C.Z.U.:633.15:631.527.52
PARTICULARITATILE MANIFESTARII HETEROZISULUI LA DIFERITE
NIVELURI DE ORGANIZATIE BIOLOGICA A GENOMULUI HIBRIZILOR
SIMPPLI DE PORUMB

A.PALIP', GALINA COMAROV', D. DOROKHOV?, A. ROTARF.,
AMIHALACHI', ANEDOLUZHKO’, A.TIHONOV”, E. ROTARF

"Universitatea Agrara de Stat din Moldova,
’Centrul de Bioinginerie al AS Rusia, Moscova;
S Institutul de Fitotehnie ,, Porumbeni”’

Abstract. In the article are presented experimental evidences about the rationality of
using parameters of manifestation heterosis effect manifestation at different levels of
biological organization and the level of dominance for evidence — at the DNA molecules
level — of the essential correlations between the particular primers of properly PCR-
technologies and reproductive, somatic and adaptive parameters of heterosis.
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INTRODUCERE

Cercetarile clasice a fenomenului heterozis la plante au fost initiate in
mijlocul secolului al XX-lea si in conformitate cu clasificarea lui A. Gustafson
(Palii, 1998) sunt deosebite trei forme ale manifestérii acestuia'

b) heterozisul somatlc, care mareste dimensiunile liniare ale plantelor hibride 51
(sau) masa lor;

c) heterozisul adaptiv, care mareste adaptabilitatea hibrizilor la actiunea factorilor
nefavorabili ai mediului ambiant.

De la inceputul anilor 70 ai secolului XX s-a profilat o abordare molecular-
genetica 1n studierea fenomenului heterozis (Konarev, 1974; Ali-Zade, Aliev, 1980;
Cesnokov, 2007). Gratie introducerii In practica experimentald a studiilor genetice
a tehnologiilor ADN-marker in prezent a aparut un volum mare de date
experimentale privind identificarea moleculard a genomului principalelor culturi
agricole si, 1n special, a porumbului, fiind un procedeu valoros, atat in plan teoretic,
cat si practic, utilizat pe larg in ameliorarea la heterozis (Comarov s.a., 1996;
Barbacar s.a., 2005; Cesnokov, 2007).

In aceasti ordine de idei, in ultimul timp, atentia cercetitorilor cu privire la
problema heterozis este atrasa de tehnologiile ADN-marker. Din punct de vedere
teoretic, anume aceste tehnologii oferd posibilitatea de a lucra cu purtatorul
nemijlocit al informatiei ereditare. Astfel, devine destul de actuald problema
studierii specificului efectului heterozis la nivel molecular, urmatd de compararea
datelor noi cu clasificarea traditionald a Iui Gustafson dupd trei nivele de
interpretare biologicd a heterozisului. Aceastd abordare este una din cele mai
potrivite pentru verificarea experimentald 1in perspectivd a ipotezei de lucru
privind posibilitatea identificarii modalitdtilor noi in metodologia pronosticarii
efectului heterozis la plante.
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Pentru verificarea ipotezei de lucru mentionate, la baza obtinerii informatiei
sistematice experimentale despre complexul de parametri biologici cu diferit nivel
de organizare biologicd a genomului Zea mays L. pot fi folosite mai multe
interpretdri matematice a acestora, printre care un interes deosebit prezinta:

1) analiza cluster — pentru evidentierea conexiunilor dintre distantele genetice
intre liniile parentale studiate si hibrizii lor;

2) analiza de corelatie — permite analiza corelationala dintre efectul heterozis,
manifestat la diferite niveluri de organizare biologica: reproductiv, somatic, adaptiv
si molecular, cu interpretarea matematica ulterioara a interconexiunii lor.

