetics
Lungimea spicelor este mai mica cu numarul lastarilor Newsletter.
Y4 din lungimea normala a spicului. 2017, vol .47,
Boabele sunt mici si sistave. Spicele pp.79-80
apar din teaca frunzei standard
prematur, cu 4-7 zile inaintea de
anteza.

17 | Pitic cu multe mndl | 2HS In conditii de cAmp plantele sunt Monofactoria | Regleaza dezvoltarea 519 | Franckowiak.
noduri 1 joase (1/2 din indltimea normala), cu | 1a recesiva. frunzelor si marimea J.D. In: Barley
Many-noded dwarf numerosi lastari. Fiecare lastar are lor. Modifica lungime Genetics
1 12-20 de frunze mici, inguste si spice paiuluiu si altor organe. Newsletter.

cu marimea redusa. La nodurile 2013, vol .48,
superioare se pot dezvolta lastari p.155

suplimentari cu 4-7 frunze, dar aceste
ramuri secundare si tertiare ale
paiului se dezvolta tarziu si au spice
foarte mici. In conditii de sera
plantele sunt cu dezvoltare mai
intarziata comparativ cu formele
initiale. Rata de initiere a primordiilor
este normald, dar dezvoltarea lor in
frunze este mai rapida.
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18 | Pitic cu multe mnd3 | 4HS Plantele sunt joase, cu 2/3-3/4 din Monofactoria | Regleaza marimea 618 | Franckowiak
noduri 3 inaltimea normald, iar numarul de 12 recesiva. segmentelor de tulpina J.D.
Many-noded dwarf internoduri este mai mare cu 1-2 a plantelor. In: Barley
3 comparativ cu plantele normale. Genetics

Newsletter.
2014, vol.44,
pp.194-195

Pitic cu multe mnd4 | 5HL Plantele sunt cu 3/4 mai joase Monofactoria | Regleaza dezvoltarea 347 | Franckowiak

noduri 4 comparativ cu plantele normale si cu | 1a recesiva. frunzelor si altor J.D. Lundgvist

Many-noded dwarf 7-8 internoduri per lastar. Plantele organe, marimea lor. U. Barley In:

4 formeaza multi lastari. Spicele au Modifica lungime Barley Genetics
rahisul cu 2/3-3/4 internoduri mai paiului si altor organe. Newsletter.
putine fatd de numarul normal. 2014, vol.44,

p.122-123

19 | Pitic cu multe mnd5 | 7THL Plantele sunt joase, 2 din inaltimea Monofactoria | Regleaza dezvoltarea 632 | Franckowiak
noduri 5 normald, cu numerosi lastari. Fiecare | 1a recesiva. frunzelor si altor J.D. In: Barley
Many-noded dwarf lastar are 12-20 de frunze mici, organe, marimea lor. Genetics
5 inguste si spice cu marimea redusa cu Modifica lungimea Newsletter.

1/3. Perioada de inspicare este paiului i altor organe. 2014, vol.44,
intarziata. Paiul formeaza lastaricu 4- p.202

7 frunze, fiecare frunza se dezvolta la

nodul superior al paiului, dar aceste

ramuri se dezvolta tarziu si au spice

foarte mici. Fiecare pai poate avea de

la 15-20 de internoduri.

20 | Pitic cu multe mnd6 | 5HL Plantele sunt mai joase cu 2/3 din Monofactoria | Regleaza dezvoltarea 633 | Franckowiak
noduri 6 lungimea normala si au multe (pana 1a recesiva. frunzelor si altor J.D.

Many-noded dwarf
6

la 20) internoduri. Boabele sunt
sistave. Spicele sunt scurte si au cate
17 spiculete comparativ cu 21
spiculete.

organe, marimea lor.
Modifica lungime
paiului si altor organe.

Lundgvist U. In:
Barley Genetics
Newsletter.
2014, vol.44,
pp. 203-204
Druka, A., J.
Franckowiak J.
D., Lundgvist
U. 2011, In:
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Plant Physiol.

vol.155, pp.
617-627.

21 | Pitic cu multe mnd7 | - Plantele sunt joase (1/2 din inaltimea | Monofactoria | Regleaza dezvoltarea 726 | A. Kleinhofs,
noduri 7 normald) cu multe internoduri, frunze | 14 recesiva. frunzelor si altor Franckowiak.
Many-noded dwarf inguste si subtiri, cu spice foarte organe. Modifica J.D. In: Barley
7 scurte. Fenotipic plantele mutante lungimea paiului si Genetics

mnd7.h se aseamana cu mndl.a; altor organe. Newsletter.2013
totusi nu seobserva ramificarea ,vol.43, p.221
paiului la nodul pedunculului.

22 | Pitic1 uzul | 3HL Plante sunt pitice cu coleoptilul, Monofactoria | Regleaza marimea 102 | Franckowiak.
Uzu 1l frunzele, paiul, internodul rahisului, 14 recesiva. organelor plantei. J.D., Lundgvist

aristele, glumele si boabele reduse in Alelele mutante uzu U. In: Barley
lungime si latime. Uneori coleoptilul cauzeaza reducerea Genetics
plantelor mutante prezinta o inaltimii plantei si Newsletter.
crestatura in forma de litera V. scaderea usoara a 2017, vol. 47,
Reducerea lungimii paiului variaza in numarului de lastari pp.70-73
dependenta de temperatura cu mai secundari. Gena

putin de 15% la temperature joase si uzul.aare efect

peste 75% la temperature ridicate. La pleiotropic asupra

temperaturi joase plantele mutante lungimii coleoptilului,

sunt semipitice. Frunzele au unghiuri frunzei, paiului,

ascutite, spicele sunt cu ariste scurte internodului rahial,

si cu spiculetele bazale dispuse ariste, glume si

compact. Marginile frunzelor si marimea boabelor.

auriculelor sunt putin ondulate.

Numarul lastarilor secundari este

redus.

23 | Semipitic—b ari-b Plantele sunt semipitice cu Monofactoria | Regleaza inaltimea si 550 | Lundgvist U.,

Breviaristatum-b viabilitatea si fertilitatea redusa; 1a recesiva. marimea organelor Franckowiak. J.
frunzele sunt late, dar scurte si de plantei. Reduce In: Barley
culaoare verde mai deschis; si aristele indltimea plantei Genetics
au cu 3/4 din lungimea normal. lungimea frunzelor si Newsletter.
Cresterea este intarziata semnificativ aristelor. Afecteaza 2014, vol .44,
in perioada calda a anotimpului si dezvoltarea organelor pp.185.

relativ buna in perioada rece.

reproductive.
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Dezvolatarea organelor reproductive
este intirziata.

24 | Semipitic-e ari-e Plantele sunt semipitice, indltimea Monofactoria | Regleaza indltimea si 328 | Lundgvist U.,
Breviaristatum-e este cu 3/4 — 5/6 mai mica decét cea 14 recesiva. marimea organelor. Franckowiak.
normald, urmare a reducerii lungimii Reduce inéltimea J.D. In: Barley
internodurilor. Aristele au 2/3 din plantei si lungimea Genetics
lungimea normala si boabele sunt aristelor. Newsletter.
sistave. Alelele mutante la acest locus 2017, vol .47,
sunt asociate cu toleranta la salinitate, pp.120-122.,
prezinta insensibilitate relativa la Verderio G.,
giberilind, susceptibilitate la diferiti 2015,148 p.
agenti patogeni fungici. [258]
25 | Semipiticl sdwl | 3HL Plante semipitice, cu 10-30% mai Monofactoria | Micsoreaza inaltimea 518 | Franckowiak
Semidwarf 1 joase decat cele normale. Lungimea 1a recesiva. plantei, lungimea J.D. In: Barley
spicului este variabila. Frunzele sunt spicului si are efect Genetics
mici. Inspicarea este intarziata. pleiotropic ce duce la Newsletter.
Mutantii sunt sensibili la giberilina. marirea numarului de 2017, vol .47,
lastari secundari. p.168
26 | Pitic semiminut 1 minl | 4HL Inaltimea plantelor este cu 1/2 mai Monofactoria | Reduce indltimea 161 | Franckowiak
Semi-minute dwarf joasa ca forma initiala. Spicele si 1a recesiva. plantei, lungimea J.D. In: Barley
1 aristele sunt putin mai scurte, spicului, aristelor si Genetics
Numarul de lastari secundari, numarul spiculetelor, Newsletter.
spiculete per spic, boabe per spic este boabelor per spic. 2014, vol. 44,
mai redus. pp. 97-98.
27 | Pai scurt hcml | 2HL Inaltimea plantelor homozigote Monofactoria | Reduce indltimea 77 | Franckowiak.
Short culm pentru gena alela hcml.a este cu cca | 1a recesiva. plantei si lungimea J.D. In: Barley
10 cm mai mica decat la plantele internodurilor rahisului Genetics
normale. Densitatea spicului este spicului. Gena alela Newsletter.
putin mai mare, din cauza micsorarii hcml.a este lincata cu 1997.
lungimii internodurilor rahisului. genavrsl.a. vol.26,p.115
28 | Pitic zvelt 1 sldl | 3HL Talia plantei este redusa cu 1/2 - 2/3 Monofactoria | Regleaza inaltimea si 126 | Franckowiak.
Slenderdwarf 1 de la indltimea normala. Dezvoltarea | 1a recesiva. marimea organelor. J.D. In: Barley
plantei este intarziata, iar plantele au Micsoreaza inaltimea Genetics
o culoare galben-verzui deschisa. plantei, numarul si Newsletter.
Numarul si greutatea boabelor per greutatea boabelor. 2011, vol.

spic este redusa, productia de boabe

41,pp.103-104.

184




este cu 30% mai mica. Distributia
frunzelor este modificata, avand
pedunculul relativ lung.

29 | Pitic zvelt 2 sld2 2HS Plantele mutante au un pai scurt si Monofactoria | Reduce lungimea 83 | Franckowiak.
Slenderdwarf 2 subtire, frunze inguste, spice scurte si | 1a recesiva. paiului, spicelor si J.D. In: Barley
laxe, boabe sistave. Frecventa boabelor. Gena alela Genetics
plantelor semipitice cu maturare sld2.b este lincata cu Newsletter.
tarzie este scazuta. gena Eam1 (maturitate 2014,
timpurie). vol.44,p.74.
30 | Pitic subtire 3 sld3 4HS Plantele sunt cu 3/4 mai joase decat Monofactoria | Reduce indltimea 186 | Franckowiak.
Slenderdwarf 3 forma initiala si prezinta vigoare 1a recesiva. plantei, numarul si J.D. In: Barley
redusa. Numarul spiculetelor per spic marimea boabelor. Genetics
este cu 3/4 mai redus, iar boabele Newsletter.
sunt mai mici. Internodurile rahisului 2018, vol.48,
pot fi putin mai lungi si productia de pp.97-98.
boabe este cu3/4 mai mica.
31 | Pitic subtire 4 sld4 2HS Plantele au vigoare redusa si sunt de Monofactoria | Reduce indltimea 100 | Franckowiak.
Slenderdwarf 4 culoare verde deschis in timpul 1a recesiva. plantei, numarul J.D. In: Barley
stadiilor timpurii de crestere. spiculetelor fertile, Genetics
Inaltimea variaza de la 1/2 la 3/4 din perioada de inspicare. Newsletter.
cea normala. Perioada de inspicare 2013,
poate fi Intarziatacu 10 zile. Numarul vol.43,pp.:72-
spiculetelor fertile per spic este cu 2/3 73.
mai mic. Aspectul boabelor variaza
de la sistave la normal in dependenta
de gradul de intarziere a perioadei de
inspicare.
32 | Pitic subtire 5 sld5 3HS Plantele prezinta vigoare redusa si au | Monofactoria | Regleaza inaltimea si 144 | Franckowiak.
Slenderdwarf 5 boabe sistave. Inaltimea plantelor este | 14 recesiva. marimea organelor. J.D. In: Barley
cu 2/3 mai mica. Plantulele mutante Reduce Tnaltimea si Genetics
sunt insensibile la tratamentul cu vigoarea plantelor. Newsletter.
acidul gibirelic. 2014, vol.44,
pp.90-91.
33 | Pitic subtire 6 sld6 1H Inaltimea plantelor este redusi, Monofactoria | Reduce indltimea 242 | Franckowiak.
Slenderdwarf 6 funzele sunt foarte scurte si putin mai | 1a recesiva. plantei, latimea si J.D. 2018. In:

inguste.

lungimea frunzelor.

