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In conditiile zonei de nord si sud a Republicii Moldova pe parcursul anilor 2020-2021 s-a efectuat evaluarea unor hibrizi
comerciali de floarea-soarelui cu diferita provenienta in scopul selectarii hibrizilor cu caractere valoroase ca surse suplimen-
tare pentru intensificarea productiei de floarea-soarelui in tard. S-a stabilit ca hibrizii testati au prezentat dupa trasaturile mor-
fologice o variabilitate bogata, care in mare masura este dependenta de genotip, provenienta acestuia si totodata conditiile
climatice zonale si anuale. Lucrarea de fatd include date privind evaluarea potentialului genetic la 6 hibrizi de floarea-soarelui
dupa unele caractere cantitative (indicele suprafetei foliare, suprafata foliara, cantitatea de clorofila a si b, cantitatea de caro-
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SOME ASPECTS OF THE GENETIC POTENTIAL STUDY OF
SUNFLOWER HYBRIDS UNDER REPUBLIC OF MOLDOVA CONDITIONS

The evaluation of some commercial sunflower hybrids with different origins in the conditions of the northern and so-
uthern areas of the Republic of Moldova was conducted during the years 2020-2021 in order to select the hybrids having
valuable traits as additional sources for intensification of sunflower production in the country. It was established that the
tested hybrids have a rich variability based on the morphological traits, which is largely dependent on the genotype, its origin
and also the zonal and annual climatic conditions. The present article includes the data on the genetic potential evaluation
of 6 sunflower hybrids obtained by means of some quantitative traits (leaf area index, leaf surface, amount of chlorophyll a
and b, amount of carotenoids, plant height, number of leaves, average yield, oil content) and molecular markers (RAPD).

Keywords: Helianthus annuus, sunflower, hybrids, genetic potential, quantitative traits, RAPD analysis, marker.

Introducere

Floarea-soarelui (Helianthus annuus L.) este una din principalele culturi profitabile din Republica Moldo-
va. Din aceste considerente pe piata interna se impun cerinte sporite fatd de hibrizii noi creati, care au un anu-
mit potential de productie si toleranta la factorii biotici si abiotici si care furnizeaza recolte stabile in diferite
conditii de mediu.

Este cunoscut, cd un punct important al oricarui program de ameliorare este disponibilitatea resurselor ge-
netice cu un grad ridicat de diversitate genetica. Pentru aceste scopuri, cel mai frecvent se utilizeaza metodele
traditionale, care se bazeaza pe o analiza comparativa a parametrilor morfologici. Cu toate acestea, caracterele
morfologice sunt supuse influentei mediului ambiant, ceea ce provoaca dificultati semnificative in utilizarea
doar a metodelor clasice de evaluare. Astfel, pe langd metodele clasice de testare a resurselor genetice este
necesara si aplicarea unor tehnologii moleculare, care permit nivelarea influentei factorilor de mediu asupra
rezultatelor, identificarea exactd a genotipurilor 1n orice stadiu al ontogenezei si obtinerea unei solutii a pro-
blemei mai precisd si mai rapida.

Una dintre cele mai populare metode moleculare in detectarea diferentelor genetice la plante este analiza
polimorfismului fragmentelor amplificate aleatoriu (RAPD), care nu necesita costuri mari, este rapida si sim-
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pla in efectuarea procedurilor tehnice a procesului. Tehnica RAPD se caracterizeaza prin faptul ca dezvaluie
mostenire dominantd, poate detecta mai multi loci simultan, nu necesitd secventierea preliminara a obiectu-
lui de studiu, dar reproductibilitatea si informativitatea utilizarii sale sunt destul de scazute [1]. Din aceste
considerente, reesa ca utilizarea markerilor moleculari In combinatie cu cei morfologici extinde semnificativ

In acest context, scopul cercetarilor expuse in lucrarea de fatd a constituit in caracterizarea hibrizilor
de floarea-soarelui cu provenientd diferita, elucidarea potentialului de productie a acestora si evaludrea
diversitatii genetice cu ajutorul markerilor morfologici si moleculari.

Materiale si metode

In cercetarile privind evaluarea diversititii fenotipice si genetice au fost inclusi 6 hibrizi comerciali de
floarea-soarelui creati in cadrul diferitor companii agricole europene si locale (Tab. 1) si un set de 3 martori
care s-au caracterizat prin 3 grupe de maturitate (timpurie, semitimpurie, semitardiva).

Experientele de camp s-au desfasurat la 4 Statiuni Experimentale de Testare a Soiurilor de Plante din
Republica Moldova (Visoca, Pelinia, Grigorievca si Svetlii) in 5 repetitii pe parcursul anilor 2020-2021.
In pepiniera culturilor comparative hibrizii au fost testati fatd de martori sub aspectul multiplelor ca-
ractere morfobiologice si agronomice. Materialul biologic, inclus in studiu a fost caracterizat dupa unii
indicatori fenologici, fiziologici (indicele suprafetei foliare, suprafata foliard, cantitatea de clorofila a si
b, cantitatea de carotenoizi), fiind efectuate masurari biometrice, numarari si aprecieri vizuale privind
determinarea diversitatii fenotipice (indltimea plantei, numarul de frunze) si de productivitate (recolta
medie, continutul de ulei).

Tabelul 1. Hibrizii de floarea-soarelui utilizati in analiza.

