TEZA DE DOCTORAT Popa Ana — Maria
REZUMAT

al tezei de doctorat

»Cercetari privind efectul unor agenti mutageni asupra caracterelor morfo-fiziologice si
biochimice la specia Papaver somniferum L.” claborata de drd. Popa Ana — Maria, sub
coordonarea Prof. univ. dr. Constantin Leonte, in cadrul Universitatii de Stiinte Agricole si
Medicina Veterinara ,,Jon Ionescu de la Brad”, Iasi, Facultatea de Horticultura.

Lucrarea este structuratd pe 5 capitole si cuprinde 81 de tabele si 113 figuri.

In prima parte a tezei s-a incercat o sintezi a cercetirilor efectuate la specia Papaver
somniferum, atat din tara cat si din strainatate, cu privire la caracterizarea morfo-anatomica,
biochimica §i citogeneticd si o caracterizare a cadrului natural in care s-au desfasurat
experientele.

In partea a doua a tezei sunt prezentate rezultatele cercetirilor proprii efectuate pe
parcursul activitatii de doctorat, fiind inclus si capitolul ce face referire la obiectivele urmarite,
materialul biologic si metodele de cercetare utilizate pentru indeplinirea scopului acestei teze.

Pentru elaborarea lucrarii si pentru interpretarea rezultatelor obtinute s-au consultat un
numdr total de 196 titluri bibliografice, unele de pionierat, altele cu caracter monografic,
indispensabile cunoasterii aspectelor de ameliorare, de tehnicd experimentald, de genetica,
morfologia, fiziologia si biochimia speciei studiate.

Experientele desfasurate in conditiile de camp la ferma Ezareni a Statiunii Didactice lasi
pentru opiu (Papaver somniferum L., populatia locald De Botosani) prin inducerea mutatiilor cu
ajutorul substantelor chimice, urmarirea comportarii unor mutante in vederea identificarii de
forme biologice valoroase privind productivitatea, confinutul ridicat de alcaloizi si, eventual,
precocitatea, toate acestea in vederea obtinerii unor familii care sd poatd fi propuse ulterior spre
omologare si recomandare 1n productie.

Realizarea selectiei in campul experimental s-a efectuat dupd metoda jumatatii de
samanta (Munteanu, 2000), tipica pentru plantele alogame asa cum este si Papaver somniferum.

Conform schemei generale de realizare a selectiei prin metoda jumatatii de samanta
elitele de mac au fost alese individual in primele doua generatii, in cdmpurile de alegere (CA) si
respectiv, primul cadmp de selectie (CS;).

Surprinderea diferentelor de sensibilitate a speciei la actiunea mutagenilor a fost
posibild efectudnd diverse incercdri atat in cdmpul experimental cat si in laborator. Metodele
fiziologice, biochimice si citogenetice s-au realizat in diverse laboratoare, atat in Universitatea

de Stiinte Agricole si Medicina Veterinara ,,lon Ionescu de la Brad” cat si in afara acesteia.
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Datele obtinute in urma observatiilor si determinarilor efectuate au fost prelucrate
statistic conform modelelor consacrate, mentionate in literatura de specialitate. In generatiile M,
si M,, sensibilitatea la agentii mutageni a varietdtii De Botosani s-a determinat in trei repetitii,
prin calcularea procentuald a gradului de rasarire §i supravietuire al plantelor i reprezentarea
grafici a ecuatiilor curbelor regresiei patratice precum si a frecventelor de manifestare a
modificarilor clorofiliene si morfologice (M), respectiv a frecventei mutatiilor clorofiliene (M,).
Semnificatiile diferentelor dintre variantele tratate si martor au fost determinate prin metoda
diferentelor limita (DL 5%, 1% si 0,1%). Caracterele cantitative s-au interpretat statistic cu
ajutorul analizei variantei si al coeficientului de variabilitate. In generatia M3 s-au determinat
valorile medii ale caracterelor cantitative ( X ) si coeficientii de variabilitate (s%), iar
semnificatiile diferentelor dintre variantele tratate si martor au fost determinate prin metoda
diferentelor limita (DL).

Pentru a testa rezistenta formelor biologice luate in studiu si, de asemenea pentru a
provoca o variabilitate cat mai mare in cadrul acestora, semintele au fost tratate cu cele trei
substante chimice mutagene, fiecare substantd avand cate patru doze: 0,01%, 0,02%, 0,03%,
0,04%. Aceste solutii au actionat asupra semintelor de Papaver somniferum L. un timp de 6 ore.

Dupa cum se stie, acesti agen{i mutageni au capacitatea de a spori frecventa
restructurarilor cromozomice, de a reduce capacitatea de germinare a semintelor, ritmul de
crestere a plantelor si a gradului de supravietuire.