Barley Genetics
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Newsletter.

vol.48, pp.117-
118.
34 | Pitic subtire 7 sld7 4HL Inaltimea plantelor este redusi, se Monofactoria | Reduce inéltimea 194 | Franckowiak.
Slenderdwarf 7 formeaza un numar mic de lastari 1a recesiva. plantei si numarul J.D. 2013. In:
secundari. lastarilor secundari. Barley Genetics
Newsletter.
vol.43, pp.101.
35 | Pitic subtire 8 sld8 THS/ Plantele sunt cu 3/4 mai joase si au Monofactoria | Reduce inéltimea 49 | Franckowiak.
Slenderdwarf 8 4HL pedunculul spicului indoit, care are o | 13 recesiva. plantei, lungimea J.D. 2013. In:
lungime cu 2/3 mai mica. Greutatea pedunculului spicului si Barley Genetics
boabelor este redusa cu 10-15%. greutatea boabelor. Newsletter.
vol.43, pp.63.
36 | Subtirel sinl Plantele sunt pitice, cu frunze scurte Dominanta Reduce inaltimea - Chandler et al.,
Slenderl din cauza nesensibilitatii la gibirilina. plantei si lungimea 2002 [57]
frunzelor.
37 | Unic2 cul2 6HL Plantele nu formeaza lastari Monofactoria | Coordonarea cailor de 253 | Franckowiak.
Uniculm2 secundari, paiul este deobicei drept si | 14 recesiva. semnalizare si J.D. 2013. In:
are un diametru mai mare. Perioada raspunsul la stres si Barley Genetics
de inspicare a formelor mutante are integrarea lor in Newsletter.
loc mai devreme. Boabele sunt mai dezvoltarea vol.43,pp.112-
lungi si mai late, au o greutate medie meristemelor axilare. 113.
mai mare. Plantele initiazd meristeme Inhibarea formarii Okagaki et al.,
axilare vegetative, dar lastarii nu se lastarilor secundari. 2013, [200]
dezvolta.
38 | Unic3 cul3 3HL Plantele au doar un lastar secundar, Monofactoria | Regleaza numarul de 616 | Franckowiak.
Uniculme3 care este mai mare si mai subtire 14 recesiva. lastari secundari si J.D.
comparativ cu cele ale plantelor morfologia spicului. A. Kleinhofs.
normale. Spicele sunt laxe si Inhibarea formarii In: Barley
malformate cu spiculete laterale lastarilor secundari. Genetics
suplimentare la unele noduri ale Newsletter.
rahisului. Primul internod al rahisului 2013,
bazal este uneori curbat. vol.43,p.161.
39 | Unic4 culd 3HL Plantele produc de la 1 pana la 4 Monofactoria | Controleaza 617 | Franckowiak.
Uniculme4 lastari secundarisi au internodurile 14 recesiva. diferentierea mugurilor J.D. Lundgvist

paiului usor inclinate. Toti lastarii

axilari, numarul de

U. 2016. In:
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secundari suntmai scurti decat
lastarul primar si au un aspect ondulat
si deseoriunt prinsi la baza de lastarul
principal.

lastari secundari si
morfologia spicului.

Barley Genetics
Newsletter.
46:132-133.

Morfologia si dezvoltarea spicului
Rahis nefragil 1 btrl 3HS Rahisul spicului nefragil. Articulatiile | Monofactoria | Modifica compozitia 115 | Franckowiak
Non-brittle rachis 1 | btr2 de la nodurile spicului sunt dure, ceea | le recesive, peretelui celular 116 | J.D. In: Barley
ce previne dezarticularea rahisului puternic Genetics
Rahis nefragil 2 inainte de maturitate. linkate Newsletter.
Non-brittle rachis 2 2013, vol. 48, p.
78-79
Pourkheirandish
M., Hensel G.,
Kilian B., et al,
In: Cell. 2015,
vol.162(3),
p.527-39. [214]
Treabilitatea thres | 1HL Boabe cu ariste si rahis greu de Monofactoria | Regleaza gradul de — Schmalenbach
boabelor 1 h-1 inlaturat. 13 recesiva desprindere a aristelor . March T.J.,
Treshability-1 si boabelor de la rahis. Bringezu, T.; et.
Modifica compozitia al. In: G3 Genes
peretelui cellular. Genomes Genet.
2011, vol.1, p.
187-196 [233].
Spic cu sase randuri | vrs1 | 2HL Spiculetele laterale bine dezvoltate O serie Modifica dezvoltarea 6 Lundgvist U.,
1 alelica spiculetelor laterale si Franckowiak
Six-rowed spike 1 multipla cu aristelor. J.D. In: Barley
interactiuni Genetics
incomplete Newsletter.
ale alelelor 2007 vol.37,
dominante. p.192-194
Spic cu sase randuri | vrsl. | 2HL Spiculetele centrale au ariste lungi. Dominanta Modifica dezvoltarea 58 | Konishi T.,
1 c Spiculetele laterale au flori normale si | incompletin | spiculetelor laterale si Franckowiak
Six-rowed spike 1 fertilitate completa. seria alelica aristelor. Reduce J.D. In: Barley
multipla a aristele spiculetelor Genetics
locusului laterale. Newsletter.1997
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vrsl. ,Vvol. 26, p. 94
Spic cu doua Vrsl. | 2HL Spicul cu spiculetele laterale sterile, Partial Impiedica dezvoltarea 66 | Franckowiak
randuri 1 d intr-un numar mai mare in comparatie | dominanta in | ovulelor si aristelor In J.D. Barley
Two-rowed spike 1 cuVrslb seria alelica spiculetele laterale. Genetics
multipla a Alela Vrsl.d Newsletter.1997
locusului interactioneaza cu alela , vol. 26, p.103
vrsl. Int-c.
Spic deficient 1 Vrsl. | 2HL Spic cu 2 randuri de spiculete, Monofactoria | Suprima dezvoltarea 67 | Lundgvist U.,
Deficiens 1 t spiculetele laterale extrem de reduse 1a incomplet | spiculetelor laterale Franckowiak
in marime dominanta J.D. In: Barley
Genetics
Newsletter.
2017,vol. 47,
p.57-58.
Spic cu sase randuri | vrs2 | 5SHL Spicul cu 6 randuri de spiculete Monofactoria | Modifica dezvoltarea 314 | Lundgvist U.,
2 fertile, spiculetele laterale la varful si | 1a recesiva spiculetelor laterale si Franckowiak
Six-rowed spike 2 baza spicului sunt reduse in marime aristelor. Codifica J.D. In: Barley
si mai mult sau mai putin pedicelate. regulatorul Genetics
Aristele spiculetelor laterale sunt transcriptional SHORT Newsletter.
scurte sau lipsesc. INTERNODES (SHI) si 2017, vol. 47,
astfel contribuie la p.113-114
dezvoltarea lastarilor si
ainflorescentelor
secundare.
Spic cu sase randuri | vrs3 1HL Jumitatea superioara a spicului are 6 | Monofactoria | Modificd dezvoltarea 315 | Lundqvist U.,
3 randuri, dar spiculetele in jumatatea 14 recesiva spiculetelor laterale si Franckowiak
Six-rowed spike 3 inferioard sunt reduse in marime. aristelor. J.D. In: Barley
Partea bazala a spicului pare sa fie cu Genetics
2 randuri. Spiculetele laterale sunt Newsletter,
fertile doar in jumatatea superioara a 2017, vol. 47,
spicului. Aristele de lungime normala p.115-117
sunt prezente la spiculetele laterale
din varful spicului si lipsesc la baza.
Spiculetele centrale deseori sunt
dublu-aristate.
Spic cu sase randuri | vrs4 3HL Jumitatea superioara a spicului are Monofactoria | Sporeste fertilitatea 124 | Lundgvist U.,

188




4

spiculete laterale mari fertile ce pot

1a recesiva

spiculetelor laterale si

Franckowiak

Six-rowed spike 4 dezvolta boabe mai mici comparativ formarea de spiculete J.D. In: Barley
cu spiculetele centrale. Rahila poate suplimentare de diferite Genetics
fi partial deformata de formarea unui grade de dezvoltare. Newsletter.
spiculet suplimentar Regleaza expresia vrsl 2017, vol. 47,
si determind numarul de p.76-78,
randuri. Aceasta gena Poursarebani N.
este implicata reglarea In: Genetics.
expresiei genei 2015, vol.115,
compositumz2, pp.155-165
[215].
10. | Spic intermediar-b int-b | SHL Spicul se aseaméana cu spicul cu 6 Monofactoria | Modifica dezvoltarea 320 | Lundgvist U.,
Intermedium spike- randuri, dar iregularitatile in 1a recesiva. spiculetelor laterale si Franckowiak
b dezvoltare apar de obicei in partea aristelor. Codifica J.D. In: Barley
inferioara a spicului. Toate regulatorul Genetics
spiculetele laterale au dimensiune transcriptional SHORT Newsletter.
redusa, iar aristele sunt scurte. INTERNODES (SHI) si 2017, vol. 47,
astfel contribuie la p.118-119
dezvoltarea
inflorescentei si a
lastarilor secundari.
Gena mutanta int-b este
aleld cu vrs2.
11. | Spic intermediar-c int-c | 4HS Varful lemei spiculetelor laterale sunt | Monofactoria | Modifica marimea 178 | Lundgvist U.,
Intermedium spike- rotunjite sau putin rotunjite cu ariste 14 recesiva spiculetelor laterale. Franckowiak
c scurte sau nearistate. Existd o Genele mutante int-c J.D. In: Barley
variabilitate in dezvoltarea sunt gene alele cu vrs5. Genetics
spiculetelor laterale care sunt Newsletter.
dependente de conditiile mediului. 2017, vol. 47,
Spiculetele laterale de la baza p.91-92
spicului pot fi slab dezvoltate la unii
mutanti, in timp ce la alti mutanti
toate spiculetele laterale sunt fertile.
12. | Spic intermediar-f int-f 2HS/ Spicul se aseaména cu spicul cu 6 Monofactoria | Modifica dezvoltarea 543 | Lundgvist U.,
Intermedium spike- 3HL randuri, dar spiculetele laterale sunt 1a recesiva spiculetelor laterale si Franckowiak
f mult mai mici, mai putin din jumatate aristelor. J.D. In: Barley
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din dimensiunea spiculetelor centrale. Genetics
Spiculetelelaterale sunt ascutite si Newsletter.
deseori au ariste scurte, boabe se 2014, vol. 44,
formeaza in spiculetele laterale din p.178

partea superioara a spicului. Baza

spicului are internodurile rahisului

prescurtate si se aseamana cu spicul

erect.

13. | Spic intermediar-h int-h | 5H Spiculetele laterale sunt marite si au Monofactoria | Modifica dezvoltarea 544 | Lundqvist U.,
Intermedium spike- un apex ascutit, dar sunt sterile. la recesiva spiculetelor laterale si Franckowiak
h Perioada de nspicare a plantelor aristelor. J.D. In: Barley

mutante este timpurie si au un Genetics
internod bazal alungit al rahisului. Newsletter.
Spicul se aseamana cu un spic lax, cu 2014, vol. 44,
internodurile rahisului scurtate la p.179

baza.

14. | Spic intermediar-i int-i 2HS Spiculetele laterale sunt marite si usor | Monofactoria | Modifica dezvoltarea 545 | Lundqvist U.,
ascutite la varf, sterile, iar spiculetele | la recesiva spiculetelor laterale si Franckowiak
centrale semisterile. Varful spicului aristelor. J.D. In: Barley
are internodurile rahisului foarte Genetics
scurte si spicul are aspectul unui spic Newsletter.
dens sau fasciat. 2011, vol. 41,

p.181

15. | Spic intermediar-k int-k | 7H Spicul este scurt si dens. Spiculetele Monofactoria | Modifica dezvoltarea 546 | J.D.
Intermedium spike- laterale sunt marite cu varful ascutit, 1a recesiva spiculetelor laterale si Franckowiak
k si ocazional aristate, sterile iar aristelor. and U.

spiculetele centrale semisterile. Lundqvist. In:

Plantele au suprafata acoperita cu Barley Genetics

ceara. Newsletter.
2014, vol. 44,
p.180

16. | Spic intermediar-m | int-m | 5SHL Spicul este foarte scurt si are Monofactoria | Modifica dezvoltarea 547 | Lundgvist U.,
Intermedium spike- lungimea neregulata a internodurilor | 13 recesiva spiculetelor laterale si Franckowiak
m rahisului. Spiculetele laterale sunt aristelor. J.D. In: Barley

marite cu varful ascutit, sterile. La Genetics
baza spicul are o densitate marita a Newsletter.
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spiculetelor. Infratirea plantelor int-m
este marita si perioada de Inspicare
mai timpurie. Internodurile rahisului
de la varful spicului sunt foarte scurte
si spicul pare sa aiba doua sau trei
spiculete terminale alipite.