Nr. | Codul hibridului Provenienta Sursa elaborarii Tara
1. 7 Resurse locale AMG Agroselect Moldova
2. 11 Resurse europene Saaten Union Romania Germany
3. 30 Resurse europene Syngenta France
4. 34 Resurse europene Limagrain France
3. 60 Resurse europene MAS SEEDS France
6. 64 Resurse europene Euralis Semences France

ADN-ul genomic total pentru analiza RAPD a fost extras din frunze in azot lichid folosind Thermo Scientific
GeneJET Plant Genomic DNA Purification Mini Kit #K0791 conform protocolului producatorului (Thermo
Fisher Scientific, SUA). Probele de ADN au fost totodatd purificate suplimentar de ARN ribozomal si polizaha-
ride, ce blocheaza modul normal al reactiei de amplificare, prin intermediul solutiei de clorura de litiu 12 M, adu-
cand concentratia sa finala 1n solutie la 4 M. Calitatea si cantitatea ADN-lui a fost determinata prin metoda spec-
trofotometrica (model T60 UV-VIS, PG Instruments Limited, England) si electroforetica in gel de agaroza de 1%.
In vederea evaluirii genetice a materialului biologic luat in studiu, au fost utilizati 11 primeri arbitrari (Tab. 2).
Temperatura de aliniere (Tm) a primerilor a fost aproximata rapid cu ajutorul formulei Tm=4x(G+C)+2x(A+T)
conform recomandarilor producatorului si determinatd empiric (Thermo Fisher Scientific, SUA).

Tabelul 2. RAPD primeri inclusi in cercetare.

Nr. Codul Secventa NBA GC, % Tm, °C
primerului nucleotidica (5'— 3’)
1. |OPBI12 cc tt ga cg ca 10 60 36
2 [OPCO5 ga tg ac cg cc 10 70 38
3. |OPCO7 gtcccgacga 10 70 38
4. | OPFO08 gg gatatc gg 10 60 36
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5. | OPDO7 tt gg cacg gg 10 70 38
6. [OPAIlI caatcgcc gt 10 60 36
7. |OPG6 gt gc ctaacc 10 60 36
8. |OPGI10 ag gg cc gt ct 10 70 38
9. |OPE17 ctactgcc gt 10 60 36
10. [OPI16 tctccgccct 10 70 38
11. |OPHI15 aa tg gc gc ag 10 60 36

NBA-numarul de baze azotate; GC, %-componenta G si C in secventa fiecarui primer in procente; Tm-
temperatura de aliniere.

Amplificarea s-a efectuat cu ajutorul amplificatorului Genset 9700 (Applied Biosystems, USA) dupa
urmatorul program: 1) denaturarea initiala 5 min la 95°C — 1 ciclu; 2) denaturarea 1 min la 95°C, alinierea 1
min la 36/38°C, elongarea 1 min la 72°C — 45 cicluri; 3) elongarea finald 5 min la 72°C —1 ciclu [2, p. 8.4-
8.13]. Produsele amplificarii au fost analizate prin electroforeza in gel de agarozad 1.6% in solutie tampon
de migrare 1xTAE (40 mM Tris-acetat, pH 8.0; 0.2 mM EDTA) la intensitatea campului electric de 2.5 V/
ord/cm [2, p.5.4-5.13]. Pentru determinarea dimensiunilor fragmentelor amplificate din gel au fost utiliza-
te fragmente-marker ai lungimii GeneRuler 1kb DNA Ladder SM0311 (Thermo Fisher Scientific, USA).
Vizualizarea probelor in gel de agaroza s-a realizat la transiluminator in raze ultraviolete cu lungimea de
unda 305 nm, dupa ce acesta a fost colorat cu bromura de etidiu. Documentarea rezultatelor s-a efectuat prin
utilizarea sistemului de fotodocumentare DOC-PRINT-VX2, model SXT-F20.M (Vilber Lourmat, France).

Prelucrarea statistica a datelor experimentale s-a realizat dupa Jlocnexos [3, p. 160-164], utilizand pro-
gramul computerizat Microsoft Excel 2010. Pentru rezultatele obtinute in urma investigatiilor au fost deter-
minate valoarea maxima (Vmax) si minima (Vmin), valoarea mediei aritmetice (x), devierea standarta (Sx),
coeficientul de variatie (V, %) dupa urmatorele formule:

Z: D S.= %; v =%x100%

unde X este simbolul de iInsumare; X - valorile individuale ale caracterului; n este numarul de masurari.

Imaginile rezultate in urma reactiilor PCR au fost analizate prin intermediul programului specializat Photo-
Capt (versiunea 15.02), care a permis stabilirea marimii fiecarui fragment amplificat. Datele generate de program
au fost preluate de componenta Excel a pachetului Microsoft Office 2010 transformandu-le intr-o matrice binara.

Nivelul de polimorfism genetic al fragmentelor amplificate (RAPD) a fost calculat dupa Cusomnan [4]:

P(%) _ numarul de ampliconi polimorfi % 100%

X=

numarul total de ampliconi

Continutul informatiei polimorfe (PIC) sau gradul de polimorfism generat de fiecare marker RAPD in
functie de numarul de alele detectate si de distributia frecventelor acestora s-a calculat conform urmatoarei
formule [5]:

PIC =2 f(1 - f),unde f— este frecventa alelei amplificate (banda prezentd), iar (1 - f) este frecventa alelei nule.

