Denumirea proiectului:

APLICAREA SELECTIEI RECURENTE SI MAS IN POPULATII HIBRIDE
INTERSPECIFICE DE MAR, PENTRU CREAREA SOIURILOR ORNAMENTALE SI
IDENTIFICAREA UNOR GENOTIPURI REZISTENTE
LA ATACUL PRINCIPALELOR BOLI

Programul: IDEI

Tipul proiectului: Proiecte de cercetare exploratorie

Cod proiect: ID_ 1499

Nr. Proiect: 1105/2009

Director: Prof. Dr. Radu SESTRAS — USAMY Cluj-Napoca

Perioada de derulare: 2009-2011
Site proiect:

Raportare etapa (decembrie 2009)

Importanta temei si stadiul actual al cercetarilor

Marul ornamental (incadrat generic in literatura anglo-saxona sub denumirea Crab Apples sau
Flowering Crabapple — mere crabe, sau marul de flori) isi are originea in speciile salbatice, rustice de
mar. In engleza veche, termenul crab insemna mere padurete sau acre, astringente. In vestul Europei,
pentru merele crab sunt reprezentative merele padurete ale speciei Malus sylvestris. Una dintre primele
specii de Malus cunoscuta ca “flowering crab” a fost M. spectabilis (Jackson, 2003). Un numar relativ
mic de soiuri hibride, originare din specii rustice au devenit cunoscute ca surse excelente pentru
obtinerea jeleurilor de mar (conserve crab apple jelly), printre acestea situdndu-se John Downie in
Anglia, Chestnut Crab in Minesotta, cultivat Tnainte de 1921, si Dolgo, in St. Petersburg, Rusia, cultivat
inainte de 1917. Formele genitoare, ancestrale ale unor soiuri ornamentale-crabe larg cultivate, precum
John Downie, Cheal’s Scarlet, Dartmouth, The Siberian nu sunt cunoscute.

Marul ornamental cel mai cunoscut — marul japonez, Japanese flowering crab apple (M.
floribunda), originar din Japonia, cultivat inaintea anului 1862, are genitori incd necunoscuti (Fiala,
1994); se accepta insd de majoritatea cercetdtorilor cd cel mai probabil este sd aibd ca forme parentale
speciile M. sieboldii (specie inclusa acum la M. toringo) x M. baccata. Cunoscut pentru mirosul extrem
de puternic si distinct al florilor, abundenta acestora, rezistenta remarcabila la boli si capacitatea de a da
nastere unor descendenti hibrizi valorosi, M. floribunda se situeaza printre cele mai cunoscute specii
ornamentale. Ca un adevarat mar crab, M. floribunda are fructe mici (un cm in diametru), lung
pedicelate, raspandite usor de pasari, de culoare galben bruna, fara valoare culinara (Jackson, 2003).

Din formele cu fructe mari ale diferitelor specii, doar M. niedzwetzkyana a contribuit cu adevarat la
ameliorarea speciilor ornamentale. La sfarsitul secolului al XIX-lea, N. Hansen incrucisand plante obtinute



din seminte ale M. niedzwetzkyana cu M. baccata, a obtinut mai multe soiuri ornamentale, incadrate in asa
numita grupa Rosybloom (Fialla, 1994). Soiurile de acest tip au fructe (needibile) cu o culoare izbitoare a
pielitei si pulpei, purpurie, la fel ca cel mai important caracter ornamental: florile numeroase si mari, cu
petale purpurii, cu un puternic impact decorativ. Atat in forma salbatica originala, cat si in cea moderna,
reprezentata de numerosii hibrizi, inclusiv genotipurile din grupa Rosybloom, M. niedzwetzkyana a fost si
este mult utilizata in ameliorarea marului ornamental in SUA. Este posibil ca si soiurile ornamentale
Wisley Crab si Harry Baker, originare din Anglia, sa aiba la origine tot specia M. niedzwetzkyana, insa
acest lucru nu a fost confirmat, dar nici infirmat, pana in prezent de testele de marcare moleculara cu
microsateliti sau alte tehnici de marcare moleculara si analiza ADN (Juniper si Mabberley, 2006). Probabil
ca M. pumila niedzwetzkyana a stat si la originea soiului Belfleur Krasnyi, cultivat in Murmansk, Rusia,
din 1914, fapt clamat de catre Miciurin, care a considerat ca M. niedzwetzkyana este unul dintre parintii
soiului respectiv (Fayers, 2002).

Chiar daca M. niedzwetzkyana este considerata de unii autori ca o specie distincta, Juniper si
Mabberley (2006) apreciaza ca este doar o forma mutanta de culoare rara a speciei M. pumila, la care
frunzele, petiolul, lastarii si chiar lemnul tanar au o culoare rosie purpurie, o asemenea culoare,
spectaculara, avand si florile. Fructele sunt de marime medie, conice si cu nervuri, cu pulpa rosie bordo,
inchisa, suculenta, dar fara gust si valoare culinara. Desi are o larga raspandire ca forma ornamentala, ca
specie si prin numerosii hibrizi obtinuti, M. niedzwetzkyana se gaseste tot mai rar in flora spontana, pomi
tineri pe radacini proprii inmultiti pe cale naturala fiind cautati si scosi din pamant de tarani sau ciobani si
vanduti in pietele din Asia, in special China; de altfel, mai multe specii salbatice de mar din flora spontana
sunt in pericol de extinctie (Juniper si Mabberley, 2006).

Cu toate ca in cercetarea horticola din Romania si in special in ameliorarea marului s-au obtinut
rezultate apreciabile, in ultimele doua decenii cercetarile in vederea obtinerii unor noi soiuri s-au
diminuat, ele desfasurandu-se intr-un numar tot mai mic de unitati de cercetare si invatamant, la acelasi
nivel de cunostinte ca in anii 80-90, utilizandu-se doar metodele clasice, conventionale de provocare si
exploatare a variabilitatii naturale si artificiale. In plus, preocuparile in directia obtinerii unor soiuri de
mar ornamental au fost practic nule in tara noastra (Sestras, 2007).

In schimb, in aceasta perioada, in alte tari, inclusiv in unele in care cercetarile in domeniu erau
foarte limitate anterior, au inceput sa fie utilizate tot mai intens cele mai moderne metode de
ameliorare, apelandu-se in acest scop la ingineria genetica si genetica moleculara, in cadrul cercetarilor
avansate in acest sens si cu rezultate pe masura, concretizate in numeroase cultivaruri ornamentale.

Motivul principal pentru amploarea acestor cercetari stiintifice deosebite, la nivel mondial, nu
se regaseste exclusiv in considerente economice, rezultate din avantajele introducerii in cultura a unor
soiuri noi, productive, de calitate, rezistente genetic la boli, care sa nu necesite un numar mare de
tratamente fitosanitare (cu toate consecintele negative care decurg de aici — consum de energie si
costuri mari, degradarea solului, acumularea unor noxe din pesticide etc.). In momentul de fata
consumatorii sunt mult mai exigenti fata de produsele pe care le cumpara, fructele ecologice fiind
preferate. Astfel de fructe pot fi obtinute prin crearea si lansarea in cultura a unor soiuri rezistente
genetic la atacul principalelor boli si daunatori, care nu necesita tratamente sau au nevoie de putine
interventii fitosanitare.

De asemena, primeaza pentru tot mai multi oameni aspectul si valoarea ornamentala a fiecarei
plante cultivate, si contributia la ambient. In tarile din vestul Europei, in SUA si Asia soiurile
ornamentale sunt extrem de cunoscute si valorificate din plin, nu numai in scopul infrumusetarii
peisajului si imbunatatirii mediului de viata al oamenilor, in special in zonele urbane, ci si din alte
considerente practice si, respectiv economice (Zion, 1994; Jackson, 2003).



In prezent, marul ornamental cunoaste o tot mai larga raspandire, odata cu cresterea nivelului de
trai in tarile civilizate, a dorintei de frumos a oamenilor si de imbunatatire a calitatii mediului de viata
(Zion, 1994). O tot mai mare amploare o au cultivarurile de mar ornamental, amplasate in parcuri,
gradini sau pe marginile strazilor, decorand prin pomii cu cresteri si coroane diverse, columnare,
globuloase sau pendule, frunzisul abundent si viu colorat (de la verde intens la rosietic), florile si
fructele lor minunat colorate (Zion, 1994; Juniper si Mabberley, 2006). O adevarata moda o constituie in
prezent si cultura la container, ghiveci sau de tip bonzai a soiurilor crabe, decorarea bordurilor,
platbandelor, balcoanelor, spatiilor din diverse incinte cu pomi apartinand unor extrem de variate
cultivaruri, prin prisma cresterii, coroanelor, culorii frunzelor, florilor, fructelor etc.

In procesul de ameliorare a marului ornamental, vigoarea pomilor reprezinti o caracteristica
importantd, fiind analizatd in selectia descendentilor seminali obtinuti prin hibridari dirijate. Vigoarea
pomilor a fost studiata in 25 de combinatii hibride interspecifice, reprezentate de hibrizi F1 proveniti
din diferite specii ornamentale de Malus, utilizate ca genitori materni sau paterni, incrucisate cu diferite
cultivaruri (soiuri) sau selectii. Vigoarea hibrizilor a fost apreciatd prin note, la progeni (hibrizi F1) cu
varsta Intre patru si sapte ani, conform standardelor din ghidul UPOV: 3 — vigoare slaba; 5 — medie; 7 -
mare. Media notelor pentru vigoarea descendentilor F1 in cele 25 de combinatii a oscilat intre 4,00 si
6,13. Comparativ cu media experientei, considerata martor (5,20), cei mai vigurosi hibrizi s-au obtinut
in familiile ‘Cluj 218/2> x M. niedzwetzkyana si ‘Reinette Baumann’ x M. prunifolia, in ambele cu
diferente semnificative de crestere fatd de media tuturor combinatiilor. Cea mai slaba vigoare s-a
obtinut la progenii proveniti din ‘Rosu de Cluj’ x M. coronaria, ‘Starkrimson’ x M. prunifolia, ‘Frumos
de Voinesti’ x M. floribunda, ‘Cluj II-1-2° x M. floribunda, M. zumi x ‘Reinette Baumann’, M.
coronaria X ‘Reinette Baumann’. Nu au fost inregistrate diferente semnificative pentru vigoarea
hibrizilor din grupul cu speciile de Malus utilizate ca genitori materni (5,18) si respectiv paterni (5,20).
Coeficientii de variabilitate au oscilat in experienta intre 2,6% si 27,4%; in zece familii variabilitatea
caracterului a fost mica (sub 10%), in 13 medie (intre 0-20%) si in doud mare (peste 20%). Chiar daca
identificare prin selectie a unor hibrizi cu vigoarea doritd in oricare familie hibrida.

Arborii se prezinta sub o mare diversitate de forme, marimi, culori ale foliajului si a modului de
inflorire. Intotdeauna se poate gisi arborele in ton cu spatiul si stilul amenajarii, astfel incat si
corespunda necesitatilor consumatorilor, si care sa se adapteze la suprafata disponibila, la clima, la
tipul de teren, etc. Avand o structurd maestuoasa, arborii constitue structura parcurilor si a gradinilor,
iar elementele de decor sunt completate ca si atuuri de numeroasele efecte benefice mediului (reduc
poluarea, zgomotul, caldura, etc.) si psihicului oamenilor.

Prezenta arborilor si arbustilor fructiferi In amenajarea spatiilor verzi este bine justificatd prin
valoarea ornamentala, efectul original si de durata, interesul deosebit si diversitatea sporitd a formelor
si culorilor realizate. Prezintd frunze ovate sau eliptice, flori dese, de culoare rozie, fructe false de
diferite marimi, forme, culori si insusiri gustative sau tehnologice. Perioada de inflorire este deosebit
de decorativa prin abundenta florilor divers colorate, timp in care nota cromatica a unui spatiu este mult
imbunatatita. Ulterior, efecul decorativ este creat de fructe, intr-o perioada in care pentru unele specii
elementele de decor spectaculoase lipsesc, sau sunt puse in evidentd prin note contrastante. Pe langa
aceste elemente principale de decor, valoarea ornamentala a arborilor este data si de port, coronament,
foliaj, scoarta trunghiului, muguri.

Principalele forme in care poate fi condus marul sunt: piramida, vas, cordon bilateral sau
unilateral, palmetd, forma de ,,u”, cu trunchi mijlociu de 1nalt sau Tnalt. Formele cu ramificatii dese
(palmeta, cordonul, forma de ,,U”) sunt destinate formarii de perdele, rinduri compacte si fructifica mai
rapid decat alte forme de conducere. Atunci cand se aleg pomi pentru aliniamentele stradale se va tine



cont de alegerea unor indivizi cu trunchi inalt, care sa nu necestite interventii numeroase pentru a nu
optura vizibilitatea pietonilor sau conducatorilor auto.

Alte utilizari alese in functie de necesitatea amenajarii, proiectare si caracteristile care se dorec
evidentiate sunt:

. Individual: specii valoroase, deosebite, cu un puternic impact decorativ;

. Grupuri: plante ale aceleiasi familii, fie omogene, fie in contrast, concretizindu-se in
punct de interes al amenajarii;

a) Grupuri formale: alcétuite din specii care suportd tunsul pentu obtinerea efectului decorativ
propus, cu ramificatii dese, compacte. pot fi conduse chiar ca si garduri, delimitand un spatiu intim,
aparte de restul amenajarii.

b) Grupuri libere: plante arbustive cu ramificare puternica si crestere nedirijata;

. Plante cultivate in recipiente: destinate decorarii unui spatiu limitat. Speciile care se
preteaza acestei prezentdri au o crestere limitatd si relativ lentd. Marul ornamental este tot mai des
folosit si ca bonsai, fiind deosebit de apreciat sub aceasta forma;

. Aliniamente, perdele de protectie pentru delimitarea spatiald in amenajare, supuse unor
pronuntate conditii de stres pentru plante;
. In completarea: bordurilor, rondourilor, peluzelor, artei topiare.

O importanta aparte o au speciile ornamentale de mar si in ameliorarea marului cultivat sau
domestic, multe specii rustice sau hibrizii lor cumuland resurse de gene de o valoare inestimabila
pentru crearea unor soiuri noi, valoroase, cu fructe de calitate, dar mai ales cu rezistenta genetica la
bolile care ataca marul: rapan (Venturia inaequalis), fainare (Podosphaera leucotricha), arsura
bacteriana sau focul rozaceelor (Erwinia amylovora) s.a. Utilizarea speciei M. floribunda in
ameliorarea marului si transferarea prin backcross a genei de rezistanta la rapan Vf de la aceasta la
soiuri cultivate precum Prima, Priscilla, Sir Prize, Priam, Florina s.a. este un exemplu bine cunoscut si
prezentat in marile tratate de ameliorare (Gessler, 2001; Sansavini si colab., 2004; Sestras, 2004;
Patrascu si colab., 2006). In mod similar, numeroase alte specii ornamentale sau hibrizii lor au fost
utilizati in ameliorarea rezistentei marului la rapan, fainare, arsura bacteriana sau alte boli, precum si a
rezistentei la atacul insectelor daunatoare.