2014, vol. 44,
p.181-182

17. | Spic labil 1 labl | 5HL Dezvoltarea internodurilor rahisului Monofactoria | Modifica dezvoltarea 730 | Franckowiak
Labilel spiculetelor este variabila si se 1a recesiva, spiculetelor la nodul J.D. In: Barley
caracterizeaza prin lipsa boabelor sau | dar pentru rahisului. Genele Genetics
un numdr variabil de spiculete fertile | expresia mutante labl.a au alela Newsletter.
la fiecare nod al rahisului in spicul cu | acestei gene vrsl.a la locusul spicul 2016, vol. 46,
6 randuri. Spiculetele laterale lipsesc | este necesard | cu 6 randuri 1. p.137-138
mai des ca cele centrale. prezenta Youssef, H.M.et
alelei vrsl.a al. In: Theor.
Appl. Genet.
2014, vol.127,
p.1123-
1131[287]

18. | Spic ramificatcu prbs | 3H Spic ramificat. Se dezvolta meristeme | Monofactoria | Modifica morfologia - Shang Y., Zhu
multe randuri noi, din care se formeaza ramificatii 14 recesiva. inflorescentei Tn doua J., Hua W.In:
Poly-row-and- moduri: (i) determina Genes Genom.
branched spike conversia a spiculetelor 2014, vol.36, p.

laterale rudimentare 275-282 [239]
specifice genotipurilor Terzi V,

cu doua randuri in Tumino G,
spiculetele fertile; (ii) Pagani D, et al.,
determinarea Diversity 2017,
dezvoltarea spiculetelor No.9, vol.21,
suplimentare 1n p.1-16. [260]
mijlocul spicului,

rezultand intr-un spic

ramificat.

19. | Spic ramificat 1 coml | 5HL Spic ramificat in partea inferioara a Monofactoria | Regleaza ramificarea 473 | Lundqvist U.,
Compositum 1 spicului, de la 1-10 spiculete. 14 recesiva. spicului. Expresia genei Franckowiak

Ramurile sunt indreptate in diferite mutante este influentata J.D. In: Barley
directii. de temperatura si Genetics
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conditiile mediului. Newsletter.
2017, vol. 47,
p.135-136
20. | Spic ramificat 2 com2 | 2HS Spic ramificat in partea bazala a Monofactoria | Regleaza ramificarea 71 | Franckowiak
Compositum 2 spicului. Ramurile se formeaza din 1a recesiva. spicului. Expresia genei J.D.
nodurile rahisului. mutante este influentata Lundqgvist U.
de temperatura si In: Barley
conditiile mediului. Genetics
Newsletter.
2015, vol. 45, p.
95-96
21 | Spicdens1 dspl | 7HS Lungimea spicului este redusa Monofactoria | Regleaza lungimea 9 Franckowiak
Dense spike 1 deoarece internodurile rahisului sunt | 1a recesiva internodurilor rahisului J.D. In: Barley
2/3 mai scurte. Plantele sunt putin spicului.Gena dspl.a Genetics
mai joase. Greutatea boabelor cu 10% are efect pleiotropic Newsletter.
mai mica. asupra lungimii 2013, vol.
coleoptilului, paiului si 43,p.50-53
marimii bobului.
22 | Spic dens 10 dspl | 3HS Spice cu lungimea internodurilor Monofactoria | Regleaza lungimea 111 | Franckowiak
Dense spike 10 0 rahisului de 2,8-3,4 mm. Plantele sunt | 1a recesiva. internodurilor rahisului J.D. In: Barley
CuU 5-16% mai joase. Numarul si spicului si astfel Genetics
greutatea boabelor similare cu cele densitatea spicului. Are Newsletter.
ale plantelor martor. efect pleiotropic asupra 2018,vol. 48,
lungimii coleoptilului, p.84-85
paiului si marimii
bobului.
23 | Spicdens 11 dspl | 1HL Plantele cu talie mai joasa cu spic Monofactoria | Regleaza lungimea 244 | Franckowiak
Dense spike 11 1 compact, lungimea internodurilor 12 dominantd | internodurilor rahisului J.D. In: Barley
rahiale variaza intre 3,5-4,6 mm. incomplet. spicului si astfel Genetics
Boabele sunt mai scurte. densitatea spicului. Are Newsletter.
efect pleiotropic asupra 2011, vol. 41,
lungimii coleoptilului, p.121-122
paiului si marimii
bobului.
24 | Spicdens 9 dsp9 | 6HL Spicul este foarte dens si se distinge Monofactoria | Regleaza lungimea 258 | Franckowiak

Dense spike 9

usor de plantele ce nu contin aceastd

1a recesiva.

internodurilor rahisului

J.D. In: Barley
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mutatie. Internodurile rahisului sunt
foarte scurte - 2.3 mm. Talia plantelor
este cu 2/3 mai mica.

spicului si astfel
densitatea spicului. Are
efect pleiotropic asupra
lungimii coleoptilului,
paiului $i marimii
bobului.

Genetics
Newsletter.2017
, vol. 47,p.107-
108

25 | Spic dens-1 Zeol | 2HL Spicul este foarte compact, cu boabe Monofactoria | Regleaza lungimea 82 | Franckowiak
Zeocriton 1 mari care are forma unei piramide, 1a dominanta | internodurilor rahisului J.D., Lundqvist
(orz mic) internodurile rahisului sunt foarte incomplet. spicului si astfel U. In: Barley
scurte-1,4-1,8 mm. Numarul boabelor densitatea spicului. Este Genetics
este cu 2-4 boabe mai mare. Glumele asociat cu locusul Newsletter.
exterioare, asociate cu spiculetele factorului de 2017. vol. 47, p.
laterale, sunt mari(de 3-4 ori), cu APETALA2 (AP2) 63-64.
ariste lungi si fertilitate redusa. Paiul (HVAP2). Aceasta
este scurt. Spicul apare din partea mutatie apare in ultimul
laterald a tecii. intron al genei HVAP2
(clyl), locul de legarea
a Hv-miR172 si
impiedica scindarea
ARNm HVAP2.
26 | Spic dens-2 Zeo2 | 2HL Spicele acestui mutant sunt compacte, | Monofactoria | Nu au fost observate 614 | Franckowiak
Zeocriton 2 au forma tipica celor cu 2 randuri si la efecte secundare ale J.D. In: Barley
CU 2-4 boabe mai mult in comparatie | semidominan | acestei gene asupra Genetics
cu plantele ce nu au aceasta mutatie. ta. inaltimei plantei. Newsletter.
Cleistogamia (inflorirea 2017, vol. 47,
inchisd) este asociata cu p.177-180
reducerea lungimii
internodurilor rahisului.
27 | Spic dens-3 Zeo3 | 2HL Spic dens cu varful plat si Monofactoria | Regleaza lungimea 184 | Franckowiak
Zeocriton 3 internodurile rahisului scurte-3,3 mm. | 13 dominanta. | internodurilor rahisului J.D.

Gradul de reducere a internodurilor
este mai mic in comparatie cu
mutantii Zeol si Zeo2.Spicele au cu
1- 2boabe mai mult in comparatie cu
plantele ce nu contin aceasta mutatie.

spicului si astfel
densitatea spicului. La
unii mutanti s-a
observat efectul asupra
indltimii plantei,
numarului de lastari

Lundgvist U.
In: Barley
Genetics
Newsletter.2017
, vol. 47, p. 95-
97
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secundari, numarul si
calitatea boabelor.

28 | Spic lax-a lax-a | 5HL Spic lax. Floarea are 5 stamine. Monofactoria | Are efect pleiotropic 474 | Franckowiak
Laxatum-a Boabele sunt sistave, iar cariopsele 14 recesiva. asupra lungimii J.D. In: Barley
sunt expuse intre lema si palee. internodurilor rahisului, Genetics
Aristele au 0 baza foarte lata, fara o marimii lemei si Newsletter.
delimitare stricta in regiunea de lungimii aristelor. 2010, vol. 46,
atasare a lemei. Lungimea Contribuie la marirea p.113-115
internodurilor rahiali este cu acestor indici. Modifica
aproximativ 15% mai mare decit lodiculele in doud
forma initiald. Lastarii secundari stamine aditionale.
cresc sub ungi oblic si astfel 1i Gena HvLax-a este
confera plantei un aspect de tufa. paralog?cu gena
HvCul4 care e implicata
in reglarea primara a
morfologiei spicului si
numarului de lastari.
29 | Spic lax-b lax-b | 6HL Plantele sunt subtiri si scurte (3/4 din | Monofactoria | Regleaza densitatea 268 | Lundgvist U.,
Laxatum-b indltimea normald), spicele sunt laxe | 1a recesiva. spicului. Franckowiak
cu numarul redus de spiculete per J.D. In: Barley
spic. Boabele sunt mici cu Genetics
endospermul rugos(xenia), care este Newsletter.
evidentiat in stare heterozigota. 2014, vol. 44,
p.113
Spic lax-c lax-c | 6HL Boabele sunt subtiri si colsuroase, iar | Monofactoria | Controlaza densitatea 475 | Lundqvist U.,
Laxaum-c cariopsele sunt expuse intre lema si 1a recesiva. spicului Franckowiak
palee. Aristele au o baza foarte lata. J.D. In: Barley
Lungimea internodurilor rahiali este Genetics
cu aproximativ 7% mai mare decat Newsletter.
forma initiala. Deseori varful 2011, vol. 41,
spicului are spiculete sterile si p.174
numarul lastarilor secundari este
redus.
30 | Spic lax-d lax-d | - Lungimea internodurilor rahisului Monofactoria | Regleaza densitatea 476 | Lundgvist U.
Laxatum-d este cu aproximativ 6% mai mare 1a dominanta | spicului. In: Barley
decat forma initiald. Plantele sunt mai | incomplet. Genetics
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inalte si relativ viguroase. Boabele Newsletter.
sunt mai lunguete. 2017, vol. 47,
p.139
31 | Spic lax-f Lax-f | - Lungimea internodurilor rahisului Monofactoria | Regleaza densitatea 477 | Lundgvist U.
Laxatum-f este cu aproximativ 14% mai mare 1a dominanta. | spicului. Barley Genetics
decat forma initiala. Greutatea Newsletter.
boabelor este mai mica. 2018, vol. 48,
p.151
32 | Laxatum-g lax-g | - Lungimea internodurilor rahisului Monofactoria | Regleaza densitatea 478 | Lundgvist U. In:
este cu aproximativ 8% mai mare 12 dominantd | spicului. Barley Genetics
decat forma initiala si plantele incomplet. Newsletter.
mutante prezinta sterilitate si 2017, vol. 47,
formeaza un numar redus de lastari p.140
secundari.
33 | Spic lax-h lax-h | 3H Lungimea internodurilor rahisului Monofactoria | Regleaza densitatea 479 | Lundgvist U.,
Laxatum-h este cu aproximativ 20% mai mare 1a recesiva. spicului. Franckowiak
decat forma initiala. Spicul are unele J.D. In: Barley
spiculete sterile. Boabele sunt relativ Genetics
subtiri si unghiulare. Newsletter.
2017, vol. 47,
p.142-143
34 | Spic lax lax-i | - Lungimea internodurilor rahisului Monofactoria | Regleaza densitatea 480 | Lundgvist U. In:
Laxatum-i este cu aproximativ 18% mai mare 14 recesiva. spicului. Barley Genetics
decit forma initiala. Plantele mutante Newsletter.
prezinta sterilitate partiala, au ariste 2017, vol. 47,
rasucite si boabe mici ungiulare. p.144
35 | Spic lax-j lax-j | 2H Lungimea internodurilor rahisului Monofactoria | Regleaza densitatea 481 | Lundgvist U.,
Laxatum-j este cu aproximativ 24% mai mare 134 recesiva. spicului. Franckowiak
decét forma initiala. Plantele J.D. In: Barley
formeaza mai putini lastari secundari. Genetics
Aristele sunt usor rasucite. Formarea Newsletter.
boabelor este redusa si boabele sunt 2017, vol. 47,
ungiulare. p.145-146
36 | Spic lax-k lax-k | 2H/3H | Lungimea internodurilor rahisului Monofactoria | Regleaza densitatea 482 | Lundqvist U. In:
Laxatum-k este cu aproximativ 4% mai mare 1a dominanta | spicului. Barley Genetics

decét forma initiald. Plantele mutante

incomplet.