Puterea de descriere a primerului/lor sau abilitatea celui mai informativ primer/i de a diferentia genoti-
purile Intr-un grup s-a calculat in baza informativitatii relative a benzii (Ibi) si proportiei genotipurilor (pi)
care contin banda (i) [6]:

Rp =X Ibi, unde Ibi =1 - [2%|0,5 - pi]

Coeficientul Simpson sau potentialul de discriminare al fiecarui primer a fost calculat conform urmatoa-
rei formule [7]:

,-{22)

n

unde p. — este frecventa alelei i si n- numarului de loci detectati de fiecare primer.
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Indicele markerului (MI) este utilizat pentru a evalua eficienta unui sistem de markeri calculat conform
urmatoarei formule [8]:

MI = PIC x EMR, unde raportul multiplex efectiv (EMR) este apreciat prin numarul total de loci (n) si
numarul locilor polimorfi (np) per primer calculat in baza raportului:

n,
m

Determinarea distantei genetice a fost efectuata cu ajutorul programului XLSTAT 2014 version 2014.5.03.
La final, pe baza coeficientului Euclidian si metodei de clusterizare Ward, s-au construit dendograme filoge-
netice cu scopul depistarii posibilelor asocieri genetice si morfologice a hibrizilor cercetati.

Variabilitatea genetica si relatiile genotipurilor au fost determinate prin trimiterea matricei binare la o
analizd a componentelor principale (ACP) cu ajutorul programului XLSTAT versiunea 2014.5.03.

Numarul alelelor observate (Na), numarul efectiv de alele (Ne), indicele de diversitate genica Nei (H),
indicele informational Shannon (I), diversitatea genica totala (Ht), procentul de loci polimorfi (PPL) s-au
determinat utilizand programul de analiza statistica POPGENE versiunea 1.32.

Rezultate si discutii

Baza geneticad a germoplasmei de floarea-soarelui are o rezerva ascunsd de gene noi sau combinatii ale
acestora, inclusiv caractere importante pentru selectie. Studiul potentialului fondului genetic a florii-soa-
relui in functie de caracterele biologice, genetice si economice principale face posibild extinderea bazei
genetice pentru implementarea cu succes a programelor de ameliorare in diferite zone.

Crearea hibrizilor cu un anumit grad de omogenitate dupa un sir de caractere agronomice valoroase,
imbinata cu utilizarea unor practici agronomice adecvate reduce impactul factorilor limitativi si contri-
buie la cresterea randamentului de floarea-soarelui. Hibrizii autohtoni sunt mai bine aclimatizati fata de
conditiile agroecologice din Moldova, comparativ cu formele straine, astfel, fiind mai atractivi pentru
amelioratori si fermieri.

In studiul dat s-a constatat ca hibrizii cu origine genetica diferita se repartizeazi in 3 grupe de matu-
ritate si se manifestd prin diferitd rezistentd la parazitare cu O. cumana in conditiile Republicii Moldova
(Tab. 3). Hibrizii din Republica Moldova (7) si Germania (11) se disting prin grupa de maturitate timpurie
si rezistenta slabd la lupoaie In comparatie cu hibrizii francezi (30, 34, 60, 64), care s-au caracterizat prin
rezistenta Tnaltd la lupoaie si grupa de maturitate semitempurie/semitardiva.

EMR=p,

Tabelul 3. Caracteristica hibrizilor de floarea-soarelui cu origine genetica diferita.

Nr. Codul hibridului Grupa de maturitate Rezistenta la lupoaie
1. 7 timpurie sensibil

2. 11 timpurie sensibil

3. 30 semitimpurie rezistent

4. 34 semitimpurie rezistent

5. 60 semitardiva rezistent

6. 64 semitardiva rezistent

Hibrizii testati au prezentat o variabilitate bogata dupa trasaturile morfologice, care in mare masurd sunt
dependente de genotip, provenienta acestora si conditiile climatice zonale si anuale. Astfel, pe parcursul
anilor 2020-2021, inaltimea plantelor a demonstrat ca hibrizii studiati au avut diferite valori in dependenta
de potentialul genetic si conditiile climatice ale anului. Inaltimea plantelor este o trdsitura importanta in
procesul de recoltare mecanizata a florii-soarelui, din aceste considerente amelioratorii preferand formele
cu talie joasa de 1.20-1.50 m, caracterizate prin recolta Tnalta si rezistenta sporita la cadere [9]. S-a constatat
ca indlfimea plantei in dependenta de hibrid si an variaza in limitele 0.97-2.70 m, media carora pe 2 ani este
cuprinsa intre 1.54-2.11 m (Tab. 4).
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Tabelul 4. Variabilitatea unor caractere morfologice la hibrizi de floarea-soarelui.