In cercetirile noastre ne-am propus selectia si evidentierea celor mai bune familii
mutante, din punct de vedere cantitativ si calitativ.

Au fost investigate unele particularitdti morfologice deoarece consideram ca
fenotipizarea unor trasaturi morfologice ale capsulelor si semintelor, genic determinate, in urma
tratamentelor cu substante chimice mutagene, poate reprezenta un criteriu suplimentar pentru
selectie si pentru obtinerea unor familii mutante care ar putea fi mai productive.

In experimente s-a constatat diminuarea numirului de seminte germinate odati cu
cresterea dozei agentului mutagen utilizat, pentru toate variantele de tratament. in prima
generatie, in comparatie cu martorul, la care plantele au rasarit intr-un procent mediu de 95,43%,
la variantele tratate plantele au rasarit esalonat si neuniform, aproximativ in valori invers
proportionale cu marimea dozelor administrate. Toate cele trei tipuri de tratamente se apropie de
DL 50, la doza de 0,04% si respectiv 0,03%, varianta tratatd cu bromura de etidium fiind mai
rezistenta, avand 57,6% plante rasarite, iar varianta tratata cu acid 2,4-D, la doza de 0,04% se
situeaza sub nivelul DL 50.

In generatia M, plantele rezultate din semintele netratate, respectiv din variantele

martor ale fiecarui tip de tratament, au ajuns la maturitate in proportii relativ asemanatoare, fata
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de numarul plantelor rasarite. Gradul cel mai scazut de supravietuire a plantelor de mac s-a
inregistrat in urma tratamentului cu colchicina, respectiv 88,4%, pe cand la varianta tratata cu
bromura de etidium au supravietuit 91,9% din procentul plantelor rasdrite. Curbele de regresie
dintre gradul de supravietuire a plantelor si dozele administrate reliefeazd o reactie destul de
asemanatoare a celor trei substante chimice utilizate la aplicarea dozelor crescande, valorile
coeficientilor de corelatie fiind pozitive si distinct semnificative.

O datd cu marirea dozei de actiune a mutagenului, la tratamentele cu bromura de
etidium si colchicind, s-a observat o crestere direct proportionald a ndltimii plantelor, cu
exceptia cd la doza cea mai mare, de 0,04%, s-a inregistrat o scidere a valorilor inaltimii
plantelor.

Variantele analizate au avut valori mari si foarte mari ale coeficientilor de variabilitate
pentru greutatea capsulelor, ceea ce sugereaza ca tratamentul chimic constituie un criteriu
important de selectie a posibilelor forme mutante.

In cazul greutatii semintelor s-a putut constata o crestere a acesteia fati de martor la
varianta tratatd cu bromura de etidium, cresterea avand loc odata cu cresterea dozei mutagenului.
Sub aspectul corelatiei dintre cei doi parametri, greutatea capsulelor pe plantd si greutatea
semintelor pe capsuld, s-au constatat valori pozitive, ceea ce inseamna ca greutatea capsulelor si
greutatea semintelor se afla intr-o variabilitate interconditionata.

Tratamentele cu colchicind si bromurd de etidium au indus o crestere a raportului
diametru — 1naltime la dozele de 0,01%, 0,02% si 0,03%, concomitent cu o crestere a dozei
mutagenului, fapt care reflecta influenta pozitiva asupra inaltimii plantelor in prima generatie.
La varianta tratatd cu acid 2,4-D s-a constatat o usoara crestere a raportului doar la doza de
0,02%, 1ar apoi o descrestere a raportului o data cu cresterea dozei.

La toate cele trei tipuri de tratament aplicate, plantele au inregistrat, la caracterele
analizate, valori ale coeficientilor de corelatie modificate atat de aplicarea diferitelor doze de
tratament cat si de substanta mutagena utilizata.

In generatia M, in cazul tratamentului cu acid 2,4-D, s-au inregistrat foarte putine
corelatii negative fatad de celelalte doud tratamente. Astfel, acidul 2,4-D putem spune cd, in
generatia M, a determinat o legaturd, in general, pozitiva intre caracterele ereditare, determinand
o stimulare a cresterii si dezvoltarii plantelor de Papaver somniferum L.

In generatia M, procentul plantelor rasirite se reduce odati cu cresterea dozei
mutagenului 1nsd, in comparatie cu generatia M, aceasta reducere nu mai este la fel de drastica.

Valorile coeficientilor de corelatie, distinct semnificative, la toate tipurile de tratament
analizate, indica existenta unor corelatii negative intre procentul plantelor rasarite in generatia

M; si dozele mutagenului.
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Procentul plantelor supravietuite, fatd de generatia M, la variantele tratate cu cei trei
mutageni a fost mai mare, dar dependent, in continuare, de doza mutagenului aplicat. Sub
aspectul gradului de supravietuire a plantelor, In M;, plantele tratate cu acid 2,4-D au fost cel mai
putin sensibile, iar cele tratate cu bromura de etidium cele mai sensibile.

