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Descriere:

Inventia se referd la agriculturd, si anume la citogenetica plantelor, si poate fi utilizatd la
aprecierea rezistentei soiurilor de mazare la fuzarioza radiculara.

Sunt cunoscute metode de apreciere a rezistentei culturilor agricole, inclusiv a mazirii, la
fuzarioza radiculard prin testarea acestora timp de mai multi ani pe fond de infectie in conditii de
camp [1]. Aceste metode asigurd rezultate obiective, dar au un sir de dezavantaje, dintre care cele mai
principale sunt determinate de diferite operatiuni laborioase: prepararea inoculului de Fusarium pe
boabe de grau sau oviz prin autoclavizare si conditii aseptice speciale, semdnarea si testarea plantelor
timp de 2...4 ani in conditii de cAmp. In afard de aceasta, dezvoltarea fuzariozei depinde in mare
masura de conditiile climatice ale anului (pe timp foarte rece sau arsitd boala se dezvoltd mai repede),
fapt ce se reflectd asupra exteriorizirii semnelor de boala.

Este cunoscutd metoda de apreciere a rezistentei plantelor la fitotoxina, prin testarea reactiei
radécinitelor si celulelor acestora la filtrate de culturd (FC) [2], care constd in aprecierea activititii
mitotice in celulele meristematice la actiunea FC. Pentru aceasta conul de crestere al rddacinitelor se
fixeazd in amestec Carnua (3 parti de alcool etilic de 96°C la 1 parte de acid acetic glacial) si se
coloreazi cu acetocarmin (solutia de 2% de carmin se dizolvd prin fierbere in acid acetic de 45%).
Activitatea mitotici in celulele meristematice se cerceteazi pe frotiuri presate. in 10 cAmpuri de
vedere ale microscopului se determind numérul de celule in dividere din totalul de 100 celule, iar
indicele mitotic se stabileste dupa formula: (numarul de celule in dividere/1000) x 100%.

Dezavantajul acestei metode constd in faptul ca prezenta fitotoxinelor (care reprimad activitatea
mitoticd) si a substantelor biologic active (care stimuleaza activitatea mitoticd) in cele mai diferite
proportii in FC nu asigura rezultate stabile si univoce.

Problema inventiei constd in sporirea rapiditatii, eficientei si veridicitdtii aprecierii rezistentei
sojurilor de mazare la fuzarioza radiculara.

Esenta inventiei constd in aceea cd in calitate de parametru test al rezistentei mazarii la fuzarioza
radiculard se utilizeaza frecventa aberatiilor cromozomice, in special a cromozomilor dispersati,
cromozomilor retardati si puntilor cromatidice, in celulele meiotice, la actiunea ciupercii F.
oxysporum (Schlecht.) Snyd.et Hans.

Rezultatul inventiei consta in reducerea volumului de lucru i termenului de apreciere a gradului
de rezistentd a soiurilor de mazare la fuzarioza radiculara.

Metodd de realizare

Se utilizeaza plante de mazire cultivate pe fond de infectie F. oxysporum (Schlecht.) Snyd.et Hans
in conditii de camp.

Aprecierea gradului de atac de fuzarioza radiculard se face in baza suprafetei necrozate de pe
radédcina principald.

In cadrul testirilor citogenetice au fost stabilite activitatea mitotici §i frecventa aberatiilor
cromozomice in celulele mitotice (in rddacinite) si meiotice (in mugurii florali) de mazire dupa
metoda descrisd in lucrarea ‘“Tlaymesa 3.I1. IlpakTnkym ©0O IMTOJIOTHH pacTeHHH”. M.:
Arponpomuzgar, 1988, c. 142-143, 202-203.

Exemplu

Pentru testarea gradului de rezistentd la ciuperca F. oxysporum in conditii de cAmp s-au utilizat
soiurile de mazare Smaragd, Neosapaiugciesea, Triton si Iujno-Ucrainschi. Prepararea inoculului s-a
efectuat prin multiplicarea ciupercii pe seminte de griu sterilizate in baloane (proportia: 1 parte de
seminte la 0,8 parti de apa distilatd) prin autoclavizare la 1,5 atm, de 2 ori cite 1 ord. in timpul
semdnatului s-a presdrat cite 100 g de inocul asupra 100 de boabe, lungimea randului fiind de 1 m.
Experimentul a fost efectuat in 3 repetitii randomizate, in fiecare din ele fiind cate 100 de boabe.
Gradul de dezvoltare a fuzariozei radiculare s-a stabilit la a 21-a zi de la rasarirea plantelor in baza
scarii de 6 trepte: 0 - plantd imund, 1 - foarte rezistentd, 2 - rezistentd, 3 - sensibild mediu, 4 -
sensibild si 5 - foarte sensibila.