De asemenea, unele specii rustice se folosesc ca portaltoi sau se utilizeaza in lucrarile de
ameliorare a portaltoilor, pentru inducerea rezistentei la ger, seceta, sau alti factori de stres, sau pentru
inducerea vigorii mici de crestere a combinatiei soi-portaltoi, conform cerintelor moderne ale
pomiculturii intensive. Soiul ornamental de tip columnar Maypole, patentat (www. freepatentsonline.
com/ PP06184. html), se poate utiliza ca genitor pentru transferarea la soiurile pentru fructe a genei Co,
care determina cresterea compacta, columnara a pomilor, ideotip arhitectural care favorizeaza plantarea
unui numar mare de pomi la unitatea de suprafata si intensivizarea culturilor (Sestras, 2004). Maypole
are un foliaj dens si compact in jurul axului (frunzele tinere avand o nuanta purpurie), fara ramificari
laterale.

Un rol important il pot avea soiurile ornamentale si ca polenizatori pentru soiurile comerciale,
asigurand o foarte buna polenizare in livezi, datorita faptului ca infloresc abundent, concomitent cu
soiurile cultivate pentru fructe; formeaza o cantitate mult mai mare de polen, iar polenul are o foarte
buna capacitate de germinatie (Kendall si Smith, 1975; Szklanowska si Dabska, 1991; Jackson, 2003;
Dabska, 2005). Soiurile ornamentale de mar pot produce o cantitate dubla sau chiar mai mare de polen
comparativ ce cele de desert (Jackson, 2003). In unele livezi comerciale din SUA, tot al saselea sau al
saptelea rand este ocupat de soiuri crab, care datorita abundentei si coloritului florilor atrag albinele,
favorizandu-se o buna polenizare, legare a florilor si productie de fructe. Printre genotipurile remarcate
ca bune polenizatoare se situeaza John Downie, Malus Hillieri, Golden Hornet, WinterGold.



La multe mere crabe, din fructele acrisoare de culoare purpurie se poate prepara un jeleu de
foarte buna calitate, cu o culoare deosebit de atragatoare si o aroma fina, fragranta, specifica, naturala.

Lemnul provenit de la pomii imbatraniti sau defrisati se poate intrebuinta in diferite moduri, cu
utilizare practica in industrie sau activitati casnice.

Chiar daca in prezent sunt utilizate in amenajarea si infrumusetarea peisajului peste 35 de specii
si 700 cultivaruri de tip crab, iar dupa unii autori exista chiar peste 800 de soiuri de mar ornamental
(Shaughnessy si Polomski, 2006), crearea unor noi astfel de cultivaruri este pe deplin justificata, iar
datele si informatiile stiintifice prezentate sunt argumente consistente in acest sens.

Oricand in viitor asemenea genotipuri pot fi deosebit de utile si in ameliorarea marului pentru
consum, la care datorita eroziunii genetice si presiunii de selectie exercitata in timp si numarului relativ
mic de soiuri cultivate pe scara larga si a originii comune a multora dintre ele, baza genetica s-a
ingustat foarte mult (Sestras, 2004; comunicari personale: Hough, Cociu, Le Lezec, Bucarciuc). Faptul
poate constitui un potential pericol, intrucat si marul, la fel ca alte specii importante de cultura, poate
deveni vulnerabil la aparitia unor noi factori de risc, a unor noi rase fiziologice sau surse de virulenta,
la care majoritatea soiurilor consacrate sa fie sensibile. Prin urmare, tinandu-se cont de fenomenul de
erodare genetica ce apare in cadrul speciei cultivate, trebuie actionat in directia diversificarii urgente a
surselor de rezistenta in programele de creare de noi soiuri (Lespinasse, 1992; Parisi si colab., 1993;
2004; Fischer si colab., 1994, 2001; 2006; Schmidt, 1994; Kruger, 1994, 1995; 2005; Kellerhals, M.,
1989, 2004 etc.). In acest sens, o cale luata tot mai mult in considerare de amelioratori pentru
contracararea unor asemenea riscuri, dar si pentru amplificarea si sporirea diversitatii genetice necesara
crearii de soiuri noi, o constituie utilizarea unor specii rustice, ornamentale, si a hibrizilor acestora.

Combinarea selectiei clasice prin care au fost obtinute cele mai multe soiuri de mar, in esenta
reprezentata de selectia clonala (ca o varianta a selectiei individuale simple, in care planta elita este
aleasa din campurile de hibrizi, plante mutante etc.) si inmultita vegetativ, prin altoire, cu selectia
recurenta si alegerea familiilor hibride pe baza valorilor CGC (capacitatii generale de combinare) ale
formelor parentale, poate asigura o eficienta sporita a procesului de ameliorare la mar (Oraguzie si
colab., 2001, 2003, 2004). O asemenea metoda ar putea determina si reducerea substantiala a marimii
populatiilor hibride necesare selectiei, aspect mentionat si de Noiton si Shelbourne (1992) care au
aplicat selectia recurenta pentru CGC in vederea imbunatatirii genetice a unei populatii hibride
ameliorate la mar.

Mai mult chiar, Juniper si Mabberley (2006) considera ca numeroasele ipoteze sau speculatii
privind originea unor soiuri ornamentale trebuie verificate cu ajutorul metodelor moderne de marcare
moleculara si analiza la nivel de ADN, cu ajutorul carora se poate stabili riguros si gradul de inrudire al
diferitelor cultivaruri.

Marul ornamental este cultivat in primul rand pentru flori si fructe, dar in zestrea ereditara a
speciilor de Malus exista numeroase elemente cu valoare decorativa (tabelul 1).

Inflorirea poate avea loc inainte, sau deodata cu infrunzirea, in diferite momente ale primaverii,
in nuante de la alb, la roz, sau rosu. Ca si la marul de consum, inflorirea abundenta poate avea in unele
cazuri alternanta de 2 ani.

Cultivarurile ornamentale se disting si prin port si habitus, avand cel mai adesea un coronament
mai spactaculos decat soiurile cultivate.

Fiind recent create si introduse in conveerul varietal al genului, cele mai multe soiuri si
cultivaruri de mar ornamental au rezistenta, sau toleranta genetica la principalele boli ale marului.

In afara utilizarii speciilor de Malus ca forme ornamentale, numeroase caracteristici pot fi
transferate de la diferite specii salbatice (rustice) de Malus la formele cultivate, printre care: rezistenta
la ger (de la M. baccata si M. prunifolia), rezistenta la rapan (M. floribunda, M. atrosanguinea, ),
rezistenta la fainare (M. zumi) etc.



Tabelul 1
Tipicul inflorii si fructificarii la principalele specii de Malus*

Culoarea . . . .
Specia Inflorire Fructificare fructelor la Inaltlmeg pomilorla  Cultivat din
. maturitate (m) anul
maturitate
M. baccata Mai Aug - Oct  Rosu sau galben 12.2 1784
M. coronaria Martie- Mai  Sept- Nov  Galben, verde 9.2 1724
M. floribunda Mai - Rosu sau galben 3.6-10.0 1862
M. fusca - Oct - Nov Galben, verde, 8-12.2 1836
rosu
M. ioensis Mai- Iunie Sept - Oct  Verde, cu pruina - 1885
M. pumila Mai Aug - Oct Galben, rosu 15.4 -
M. robusta Apr- Mai - Rosu, galben, 15.4 1815
verde
M. sargentii - - Rosu 1.8-2.5 -

*Sursa: Callahan (1996), Crossley (1974), Fiala (1994), Krussmann (1960), Nielsen (1988),
Rehder (1940), Sudworth (1098), Van Dersal (1938).

Material si metoda de lucru

Materialul biologic utilizat in experientd a fost reprezentat de hibrizi interspecifici de mar,
amplasati Tn cAmpurile experimentale ale Statiunii de Cercetare Dezvoltare pentru Pomicultura Cluj-
Napoca. Hibrizii respectivi au provenit din incrucisari interspecifice, avand in ascendenta, ca genitori,
specii rustice precum: Malus coronaria, M. Floribunda, M. Niedzwetzkyana, M. Zumi, M. Prunifolia.

In generatia F,, au fost analizati 2190 hibrizi, cu un numdr variabil in interiorul combinatiilor
hibride, osciland intre 17 si 248 descendenti/combinatie (Figura 1, Figura 2).

In analiza hibrizilor interspecifici F1, s-au avut in vedere cele mai importante caracteristici ale
pomilor, efectuandu-se numeroase investigatii privind particularitatile speciilor si soiurilor utilizate ca
genitori, observatii, masuratori, determindri si prelucrari statistice ale datelor experimentale.

In campurile de hibrizi nu s-au efectuat interventii asupra pomilor (tdieri, conducere dirijata
etc.) si nici tratamente fitosanitare. S-a urmarit cresterea plantelor si formarea coroanei, In mod natural,
iar comportarea la atacul bolilor si daunatorilor in conditii naturale de infectie si infestare, prin
excluderea tratamentelor de prevenire sau combatere.

Prelucrarea datelor experimentale s-a efectuat prin analiza variantei, testul diferentelor limita
(DL) si/sau testul ,,t”, datele obtinute fiind prezentate in tabele de sintezd. Metodele de calcul utilizate
in analiza variantei au respectat instructiunile din literatura de specialitate (Ardelean si Sestras, 1996).
Variabilitatea caracteristicilor analizate in experientd a fost apreciatd pe baza coeficientilor de
variabilitate, calculati dupd formula: s % = s / x - 100 (Ceapoiu, 1968; Botez si colab., 1995).
Corelatiile dintre caracteristicile studiate au fost estimate statistic, prin calculul coeficientilor de
corelatie si stabilirea semnificatiei acestora, comparandu-se valorile calculate cu cele teoretice, pentru
probabilitatile de transgresiune de 5%, 1% si 0,1%, respectandu-se recomandarile din literatura de
specialitate (Saulescu, 1967; Ceapoiu, 1968; Botez si colab., 1995; Ardelean si Sestrag, 1996).



In generatia F, au fost analizati 2190 hibrizi, cu numir variabil in interiorul combinatiilor
hibride, osciland intre 17 si 248 descendenti/combinatie.

Hibridari dirijate, interspecifice

Ardelean x M. niedzwetzkyana
Aromat de vara x M. coronaria

Cluj 218/2 x M. coronaria

Cluj 218/2 x M. floribunda

Cluj 218/2 x M. niedzwetzkyana

Cluj 218/2 x M. zumi

Clyj II-1-2 x M. floribunda

Clyj II-1-2 x M. M. niedzwetzkyana
Frumos de Voinesti x M. floribunda
Frumos de Voinesti x M. niedzwetzkyana
Frumos de Voinesti x M. zumi

Golden Delicious x M. prunifolia

. coronaria x Jonathan

. coronaria x Reinette Baumann

. floribunda x Reinette Baumann

. prunifolia x Rosu de Clyj

. zumi x Golden Delicious

. ZUmi x Jonathan

. zumi x Reinette Baumann

Reinette Baumann x M. niedzwetzkyana
Reinette Baumann x M. prunifolia
Reinette Baumann x Malus floribunda
Rosu de Cluj x M. coronaria

Rosu de Cluj x M. niedzwetzkyana
Rosu de Cluj x M. prunifolia

I L

Generatia F, a fost reprezentata de descendentii elitelor selectionate in cdmpurile de hibrizi F,
in numar de 53 elite, care au dat doua tipuri de descendenti seminali: obtinuti prin polenizare liberd (in
campul de hibrizi, intercross, polenizare panmictica) si obtinuti prin polenizare dirijata. In functie de
acest material biologic, a fost elaborat modelul functional pentru aplicarea selectiei recurente si MAS
(Marker Assisted Selection). Numarul hibrizilor analizati in cdmpul de descendenti F; a fost de 1400.

In analiza hibrizilor interspecifici F si F2, s-au avut in vedere cele mai importante caracteristici
ale pomilor, efectudndu-se investigatii privind particularitatile descendentilor seminali, comparativ cu
speciile si soiurile utilizate ca genitori.

In campurile de hibrizi nu s-au efectuat interventii asupra pomilor (tdieri, conducere dirijata
etc.) si nici tratamente fitosanitare.

S-a urmarit cresterea plantelor si formarea coroanei, In mod natural, iar comportarea la atacul
bolilor in conditii naturale de infectie. Prelucrarea datelor experimentale s-a efectuat prin analiza
variantei (ANOVA), datele obtinute fiind prezentate in tabele de sinteza.



P: Hibridari dirijate, interspecifice
Ardelean x M. niedzwetzkyana
Aromat de vara x M. coronaria

Cluj 218/2 x M. coronaria
Cluj 218/2 x M. floribunda
Cluj 218/2 x M. niedzwetzkyana
Cluj 218/2 x M. zumi
Cluyj II-1-2 x M. floribunda
Clyj II-1-2 x M. M. niedzwetzkyana
Frumos de Voinesti x M. floribunda
Frumos de Voinesti x M. niedzwetzkyana
Frumos de Voinesti x M. zumi
Golden Delicious x M. prunifolia
M. coronaria x Jonathan
M. coronaria x Reinette Baumann
M. floribunda x Reinette Baumann
M. prunifolia x Rosu de Cluj
M. zumi x Golden Delicious
M. zumi x Jonathan
M. zumi x Reinette Baumann

Reinette Baumann x M. niedzwetzkyana

Reinette Baumann x M. prunifolia
Reinette Baumann x Malus floribunda

Rosu de Cluj x M. coronaria
Rosu de Cluj x M. niedzwetzkyana

Rosu de Cluj x M. prunifolia

etc.
l
Fi: Hibrizi interspecifici = 2190
(25 combinatii, intre 17 si 248 descendenti/combinatie)

!

Selectie
l
Elite selectionate = 53
(Intensitatea selectiei =2,42%)
!

Polenizare libera (29 elite) si polenizare dirijata cu soiuri (15 elite) in campul Fy;
Recoltare fructe, extragere seminte hibride, seméanat, plantat — hibrizi F,
!

F,: Hibrizi interspecifici = 1400
(44 combinatii, intre 7 si 139 descendenti/combinatie)
!
Selectie (fenotipica, genotipica, MAS)
!

()
Figura 1. Materialul biologic si originea hibrizilor interspecifici F; si F> de mar



P: Hibridari dirijate, interspecifice
(provocare variabilitate interspecificd)

AxB
CxD
ExF
GxH
etc.
!
F;: Hibrizi interspecifici = 2190
!
Selectie (exploatare variabilitate interspecifica)
!
Alegere elite (constitutie puternic heterozigota)
!
Polenizare libera (camp de intercross) si polenizare dirijata cu soiuri; provocare variabilitate ampla
| NS : R N 71 hibrizi
F1 C XD seescecccfssscecsssssccssssssessssssscssssssesssssssscsssssssese
I O 119
| S - S A g AN 248
F] IXJ ~ eesececfsssscccsssscesosssscccssescccsssssesesssssecssssssccssssscscssssnne
F; etc. etc.

