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EXPRESIA FENOTIPICA A GENEI OPAQUE-2 LA
PORUMBUL TETRAPLOID
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Abstract. In this study we aimed to analyze the segregation pattern of the gene opaque-2 in tetraploid maize of F, generation
obtained by self-pollination of duplex heterozygotes. We also analyzed if there are any changes in the fraction quota of the grain
due to the mutant gene. The obtained results showed random chromosomal segregation of the gene opaque-2 with a phenotypic
ratio 0f 35:1 in the F, generation confirmed by the chi-test (), which generated a value 0£0.055. The analysis of grain fractions
revealed a higher embryo and lower endosperm quotas in the mutant grains compared with the normal ones, though at
insignificant level (P>0,05).
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Rezumat. Se prezintd analiza modelului de segregare a genei opaque-2 la porumbul tetraploid in generatia a doua (F,)
obtinutd prin autopolenizarea unui heterozigot duplex. De asemenea, s-a studiat daca existd modificari ale cotei fractiilor bobului
datoritd genei mutante. Rezultatele obtinute au artat ca gena opaque-2 a segregat in generatia F, dupd modelul cromozomal
aleatoriu Tntr-un raport fenotipic de 35:1 confirmat de testul chi (32), care a generat o valoare de 0,055. Analiza fractiilor bobului
arelevat o cotd mai mare a embrionului $iuna mairedusa aendospermului in boabele mutante, comparativ cu cele normale, desi
la nivel nesemnificativ (P>0,05).

Cuvinte cheie: Zea mays; Tetraploizi; Hibrizi F2; Mutatie; Gene recesive; Opaque-2, Expresia genelor; Segregare;
Boabe; Structura anatomica.

INTRODUCERE

Cercetarea cariotipului la diverse specii si genuri vegetale a relevat faptul ca multe dintre acestea
sunt poliploide, adica poseda seturi multiple de cromozomi sau genomuri (3x, 4x, 5%, etc.) (Tate, J.A. et
al., 2005). Poliploizii pot aparea spontan datorita unor anomalii in procesul de diviziune acelulelor, dar
sipe cale experimentald prin folosirea unor agenti poliploidizanti (Palii, A. 1998). La diploizii normali
(2x) In meioza se formeaza bivalenti (o tetrada de cromatide), iar la tetraploizi (4x), din cauza omologiei
cromozomale, dintre cele patru seturi, in profaza I a meiozei apar tetravalenti (o octada de cromatide).
Ereditatea caracterelor la formele tetraploide ale plantelor este mai complexa decét la cele diploide
datorita prezentei a 5 genotipuri dupa fiecare locus (AAAA (A?) — quadriplex, AAAa (A’a) — triplex,
AAaa (A%?) — duplex, Aaaa (Aa’) — simplex, aaaa (a*) — nuliplex), in dependenta de combinatiile
diferite a trei tipuri de gameti (AA, Aa, aa), raportul cérora este determinat, In mare masura, de
genotipul formelor parentale, dar si de comportamentul citologic al cromozomilor si cromatidelor in
meioza (Savcenko, V.K. 1976).

Segregarea tetraploidului duplex A%a?, la care genele sunt plasate pe cromozomi atat de aproape de
centromer incat nu are loc crossing-over, iar cei 4 cromozomi se separa cate doi, este determinata de
tipurile de gameti 1AA:4Aa:laa, prin combinarea carora se formeaza raportul genotipic de segregare
de 1A*8A%:18A%%8Aa* 1a* si raportul fenotipic de 35A:1a. Acest tip de segregare se numeste
cromozomala aleatorie. Daca, Insd, vom tine seama cé la tetraploizi cei 4 cromozomi omologi sunt, de
fapt, formati din 8 cromatide, la un genotip heterozigot A%a* se formeazi urmatoarele tipuri de gameti:
3AA:8Aa:3aa, prin combinarea carora se realizeaza urmatoarele genotipuri: 9A% 48A%a, 82A%? 48Aa’
si 9a*. In acest caz, dupa fenotip, segregarea se produce astfel: 187A:9a, adica aproximativ 21:1 —
segregarea, fiilnd numita cromatidica aleatorie (Serbak, V.S. 1971; Savéenko, V.K. 1976).

Scopul cercetarii consta in analizamonohibrida la formele tetraploide de porumb urmérind ereditatea
mutatiei opaque-2 (0,), care se foloseste pe larg in cercetarile de geneticd siin programele de ameliorare
acalitatii bobului.
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MATERIAL SI METODA

In vederea cercetirii eredititii mutatiei 0, lanivelul porumbului tetraploid, in calitate de material
initial, a fost utilizat sinteticul B tetraploid cu endospermul sticlos al boabelor si formele tetraploide
homozigote o, cu endospern}ul fainos (opac) obtinute in experientele noastre prin tratare cu colchicina
(Palii, A., Batiru, G. 2011). In urma incrucigarii formelor tetraploide o, cu sinteticul Bin F au fost
obtinute combinatii hibride heterozigote duplex dupa gena o, iar in anul 2012, prin autopolenizarea
acestor combinatii a fost obtinuta generatia a doua (F)).