Carac- Anul Inc}ic.ii . Hibrizii
tere statistici 7 11 30 34 60 64
V.max 1.73 1.58 1.79 1.91 1.92 2.10
% 2020 V.min 1.18 0.97 1.62 1.62 1.80 1.79
'S X+S, 1.47+0.29 | 1.34+0.27 | 1.73+£0.08 | 1.76£0.15 | 1.86+0.05 | 1.91+0.15
E V, % 19.80 19.98 441 8.22 2.62 7.74
g‘ V.max 2.03 1.91 2.20 2.09 2.25 2.70
E 2001 V.min 1.66 1.40 1.60 1.78 1.98 2.01
:—'; XS, 1.84+0.16 | 1.74+£0.24 | 1.84+0.28 | 1.99+0.14 | 2.11+£0.12 | 2.31+0.29
o= V, % 8.42 13.54 14.96 7.19 5.76 12.44
XS 2020-2021 | 1.66+0.29 | 1.54+0.31 | 1.79+0.20 | 1.87=0.18 | 1.99+0.16 | 2.11+0.30
V.max 25.00 22.40 27.00 25.00 27.60 31
@ 2020 V.min 18.00 18.60 24.00 19.00 23.00 25
g X£S | 22.25+2.99[20.75+1.78 | 25.30+1.54 [ 23.15+2.80 | 25.55+1.91 [ 29.05+2.74
“E V, % 13.44 8.56 6.07 12.08 7.46 9.45
= V.max 25.20 23.00 27.00 26.00 25.60 30.8
,E 2001 V.min 23.00 20.60 23.20 23.00 24.00 27
E X£S  |23.85+1.00 [ 22.20£1.08 | 25.65+1.75 [ 24.80+1.28 | 24.65+0.79 [ 29.00+1.56
4 V, % 4.19 4.88 6.81 5.14 3.20 5.37
XS 2020-2021 | 23.05+2.23 | 21.48+1.57 | 25.48+1.53 | 23.98+2.20 | 25.10+1.43 | 29.03+2.07

Vmax — valoarea maxima,; Vmin — valoarea minima; XES — valoarea mediei aritmetice si devierea stan-
darta; V, % — coeficientul de variatie.

Dintre hibrizii evaluati, in limitele mentionate se inscrie preponderent hibridul german cu media de 1.54
m. Totodata, coeficientul de variatie a atins valori medii de la 2.62 pana la 19.98%, fapt ce indica variabili-
tatea medie a caracterului in cadrul hibrizilor studiati timp de doi ani. S-a constatat ca hibrizii francezi 60 si
34 sunt cei mai stabili dupa caracterul studiat (V=4.19% si V=7.71%%, respectiv), iar hibridul german (11)
si local (7) au o variabilitate mult mai mare (V=16.76% si V=14.11%, respectiv).

Numarul de frunze variaza in limitele de 18 si 31 bucati. Hibrizii francezi (30, 34, 60, 64) au fost
evidentiati cu cel mai mare numar de frunze (in mediu 24 — 29) in comparatie cu restul hibrizilor, fapt
care influenteaza pozitiv randamentul si confinutul de ulei in seminte de floarea-soarelui, ceea ce a fost
observat in studiul present si in lucrarile similare efectuate de Hladni et al. [10] si Khan et al. [11]. Hibrizi
30 s1 60 au fost cei mai stabili, cu coeficientul de variatie mediu de 6.44 si 5.33 pentru 2 ani respectiv.

Caracterele asociate cu potentialul fotosintetic la hibrizii testati, inclusiv indicele suprafetei foliare variaza
in limitele — 1.36 si 5.54 m?/m?, suprafata foliara — 0.24 si 0.85 m?, cantitatea de clorofila a—2.56 si 3.89 mg/g,
cantitatea de clorofila b —0.78 si 1.58 mg/g, cantitatea de carotenoizi — 0.56 si 1.91 mg/g, raportul pigmentilor
clorofilieni Ca/Cb — 2.20 si 3.40, suma pigmentilor clorofilieni Ca+Cb — 3.36 si 5.35 mg/g (Tab. 5).

Analiza valorilor privind potentialul fotosintetic la hibrizi pune in evidenta 4 hibrizi (64, 60, 34 si 11)
de origine franceza si germana care prezintd valori maximale. S-a observat cd hibridul local 7 prezinta o
variabilitate mai mare, In special, dupd caracterele indicele suprafetei foliare si suprafata foliara, coefi-
cientul de variatie mediu pentru 2 ani constituind cca 31.41 si 28.19%, respectiv. Cantitatea de clorofila
a si b, raportul pigmentilor clorofilieni Ca/Cb, suma pigmentilor clorofilieni Ca+Cb s-a manifestat cu
o variabilitate maritd pentru 2 ani la hibridul german 11 (V=12.56%, V=21.52%, V=13.04%, V=14.21%,
respectiv). Cel mai instabil dupa cantitatea de carotenoizi a fost hibridul 64 (V=26.83%).

Doi hibrizi (hibridul german 11 - V=16.49% ; francez 30 - V=17.49%) au pus 1n evidenta cel mai inalt
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nivel de stabilitate dupd suprafata foliara si indicele suprafetei foliare, hibridul francez 64 (V=4.50%) -
dupa cantitatea de clorofila a, hibrizii francez 60 (V=2.97%) si local 7 (V=3.36%) —dupa cantitatea de clo-
rofila b, hibridul local 7 (V=3.36%) - dupa cantitatea de carotenoizi, hibridul francez 30 (V=4.28%) - dupa
raportul pigmentilor clorofilieni Ca/Cb, hibrizii francezi 64 si 60 (V=6.02%, V=6.30%, respectiv) - dupa

suma pigmentilor clorofilieni Ca+Cb (Tab. 5).

Tabelul 5. Potentialul fotosintetic la hibrizi de floarea-soarelui.