S-a constatat cd soiurile Neosipaiugciesea i Triton au manifestat sensibilitate medie la fuzarioza
radiculard: 2,50 grade; soiul Smaragd - sensibilitate sporitd: 3,80 grade; iar Iujno-Ucrainschi -
rezistentd: 1,83 grade.

Cea mai apropiatd solutie de inventia propusd apreciazi gradul de rezistentd prin testarea
labilititii unor parametri citogenetici in celulele meristematice in prezenta fitotoxinelor. in acest scop,
s-au stabilit activitatea mitoticd si indicele fazic in rddicinitele soiului de mazire cu sensibilitate
medie Verde 1, la actiunea FC de F. oxysporum. Dupd cum reiese din tab. 1, FC nu a reprimat
activitatea mitoticd, precum era de asteptat, ci, dimpotrivd, a stimulat-o cu circa 11% (probabil
datoritd unei cantitéti considerabile de substante biologic active din FC), desi majoritatea celulelor in
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acest caz nu erau la cele mai active etape mitotice - metafaza (M), anafazd (A) sau telofaza (T), ci
abia la inceputul mitozei - in profaza (P). Totodatd, s-a constatat cd nivelul mutational in varianta
martor si cea cu FC a fost la acelasi nivel (tab. 2). Cu alte cuvinte, aprecierea rezistentei soiurilor de
mazare la fuzarioza radiculard prin determinarea activitatii mitotice si nivelului mutational in celulele
meristematice ale radacinitelor nu asigura rezultate sigure si univoce.

Tabelul 1
Activitatea mitoticd i indicele fazic in radécinitele soiului de mazire Verde 1 la actiunea
FC de F. oxysporum

Varianta | Numadrul total | Numarul de Activitatea
de celule celule in mitotica, Frecventa (%) in:
studiate mitoza
P M A T
Martor 11825 1665 14,7+0,3 50,8 26,0 14,5 8,7
FC 13181 3373 25,610,4*% 62,2 18,7 9,3 5,8
* - deosebire distinctd de martor la nivelul de 5%;
P —profazi, M — metafaza, A — anafazi, T - telofaza
Tabelul 2

Nivelul mutational si spectrul aberatiilor cromozomice in radacinitele soiului de mazire Verde
1 induse de FC de F. oxysporum

Varianta Numdrul de celule | Numarul de Nivelul Tipurile de aberatii, %
studiate celule cu mutational,
aberatii
in anafazi-telofaza % Cromozomi Punti Alte
dispersati cromatidice tipuri
Martor 203 14 6,9+1,8 - 92,9 7,1
FC 436 30 6,9+1,2 6,7 93,3 -
Tabelul 3

Nivelul aberatiilor cromozomice in celulele meiotice de mazire la actiunea ciupercii F. oxysporum in

diferite cond

itii de mediu

Soiul Varianta | Numirulde | Numdrul Numarul Frecventa De cate ori
celule de celule de celule | aberatiilor, % | inraport cu
studiate normale | cu aberatii martorul
a. 1995
Smaragd (S) Martor 2605 2256 73 2,8
Infectie 2055 1386 669 32,6 11,6
Iujno-Ucrainschi Martor 2816 2753 63 2,2
(R) Infectie 1723 1635 88 5,1 2,3
a. 1997 — termenul 1
Smaragd Martor 1781 1768 13 0,7
Infectie 544 521 23 4,2 5,8
Iujno-Ucrainschi Martor 863 832 31 3,7
Infectie 601 552 49 8,2 2,2
a. 1997 — termenul 2
Smaragd Martor 742 717 25 3,5
Infectie 836 727 109 15,0 4,3
Iujno-Ucrainschi Martor 816 774 42 5,2
Infectie 1235 1106 129 10,5 2,0

S - sensibil; R - rezistent
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Tabelul 4
Spectrul aberatiilor cromozomice in celulele meiotice de mazire la actiunea ciupercii . oxysporum in
diferite conditii de mediu

