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Inventia se referd la biotehnologia plantelor si poate fi utilizatd la aprecierea rezistentei culturilor cerealiere la
fuzarioza.

Sunt cunoscute metode de estimare a rezistentei culturilor cerealiere, inclusiv grau si triticale, la fuzarioza prin
testarea lor timp de mai multi ani pe fond de infectie sau 1n conditii naturale de cAmp. Aceste metode, desi asigurd
rezultate obiective, au un sir de dezavantaje, dintre care cele mai principale sunt determinate de diferite operatiuni
laborioase si timpul indelungat pentru testare. In afari de aceasta, rezultatele aprecierii depind in mare misurd de
conditiile climaterice ale anului: pe timp foarte rece sau secetos brunificarea sau necrozarea bazei tulpinii sunt mult mai
pronuntate decat in conditii favorabile de dezvoltare a plantelor [1].

In ultimul timp pentru aprecierea rezistentei culturilor cerealiere la fuzariozi se propun diferite metode
biotehnologice. Printre ele putem mentiona aprecierea embrionilor imaturi de grau si triticale pe mediu cu filtrat de
cultura Fusarium sau toxine sintetice DON si NIV.

Dezavantajul acestui test constd in faptul cd nu asigurd corelatii stabile intre reactia embrionilor imaturi la
metabolitii de Fusarium (filtrat de culturd, toxine pure) si atacarea plantelor de fuzarioza in conditii de camp [2].

Astfel, problema pe care o rezolva inventia este elaborarea unei metode rapide si eficiente de apreciere a
rezistentei plantelor de grau si triticale la fuzarioza.

Esenta inventiei consta 1n faptul ca rezistenta soiurilor de gréu si triticale se determind prin aprecierea frecventei
calusarii embriogene pe mediu nutritriv Murashige - Skoog, suplimentat cu acid fuzaric In concentratie de 0.05...0,01%,
ca factor selectiv, iar ca rezistente sunt apreciate plantele la care frecventa calusarii embriogene pe mediu este egala cu
70...82,3%.

Rezultatul inventiei constd in reducerea volumului de lucru si termenului de apreciere a rezistentei soiurilor de
grau si triticale la fuzarioza.

Metoda se realizeazd in modul urmator.

in experienta se utilizeaza embrioni imaturi, cat si plante mature de grau comun, grau dur i triticale.

Aprecierea gradului de atacare in conditii de camp se face in baza suprafetei brunificate sau necrozate de la baza
tulpinii la etapa de coacere a plantelor.

in cadrul testarilor biotehnologice embrionii imaturi s-au plasat pe mediul Murashige-Skoog (MS), suplimentat
cu filtrat de culturd (FC) Fusarium oxysporum - una din ciupercile cele mai virulente in patogeneza putregaiului de
radacind fuzariotic, sau cu acid fuzaric. Calusarea embriogena a fost evaluatd la 21 zile de la plasarea embrionilor
imaturi pe mediu.

Exemplu de realizare.

Soiurile de grau comun, grau dur si triticale se seamana n camp la sfarsitul decadei a 3-a din septembrie, cate 50
boabe in randuri de 1,5 m, distanta dintre ele - 40 cm, in 3 repetiri. in perioada de coacere a boabelor (luna iunie) se
estimeaza gradul de atacare a plantelor dupa scara de 5 grade (0 - imun; 0,1 - rezistent; 1 - rezistent mediu; 2 - sensibil;
3 - sensibil puternic). Aprecierea s-a facut la 20-30 plante.

Filtratul de culturd Fusarium oxysporum s-a obtinut prin cultivarea ciupercii timp de 14 zile in mediul Cszapek
modificat, care are urmatoarea compozitie (g): 2 NaNOs; 1 KH,POy; 0,5 MgSO, O7H,0; 0,5 KC1; 0,01 Fey(SOy4); U
7H,0; 20 zaharoza; pana la 11 apa distilata [3].

Acidul fuzaric s-a obtinut din FC in felul urmator. FC se separa de miceliu prin filtrare, apoi se aciduleaza pana
la pH 3,5 cu solutie de acid clorhidric de HCI de 2N. Se adauga butanol in proportia 1:5. Amestecul se agitd in palnia de
decantare timp de 10 min. Dupa separarea straturilor fractia superioara butanolica se trece in vaporizator. Se produce
distilarea pana la obtinerea precipitatului. Precipitatul se dizolva in 0,2 ml H,O sau C,HsOH, pentru obtinerea acidului
fuzaric in forma cristalind. FC se aduce la pH 4 cu solutie HCI de 2N, se agita minutios cu etilacetat, luat in raport de
1:5. Amestecul se sedimenteaza in palnia de decantare, se separa etilacetatul §i se evaporeaza. Precipitatul obtinut se
dizolva intr-o cantitate mica de apa, se alcalinizeazad cu bicarbonat de sodiu pana la pH 8-8,5. Preparatul se purifica
agitandu-1 prin scuturare de 2 ori, cu un volum injumatatit de eter. Dupa aceasta FC se separd, se aciduleaza din nou
pana la pH 4, se adaugad 5 volume de eter si din nou se agita minutios prin scuturare. Eterul se toarnd in cesti de
evaporare. Dupa evaporarea eterului se formeaza cristale de acid fuzaric de culoare roza.