MATERIAL SI METODA

In calitate de obiect de studiu a fost luat porumbul (Zea mays L.), care
reprezinta modelul cel mai frecvent utilizat pentru studiul teoretic al fenomenului
heterozis si1 pentru elabordrile practice iIn domeniul selectiei heterozisului. Pentru
cercetare au fost selectati 4 hibrizi simpli omologati in Republica Moldova
(Moldavschi 291 MRF, Porumbeni 457 AMRF, Chiginiovschi 307 PL,
Chisiniovschi 401 L), 4 combinatii hibride simple (Drujba C, Liana M, Lada C,
Muza M) si 14 linii de porumb, care reprezintd formele parentale ale hibrizilor
studiati din selectia autohtond. In lucrare au fost folosite metodele conventionale
ale experimentelor de camp (Dospehov, 1985), metodele de studiu ale regimului
hidric a frunzei (Stefirta s.a., 2005), tehnologiile RAPD si ISSR bazate pe PCR
(Polymerase Chain Reaction, Reactia de Polimerizare in Lant) (Colombo et al.,
2000; Carvalho et al., 2002). Efectul heterozisului ipotetic (Hip), real (Hr), precum
si gradul de dominare (H) au fost determinate prin metoda de calcul (Conarev s.a.,
2007). Prelucrarea matematica a datelor experimentale s-a efectuat prin metodele
statistice (Dospehov, 1985) si programul MS Office Excel.

REZULTATE SI DISCUTII

La prima etapd a experimentului au fost obtinute datele, care caracterizeaza
parametrii-cheie ai heterozisului la nivelul reproductiv - recolta de boabe, somatic
- Inaltimea plantelor, adaptiv - indicatorii regimului hidric: capacitatea de retentie a
apei (CRA) si coeficientul de stabilitate a grosimii frunzei (CSGF), precum si ai
nivelului molecular — dupa diferite tipuri ale formelor moleculare ale ADN-ului in
functie de primerii tehnologiilor folosite (RAPD si ISSR). Cel mai mare diapazon
al variabilitatii in esantionul studiat de hibrizi si formele lor parentale a fost
constatat pentru recolta de boabe (de la 2,7 pana la 57,5 g/ha) si indltimea plantelor
(de la 110 pana la 260 cm). Diapazonul variabilitatii parametrilor regimului hidric
al frunzei este mai limitat: pentru CRA amplitudinile intre 24 - 35,7%, iar pentru
CSGF - de la 0,65 pana la 0,83. La nivel molecular s-a stabilit, ca tehnologia
analizei ISSR permite a releva un polimorfism mai bogat al moleculelor de ADN,
decat tehnologia RAPD.

Pe baza datelor obtinute prin metoda de calcul pentru fiecare nivel de
organizare biologica cercetat au fost determinate valorile heterozisului ipotetic
(Hip) sireal (Hr), precum si gradul de dominare (H) (tab. 1, 2, 3).
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Tabelul 1. Gradul de manifestare a heterozisului reproductiv, somatic si adaptiv la
hibrizii simpli de porumb.

Denumirea
hibridului Moldavp 1 b | Chigini- | Chigini- | .|
-schi . . . | Drujba | Liana | Lada | Muza
L -eni 457| ovschi | ovschi

Indicii de 291 | AMRf[307PL] 401 | © | M| €| M
manifestare a he- MRf
terozisului dupa:

Hip | 254 384 54 93 370 | 140 | 216 | 582
a‘jﬁz;ta boabelor, [ T30 [ 263 | 40 91 254 | 130 | 171 | 371

H 19 11 5 124 11 33 13 13
nltimea plantelor Hip 29 62 14 30 58 10 | 23 33
(cmi ’|Hr 25 52 13 26 46 7 14 25

H 9 10 11 11 7 3 3 5
Capacitatea de Hip 0,4 11 2 7 -5 -5 -15 3
retentie a apei Hr 0,3 5 -2 5 -13 -6 | 22| 0,2
(CRA) H 5 2 0,5 4 -0,5 -9 -2 1
Coeficientul de sta-|Hip -4 18 -1 7 -04 | -10 | 4 -9
bilitate a grosimii |Hr -7 17 -3 -0,7 -3 -12 | 6 | -12
frunzei (CSGF) H -2 26 -0,7 0,9 -0,2 -7 -2 -3

Tabelul 2. Gradul de manifestare a heterozisului la hibrizii de porumb simpli dupa
numarul formelor moleculare ale ADN-ului (tehnologia RAPD).

