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Rezumat

Se prezintd rezultatele studiului calitatii boabelor unor forme tetraploide de porumb
ce contin gena recesiva endospermald opaque-2, obtinute pentru prima datd in
Republica Moldova. Cu sporirea nivelului de ploidie continutul de proteine in bob a
crescut, iar continutul de lipide a scazut. Se analizeaza, de asemenea si influenta
dozei genei opaque-2 asupra continutul de lizind in proteina.
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Introducere

Gratie perfectiondrii tehnologiilor si elaborarii metodelor contemporane de cartare
genomica a fost depistat faptul ca majoritatea culturilor agricole, inclusiv porumbul, sunt
poliploizi stravechi (paleopoliploizi), ceea ce a condus la reconsiderarea importantei pe
care il are fenomenul de poliploidie in evolutie si la intensificarea cercetarilor in aceasta
directie [9].
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Porumbul (Zea mays L.) s-a raspandit in cultura in forma diploida (2n=20). Primele
forme tetraploide (2n=40) au fost obtinute experimental in SUA, in anul 1932 de catre
L. F. Randolph [12]. La etapa initiala a cercetarilor, s-a constatat ca pentru porumbul
tetraploid sunt caracteristice unele particularitati morfologice, fiziologice si biochimice
valoroase [5, 13, 22]. O buna parte din aceste avantaje se utilizeaza cu succes, atit in
investigatiile teoretice, cat si in practica ameliorarii porumbului. Cercetarile efectuate
in ultimul timp au contribuit semnificativ la obtinerea si utilizarea in practicd a unor
forme tetraploide de porumb ce depasesc formele diploide dupa o serie de caractere
valoroase [24].

In lucrarea prezentati se analizeaza rezultatele cercetarilor ce tin de particularitatile
biochimice ale unor forme tetraploide de porumb cu continut majorat de lizina in bob
opaque-2 (0,), in vederea utilizarii lor in programele de genetica si ameliorare a calitatii
bobului.

Materiale si metode

In calitate de material initial a fost luat hibridul simplu de porumb cu continutul
majorat de proteind si lizind Chiginiovschi 307PL, cu endospermul o,, omologat in
Republica Moldova si populatia tetraploida sintetici B (creatd de D. E Alexander,
SUA), amabil oferita de catre doctorul in stiinte agricole E. B. Hatefov (Institutul de
Cercetari Stiintifice in domeniul Agriculturii din Republica Kabardino-Balkaria al
Academiei de Stiinte Agricole din Federatia Rusa).

Cercetarile experimentale au fost efectuate in cadrul catedrei de Ameliorare, genetica
si biotehnologie a culturilor agricole a Universitatii Agrare de Stat din Moldova si in
laboratorul de biochimie si fiziologie al Institutului de Fitotehnie “Porumbeni”.

Aplicarea colchicinei in concentratie de 0,15% prin injectarea plantelor in zona
meristemei apicale a acestui hibrid, in faza de 3-4 frunze si selectarea, dupa unele
particularititi morfologice ale organelor vegetative §i generative, insotitd de controlul
citologic al numarului de cromozomi au permis evidentierea si obtinerea unor forme de
porumb tetraploid o, [11]. Formele selectate au fost reproduse prin autopolenizare.

Analizele biochimice ale mostrelor obtinute au fost efectuate cu ajutorul unui
dispozitiv cu unde infrarosii (modelul IR 4500, SUA), care functioneazd in zona
apropiatd a spectrului, de asemenea §i cu metode biochimice clasice [15, 18].

Rezultate si discutii

Inanul 2008, la catedra de Ameliorare, genetica si biotehnologie a culturilor agricole
(in prezent catedra de Biologie vegetald) din cadrul Universitatii Agrare de Stat din
Moldova a fost initiat un program de cercetare avand drept scop crearea unor forme
tetraploide de porumb iAn vederea studiului manifestarii genei recesive endospermale o,
in genomul tetraploid. In figura 1 prezentam una din formele tetraploide de porumb o,
derivate din hibridul diploid Chisiniovschi 307PL.

