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Inventia se referd la agriculturd, in particular la
genetica plantelor si poate fi utilizatd la aprecierea
efectelor genice in reactia genotipurilor de triticale
la fuzarioza.

Esenta inventiei constd in cultivarea embrio-
nilor imaturi aiformelor testate ale genotipurilor de
triticale incrucisate in sistem backcross pe mediul
Murashige-Skoog care contine suplimentar 0,01%
acid fuzaric si calcularea efectelor genice conform
modelului E. Gamble, folosind in calitate de test-
parametru biomasa embrionilor, totodatd in cazul

10

15

2
predomindrii valorilor pozitive ale efectelor genice
calculate se considerd ci efectele genice sunt
orientate spre sporirea rezistentei genotipurilor de
triticale la fuzarioza.

Rezultatul inventiei consta in depistarea actiu-
nilor si interactiunilor genice in reactia genotipu-
rilor de triticale la fuzarioza la etapa embrionara de
dezvoltare a formelor testate.
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Descriere:
Inventia se referd la agriculturd, in particular la genetica plantelor i poate fi utilizatid la
aprecierea efectelor genice in reactia genotipurilor de triticale la fuzarioza.

Ciupercile din genul Fusarium Link. ex. Fr. aduc mari prejudicii economice si fitosanitare in
culturile cerealiere - triticale, griu, secard etc. Metodele genice de combatere a bolilor sunt cele mai
eficiente sub aspect economic si ecologic [1].

Prin urmare, este necesari cunoasterea efectelor genice implicate in reactia genotipurilor la boli. n
mod traditional se efectucazi testarea formelor parentale P1 si P2, hibrizilor F1 si F2, si
retroincrucisdrilor BC1 si BC2 pe fond de infectie si calcularea efectelor conform modelului propus de
E. Gamble [2]. Testarea pe fond de infectie asigurd rezultate obiective, dar are un sir de dezavantaje,
dintre care principalele sunt determinate de diferite operatiuni laborioase: prepararea inocului pe boabe
de grau, seminarea si cultivarea plantelor timp de 3-4 ani in camp. In afari de aceasta, nivelul de atac
depinde in mare mésurd de conditiile climaterice ale anului: pe timp foarte rece sau secetos brunificarea
bazei tulpinii (suprafata cireia este estimatd) este mult mai pronuntatd decat in conditii favorabile de
dezvoltare a plantelor.

Problema pe care o rezolvd inventia constd in elaborarea unei metode mai rapide si eficiente de
apreciere a efectelor genice in reactia genotipurilor de triticale la fuzarioza.

Problema se solutioneaza prin aceea ci aprecierea orientarii efectelor genice in reactia genotipurilor
de triticale la fuzarioza include testarea genotipurilor de triticale incrucisate in sistem backcross pe fond
cu fuzariotoxine si calcularea efectelor genice conform modelului E. Gamble. Totodatd testarea se
efectueazd prin cultivarea embrionilor imaturi pe mediul Murashige-Skoog care contine suplimentar
0,01% acid fuzaric, iar la calcularea efectelor genice in calitate de test-parametru se utilizeaza biomasa
embrionilor, totodatd in cazul predominarii valorilor pozitive ale efectelor genice obtinute se considera
ca efectele genice sunt orientate spre sporirea rezistentei genotipurilor de triticale la fuzarioza.

Rezultatul inventiei constd in depistarea actiunilor si interactiunilor genice in reactia genotipurilor
de triticale la fuzarioza la etapa embrionara de dezvoltare a formelor testate.

Modul de realizare.

fn experienti se utilizeazi embrioni imaturi prelevati de la formele de triticale P1, P2, F1, F2, BC1
si BC2, si plante cultivate in conditii de camp.

Aprecierea gradului de atacare in conditii de camp se face in baza suprafetei brunificate sau
necrotizate de la baza tulpinii la etapa de coacere a plantelor. In cadrul testirilor biotehnologice
embrionii imaturi s-au plasat pe mediul Murashige-Skoog (MS), suplimentat cu acid fuzaric. Calusarea
embriogend a fost evaluatd la a 21-a zi de la plasarea embrionilor imaturi pe mediu.

Exemplu

Liniile de triticale din soiurile AD 206, PRAG 3, AD 113, CAD 2/917 au fost incrucisate in sistem
backeross si testate in conditii de cAmp pe fond de infectie cu inocul Fusarium. Semanatul a avut loc la
sfarsitul decadei a 3-a septembrie, cite 50 de boabe in randuri de 1,5 m, distanta dintre ele fiind de 40
em, in 3 repetiri. In perioada de coacere a boabelor (luna iunie) se estimeazi gradul de atacare a bazei
tulpinii dupd scara de 5 grade (0 - rezistent puternic, imun; 0,1 - rezistent mediu; 2 - sensibil; 3 -
sensibil puternic). Aprecierea s-a facut la circa 70 de plante pentru parinti, F1 si retroincrucisarile BC1
si BC2 si 200 plante pentru populatiile F2.