Newsletter.
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au limbul foliar ingust de culoare 2017, vol. 47,
verde-inchis si boabe foarte subtiri. p.147
37 | Spic lax-I lax-l | 1H Lungimea internodurilor rahisului Monofactoria | Regleaza densitatea 483 | Lundgvist U.,
Laxatum-I este cu aproximativ 23% mai mare 14 recesiva. spicului. Franckowiak
decat forma initiala. Spicele prezinta J.D. In: Barley
sterilitate. Aristele sunt usor rasucite, Genetics
limbul foliar este relativ mare, iar Newsletter.
boabele sunt mari si ungiulare. 2017, vol. 47,
p.148
38 | Spic lax-m lax-m | - Lungimea internodurilor rahisului Monofactoria | Regleaza densitatea 484 | Lundgvist U. In:
Laxatum-m este cu aproximativ 16% mai mare 14 recesiva. spicului. Barley Genetics
decat forma initiala. Plantele au Newsletter.
limbul foliar de culoare verde- 2017, vol.
deschis. Aristele sunt rasucite. 47,p.149
Greutatea boabele redusa.
39 | Spiclax-n lax-n | 2H/4H | Lungimea internodurilor rahisului Monofactoria | Regleaza densitatea 485 | Lundqvist U.,
Laxatum-n L/5H este cu aproximativ 4% mai mare 134 recesiva. spicului. Franckowiak
decat forma initiala. Aristele sunt J.D. In: Barley
rasucite. Frunzele inguste. Greutatea Genetics
boabele redusa. Newsletter.
2017, vol. 47,
p.150-151
40 | Spic lax-0 lax-0 | - Lungimea internodurilor rahisului Monofactoria | Regleaza densitatea 486 | Lundgvist U. In:
Laxatum-o este cu aproximativ 16% mai mare 134 recesiva. spicului. Barley Genetics
decat forma initiald. Plantele sunt Newsletter.
relativ vigurose. Nodurile rahiale din 2017, vol. 47,
partea superioara a spicului au p.152
spiculete sterile mari. Lungimea
aristelor este redusa si boabele sunt
relativ lungi.
41 | Lema cu gluga 1 Kap- | 4HS Carcterul “gluga” se caracterizeaza Monofactoria | Modifica dezvoltarea 152 | Franckowiak
Hooded lemma 1 1 prin prezenta unui apendice la lema, l1a dominantd | lemei si aristei spicului. J.D. In: Barley
care se dezvolta ca o structura Expresia ectopica a Genetics
trifurcata ce consa dintr-0 alelei Kapl.a formeaza Newsletter.
inflorescenta deformata in centru cu inflorescenta 1997, vol. 26,
doud proeminente asemandtoare unor suplimentara si este p.179-180
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frunzulite, numite aripile lemei.
Inflorescenta suplimentara deseori
poseda stamine cu polen fertil si se
potforma boabe.

asociata cu prezenta
unei duplcari de 305
perechi de baze in
intronul 4 al secventei
Knox3

42 | Lema cu gluga-b cal-b | 5HL In varful lemei in pozitia ce Monofactoria | Modifica dezvoltarea 620 | Lundqvist U.,
Calcaroides-b corespunde tranzitiei intre lema si 1a recesiva. lemei si aristei spicului. Franckowiak
arista este o structura ectopica in Malformatia aristei J.D. In: Barley
forma de calcai. Deseori, se mutantului cal-b.2 este Genetics
evidentiaza o largire a partii bazale a asociata cu activarea Newsletter.
aristei si aceasta este mai expresata la dezvoltarii triadei 2014, vol.44,
spiculetele terminale si subterminale. fitomerice ce disparate p.197-198
Deasemenea sunt prezente frunze lema de arista.
incretite.
43 | Lema cu gluga-c Cal-c | 5HL In varful lemei in pozitia ce Monofactoria | Modifica dezvoltarea 621 | Lundqvist U.,
Calcaroides-c corespunde tranzitiei intre lema si 1a dominantd. | lemei si aristei spicului. Franckowiak
aristd, mutantul Cal-C poarta o J.D. In: Barley
structura ectopica bine organizata, in Genetics
forma de sac, Arista distala este Newsletter.
scurta si dezvolta aripioare mici, 2011, vol. 41,
contrar fenotipului Kapl (hooded p.195-196
lemma 1), la care sacul nu se
dezvolta. Se constata noduri ale
frunzei si lipsa Incretirii frunzelor.
Malformatia mutantului Cal-c este
cauzata de activarea dezvoltarii
triadei fitomerice ce disparate lema
de arista. Expresia fenotipului Cal-c
este strict homozigot si mai
pronuntata la spiculetele din
apropierea varfului spicului.
44 | Lema cu gluga-d cal-d | 3H In varful lemei 1in pozitia ce | Monofactoria | Modifica dezvoltarea 146 | Lundgvist U.,
Calcaroides-d corespunde tranzitiei intre lema si | 1a recesiva. lemei si aristei spicului. Franckowiak
aristda, mutantul cal-d poartd o J.D. In: Barley
structura ectopica bine organizatd, un Genetics
sac. Mutantul cal-d poartd o arista Newsletter.
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distala scurtd. Contrar fenotipului 2010, vol 40,
Kapl (Hooded lemma 1), sacul nu se p.58-59
dezvolta intr-o  floare  epifita.
Malformatia mutantului cal-d este
cauzata de activarea dezvoltarii
triadei fitomerice ce disparate lema
de arista.
45 | Lema cu gluga-e cal-e | 5HS In varful lemei in pozitia ce Modifica dezvoltarea 622 | Lundqvist U.,
Calcaroides-e corespunde tranzitiei intre lema si lemei si aristei spicului. Franckowiak
arista, mutantul cal-e are o structura J.D. In: Barley
ectopica distinctiva, care include un Genetics
sac, apendicele sacului, si aripioarele Newsletter.
aristei. Mutantul cal-e poarta o arista 2002, vol.32,
distala scurta. Contrar fenotipului p.123
Kapl (Hooded lemma 1), sacul nu se
dezvolta intr-o floare epifita.
46 | Arista scurta si sca-1 | 3HS Aristele spicului sunt reduse Monofactoria | Modifica dezvoltarea 128 | Franckowiak
strimba 1 inlungime cu 2 cm si sunt curbate la 1a recesiva. aristelor spicului. J.D.
Short crooked awn varf spre exterior. Varfurile aristei In: Barley
1 pot avea aspectul asemanator Genetics
stigmatului. Newsletter.
2014, vol. 44, p.
85
47 | Gluga adiacenta 1 sbk-1 | 2HS Spre deosebire de mutantii Monofactoria | Modifica dezvoltarea 62 | Lundqvist U.,
Subjacent hood 1 Kapl(Hooded lemma 1), apendecele 14 recesiva. lemei si aristei. In stare Franckowiak
lemei sau modificarile lui sunt situate homozigotd gena J.D. In: Barley
undeva sub varful lemei. sbk1.aeste epistatica cu Genetics
Modificarile lemei pot include o genele e Kapl.a Newsletter.2018
cavitate asemanatoare unei cupe sau (Hooded lemma 1) si cu , vol. 48, p.75-
sac. Cavitatea asemanatoare unei Lksl.a (Awnless 1) 76
glugi este lipsita de rudimente a genes.
organului floral. In unele alele sunt
prezente noduri ale frunzei si
incretirea lor.
50 | Nearistat 1 Lksl | 2HL Lema este lipsita de apendice sau se | Monofactoria | Modifica dezvoltarea 75 | Franckowiak.
Awnless 1 dezvolta un apendice mic. La plantele | 1a dominanta. | lemei si aristei spicului. J.D. In: Barley
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heterozigote spicele pot fi nearistate

Genetics

sau aristate in dependenta de fondalul Newsletter.
genetic. Alela Lksl.ain plantele 2011, vol. 41, p.
nearestate nu se recombina cu alela 84-85
vrsl (six-rowed spike 1) din cauza
unei inversii paracentrice scurte
prezente la plantele ce contin alela
Lksl. a.
51 | Ariste scurte2 Iks2 THL Aristele spicultelor centrale si a celor | Monofactoria | Modifica dezvoltarea 10 | Lundgvist U.,
Short awn 2 laterale sunt reduse cu 3/5 din 134 recesiva. aristelor spicului. Franckowiak
lungimea normald. Textura aristei J.D. In: Barley
scurte este mai find si mai flexibila Genetics
decét arista lungd, in special la Newsletter.
genotipurile non-uzu. Greutatea 2015, vol .45, p.
boabelor la plantele 1ks2 este putin 80-83
redusa si numarul de boabe per spic
este putn mai mare.
52 | Ariste scurte 5 Iks5 4HL Aristele spicultelor centrale si a celor | Monofactoria | Modifica dezvoltarea 172 | Lundqvist U.,
Short awn 5 laterale sunt reduse cu 1/4 de la 14 recesiva. aristelor spicului. Franckowiak
lungimea normala la soiurile cu 6 Prezenta alelei mutante J.D. 2017. In:
randuri. La soiurile cu 2 randuri doar Iks5.p este necesara Barley Genetics
spiculetele centrale prezinta ariste cu pentru expresia genei Newsletter, vol.
lungime redusa. Rahila este deseori leafy lemma 1 (lell.a). 47, p. 89-90
modificatd, si In cazuri extreme rahila
se poate dezvolta ca o inflorescenta
malformata aditionald. Aristele sunt
subtiri si fragile.
53 | Avriste scurte 6 Iks6 1H/5H | Avristele la plantele Iks6.q sunt mai Monofactoria | Modifica dezvoltarea 724 | A. Kleinhofs
Short awn 6 /6H scurte cu jumatate din lungimea 14 recesiva. aristelor spicului. Franckowiak
normala. In rest, caracterele J.D. In: Barley
morfologice sunt asemanatoare celor Genetics
normale. Newsletter.
2013. vol .43,
p.219
54 | Caroiopsa nuda 1 nudl | 7HL Lema si paleea nu adera la cariopsa si | Monofactoria | Regleaza depunerea de 7 Franckowiak
Naked caryopsis 1 boabele sunt golage la coacerea 13 recesiva. lipide pe epiderma J.D. In: Barley
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deplina. Caracterul cariopse nude nu

pericarpului cariopsei.

Genetics

este influentat de conditiile mediului. Newsletter.
Gena mutantului nudl.a reduce 2014, vol. 44,
expresia a 10-20% din caractere p.51-53
precum inaltimea plantei, greutatea

boabelor si paramentrii calitativi ai

maltului.

55 | Cariopsa seminuda | smnl | 3H/5H | Cariopsele plantelor smnl sunt partial | Monofactoria | Regleaza depunerea de 38 | Lundgvist U.,
1 acoperite, deoarece intre marginile 14 recesiva. lipide pe epiderma Franckowiak
Seminudoides 1 lemei si ale paleei se formeaza goluri. pericarpului cariopsei. J.D. In: Barley

Aderenta lemei si paleei la pericar Genetics
este slabd, dar boabele nu se treiera Newsletter.
liber de coaja la maturitate. Numarul 2013, vol .43,
lastarilor secundari si productivitatea p.58
boabelor este deseori redusa.

56 | Lema frunzoasa 1 lell 2H Forma lemei este aseméanatoare unei Monofactoria | Modifica dezvoltarea 235 | Lundqvist U.,
Leafy lemma 1 frunze tipice pentru erbaceae, in 1a recesiva. lemei si aristelor Franckowiak

miniaturd. Lema de forma frunzei are spicului. Pentru J.D. In: Barley
o0 zona bazala mai larga si mai expresarea deplind a Genetics
alungita, o zona de tranzitie, si genei mutante lel 1 este Newsletter.
domeniul distal similar ca forma necesara prezenta genei 2016, vol.46,
limbului foliar. Iks2, dar in variant cu p.74

lema frunzoasa este
necesaraalela Iks5.
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Tabelul A1.2 Clasificarea fenotipicd a mutatiilor clorofiliene la plantulele de orz

dupa Lundqvist U.[167].

Genotip Fenotip

albino Limb foliar alb lipsit de clorofila si carotenoizi

viridis (lutescens, virescens si Un grup foarte heterogen caracterizat prin plantule

chlorina) cu limb foliar de culoare verde-pal sau verde-
galbui. Aceste mutatii sunt viabile.

xantha Limb foliar de culoare galben-pal, la care
prevaleaza carotenoizii sau nu se produce clorofila

alboxantha Limb foliar cu varful alb, baza galbena

xanthalba Limb foliar cu varful galben, baza alba sau slab
colorata

alboviridis Plantule cu limb foliar cu varful alb, baza verde
sau verde-galbuie

virido-albina Limb foliar xu varful mai mult sau mai putin
verde sau galben-verzui, baza alba

tigrina Distribuirea transversala a pigmentului pe limbul
foliar, dungi transversale de obicei de culoare
bruna sau galbend, inguste si lipite

striata Limb foliar cu dungi longitudinale de culoare
galbena sau alba

maculata Distrugerea clorofilei si carotinei in forma de
puncte distribuite pe tot limbul foliar

zonata Benzi pale si Intunecate, asemenea unor zone

raspandite pe limbul foliar
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(dupa [Lundqvist U. [165] cu completare)

Tabelul A 1.3 Clasificarea fenotipica a mutantilor de orz obtinuti prin mutageneza