Parametrii Denumirea hibridului
. de eva- Porum-| . . . . ..
Denumirea) ;. ., [Moldav- beni Chisini-| Chigi- Drujba | Liana | Lada |Muza
primerului heterozi- schi 291 457 ovschi |niovschi C M C M
sului MRf AMRE 307 PL | 401 L
Hip 7 7 0 7 -7 6 0 0
D2 Hr 0 0 0 0 -13 0 0 0
H 1 1 0 1 -1 1 0 0
Hip 43 -33 100 0 167 33 27 9
D8 Hr 25 -33 33 0 60 -20 -13 0
H 3 -* 2 0 2,5 0,5 0,6 1
Hip 25 5 - -5 7 5 25 -9
D 86 Hr 25 0 -9 -9 0 0 25 -9
H -k 1 -1 -1 1 1 -* -*
Hip 18 11 7 11 -6 0 -26 0
D 135 Hr 11 -9 0 11 -20 0 -30 0
H +3 +0,5 +1 ¥ -0,3 0 -5 0

La toti hibrizii de porumb simpli studiati s1 combinatiile hibride parentale s-a
observat un diapazon larg si specific de manifestare a efectului heterozis la diferite
niveluri de organizare a genomului vegetal. S-a constatat un heterozis reproductiv
pronuntat (la productia de boabe) pentru tot esantionul studiat de hibrizi simpli
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dupd toti cei trei indicatori ai heterozisului - Hip, Hr si gradul de dominare (H)
(tab.1, coloanele 2-4). A fost relevatd o tendintd similard in manifestarea
heterozisului vegetativ (dupa inaltimea plantelor) la majoritatea hibrizilor studiati
dupa doi indici ai heterozisului Hip si Hr (tab. 1, coloanele 5-7). S-a constat
absenta efectului heterozis adaptiv pozitiv dupa parametrii fiziologici ai regimului
hidric la majoritatea hibrizilor studiati (tab.1, coloanele 8-13).

Datele prezentate in tabelul 2 si 3 indica faptul, ca pentru nivelul molecular este
caracteristic specificul genotipic de manifestare a efectului heterozis, insa mai clar
aceasta particularitate poate fi urmarita in cazul heterozisului ipotetic. Totodata, pentru
tehnologia ISSR diapazonul de variatie a valorilor, care caracterizeaza efectul de
manifestare a heterozisului Hip s1 Hr, este mai informativ, in comparatie cu informatia
similard obtinuta cu ajutorul tehnologiei RAPD.

Tabelul 3. Gradul de manifestare a heterozisului la hibrizii de porumb simpli dupa
numarul formelor moleculare ale ADN-ului (tehnologia 1SSR).

. .. Denumirea hibridului
Denumi- |Parametrii de — —
Moldav- | Porum- | Chisi- | Chisi- . .
rea evaluare a . . ) o .|Drujba|Liana| Lada |Muza
primerului heterozisului schi 291 |beni 457 |niovschi | niovschi C M C M
MRf AMRS | 307 PL | 401 L
Hip 21 10 30 33 13 17 11 10
D 97 Hr +21 -8 +15 +17 +8 0 7
H -* 0,5 2,3 1,7 3 1 3
Hip 26 27 12 6 17 3 17 10
D 123 Hr 9 17 0 11 +13 |6 0 0
H 1,7 3 1 1 5 0,3 |1 1
Hip 33 14 13 18 8 12 114 |4
UBC 857 [Hr +23 +9 0 +18 -7 +8  |+67 |-7
H 4 3 1 -k 0,5 3 4 0,3
Note la tabelul 2-3: -* = o - lipsa dominarii
Tabelul 4. Corelatiile (puternice si medii) intre manifestarea heterozisului si
dominare la nivelurile reproductiv, somatic §i adaptiv ale organizarii biologice.
Heterozis rezultativ Heterozis factorial
dupd la nivel la nivel somatic la nivel adaptiv
indicii dupa CRA dupa CSGF
Hip reproductiv +0,602 <0,3 <0,3
somatic — + 0,373 + 0,659
Hr reproductiv + 0,535 <0,3 <0,3
somatic — <0,3 +0,727*
0 reproductiv + 0,312 <0,3 <0,3
somatic — +0,738%* + 0,467

Nota pentru tab. 4 5i 5: * t reop 0,5 =2,45

Reiesind din datele prezentate in tabelul 4, variatia gradului de dominare dupa

indicele ,,indltimea plantei” pentru r = + 0,738 se explicd la 54% prin variabilitatea
gradului de dominare dupa parametrul ,,capacitatea de retentie a apei in frunze”, iar
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variabilitatea efectului heterozisului real (Hr ) dupad ,,indltimea plantelor” pentru r =
+0,727 la 53% este conditionatd de variabilitatea Hr dupa parametrul ,,coeficientul
stabilitatii grosimii frunzei”.