Acidul fuzaric s-a obtinut din filtratul de culturd (FC) al ciupercii Fusarium oxysporum Snyd. et
Hans in modul urmitor. FC se separd de miceliu prin filtrare, apoi se aciduleazd pand la pH 3,5 cu
solutie de HCI de 2N. Se adaugd butanol in proportia 1:5. Amestecul se agitd in palnia de decantare
timp de 10 min. Dupd separare stratul superior butanolic se trece in vaporizator. Se efectueaza distilarea
pand la obtinerea precipitatului. Ultimul se dizolvd in 0,2 ml H,O sau C;HsOH, pentru obtinerea
acidului fuzaric in forma cristalind FC se aduce la pH 4 cu solutie HC1 de 2 N, se agitd minutios cu
etilacetat, luat in raport de 1:5. Amestecul se sedimenteaza in palnia de decantare, se separa etilacetatul
si se evapord. Precipitatul obtinut se dizolva intr-o cantitate mica de apd, se alcalinizeazd cu bicarbonat
de sodiu pana la pH = 8-8,5. Preparatul se purificd agitdndu-1 prin scuturare de 2 ori cu un volum
injumatatit de eter. Dupd aceasta FC se separd, se aciduleazi din nou pand la pH 4, se adaugd 5 volume
de eter si din nou se agitd minutios prin scuturare. Eterul se varsd in cesti de evaporare. Dupd
evaporarea lui se formeazd cristale de acid fuzaric de culoare roz (MeTompl SKcIEpHMEHTAIBHOH
mukonorud. CnpaBounuk. Kues, Haykosa mymka, 1982, 550 c.).

La 14-16 zile de la polenizare s-au luat boabe de triticale, s-au sterilizat in solutie de 20% apa
cloratd filtratd timp de 20 min, s-au clatit de 3 ori in apa distilatd, s-au prelevat embrionii §i s-au plasat
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pe mediul MS, suplimentat cu acid fuzaric (0,01%). Dupa 21 zile s-au cantdrit calusurile embriogene,
cate 50-100 pentru parinti, F1 si formele backcross si 200 pentru F2.

Mediul MS are urméitoarea compozitie (g): 1,65 NH4NOs; 1,9 KNO;3; 0,44 CaCly»2H,0; 0,37
MgSO4+7H,0; 0,17 KH,PO4; 0,00013 KI; 0,0062 H3BO3; 0,0223 MnSO4¢4H,0; 0,0086 ZnSO4¢7H,O;
0,00025 NaaMgO4+2H20; 0,000025 CuSO4¢5H20; 0,000025 CaClae6H20; 0,028 FeSO4¢7H,0; 0,0373
Naz EDTA«2H,0; 0,1 mezo-inozitd; 0,0005 acid nicotinic; 0,0005 piridoxind«HCI; 0,0001 tiaminasHCI;
0,002 glicind; 20 zaharoza (Murashige T., Skoog F. Arevised medium for rapid grouth and bioassay
with tobacco tissue cultures. Phisiol. Plant. 1962, N 15, p. 473-497).

Datele cu privire la nivelul de atac al péarintilor, hibrizilor §i retroincrucisdrilor de fuzarioza pe
sectorul de testare sunt prezentate in tabelul 1.

Tabelul 1
Reactia liniilor si a populatiilor hibride de triticale la infectia Fusarium pe sectorul de testare
Linia, populatia X+ m- ,grad S
P1 AD 206 2,03+0,05 0,15
P2 PRAG 3 2,32+0,05 0,22
F1 AD 206 x PRAG 3 1,82+0,06 0,15
F2 AD 206 x PRAG 3 1,66+0,07 0,80
BC1 F1 x AD 206 1,98+0,05 0,11
BC2 F1 x PRAG 3 2,02+0,06 0,20
P1 AD 206 2,11+0,04 0,18
P2 AD 113 0,87+0,07 0,51
F1 AD206x AD 113 1,15+0,05 0,13
F2 AD 206 x AD 113 1,06+0,08 1,45
BC1 F1 x AD 206 1,48+0,09 0,43
BC2F1x AD 113 0,96+0,03 0,04
P1 CAD 2/917 0,98+0,07 0,50
P2 AD 1365 1,03+0,07 0,51
F1 CAD 2/917 x AD 1365 0,50+0,07 0,24
F2 CAD 2/917 x AD 1365 1,00+0,05 0,36
BC1 F1 x CAD 2/917 0,78+0,06 0,15
BC2 F1 x AD 1365 1,02+0,02 0,02