Nr. Denumire grup Fenotip Simbolul locusului
genei mutante
1 Prematurum In spicare timpurie eam, mat
Eceriferum Frunze Iugioase, cer, gIf, gsh
2 Teacd lucioasd Y
3 Plante verticale Crestere erectd -
Spic deformat Def
4 Spice neregulate Spic ramificat Brc
Numarul randului neregulat Vrs
5 Mutanti rezistenti la fdinare Reactie la fainare ml, Reg
6 | Breviaristatum Brachytic Brh
7 Laxatum Spiclax Lax
8 Compositum Spicramificat com, brc
9 Globosum Bobsferic Glo
Mai putin antocian Ant
10 | Mutanti antociani Fara pro antocianidina Ant
Bogat 1n antocian, pai rosu Rst, Ant
11 | Hexastichon Spic cu sase randuri vrsl alele
12 | Intermedium Spic cu sase randuri int, vrs
13 | Maculosus Pete necrotice daunatoare Mac
14 | Gigas Planti uriasi Gig
15 | Macrolepis Gluma externa alungita Eog
16 | Erectoides Dense spike ert, dsp
17 | Pyramidatum Spic in forma de piramida Pyr
18 | Zeocriton Spic compact dominant Zeo
19 | Extra floret Spiculet central suplimentar Flo
20 | Calcaroides Gluga subiacenta cal, sbk
21 | Bracteatum Gluma a treia externa bra, trd
22 | Seminte duble Boabe duble Dub
23 | Exauriculum Firi liguld Lig
24 | Ariste cretoase Aristera sucite Caw
Ariste ofilite Ariste firave Waw
25 Ariste dehiscente Daw
26 | Ariste lungi Avriste lungi Law
27 | Frunza Scirpoides Frunza indoita Scl
28 | Limb foliar ingust Limb foliar ingust, nif, fol
angustifolium
29 | Latifolium Limb foliar lat BIf
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30 | Frunza ofilita Colapsul limbului foliar Wit
31 | Mutanti cu paiul scurt Semi pitici Sdw
32 | Pitic Piticextrem Dwf
33 | Densinodosum Multi pitici nodati den,mnd
34 | Bob in formi lungi Boblung Lgk
35 | Seminudoides Cariopsa semi-golasa Smn
Lemma ascutita la spiculetele | Spiculet lateral ascutit
36 | laterale
37 | Maturitate tarzie Inspicare intarziata
38 | Flavum Varf galben
39 | Rachisextensum Intern odrahi alb azalacordeon Yhd
Spic scurt Numarul intern oduluirahial mai
40 mic Lin
41 | Frunze verde deschis -
42 | Deficiens Spiculete laterale mici sls, vrs
43 | Necroticans -
Rachisextensum slab Intern  odulrahisului  bazal | rac, Ibi
44 alungit
45 | Exligulum Liguld mica sau fara ligula Eli
46 | Pairigid -
47 | Tulpina inalta Planta nalta
48 | Bob intunecat Boabe brune Brk
49 | Aristd neteda Arista neteda, putini ghimpi Raw
50 | Eburatum Lema albino ebu,alm
51 ASpic lung Mai multe boabe
52 | Invelis bogat in ceara Spic ceros Wxs
53 | Tulpina si spic fragil Rabhis si pai fragil fst,btr
54 | Crestere rapida Plante alungite Slp
55 | Robiginosum Lema oranj Rob
56 | Viviparoides Dezvoltare intirziata a spicului Viv
57 | Paiindoit Pai slab Cur
58 | Bikini Ondulat cur?
59 | Bobmic Bobmic Smk
60 | Bobmare Bobmare Lrk
61 | Accordionrachis Rahisacordeon Acr
62 | Uniculme Unlastar, lastari ondulati Cul
Numar mic de lastari Lnt
63 | Partea superioara a spicului sterila Virf steril Tst
64 | Mutanti cu spic ingust Granum, bob ingust Gra
65 | Lastari neregulati Lastari malformat Mft
66 | Pai fragil Plante prinse usor
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67 | Glume alungite Gluma externa alungita Eog
68 | Crestere Prostate Lenos, rasucit Srp
69 | Spiculet lateral schimbat -
70 | Spiculet lateral mare Spiculet lateral mare vrs,int
71 | Spiculet lateral ondulat Spiculet lateral ondulat Crl
72 | Triaristatum Lema tripluaristata Trp
73 | Mutanti cu ariste modificata -
74 | Ariste moi (4) -
75 | Ariste galbene (2) Ariste galbene Yaw
76 | Mutanti cu limbul foliar modificat -
Modificari in culoarea galben (6), | Frunze galbene YIf
7| limb foliar galben (3)
78 | Limb foliar cu pete albe (3) Pete albe foliare Wis
79 | Limb foliar ondulat (3) Limb foliar rasucit Cur
80 | Limb foliar infasurat (3) Frunzainforma de tub TIf
81 | Limb foliar verde inchis (1) -
82 | Limb foliar brahitic Lipsit de frunze Lfl
(limb foliar mic redus?)
83 | Planta tip ceapa -
84 | Limb foliar Crenatum Marginea frunzei dintatd Cre
85 | Scirpoides Spic Scirpoides Sci
Frunza steag modificata Lipsit de frunze Lfl
86 (limb foliar mic)
87 Spiculete opuse Lur_lgir_nea internodului  rahial | Ops
variabila
88 | Diferiti mutanti -
89 | Necroza oranj (2) Pete necrotice nec3
90 | Spic suspendat (1) Spic Nodding
Multe glume pe spiculetele laterale
91 | (1) -
92 | Numar mic de internoduri (1) -
93 | Lipsite de noduri (1) Pitic cu un singur internod Sid
94 | Brachytic(1) Pitic brachytic Brh
95 | Mutanti dubli intermedium Combinatii de mutanti int int + int
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Tabelul A 1.3. insusirile soiurilor de orz obtinute prin iradiere cu razele gama (original)

Soi Dozaradi Caractere ameliorate
atie, Gy P M Rt Rc |Rr |[RfF |[Rs | M |Cb | C |Lp |Rp
b m

Markeli 5 400 ° ° ° o
Diana 100 ° o1| °
Yanfuatzo 220 ° ° ° °
Grammas - o
Amil 200 ° o °
Tuwaitha 200 ° o °
Baraka 200 ° ° °
Samin 200 ° °
Gamma 4 150 ° °
Haya- 400 ° °
shinriki
Una-La 300 ° o+
Molina 95
Akdeniz M- | 150 o1 °
Q-54
Golden 240 ° ° °
Promise
Kazbek 1 150 ° o
Minsk - ° ° ° °
Centenario 300 ° °
Furat 3 100 ° ) °

P— productivitatea, M- maturitatea, Rt (1) — rezistenta la temperatura ridicata sau scazuta, Rc — rezistenta la
cadere, Rr — rezistenta la rugind, Rf — rezistenta la fainare, Rs — rezistenta la scuturare, Mb — marimea
boabelor, Cb — calitatea boabelor, Cm — calitatea maltului, Lp — lungimea paiului, Rp- rigiditatea paiului; * —
pentru panificatie, + — lipsa paleei, bob golas.
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Anexa 2. Date privind variabilitatea indicilor biomorfologici la somaclonele SCo-SC2

Tabelul A 2.1. Analiza variantei indicilor biomorfologici la somaclonele de orz, SCo

Sursa variatiei | GL | SP | F | PL%
TPL SCy
Genotip 2 18713,5 114 56*** 49,70
Virus 1 203,323 2,49 0,54
Genotip x Virus 2 398,665 2,44 1,06
Rezidual 212 17315,4
Total 217 37655,3
Genotip 1 18810,4 140,46*** 35,35
Doza radiatiei (3) 3 1792,36 4,46%* 3,37
Genotip x doza de radiatie 3 1232,41 3,07* 2,32
Rezidual 213 285241
Total 220 53206,7
Genotip 2 18807,5 100,40*** 38,41
2 Doze radiatie 2 1068,81 5,71** 2,18
Genotip x 2 doze de 4 1167,28 3,12%**
radiatie 2,38
Rezidual 239 22385,5
Total 247 48971,0
Genotip 1 952,738 8,85** 5,34
Virus X Radiatie 1 452,619 4,21* 2,54
Genotip x Virus x Radiatie 1 71,6856 0,67 0,40
Rezidual 152 16360,1
Total 155 17836,7
LSP SCo
Genotip 2 143,945 15,67*** 12,50
Virus 1 8,25169 1,80 0,72
Genotip x Virus 2 9,46625 1,03 0,82
Rezidual 212 973,438
Total 217 1151,68
Genotip 1 116,104 27,90%** 10,94
Doza radiatiei (3) 3 15,2677 1,22 1,44
Genotip x doza de radiatie 3 4,27057 0,34 0,40
Rezidual 213 886,436
Total 220 1061,19
Genotip 2 163,982 14,64*** 10,34
Doza radiatiei (2) 2 6,56147 0,59 0,41
Genotip x doza de radiatie 4 44,9012 2,00 2,83
Rezidual 239 1338,78
Total 247 1585,97
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Sursa variatiei GL | SP | F P1,%
LUI SCo
Genotip 2 2377,41 70,93*** 38,38
Virus 1 287,761 17,17*** 4,65
Genotip x Virus 2 3,40935 0,10 0,06
Rezidual 212 3553,04
Total 217 6194,72
Genotip 1 1547,93 74,70%** 21,39
Doza radiatiei (3) 3 389,736 6,27%** 5,39
Genotip x doza de radiatie 3 192,38 3,09* 2,66
Rezidual 213 441407
Total 220 7235,71
Genotip 2 2330,49 66,86*** 32,52
Doza radiatiei (2) 2 123,845 3,55* 1,73
Genotip x doza de radiatie 4 62,0471 0,89 0,87
Rezidual 239 4165,13
Total 247 7167,1
Genotip 1 53,8163 4,25* 2,67
Virus x Radiatie 1 0,665044 0,05 0,03
Genotip x Virus x Radiatie 1 49,8214 3,94* 2,48
Rezidual 152 1922,52
Total 155 2011,86
NSP SCo
Genotip 2 1673,18 52,12*** 31,58
Virus 1 0,672724 0,04 0,01
Genotip x Virus 2 62,9872 1,96 1,19
Rezidual 212 3402,64
Total 217 5298,0
Genotip 1 1272,88 84,15*** 24,68
Doza radiatiei (3) 3 157,127 3,46* 3,05
Genotip x doza de radiatie 3 199,414 4,39** 3,87
Rezidual 213 3221,72
Total 220 5156,76
Genotip 2 1564,49 49,80*** 25,33
Doza radiatiei (2) 2 101,6 3,23* 1,64
Genotip x doza de radiatie 4 201,475 3,21* 3,26
Rezidual 239 3754,27
Total 247 6177,61
Genotip 1 159,432 8,37** 5,12
Virus x Radiatie 1 75,2404 3,95* 2,41
Genotip x Virus x Radiatie 1 1,65509 0,09 0,05
Rezidual 152 2895,27
Total 155 3116,94

207




Sursa variatiei GL SP F P1,%
NI SCo
Genotip 2 109,357 55,09*** 31,31
Virus 1 5,06275 5,10* 1,45
Genotip x Virus 2 4,83469 2,44 1,38
Rezidual 212 210,427
Total 217 349,289
Genotip 1 225,005 176,90*** 38,34
Doza radiatiei (3) 3 19,4371 5,09** 3,31
Genotip x doza de radiatie 3 40,6712 10,66*** 6,93
Rezidual 213 270,921
Total 220 586,923
Genotip 2 151,455 T7,14%** 30,99
Doza radiatiei (2) 2 13,5384 6,90** 2,77
Genotip x doza de radiatie 4 11,811 3,01* 2,42
Rezidual 239 234,611
Total 247 488,71
Genotip 1 0,0708063 0,07 0,04
Virus x Radiatie 1 0,0675673 0,06 0,04
Genotip x Virus x Radiatie 1 7,21516 6,92** 4,33
Rezidual 152 158,563
Total 155 166,686
NFF SCO0
Genotip 2 44,0617 31,48*** 21,13
Virus 1 2,64456 3,78 1,27
Genotip x Virus 2 9,76363 6,98* 4,68
Rezidual 212 148,362
Total 217 208,532
Genotip 1 36,4682 36,53*** 14,31
Doza radiatiei (3) 3 3,53589 1,18 1,39
Genotip X doza de radiatie 3 11,0248 3,68* 4,33
Rezidual 213 212,616
Total 220 254,76
Genotip 2 19,6193 12,06*** 8,61
Doza radiatiei (2) 2 1,91056 1,17 0,84
Genotip x doza de radiatie 4 8,18572 2,52* 3,59
Rezidual 239 194,382
Total 247 227,919
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Sursa variatiei ‘ GL ‘ SP ‘ F ‘ P1,%

NBSP SCo
Genotip 2 1330,68 40,35*** 25,04
Virus 1 75,8806 4,60* 1,43
Genotip x Virus 2 220,527 6,69** 4,15
Rezidual 212 3495,95
Total 217 5314,04
Genotip 1 116,282 571* 2,36
Doza radiatiei (3) 3 158,288 2,59 3,21
Genotip x doza de radiatie 3 56,3646 0,92 1,14
Rezidual 213 4335,08
Total 220 4924,63
Genotip 2 192,104 5,78** 3,82
Doza radiatiei (2) 2 69,5452 2,09** 1,38
Genotip x doza de radiatie 4 164,239 2,47* 3,26
Rezidual 239 3970,69
Total 247 5031,87
Genotip 1 241,076 18,52*** 10,02
Virus x Radiatie 1 112,833 8,67** 4,69
Genotip x Virus x Radiatie 1 0,361125 0,03 0,02
Rezidual 152 1978,15
Total 155 2406,22

*, ** *x%k _ diferenta semnificativa pentru P< 0, 05; 0, 01; 0,001,
GL — grad de libertate, SP — suma patratelor, F — factor Fisher, Pl — puterea de influenta
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Tabelul A 2.2. Analiza variabilititii indicilor biomorfologici la somaclonele de orz, SCi1