Soiul Varianta | Numarul | Fragmente | Fragmente| Cromozomi| Cromozomi Punti Alte tipuri
total de | solitare, % duble, % | dispersati, | retardati, % | cromatidice, | de aberatii,
aberatii % % %

a. 1995
Smaragd M 73 30,1 2,7 49,3 0,0 15,1 2,7
I 669 49,6 3,0 8,5 0,3 38,0 0,6
Tujno- M 63 26,1 0,0 13,0 17,4 43,5 0,0
Ucrainschi
I 88 27,3 2,3 27,3 9,1 34,1 0,0
a. 1997 — termenul 1
Smaragd M 13 - - 30,8 23,1 46,1 -
I 23 4,3 - 34,8 34,8 13,0 13,0
Tujno- M 31 6,4 - 12,9 54,8 25,8 -
Ucrainschi
I 49 4,1 - 16,3 28,6 51,0 -
a. 1997 — termenul 2
Smaragd M 25 16,0 - - 28,0 56,0 -
I 109 24,8 2,7 17,4 37,6 13,8 3,7
Tujno- M 42 - - 21,4 38,1 40,5 -
Ucrainschi
I 129 2,3 - 13,9 26,4 57.4 -

M — martor; I - infectie

Deoarece frecventa aberatiilor cromozomice in meiozd este un indiciu sensibil la actiunea
factorilor stresogeni de mediu, s-a procedat la cercetarea acesteia in celulele meiotice la soiuri cu
rezistentd diferitd la fuzarioza radiculard pe fond de infectie cu inoculul F. oxysporum: Smaragd
(sensibil) si Iujno-Ucrainschi (rezistent). Pentru cercetarea meiozei au fost utilizati muguri florali
tineri de mazare, fixati dupd Carnua, iar preparatele s-au colorat cu acetocarmin. Frotiurile au fost
cercetate la microscopul MBW-1, la mirirea 10x40. Dupd cum rezultd din datele prezentate in tab. 3
la actiunea infectiei de F. oxysporum in diferite conditii de mediu (care influenteaza in mare masura
activitatea ciupercii) la soiul sensibil Smaragd incidenta aberatiilor cromozomice a crescut de 11,6,
5,8 si 4,3 ori, iar la soiul rezistent Iujno-Ucrainschi — de 2,3, 2,2 si 2,0 ori in comparatie cu martorul,
corespunzator, in anii 1995 si 1997 (termenele 1 si 2 de semédnare). Cu alte cuvinte, la soiul rezistent
stabilitatea aparatului cromozomic, manifestatd prin frecventa aberatiilor cromozomice, este mult mai
pronuntatd decit la soiul sensibil. Totodatd, se remarca ci cele mai labile aberatii cromozomice la
actiunea ciupercii /. oxysporum sunt aberatiile de tip cromozomi dispersati, cromozomi retardati si
punti cromatidice (tab. 4).

Datele obtinute ne permit sd tragem concluzia ¢ frecventa scazuta a aberatiilor cromozomice in
celulele meiotice de mazare la actiunea ciupercii F. oxysporum (de 2,0...2,3 ori mai sporita in raport
cu martorul) poate servi in calitate de parametru test al rezistentei acestei culturi la fuzarioza
radiculara.
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(57) Revendicare:

Metodd de apreciere a rezistentei soiurilor de mazire la fuzarioza radiculard ce include
testarea dupd modificarea parametrilor citogenetici sub actiunea fitotoxinei, caracterizata prin aceea
¢ in calitate de fitotoxind se utilizeaza Fusarium oxysporum (Schiecht.) Snyd. Et Hans., iar testarea
se efectueazd dupd modificarea frecventei aberatiilor cromozomice in celulele meiotice ale mugurilor
florali, totodatd se considera rezistente la fuzarioza radiculard soiurile de mazare la care procentul
frecventei aberatiilor cromozomice in celulele infectate este de 2,0...2,3 ori mai mare decét in cele
neinfectate.

(56) Referinte bibliografice:

1. Bamuecky C.H. TexHonornueckue U CeleKIHOHHBIE CIIOCOGHI 3alUTh OBOMIHOIO ropoxa OT
(y3apHOZHBIX 3a00IeBaHUH B YCIOBHSIX IPOMBIIUIEHHOTO OBOMIEeBoAcTBa Monnasun.// ABToped.
JIHC. .. .KaH, C.-X. HayK. Munckast o6i1., Camoxanosnum, 1984, c. 20

2. Meromp! skcniepuMeHTanbHOH Mukonoran. Cropasounnk. Kues, Haykosa mymka, 1982, c.
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