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Descriere:

Inventia se referd la biotehnologia agricold si anume la un procedeu de obtinere a recombinantilor
de orz de primdvara.

Una din cele mai aplicabile metode de inducere a formelor noi in cadrul soiurilor este mutageneza
experimentald.

Este cunoscut un procedeu netraditional de obtinere a recombinantilor in cadrul soiurilor de grau
bazat pe actiunea virusului mozaicului dungat al orzului [1]. Conform procedeului dat plantulele de
grau in faza de 2...3 frunze se infecteazd cu virusul mozaicului dungat al orzului. Materialul semincer
de grdu de la plantele infectate cu virus se colecteazd si ulterior se utilizeazd pentru obtinerea
recombinantilor. Dezavantajul procedeului de referintd rezidd in faptul cd formele noi cu caractere
netraditionale soiului initial pot fi selectate incepAnd cu generatia a doua obtinutd de la parinti
infectati.

Problema pe care o rezolva inventia constd in obtinerea recombinantilor de orz de primédvard prin
majorarea variabilititii genotipice i diversificarea caracterelor cantitative.

Procedeul de obtinere a recombinantilor de orz de primavard, conform inventiei, include iradierea
semintelor cu raze gamma in dozd de 150 Gy, semdnarea lor peste 2 zile, infectarea plantelor in faza
de 2...3 frunze cu virusul mozaicului dungat al orzului in doud repetiri la interval de doud zile,
colectarea semintelor formate in spice, seminarea semintelor colectate si obtinerea din e¢le a
recombinantilor de orz de primavara.

Noutatea inventiei constd in utilizarea asociatd a virusului mozaicului dungat al orzului si a
razelor gamma in scopul obtinerii recombinantilor de orz de primdvard cu un spectru diversificat de
caractere cantitative in prima generatie provenitd de la plantele virus, ceea ce permite simplificarea
procedeului clasic de inducere a formelor noi cu caractere cantitative valoroase in ameliorarea
plantelor.

Rezultatul inventiei constd in sporirea numdrului de recombinanti de orz de primdvard cu un
spectru larg de caractere cantitative.

Exemplu de realizare a inventiei

In cercetare au fost antrenate soiurile de orz de primdvari Galactic, Sonor si Unirea. Jumitate din
totalul de seminte incluse in experimente (nu mai putin de 500 seminte pentru fiecare soi) au fost
iradiate cu raze gamma in doze de 150 Gy, utilizind instalatia RXM-y-20 (cu capacitatea de 0,20
Gy/s, unde in calitate de sursi radioactivi a servit elementul Co®. Dupd doud zle de repaus toate
semintele au fost seménate in cAmp. Jumdtate din plantulele crescute din semintele iradiate, precum si
jumatate din cele neiradiate, in faza de 2...3 frunze, au fost infectate mecanic, in doud repetiri la
interval de doud zile, cu inocul al virusului mozaicului dungat al orzului. Drept inocul a servit
extractul obtinut in urma macerdrii frunzelor plantelor de orz, stabilite ca purtitoare de germeni ai
virusului mozaicului dungat al orzului, diluat cu apa distilatd in raport de 1:2.

Plantulele crescute din seminte neiradiate si neinfectate cu virusul mozaicului dungat al orzului au
servit in calitate de martor. Fiecare variantd experimentald a inclus 100 plante aflate in aceeasi fazi
ontogeneticd. Toate boabele formate n spiculete au fost colectate pentru studiile ulterioare. Circa 100
seminte din fiecare variantd experimentald au fost germinate in cutii Petri pe discuri din hértie de
filtru imbibate cu apd distilatd pentru evaluarea capacititii de germinare a semintelor. Altele, cca 50
seminte, au fost utilizate pentru studiul schimburilor intre cromatidele surori, indice aplicat in
stabilirea efectului mutagen al factorilor. Analiza schimburilor intre cromatidele surori se bazeaza pe
incorporarea diferentiatd a 5-brom 2-deoxyuridinei (BrdU) in segmentele cromatidice. In acest scop
semintele loturilor experimentale au fost germinate la intuneric pana la atingerea lungimii de 2...3 cm.
Incorporarea BrdU a fost realizati pe parcursul a doud cicluri celulare prin etalare pe discuri expuse in
amestec de 100 uM BrdU, 0,1 uM fluorodeoxyuridind i 5 uM uridind. Procedura de fixare, macerare
a materialului a fost selectatd conform tehnicii de colorare Schiff. Restul semintelor, in totalitate, au
fost ulterior semédnate in cAmp pentru obtinerea generatiei [ descendente de la plantele virus infectate.

Conform rezultatelor prezentate in tab. 1 se constatd, ca efectul razelor gamma in doza de 150 Gy
asociat cu cel al virusului mozaicului dungat al orzului conduce la modificdri nesemnificative ale
capacitatii de germinare a semintelor, ceea ce constituie un moment esential in realizarea sarcinii de
obtinere a descendentilor.
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Tabelul 1

Capacitatea de germinare a semintelor de orz de primédvara infectate cu virusul mozaicului
dungat al orzului si supuse iradierii

Soiul analizat 1 2 3
Galactic 87,96+8,52 59,81+7,11* 64,12+9,26
Sonor 79,55+12,98 65,9749,38 5360+8,58
Unirea 83,8849,66 57,9944,14 79,15+16,63

* - diferente semnificative fatd de martor pentru P<0,05
- schema experimentului: 1 — plantule crescute din seminte netratate cu raze gamma si neinfectate

cu virusul mozaicului dungat al orzului (martor); 2 — plantule infectate cu virusul mozaicului dungat
al orzului (cea mai apropiatd solutie); 3 — plantule crescute din seminte iradiate cu raze gamma in
doza de 150 Gy si infectate cu virusul mozaicului dungat al orzului (inventia propusa).

