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POSIBILITATI DE AMELIORARE A LINIILOR DE INDUCERE A
HAPLOIZILOR LA PORUMB

Mariana SARMANIUC
Institutul de Genetica si Fiziologie a Plantelor al ASM

Recently, rather high effective maternal-haploid inducers have been created. However, there is a need for their further
improvement. New inducers should possess a higher frequency of haploid induction, improved agronomic traits and good
expression of marker genes. The selection by plant traits and the expression of marker genes was carried out in a synthetic
population created by the recombination of three haploid-inducer lines. 140 plants have been selected and self-pollinated.
The frequency of haploid induction in the selected plants ranged from 0 up to 14%. For further improvement, was selected
8 plants, which demonstrated a higher frequencies of haploids than check - line MHI, a good expression of marker genes
and agronomic traits.

Introducere

Porumbul este una dintre cele mai rispandite culturi cerealiere. In agricultura Republicii Moldova porum-
bul este utilizat atat in scopuri alimentare, cat si in calitate de cultura furajera si materie prima industriala.

La cultivarea porumbului se utilizeaza pe larg efectul de heterozis — vigoarea hibrizilor de prima generatie.
Aceasta tehnologie prevede obtinerea anuald de seminte hibride.

Crearea hibrizilor de porumb este un proces destul de indelungat. Numai pentru obtinerea liniilor homozi-
gote, care prezinta formele parentale ale hibridului, sunt necesari 5-7 ani.

Utilizarea noilor cercetdri In geneticd, elaborarea noilor tehnologii si metode de ameliorare pot duce la
accelerarea procesului de creare a liniilor si hibrizilor de porumb. Printre noile tehnologii si metode de ameli-
orare a porumbului un loc important ocupa tehnologia dublarii numéarului de cromozomi la plantele haploide,
care reduce perioada de obtinere a liniilor homozigote la 2 ani.
liorarii. Plantele haploide sunt pe deplin apte de a supravietui, formeaza boabe cu embrion normal diploid [1].

Prin termenul ,,haploid” se are in vedere plantele cu numar gametic sau redus de cromozomi (n10). Dupa
clasificarea efectuata de Hohlov [2], haploizii sunt de trei tipuri:

1. Haplozi matroclini sau materni — se dezvolta dintr-un ovul reductional avand nucleul si citoplasma ga-
metului feminin.

2. Haploizii androgeni — se dezvolta dintr-un ovul reductional sau din altd celuld a sacului embrionar, in
care cromozomii proprii sunt inlocuiti cu cromozomii adusi de spermi. Asa haploizi au nucleul unui gamet si
citoplasma altui gamet.

3. Haploizii androclini sau paterni — se dezvoltd dintr-o celuld a gametofitului masculin. Ei au nucleul si
citoplasma aceluiasi gamet. Acesti haploizi se obtin doar experimental, prin cultura de antere.

Primele plante haploide au fost depistate la Datura stramonium [3], mai tarziu si la alte culturi: tomate, tutun,
cartofi, soia, porumb, grau, orez si altele [4]. Primii haploizi la porumb au fost obtinuti spontan. Acestia au fost
haploizii materni. Frecventa lor a variat de la unul la o mie si de la unul la doud mii de plante diploide [5,6].

Obtinerea haploizilor a devenit posibila datoritd credrii liniilor de inducere a haploizilor genetice efective.
Prima linie de inducere a haploizilor, Stock 6, a fost depistata intamplator in Statele Unite ale Americii [7].
Capacitatea acestei linii este de 2%, comparativ cu 0,1% — aparitia pe cale naturald a haploizilor. Implicarea
acestei linii 1n diferite incrucisari a dus la crearea de noi inductori cu un potential de 2-3 ori mai inalt decat cel
initial. Una din astfel de linii este si linia MHI (Moldavian Haploid Inducer), creata in cadrul Institutului de
Geneticad din Moldova. Capacitatea de inducere a haploizilor a acestei linii este de 6-8% [8].