Carac- Anul Indicii Hibrizii
tere statistici 7 11 30 34 60 64
A Vrﬁi"' 2.95-136|2.86-1.84 | 4.10-3.10 | 3.22-1.49 | 3.85-3.29 | 4.42-2.29
(=]
[
3 2020 S [ 2.0540.73 | 2.2820.44 | 3.39£0.48 | 2.4810.79 | 3.63+0.26 | 3.41+0.87
< E V, % 35.45 19.39 14.11 31.95 7.26 25.61
hN
£ -
55 Vrfii" 3.73-2.02 | 2.81-2.08 | 4.03-2.55 | 3.11-2.18 | 5.54-2.52 | 3.95 -2.58
@ S
3 ° |22 [T Xes. [ 2.8920.79 | 2612035 | 3.1220.65 | 2.78£0.44 | 3.8741.40 | 3.4420.60
S V, % 27.36 13.59 20.87 15.76 36.12 17.37
~  [X+S, 2020-2021 | 2.47+0.83 | 2.44:0.41 | 3.25:0.55 | 2.63+0.61 | 3.75+0.94 | 3.43+0.70
o Vr‘g‘;"' 0.41-0.24|0.41-0.32|0.57-0.44|0.53-0.26 | 0.77 - 0.58 | 0.62 - 0.40
a | 2920 [ XaS. [ 032+0.10 | 0.37:0.04 | 0.53+0.06 | 0.39+0.11 | 0.66+0.09 | 0.56+0.11
= V, % 29.93 10.88 11.83 27.85 12.81 18.94
= V. max -
g AT 1067040 | 049041 0.62-0.39 | 0.54-0.38 | 0.85-0.52 | 0.72-0.56
S
£ |22 [TXes_ [ 05420.14 | 0.4720.04 | 0.52£0.12 | 0.50£0.08 | 0.68+0.16 | 0.64£0.08
3 V, % 26.44 7.81 22.84 16.09 23.61 11.63
X+S, 2020-2021 | 0.43+0.16 | 0.42+0.06 | 0.52:0.09 | 0.45+0.11 | 0.67+0.12 | 0.60+0.10
g Vrﬁi‘l"' 3.27-2.76 | 3.54-2.58 | 3.36-2.56 | 3.89-3.14 | 3.82 - 3.08 | 3.77 - 3.40
B P 3o [3.012023 [ 29250422 | 3.025034 | 3.42+0.33 | 3532032 | 3.60£0.19
g4 V, % 7.49 14.46 11.29 9.62 9.01 5.28
£E VX338 03,02 3.32-2.61 [ 3.41-3.00 | 3.78-3.20 | 3.85-3.28 | 3.74 - 3.45
o
S 20 S [ 3.1720.15 | 2.92£031 | 3.1520.19 | 3.5520.27 | 3.58+0.24 | 3.55£0.13
& V, % 482 10.66 6.02 7.63 6.77 3.71
XS, 2020-2021 | 3.09+0.20 | 2.92+0.34 | 3.09+0.27 | 3.48:0.29 | 3.56:0.26 | 3.57+0.15
VI‘;‘;‘I"' 1.13-0.89 | 1.24-0.78 [ 1.19-0.99 | 1.40- 1.04 | 1.23 - 1.14 | 1.58 - 1.09
on
LB 2020 S [ 1.0220.13 | 0.9820.21 | 1.09£0.08 | 1.240.17 | 1.1920.05 | 1.29+0.22
g2 V, % 12.83 21.55 7.58 13.77 4.07 16.69
- &
RS V-max- |y 4y 0.98|1.26-0.81|1.26-1.08 | 1.34-1.02 | 1.21-1.16 | 1.28 - 1.15
S & |2021 =
3 X£S, | 1224021 | 1.02+0.22 | 1.13+0.09 | 1.2120.15 | 1.19£0.02 | 1.22+0.07
%}
= V, % 17.58 21.49 7.61 12.03 1.87 531
X+S, 2020-2021 | 1.12+0.19 | 1.00+0.20 | 1.11+0.08 | 1.23+0.15 | 1.19+0.04 | 1.25+0.15
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§ V;‘;"' 0.79-0.7410.78-0.56 | 0.77-0.59|0.94-0.79 | 0.92-0.67 | 0.91 - 0.85
=
g 2020 g [0.770.025 | 0.6820.098 | 0.710.08 | 0.8520.06 | 0.840.12 | 0.88+£0.03
5 o V. % 3.20 14.34 11.13 7.58 14.28 351
§§° VI‘::;X' 0.88-0.81]088-068]090-076]094-076[094-075(1.91-0.74
[P
5 |2 [xes_ [08420.029 [ 0.78:0.088 | 0.83£0.06 | 0.880.08 | 0.8720.08 | 1.0920.55
£ vV, % 351 1127 6.96 9.36 9.62 50.15
O [X#S. 2020-2021 [ 0.81+0.05 | 0.73+0.10 | 0.77+0.09 | 0.87+0.07 | 0.86:0.10 | 0.99:0.38