La 14-16 zile de la polenizare s-au luat boabe de grau si triticale, s-au sterilizat in solutie de 20% apa clorata
filtratd timp de 20 min, s-au clatit de 3 ori in apa distilatd, s-au prelevat embrionii §i s-au plasat pe mediul MS,
suplimentat cu FC sau acid fuzaric, cate 50 embrioni in 5 repetari.

Mediul MS are urmatoarea compozitie (g): 1,65 NH4NO;; 1,9 KNOs; 0,44 CaCl, [(2H,0; 0,37 MgS0O4 [I7H,0;
0,17 KH,POy; 0,00013 KI; 0,0062 H;BO;; 0,0223 MnSO,4 [HH,0; 0,0086 ZnSO, [17H,0; 0,00025 Na,MgO, [(2H,0;
0,000025 CuSO,4 [O5H,0; 0,000025 CaCl, [06H,0; 0,028 FeSO, O7H,0; 0,0373 Na,EDTA 2H,0; 0,1 mezoinozita;
0,0005 acid nicotinic, 0,0005 piridoxind HCI; 0,0001 tiamind HCI; 0,002 glicind; 20 zaharoza, 8 agar.

In conditii in vitro initial s-a analizat reactia a 7 soiuri de triticale la actiunea FC si acidului fuzaric (tab.1). S-a
constatat cd FC in concentratia 5% provoaca stimularea calusdrii embriogene. O inhibare vadita a acesteia are loc in
concentratiile 10-20%, dar totodatd s-a produs o stimulare puternicd a cresterii radacinii si tulpinii, fapt determinat,
probabil, de prezenta substantelor biologic active in FC. Concentratiile 30 si 40% sunt prea inhibitoare pentru calusarea
embriogeni si diferentiaz greu genotipurile dupa sensibilitatea la FC. Acidul fuzaric in concentratiile 5007 si 1007% a
inhibat destul de puternic calusarea embriogena, separind bine genotipurile dupa reactia la aceasta toxind, ultimele 2
concentratii sunt prea puternice, facand, astfel, imposibila sau foarte redusa calusarea pentru unele genotipuri (M
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371/86, AD 206, PRAG 3). Din cele expuse reiese c¢i acidul fuzaric in concentratiile 5007, 1007% este un factor de
selectie bun pentru diferentierea genotipurilor de triticale dupa sensibilitatea la fuzarioza.

In baza rezultatelor obtinute, in continuare s-a procedat la testarea calusarii embriogene a unui set taxonomic de
cereale mai larg - grdu comun, grau dur si triticale pe mediu MS, suplimentat cu acid fuzaric (0,01%). Din cele
prezentate in tab. 2 reiese cd in conditii optime (varianta martor) formele de triticale §i cea de grau dur au avut o
capacitate morfogeneticd mult mai Inaltd decat cele de grau comun. Sub actiunea acidului fuzaric a scazut puternic
frecventa calusdrii la toate formele aflate in studiu, diferenta de martor fiind cea mai mare la genotipurile Godreiforme
333 x Aisberg, Inghen 8 (16,8; 31,5%). O capacitate morfogenetici maxima in prezenta acidului fuzaric au avut-o
genotipurile de grau comun si cele de triticale MAM 10/6 x Ciulpan (70,0-82,3% din martor).

Dupé cum rezulta din datele prezentate in tab.3, in conditii naturale de camp nivelul atacului de fuzarioza a variat
destul de puternic - intre 0,32 (MAM 10/6 x Ciulpan) si 2,30 (Gordeiforme 333 x Aisberg) grade.

Prin analiza corelationald s-a stabilit o dependenti negativd puternicd (#=0,737) intre rata calusirii
embriogene pe mediul cu acid fuzaric si gradul de atacare de fuzarioza a plantelor 1n conditii de camp (fig. 1). Adicé, cu
cat sensibilitatea la fuzarioza in conditii de camp este mai mare, cu atat capacitatea de calusare embriogena pe mediu cu
acid fuzaric 1n concentratie de 0,05...0,01% este mai mica. Cu alte cuvinte, acele genotipuri care poseda un grad nalt de
calusare embriogena pe mediu cu acid fuzaric sunt mai putin atacate de fuzarioza.