Sursa variatiei | 6L | SP | F | PL%
TPL SC;
Genotip 2 35606,3 139,90*** 31,34
Cultura in vitro 1 3842,23 30,20%** 3,38
Genotip x Cultura in vitro 2 2993,84 11,76*** 2,64
Rezidual 554 70500,6
Total 559 113617,0
Genotip 2 5997,16 17,70%** 9,89
Virus 1 77,3125 0,46 16,44
Genotip x Virus 2 917,686 2,71 1,51
Rezidual 302 51163,6
Total 307 60654,0
Genotip 2 41649,7 138,11*** 36,44
Radiatie 1 2262,0 15,00*** 1,98
Genotip x Radiatie 2 6356,95 21,08*** 5,56
Rezidual 439 66195,7
Total 444 114291,0
Genotip 2 39440,6 141,73*** 34,51
Doza radiatiei 3 4267,19 10,22*** 3,73
Genotip x Doza radiatiei 6 8837,41 10,59*** 7,73
Rezidual 433 60246,2
Total 444 114291,0
LSP SC;
Genotip 2 348,011 8,568*** 2,87
Cultura in vitro 1 65,6827 3,24 0,54
Genotip x Cultura in vitro 2 184,423 4 55* 1,52
Rezidual 554 11233,2
Total 559 12112,5
Genotip 2 25,9076 11,98*** 4,92
Radiatie 1 0,239637 0,22 0,05
Genotip x Radiatie 2 21,7254 10,05*** 4,13
Rezidual 439 474,508
Total 444 526,453
Genotip 2 19,1779 9,07*** 3,64
Doza radiatiei 3 3,87709 1,22 0,74
Genotip x Doza radiatiei 6 36,9231 5,82%** 7,01
Rezidual 433 457,548
Total 444 526,453
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Sursa variatiei GL | SP F | P1L%
LUI SC;
Genotip 2 12013,6 82,16*** 21,41
Cultura in vitro 1 2870,89 39,27%** 512
Genotip X Cultura in vitro 2 1194,61 8,17%** 2,13
Rezidual 554 40504,3
Total 559 56105,8
Genotip 2 2384,5 17,86*** 10,09
Virus 1 36,1363 0,54 0,15
Genotip x Virus 2 556,445 417* 2,35
Rezidual 302 20165,3
Total 307 23637,0
Genotip 2 15339,1 151,41%** 36,50
Radiatie 1 2264,42 44 70*** 5,39
Genotip x Radiatie 2 3455,11 34,10%** 8,22
Rezidual 439 22237,8
Total 444 42019,9
Genotip 2 16320,1 170,12%** 38,84
Doza radiatiei 3 2572,97 17,88*** 6,12
Genotip x Doza radiatiei 6 4370,39 15,19*** 10,40
Rezidual 433 20769,3
Total 444 42019,9
NI SC;
Genotip 2 1,94673 2,80 0,94
Cultura in vitro 1 5,98469 17,22%** 2,89
Genotip x Cultura in vitro 2 5,58568 8,03*** 2,69
Rezidual 554 192,587
Total 559 207,286
Genotip 2 0,564442 1,99 1,24
Virus 1 0,920461 6,50* 2,03
Genotip x Virus 2 0,579726 2,05 1,28
Rezidual 554 42,7536
Total 559 45,3636
Genotip 2 4,87157 14,05*** 5,04
Radiatie 1 8,8464 51,04*** 9,15
Genotip x Radiatie 2 5,68076 16,39*** 5,87
Rezidual 439 76,0948
Total 444 96,7027
Genotip 2 8,85712 26,75*** 9,16
Doza radiatiei 3 8,51936 17,15 8,81
Genotip x Doza radiatiei 6 9,77187 9,84*** 10,11
Rezidual 433 71,6969
Total 444 96,7027
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Sursa variatiei | GL | SP | F | P1,.%

NSP SC;
Genotip 2 23,3815 2,32 0,82
Cultura in vitro 1 10,6789 2,12 0,37
Genotip x Cultura in 2 31,6573 3,14*

vitro 1,10

Rezidual 554 2791,98

Total 559 2867,99
Genotip 2 13,7257 1,26 0,78
Virus 1 54,6397 10,01** 3,12
Genotip x Virus 2 77,5247 7,10%** 4,43

Rezidual 302 1648,48

Total 307 1751,52
Genotip 2 69,8407 6,41** 2,70
Radiatie 1 7,73026 1,42 0,30
Genotip x Radiatie 2 42,4306 3,89* 1,64

Rezidual 448 244217

Total 453 2587,59
Genotip 2 119,381 12,16*** 4,61
Doza radiatiei 3 35,2751 2,40 1,36
Genotip x Doza radiatiei 6 310,27 10,54*** 11,99

Rezidual 442 2169,04

Total 453 2587,59

NFF SC;
Genotip 2 1494,42 51,78*** 15,53
Cultura in vitro 1 102,266 7,09%* 1,06
Genotip x Cultura in 2 5,12305 0,18 0,05
vitro

Rezidual 554 7995,1

Total 559 9621,97
Genotip 2 1164,85 39,02*** 14,99
Radiatie 1 84,5843 5,67* 1,09
Genotip x Radiatie 2 40,2313 1,35 0,52

Rezidual 439 6552,46

Total 444 7771,1
Genotip 2 666,576 23,41%** 8,58
Doza radiatiei 3 113,188 2,65* 1,46
Genotip x Doza radiatiei 6 356,783 4,28*** 4,71

Rezidual 433 6163,42

Total 444 7771,1

*, ** *x* _ diferenta semnificativa pentru P< 0, 05; 0, 01; 0,001;
GL — grad de libertate, SP — suma patratelor, F — factor Fisher, Pl — puterea de influenta
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Tabelul A 2.3. Analiza variabilitatii indicilor agromorfologici la somaclonele SC2

Sursa variatiei | GL | SP | F | PL%
TPL SC»
Genotip 2 7713,12 58,31*** 15,25
Cultura in vitro 1 930,97 14,08*** 1,84
Genotip x Cultura in vitro 2 9054,63 68,46*** 17,91
Rezidual 574 37961,7
Total 579 50565,5
Genotip 2 2667,86 17,28*** 4,05
Virus 1 2317,11 30,02*** 3,562
Genotip x Virus 2 1607,54 10,41*** 2,44
Rezidual 775 59811,8
Total 780 65910,5
Genotip 2 17660,0 118,14*** 12,73
Radiatie 1 19800,3 264,91%** 14,27
Genotip x Radiatie 2 15540,7 103,96*** 11,20
Rezidual 1085 81097,6
Total 1090 138709,0
Genotip 2 272479 198,81*** 19,64
Doza radiatiei 3 18364,2 89,33*** 13,24
Genotip x Doza radiatiei 6 20863,4 50,74*** 15,04
Rezidual 1079 73942,3
Total 1090 138709,0
LSP SC,
Genotip 2 11,4685 4,20* 1,34
Cultura in vitro 1 43,9316 32,14*** 5,14
Genotip x Cultura in vitro 2 5,20338 1,90 0,61
Rezidual 574 784,568
Total 579 854,315
Genotip 2 6,98965 2,54 0,64
Virus 1 1,49199 1,08 0,14
Genotip x Virus 2 11,3239 4,12* 1,04
Rezidual 775 1066,13
Total 780 1086,3
Genotip 2 38,5187 9,13%** 1,60
Radiatie 1 6,42645 3,05 0,27
Genotip x Radiatie 2 25,336 6,01** 1,06
Rezidual 1085 2287,71
Total 1090 2400,27
Genotip 2 14,2393 3,85* 0,59
Doza radiatiei 3 41,0842 7,41%** 1,71
Genotip x Doza radiatiei 6 292,08 26,33*** 12,17
Rezidual 1079 1994,62
Total 1090 2400,27
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Sursa variatiei GL | SP F | P1L%
NSP SC,
Genotip 2 443,271 31,56*** 8,45
Cultura in vitro 1 650,292 92,59*** 12,40
Genotip x Cultura in vitro 2 30,3766 2,16 0,58
Rezidual 574 4031,25
Total 579 5245,34
Genotip 2 420,219 30,13*** 6,77
Virus 1 13,2683 1,90 0,21
Genotip x Virus 2 317,993 22,80*** 513
Rezidual 775 5405,07
Total 780 6202,77
Genotip 2 2527,51 24,13*** 3,67
Radiatie 1 3064,0 58,51*** 4,45
Genotip x Radiatie 2 2602,4 24,85*** 3,78
Rezidual 1085 56817,5
Total 1090 68824,9
Genotip 2 1484,11 18,60*** 2,16
Doza radiatiei 3 5105,02 42,65%** 7,42
Genotip X Doza radiatiei 6 10989,4 45,90*** 15,97
Rezidual 1079 43054,2
Total 1090 68824,9
NBSP SC,
Genotip 2 391,998 12,58*** 3,36
Cultura in vitro 1 2158,71 138,50*** 18,52
Genotip x Cultura in vitro 2 247,525 7,94%** 2,12
Rezidual 574 8946,55
Total 579 11659,2
Genotip 2 125,568 4,19* 1,01
Virus 1 614,249 41,02*** 4,96
Genotip x Virus 2 24,8925 0,83 0,20
Rezidual 775 11606,4
Total 780 12394,3
Genotip 2 1055,46 24,25%** 3,70
Radiatie 1 2177,84 100,07*** 7,63
Genotip x Radiatie 2 766,822 17,62*%** 2,69
Rezidual 1085 23613,6
Total 1090 28554,2
Genotip 2 872,507 24,87*** 3,06
Doza radiatiei 3 3506,44 66,64*** 12,28
Genotip x Doza radiatiei 6 2740,45 26,04*** 9,60
Rezidual 1079 18924.4
Total 1090 28554,2
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Sursa variatiei |  GL | SP | F | PL%

NI SC2
Genotip 2 11,0631 39,32%** 8,66
Cultura in vitro 1 29,2693 208,04*** 22,92
Genotip X Cultura in vitro 2 16,3081 57,96*** 12,77
Rezidual 574 80,7563
Total 579 127,688
Genotip 2 4,30334 16,55*** 3,66
Virus 1 0,112829 0,87 0,10
Genotip x Virus 2 12,7959 49,22*** 10,90
Rezidual 775 100,733
Total 780 117,444
Genotip 2 19,9792 46,44*** 5,75
Radiatie 1 29,0753 135,17*** 8,36
Genotip x Radiatie 2 41,7132 96,96*** 12,00
Rezidual 1085 233,377
Total 1090 347,723
Genotip 2 35,6337 109,77*** 10,25
Doza radiatiei 3 43,0498 88,41*** 12,38
Genotip x Doza radiatiei 6 66,9451 68,74*** 19,25
Rezidual 1079 175,129
Total 1090 347,723
NFF SC,
Genotip 2 76,344 67,64*** 14,45
Cultura in vitro 1 113,974 201,97*** 21,58
Genotip x Cultura in 2 59,9751 53,14*** 11,36
vitro
Rezidual 574 323,913
Total 579 528,166
Genotip 2 0,809077 1,17 0,29
Virus 1 8,78316 25,48*** 3,15
Genotip x Virus 2 0,430235 0,62 0,15
Rezidual 775 267,171
Total 780 278,827
Genotip 2 3,28886 451* 0,81
Radiatie 1 4,35087 11,94*** 1,07
Genotip X Radiatie 2 1,22822 1,69 0,30
Rezidual 1085 396,371
Total 1090 407,615
Genotip 1 1,80511 2,59 0,44
Doza radiatiei 3 9,23936 8,84*** 2,27
Genotip x Doza radiatiei 6 14,9404 6,93*** 3,67
Rezidual 1079 376,086
Total 1090 407,615

*, *¥* F**_ diferenta semnificativa pentru P <0, 05; 0, 01; 0,001;
GL - grad de libertate,SP - suma patratelor, F - factor Fisher, PI - puterea de influenta
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Anexa 3. Coeficientul de corelatie pentru caracterele de productivitate si componentele ei
structurale la diferite generatii ale somaclonelor de orz cu spic ramificat

Tabelul A 3.1. Indicii coeficientului de corelatie intre caracterele de productivitate si
componentele ei structurale la formele de orz cu spic ramificat