Rezultatele analizei efectuate au confirmat punctul de vedere, unanim
acceptat, despre disonanta rezultatelor cu privire la manifestarea efectului heterozis
la nivel reproductiv, somatic si adaptiv.

La etapa a doua a studiului efectuat au fost analizate corelatiile dintre valorile,
care caracterizeazad gradul de manifestare a heterozisului ipotetic, heterozisului real
si gradului de dominare dupa parametrii studiati la diferite niveluri de organizare
biologicd a genomului Zea mays L. Analiza corelativad a valorilor obtinute la nivelul
heterozisului reproductiv, somatic si adaptiv a organizarii biologice (tab. 4) ne-a
permis sd constatam urmatoarele concluzii:

a) intre nivelul adaptiv si reproductiv de manifestare a efectului heterozis, precum
s1 dupd gradul de dominare — corelatia lipseste (r <0,3);

b) intre nivelul somatic si reproductiv de manifestare a efectului heterozis,
precum si gradul de dominare - corelarea valorii medii (0,3< 1< 0,7);

c) Intre nivelul somatic si adaptiv este evidentiatd o corelatie puternicd si
semnificativa - r>0,7 (la nivelul valorii semnificative de 5%).

In studiile noastre aceasta abordare a fost extinsa prin compararea informatiei
despre efectul de manifestare a heterozisului (Hip si Hr), precum si a gradului de
dominare (H) la nivelul moleculelor ADN-ului cu indicii similari (Hip, Hr, H) dupa
nivelurile de organizare biologicd (reproductiv, somatic si adaptiv) anterior
analizate. In tabelul 5 in calitate de semn factorial pentru corelatiile studiate s-au
folosit indicii efectului heterozis i gradului de dominare la nivelul moleculelor de
ADN — dupd primerii corespunzdtori pentru fiecare dintre cele doud tehnologii
utilizate PCR. O asemenea abordare a interpretarii datelor obtinute aratd, cd anume
dupd efectul de manifestare a heterozisului poate fi descoperit un numar de corelatii
esentiale importante intre un primer concret al tehnologiei corespunzatoare PCR si
o serie de indici ai altor niveluri de organizare biologicad a speciei Zea mays L. De
exemplu, este relevat cd variatia heterozisului Hip pentru recolta de boabe (nivelul
reproductiv) in cazul cand r = - 0,772 la 56% se explica prin variatia Hip dupa
primerul D97 (tehnologia ISSR). O corelatie mai stransd a fost descoperita (la 82%
in cazul cand r = +0,905) intre variatia Hr la nivel somatic (dupd inaltimea
plantelor) si variatia Hr dupa primerul D123 (tehnologia ISSR).

Aceste exemple unice ale corelatiilor esentiale dintre parametrii factoriali ai
nivelului molecular si caracterele rezultative ale nivelurilor reproductiv si somatic
indica despre posibilitatea reald de evidentiere si identificare ai primerilor specifici
conform tehnologiilor corespunzatoare PCR pentru pronosticarea efectului
heterozis privind recolta de boabe si masa vegetativa la porumb, prin urmare, si la
alte culturi agricole.

In toate celelalte cazuri ale corelatiilor esentiale relevate s-a constatat un
numdr mai mare de corelatii esentiale intre nivelurile molecular si adaptiv:
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Tabelul 5. Legaturile corelationale puternice si medii intre heterozisul factorial la nive-
lul ADN-ului §i tipurile rezultative ale heterozisului (reproductiv, somatic si adaptiv).