In studiul particularitatilor morfologice, biologice si biochimice ale formelor
tetraploide o, in calitate de martori au servit: hibridul diploid Chisiniovschi 307PL
cu endospermul o,, hibridul diploid Porumbeni 331 MRf (cu endospermul sticlos) si
sinteticul B tetraploid (cu endospermul sticlos).
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Figura 1. Stiuleti de porumb diploid (2n=20)
(Chisiniovshi 307 PL) si tetraploid (2n=40) (P38-5).
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Analizele biochimice efectuate asupra materialului luat in studiu au scos in
evidentd unele deosebiri esentiale dintre formele diploide si tetraploide (tab.1). Astfel,
ridicarea nivelului de ploidie, indiferent de prezenta sau absenta genei o, in genotip,
contribuie la sporirea continutului de proteina in bob. Continutul de proteina in bob la
formele tetraploide o, a fost in medie cu 17% mai mare fatd de forma diploidd mutanta
Chisiniovschi 307 PL si cu 30% mai mare decat la hibridul diploid Porumbeni 331 MRf
cu endospermul obisnuit, iar fata de sinteticul B tetraploid, nu s-au constatat diferente.

Rezultatele obtinute confirmd datele din literatura de specialitate in care se
mentioneaza o crestere a continutului de proteine in bob prin poliploidizare [4, 5,
22, 24]. Sporul in continutul de proteine nu poate fi, insa, considerat ca o consecinta
doar a dublarii numarului de cromozomi. Cercetarile efectuate in aceasta directie au
constatat ca cantitatea proteinelor depinde in mare masura de genotipul formei initiale
si, la poliploidizare, nivelul proteinei nu intotdeauna sporeste [21]. Efectuand o analiza
comparativa a boabelor sinteticului B tetraploid si a unui hibrid comercial diploid, J. E.
Freeman si colaboratorii [6], au constatat ca cele doua tipuri de boabe nu se deosebesc
dupa continutul de proteine, grasimi, amidon, etc.

De altfel, diferenta constatata in cercetarile efectuate dupa continutul de proteina
intre sinteticul tetraploid B si hibridul diploid Porumbeni 331 MRS, care au acelasi tip
de endosperm (obisnuit) nu poate fi pusd doar pe seama nivelului de ploidie, deoarece
nu se compara genotipuri cu origine similara.

Se cunoaste faptul ca proteina din boabele de porumb, dupa calitatile biologice si
nutritive, este neechilibrata din punct de vedere al continutului de aminoacizi esentiali
[20]. Lizina — un aminoacid esential — de rand cu alti aminoacizi esentiali (triptofan,
metionind, etc.), in bobul de porumb se gaseste in cantitati insuficiente, in special in
endosperm.

Lucrarile de ameliorare a calitatii proteinelor din bobul de porumb au luat o extindere
mare in urma descoperirii efectului biochimic al genelor mutante opaque-2 (0,) si
Sloury-2 (1), care in stare homozigota controleaza structura fainoasa a endospermului
si modificd compozitia chimica a acestuia, determinand o acumulare sporita de lizind si
triptofan in proteina din bob [8, 10]. In cercetarile ulterioare efectul biochimic al acestor
mutatii endospermale a fost confirmat si utilizat in diverse programe de genetica si
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ameliorare a porumbului la calitate [1, 16, 19, 23]. De altfel si in experientele efectuate
de noi, s-a constatat ¢ hibridul simplu Chisiniovshi 307 PL, care include in genotipul
sdu gena 0,, dupd continutul de lizina depdseste de doud ori hibridul Porumbeni 331
MRf cu endosperm obisnuit. Concomitent, s-a observat ca formele tetraploide, care
incorporeaza in genotipul lor gena o,, dupa cantitatea de lizina nu se deosebesc de
hibridul diploid Chisiniovschi 307 PL.

Tabelul 1. Caracteristica biochimica a unor forme experimentale de porumb tetraploid,
recolta din anul 2011.

% din substanta uscatia a bobului
< -

Genotipul E )E )E E )g © g 'qé E

= | 2| § (8% E | B |z

o Iy < >

Porumbeni 331 MRf +/+ | 2n 10,93 0,30 2,74 70,91 4,82 -
Chisiniovschi 307 PL o, 2n 12,05 0,52 4,32 71,88 4,98 4,03
Sin. B +/+ 4n 13,04 0,38 2,91 69,58 3,72 3,77
P37-50, 4n 13,52 0,54 3,99 68,55 3,87 4,11
P37-9 o, 4n 13,17 0,55 4,19 69,96 3,98 4,14
P38-2 0, 4n 14,06 0,59 4,20 67,84 3,76 3,85
P38-3 o, 4n 12,98 0,51 3,93 70,14 3,96 4,09
P38-5 0, 4n 14,46 0,56 3,87 67,06 3,48 4,12
P39-3 0, 4n 14,08 0,52 3,69 67,78 3,88 4,21
P39-7 o, 4n 13,63 0,50 3,67 70,89 4,13 4,18
U3-2 o, 4n 15,08 0,52 3,45 67,50 3,99 3,99
U4-12 0, 4n 15,39 0,62 4,03 67,50 3,85 3,84
U7-110, 4n 14,34 0,56 391 69,88 3,94 3,76