Caractere SC2 |TPL,cm LSP, cm LUI,cm NFF NSP NBSP GBSP NBPL | GBPL
LSP, cm | 0,51c
I 0,59b
| 0,34a
LUL em 0.79¢ 0.67¢
NI | 0,37b
NFF | -0,36¢
| 0.32a
NBSP T 0.44a
GBSP I 0,72¢ 0.54b 0.82¢
NBPL T 0,63b 057b | 0,55b
GBPL I 0.60b 0.42a 0,49 047a | 0,74c | 0,82¢
MMB I 0,75¢ 0.49a 0,69¢ 0,69¢ 0,66¢
SCs
T 0.59b
LSP.em ) 0.62a
| 0,79a 0,67¢c
LULem 0.74b 072a
T 0.44a
NBSP i 0.86¢
I 0.72¢ 0.54b 0,82¢
GBSP i 0.75b 0.84b 0.66a
I 0,63b 057b | 0,550
NBPL 0.88c | 0.65a 0.66a
I 0.60b 0.42a 0,49 047a | 074c | 0.82¢
GBPL i 0,77b 0,96¢
I 0,75¢ 0,49 0,69¢ 0,69¢ 0,66¢
MMB N | 0,54a 0,86¢ 0,66a
SCy
LSP,cm 1 0,70b
I 0,79¢ 0.59a
LULem 0 To.81c
N ::I 0.19a 0,65b
NSP T 0,552
I 0.82¢ 0.53a
NBSP m 0.67b
I 0,86¢ 0.75b 0.87¢
GBSP N | 0,49 052a | 0.73c
I 057a 0.69b 0.87¢
NBPL i 0,63b
I 0,64b 0.72b 0,84c 057a | 0,94c
GBPL i 0,64b
T 0.56a 073c | 093 | 053a
MMB i 20,49
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Tabelul A 3.2. Indicii coeficientului de corelatie intre caracterele de productivitate si

componentele ei structurale la formele de orz cu spic neramificat

Caractere SC2 T';'T‘]’ LsP.ecm |Lulem | NFF | NsP | NBSP | GBSP | NBPL | GBPL
| [ 0,36b
LSP,cm 170 85¢
| [ 045c | 0.38b
LUL em T 083c [ 0.78¢
NI || 0.47c
| [ 037b | 059¢
NSP Il | 0580 | 0.64c
| 0.32a
NBSP T 044a
GBSP | Il | 0.72¢ 0.54b 0.82¢
NBPL | Il 0.63b 0570 | 0550
GBPL 1 0,60b 0,42a 0,49a 0,47a 0,74c 0,82c
MMB | I | 0.75¢c | 049 0.69¢ 0.69¢ 0.66¢
SC3
[ 0.800
LSP.cm /T 0.84¢
1| 0,800
LULem 1 To01c [ 089
NI | 0,37a
NSP_ | 1l | 0,88c | 0,93 0.88¢
T 0.78b
NBSP I To71c [o0.81c 0.79¢ 0.36a | 0,80C
T 0.84b 0.88b
GBSP I T079c | 0.80¢ 0.84¢ 0.38a | 0.78c | 0.85¢ 0.59¢
T 0.84b
NBPL I T045a | 052 0.56¢ 0.93c | 049 | 058¢
S T 0.76a 0.77b
I | 057c | 059 0.65¢ 0.86c | 0.57c | 062c | 07ic_|0.97c
MMB | Il | 0.66c | 044a 0.57¢ 047b | 0.45a | 0.76¢ 0,49
SC4
LSP,cm I | 0,79
0 |078c | 074a
LULem M To.67¢ 0.38a
Il |074a | 089 | 068a
NSP )] 0.63¢
Il | 0680 | 0.79 0.89¢
NBSP 0.51b
cgsp | M| 076b 080 0.90c | 0,90¢
Il | 046b | 043a | 0.36a 0.56b | 0,52b 0.96¢
| 081b 0.91¢
NBPL ) 0.52b 0.84c
Il |090c | 070a |072b 0.83b | 0.67a 077b | 0.96¢
GBPL )] 0.61¢ 0,79¢
T 0.87¢ 087c | 081b | 088c
MMB i 0,53b

| - 2014; 11 - 2020; 111 - 2022; a, b, ¢ - P <0,05;0, 01; 0, 001;

[ ] corelare slabd, r<0,3; [__] — corelare medie, r=0,3-0,7; [__] — corelare mare, r > 0,7.
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Anexa 4. Date privind variabilitatea indicilor biomorfologici indusa de razele gama la orzul
neinfectat si infectat cu virusul mozaicului dungat al orzului

Tabelul A. 4.1. Analiza variantei indicilor biomorfologici, Mo (ANOVA)

Sursavariatiei | GL | SP | F | PL%
TPL
Genotip G 2 3697,46 35,90%** 4,54
Virus —V 1 27571,8 535,46*** 33,89
Radiatie R 3 2311,49 14,96*** 2,84
Interactiuni
Genotip -Virus 2 550,229 5,34** 0,67
Genotip - Radiatie 6 1515,48 4,91*** 1,86
Virus - Radiatie 3 557,015 3,61* 0,68
G-V-R 6 3309,64 10,71*** 4,07
Rezidual 728 37486,0
Total 751 81362,7
LSP
Genotip G 2 139,037 69,34*** 13,75
Virus —V 1 49,6289 49,650*** 4,91
Radiatie — R 3 28,1182 9,35*** 2,78
Interactiuni
Genotip - Virus 2 5,09893 2,54 0,5
Genotip - Radiatie 6 13,1361 2,18* 1,29
Virus - Radiatie 3 15,9053 5,29** 1,57
G-V-R 6 11,0291 1,83 1,09
Rezidual 728 729,891
Total 751 1010,96
LUI
Genotip G 2 1430,19 54,98*** 9,6
Virus — V 1 1750,82 134,60*** 11,86
Radiatie — R 3 195,932 5,02** 1,32
Interactiuni
Genotip - Virus 2 291,631 11,21%** 1,9
Genotip - Radiatie 6 553,413 7,09%** 3,75
Virus - Radiatie 3 145,976 3,74% 0,98
G-V-R 6 464,441 5,95%** 3,14
Rezidual 728 9469,22
Total 751 14756,7
NFF
Genotip G 2 210,267 62,66*** 11,94
Virus — V 1 167,275 99,69*** 9,49
Radiatie — R 3 34,3495 6,82%** 1,95
Interactiuni
Genotip -Virus 2 13,6925 4,08* 0,78
Genotip - Radiatie 6 82,7193 8,22%** 4,69
Virus - Radiatie 3 29,9281 5,95%** 1,69
G-V-R 6 48,2995 4,80*** 2,74
Rezidual 728 12215
Total 751 1760,87
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NBSP

Genotip G 2 1400,49 21,62*** 4,80
Virus —V 1 873,624 26,97*** 2,99
Radiatic — R 3 2366,34 24,35*** 8,11
Interactiuni
Genotip - Virus 2 125,688 1,94 0,43
Genotip - Radiatie 6 642,149 3,30** 2,20
Virus - Radiatie 3 499,465 5,14** 1,71
G-V-R 6 227,901 1,17 0,78
Rezidual 728 23578,5
Total 751 29164,7
NI
Genotip G 2 37,5934 44 61*** 9,69
Virus —V 1 1,81208 4,03* 0,46
Radiatie — R 3 7,19059 5,69*** 1,85
Interactiuni
Genotip - Virus 2 8,4554 10,03*** 2,17
Genotip - Radiatie 6 13,9745 5,53*** 3,60
Virus - Radiatie 3 1,12862 0,89* 0,29
G-V-R 6 4,06758 1,61 1,04
Rezidual 728 306,775
Total 751 387,952

*, *¥* F** _ diferenta semnificativa pentru P <0, 05; 0, 01; 0,001;

GL — grad de libertate, SP — suma patratelor, F — factor Fisher, Pl — puterea de influenta

Tabelul A.4.2. Analiza variantei indicilor biomorfologici, M1 (ANOVA)

Sursa variatiei ‘ GL ‘ SP ‘ F ‘ P1,%
TPL
Genotip G 2 124717 150,95*** 9,16
Virus —V 1 2233,23 54,06*** 1,64
Radiatie — R 3 19598,1 237,20*** 14,39
Interactiuni
Genotip - Virus 2 6305,82 76,32*%** 4,63
Genotip - Radiatie 4 12914,6 78,15*** 9,48
Virus - Radiatie 2 3558,57 43,07*** 2,61
G-V-R 4 22101,2 133,75*** 16,23
rezidual 863 35651,6
Total 880
LSP
Genotip G 2 73,8623 19,0%** 3,84
Virus —V 1 1,65997 0,85 0,09
Radiatie — R 2 50,1605 12,90*** 2,61
Interactiuni
Genotip - Virus 2 78,1217 20,90*** 4,07
Genotip - Radiatie 4 18,7363 2,41* 0,97
Virus - Radiatie 2 7,04758 1,81 0,37
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G-V-R 4 26,7453 3,44** 1,39
rezidual 853 1658,1
Total 870
LUI
Genotip G 2 2440,04 118,63*** 20,73
Virus —V 1 53,1721 5,17* 0,45
Radiatie — R 2 27,5283 1,34 0,23
Interactiuni
Genotip - Virus 2 69,4285 3,38* 0,59
Genotip - Radiatie 4 85,9663 2,09 0,73
Virus - Radiatie 2 4,86094 0,24 0,04
G-V-R 4 30,1757 0,73 0,26
rezidual 852 8762,37
Total 869
NFF
Genotip G 2 1129 37,57*** 7,42
Virus —V 1 45,4604 30,26*** 2,99
Radiatie — R 2 16,9444 5,64** 1,11
Interactiuni
Genotip - Virus 2 8,60676 2,86 0,56
Genotip - Radiatie 4 67,9398 11,30%** 4,46
Virus - Radiatie 2 1,47417 0,49 0,09
G-V-R 4 2,33788 0,39 0,15
rezidual 845 1269,56
Total 862
NBSP
Genotip G 2 962,642 17 55*** 2,94
Virus —V 1 1781,53 64,96*** 5,43
Radiatie — R 2 358,342 6,53** 1,09
Interactiuni
Genotip - Virus 2 2178,26 39,71*** 6,65
Genotip - Radiatie 4 1495,61 13,63*** 4,56
Virus -Radiatie 2 552,225 10,07%** 1,59
G-V-R 4 1111,28 10,13*** 3,39
rezidual 863 23668,8
Total 880 32774,4
NI
Genotip G 2 65,8856 95,86*** 16,77
Virus -V 1 0,233802 0,68 0,06
Radiatie R 2 3,56167 5,18** 0,91
Interactiuni
Genotip - Virus 2 12,2629 17,84*** 3,12
Genotip - Radiatie 4 7,62498 5,55*** 1,94
Virus - Radiatie 2 2,51957 3,67* 0,64
G-V-R 4 2,67331 1,94 0,68
Rezidual 863 296,575
Total 880 392,919
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Tabelul A.4.3. Analiza variantei indicilor biomorfologici, M2 (ANOVA)

Sursa variatiei GL | sp | F | PL%
TPL
Genotip G 2 74656,4 931,55*** 65,06
Virus -V 1 2268,13 56,60*** 1,98
Radiatie R 2 1731,07 21,60*** 1,51
Interactiuni
Genotip - Virus 2 58,9253 0,74 0,05
Genotip-Radiatie 4 3088,16 19,27*** 2,69
Virus -Radiatie 2 1903,65 23,75*** 1,66
G-V-R 4 2187,14 13,65*** 1,91
Rezidual 818 32778,1
Total 835 114747,0
LSP
Genotip 2 255,897 63,87*** 12,38
Virus -V 1 2,75594 1,38 0,13
Radiatie R 2 0,556268 0,14 0,03
Interactiuni
Genotip - Virus 2 3,76682 0,94 0,18
Genotip-Radiatie 4 48,628 6,07*** 2,35
Virus -Radiatie 2 56,0263 13,98*** 2,71
G-V-R 4 34,6036 4,32** 1,67
Rezidual 818 1638,75
Total 835 2067,64
LUI
Genotip G 2 14105,6 290,74*** 40,72
Virus -V 1 0,036573 0,00 0,00
Radiatie R 2 82,7091 1,70 0,24
Interactiuni
Genotip - Virus 2 109,503 2,26 0,32
Genotip-Radiatie 4 24,2316 0,25 0,07
Virus -Radiatie 2 400,701 8,26*** 1,16
G-V-R 4 146,517 1,51 0,42
Rezidual 818 19843,1
Total 835 34642,9
NFF
Genotip G 2 354,138 73,09*** 14,24
Virus -V 1 26,2684 10,84** 1,06
Radiatie R 2 28,5252 5,89** 1,15
Interactiuni
Genotip - Virus 2 5,38462 1,11 0,22
Genotip-Radiatie 4 83,6559 8,63*** 3,36
Virus -Radiatie 2 21,7275 4,48* 0,87
G-V-R 4 35,3302 3,65** 1,42
Rezidual 818 1981,83
Total 835 2486,06
NBSP
Genotip G 2 6145,73 113,88*** 17,13
Virus -V 1 2244,84 83,19*** 6,26
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Radiatie R 2 554,204 10,27*** 1,54
Interactiuni
Genotip - Virus 2 2821,99 52,29*** 7,86
Genotip-Radiatie 4 1451,75 13,45%** 4,05
Virus -Radiatie 2 1665,4 30,96*** 4,64
G-V-R 4 2423,92 22,46%** 6,75
Rezidual 818 22072,1
Total 835 35885,6
NI
Genotip G 2 24,0522 52,32%** 10,50
Virus -V 1 4,85117 21,10*** 2,12
Radiatie R 2 2,09671 4,56* 0,92
Interactiuni
Genotip - Virus 2 2,27765 1,13882** 0,99
Genotip-Radiatie 4 7,85691 | 1,96423*** 3,43
Virus -Radiatie 2 0,463224 1,01 0,20
G-V-R 4 4,21407 4,58** 1,84
Rezidual 818 188,04
Total 835 229,139