In cercetarea haploidiei, prezinti important deosebita aparitia si evidentierea haploizilor. in acest scop,
la nivel genetic in plantele inductor este introdus un anumit set de gene marcatoare cu coloratie antocianica.
Aceste gene permit evidentierea haploizilor la diferite faze de dezvoltare la plantele F1, ca rezultat al incruci-
sarii genotipurilor materne cu liniile de inducere a haploizilor.

Totusi, pe viitor este necesard ameliorarea In continuare a liniilor de inducere a haploizilor, aceasta ameli-
orare fiind mult mai complexa — adicd, paralel cu majorarea procentului de inducere a haploizilor, inductorii
trebuie sa posede caractere agronomice maximale (inaltimea plantei, dimensiunea paniculei etc.), precum si
prezenta genelor marcher, care vor permite identificarea si selectarea mai eficienta a haploizilor.

Utilizarea inductorilor cu dimensiuni morfologice mari ale plantelor, ca forma paterna, poate usura lucrul
de ameliorare, polenizarea manuali fiind inlocuitd cu polenizarea naturald — libera. In asa caz, haploizii se
vor putea obtine de pe suprafete mult mi mari. Astfel, se tinde ca noii inductori sa posede rezistenta la secetd,
polignire, boli si vatamatori.
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Scopul acestei lucrari constd in cercetarea materialului initial, utilizat pentru crearea noilor inductori de
inducere a haploizilor materni.

Material si metode

Pentru crearea materialului initial au fost utilizate trei linii de inducere a haploizilor: Stock 6 [7], MHI
(Moldavian Haploid Inducer) [8] si ZMS (Zarodisivii Marker Saratovskii) [9]. Fiecare din aceste linii serveste
ca sursa de anumite caractere, care prezinta interes pentru ameliorare:

1. Linia ZMS — prezinta interes pentru potentialul inalt al haploinducerii, pana la 15%.

2. Linia MHI — poseda parametri maximali ai caracterelor cantitative, comparativ cu celelalte linii.

3. Linia Stock 6 — a fost selectata pentru prezenta in sistemul marcher a genei B-1.

Gena B-[ face parte din grupa genelor marcher antocianice, a carei expresie manifesta colorarea organelor
plantei in violet, atat la faza de plantule, cat si la faza de plante mature. Din aceeasi grupa face parte si gena P/,
prezentd in sistemul marcher al liniilor MHI si ZMS. Totusi, Intre expresia acestor gene exista diferenta: expre-
sia genei B-I manifesta coloratie indiferent de radiatia solara, ceea ce pentru gena P/ nu este caracteristic. lar,
ca alternativa in evidentierea haploizilor, expresia genei B-/ manifesta si colorarea radacinilor la plantulele de
3-4 zile. Prezenta genei B-/ in sistemul marcher al noilor inductori prezinta criteriul primordial in evidentierea
haploizilor, la faza de plante mature.

In anii precedenti liniile date au fost recombinate intre ele dupi urmatoarea schemi:

1) (Stock 6 x ZMS) x MHI

2) (Stock 6 x MHI) x ZMS

3) (MHI x ZMS) x Stock 6.

Aceste combinatii au fost semanate pe parcele separate, a cate 10 randuri cu cate 20 plante fiecare, cu lun-
gimea de 6 m.

Ajunsa la faza de inflorire, pentru autopolenizare au fost selectate plantele cu cea mai buna expresie a genei
B-I, precum si cu caractere cantitative maxime (indltimea plantelor, dimensiunile paniculei).

Pentru estimarea frecventei haploizilor, plantele autopolenizate au fost Incrucisate cu o populatie sintetica
SP [8]. Ca metoda de polenizare s-a utilizat polenizarea manuald. Dupa recoltare, s-a determinat frecventa
haploizilor pentru fiecare genotip aparte.