Stiuletii dezvoltati in rezultatul autopolenizarii au fost curatiti de boabe, iar boabele analizate dupa
fenotip pe masa iluminata. Pentru boabele normale lumina se trece prin endosperm si ele apar sticloase
pe fundal luminos. Cele ce poseda gena opague-2 sunt intransparente, opace. Astfel, a fost efectuata
distribuirea boabelor 1n cele doua clase fenotipice (sticloase si opace). Pentru a stabili daca datele
obtinute se incadreaza in limitele legilor mendeliene de segregare, am aplicat testul y*(chi), care permite
sd fie comparata distributia teoretica a claselor fenotipice cu cea experimentala.

Determinarea cotei fractiilor boabelor a fost realizatad prin separarea fiecarei fractii dupa inmuierea
boabelor timp de o ora, fapt ce a permis desprinderea, cu usurinta, a pericarpului si cantarirea fiecarei fractii
la balanta de torsiune. Datele obtinute au fost prelucrate statistic in programul Statgraphics Centurion XV.

REZULTATE SI DISCUTII

Gena opaque-2 este o gena recesiva, care determina structura fainoasa a endospermului. Ea este
situatd In cromozomul 7 in locusul 16 in apropiere de centromer si la formele diploide se mosteneste
conform legilor mendeliene ale ereditdtii, segregand in generatiaa doua intr-un raport clasic mendelian
de 3:1(Miku, V. 1981; Palij, A. 1989). Reiesind din modelul teoretic de mostenire a caracterelor la
tetraploizi, gena se incadreaza in limita segregarii cromozomale, intrucat se afld in apropiere de
centromer. Astfel, la autopolenizarea unui duplex dupa gena opaque-2 se poate obtine o segregare
genotipica 1:8:18:8:1 siuna fenotipica de 35:1, prezentata in tabelul 1.

Tabelul 1. Segregarea genotipica in F,a unui tetraploid duplex 0,0,0,0,in cazul unei
meioze normale

Gameti Gameti masculini

feminini 10,0, 40,0, 10,0,
10,0, 10,0,0,0, | 400,00, 10,020202
4050, 40,0,0,0, 160,050,0, | 40,0,0,0,
10,0, 10,0,0,0, 40,0,0,0, 10,0,0,0,

In rezultatul analizei stiuletilor din generatiaa doua, obtinuti prin autopolenizarea duplexilor O 00,0,
si determinarea numarului de boabe din fiecare clasa, s-au obtinut datele prezentate in tabelul 2.

Din rezultatele obtinute se poate remarca segregarea empirica de 34,33:1, ceea ce este aproape de
segregarea 35:1 teoretica. Pentru a constata daca abaterea de la segregarea teoreticd este una normala,
am calculat valorea testului x>

Aplicarea acestui test porneste de la ipoteza nuld conform careia se asteapta ca diferenta intre
rezultatele observate experimental si cele teoretice sa fie egald cu zero. In genetica, ipoteza nuld poate
firespinsa doar cand abaterile valorilor experimentale faté de cele teoretice apar cu o probabilitate de
5% sau mai mica (Pd<0,05). Cand valoarea y* calculata depaseste valoarea teoretica a acestuia, ce
corespunde unui nivel de semnificatie (P) de 5%, se considera ca datele observate se deosebesc
semnificativ de cele calculate teoretic, iar ipoteza nuld se respinge. Rezultatele aplicarii testului >
privind monohibridarea dupa gena opaque-2 la tetraploizii porumbului suntprezentate in tabelul 3.

Dupa prelucrarea datelor s-a obtinut valoarea lui y=0,055. Cautand in tabelul luiR. A. Fisher valoareca
calculata a testului in dreptul gradelor de libertate 1, observam ca aceasta se afla intre valorile 0,016 si
0,064, ceea ce corespunde unei probabilitati P=0,90 si P=0,80. Reiesind din faptul ca valoarea calculata
a testului este mai mica decét cea teoretica de 3,84, ipoteza nuld rimane valabild. Prin urmare, gena
opaque-2 se transmite la tetraploizii porumbului dupd modelul segregarii cromozomale aleatorie.