Vg‘;‘l"' 326-273(332-2.61(2.88-259(3.03-2.50(3.20-2.67|3.11-2.39
2020 XS [2.9620.23 | 3.02£0.35 | 2.7720.13 | 2.780.22 | 2.98£0.23 | 2.824031
. V. % 7.61 11.57 4.50 774 779 11.09
Q V. max -
] . _ _ _ _ _
3 opy L_min 3.08-220 (340237 |2.94-270 | 5 |, oo |3.18-2.78 |3.03-2.79
X£S. | 2.66+0.40 | 2.92+0.42 | 2.79+0.11 | 2.94+0.27 | 3.02£0.20 | 2.92+0.10
vV, % 15.02 14.51 4.06 9.25 6.48 331
X+S, 2020-2021 | 2.81+0.34 | 2.97+0.36 | 2.78+0.11 | 2.86+0.24 | 3.00+0.20 | 2.87+0.22
V. max -
g L_min 440-3.68 | 4.77-3.36 [ 454-3.55 | (50, o] 5:06-4.23 | 535-4.49
X£S. | 4.03£0.35 | 3.90£0.62 | 4.11+0.42 | 4.65+0.48 | 4.72+0.35 | 4.89+0.40
= V. % 8.56 15.79 10.27 10.35 735 812
5 Vrﬁi"' 475 -4.00 | 4.47-347|4.67-4.10|5.09-4225.06-4.46|5.02 - 4.62
2021 S 4382033 | 3.9450.50 | 4.2940.27 | 4.7620.38 | 4.7720.25 | 4.7620.19
V. % 757 12.63 6.23 7.94 504 3.92
X£S, 2020-2021 | 4.20+0.37 | 3.92+0.52 | 4.20+0.34 | 4.71:0.41 | 4.74+0.28 | 4.83+0.30

Vmax — valoarea maxima; Vmin — valoarea minima; X+S_— valoarea mediei aritmetice §i devie-
rea standarda; V, % — coeficientul de variatie; Ca/Cb- raportul pigmentilor clorofilieni; Ca+Cb- suma
pigmentilor clorofilieni.

Analiza insusirilor de productivitate a relevat cd limitele de variatie ale recoltei medii au fost cuprinse
intre 0.84 si 4.62 t/ha, iar ale continutului de ulei — 41.80 si 46.30 % (Tab. 6). Cele mai mici valori dupa
recolta medie au prezentat hibridul german 11 (cu 2.23 t/ha) si local 7 (2.65 t/ha), iar cele mai mici valori
de ulei au fost puse 1n evidenta la hibridul francez 30 (44.15%). Deci, hibrizii francezi 64, 60, 34 si 30 s-au
remarcat ca hibrizi perspectivi cu recolta medie de 3.08, 3.54, 3.68 si 3.92 t/ha, respectiv. Prin valorile Tnalte
a continutului de ulei au fost evidentiate hibrizii 11, 64, 7, 60 si 34 (45.05, 44.78, 44.68, 44.65 si 44.60%,
respectiv).

De mentionat ca hibrizii francezi, privind caracterul de recolta medie, sunt mai stabili in conditiile Repu-
blicii Moldova, avand coeficientul de variatie de la 8.52 pana la 24.99%, in comparatie cu hibridul german
si local (V=47.12 si V=40.14%, respectiv). Dupa continutul de ulei toti hibrizii reflectd o variabilitate simi-
lara si destul de mica cuprinzand valori de la 1.93 péana la 2.55%.

Totodata, evaluarea productivitatii hibrizilor testati In comparatie cu martorul a pus in evidenta 3 hibrizi
francezi (34, 60, 30) ce prezinta valori maximale ale recoltei medii, depasind martorul cu 3-9.70%. Hibrizii
obtinuti din sursele locale (7) si europene (34, 11) depdsesc martorul dupa continutul de ulei cu cca 0.20-
1.00% (Tab. 6).
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Determinarea polimorfismului genetic prin metoda RAPD cu 11 primeri, pentru a spori reproductibilita-
tea separarii produsilor de amplificare, s-a efectuat in cel putin 2 repetitii ale reactiilor PCR si s-au comparat
rezultatele obtinute pentru fiecare hibrid in parte, fiind marcate si luate in studiu doar benzile clare de ADN
amplificate (Fig. 1).

Fig. 1. Electroforegrama produsilor de amplificare a hibrizilor de floarea-soarelui cu 11 primeri in
gel de agaroza 2%. M — marker GeneRuler 1kb DNA Ladder SM0311(Thermo Fisher Scientific, USA),
1 —hybrid 7, 2 —hybrid 11, 3 — hybrid 30, 4 —hybrid 34, 5 — hybrid 60, 6 — hybrid 64.

BA R AR En R = N 5

L.

Proba 64 cu 11 primeri RAPD Primer OPB12

g

Primer OPC7

Primer OPH15 Primer OPI16

Primer OPG10

Primer OPG6

Genotiparea moleculara cu ajutorul primerilor arbitrari a permis identificarea unor fragmente de ADN
comune, polimorfe si specifice, in total generand 100 loci amplificate de marimi diferite (Fig. 1, Tab. 7). Frag-
mentele rezultate prin amplificare au avut lungimea cuprinsa intre 237 si 2540 pb. In urma testarii s-au depistat
de la 2 (primer OPI16) pana la 15 (primer OPCO05) loci amplificate, variind in functie de hibrid si primer.

Prezenta a 43 fragmente comune de ADN pentru 10 primeri, exceptie constituind doar primerul OPI16,
identifica regiunile conservatoare a genomului, care demonstreaza similaritatea de origine a hibrizilor cer-
cetati (Fig. 1, Tab. 7). E necesar de remarcat faptul ca prezenta 53.70% de cazuri a fragmentelor de ADN
polimorfe (valoarea medie p/u 11 primeri) in profilul hibrizilor studiate a demonstrat un polimorfism relativ
inalt, care se datoreaza prezentei in genomul speciei H. annuus spectrelor inalt repetetive (Fig. 1, Tab. 7).
Gradul maximal de 100% polimorfism a fost determinat n cazul utilizarii primerului OPI16.