Recoltafe fructe/de la Seminte — plante hibride F,
(Hibrizi F; “ e s1 “full SIB” - polenizari dirijate; “constelatii de gene”)
FZAxB e ecesaiecesscssssssscssssssesssessscsssssscssscssseses X hibrizi
F2cxp , 19
I < 139
F 2GXH = o eediecescees
Faixs R 114
F, etc.

Selectie recurenta - indivizi F; cu foarte larga heterozigotie, obtinuti prin Backcross “modificat”
(in loc de Incrucisarea unui hibrid interspecific cu unul dintre parinti, s-au folosit soiuri valoroase,
pentru corectarea caracteristicilor nedorite aduse de la specia rustica;
la hibrizii F, obtinuti prin polenizare libera, naturala, s-au acumulat gene de la elita selectionata,
precum si de la diferitele genotipuri din campul de intercross F)

!

Variabilitate si diversitate extrem de largd, inter- si intraspecifica

!

Selectie asistata de markeri moleculari (MAS)

Figura 2. Elaborare model functional pentru aplicarea selectiei recurente si MAS



Rezultate si discutii
Vigoarea de crestere a pomilor

In aprecierea vigorii de crestere a pomilor la genitorii utilizati in hibridari s-au utilizat normele
UPOV (International Union for the Protection of New Varieties of Plants, Guidelines, for Ornamental
Apple - Malus Mill., 2003). Prin aplicarea scalei UPOV (3 — vigoare slaba; 5 — medie; 7 — puternica), s-
au obtinut rezultatele din tabelul 2.

Tabelul 2
Vigoarea speciilor si soiurilor utilizate ca genitori in hibridarile interpecifice,
apreciatd in conformitate cu normele UPOV

. Genitor (9-matern; Vigoarea, apreciatd prin:
Genotipul parental J&-patern) Fenotip Note UPOV
M. coronaria Q; 3 Slaba 3
M. floribunda ;4 Medie 5
M. prunifolia Q; 3 Medie spre mare 7
M. zumi ;3 Medie 3
M. niedzwetzkyana 3; 8 Medie 3
‘Reinette Baumann’ ;3 Mare 7
‘Rosu de Cluj’ Q; 3 Foarte mica 3
‘Golden Delicious’ ;4 Medie spre mare 5
‘Jonathan’ 3 Medie 5
‘Ardelean’ Q Medie 5
‘Cluj 218/2 Q Mare 7
‘Clyj 1I-1-2° Q Mare 7
‘Frumos de Voinesti’ Q Mare 7
‘Starkrimson’ Q Foarte mica, spur 3

In cadrul celor 25 combinatii de mar studiate, vigoarea de crestere a pomilor la hibrizii F1 a fost
apreciatd in functie de inaltimea pomilor, masuratd de la nivelul solului pand la varful pomilor. Datele
au fost prelucrate statistic, ca valori medii ale caracterului (exprimate in m), pentru fiecare combinatie
studiata.

Rezultatele obtinute pentru inaltimea medie a pomilor, exprimatd in m la combinatiile de mar
studiate in experienta, sunt redate in tabelul 3.

Media notelor pentru vigoarea hibrizilor F; in cele 25 combinatii a fost cuprinsa intre 4,00 si
6,13 m. In urma prelucririi statistice a datelor privind vigoarea pomilor, hibrizii din combinatia Cluj
218/2 x M. niedzwetzkyana au prezentat vigoarea cea mai mare, cu diferente foarte semnificativ
superioare, in comparatie cu valoarea medie a caracterului pe experientd (5.20 m), considerata varianta
martor. O vigoare mare a pomilor s-a inregistrat si la combinatia Reinette Baumann x M. prunifolia,
inregistratad cu diferente distinct semnificative (5.92 m).



Vigoarea de crestere a pomilor, apreciata n functie de inaltimea pomilor (m),
la combinatiile de mar*

Tabelul 3

Inaltimea . Coef.
Ijlf[ Combinatia hibrida pomilor leg:gnm Valciarea Semnif. | Variab.
' (m) (s%)

1 M. coronaria x ‘Jonathan’ 4.93 -0.27 -0.48 - 27.4
2 M. coronaria x ‘Reinette Baumann’ 4.88 -0.32 -2.24 000 5.1
3 M. floribunda x ‘Reinette Baumann’ 547 0.27 1.10 - 7.4
4 M. prunifolia x ‘Rosu de Clyj’ 5.35 0.15 0.42 - 9.3
5 M. zumi x ‘Golden Delicious’ 5.60 0.40 0.92 - 17.2
6 M. zumi x ‘Jonathan’ 5.13 -0.07 -0.46 - 11.1
7 M. zumi x ‘Reinette Baumann’ 4.93 -0.27 -2.68 000 4.5
8 ‘Ardelean’ x M. niedzwetzkyana 5.52 0.32 1.42 - 11.8
9 ‘Clyj 218/2° x M. floribunda 5.18 -0.02 -0.13 - 6.8
10 | ‘Clyj 218/2’ x M. niedzwetzkyana 6.13 0.93 7.04 XXX 4.8
11 | ‘Clyj 218/2° x M. zumi 5.40 0.20 1.06 - 10.3
12 | ‘Clyj I1-1-2’ x M. floribunda 4.77 -0.43 -1.77 0 8.5
13 | ‘Clyj 1I-1-2’ x M. niedzwetzkyana 5.01 -0.19 -0.80 - 17.0
14 | ‘Frumos de Voinesti’ x M. floribunda 4.73 -0.47 -1.95 00 15.3
15 | ‘Frumos de Voinesti’ x M. niedzwetzkyana 5.37 0.17 0.95 - 10.4
16 | ‘Frumos de Voinesti’ x M. zumi 5.18 -0.02 -0.13 - 6.8
17 | ‘Golden Delicious’ x M. prunifolia 5.08 -0.12 -0.54 - 13.8
18 | ‘Reinette Baumann’ x M. floribunda 5.37 0.17 0.69 - 11.8
19 | ‘Reinette Baumann’ x M. niedzwetzkyana 5.50 0.30 0.70 - 15.4
20 | ‘Reinette Baumann’ x M. prunifolia 5.92 0.72 4.09 XX 8.2
21 | ‘Reinette Baumann’ x Malus zumi 5.33 0.13 0.35 - 24 .4
22 | ‘Rosu de Cluj’ x M. coronaria 4.00 -1.20 -5.54 000 10.2
23 | ‘Rosu de Clyj’ x M. niedzwetzkyana 5.38 0.18 0.97 - 12.9
24 | ‘Rosu de Clyj’ x M. prunifolia 5.39 0.19 0.97 - 13.5
25 | ‘Starkrimson’ x M. prunifolia 4.43 -0.77 -7.80 000 2.6

Mean of experiment (Control) 5.20 - - - 11.5

*Explicarea semnificatiilor diferentelor
Valoarea t’ N Semniﬁcagiile diferentelor .
Pozitive Negative Interpretarea diferentelor

<t5% - Nesemnificative (NS)
Intre t 5% sit1% X Semnificative
Intret 1% sit0.1% XX 00 Distinct semnificative
>10.1% XXX 000 Foarte semnificative

Cea mai mica vigoare s-a inregistrat la descendentii proveniti din incrucisarile ‘Rosu de Cluj’ x
M. coronaria, ‘Starkrimson’ x M. prunifolia, ‘Frumos de Voinesti’ x M. floribunda, ‘Cluj 1I-1-2° x M.
floribunda, M. zumi x ‘Reinette Baumann’, M. coronaria x ‘Reinette Baumann’.
Variabilitatea indltimii pomilor a fost mica la zece combinatii, sub 10%. O variabilitate medie a
caracterului a fost inregistrata la 11 combinatii, la care s% a avut valori peste 10%, iar doud combinatii
au Inregistrat o variabilitate a caracterului apreciatd drept mare, peste 20%. Valoarea medie
coeficientului de variabilitate s% pe experienta a fost de 11,5%, iar limitele de variatie s% pentru




vigoarea de crestere a pomilor au oscilat intre 2,6% (Starkrimson x M. prunifolia) si 27,4% (M.
coronaria x Jonathan).

Datele obtinute confirma ipotezele din literatura de specialitate, conform cérora vigoarea
pomilor la mar este sub control poligenic, fapt ilustrat si de expresia s% a caracterului la hibrizii
rezultati din incrucisarea genotipurilor parentale. In general, transmiterea vigorii in descendenti a fost
in conformitate cu expresia acesteia la genitori, respectiv media descendentilor a fost in concordantd cu
cea a ascendentilor.

Unele exceptii sau abateri ar putea fi datorate triploidiei unor genitori (ex. ‘Reinette Baumann’)
care sunt vigurosi, dar a caror descendenti pot manifesta o vigoare redusa datorita aneupliodiei, precum
si efectelor de dominantd sau epistazie care participd la ereditatea vigorii pomilor pe langa cele de
aditivitate.

Prin gruparea combinatiilor hibride dupa genitorul rustic utilizat ca forma maternala sau
paternald, nu s-au inregistrat diferente semnificative intre media notelor pentru vigoare la descendentii
care au avut specii de Malus ca mama (5,18) sau tata (5,20). Fiecare specie rustica si-a transmis cu
fidelitate vigoarea de crestere in descendentd, atat ca genitor matern cat si patern, diferente evidente
obtinandu-se numai in cazul speciei M. coronaria (Fig. 3).

5.23

O Mama
O Tata

4.51

4.0

3.5

oronani? M ’{\o('\")““da ouky2™® M p(\“\"{"\-‘a N Meat

M- M. nied?

Fig. 3. Media notelor pentru vigoarea de crestere a pomilor la hibrizii F, interspecifici, in functie de
utilizarea speciilor de Malus ca genitori materni sau paterni

Pe langa informatiile obtinute privind determinismul genetic al vigorii de crestere a pomilor in
hibridarile indepartate, interspecifice, rezultatele ilustreaza si faptul ca, practic, in oricare combinatie
chiar daca variabilitatea caracterului nu a fost deosebit de larga in interiorul fiecdrei familii
interspecifice.



Rezultatele obtinute privind anul primei fructificari

Durata perioadei juvenile a pomilor este foarte importanta la mar, atat in cazul soiurilor, cat si
in cazul hibrizilor aflati in procesul de selectie. La soiuri, cu cét intrarea pomilor pe rod este mai
timpurie, cu atat existd premize pentru amortizarea mai rapida a cheltuielilor necesitate de infiintarea
plantatiilor (Sestrag, 2004).

Tabelul 4

Durata perioadei juvenile, apreciata in functie de anul primei fructificari (valori medii - ani),
a hibrizilor interspecifici F; din combinatiile din experienta*

Nr. T A‘nul‘ Diferenta | Valoarea . quf.
ort. Combinatia hibrida primei ( iani)’ ; Semnif. | Variab.
fructificari (s%)

1 M. coronaria x ‘Jonathan’ 7.1 -0.2 -0.8 - 4.7
2 M. coronaria x ‘Reinette Baumann’ 9.3 2.3 3.5 XXX 13.6
3 M. floribunda x ‘Reinette Baumann’ 7.3 0.3 0.8 - 13.1
4 M. prunifolia x ‘Rosu de Cluj’ 7.0 0.0 0.1 - 6.7
5 M. zumi x ‘Golden Delicious’ 8.3 1.4 1.5 - 18.3
6 M. zumi x ‘Jonathan’ 7.5 0.5 2.0 X 11.4
7 M. zumi x ‘Reinette Baumann’ 7.8 0.8 2.0 X 15.8
8 ‘Ardelean’ x M. niedzwetzkyana 7.2 0.2 1.1 - 5.6
9 ‘Clyj 218/2’ x M. floribunda 7.3 0.3 1.0 - 6.9
10 | “Cluj 218/2° x M. niedzwetzkyana 7.0 0.0 0.1 - 13.6
11 | ‘Cluj 218/2’ x M. zumi 7.3 0.4 1.0 - 11.1
12 | “Clyj I1-1-2” x M. floribunda 7.0 0.0 0.1 - 11.7
13 | ‘Cluj I1-1-2’ x M. niedzwetzkyana 7.3 0.4 1.0 - 7.9
14 | ‘Frumos de Voinesti’ x M. floribunda 7.5 0.5 1.0 - 9.4
15 | ‘Frumos de Voinesti’ x M. niedzwetzkyana 7.6 0.6 2.2 X 7.2
16 | ‘Frumos de Voinesti’ x M. zumi 6.0 -1.0 -2.3 0 27.2
17 | ‘Golden Delicious’ x M. prunifolia 6.6 -0.4 -0.6 - 27.8
18 | ‘Reinette Baumann’ x M. floribunda 7.6 0.6 2.4 X 7.1
19 | ‘Reinette Baumann® x M. niedzwetzkyana 7.3 0.3 1.0 - 6.9
20 | ‘Reinette Baumann’ x M. prunifolia 6.8 -0.2 -0.4 - 21.9
21 | ‘Reinette Baumann’ x Malus zumi 8.1 1.1 4.1 XXX 9.8
22 | ‘Rosu de Cluj’ x M. coronaria 7.3 0.3 0.6 - 13.2
23 | ‘Rosu de Clyj’ x M. niedzwetzkyana 7.0 0.0 0.1 - 9.0
24 | ‘Rosu de Cluj’ x M. prunifolia 6.1 -0.8 -1.7 - 31.5
25 | ‘Starkrimson’ x M. prunifolia 7.3 0.4 1.0 - 7.9

Media experientei (Mt.) 7.3 - - 12.8

*Explicarea semnificatiilor diferentelor
Valoarea t’ N Semniﬁcagiile diferentelor .
Pozitive Negative Interpretarea diferentelor

<t5% - - Nesemnificative (NS)
Intre t 5% sit 1% X o Semnificative
Intre t 1% si 1 0.1% XX 00 Distinct semnificative
>10.1% XXX 000 Foarte semnificative




In ameliorarea marului, perioada juvenild determina numirul de ani in care hibrizii ocupa spatiu
si necesitd intretinere Tnainte de a li se putea stabili valoarea reald (productia, calitatea fructelor), de
aceea, cu cat durata juvenila este mai lunga, cu atat cheltuielile sunt mai mari. Cresterea si dezvoltarea
hibrizilor de mar obtinuti din sdmanta este lenta, durata perioadei juvenile fiind destul de lunga, variind
intre 3 si 10 ani, si fiind puternic influentatd de genotipul plantelor, dar si de practicile culturale
aplicate (Janick si colab., 1996).