Continutul de amidon, de asemenea, are tendinta de a fi mai redus fata de diploizi,
doar doua derivate (P38-3, P39-7), fiind la un nivel cu acestia. Reducerea continutului
de amidon are loc pe fondul cresterii continutului de proteine. Continutul de lipide
in boabele tetraploide a relevat faptul cé este mai scazut comparativ cu cel al formei
diploide mutante i, practic, la un nivel cu cel din boabele diploide normale.

Tendinta formelor tetraploide de a contine mai putine lipide in boabe ar putea
fi explicata prin schimbarea cotei embrionului in bob, desi unele cercetari infirma
schimbarile in acest sens [6]. Se cunoaste cd, incorporarea genei o, in genotipul diploid
sporeste continutul lipidelor pe contul maririi cotei embrionului [20], insa cu privire la
formele tetraploide ce contin gena o,, astfel de informatii in literaturd, pana in prezent
nu au fost relatate.

Datele obtinute in experientele noastre arata ca dupa continutul de celuloza, formele
diploide si tetraploide nu se deosebesc. Rezultate similare, au fost obtinute si de alti
cercetatori [5].

Cercetarile privind expresia mutatiei opaque-2 la porumbul diploid, au demonstrat
ca manifestarea fenotipica a genei, gratie naturii triploide a endospermului, are loc doar
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in prezenta a trei alele recesive in stare homozigotd a mutatiei (trei doze) si se manifesta
prin consistenta fainoasa a endospermului, iar in stare heterozigota a genei opaque-2
- boabele sunt sticloase. S-a constatat, de asemenea, ca efectul biochimic al mutatiei
opaque-2 este dependent de numarul de doze, astfel cd odatd cu marirea numarului de
doze a genei in endosperm, se intensifica actiunea genei si insusirile biochimice ale
boabelor cu expresie maxima in trei doze [2].

Péna in prezent, datele din literatura speciald cu privire la influenta dozei genei o,
asupra continutului de lizina in genomul porumbului tetraploid sunt foarte modeste, fiind
limitate la cercetarile efectuate de M. I. Hadjinov si V. S. Scerbak [22], care nu au pus
in evidenta diferente semnificative in continutul de lizina in bob dintre formele mutante
o, diploide si tetraploide. In legitura cu cele mentionate, unul din obiectivele cercetarii
noastre tine de studiul mai aprofundat al jnﬂuentei mutafiei o, asupra continutului de
lizind 1n formele de porumb tetraploid. In acest scop, in cercetarile noastre au fost
efectuate Incrucisari reciproce ale unor forme tetraploide o, cu sinteticul B tetraploid,
care are endospermul sticlos.

Boabele heterozigote obtinute din incrucisarile reciproce au avut endospermul
sticlos, chiar siin prezenta a 4 doze de gene recesive din 6 posibile. Prin urmare, influenta
alelelor salbatice isi pastreaza insusirile si la nivel tetraploid. Din datele prezentate se
observa ca continutul de lizina in substanta uscata si in proteind in formele diploide cu
endospermul sticlos (+++) este destul de redus, iar n prezenta a 3 doze a genei o, s-a
remarcat o crestere esentiala a acestor indici (fig.2).

Concomitent, mentionam cd nu a fost observatd o crestere proportionala a
continutului de lizind in cazul numarului maximal de doze (6 alele recesive ale mutatiei
opaque-2). Aceasta tendinta nu este specificd numai pentru porumb, dar si altor culturi,
spre exemplu orzul, la care dublarea numarului de cromozomi a unor forme mutante cu
continutul de lizina 1nalt, nu a rezultat sporuri in cantitatea de lizina [17].

In legatura cu datele obtinute de noi si cele relatate in literatura cu privire la influenta
maririi nivelului de ploidie, inclusiv a efectului de doza a genei, la interpretarca
rezultatelor cercetarilor necesita sa fie luate in consideratie si actiunea unei serii de alti
factori.