*, *x *xk_ diferenta semnificativa pentru P< 0, 05; 0, 01; 0,001;
GL —grad de Ilbertate SP — suma patratelor, F — factor Fisher, Pl — puterea de influenta
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Aneaxa 5. Acte de implimentare

MINISTERUL EDUCATIEI,
CULTURII $1 CERCETARII

MINISTRY OF EDUCATION,
AL REPUBLICII MOLDOVA

CULTURE AND RESEARCH OF
THE REPUBLIC OF MOLDOVA

UNIVERSITATEA DE STAT

MOLDOVA STATE UNIVERSITY
DIN MOLDOVA

MD-2009, Chisinau

MD-2009, Chisinau

str. A. Mateevici, 60 A. Mateevici str. 60
tel: (+373-22) 24-48-21, fax: 24-42-48 tel: (+373-22) 24-48-21, fax: 24-42-48
www.usm.md, email: rector@usm.md

www.usm.md, email: rector@usm.md

F b LodD N ST Ec

ACT DE IMPLEMENTARE A REZULTATELOR STIINTIFICE

Prin prezenta se confirma ca rezultatele investigatiilor stiintifice realizate in cadrul tezei
de doctor in stiinte biologice ,,Efectul infectiei virale si a radiatiei gama asupra variatiilor in vivo
si in vitro la orz (Hordeum vulgare 1..)” a d-nei GRIGOROYV Tatiana au fost implementate in
cadrul lucririlor practice la disciplina ,,7ehnici de cercetare in biologia moleculara”, ciclul 1I la
Departamentul Biologie si Ecologie, Facultatea Biologie si Geostiinte a Universitatii de Stat din
Moldova. Rezultatele obtinute in baza tezei de doctorat au servit drept suport metodologic pentru

unitatile de continut ,,Tehnici citogenetice de studiu in biologia moleculara” si ,,Biotehnologii in
vitro. Cultura celulelor si tesuturilor .
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Aprob
Secretarul stiintific al Institutului de Genetica,
Fiziologie si Protectie a Plantelor al USM

institutul \;
de Genetica, \:
Fiziologie
$i Protectie
%\ a Plantelor /&

ACT DE IMPLEMENTARE A REZULTATELOR STIINTIFICE

Prin prezenta se confirmd implementarea rezultatelor cercetirilor stiintifice realizate in
cadrul tezei de doctor in stiinte biologice ,,Efectul infectiei virale si a radiatiei gama asupra
variatiilor in vivo i in vitro la orz (Hordeum vulgare L.)” a d-nei GRIGOROV Tatiana in
Laboratorul Geneticd aplicati al IGFPP. Linia mutanti de orz de primdvard cu mutatia spic
ramificat, obtinut din populatiile somaclonelor soiului Unirea (U) U-623-N-R, a fost transmisa
pentru includere in evaludrile comparative de citre cercetitorii grupului Genetica si ameliorarea
cerealelor pdioase, fiind apreciate de perspectivi.

Sef laborator Genetica aplicati

Cercetitor stiintific

Dads 0.0 4042
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ACT DE IMPLEMENTARE A REZULTATELOR STIINTIFICE

Prin prezenta se confirmd implementarea rezultatelor cercetérilor stiintifice realizate in
cadrul tezei de doctor in stiinte biologice ,,Efectul infectiei virale si a radiatiei gama asupra
variatiilor in vivo si in vitro la orz (Hordeum vulgare L.)” a d-nei GRIGOROV Tatiana in
Laboratorului Resurse Genetice Vegetale al IGFPP. Doud linii mutante, orz cu mutafia spic
ramificat, obtinut din populatiile somaclonelor soiului Unirea (U) U-623-RAM si orz cu mutatia
lemei calcaroides(cal), identificati la s. Sonor infectat cu virusul mozaicului dungat al orzului si
radiatia gama 250Gy, au fost transmise pentru depozitare in Banca de gene, fiind apreciate de
interes stiintific pentru studii genetice si ameliorative.

Sef Laborator Resurse Genetice Vegetale Ganea Anatolie, dr., conf. cerc.

Cercetitor stiintific GRIGOROYV Tatiana

(ode  A40. 0. 9043
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Declaratia privind asumarea raspunderii

Subsemnata, declar pe raspundere personala ca materialele prezentate in teza sunt rezultatul
propriilor cercetdri si realizéri stiintifice. Constientizez c4, in caz contrar, urmeaza sa suport

consecintele in conformitate cu legislatia in vigoare.

Grigorov Tatiana

Semnatura

Data 3.08.2023
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CURRICULUM VITAE
Tatiana GRIGOROV

Date de contact:
Tel. (+373)78681654

E-mail: raileanta@gmail.com

Data si locul nasterii: 24.03.1979, Chisinau, Republica Moldova
Cetatenia: MD

Studii superioare:

e 1997 - 2001 - studii de licentii,Universitatea de Stat din Moldova (USM), Facultatea
Biologie si Pedologie, specialitatea Biolog, specializarea Genetica. Diploma seria AL nr.
0043214.

e 2001 - 2002 - studii de masterat, USM, specialitatea Biologie Moleculara. Diploma seria
AM nr.001207.

e 2004 - 2011 - studii de doctorat, Institutul de Genetica, Fiziologie si Protectie a plantelor al
ASM (IGFPP), specialitatea - 03.00.15 Genetica/162 - Genetica vegetala.

Domeniile de interes stiintific:

Genetica, mecanisme de inducere si cuantificare a variabilitdtii genetice la plante;

Biotehnologii vegetale, metode de inducere a variabilitdtii somaclonale, diversitatii la
plante; devirozarea plantelor prin tehnici de culturd in vitro; obtinerea plantelor
dubluhaploide prin cultura de antere, multiplicarea plantelor in vitro.

Citogenetica, evaluarea citogeneticd a regenerantilor.

Mutageneza experimentala.

Biologie moleculara.

Stagqii:

e 16-20 iunie 2013 — Scoala de vara Genetica Moleculara “Metode de determinare a activitatii
antioxidantilor *, Laboratorul Ficobiotehnologic, Institutul de Microbiologie si
Biotehnologie al ASM

e 25-30 septembrie 2013 - Training “Tehnici de analiza moleculara®, Laboratorul Genomica,
Centrul universitar de Biologie Moleculara, UnASM, Chisinau, Moldova.

e 2014 — 2015 - Training international, ITP299EU 2014 “Strategies for Chemicals
Management”, organizat de catre Swedish Chemicals Agency (KEMI) si Swedish
International Development Coopera tion Agency (SIDA), Suedia.

e 1-3 iunie 2021 — Training international (online). HERCULES Specialized CourseThe multi-
technique approach of CERIC-ERIC as a tool for Nanoscience. Aplicarea diferitor metode
si tehnici , software de microscopie optica si electronica.
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Activitate profesionala:

e 2002 - 2004 — laborant-superior la Catedra de Biologie vegetala. Facultatea Biologie si
Pedologie, USM.
e 2006 - 2011 — Cercetator stiintific stagiar. IGFPP al ASM (actualmente IGFPP al USM).
e 2012 - prezent — Cercetator stiintific. IGFPP al USM.
Participiri ca executor in proiecte stiintificenationalesiinternationale :

Proiecte institutionale:

e 06.407.005.F. Studiul variabilitatii genetice indusa de factori fizici, chimici si biologici in
vivo si in vitro, evaluarea genetica si moleculara a caracterelor de productivitate,
calitatesirezistenta la conditiile nefavorabile ale mediului, 2006-2010.

e 11.817.04.04.F. Biotehnologii avansate si mecanisme genetice $i fiziologice de inducere a
variabilitatii genotipice si formarea unui potential genetic sporit de productivitate
sirezistenta al C3 si C4 plantelor, 2010-2014.

e 15.817.05.05.F. Principii biotehnologice de studiu al interactiunii dintre plantele de cultura
si agentii virali, 2015-2019

e 20.80009.7007.04. Procedee biotehnologice si genetice pentru evaluarea, conservarea si

exploatarea agrobiodiversitatii, finantat de Agentia Nationald pentru Cercetare si
Dezvoltare, 2019-2023

Proiecte internationale:

o # 4073 STCU. Crearea colectiei de forme locale de vitd de vie libere de virusuri cu
rezistenta la factori de mediu, 2009-2012

e #5383 STCU/ASM. Embriogeneza zigotica - procedeu biotehnologic eficient de eradicare a
virusurilor la soiurile apirene de vitd de vie, 2012-2013.

Lucriri stiintifice si stiintifico-metodice:13 articole,19 comunicari la manifestari stiintifice in tara
si peste hotare, 1 brevet de inventie, 1 ghid metodic.

Participari la foruri stiintifice in strainitate:

e 2012, mexxayHapoHas HayqHasi KoHpepeHIHs «125 ner co qus poxxnenus H.M. BaBunosay
[TnonoBoacTBO 1 sirogoBoicTBO Poccun. Mocksa. Raport.

e 4-6 noiembrie 2021, International 42" Anniversary Symposium of the Institute of Cellular
Biology and Pathology” Nicolae Simionesc”38™ Annual Scientific Session of the Romanian
Society for Cell Biology. Timisoara, Romania. Poster.

e 19 martie 2021,X MixHapoaHoi HaykoBoi koH¢pepeHmii. CenekuiiHO-TeHeTHYHa HayKa 1
VYwmans,Ucraina.Poster.

Participéari la foruri stiintifice in tara:

e 7-9 octombrie 2010, Conferinta. ,,Conservarea diversitatii plantelor”, editia 1, Gradina
Botanica (Institut). Chisinau, Republica Moldova. Poster.
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e 11-12 noiembrie 2010, International Conference of Young Researchers, editia 8,
Chisinau,Republica Moldova. Poster.

e 21-22 octombrie 2010, Congresul al IX National cu participare internationala al
Geneticienilor si Amelioratorilor, Chisinau,Republica Moldova. Poster.

e 21 iunie 2011, Conferinta stiintificd. In memoria academicianului Anatolie Jacota ,, genetica
si fiziologia rezistentei plantelor”, Chisindu, Republica Moldova. Poster.

e 30-31 octombrie 2012, Simpozionul stiintific internationald, Protectia plantelor — probleme
si perspective”. IGFPP, Chisinau, Republica Moldova. Poster.

e 24-25 octombrie 2013, Simpozionul stiintific national cu participare internationald
,Biotehnologii avansate — realizari si perspective”, editia Ill-a, Chisinau,Republica
Moldova. Poster. 3 teze.

e 23-24 octombrie 2014, Conferinta stiintificd internationala, Genetica, fiziologia si
ameliorarea plantelor”. Editia a 5-a, IGFPP, Chisinau, Republica Moldova. Poster.

e 2014, Simpozionul Stiintific International. “100 ani de la nastere a distinsului savant si om
de stat Mihail Sidorov”’, UASM, Chisinau,Republica Moldova. Raport.

e 28 iunie - 1 iulie 2015, Congresul Geneticienilor si Amelioratorilor. Chisinau, Republica
Moldova. Poster.

e 21-22 octombrie 2019, Simpozionul stiintific = national cu  participare
internationala,,Biotehnologii avansate — realizari si perspective”, editia V-a, IGFPP.
Chisindu, Republic of Moldova. Poster.

e 4-5 septembrie, 2020, Conferinta ,,Realizari stiintifice in ameliorare si tehnologii inovative
la culturile cerealiere in contextul schimbarilor climaterice”, Chisinau, Republica Moldova.
Poster.

e 15-16 iunie2021, The XI" International Congress of Geneticists and Breeders, Chisinau,
Republic of Moldova. Poster.

e 4-5 Octombrie 2021, Conferinta Stiintifica Internationalda ,,Genetica, fiziologia
si ameliorarea plantelor”, editia a VII-a, Chisinau, Republica Moldova. Poster.

e 3-4 octombrie 2022, The VI" International Scientific Sympozium “Advanced
Biotehnologies - Achievements and Prospects”, Chisinau, Republic of Moldova. Raport.

Premii, mentiuni: premiul national “Boris Matienco”, diploma de recunostintd pentru sporirea
competentelor in cercetare.

Cunoasterea limbilor :limba romana- limba materna, limba rusa- bine, limba engleza- mediu.

Cunoasterea calculatorului: Microsoft Office™ , program de prelucrare statistica a datelor
STATGRAFICS Plus 2.1
Date de contact de serviciu:

Adresa: Str. Padurii 20, MD 2002-Chisinau, Republic of Moldova
E-mail:raileanta@gmail.com, tatianarailean@yahoo.com, tatiana.grigorov@igfpp.md
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