Rezultatele obtinute privind anul primei fructificari a hibrizilor interspecifici F, exprimatd in
ani, ca valori medii pe fiecare combinatie hibrida de mar din experientd, sunt redate in tabelul 4.

Anul primei fructificari a avut valori diferite In cadrul combinatiilor studiate, obtindndu-se o
amplitudine a variatiei cuprinsa Intre 6.0 si 9.3 ani. Media experientei pentru caracteristica analizata in
randul celor sase combinatii a avut valoarea de 7.3 ani.

In urma prelucririi statistice a datelor privind anul primei fructificari, valori asigurate din punct
de vedere statistic, comparativ cu media experientei, s-au inregistrat la patru combinatii. Dintre acestea,
doar una a prezentat diferente inferioare, in timp ce trei au avut diferente superioare, semnificand o
intrare tardiva pe rod a hibrizilor: Cluj II-1-2 x M. Floribunda, Reinette Baumann x Malus zumi, Cluj
218/2 x M. floribunda.

Singura combinatie care s-a remarcat prin hibrizi cu intrare timpurie pe rod, cu diferente
asigurate statistic, a fost M. zumi x Jonathan. Chiar si la aceastd incrucigare, durata medie pana la
prima fructificare a descendentilor F; a fost destul de lunga, de sase ani.

O perioada juvenila lunga s-a inregistrat la hibrizii din combinatiile Cluj II-1-2 x M. Floribunda
(9,3 ani), Reinette Baumann x Malus zumi (8,1 ani), Cluj 218/2 x M. Floribunda (9,3 ani) cu diferente
superioare, asigurate statistic.

In interiorul variantelor, variabilitatea intrarii pe rod a fost mica la 12 combinatii hibride (s%
sub 10%). O variabilitate medie a fost inregistratd la noud combinatii (s% intre 10-20%), iar la patru
combinatii variabilitatea caracterului a fost mare (>20%).

Este interesant de remarcat faptul ca la hibrizii proveniti din incrucisarile care au determinat cea
mai scurta perioada juvenila, M. zumi x Jonathan si M. zumi x Reinette Baumann, s-a inregistrat cea
mai ampla variabilitate a intrarii pe rod (27.2% si 27.8%). Rezultatele confirma datele din literatura de
specialitate, conform cdrora unele specii rustice, precum M. zumi, transmit descendentilor seminali o
perioda juvenild mai scurta decat cea transmisa de soiuri (Zimmerman, 1972; Schmidt, 1985).

Lungimea perioadei juvenile a hibrizilor este importanta si datoritd faptului cd este corelata
direct cu precocitatea intrarii pe rod dupa inmultirea prin altoire, astfel ca, in procesul de selectie, sunt
preferati hibrizii cu o intrare cat mai timpurie pe rod. De aceea, hibrizii care nu intrd pe rod pand in
anul sase de la obtinerea din seminte sunt considerati fara perspective si se pot elimina (Cociu si Oprea,
1989).

Aplicarea unui asemenea criteriu de alegere este discutabild, intrucat, in multe combinatii
hibride, descendentii seminali intrd pe rod tarziu, abia dupa 8-9 ani de viata (Ardelean si colab., 1992;
Sestras si colab., 1992). De exemplu, dintre 1.230 de hibrizi proveniti din genitori diferiti, In anul sase
de viatd au intrat pe rod doar 17,4%, iar in anul opt 57,6% (Sestras, 1997). Rezultd ca aplicarea
selectiei pe baza considerentului anterior ar determina inldturarea unei cantititi impresionante de
material biologic, de aceea este de preferat ca hibrizii sa fie mentinuti in cadmp cel putin panad in
momentul in care majoritatea intra pe rod, cu toate inconvenientele ce decurg de aici (cresterea duratei,
si asa indelungatd, in care plantele ocupd teren, necesita Intretinere, ca atare cheltuieli banesti si de
forta de munca etc.).



Rezultatele obtinute privind marimea fructelor

Mairimea fructului constituie, la mar, un element de productivitate extrem de important, care,
in afard de influentele ereditare, este puternic conditionat de factorii de mediu si de cultura.

Tabelul 5
Marimea fructelor, apreciata in functie de notele medii, la combinatiile de mar*
o Coef.
Nr. Combinatia hibrida Marimea Diferenta Va{?irea Semnif. | Variab.
crt. ’ fructelor ’ t
(s%)
| M. coronaria x ‘Jonathan’ 3.0 0.4 1.0 - 33.3
2 M. coronaria x ‘Reinette Baumann’ 2.5 -0.1 -0.3 - 40.0
3 M. floribunda x ‘Reinette Baumann’ 2.7 0.1 0.2 - 27.9
4 M. prunifolia x ‘Rosu de Cluj’ 3.2 0.6 1.2 - 46.1
5 M. zumi x ‘Golden Delicious’ 2.3 -0.3 -0.5 - 49.5
6 M. zumi x ‘Jonathan’ 3.1 0.5 1.4 - 39.2
7 M. zumi x ‘Reinette Baumann’ 3.2 0.6 1.5 - 35.5
8 ‘Ardelean’ x M. niedzwetzkyana 3.0 0.4 1.2 - 29.8
9 ‘Cluj 218/2° x M. floribunda 2.5 -0.1 -0.3 - 40.0
10 | ‘Cluj 218/2’ x M. niedzwetzkyana 2.3 -0.3 -1.0 - 42.2
11 | ‘Cluj 218/2° x M. zumi 3.0 04 0.7 - 42.2
12 | ‘Cluj II-1-2” x M. floribunda 2.8 0.1 0.4 - 18.2
13 | ‘Cluj [I-1-2 x M. niedzwetzkyana 2.3 -0.3 -0.5 - 49.5
14 | ‘Frumos de Voinesti’ x M. floribunda 2.0 -0.6 -0.6 - 70.7
15 | ‘Frumos de Voinesti’ x M. niedzwetzkyana 3.0 0.4 0.6 - 47.1
16 | ‘Frumos de Voinesti’ x M. zumi 2.4 -0.3 -1.0 - 40.3
17 | ‘Golden Delicious’ x M. prunifolia 3.2 0.6 1.5 - 35.5
18 | ‘Reinette Baumann® x M. floribunda 2.4 -0.2 -0.6 - 40.2
19 | ‘Reinette Baumann’ x M. niedzwetzkyana 2.5 -0.1 -0.3 - 40.0
20 | ‘Reinette Baumann’ x M. prunifolia 2.8 0.1 0.5 - 24.0
21 | ‘Reinette Baumann’ x Malus zumi 1.5 -1.1 -4.0 000 60.3
22 | ‘Rosu de Cluj’ x M. coronaria 3.0 0.4 0.4 - 54.4
23 | ‘Rosu de Cluj’ x M. niedzwetzkyana 3.1 0.5 1.6 - 36.7
24 | ‘Rosu de Clyj’ x M. prunifolia 3.0 0.4 1.1 - 42.2
25 | ‘Starkrimson’ x M. prunifolia 4.0 1.4 2.3 X 25.0
Media experientei (Mt.) 2.8 - - - 40.4

*Explicarea semnificatiilor diferentelor

Valoarea ‘t’

Pozitive
<t5% -
intre t 5% si t 1% X
intret 1% it 0.1% XX
>10.1% XXX

Semnificatiile diferentelor
Negative

(o)
00
000

Interpretarea diferentelor

Nesemnificative (NS)
Semnificative
Distinct semnificative
Foarte semnificative

*Legenda: aprecierea marimii fructelor s-a efectuat prin bonitare, utilizdndu-se urmatoarea

scara de notare (conform normelor UPOV):
1 = fructe foarte mici;




3 = fructe mici;

5 = fructe medii;

7 = fructe mari;

9 = fructe foarte mari.

In descendentele incrucisarilor interspecifice se transmit, pe langa caractere dezirabile ale
parintelui sdlbatic, si cele nefavorabile, indeosebi marimea foarte mica si gustul slab al fructelor.
Intrucat hibrizii interspecifici mostenesc in mod preponderent astfel de caractere, ei trebuie utilizati in
incrucisari si retroincrucisdri cu soiuri valoroase, pentru corectarea caracteristicile nedorite aduse de la
specia rustica.

Intr-o lunga perioada de timp, pornindu-se de la specia M. floribunda, cu fructe mici, avand
aproximativ 1 cm in diametru, s-a ajuns la noile soiuri rezistente la rapan (Prima, Priscilla, Priam,
Florina etc.), a caror fructe au un diametru de peste 70-75 mm.

La noi in tard, prin hibridare interspecifica urmata de selectie si hibridari succesive, s-a obtinut
soiul Generos, cu rezistenta poligenica la rapan mostenita de la M. kaido (Serboiu, 1990).

Rezultatele obtinute privind marimea fructelor, exprimata in valori medii la combinatiile de mar
studiate in experienta, sunt redate in tabelul 5.

Greutatea fructelor a avut valori diferite in cadrul combinatiilor studiate, obtinandu-se o
amplitudine a variatiei cuprinsa intre 1.5 si 4.0 (in conditiile in care, nota ,,1” s-a acordat pentru ,,fructe
foarte mici”, iar ,,5” pentru ,,fructe medii”’). Media experientei pentru caracteristica analizata in randul
celor sase combinatii a avut valoarea de 2.8 (aproape de nota ,,3”, care exprima ,,fructe mici”).

In urma prelucririi statistice a datelor, doar variantele cu valori medii extreme pentru marimea
fructelor au prezentat abateri asigurate din punct de vedere statistic. Hibrizii proveniti din Incrucisarea
Starkrimson x M. prunifolia au prezentat cele mai mari fructe, cu diferente semnificativ superioare
mediei pe experienta. Hibrizii din combinatia Reinette Baumann x Malus zumi au fost inregistrati cu
cele mai mici fructe, cu diferente foarte semnificativ inferioare.

In interiorul familiilor reprezentate de hibrizii F; din cele 25 de variante, valoarea coeficientului
de variabilitate (s%) a oscilat intre 18.2% (M. coronaria x Reinette Baumann) si 70.7% (M. prunifolia
x Rosu de Cluj). Variabilitatea ampld a marimii fructelor la majoritatea combinatiilor studiate (peste
20%, doar o combinatie fiind inregistratd cu s% sub 10), ilustreaza diferentele marcante dintre hibrizii
aceleasi familii, pentru marimea fructelor, fapt evidentiat i de media pe experientd, s%=40.4%.

Rezultatele obtinute privind comportarea hibrizilor interspecifici
la atacul principalelor boli

In special in Occident si indeosebi in SUA, mérul ornamental este foarte popular, mult utilizat
in amenajarea peisajului (Sion, 1995; Jackson, 2003; de ienupar si Mabberley, 2006). Din pacate, si
marul ornamental, la fel ca cel cultivat pentru fructe, este vulnerabil la atacul mai multor boli, care pot
afecta sanatatea pomilor si aspectul lor decorativ. Printre cele mai grave boli ale marului se situeaza
rapanul (Venturia inaequalis) si fainarea (Podosphaera leucotricha), care provoaca daune mari si in
conditiile pedoclimatice din Transilvania (Sestras, 2003 a, b).

Din acest motiv, crearea unor soiuri ornamentale sau pentru fructe de desert reprezintd un
obiectiv extrem de important de ameliorare. Progenii unor specii de mar ornamental pot oferi o buna
baza de selectie pentru obtinerea unor genotipuri rezistente, deoarece multi descendenti pot poseda un
nivel ridicat de rezistenta pentru cele doua boli (Bus et al., 2000; Sestras, 2004; Patrascu et al., 2006).
De asemenea, hibrizii proveniti din specii ornamentale pot fi folositi in programele de largire a bazei



genetice a marului, selectie recurentd, cresterea variabilitdtii genetice si ameliorarea durabild (Oraguzie
et al., 2003, 2004).

Tindndu-se seama de aceste considerente, in experientd s-a urmadrit indeosebi comportarea
hibrizilor intrespecifici la atacul de rapan (Venturia inaequalis) si fainare (Podosphaera leucotricha).

Rezultatele obtinute privind comportarea hibrizilor la atacul de rapan

Rapanul marului, cauzat de agentul patogen Venturia inaequalis (Cke.) Wint. este una dintre
bolile care produc cele mai mari pagube in cultura marului. Boala afecteaza frunzele si fructele, avand
un efect negativ marcant asupra productiei de fructe si calitatii fructelor. Boala poate fi controlata prin
tratamente fitosanitare, dar cu costuri si dificultati considerabile, iar uneori, in functie si de conditiile
climatice, eficienta fungicidelor aplicate este relativa (Sestras, 2004; Sestras si colab., 2009).

Datorita faptului ca rapanul constituie cea mai importantd boald la mar, crearea unor soiuri
rezistente la rapan a constituit unul dintre principalele obiective prevazute in programele de ameliorare
din lumea intreagd. $i in Romania, si indeosebi in Transilvania, rapanul intalneste conditii deosebit de
favorabile de dezvoltare si raspandire, iar cele mai multe soiuri larg cultivate sunt foarte sensibile la
atacul acestei boli (Sestras, 2003). De aceea, si 1n tara noastrd, rezistenta la rapan constituie unul din
obiectivele centrale de ameliorare a marului.

Valorile medii ale atacului de rapan, la combinatiile de mar studiate in experientd in care
speciile de Malus au participat ca genitori materni sunt prezentate in tabelul 6. Datele au fost prelucrate
statistic (testul ANOVA), provenind din notele individuale acordate hibrizilor, pe parcursul a trei ani,
pe scara de bonitare de la “0” (lipsa atacului) la “5” (atac foarte puternic), in conditiile infectiei
naturale, si In absenta tratamentelor cu fungicide.

Atacul de rapan a avut valori diferite Tn cadrul combinatiilor studiate, obtindndu-se o
amplitudine a variatiei cuprinsd intre 0.38 si 1.87.

Media experientei pentru caracteristica analizata in randul celor sase combinatii a avut valoarea
de 1.05.

Comparativ cu media experientei, considerata variantd martor, valori asigurate din punct de
vedere statistic s-au inregistrat la trei combinatii hibride. Astfel, combinatia M. coronaria x Reinette
Baumann a avut cel mai mare atac mediu, cu abateri foarte semnificativ inferioare mediei pe intreaga
experienta iar combinatia M. zumi x Golden Delicious a inregistrat abateri inferioare mediei pe intreaga
experienta in timp ce combinatia M. zumi x Reinette Baumann a fost inregistratd cu cea mai mare
rezistentd, cu diferente semnificativ superioare mediei pe experienta.