In baza datelor obtinute s-au calculat efectele actiunilor genice implicate in ereditatea rezistentei
genotipurilor la fuzariozd conform modelului propus de E. Gamble [2] (tab. 2).
Tabelul 2
Efectele actiunilor genice implicate in ereditatea reactiei genotipurilor de triticale la fuzarioza pe
fond de infectie

Combinatia hibridd Efectele genice
m a d aa ad dd
AD 206 x PRAG 3 1,66* -0,04 1,00%* 1,36* 0,00* -1,36%*
AD 206 x AD 113 1,06* -0,52% 0,30%* 0,64* -0,10%* -0,24*
CAD 2/917 x AD 1365 1,00% -0,24* -0,87* -0,40% -0,17* -0,26%

* Valori semnificative la nivelul de 5%

Procedeele de calcul al actiunilor (a, d) si interactiunilor (aa, ad si dd) genice dupd modelul E.
Gamble (1962) sunt urmétoarele:

a) Estimarea valorilor si directiei (+ sau -) actiunilor si interactiunilor genice:

m= FZ; (Remarca: in calitate de valori pentru

a=BC1-BC2: calculul actiunilor i interactiunilor
— - = = — — servesc datele despre biomasa calusurilor

d=-12P1-12P2+F1-4F2+2BC1+2BC2; si gradul de atac in conditii de cAmp )

aa=-4F2+2BC142BC2:
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ad=-12P1+12P2+BC1-BC2;
dd=P1+P2+2F1+4F24BC14BC2,
unde:
m - efectul mediu;
a - actiunea aditiva;
d - actiunea dominanta;
aa - interactiunea epistatica de tip aditiv-aditiv;
ad - interactiunea epistatica de tip aditiv-dominant;
dd - interactiunea epistatica de tip dominant-dominant
si:
P 1 - media pentru populatia P1;
P 2 - media pentru populatia P2;
F1 - media pentru populatia F1;
F2 - media pentru populatia F2;
BC 1 - media pentru prima populatie backcross (retroincrucisarea F1 x P1);
B (2 - media pentru a doua populatie backcross (retroincrucisarea F1 x P2).

b) Estimarea valorilor actiunilor si interactiunilor genice:

Sm=S F2;

Sa = SBC1+SBC2;

Sa = 1/4SP1+1/4SP2+SF1+16SF2+4SBC1+4SBC2;

Saa = 16SF2+4SBC1+4SBC2;

Saa = 1/4SP1+1/4SP2+SBC1+SBC2;

Saa = SP1+SP2+4SF1+16SF2+16SBC1+16SBC2.

Amintim cd varianta S, la Jlocnexop b.A. (1985) se foloseste simbolul s? i se calculeazi dupa

2 2

formula: §~ = g(X-X)
u3mar, 1985, ¢. 160).
¢) Autenticitatea actiunilor i interactiunilor genice se stabileste dupd criteriul t:
efectul (actiunea sau interactiunea) t/Sx efect;
efectul = S? efect/n;
efectul n pentru m=nF2;
efectul n pentru a=nBC1+nBC2;
efectul n pentru d=1/4nP1+1/4nP2+nF1+16nF2+4nBC1+4nBC2;
efectul n pentru aa=16nF2+4nBC1+4nBC2;
efectul n pentru ad=1/4nP1+1/4nP2+nBC1+nBC2;
efectul n pentru dd=nP1+nP2+4nF1+16nF2+16nBC1+16nBC2.
d) Gradele de libertate (GL) s-au calculat dupa formulele:
GLm=GLF2=nF2-1;
GLa=(nBCI1-1)+(nBC2-1);
GLd=(1/4nP1-1)+(1/4nP2-1)+(nF1-1)+(16nF2-1)+(4nBC1-1)+(4nBC2-1);
GLaa= (16nF2-1)+ (4nBC1-1)+(4nBC2-1);
GLad=(1/4nP1-1)+(1/4nP2-1)+(nBC1-1)+(nBC2-1);
GLdd=(nP1-1)+(nP2-1)+(4nF1-1)+(16nF2-1)+(16nBC1-1)+(16nBC2-1).
¢) Eroarea actiunilor sau interactiunilor (efectelor genice) se calculeazd dupd formula:
S

Sefect = ;

/n—1 (Hocnexos B.A. Meronuka nomesoro omsira. Mocksa, ArpompoM-

Valoarea erorii (Setect) S¢ indicd dupa semnul + pentru efectul mediu m, actiunile a si d, si
interactiunile epistatice de tip aa, ad si dd.