Analiza profilelor RAPD la un sir de hibrizi de floarea-soarelui a pus in evidentd fragmentele specifice
detectate cu primerii OPB12 (1588pb, pentru hibridul francez 64), OPCO07 (1470pb, pentru hibridul francez
30), OPCOS5 (756pb, pentru hibridul german 11), OPA11 (1121pb, p/u 11) si OPG6 (434pb, pentru 11).

Tabelul 7. Caracteristicile markerilor RAPD analizate la diferiti hibrizi de Helianthus annuus L.

» 1 - Numarul ampliconilor
T E=
5 E N & -5} “2 %]
E |Sg8E|=|E| S|&|Np% | PIC hj R MI | EMR
o > ] = : s /0 ) p
S — ot QO N E a
~ |2 8| E| L] &
EEZ= S|lg|®
OPB12 | 459-1600| 12 4 7 1 58.33 0.25 0.47 16.33 1.04 4.08
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OPCO05 [3072540[ 15 [ 9 [ 5 [ 1 [ 3333 [ 013 [ 073 [ 26 [ 022 [ 167
OPC07 [533-1470[ 8 [ 2 | 5 | 1 | 6250 [ 029 | 044 [ 1133 [ 091 [ 3.13
OPF08 [247-1859| 7 | 4 [ 3 [ 0 [ 4286 | 020 [ 0.54 11 026 | 129
oPDO7 [603-1756| 3 [ 2 [ 1 [0 | 3333 [ 017 | 042 5 0.06 | 033
OPAIl [3052147[ 12 | 3 | 8 [ 1 | 66,67 | 030 | 045 | 1633 [ 160 | 533
OPG6 [237-1512] 14 [ 5 [ 8 [ 1 [ 5714 | 027 [ 052 [ 2033 | 122 | 457
OPG10[292-1875[ 14 [ 5 [ 9 [0 | 6429 [ 027 | 055 [ 21 154 | 579
OPE17 [531902 [ 4 [ 2 [ 2 [ o] 500 [ 018 | 045 | 633 [ 0.8 1

OPI16 [695903 [ 2 [ o [ 2 [ o] 100 | 028 [ 019 | 333 [ 036 2

OPHI5 [365-2315] 9 [ 7 [ 2 [0 | 2222 [ 010 | 071 [ 1567 | 005 [ 044
Total 10043525 : : : ! : :

Mes‘]gai 237-2540 | 9.09 | 3.91 [ 4.73 | 0.45 | 53.70 | 022:002 | 050:0.04 | 1383217 | 069+0.18 | 269:060

NP- nivel de polimorfism; PIC — continutul informatiei polimorfe; £SD — devierea standarda; Rp — pu-
terea de rezolvare a primerului; h/.— coeficientul Simpson.

Analiza diversitatii genetice pentru cei 6 hibrizi de floarea-soarelui a constatat valori inalte de alele obser-
vate (Na=1.57), alele effective (Ne=1.39), indicele de diversitate genica Nei (H=0.23), indicele informational
Shannon (I=0.33), diversitatea genica totald (Ht=0.23), procentul de loci polimorfi (PPL=57%), relevand o
variabilitate inalta a secventelor RAPD la hibrizii studiati (Tab. 8).

Tabelul 8. Valorile parametrilor diversititii genetice obtinuti in baza markerilor RAPD la hibrizii
de floarea-soarelui.

Hibrid Na Ne H | Ht PPL, %
Grl (7+11) 1.40+0.49 | 1.40+0.49 | 0.20+0.25 | 0.284+0.34 | 0.20 £0.06 40.00
Gr2 (30+34) 1.22+0.42 | 1.2240.42 | 0.11+0.21 | 0.15+0.29 | 0.11£0.04 22.00
Gr3 (60+64) 1.36+0.48 | 1.36+0.48 | 0.18¢0.24 | 0.25+0.33 | 0.184+0.06 36.00
6 hibrizi in total | 1.57+0.50 | 1.39+0.38 | 0.23+0.21 | 0.33+0.30 | 0.23+0.04 57.00

Na — numarul de alele observate;, Ne — numarul efectiv de alele; H — indicele de diversitate genica Nei
I —indicele informational Shannon; Ht — diversitatea genica totala; PPL — procentul de loci polimorfi;
+ devierea standarda.

In cazul analizei comparative a hibrizilor de interes comasate in 3 grupe dupa maturitate a pus in evidenta
ca cel mai mic numar de alele observate (Na=1.22), allele effective (Ne=1.22), indicele de diversitate geni-
ca Nei (H=0.11), indicele informational Shannon (I=0.15), diversitatea genica totala (Ht=0.11), procentul
de loci polimorfi (PPL=22.00%) s-a identificat la grupa 2 formata din hibrizii francezi 30 si 34, care sunt
semitimpurii si rezistenti la lupoaie.