Tabelul 6
Atacul de rapan la hibrizii F; de mar din combinatiile studiate *

Nr Val. medii | Diferenta Coef.

c rt: Combinatia hibrida atac de + t Semnif. | Variab.
rapan (s%)
1 M. zumi x Golden Delicious 0.58 -0.47 -1.98 0 69.0
2 M. zumi x Reinette Baumann 1.39 0.33 0.91 - 95.6
3 M. zumi x Reinette Baumann 1.87 0.81 2.36 X 52.0
4 M. coronaria x Jonathan 1.00 -0.05 -0.21 - 47.2
5 M. coronaria x Reinette Baumann 0.38 -0.68 -3.93 000 38.5
6 M. floribunda x Reinette Baumann 1.11 0.06 0.30 - 17.2
Media experientei (Mt.) 1.05 - - - 53.2




*Explicarea semnificatiilor diferentelor
Semnificatiile diferentelor

Valoarea 't Pozitive Negative Interpretarea diferentelor
<t5% - - Nesemnificative (NS)
Intre t 5% sit 1% X 0 Semnificative
Intre t 1% si t 0.1% XX 00 Distinct semnificative
>10.1% XXX 000 Foarte semnificative

*Legenda: aprecierea comportarii hibrizilor la atacul de rapan s-a efectuat prin bonitare, utilizindu-se urméatoarea
scara de notare:

0 = lipsa atacului;

1 = atac foarte slab;

2 = atac slab;

3 = atac mediu;

4 = atac puternic;

5= atac foarte puternic.

Coeficientii de variabilitate calculati pentru atacul de rapan la combinatiile testate au valori
relativ mari, la toate combinatiile fiind peste 20%. Valoarea medie coeficientului de variabilitate s% pe
experientd a fost de 53.2 %, iar limitele de variatie s% pentru atacul de rapan au oscilat intre 17.2 %
(M. floribunda x Reinette Baumann) si 95.6 % (M. zumi x Reinette Baumann).

Rezulta ca, la combinatia M. coronaria x Reinette Baumann, cu cel mai mic atac de rapan,
variabilitatea relativ mica in comparatie cu cea inregistrata in alte familii hibride, ilustreaza o anumita
uniformitate a comportarii bune a hibrizilor la rapan, sub aspectul manifestarii atacului.

In tabelul 7 sunt prezentate valorile medii ale atacului de rapan la hibrizii din combinatiile de
mar in care speciile de Malus au participat ca genitori paterni.

La descendentii proveniti din incrucisdri interspecifice cu specii rustice utilizate ca forme
paterne, atacul de rapan a avut valori diferite in cadrul combinatiilor, obtindndu-se o amplitudine a
variatiei cuprinsd intre note medii de 0.53 si 3.52 pe familie.

Media experientei pentru caracteristica analizatd in randul celor zece combinatii a avut valoarea
de 1.94.

Comparativ cu media experientei, considerata variantd martor, valori asigurate din punct de
vedere statistic s-au inregistrat la sase combinatii hibride, dintre acestea, trei remarcandu-se prin
sensibilitatea descendentilor, iar trei prin tolerantd sau chiar rezistenta acestora la atacul de rapan.

Astfel, combinatiile Cluyj 218/2 x M. niedzwetzkyana, Frumos de Voinesti x M.
niedzwetzkyana, Golden Delicious x M. prunifolia au avut cele mai mici valori ale notelor medii
pentru atac, cu abateri foarte semnificativ inferioare mediei pe intreaga experienta.

La polul opus s-au situat hibrizii din combinatiile Cluj 218/2 x M. floribunda si Frumos de
Voinesti x M. floribunda care au inregistrat diferente foarte semnificativ superioare mediei pe
experientd, manifestand sensibilitate la aceastd boald. Susceptibilitate la atac au prezentat §i progenii
din combinatia Reinette Baumann x M. floribunda, inregistrati cu diferente distinct semnificativ
superioare ale mediei notelor pe experienta.

Coeficientii de variabilitate calculati pentru atacul de rapan la combinatiile testate au avut valori
relativ mari la toate combinatiile, cu s% de peste 20%. Valoarea medie a coeficientului de variabilitate
pe experientd a fost de 52.4 %, iar limitele de variatie s% pentru atacul de rapan au oscilat intre 23.3 %
(Frumos de Voinesti x M. floribunda) si 85.2 % (Golden Delicious x M. prunifolia).



Atacul de rapan la hibrizii F; de mar din combinatiile studiate *

Tabelul 7

Nr. Comb Media Difer. t Semnif. s%
crt. rapan
1 | Clyj 218/2 x M. floribunda 3.52 1.58 4.63 XXX 24.3
2 | Frumos de Voinesti x M. floribunda 3.23 1.29 4.92 XXX 23.3
3 | Reinette Baumann x M. floribunda 2.51 0.57 3.01 XX 24.4
4 | Clyj 218/2 x M. niedzwetzkyana 1.13 -0.82 | -3.79 000 66.6
5 | Frumos de Voinesti X M. niedzwetzkyana 0.53 -1.42 | -10.20 000 57.2
6 | Reinette Baumann x M. niedzwetzkyana 1.74 -0.21 | -0.65 - 64.3
7 | Rosu de Cluj x M. niedzwetzkyana 2.10 0.15 0.48 - 52.3
8 | Golden Delicious x M. prunifolia 1.00 -0.94 | -3.51 000 85.2
9 | Reinette Baumann x M. prunifolia 1.44 -0.50 | -1.39 - 71.2
10 | Rosu de Cluj x M. prunifolia 2.25 0.31 - - 55.1
Media experientei (Mt.) 1.94 - - - 52.4

*Explicarea semnificatiilor diferentelor

Valoarea 't Pozitive Negative Interpretarea diferentelor
<t5% - - Nesemnificative (NS)
Intre t 5% si t 1% X 0 Semnificative
Intre t 1% si t 0.1% XX 00 Distinct semnificative
>10.1% XXX 000 Foarte semnificative

Semnificatiile diferentelor

*Legenda: aprecierea comportarii hibrizilor la atacul de rapan s-a efectuat prin bonitare, utilizandu-se urmétoarea

scara de notare:
0 = lipsa atacului;
1 = atac foarte slab;
2 = atac slab;
3 = atac mediu;
4 = atac puternic;
5= atac foarte puternic.

La combinatia Frumos de Voinesti x M. floribunda, cu variabilitatea minima, atacul de rapan a

avut si cea mai mare uniformitate sub aspectul manifestarii, ilustrand o sensibilitate la rapan a
majoritatii hibrizilor. In combinatia Golden Delicious x M. prunifolia, inregistratd cu o medie mici a
notelor, adicd o comportare buna a hibrizilor la rapan, apare cea mai mare neuniformitate a atacului
(s%=85,2), ceea ce semnifica faptul ca pe langa hibrizi rezistenti, in familia respectiva exista si unii
extrem de sensibili la rapan.

Rezultatele obtinute privind comportarea hibrizilor la atacul de fainare

Valorile medii ale atacului de fdinare la hibrizii din combinatiile de mar studiate in experienta
in care speciile de Malus au participat ca genitori materni sunt prezentate in tabelul 8.

La fel ca in cazul atacului de rapan, si pentru atacul de fainare, datele au fost prelucrate statistic
(testul ANOVA), provenind din notele individuale acordate hibrizilor, pe parcursul a trei ani, pe scara



de bonitare de la “0” (lipsa atacului) la “5” (atac foarte puternic), in conditiile infectiei naturale, si in

absenta tratamentelor cu fungicide.

Atacul de fainare la hibrizii F; a avut valori diferite in cadrul combinatiilor studiate, obtinandu-
se o amplitudine a variatiei cuprinsa intre 0.42 si 1.47. Media experientei pentru caracteristica analizata
in randul celor sase combinatii a avut valoarea de 1.11.

Comparativ cu media experientei, considerata variantd martor, valori asigurate din punct de
vedere statistic nu s-au Inregistrat la nici o combinatie. Cu toate acestea, se poate constata faptul ca cei
mai sensibili hibrizi la fainare au fost cei din combinatiile M. zumi x Reinette Baumann si M.
floribunda x Reinette Baumann (cu valori medii de 1,47 si 1,45).

Tabelul &
Atacul de fainare la hibrizii F; de mar din combinatiile studiate *

Nr. Comb Medla Difer. t Semnif. s%
crt. fainare
1 M. zumi x Golden Delicious 1.00 -0.11 -0.51 - 40.7
2 M. zumi x Jonathan 1.06 -0.05 -0.23 - 70.9
3 M. zumi x Reinette Baumann 1.47 0.35 1.23 - 57.0
4 M. coronaria x Jonathan 1.28 0.17 0.53 - 55.8
5 M. coronaria x Reinette Baumann 0.42 -0.69 -1.61 - &2.0
6 M. floribunda x Reinette Baumann 1.45 0.33 1.34 - 26.7

Media experientei (Mt.) 1.11 - - - 75.2

*Explicarea semnificatiilor diferentelor
Valoarea ‘t Semnificatiile diferentelor
oare Pozitive Negative Interpretarea diferentelor

<t5% - - Nesemnificative (NS)
intre t 5% si t 1% X o Semnificative
Intre t 1% si t 0.1% XX 00 Distinct semnificative
>10.1% XXX 000 Foarte semnificative

*Legenda: aprecierea comportarii hibrizilor la atacul de fainare s-a efectuat prin bonitare, utilizandu-se urmétoarea
scard de notare:

0 = lipsa atacului;

1 = atac foarte slab;

2 = atac slab;

3 = atac mediu;

4 = atac puternic;

5= atac foarte puternic.

Coeficientii de variabilitate calculati pentru atacul de fainare la combinatiile testate au avut
valori relativ mari, de peste 20% in toate combinatiile.

Valoarea medie a coeficientului de variabilitate s% pe experientd a fost de 75.2 %, iar limitele
de variatie s% pentru atacul de fainare au oscilat intre 26.7 % (M. floribunda x Reinette Baumann) si
82.0 % (M. coronaria x Reinette Baumann).

Valorile medii ale atacului de fainare, la hibrizii din combinatiile de mar cu genitori paterni
reprezentati de specii rustice de Malus, studiati in experientd sunt prezentate in tabelul 9.

Atacul de fainare la hibrizii F; a avut valori diferite in cadrul combinatiilor studiate, obtinandu-
se o amplitudine a variatiei cuprinsa intre 0.77 si 2.02. Media experientei pentru caracteristica analizatd
in randul celor zece combinatii a avut valoarea de 1.46.



Comparativ cu media experientei, consideratd variantd martor, valori asigurate din punct de
vedere statistic s-au inregistrat la patru combinatii, In doua descendentii putdnd fi considerati sensibili,
iar in doua rezistenti (sau cel putin toleranti) la atacul de fainare.

Cei mai sensibili hibrizi, cu cea mai mare valoare a mediei notelor (2,02), au fost cei din
combinatiile Cluj 218/2 x M. niedzwetzkyana si Rosu de Cluj x M. prunifolia.

Valorile cele mai mici ale mediei notelor au fost inregistrate la hibrizii din combinatiile Cluj
218/2 x M. niedzwetzkyana (0,77) si Reinette Baumann x M. floribunda (1,01), cu diferente asigurate
statistic, care ilustreazd o comportare adecvata la fainare, respectiv rezistenta sau toleranta la boala.

Tabelul 9
Atacul de fainare la hibrizii F; de mar din combinatiile studiate™®
Nr. Comb Medm Difer. t Semnif. $%
crt. fainare
1 | Cluj 218/2 x M. floribunda 1.47 0.01 0.03 - 73.8
2 | Frumos de Voinesti x M. floribunda 1.57 0.10 0.22 - 94.7
3 Reinette Baumann x M. floribunda 1.01 -045| -2.74 00 55.9
4 | Clyj 218/2 x M. niedzwetzkyana 0.77 -0.69 | -3.86 000 81.8
5 | Frumos de Voinesti x M. niedzwetzkyana 1.25 -0.21 | -0.77 - 72.8
6 | Reinette Baumann x M. niedzwetzkyana 1.40 -0.06 | -0.28 - 50.3
7 | Rosu de Cluj x M. niedzwetzkyana 2.02 0.56 3.19 XX 28.5
8 | Golden Delicious x M. prunifolia 1.81 0.34 0.91 - 71.0
9 | Reinette Baumann x M. prunifolia 1.30 -0.17 | -0.73 - 49.0
10 | Rosu de Cluj x M. prunifolia 2.02 0.56 2.31 X 44.9
Media experientei (Mt.) 1.46 - - - 62.3

*Explicarea semnificatiilor diferentelor

Valoarea ‘t’

Pozitive Negative Interpretarea diferentelor
<t5% - - Nesemnificative (NS)
Intre t 5% si t 1% X 0 Semnificative
Intre t 1% si t 0.1% XX 00 Distinct semnificative
>10.1% XXX 000 Foarte semnificative

Semnificatiile diferentelor

*Legenda: aprecierea comportarii hibrizilor la atacul de fainare s-a efectuat prin bonitare, utilizandu-se urmétoarea

scara de notare:
0 = lipsa atacului;
1 = atac foarte slab;
2 = atac slab;
3 = atac mediu;
4 = atac puternic;
5= atac foarte puternic.

Coeficientii de variabilitate calculati pentru atacul de fainare la combinatiile hibride din
experientd au avut valori foarte mari, ilustrand diversitatea mare a reactiei plantelor hibride din aceeasi
familie la atacul de rapan, respectiv faptul cd in interiorul familiilor hibride pot fi intalniti atit

descendenti sensibili, cat i rezistenti (toleranti).

In functie de media notelor din familiile hibride, sansele identificarii unor hibrizi rezistenti sunt
mai mari In combinatiile cu valori medii mici ale atacului.




Valorile ample ale coeficientului de variabilitate s% ilustreazd insa faptul ca hibrizi rezistenti
pot fi selectionati in oricare combinatie hibrida. Media s% pe experienta a fost de 62.3%, iar limitele de
variatie pentru atacul de fainare intre variante (reprezentate de combinatiile hibride) au oscilat intre
28.5 % (Rosu de Cluj x M. niedzwetzkyana) si 94.7% (Frumos de Voinesti x M. floribunda).

Valorile cele mai mari (2.02) pentru infectia cu fainare, obtinute la descendentii din
incrucisdrile Rosu de Cluj x M. niedzwetzkyana si Rosu de Cluj x M. prunifolia se datoreaza probabil
faptului ca hibrizii rezultati din incrucisarile respective au mostenit sensibilitatea la atacul de fainare de
la Rosu de Cluj, un soi a carui sensibilitate provine de la Jonathan, unul dintre genitorii sdi, recunoscut
pentru susceptibilitatea accentuata la fainare (Sestras, 2004).

Posibilele efecte maternale in urma hibridarilor efectuate au fost evaluate prin compararea
valorilor medii pentru infectia cu fainare cand speciile ornamentale au fost folosite atat ca forme
materne cat si paterne. S-a emis ipoteza ca hibrizii care au prezentat rezistentd mai mare au mostenit-o
de la donatorii de rezistenta (speciile salbatice) care au fost folosite ca forma materna, ipoteza care insa
nu a fost demonstrata statistic, deoarece nu au fost efectuate hibridari directe si reciproce intre speciile
ornamentale si cultivaruri (soiuri).