Gr. Batiru. Expresia fenotipici a genei OPAQUE-2 la porumbul tetraploid (3-6) 5
Stiinta agricola, nr. 1 (2013)

Tabelul 2. Analiza descendentei F, de la autopolenizarea tetraploidului duplex heterozigot
U3-2xSin.B dupa gena opaque-2

. . Numirul boabel or conform claselor fenotipice
Nr. stiuletel ui
sticloase fainoase Total
1 366 9 375
2 300 7 307
3 534 19 553
4 431 12 443
5 524 12 536
6 346 9 355
7 289 8 297
8 180 6 186
9 260 9 269
10 373 11 384
11 373 7 380
12 240 10 250
13 325 9 334
14 290 12 302
15 270 7 277
16 363 10 373
17 291 10 301
18 150 5 155
Suma (?) 5905 172 6077
Segregarea empirica 34,33:1

Tabelul 3. Calculul testului y’ in monohibridarea formelor tetraploide de porumb opaque-2

) Boabe
Specificare - -
sticloase fainoase

Numarul de boabe:

- empirice 5905 172

- teoretice (q) (35:1) 5908 169
Abaterea (d) -3 3
& 9 9
d/q 0,002 0,053
v =3(d/q 0,055
X20 05 3,84

Rezultatele obtinute de noi confirma si datele din literatura cu privire la ereditatea caracterelor la
tetraploizii porumbului. Segregarea la porumbul tetraploid, aproape de 35:1, a fost pentru prima data
mentionatd in investigatiile efectuate de catre L.F. Randolph (1935). Unii cercetatori au constatat ca
segregarea dupa culoare a boabelor la tetraploizii porumbului in generatia adoua a fost de 28:1 (Sumnyj,
V.K. 1965). Alti cercetitori, insd, au obtinut un raport de 34:1, dupa culoarea boabelor, si de 33:1 —
dupa consistentd (Hadzinov, M.I., Serbak, V.S. 1974). Diferentele in rezultate sunt explicate prin
particularitatile fiecarei gene (pozitia fata de centromer) si comportamentul cromozomilor In meioza.
Acest fapt afost relevat In urma studiului mecanismului ereditatii unor caractere laporumbul tetraploid
in care s-a constatat ca raportul claselor fenotipice in F, de la duplecsi este strict individual pentru
fiecare pereche de gene si depinde de amplasarea lor in grupele de linkage, in deosebi, de distanta
dintre gene si centromer (Welch, J.E. 1962; Serbak, V.S. 1971).

Obtinerea boabelor segregante pe stiuletii tetraploizi a permis studierea si a altor indici importanti
legati de actiunea genei opaque-2.

Se cunoaste ca incorporarea genei opaque-2 in genotip determina sporirea cotei embrionului si,
respectiv, reducerea cotei endospermului (Palij, A. 1989). Tinand contde acest fapt, unul din obiectivele
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cercetarii noastre a fost de a releva influenta posibila a acestei mutatii asupra structurii anatomice a
bobului laporumbul tetraploid (Tabelul 4).

Tabelul 4. Structura anatomica a boabelor normale §i mutante obtinute in F2 la porumbul
tetraploid heterozigot dupa gena o2

Fractia Fenotipul Indici statistici Cota medie, P
anatomicd | endospermului | M+m* mg S V, % %

Bobul intreg normal 270,39+9,56 | 26,07 9,64 100,00 0.18
mutant 261,50+9,48 | 25,38 9,70 100,00 ’

Endosperm normal 216,94+8,51 | 23,20 10,70 80,23 0.07
mutant 20633+8,45 | 22,64 10,97 78,90 ’

Embrion normal 31,03+1,30 3,54 11,42 1148 011
mutant 32,53+1,44 3,85 11,83 1244 ’

Pericarp normal 22,4240,63 1,71 7,62 8,29 068

+varf mutant 22,63+0,87 2,34 10,34 8,66 ’

*m — intervalul de confidenta de 95%

Din rezultatele obtinute se observa, in primul rind, cd masa medie a unuibob tetraploid ce contine
gena mutanta opaque-2, are tendinta de a fi mai mica decat cea a bobului normal, fapt ce poate fi
explicat prin consistenta poroasa a endospemului la boabele mutante. Masa embrionului este, insa, mai
mare la boabele mutante. Se remarca, de asemenea, si o tendintd a boabelor mutante de a avea o cota
mai mare a embrionului, iar a endospermului — mai mica fatd de boabele normale. Totusi, in urma
analizei diferentei statistice dintre fiecare fractie in parte a boabelor normale si mutante, s-a stabilit ca
aceasta diferentd nu este semnificativa (P>0,05). Astfel, datele obtinute sustin faptul ca gena opaque-
2 sporeste cotaembrionului sireduce pe cea aendospermului, aceasta diferenta fiind insa nesemnificativa.

CONCLUZII

In rezultatul analizei hibridologice a manifestirii fenotipice a mutatiei opague-2 la formele de
porumb tetraploid s-a constatat ca aceasta se transmite dupa modelul segregarii cromozomale
intdmplatoare, intr-un raport fenotipic de 35:1, fapt confirmat prin aplicarea testului y?, care a generat
o valoare de 0,055. Analiza fractiilor anatomice a boabelor normale §i opaque-2 a relevat faptul ca
cota embrionului sia endospermului sub influenta genei o, practic, nu se schimba.
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