In cazul grupei 1 compusi din hibridul 7 local si 11 german (timpurii, sensibili la lupoaie) s-au depistat valori
de alele observate (Na=1.40), allele effective (Ne=1.40), indicele de diversitate genica Nei (H=0.20), indicele
informational Shannon (I=0.28), diversitatea genica totald (Ht=0.20), procentul de loci polimorfi (PPL=40%)
mai mirite in comparatie cu grupa 2 si 3. In plus, trebue remarcat faptul ci grupa 3, constituita din hibrizii fran-
cezi 60 si 64 (semitardivi, rezistenti la lupoaie), s-a caracterizat prin valori medii de diversitate genica.

Aditional, s-a determinat distanta genetica si s-a relevat cd cele mai mici valori a distantei genetice sunt
0.1393 51 0.1744, care se observa intre hibrizii francezi 30/64 si hibridul german cu francez 11/30, respectiv
(Fig. 2). Aceasta apropiere este confirmata si prin dendograma pentru markerii RAPD din figura 3, in ca-
drul caruia se evidentiaza clusterul 2 format din hibrizii sus numiti. Cea mai mare distanta genetica se afla

122



’

Seria ,,Stiinte reale si ale naturii’
Stiinte biologice ISSN 1814-3237

intre hibrizii 7 local si 11 german (0.5108). Diferente semnificative au fost constatate si Intre hibrizii 11/60
(0.4943), 60/64 (0.4463), 60/30 (0.4308) si 7/30 (0.3857), iar cele medii au fost observate intre hibrizii 7/64
(0.3425), 11/34 (0.3011), 34/60 (0.2877), 7/34 (0.2744), 7/60 (0.2614), 34/64 (0.2614), 11/64 (0.2614),
30/34 (0.2485) (Fig. 2).

Fig. 2. Perechi comparative intre hibrizi de floarea-soarelui pe baza valorilor matricei de distanta
genetica (metoda Nei’s unbiased measures) obtinuti cu primerii RAPD.

— DG
T/
B
&0,/64 o ms108 /30
34764 Tia
3460 760
O.ZBFT | 02614
30,64 O3425 7/64
O 4308
3060 11/30
3034 11734

04943

11/64 1160

Ulterior, pentru a evalua mai complet diversitatea genetica si depistarea asocierilor caracterelor de in-
teres cu markerii moleculari pentru materialul hibrid luat in studiu s-au construit dendrograme in baza
markerilor morfologici, moleculari si totodatd a markerilor morfologici/moleculari in complex (Fig. 3).
Rezultatele obtinute releva un grad inalt de asociere a hibrizilor dupd caracterele cantitative, ceea ce nu se
reflectd 1n cazul dendrogramelor realizate in baza fragmentelor RAPD si, totodata, caracterelor cantitative/
RAPD. In cadrul prezentului studiu de clusterizare un anumit grad de inrudire a hibrizilor in functie de
provinienta geografica nu a fost semnalat.

Fig. 3. Dendrogramele generate prin intermediul markerilor morfologici si moleculari pe baza
matricei de distanta genetica Euclidian dintre hibrizii de H. annuus folosind metoda Ward: 7, 11, 30,
34, 60, 64 — hibrizi; 1, IL, I1L, IV, V — grupe de clusterizare.

Caractere cantitative
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Totalizand rezultatele analizei caracterelor cantitative la 6 hibrizi de floarea soarelui cu origine diferita in pe-
rioada de 2 ani, putem mentiona, ca in conditiile agroclimaterice ale Republicii Moldova doi hibrizi cu origine
franceza (60 si 34) dupa majoritatea caracterilor si alti 3 hibrizi (64, 30 francezi si 11 german) dupa unele caracte-
re s-au dovedit a fi cei mai promitatori in contextul asigurarii managementului durabil al ecosistemelor agricole.

Variatia polimorfismului genetic in limitele de la 22.22 pana la 100% pentru diferiti primeri si hibrizi da
dovada ca hibrizii cercetati sunt destul de eterogeni. Fragmentele specifice detectate cu primerii RAPD la

123



STUDIA UNIVERSITATIS MOLDAVIAE
Revista stiintifica a Universtitatii de Stat din Moldova, 2023, nr. 1(171)

hibrizii speciei H. annuus prezintd un interes deosebit in calitate de markeri specifici a hibridului/speciei, ce
indicd prezenta de variabilitate mai larga la populatiile hibride si pot fi folosite ca un instrument molecular
in genotipare sau pasaportizarea hibrizilor.

In urma analizei statistice legate de eficienta si informativitatea markerilor RAPD, utilizati in evaluarea
diversitatii genetice a hibrizilor de interes prin prizma coeficientilor de diferentiere (PIC, hj , Rp, MI si
EMR), s-au evidentiat 4 primeri cei mai efectivi: OPG10, OPG6, OPA11, OPB12.

Generalizand datele obtinute prin analiza parametrilor diversitatii genetice, putem constata ca hibrizii 7
local si 11 german sunt cei mai heterogeni si nestabili fatd de factori biotici din tot setul de studiu.

Prin urmare, in toate cazurile analizate pentru distanta genetica s-a relevat ca hibrizii studiati reprezinta
un material genetic relativ heterogen. Rezultatele obtinute releva un anumit grad de inrudire si Indepartare
genetica a hibrizilor fara legatura cu provinienta geografica.

Clusterizarea, efectuatd in baza caracterilor cantitative si profilelor moleculare RAPD, a format in toate
3 cazuri grupe diferite dupa numar si de lincaj, ce confirma rezultatele similare obtinute prin alte cercetari
legate de aplicarea slab efectiva a markerilor RAPD in ameliorarea asistatd de markeri moleculari.
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