Alegerea plantelor elita din cadrul descendentilor hibrizi F; si intensitatea selectiei

In urma criteriilor de alegere aplicate si a selectiilor efectuate, dintre hibrizii interspecifici F; au
fost alesi ca plante elitd cei care au prezentat caracteristici superioare. Acestea au fost reprezentate de
elementele prezentate (vigoare, timpurietatea intrarii pe rod, marimea fructelor, comportare adecvata —
rezistentd sau tolerantd — la atacul de rapan si fainare), precum si alte particularitati valoroase (ideotip
arhitectural adecvat, calitatea fructelor, in special gust corespunzator etc.).

Dupa cum s-a precizat, hibrizii au mostenit in mod preponderent caracteristicile de rusticitate de
la genitorii sdlbatici (formele ,,crabe”, ornamentale). De aceea, alegerea hibrizilor cu particularitati
superioare a presupus aplicarea unei selectii riguroase, un numar mic de descendenti indeplinind
cerintele cumulate pentru ansamblul particularitatilor valoroase, respectiv vigoare si ideotip arhitectural
al pomilor adecvat, intrare timpurie pe rod, fructe de dimensiuni suficient de mari pentru merele de
desert si calitate gustativa bund, comportare bund la atacul de rapan si fdinare (rezistentd, eventual
tolerantd).

In tabelul 10 sunt prezentate rezultatele obtinute in privinta numarului de elite selectionate in
cadrul combinatiilor hibride din experienta, precum si proportia elitelor alese din fiecare combinatie
(familie hibrida) si proportia acestora din totalul hibrizilor analizati.

Din totalul celor 25 de familii hibride, in 16 nu a fost identificatd nici macar o planta elita, ceea
ce reprezintd o proportie mare a combinatiilor in care selectia nu a fost incununata de succes (64,0%).

In cele noud combinatii in care au fost identificate plante corespunzitoare obiectivelor de
selectie stabilite, numarul elitelor a oscilat de la 1 1a 12.

Cu toate ca numarul cel mai mare de elite (12) s-a obtinut in combinatia ‘Cluyj 1I-1-2° x M.
niedzwetzkyana (4,8%), proportia cea mai mare de elite s-a inregistrat in familia M. floribunda x
‘Reinette Baumann’ (noua elite din 42 hibrizi F;, ceea ce reprezinta 21,4%).

Ca atare, se poate aprecia ca cea mai eficienta selectie au asigurat-o combinatiile hibride M.
floribunda x ‘Reinette Baumann’ (21,4%), ‘Reinette Baumann’ x M. niedzwetzkyana (18,4%), M. zumi
x ‘Reinette Baumann’ (7,3%), urmate de ‘Frumos de Voinesti’ x M. niedzwetzkyana (6,6%), ‘Cluyj 1I-1-
2> x M. niedzwetzkyana (4,8%), M. coronaria x ‘Jonathan’ (4,5%), ‘Cluj 218/2° x M. floribunda
(3,2%).



Tabelul 10

Numarul elitelor selectionate In cadrul combinatiilor hibride din experienta si intensitatea selectiei

Nr. Combinatia hibrid Nrde | Nrde % Elite selectionate
ort. (@ x 3) hibrizi elite P? . Pe 'to'tal
F1 alese combinatie hibrizi F1
1 M. coronaria x ‘Jonathan’ 154 7 4.5 13.2
2 M. coronaria x ‘Reinette Baumann’ 86 0 0.0 0.0
3 M. floribunda x ‘Reinette Baumann’ 42 9 21.4 17.0
4 M. prunifolia x ‘Rosu de Cluj’ 29 0 0.0 0.0
5 M. zumi x ‘Golden Delicious’ 67 0 0.0 0.0
6 M. zumi x ‘Jonathan’ 134 0 0.0 0.0
7 M. zumi x ‘Reinette Baumann’ 82 6 7.3 11.3
8 ‘Ardelean’ x M. niedzwetzkyana 97 0 0.0 0.0
9 ‘Cluj 218/2° x M. floribunda 31 1 3.2 1.9
10 | “Cluj 218/2° x M. niedzwetzkyana 97 1 1.0 1.9
11 | “Cluj 218/2° x M. zumi 102 0 0.0 0.0
12 | “Clyj I1-1-2” x M. floribunda 17 0 0.0 0.0
13 | ‘Cluj II-1-2° x M. niedzwetzkyana 248 12 4.8 22.6
14 | ‘Frumos de Voinesti’ x M. floribunda 98 1 1.0 1.9
15 | ‘Frumos de Voinesti’ x M. niedzwetzkyana 137 9 6.6 17.0
16 | ‘Frumos de Voinesti’ x M. zumi 65 0 0.0 0.0
17 | ‘Golden Delicious’ x M. prunifolia 131 0 0.0 0.0
18 | ‘Reinette Baumann’ x M. floribunda 142 0 0.0 0.0
19 | ‘Reinette Baumann’ x M. niedzwetzkyana 38 7 18.4 13.2
20 | ‘Reinette Baumann’ x M. prunifolia 76 0 0.0 0.0
21 | ‘Reinette Baumann’ x Malus zumi 21 0 0.0 0.0
22 | ‘Rosu de Cluj’ x M. coronaria 29 0 0.0 0.0
23 | ‘Rosu de Cluj’ x M. niedzwetzkyana 126 0 0.0 0.0
24 | ‘Rosu de Cluj’ x M. prunifolia 117 0 0.0 0.0
25 | ‘Starkrimson’ x M. prunifolia 24 0 0.0 0.0
- ————5
Total hibrizi/elite 2190 53 I(‘I‘(f/eoiitrat:ﬁ selctier 2 14131/3’

In restul combinatiilor care au permis alegerea unor descendenti valorosi, a fost identificatd doar
cate o planta considerata elita (1%): ‘Cluj 218/2° x M. niedzwetzkyana si ‘Frumos de Voinesti’ x M.
floribunda.

Intensitatea selectiei (I1%) s-a calculat cu ajutorul formulei:

1% = Nr. elite selectionate / Nr. hibrizi F,

Pe intreaga experientd, intensitatea selectiei a fost de 2.42%, o valoare relativ mica, insd
justificatd prin prisma faptului ca selectia s-a efectuat In populatii interspecifice, iar criteriile luate n
considerare au vizat si particularitdti ale hibrizilor corespunzatoare marului pentru desert.

In campurile de hibrizi F,, plantele elita alese au fost lisate sa se polenizeze liber (29 elite), iar
o parte dintre ele au fost polenizate artificial, dirijat, cu diferite soiuri (15 elite), alese pentru a completa
anumite caracteristici mai putin favorabile ale descendentilor F1 alesi ca elite.



Dupa recoltarea fructelor si extragerea semintelor hibride, semintele au fost postmaturate si
semanate in serd, iar dupa obtinerea plantelor si cdlirea lor in camp, hibrizii F, au fost plantati in camp.

In prezent, hibrizii F, aflati la maturitate (1400 hibrizi interspecifici, proveniti din 44
combinatii, intre 7 si 139 descendenti/combinatie), sunt analizati si supusi procesului de selectie
fenotipica, genotipica si la nivel molecular.

In esenti, modelul de selectie propus, ilustrat schematic mai jos (prezentat si in Fig. 2), care
combina cele trei tipuri de selectie mentionate (fenotipica, genotipica si la nivel molecular), este cu atat
mai complex, cu cat este bazat pe selectia recurentd si MAS in populatiile hibride interspecifice de matr.

P: Hibridari dirijate, interspecifice
(provocare variabilitate interspecificd)
AxB;CxD;ExF; GxH etc.

!

F.: Hibrizi interspecifici = 2190
!

Selectie (exploatare variabilitate interspecifica)

!

Alegere elite (constitutie puternic heterozigota)

!

Polenizare libera (camp de intercross) si polenizare dirijata cu soiuri; provocare variabilitate ampla

Recoltare fructe de la elite polenizate liber sau dirijat. Seminte — plante hibride F
!
F,: Hibrizi interspecifici = 1400
(Hibrizi F; “half SIB” - polenizari naturale si “full SIB” - polenizari dirijate; “constelatii de gene”)
!

Selectie recurenta - indivizi F; cu foarte larga heterozigotie, obtinuti prin Backcross “modificat”
(in loc de incrucisarea unui hibrid interspecific cu unul dintre parinti, s-au folosit soiuri valoroase,
pentru corectarea caracteristicilor nedorite aduse de la specia rustica;
la hibrizii F, obtinuti prin polenizare liberd, naturala, s-au acumulat gene de la elita selectionata,
precum si de la diferitele genotipuri din campul de intercross F)

!

Variabilitate si diversitate extrem de larga, inter- si intraspecifica

!

Selectie asistata de markeri moleculari (MAS)

Considerente privind complexitatea modelului de selectie si rezultate preconizate

In perspectiva indepartati, obiectivul stabilit prin proiectul propus este acela de creare a
soiurilor ornamentale, dar si a unora de desert, rezistente la atacul principalelor boli ale marului (rapan
si fainare). In perspectiva apropiati, scopul urmarit este acela de a crea si valorifica un material hibrid
F, cu foarte largd heterozigotie, reprezentat de descendenti seminali obtinuti prin Backcross
“modificat” (in loc de incrucisarea unui hibrid interspecific cu unul dintre parinti, s-au folosit soiuri
valoroase, pentru corectarea caracteristicilor nedorite aduse de la specia rustica, iar la hibrizii F;
obtinuti prin polenizare libera, naturald, s-au acumulat gene de la elita selectionatd, precum si de la
diferitele genotipuri din cdmpul de intercross F).



In fine, variabilitate si diversitatea extrem de largi, inter- si intraspecificd, creatd prin
incrucisari dirijate, interspecifice, obtinerea unor hibrizi F, “half SIB” - polenizari naturale si “full SIB”
- polenizari dirijate, are marele avantaj de a permite obtinerea unor “constelatii de gene” unice la noile
genotipuri.

In acest fel, prin proiect se contribuie la imbogatirea fondului de germoplasma la mér, obtinerea si
promovarea unui material biologic cu o structurd geneticd heterozigota, elaborarea unor metodologii de
evaluare fenotipica, genotipica si la nivel molecular a resurselor genetice n scopul utilizarii lor eficiente n
viitor, In folosul umanitatii, aducdndu-se contributii la eforturile mondiale in directia diversificarii
sortimentului §i evitdrii unor situatii de criza la aceastd importanta specie pomicola. Aceasta, cu atat mai
mult cu cat genul Malus, chiar daca este foarte divers din punct de vedere genetic, prezinta vulnerabilitate
si risc genetic datoritd eroziunii genetice si bazei genetice restranse, a fondului genetic ingustat continuu,
datorita selectiei efectuatd de-a lungul timpului in directia obtinerii soiurilor de desert. Prin prezentul
proiect se contracareaza efectele negative si riscurile accentuate de limitarea resurselor genetice utilizate in
ameliorarea marului 1n ultimul timp.

Rezultatele obtinute in urma evaluarii exhaustive a hibrizilor F, in anul 2009, vor fi completate
cu cele care vor fi inregistrate in anul 2010, 2011, urmand ca datele sa fie prelucrate statistic,
aplicandu-se un model adecvat de analiza hibridologica.

La hibrizii F,, In anul 2009, selectia s-a axat pe aceleasi caracteristici urmarite la hibrizii Fy,

inregistrandu-se vigoarea hibrizilor (inaltimea, diametrul trunchiului, numar de sarpante etc.), ideotipul
arhitectural al pomilor, particularitatile fructelor, comportarea la atacul de rapan si fainare etc.
In mod deosebit, s-au luat in considerare particularititile decorative ale hibrizilor F,, intre care, pe
langa caracteristicile de ansamblu ale pomilor si aspectul lor ornamental, s-au urmarit i abundenta
florilor, persistenta acestora, valoarea lor decorativa (culoare, marime, dispunere etc.), valoarea
decorativa a fructelor (culoare, marime, forma, epoca de maturare etc.).

Rezultate obtinute in extractia ADN-ului si
analizele moleculare

De Ia hibrizii de mar F, cu particularitati decorative superioare, precum si de la ascendentii
reprezentati de specii genitoare, s-a recoltat material biologic - frunze tinere, in pungi de polietilena cu
destinatie speciald, frunzele fiind pastrate in gheata pana in momentul extractiei ADN; fiecare proba a
continut minim 5 g frunze.

Extractia ADN-ului

Izolarea ADN-ului presupune separarea acestuia de ceilalti constituienti celulari. Existd o gama
foarte variatd de procedee de izolare de ADN. Ele se bazeaza pe anumite proprietati fizice si
biochimice ale constituentilor celulari, cum sunt diferitele tipuri de ADN, proteine, membrane celulare,
compusi poliglucidici si polifenolici etc., precum si pe modul diferit de interactiune al acestora cu
diversi reactivi chimici, enzime si sisteme fizice inerte.

Pentru Inceput au fost studiate cateva din proprietdtile ADN-ului si ale altor substante, precum
si tipurile de interactiune care fac posibila izolarea ADN-ului.

Se poate concluziona ca procesul de izolare a ADN-ului cuprinde trei etape majore, i anume:

1. Distrugerea integritatii celulare (liza celulard) si eliberarea ADN-ului intr-un omogenat (o
“supd” ce contine toti constituentii celulari, mai mult sau mai putin fragmentati), numit lizat celular.



2. Purificarea ADN de restul ADN-ului prezent eventual in lizat, precum si de ARN, proteine si
alti compusi metabolici.

3. Obtinerea ADN-ului in concentratia dorita si o puritate cunoscuta

Izolarea ADN-ului s-a efectuat incercandu-se mai multe variante de lucru, in final rezultate mai
bune dand protocolul propus de Lodhi si colab., (1994), imbunététit ulterior de Rodica Pop, Ardelean,
M., Pamfil, D., loana Marina Gaboreanu (2003) prin addugarea in tamponul de extractie a
urmatoarelor componente:

- 5SmM acid ascorbic;

-2% PVP;

-4mM DIECA;

-Solutiile stoc necesare extractiei de ADN.

Protocolul extractiei de ADN
(dupa Lodhi si colab., 1994, imbunatatit de Rodica Pop si colab., 2003)

Se mojareaza frunzele in azot lichid. Se iau aproximativ 0,2 g de pulbere si se introduc intr-un
tub Eppendorf cu 700 pl de tampon de extractie incalzit la 65°C. Se agita usor tuburile prin intoarcere
de cca 20 de ori.

Se incubeaza tuburile la 65°C timp de 25 de minute.

Se adaugd in tuburi 700 pl de cloroform- alcool izoamilic. Se agitd tuburile usor pana la
formarea unei emulsii.

Se centrifugheaza tuburile la 11000 RPM timp de 15 minute la temperatura camerei.

Se transfera faza apoasa (supernatantul) intr-un tub Ependorf nou.

Se repeta pasii 3,4,5.