Dupa cum reiese din datele prezentate, la cele 3 combinatii aflate in studiu, efectele aditive a si
epistatice dd au actionat in directia diminudrii (semnul “-”) nivelului de atac al bazei tulpinii (indice al
rezistentei). Actiuni similare, cu caracter sporadic, s-au constatat gi pentru celelalte tipuri de efecte - d,
aasiad.

Datele cu privire la capacitatea de acumulare a biomasei in cultura embrionilor imaturi ai formelor
P1, P2, F1, F2, BC1 si BC2 sunt prezentate in tab. 3.



10

15

20

25

MD 1482 G2

6

Conform aceluiasi model E. Gamble s-au calculat efectele genice implicate in acumularea de
biomasa de catre calusurile embrionilor imaturi pe mediu cu fuzariotoxind (tab. 4). Dupd cum rezultd
din datele prezentate, efectele a si dd in toate 3 cazurile au fost orientate (semnul “+”) in directia
acumuldrii de biomasa (indice al rezistentei).

Tabelul 3

Reactia liniilor si a populatiilor hibride de triticale la acidul fuzaric in cultura embrionilor imaturi

Biomasa calusurilor, mg

Linia X+ m- S
P1 AD 206 59,68+4,01 1156,64
P2 PRAG 3 35,68+2,74 255,32
F1 AD 206 x PRAG 3 37,33+1,57 118,87
F2 AD 206 x PRAG 3 66,30+4,26 1199,69
BC1 F1 x AD 206 23,00+1,89 114,32
BC2 F1 x PRAG 3 17,70+1,79 95,94
P1 AD 206 59,68+4,01 1156,64
P2 AD 113 22,17+1,28 59,11
F1 AD 206 x AD 113 45,8542,48 282,40
F2 AD 206 x AD 113 60,7343,61 1001,12
BC1 F1 x AD 206 27,11+1,59 113,28
BC2F1x AD 113 27,22+2,89 299,95
P1 CAD 2/917 36,04+1,97 210,53
P2 AD 1365 45,0043,27 352,88
F1 CAD 2/917 x AD 1365 42,7542,05 150,94
F2 CAD 2/917 x AD 1365 42,7542,05 150,94
BC1 F1 x CAD 2/917 19,13+1,65 82,05
BC2 F1 x AD 1365 33,0742,92 247,92

Tabelul 4

Estimarea efectelor genice implicate in reactia embrionilor imaturi de triticale la fuzariotoxina

Combinatia hibrida

Efectele genice

m a d aa ad dd
AD 206 x PRAG 3 66,30%* 5,3% -194,15% -183,80* -6,7 272,42%
AD 206 x AD 113 60,73* 0,11 -129,34* -134,26* -18,64* 199,15*
CAD 2/917 x AD 1365 69,00* 13,94* -169,37* -171,60* -9,46* 233,74*

* Valori semnificative la nivelul de 5%

Dacd comparam datele din tab. 2 si tab. 4 vom vedea cd din cele 15 variante (3 combinatii x 5 tipuri
de efecte genice: a, d, aa, ad si dd) in 11 cazuri (73,3%) efectele orientate in directia scaderii nivelului
de atac (semnul “-”) coincid cu orientarea spre sporirea acumuldrii de biomasa (semnul “+”) in cultura
embrionilor imaturi. Cu alte cuvinte, evaluarea biomasei embrionilor imaturi pe mediu MS suplimentat
cu acid fuzaric (0,01%) pentru formele de triticale incrucisate in sistem backcross poate servi ca metoda
de apreciere a efectelor genice implicate in reactia la fuzarioza.
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(57) Revendicare:

Metoda de apreciere a orientdrii efectelor genice in reactia genotipurilor de triticale la fuzarioza,
care include testarea genotipurilor de triticale incrucisate in sistem backcross pe fond cu
fuzariotoxine si calcularea efectelor genice conform modelului E. Gamble, caracterizati prin
aceea cd testarea se efectueaza prin cultivarea embrionilor imaturi pe mediul Murashige-Skoog care
contine suplimentar 0,01% acid fuzaric, iar la calcularea efectelor genice in calitate de test-
parametru se utilizeazd biomasa embrionilor, totodatd in cazul predomindrii valorilor pozitive ale
efectelor genice obtinute se considerd ca efectele genice sunt orientate spre sporirea rezistentei
genotipurilor de triticale la fuzarioza.

(56) Referinte bibliografice:
1. Gamble, E.E. Gene effects in corn (Zea mays L.). Separation and relative importance of
gene effects for yield. Canadian Journal of Plant Science. 1962, Ne 42, p. 339-343
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