Rezultatele studiului schimburilor intre cromatidele surori atestd genotoxicitatea virusului
mozaicului dungat al orzului in complex cu razele gamma, exprimati prin majorarea semnificativi a
numdrului de schimburi intre cromatidele surori (tab. 2). La toate cele trei soiuri de orz de primavara
analizate frecventa schimburilor cromatidice a detinut valori de 1,34...1,45 ori mai majore decat la

martor.

Tabelul 2

Frecventa schimburilor intre cromatidele surori induse de virusul mozaicului dungat al orzului
la plantele iradiate cu raze gamma

Varianta Soiul analizat
experimentald Galactic Sonor Unirea
1 6,108+0,265 6,128+0,337 5,561+0,259
2 8,703+0,312%%* 8,359+0,299%** 8,641+0,286%**
3 9,054+0,274*+** 8,385+0,281 *** 8,081+0,246%**

*#* _ diferente semnificative fatd de martor pentru P<0,001
Impactul asociat al razelor gamma si al infectiei virale asupra materialului genetic denotd
posibilitatea utilizirii acestor factori in mutageneza experimentald in scopul extinderii variabilititii

genetice.

Analiza indicilor morfologici ai descendentilor primei generatii provenite de la plantele virusate si
derivate din seminte iradiate a scos in evidenta devierea de la tipul initial a caracterelor cantitative

(tabelul 3).

Tabelul 3

Coeficientul de variatie a unor caractere cantitative la orzul de primavara

Nr. | Caracterul
analizat

Soiul Galactic

Soiul Sonor

Soiul Unirea

1 2 3

1 2 3

1 2 3

1 Talia plantei,
cm

5,54 942 | 17,64

10,83 9,69 12,45

8,99 13,57 | 14,20

2 Talia
ultimului
internod, cm

27,18 | 21,04 | 29,39

21,69 | 18,40 | 18,01

24,66 | 28,28 | 25,46

3 | Spiculete
dezvoltate,
nr.

27,77 | 51,32 | 56,92

21,70 | 37,54 | 51,41

28,67 | 44,17 | 48,96

4 | Spiculete
nedezvoltate,
nr.

35,16 | 39,87 | 44,84

43,22 | 48,07 | 39,94

48,45 | 53,29 | 46,66

5 | Lungimea
spicului, cm

15,29 [ 9,06 | 13,02

11,39 | 13,75 | 13,48

10,22 | 11,84 | 12,35

6 Internoduri,
nr.

42,58 | 7,57 | 12,04

9,17 14,04 7,63

30,87 | 10,24 | 13,77

7 | Frati
nr

sterili,

48,0 | 46,66 | 50,82

64,43 | 63,77 | 56,63,

41,77 | 75,40 | 89,96

8 | Frati
nr.

fertili,

4495 | 44,03 | 54,69

38,03 | 37,71 | 46,14

45,87 | 39,84 | 39,89
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Datele prezentate in tab. 3 releva modificiri semnificative ale coeficientului de variatie a taliei
plantei, lungimii spicului, numarului de spiculete, numarului de frati. Conform inventiei se atestd
obtinerea de forme cu talia mai joasd cu 9...19% decat la soiurile initiale. Astfel, la soiul Galactic au
fost remarcate exemplare cu talia minima de cca 40 cm. Asemenea forme au fost atestate si la soiul
Sonor si Unirea, in timp ce la soiurile initiale indltimea minimd a plantelor a constituit cel putin
50...51 cm. Realizarea evaludrilor individuale a permis de a selecta exemplare cu talia joasa si indici
ce determind productivitatea (lungimea spicului, numéirul de spiculete dezvoltate) la nivelul soiului
initial. Diminuarea taliei plantelor a fost legatd de reducerea numarului de internoduri. Trebuie de
remarcat cd formele pitice la orz prezintd un interes deosebit pentru amelioratori.

Valoarea intervalului de variatie a fiecirui caracter analizat s-a dovedit a fi specificd genotipului
soiului. Cel mai mare numdr de spiculete dezvoltate (25) a fost atestat la soiul Galactic in varianta cu
aplicarea virusului mozaicului dungat al orzului si a razelor gamma in doza de 150 Gy. De asemenea,
soiul Galactic a prezentat o superioritate fatd de celelalte doud soiuri cu referire la plasticitate, precum
si la caracterele cantitative cum ar fi numéarul de internoduri, lungimea spicului.

Datele evaludrii caracterelor biomorfologice ale descendentilor primei generatii obtinute de la
plante infectate cu virusul mozaicului dungat al orzului crescute din seminte iradiate sunt confirmate
de rezultatele studiului citologic al schimbérilor cromatidice.

Majorarea frecventei recombinarii mitotice stabilite in urma aplicarii procedeului propus induce
forme cu noi combinatii de caractere, obtinerea cirora pe cdi traditionale este limitatd de factori
biologici.

(57) Revendiciri:

Procedeu de obtinere a recombinantilor de orz de primavara care include iradierea semintelor cu
raze gamma in doza de 150 Gy, semdnarea lor peste 2 zile, infectarea plantelor in faza de 2...3 frunze
cu virusul mozaicului dungat al orzului in doud repetari la interval de doua zile, colectarea semintelor
formate in spice, semdnarea semintelor colectate si obtinerea din ele a recombinantilor de orz de
primavara.
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