Celulele tetraploide sunt de doud ori mai mari ca cele diploide, diferenta fiind si
mai mare la nivelul endospermului. L. F. Randolph si D. B. Hand [13], au remarcat
ca volumul celulelor endospermale la tetraploizii de porumb este de circa 3,5 ori mai
mare ca volumul celulelor la diploizi. Sporul disproportionat in volumul celulelor se
datoreaza constitutiei lor hexaploide ce determind o activitate retarda a nucleului si
a diviziunii celulare. Deci, cu dublarea numarului de cromozomi, celulele devin mai
mari, dar mai putine la unitate de masa.

La extragerea probelor pentru analiza sunt studiate aceleasi cantitati de masa uscata,
insd numarul celulelor este mai mic in masa uscaté a tetraploizilor, dar mai grele, ceea
ce echilibreaza cantitatile. Pentru a confirma aceasta ipoteza, J. A. Birchler [3], J. A.
Birchler si K. J. Newton [4], au determinat nivelul ADN hidrolizabil total la unele
forme diploide si tetraploide de porumb si au constatat ca cantitatea de ADN la mg
substanta uscata a fost aproape similara la toate formele. Adica, daca in seria poliploida
fiecare gend se exprima proportional cu numarul de alele, rezultatele analizelor vor fi,
practic, aceleasi.
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Figura 2. Influenta dozei genei opaque-2 asupra continutului de proteina si lizina in

bobul de porumb diploid si tetraploid.

Cercetarile recente au demonstrat cd expresia genelor la poliploizi rareori este
aditiva, in majoritatea cazurilor existand o expresie non-aditiva (1+1<2;1+1>2) [7,14].
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Expresia non-aditiva a genelor a fost mentionata incad de L. F. Randolph si D. B. Hand
[13], in studiul efectului genei yellow-1 (y,) asupra confinutului de carotinoide la
porumbul tetraploid, in care s-a constatat un spor de 5 ori mai mare in continutul acestor
pigmenti la o celula tetraploidd, cantitatea conditionatd de o gena fiind de 2,5 ori mai
mare fatd de efectul genei in celulele diploide. Acest model explica si continutul de
proteina totald mai mare la tetraploizi, la care, unele gene responsabile de metabolismul
proteinelor au efect non-aditiv.

Reiesind din cele expuse, continutul de lizina in bobul de porumb aproape similar
la formele diploide si tetraploide opaque-2 din studiul de fata, poate fi explicat ca fiind
aditiv, cu un continut aproape dublu de lizina per celula la formele tetraploide.

Rezultatele obtinute in cercetarile noastre, vin sia confirme faptul cad mutatia
opaque-2 are efect de doza in genomul tetraploid.

Existenta efectului de doza la acest nivel, chiar in limite minime, ar putea avea
o importantd deosebitd pentru ameliorarea porumbului la calitatea bobului. In acest
sens importantd prezintd cercetarile efectuate de catre N. Hristov [25], care a studiat
indicii productivitatii, recoltei de boabe, continutul de proteind si lizina in boabele
unor hibrizi simpli tetraploizi obisnuiti timp de patru generatii. Acesta a constatat ca
indicii studiati s-au schimbat in F -F, cu tendinta de sporire sau mentinere la nivelul F,,
continutul de lizina fiind in crestere in generatiile urmatoare, in timp ce la diploizi - in
descrestere. Aceasta stimuleaza, practic, continuarea cercetarilor privind imbunatatirea
calitatii biologice a boabelor de porumb, dar la un nou nivel — tetraploid, nivel prea
putin explorat la moment.

Aceasta directie capata contur si din altd perspectiva, deoarece, daca la etapele
initiale ale credrii tetraploizilor, acestia s-au dovedit a fi inferiori dupa insusirile culturale,
in prezent exista deja populatii tetraploide net superioare diploizilor comerciali [24].
Crearea unor asemenea populatii cu incorporarea unor gene ca opaque-2 ar putea avea
un impact economic deosebit.

Concluzii

1. La formele tetraploide s-a remarcat tendinta de sporire a continutului de proteine
si o reducere a continutului de amidon si lipide in bob.

2. Mutatiarecesiva opaque-2 nuamanifestat o influenta relevanta asupra continutului
de lizind in proteind proportionald cu numarul de doze a genei in endospermul
porumbului tetraploid.
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