Rezultate si discutii

Din totalul de 460 plante, pentru autopolenizare au fost selectate 140 plante. In conditii de laborator, ha-
ploizii au fost selectati dupa expresia genei R/-nj. Fiind dominanta la toate trei linii de inducere, aceasta gena
manifesta colorarea in purpuriu a stratului aleuronic (endosperm), in forma de coroana purpurie, si in violet a
embrionului la boabele hibride F1, obtinute la Incrucisarea inductorilor cu populatia sintetica [10,11].

Expresia genei R/-nj serveste ca marcher la evidentierea si selectarea haploizilor, la nivel de boabe mature.
In descendenta incrucisarii genotipului patern (inductorii) cu genotipul matern (populatia SP), in baza marche-
rului caracterizat mai sus, se obtin doua tipuri de boabe:

e hibride — la aceste boabe, gena R/-nj manifesta atat colorarea endospermului, cat i colorarea embrionu-
lui, ca rezultat al fecundarii duble, adica a nucleului central si a ovulului genotipului matern (populatia SP) cu
spermi ai formei paterne (inductor);

¢ haploide — la aceste boabe din cauza fecundarii singulare, doar a nucleului central al genotipului matern
cu inductorul, expresia genei RI-nj manifesta colorarea doar a stratului aleuronic (endospermului), fara colo-
rarea embrionului.

Astfel, s-a determinat cd frecventa haploizilor a variat pana la 14%. Din totalul de genotipuri analizate, doar
un anumit procent prezinta interes pentru cercetarea de mai departe. Pentru selectarea genotipurilor de interes
a fost utilizata linia MHI, care poseda o frecventa a haploizilor de 6-8%. Astfel, din numarul total de genoti-
puri, 1n calitate de material initial pentru ameliorarea de mai departe au fost selectate 8 genotipuri, care intrec
frecventa martorului, linia MHI. Potentialul de inducere a acestor genotipuri a variat de la 9 la 14% (datele
sunt indicate 1n Tabel).

Aceste genotipuri fac parte din diferite combinatii. Numarul genotipurilor de interes depinde in mare ma-
surd de raportul de germoplasma a combinatiei din care face parte si care influenteaza in mod diferit frecven-
ta haploizilor. In toate combinatiile, raportul de germoplasma este de 50 : (25 : 25). Astfel, din combinatia
MHI x (Stock 6 x ZMS) si ZMS x (Stock 6 x MHI) fac parte majoritatea genotipurilor de interes, iar din com-
binatia Stock 6 x (MHI x ZMS) face parte doar un singur genotip.
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Tabel
Frecventa de inducere a haploizilor la genotipurile selectate comparativ cu martorul —
linia de inducere MHI

Genotipul Nr. total Nr. boal-)elor Frecoventa Combinatii
de boabe haploide (%) ’

Linia MH 6-4%
417-9 174 16 9,1 MHI x (Stock 6 x ZMS)
424-1 131 13 9,9 MHI x (Stock 6 x ZMS)
425-4 105 10 9,52 MHI x (Stock 6 x ZMS)
430-7 102 11 10,7 ZMS x (Stock 6 x MHI)
440-10 208 22 10,5 Stock 6 x (MHI x ZMS)
441-6 97 13 13,4 MHI x (Stock 6 x ZMS)
441-9 222 26 11,7 MHI x (Stock 6 x ZMS)
443-1 167 17 10,1 ZMS x (Stock 6 x MHI)

In materialul initial supus cercetarii si ameliorarii au fost identificate genotipuri cu potential al haploindu-

cerii mai Tnalt decat martorul, precum si cu caractere cantitative si calitative favorabile ameliorarii.

Astfel, rezultatele obtinute demonstreaza ca crearea materialului initial in baza recombinarii diferitilor in-

ductori determina posibilitatea obtinerii noilor linii de inducere a haploizilor materni.
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