Se adauga la supernatantul recuperat 225 pl de NaCl si se agita tuburile.

Se adaugd 600 pl de alcool etilic 95% racit la -20°C si se refrigereaza la 4°C timp de 15-20
minute sau pana cand ADN-ul precipitat devine vizibil.

Se centrifugheaza la 3000 RPM timp de 3 minute, dupd care se creste viteza la 11000 RPM
timp de 5 minute.

Se indeparteazad supernatantul si se spala sedimentul cu alcool etilic 76% (700 pl) racit la 0-4°C.

Se centrifugheaza 5 minute la 10000 RPM.

Se repeta pasul 10 daca este necesar.

Se indeparteaza alcoolul etilic prin incubarea tuburilor deschise timp de 20-30 minute 37°C.

Se dizolva sedimentul in 50-100 pl TE

ADN-ul se pastreaza la - 70°C pe timp lung sau la - 20°C pe timp scurt.

Obtinerea lizatului (extractului celular)

Exista numeroase metode de a liza, eficient celulele. In trecut, tesuturile erau mojarate cu nisip
de cuart sau cu o sticld pisatd, intr-un tampon (solutie) de lizd. In prezent, mojararea materialului
bilogic se face, in urma inghetirii sale cu azot lichid (- 196°C). Inghetarea instantanee cu azot lichid
face materialul casant, iar mojararea sa, il transforma repede intr-o pudra fina.

Odata cu distrugerea integritatii celulelor, in lizat, este eliberatd si intreaga gamd de enzime de
care dispun celulele. Printre acestea se numara si ADN-azele, care, scapate de sub controlul celular, pot
fragmenta drastic moleculele de ADN, facandu-le inutilizabile pentru aplicatii ulterioare. Folosirea de
azot lichid reduce activitatea enzimatica. Protectia ulterioard a ADN-ului este asigurata de tamponul de
liza. Acesta contine EDTA (acid etilendiaminuteotetraacetic), care este un compus chelator ai ionilor
de Ca*" si Mg”" din solutie. In absenta ionilor de Mg®*, ADN-azele sunt inhibate. EDTA este, deci, un



component esential al solutiilor de lizd. Un alt efect al sechestririi ionilor de Mg*" de citre EDTA este
slabirea peretelui celular pecto-celulozic al celulelor vegetale, ceea ce are drept urmare facilitarea lizei
celulare. Ionii de Mg”*" joaci un rol important in mentinerea arhitecturii peretelui celular.

Liza celulara presupune dezintergrarea membranei plasmatice a celulelor. Mojararea singura, nu
este suficientd si, de aceea, o gama variatd de detergenti sunt folositi ca ingredienti esentiali ai
tampoanelor de liza. Dintre acestia putem enumera SDS (dodecilsulfat de sodiu), CTAB (bromura de
cetiltrimetilamoniu), Sarkosyl (N-lauroylsarcosina), Triton X-100 etc. Detergentii interactioneazd cu
fosfolipidele din bistratul membranei plasmatice, dezorganizand-o.

Toate solutiile de liz& sunt tamponate, asigurdnd un pH constant de-a lungul procesului.
Tamponarea (mentinerea unui pH constant) este realizatd, de obicei, de catre Tris- HCI, prezent in
solutie. Alti agenti de tamponare, cum sunt MOPS (acid 3-N-morfolinopropansulfonic), fosfat de
sodiu, acetat de sodiu etc. sunt, de asemenea, folositi 1n solutiile pentru izolarea ADN-ului. Mentinerea
constantd a pH-ului este importanta, stiut fiind cd ADN-ul se poate denatura la Ph-uri acide sau bazice.
Solutia finalda de ADN se realizeaza in functie de specificul metodei de preparare, fie prin
resuspendarea sedimentului de ADN, 1n urma precipitarii sale cu alcooli (etanol sau isopropanol) in
prezenta de saruri, fie prin eluarea ADN-ului direct in solutie, de pe diferite structuri fizice in urma
purificarii (rasini, membrane, particule de sticld). De obicei, ADN-ul se pastreaza in solutie TE, sau in
apa sterild, deionizata.

Solutiile se pastreaza in frigider, sau in congelator. In cazul pastrarii pe perioade indelungate, de
luni sau ani, este recomamndata pastrarea la -20°C.

Cuantificarea ADN-ului

Metoda cea mai uzuald de apreciere a puritatii ADN-ului este cea spectrofotometrica. Este
cunoscut cd marea majoritate a substantelor biologice au absorbtie caracteristica in domeniul radiatiilor
ultarviolete (UV). Banda de absorbtie a moleculelor biologice in UV este destul de larga, intre 200 si
400 nm. Varfurile de absorbtie sunt nsd destul de caracteristice pentru diferite clase de substante.
Proteinele, care constituie contaminantul major al solutiilor de ADN, au un maxim de absorbtie de 280
nm. ADN este considerat suficient de pur, daca raportul celor doua citiri ( A260- A280) da o valoare
intre 1.8 si 2.0.Valori mai mari de 2.0 indicd impurificarea cu ARN, iar valori mai mici de 1.8 indica
impurificarea cu proteine sau fenol.

Obtinerea dilutiilor de ADN

In urma obtinerii prin metoda spectrofotometrici cu aparatul Eppendorf Biophotometer, a
concentratiei §i a puritdtii de ADN la cele 10 de probe biologice luate in studiu, au fost necesare
realizarea unor dilutii ale ADN-ului, dilutii folosite ulterior in cadrul amplificarii acestuia.

Astfel cd pentru fiecare proba in parte s-au facut doud citiri la spectrofotometru. Media
concentratiei de ADN obtinutd in urma celor douad citiri la aparatul Eppendorf Biophotometer a fost
impartita la concentratia doritd de ADN in amestecul PCR respectiv 50 ng. Rezultatul obtinut in urma
acestei impartiri este reprezentat de factorul de dilutie. Volumul final dorit (100 ul) a fost impartit la
factorul de dilutie rezultdind un anumit volum de ADN (ul ADN). La volumul de ADN obtinut s-a
adaugat un anumit volum de TE (TrisEDTA) obtinandu-se volumul de lucru de 100 pl, consituind de
altfel dilutia de ADN folosita in vederea amplificarii acestuia.

Aprecierea puritatii si a cantitatii de ADN
Aprecierea puritatii si a cantitatii de ADN s-a realizat prin metoda spectrofotometricd cu

aparatul Eppendorf Biophotometer. In urma extractiei de ADN de la 56 de probe, s-au obtinut
rezultatele redate in tabelul 11 (citiri Nanodrop).



Amplitudinea variatiei pentru cantitatea si calitatea ADN-ului extras a avut valori diferite in
cadrul variantelor experientei.

Dupa cum s-a precizat, selectia fenotipica in generatia F; a fost exhaustiva, avandu-se in vedere
atat caracteristicile decorative ale pomilor, cat si comportarea acestora la atacul de rapén si fainare. La
hibrizii selectionati pentru caracteristicile ornamentale deosebit de favorabile in generatia Fo,
diferentele pentru continutul de ADN extras din frunzele tinere a oscilat intre 30,79 ng/ul dsADN
(Varianta 52) si 400,85 ng/ul dsADN (Varianta 24), unele probe fiind irelevante.. Raportul 260/280
(ADN/proteine) a avut limite cuprinse intre 1,45 ADN/prot (Varianta 8) si 2,72 ADN/prot (Varianta
36).

Tabelul 11
Aprecierea cantitatii si puritatii de ADN la variantele analizate
Se(‘lrfrl(’)lgal)D Date ne ds A260 A280 260280 | 260/230
1 8/4/2009 186.06 3.721 1.809 2.06 2.54
2 8/4/2009 37.74 0.755 0.376 2.01 3.17
2 8/4/2009 42.34 0.847 0.412 2.06 2.45
3 8/4/2009 263.83 5.277 3.297 1.6 1.05
3 8/4/2009 192.65 3.853 1.787 2.16 2.04
4 8/4/2009 73.26 1.465 0.674 2.17 3.07
5 8/4/2009 134.87 2.697 1.32 2.04 2.24
6 8/4/2009 53.4 1.068 0.475 2.25 0.92
7 8/4/2009 68.67 1.373 0.647 2.12 1.52
8 8/4/2009 94.5 1.89 1.299 1.45 0.61
9 8/4/2009 64.83 1.297 0.783 1.66 1.15
10 8/4/2009 -7.89 -0.158 -0.258 0.61 -0.79
10 8/4/2009 -6.58 -0.132 -0.23 0.57 -0.6
10 8/4/2009 -5.87 -0.117 -0.218 0.54 -0.39
10 8/4/2009 13.76 0.275 0.024 11.36 0.23
11 8/4/2009 117.71 2.354 1.254 1.88 0.84
12 8/4/2009 103.34 2.067 0.976 2.12 0.81
13 8/4/2009 141.42 2.828 1.172 2.41 0.73
14 8/4/2009 70.85 1.417 0.593 2.39 0.86
15 8/4/2009 102.06 2.041 0.833 2.45 0.74
16 8/4/2009 156.35 3.127 1.646 1.9 1.07
17 8/4/2009 98.77 1.975 0.916 2.16 1.07
18 8/4/2009 103.79 2.076 0.89 2.33 1.07
19 8/4/2009 86.48 1.73 0.741 2.34 0.99
20 8/4/2009 104.78 2.096 0.816 2.57 1.1
21 8/4/2009 117.97 2.359 1.313 1.8 0.79
22 8/4/2009 227.57 4.551 2.303 1.98 1
23 8/4/2009 67.33 1.347 0.584 2.31 1.2
24 8/4/2009 400.85 8.017 4.939 1.92 1.14
25 8/4/2009 104.88 2.098 0.85 2.47 1.14
26 8/4/2009 131.77 2.635 1.003 2.63 1.04




27 8/4/2009 150.91 3.018 1.473 2.05 1.13
29 8/4/2009 74.68 1.494 0.3 1.97 0.92
30 8/4/2009 45.56 0911 0.401 2.27 0.58
31 8/4/2009 100.97 2.019 0.641 2.15 1.03
32 8/4/2009 79.61 1.592 0.688 231 0.83
33 8/4/2009 133.83 2.677 1.252 2.14 1.35
34 8/4/2009 73.85 1.477 0.476 2.11 1.05
35 8/4/2009 91.36 1.827 0.716 2.55 0.69
36 8/4/2009 114.36 2.287 0.842 2.72 0.91
37 8/4/2009 -209.45 -4.189 -4.205 1 -30.86
37 8/4/2009 -209.03 -4.181 -4.191 1 -24.16
37 8/4/2009 -220.79 -4.416 -4.458 0.99 -41.49
38 8/4/2009 93.12 1.862 0.862 2.16 1.09
39 8/4/2009 79.62 1.592 0.791 2.01 0.66
40 8/4/2009 131.26 2.625 1.736 1.91 0.74
41 8/4/2009 85.07 1.701 0.862 1.97 1.1
42 8/4/2009 84.72 1.694 0.783 2.16 1.28
43 8/4/2009 104.59 2.092 0.922 2.27 1.13
44 8/4/2009 63.72 1.274 0.441 2.19 0.82
45 8/4/2009 172.65 3.453 1.646 2.1 0.89
46 8/4/2009 120.85 2417 1.198 2.02 1.08
47 8/4/2009 99.45 1.989 0.941 2.11 1.23
48 8/4/2009 134.24 2.685 1.463 1.83 0.86
49 8/4/2009 72.79 1.456 0.563 2.59 0.73
50 8/4/2009 97.37 1.947 0.969 2.01 1.1
51 8/4/2009 73.86 1.477 0.476 2.11 1.05
52 8/4/2009 30.79 0.616 0.33 1.87 0.43
53 8/4/2009 44.25 0.885 0.428 2.07 0.68
54 8/4/2009 241.73 4.835 3.082 1.77 0.88
55 8/4/2009 44.32 0.886 0.519 1.71 0.41
56 8/4/2009 34.92 0.698 0.272 2.17 0.55

Cantitatea de ADN: ng/pul dsADN

Impurificari:

R260/280 (ADN/prot >1,7)
R260/230 (Resturi alcool <1,5)

320 (Polizaharide-contaminari <0,1)

Amplificarea ADN-ului prin tehnica PCR

Tehnica PCR

PCR (Polymerase Chain Reaction), tradusa aproximativ prin “ reactia in lant a polimerazei este
o metoda in vitro pentru sinteza enzimatica a unor secvente specifice de ADN. Ea foloseste doua
amorse oligonucleotidice (secvente monocatenare oligonucleotidice de ADN), care se leagd de
secventele lor omoloage de pe matrita de ADN fiecare pe cate una din cele doud catene, astfel incat sa
flanceheze regiunea de interes care trebuie amplificata. Prima amorsa este complementara cu secventa

unei catene “in amonte” de regiunea de interes, iar a doua este complementara cu cealalta catena “in



aval” de regiunea de interes. Matrita de ADN (fragmentul ce contine secventa care va fi amplificata)
este denaturatd prin incdlzire i incubatd in prezenta unui mare exces molar al ambelor amorse si al
tuturor celor patru deoxinucleotide. Amorsele atasate la matritd formeaza scurte portiuni dublu catenare
amorsa-matrita.

Componentii reactiei PCR

Pentru a realiza o tehnica PCR, au fost necesare urmatoarele elemente, care formeaza amestecul
de reacti:

ADN-ul care contine secventa ce urmeaza a fi amplificat;

Amorsele;

Cele patru feluri de nucleozide trifosfat (1ATP, dCTP, dGTP, dTTP);

ADN polimeraza;

Solutia tampon 1n care toate aceste componenete sunt amestecate.

Materialul de plecare este reprezentat de ADN-ul genomic, care este digerat cu o enzima de
restrictie cu frecventa de tdiere redusa, astfel incat sa rezulte fragmente relativ mari.

Taq polimeraza sintetizeaza catenele complementare matritelor, addugand nucleotide la capatul
3' al fiecarei amorse.

Noile catene servesc drept matrite in urmatorul ciclu de sinteza (dupa denaturare), astfel incat
numarul de fragmente se dubleaza, la fiecare ciclu de reactie.

Produsul amplificarii este analizat intr-un gel de agaroza.

Izolarea secventei care trebuie amplificatd nu este necesara, deoarece ea este diferitd de catre
amorsele folosite. Cantitatea de ADN de la care se porneste amplificarea, poate fi foarte redusa. De
obicei, mai putin de un microgram de ADN genomic total este suficient, dar PCR poate fi folosita
pentru amplificarea unor secvente chiar dintr-o singura moleculd de ADN. Pentru o amplificare
eficientd, secventa tintd trebuie sd nu fie mai mare de circa 3 kb, deoarece Taq polimeraza devine
instabila din punct de vedere termodinamic dupa sinteza unei catene lungi de cateva kb si se desprinde
de matritd. O conditie obligatorie pentru realizarea PCR este cunoasterea prealabild a secventelor care
flancheaza regiunea ce urmeaza a fi amplificata. Aceasta permite selectarea (sau construirea) amorselor
potrivite, cu secvente complementare secventelor cunoscute din flancuri.