La tratamentele cu colchicina si bromurd de etidium, in M,, inaltimea plantelor creste
progresiv odata cu cresterea dozei mutagenului, pe cand la tratamentul cu acid 2,4-D ndltimea
plantelor scade invers proportional fatda de doza mutagenului. Cea mai mare inaltime medie a
plantelor s-a inregistrat la variantele bromurii de etidium.

In general, cea mai mare greutate a capsulelor s-a inregistrat la doza 0,03%, pentru ca
intensitatea acestui efect sa scada la cea mai mare doza, de 0,04%.

Greutatea semintelor pe capsuld a Inregistrat cresteri la tratamentul cu colchicind si
bromura de etidium, pe cand tratamentul cu acid 2,4-D a determinat o diminuare a greutatii lor
pe capsula.

Coeficientul de corelatie dintre cei doi parametri analizafi, greutatea capsulelor pe
plantd si greutatea semintelor pe capsuld a fost mai mare decat la martor in majoritatea cazurilor
studiate, evidentiind paralelismul variabilitatii lor, directa proportionalitate si interdependenta lor.
Variabilitatea unui parametru Intr-un sens atrage si pe aceia a celuilalt, In acelasi sens.

Corelatia dintre numarul de raze si raportul diametru-indltime are, in general, valori
pozitive, in sensul ca numarul de raze este cu atat mai mare cu cat diametrul capsulelor este mai
mare.

Caracterul cel mai afectat de mutatii, in My, a fost tipul de crestere, cu o frecventa a
mutantelor cu crestere volubila de 0,85%, urmat de culoarea modificatd a capsulelor (0,28% din
intreaga generatie M>).

Plantele mutante pentru caracterele calitative nu s-au remarcat prin valori superioare ale
caracterelor cantitative de interes in determinarea productivitdtii. Acestea au fost retinute si
urmarite in scopul identificarii determinismului genetic — dominant sau recesiv, al caracterelor
afectate.

Luand in considerare elitele mutante atat pentru caractere cantitative cat si pentru cele
cantitative, pe Intreg ansamblul celor trei substante mutagene aplicate, a rezultat o valoare medie
a presiunii de selectie de 7,79%.

Determinarile biometrice efectuate asupra celor 19 familii mutante pentru caractere
calitative, in generatia M3, au permis aprecierea acestora ca valoroase doar din punct de vedere
teoretic; nici una dintre aceste familii nu a reusit sd intruneascd valori satisficatoare ale

elementelor componente caracterelor calitative.

17



TEZA DE DOCTORAT Popa Ana — Maria

Dintre cele 106 familii M3 considerate mutante pentru caractere cantitative, s-au
remarcat i au fost retinute pentru a fi testate in cdmpul de control doar 7 familii, respectiv cele
care au cumulat valori inferioare coeficientilor de variabilitate fatd de martorul netratat,
manifestandu-se astfel ca stabile in ceea ce priveste micromutatiile utile induse de tratamentul cu
agenti chimici mutageni. Familiile retinute sunt: B-c-3-7.4-07; B-c-4-9.2-07; B-b-1-9.7-07; B-b-
2-17.1-07; B-b-4-2.6-07; B-a-2-5.1-07; B-a-3-8.6-07.

Analiza greutatii medii a semintelor pe capsuld a familiilor mutante obtinute in urma
tratamentului cu substante chimice mutagene, in campul de selectie, a confirmat pentru cele 7
familii testate, o reald superioritate fatd de martorul netratat, exprimata prin diferente ale greutatii
semintelor pe capsula de la distinct semnificative la foarte semnificative.

Pe langd investigatiile morfologice s-au realizat metode fiziologice, biochimice si
citogenetice care vin in ajutorul selectiei celor mai bune familii mutante in vederea obtinerii unui
not soi.

Rezultatele obtinute pot sustine ideea ca utilizarea substantelor chimice in doze scazute,
urmatd de o selectie riguroasd in generatiile mutante, poate constitui o metoda eficientd de
obtinere a unor genotipuri noi, superioare martorului netratat.

Din analiza rezultatelor obtinute in urma cercetarilor efectuate in intervalul 2005-2008,
care au avut ca scop principal crearea de noi genotipuri valoroase prin mutageneza indusa, la
mac, s-a constatat ca aplicarea diferitelor doze, ale substantelor mutagene utilizate, au determinat
manifestarea fenotipicd a unor modificdri importante a caracterelor studiate la plantele de
Papaver somniferum L., populatia De Botosani.

Astfel, se poate aprecia ca, la aceasta specie tratamentul cu substante chimice mutagene

este o metoda eficace de sporire a variabilitatii genetice si de obtinere a unor noi forme biologice.
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