Heterozis Tehnologia RAPD ISSR

factorial la UBC
nivelul Primeri D2 | D8 | D86 | D135 | D97 | D123 357
ADN
= La nivel reproductiv. |[<0,3 |<0,3 |<0,3 |<0,3 |-0,77* |+0,33 |<0,3
2 | .2«|La nivel somatic <0,3 [<0,3 |<0,3 |<0,3 |-046 |+0.60 |<0,3
§ T |La nivel CRA |+0,48]-041 |-0,59 |+0.83*|<0,3 |<0,3 |-0,70%*
& adaptiv CSGF [+0,301-0,32 |<0,3 |+0,35 |<0,3 |+0,48 |<0,3
f) La nivel reproductiv <0,3 [<0,3 [<0,3 [<0,3 |-0.51 |<0,3 |<0,3
?cg T:j, La nivel somatic -0,51 1<0,3 [<0,3 [<0,3 |-0,32 |+0,91* |-0,33
2 = |La nivel CRA |+0,39|<0,3 |-0,51 |+0.83*|<0,3 |+0,36 |-0,53
E adaptiv CSGF |<0,3 |<0,3 [<0,3 |<0,3 |-0,32 |+0,77* |<0,3
g La nivel reproductiv =~ |+0,44|-0,59 |-0,51 |<0,3 |<0,3 |<0,3 |+0,43
; - La nivel somatic <0,3 |+0,32|-0,69 |+0,66 |<0,3 [<0,3 |<0,3
2 La nivel CRA |<0,3 |+0,36|-0,52 |+0,42 |<0,3 |<0,3 |<0,3
= adaptiv CSGF |<0,3 |<0,3 [<0,3 |<0,3 |-043 |+0,42 |<0,3

a) la 49% variatia Hip dupa CRA este conditionata de variabilitatea Hip a
primerului UBC 857 (tehnologia ISSR);

b) la 59% variatia Hr dupd CSGF (coeficientul de stabilitate a grosimii
frunzei) se determina prin variatia Hr a primerului D 123 (tehnologia ISSR);

c) la 69% variatia Hip dupa CRA si la 69% variatia Hr de asemenea dupa
CRA se explica prin variatia Hip si, respectiv, prin variatia Hr a primerului D135
(tehnologia RAPD).

Dupa gradul de dominare (H), analiza dintre nivelurile de organizare
biologicd a pus in evidentd corelatiile de valoare medie nesemnificativa. Cu toate
acestea, se observa cd variatia gradului de dominare dupa indicii factoriali ai nive-
lului molecular, si anume, dupd tehnologia RAPD, indiferent de primerul concret
utilizat, determina variatia gradului de dominare dupa coeficientii de determinare:
la nivel reproductiv de la 19% pana la 26%; la nivel somatic de la 10% pana la
43% si la nivel adaptiv (s1 anume dupa CRA) de la 13% pana la 27% (coeficientii
de corelatie corespunzatori sunt prezentati in tab. 5).

CONCLUZII

1. Pentru toti hibrizii de porumb simpli studiati s-a stabilit un diapazon larg
de manifestare a efectului heterozis:

e heterozisul reproductiv pronuntat dupa Hip, Hr, precum si dupa gradul de
dominare (H) a caracterelor studiate;

e tendinta similard a expresiei hefterozisului vegetativ Hip si Hreal;

e absenta la majoritatea hibrizilor studiati a efectului heterozis adaptiv pozitiv
dupd parametrii fiziologici ai regimului hidric;

e specificul genotipic de manifestare a heterozisului la nivel molecular in
functie de tehnologia PCR utilizata.
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2. Sunt obtinute dovezi experimentale despre rationalitatea utilizdrii indicilor
de manifestare la niveluri multilaterale ale efectului heterozis si a gradului de
dominare pentru evidentierea la nivelul moleculelor de ADN a corelatiilor de
valoare esentiald intre primerii concreti ai tehnologiilor de PCR corespunzatoare si
indicii heterozisului reproductiv, somatic si adaptiv.

3. Au fost stabilite corelatii esentiale dintre indicii factoriali ai nivelului
molecular (heterozisul Hip dupa primerul D97; heterozisul Hreal dupa primerul
D123 — tehnologia ISSR) si indicii rezultativi ai nivelului reproductiv (heterozisul
Hip dupa recolta de cereale) si nivelului somatic (heterozisul Hreal dupa inaltimea
plantei), care indica la posibilitatea reald a evidentierii cu standardizarea ulterioara
a primerilor specifici (dupa tehnologia PCR respectivd) pentru a pronostica efectul
heterozis dupa recolta de boabe si masa vegetativa la porumb si, prin urmare, si la
alte culturi agricole.
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