Amorsele sunt oligonucleotide sintetizate pe cale chimicd, de lungime diferita (in functie de
specificul reactiei) dar, de obicei, cuprinsd intre 17-30 de baze. Existd o serie de parametri si
caracteristici de care proiectarea amorselor tine cont, in mod obligatoriu.

Astfel, amorsele trebuie sa satisfaca urmatoarele cerinte:

Secventa amorselor trebuie sa fie unica In regiunea ce urmeaza a fi amplificata. Aceasta asigura
amplificarea unui fragment unic. In caz contrar, amorsele s-ar putea lega la mai multe sau la toate
secventele omoloage prezente in secventa tintd, ceea ce ar duce la amplificarea mai multor fragmente,
intr-un mod necontrolabil;

Amorsele trebuie sa posede o clemda G/C de 1-2 nucleotide la capatul 3'. Capetele 3' ale
amorselor sunt locurile unde incepe sinteza produsilor PCR. Includerea unei baze G sau C la capatul 3'
al amorsei ajutd la realizarea unei atasari corecte la matritd, datoritd legaturilor de hidrogen, mai
puternice ale perechii G/C (fata de A/T);

Amorsele trebuie sa nu aiba portiuni complementare in interiorul propriei secvente, ceea ce ar
duce la structuri partial dublu catenare, care ar impiedica hibridizarea amorselor cu matrita;

Cele doua amorse ale perechii folosite, trebuie sa nu prezinte portiuni complementare intre ele.
Formarea unor hibrizi partiali intre cele doud amorse, ar duce la formarea de ‘“amorse-dimeri”,
cauzatori de artefacte;



Compozitia in baze si distributia acestora in amorsa trebuie sa fie arbitrard; cu cat continutul
G/C este mai mare, cu atat temperatura de “topire” a amorselor (temperatura la care se desfac legaturile
de hidrogen dintre bazele amorselor si ale matritei) este mai mare. Un procent de 50% G/C este ideal.
De obicei se realizeaza un continut G/C de 45-55%. Pentru un continut mai mic este recomandabila o
lungime mai mare a amorselor, pentru a evita o temperaturd de “topire” scazuta.

Temperatura de topire (Tm) trebuie sa fie aceeasi pentru ambele amorse ale perechii. Altfel, la o
anumitd temperaturd, una ar putea fi hibridata la matrita, iar cealalta nu.

Amestecul de reactie PCR a fost preparat in hota sterild pentru a evita contaminarea cu ADN
strain, pe gheata si a fost repartizat in tuburi pentru PCR de 0,2 ml.

Amestecul de reactie de 25 de pl contine urmatoarele componente in concentratiile folosite de
Tartarini, S., si colab., (1999):

- 5x Green Go Taq Flexi Buffer (Promega)

- MgCl12 1,5 mM

- dNTP 200 pM

- Primer F 0,2 uM

- Primer R 0,2 uM

-TAQO0,6 U

- ADN 50 ng

- H,O pana la volumul final de 25 pl

Secventele primerilor care au fost utilizati in reactiile PCR in vederea amplificarii materialului
genetic, sunt prezentate mai jos:

Electroforeza

Electroforeza este un fenomen fizico-chimic de deplasare a particulelor purtatoare de sarcini
electrice, sub influenta unui camp electric. Deplasarea electroforeticd se face in mediu lichid sau fixat
pe un mediu solid.(electron = substantd ce acumuleaza sarcini electrice prin frecare, phoresis =
deplasare).

Intr-un camp electric uniform generat de doi electrozi, particulele incircate electric se
deplaseaza inspre electrozii de sarcina electrica opusa.

Metoda electroforetica se bazeazd pe separarea diferitelor specii de particule incércate electric,
prin migrarea diferentiata sub influenta unui camp electric.

In conditii standardizate ale mediului de migrare si ale campului electric, mobilitatea
electroforetica depinde esential de madrimea si forma moleculelor.

Deci, particulele incércate electric aflate Tn migrare, de marime mai mica se deplaseaza mai
repede decat cele de marime mai mare.

Electroforeza a fost observatd ca fenomen la inceputul secolului al XIX-lea, la deplasarea
particulelor de argild in apa, sub influenta unui camp electric. Ca metoda de separare in biologie a fost
folosita pentru prima datd in 1931 pentru separare proteinelor.

Electroforeza in gel de agaroza si poliacrilamida este o metoda standard de separare,
identificare si purificare de fragmente de ADN (in solutie tampon, ADN-ul are o sarcina electrica neta
negativa, deci poate migra electroforetic, indreptandu-se spre anod).

Gelurile sunt medii suport pentru solutia in care migreazd ADN-ul. Gelurile de poliacrilamida
sunt utilizate pentru separarea unor fragmente mici de ADN de 5-500 bp. Puterea lor de rezolutie este
foarte mare, fragmente de ADN, care diferd in marime printr-o singurd pereche de baze putand fi
separate (esential in determinarea secventei ADN-ului). Fatd de gelurile de agaroza, gelurile de
poliacrilamida sunt mai dificil de preparat si de manipulat. Gelurile de agaroza, desi au o putere de
rezolutie mai mica decat cele de poliacrilamida, au o gama de separare mult mai larga: fragmente de la
200 pb, pana la aproximativ 50 Kb, in functie de concentratia agarozei.



Agaroza este un amestec de poliglucide, obtinute din agar. Agarul se extrage din specii de alge
rosii (Rodophyta). Agaroza (sub forma pudrd), disponibild comercial, nu este complet naturala. Ea este
contaminatd cu alte poliglucide, sdruri si proteine.Gradul de contaminare poate influenta migrarea
ADN-ului.

Prepararea gelurilor s-a facut prin topirea agarozei 2% (pe baie marind sau microunde) In
tamponul de electroforeza dorit, pana la obtinerea unei solutii clare, transparente. Aceasta solutie calda
am turnat-o in matrita care va da forma gelului (dupa racirea si solidificarea agarozei).

in timpul solidificarii, catenele polimerilor glucidici se asociaza prin risucire, dand nastere unei
structuri spatiale reticulate neregulate, ce edificd structura poroasa a gelului. Cu cat gelul este mai dens
(concentratia agarozei mai mare), cu atat porii sunt mai mici, iar deplasarea moleculelor mai mari, mai
anevoiasa.

Moleculele de ADN, care strabat gelul, se gisesc intr-un mediu lichid, care este asigurat de
tamponul de electroforeza. Exista diferite solutii tampon de electroforeza. Cele folosite pentru migrarea
moleculelor de ADN native, dublu catenare, contin EDTA la pH 8.0 si Tris-acetat (TAE), ori Tris-borat
(TBE) ori Tris- fosfat (TPE).Tampoanele sunt preparate ca solutii stoc si sunt pastrate la temperatura
camereli.

TBE si TPE prezintd capacitate de tamponare mai mare decat TAE la migrari de duratd si
curenti mari.

Sursa de putere asigura curent continu la bornele sale. Pastrarea constantd a tensiunii si
intensitatii curentului electric, de-a lungul intregului proces este esentiald pentru o electrforeza corecta.
Pentru migrarea ADN-ului, un redresor de 200 V este ideal.

Migrarea fragmentelor liniare de ADN la voltaj redus este proportionald cu voltajul aplicat.
Proportionalitatea nu se pastreaza insa pentru puteri mari ale cdmpului electric, iar gradul de separare
scade. Rezolutia maxima de separare a ADN-ului in geluri de agaroza, pentru fragmente mari de 2 Kb,
se obtine nu la mai mult de 5 V/cm. Distanta este cea masurata intre electrozi si nu lungime gelului.

Prepararea gelului de agaroza

Intre concentratia agarozei in gel si separarea eficientd a moleculelor de ADN care migreazi
existd o relatie de proportionalitate. Cu cat concentratia agarozei este mai mare, cu atat separarea
eficientd a fragmentelor de ADN se face la dimensiuni mai mici ale celor din urma.

Aparatura si solutii:

Echipamentul complet de electroforeza

Agaroza

Solutie stoc de tampon de electroforeza

Micropipete si varfuri sterile

Solutii necesare:

Solutie stoc TAE 50X:

TRIS BASE 242 g/l

Acid Acetic Glacial 57,1 ml/l

100 ml/1 EDTA 0,5 M, pH 8

Se pastreaza la temperatura camerei.

Solutia de lucru TAE 1X:

S-a obtinut prin masurarea a 20 ml din solutia stoc de TAE 50x complectandu-se pana la un
volum de 1000 ml cu apa distilatd, avand urmatoarele concentratii la componentele de baza:

40 mM Tris- Acetate

1 mM EDTA



Agaroza (Sigma)
Apa bidistilata sterila

Metoda de lucru

S-a lipit marginea placii de plexiglas cu banda adeziva, pentru a forma matrita de turnare a
gelului. Placa de plexiglas trebuie sé fie curata si uscata.

Dupa pregatirea matricei de turnare a gelului, aceasta a fost asezatd pe o portiune perfect
orizontala.

S-a preparat tamponul de electroforeza- TAE 1X suficient pentru a umple cuva de electroforeza
si pentru prepararea gelului. Grosimea gelului nu trebuie sa depaseasca 3-5 mm, volumul gelului se
calculeazd prin Inmultirea suprafetei matritei cu grosimea sa. Este esential ca din acelasi volum total
preparat sa se foloseasca tamponul de electroforeza atat pentru prepararea gelului, cat si cel destinat
cuvei pentru migrare, deoarece mici diferente de pH sau concentratie ionicd pot creea fronturi in gel,
care afecteaza puternic mobilitatea fragmentelor de ADN.

In vasul Erlenmayer s-a turnat 100 ml tampon TAE 1X si 2 g de agaroza. Vasul s-a introdus in
cuptorul cu microunde timp de doud minute pana la dizolvarea completa a agarozei (solutie limpede,
transparentd). Nu s-a lasat agaroza sa fiarba.

S-a lasat si se riceascd la 65°C, dupa care s-a turnat in matriti. Timp de 30 minute gelul
preparat s-a lasat sa se raceasca la temperatura camerei. Dupa solidificare, s-au scos cu grija pieptenii si
s-a indepartat banda adeziva de pe matriti. Gelul a fost asezat pe platforma cuvei de electroforeza. in
cuva s-a turnat tampon de electroforeza, astfel incat un strat aproximativ de 1 mm de lichid sa fie peste
gel.

Pregatirea probelor de ADN

Cantitatea maximd de ADN, care poate fi incédrcatd intr-un godeu, depinde de numarul de
fragmente §i de madrimea lor. Cantitatea minima de ADN, care poate fi detectatd prin fotografiere, intr-
un gel colorat cu bromurd de etidiu este de 2 ng, intr-o banda latd de Smm. Volumul maxim de
incarcare este determinat de volumul godeului.

Probele au fost pipetate cu grija la baza godeului, inlocuind treptat volumul de tampon din
godeu. Colorantul folosit migreaza electroforetic spre anod. Albastru de bromfenol migreaza de circa
2,2 ori mai repede decat xilen-cianolul FF, indiferent de concentratia agarozei. Raportat la ADN,
albastru de bromfenol migreaza aproximativ cu aceeasi viteza ca si fragmentele de ADN dublu catenare
liniare.

Materiale si solutii:

Gelul asezat in cuva de migrare, in tamponul de electroforeza

Probele amplificate.

Tampon de incéarcare- Brom Phenol Blue (albastru de brom fenol)
Se pastreaza la temperatura camerei de 4°C- 2pl
Markerul ADN

100 bp DNA Step Ladder (Promega)

Concentratia finala 2 pg/ul

Se pastreaza la - 20°C
Prepararea Ladderului ADN :
2 ul -100 bp DNA Step Ladder, 2 ul Brom Phenol Blue, 6 ul H,O PCR
Apa bidistilata sterila
Bromura de Etidiu (EtBr) — 0,5 pg/ul

Metoda de lucru



Volumul final al probelor amplificate care au fost migrate a fost de 10 pl (in functie de volumul
godeului si de cantitatea de ADN).

Fiecare proba a fost pipetata in cate un godeu, cu o micropipeta. Varful pipetei a fost schimbat
pentru fiecare proba in parte, ladderul fiind aplicat In primul godeu, ultimul godeu fiind reprezentat de
controlul probelor amplificate si migrate.

Capacul cuvei a fost inchis, iar apoi au fost conectate cablurile electrice: cel rosu la anod (-) si
cel negru la catod (+).

Sursa de putere a fost programatd la parametrii doriti respectiv 90 V timp de o ord, pornindu-se
astfel migrarea. Dupa pornire, la nivelul electrozilor sunt generate bule iar dupa cateva minute, frontul
albastru de albastru de bromfenol trece din godeu 1n gel, in directia anodului.

Dupa expirarea timpului, gelul a fost colorat prin imersie intr-o solutie de bromura de etidiu 0,5
pg/ul timp de 20-30 de minute, pe un agitator mecanic. Solutia trebuie sa acopere gelul in vasul sau
cutia in care se face colorarea.

Amplificarea si electroforeza ADN-ului prin migrare in gel de agaroza
Amplificarea si electroforeza ADN-ului prin migrare in gel de agarozd au evidentiat deosebiri
marcante intre variantele experimentale, reprezentate de hibrizi intrespecifici F, si unele specii de

Malus utilizate ca genitori, cu o incadrare distincta in clasele fenotipice urmadrite pentru aspectul
decorativ al pomilor (Figurile 4, 5, 6).

Primer OPAB11

39 40 41 42

Primer OPAB11

Fig. 4. Profilul electroforetic obtinut in urma amplificarii cu primerul OPAB 11
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Fig. 5. Profilul electroforetic obtinut in urma amplificarii cu primerul OPB 08
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Fig. 6. Profilul electroforetic obtinut in urma amplificarii cu primerul OPAL 20
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Fig. 7. Dendrograma pentru hibrizii interspecifici F; si specii utilizate ca genitori, realizata cu
ajutorul tehnicii RAPD (ex. 2 - Malus coronaria x Jonathan; 55 - M. zumi)

Migrarea produsilor de amplificare demonstreaza ca primerii utilizati au asigurat evidentierea
unui polimorfism accentuat, care denotd un fond de gene extrem de divers in randul descendentilor
seminali obtinuti din hibridarile interspecifice P, si intercross-ul hibrizilor in F.

Diferentele genotipice evidente dintre hibrizii selectionati fenotipic pentru aspectul decorativ
deosebit de atragator este ilustrat si prin dendograma din Figura 7. Markarea moleculara si identificarea
relatiilor dintre hibrizii F, proveniti din incrucisarile interspecifice si speciile ancestrale de Malus vor
continua si cu alti primeri, in paralel cu analiza comparativa a descendentilor cu speciile si soiurile
genitoare.
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