Astfel, capacitatea de calusare embriogena poate servi drept metoda de apreciere a rezistentei culturilor de grau
si triticale la fuzarioza.

Tabelul 1

Actiunea  filtratului de culturda a  ciupercii  F.oxysporum §i  acidului  fuzaric  asupra
calusarii embriogene la triticale

Filtrat de cultura, % Acid fuzaric, %
Genotip Martor 50 |20 |30 |40 5.10° | 1.107 1.5002 | 2.107
AD 113 91,5 3,1 3,1 160 |51 [0 74,1 58,7 45,1 1,2
CAD 2/917 62,5 4,8 83 2,7 |25 |12 58,1 49,7 31,4 6,4
M 371/86 78,0 0,4 14 |87 [46 |0 63,1 52,3 28,6 0
AD 1365 98,0 8,6 6,8 105 |87 |[3,1 83,4 65,8 44,9 1,3
AD 206 28,6 5,5 56 |23 |7 0 21,8 12,6 3,4 0
PRAG 3 68,9 0,3 64 |43 |.,6 0 61,3 55,7 16,7 0
CP3 100,0 98,5 | 1,3 |14 |94 |26 94,5 79,8 48,5 1,5
Tabelul 2
Frecventa calusarii embriogene in cultura embrionilor imaturi de grau si triticale (a 21 zi)
NN Genotipul Martor (MS) Acid fuzaric (0,01%) 9% fatd de martor
X+ m— ,grad S Vi% | X +m- ,grad| S V.%
X X
Grau comun
1. Moldovenesc 32,58+2,86 8,16 8,8 22,80+2,91 24,14 |49 70,0
2. Balti 5 x Odeschi | 18,56+1,64 135,51 62,7 | 13,9543,55 30,76 | 39,8 75,2
117
3. Bélti 5 x Codreanca | 15,31+4,34 18,60 28,2 | 12,27+4,49 30,19 | 44,8 80,1
Grau dur
4. Gordeiforme 333 x | 62,25+5,80 249,58 25,4 | 10,45+2,01* | 36,15 | 57,5 16,8
Aisberg
Triticale
5. Inghen 8 72,76+2,05 1565,96 | 63,5 | 22,89+4,31* | 160,78 | 24,7 31,5
6. MAM 10/6 x| 62,34£3,51 81,93 12,4 | 51,33+£2,68 28,20 | 23,2 82,3
Ciulpan
7. (6TA 502 x CAD 2) | 53,80+4,33 69,43 15,5 | 27,64+£3,31* | 39,85 [ 22,8 51,4
x AD verde
8. AD 1467 x Bocolo 50,60+3,14 124,18 22,0 | 27,93£1,14* | 66,23 | 29,1 55,2
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* - deosebire distincta de martor la nivelul de 5% Tabelul 3

Nivelul atacului fuzariozei in conditii de camp
forme de grau si triticale (1977)
Denumirea genotipului S V.,%
X+m-, grad
X
Grau comun
1. Moldovenesc 0,55+0,10 0,21 83,9
2. Balti 5 x Odeschii 117 0,46+0,10 0,20 98,3
3. Balti 5 x Codreanca 1,65+0,11 0,24 29,7
Grau dur
4. Gordeiforme 333 x Aisberg 2,30+0,11 0,22 20,4
Triticale
5. Inghen 8 1,40+0,11 0,25 35,9
6. MAM 10/6 x Ciulpan 0,32+0,09 0,16 -
7. (6TA 502 x CAD 2) x AD 1,20+0,09 0,17 342
verde
8. AD 1467 x Bocolo 1,15+0,08 0,13 31,9
| AL AN R N SN SN RS NN S B RN R AN SRS B SRR SR SN A A N B B |
100 Lo k R, : a
R : ‘ E
Q; 4
o
b
(o] .
‘D 80 :
& :
8 5
Rl e
a
o« : :
o : :
g . ]
< B :
o : :
40
'5 ]
. \:
~
20 T 4q
O _.J ..... l lll ..... '...., ] . 1 lJJ‘ x x l O J 'll'l_.
0,0 0,4 0,8 1,2 1,6 2,0 2!4

Atac fuzariozs, grad

asupra

30f3

unor

Fig. 1. Dependenta corelationald intre rata calusérii embriogene pe mediu cu acid fuzaric (0,01%) si nivelul de
atac al plantelor de grau si triticale de fuzarioza in conditii de camp (1977)



