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FILTRATELE DE CULTURA FUSARIUM SP.
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Six wheat genotypes (Triticum aestivum) were tested in vitro for callusation response on Murashige-Skoog medium
with addition of filtrates of Fusarium sp. culture in different concentrations. As a result, sensitivity/resistance of these
genotypes against the filtrates of Fusarium sp. culture was determined. Among the factor interrelationships filtrate con-
centration and plant genotype were found to be the more significant factors.

Mecanismele variabilitatii genetice in cultura de celule si tesuturi vegetale in vitro, conditionate de geno-
tipul plantei, produc o evolutie acceleratd de reorganizare a cariotipului cu obtinerea variatiilor somaclonale,
determinate de adaptibilitatea biologica a organismului vegetal. Potentialul variabilititii somaclonale pre-
existd si poate fi realizat in anumite conditii de cultura a genotipului in vitro: natura, marimea si varsta sursei
de explant, continutul mediului nutritiv si conditiile de cultivare. Embriogeneza somatica indirecta, prin indu-
cerea diversitatii, prezintd o mai ampla realizare a variabilitatii genetice constitutive 1n raport cu cea directa,
facand posibild multiplicarea si pastrarea informatiei genetice initiale [1].

Gramineele de cultura prezinta plante cu o dificila pretabilitate pentru cultura in vitro. Este relatata rege-
nerarea calusului provenit din embrioni imaturi si polen pentru toate gramineele de baza. Astfel, pentru 3 ge-
nuri de cereale: Triticum, Triticale, Oryza, frecventa formarii calusului embriogen si a regenerantilor a variat
in limite destul de largi. Au fost elaborate tehnologii de cultivare indelungata (de peste 2 ani) a tesutului cu
capacitati Tnalte embriogene si de regenerare din embrioni imaturi de grau cu potential diminuat al acesteia
pentru obtinerea soiurilor [1-4]. Totusi, producerea industriald a regenerantilor pentru majoritatea cerealiere-
lor continua a fi dificila.

Inocularea embrionilor imaturi de grau de primavard la etapa cu statut citohistologic determinat al
embrionului a demonstrat caracterul universal al etapei primare a tuturor cdilor de morfogeneza in vitro —
formarea 1n calus a centrelor morfogenetice, de reguld, din celule meristematice. Regenerarea plantelor fertile
are loc pe calea hemorizogenezei si embriogenezei somatice, tehnologia optima fiind embriogeneza soma-
tica [5]. Embrionii somatici se formeaza la periferia calusului, pe a carui suprafata este indusa producerea
germin-like oxalatoxidazei (gl-OXO), stimulatd la suplimentarea mediului cu auxine (2,4-D). Diferentierea
embrionilor incepe in sectoarele cu citoplasma densa ale celulelor meristematice, in care activitatea este mai
inalta. Se presupune ci localizarea producerii HyO, cu participarea gl-OXO accelereaza formarea componen-
telor membranare, mentine turgescenta celulei si masa celulard in conditii de competitie embriogenica. Cer-
cetarea localizarii proliferarii initiale a evidentiat caracterul proteic citoplasmatic al acesteea, cu omologie in
diferite grupe taxonice [6]. Studiul proceselor morfogenetice la utilizarea markerilor moleculari in celule
meristematice ale embrionilor imaturi de grau indica influenta genelor Rht (talie joasd) asupra continutului
antigenului proliferativ de initiere in celulele calusale [7].

Este deosebit de actuala utilizarea metodelor biotehnologice in selectia si ameliorarea culturilor cerealiere
pentru rezistenta la fitopatogenii fungici. Biotehnologiile de culturd in vitro cu utilizarea factorului selectiv —
filtratului de cultura (FC) al agentului patogen sau micotoxinelor produse in patogeneza — ofera largi opor-
tunitati in crearea soiurilor si accelerarea procesului de ameliorare a culturilor cerealiere pentru rezistenta la
patogeni. Asa, filtratele de culturd Fusarium si acidul fuzaric au prezentat actiune reprimanta asupra procese-
lor de calusare si regenerare 1n cultura embrionilor imaturi de triticale. Selectarea de o singura data a embrio-
nilor imaturi pe mediul Murashige-Skoog (MS), suplimentat cu acid fuzaric in concentratia 0,015%, este
propusa ca metoda sigurd de obtinere a unui randament relativ Tnalt de regeneranti de triticale cu rezistenta la
fuzarioza si care poseda, totodata, valorosi indici de productie [8,9].

Intrucat rolul tuturor toxinelor in declansarea si dezvoltarea patogenezei este incert, in numeroase cer-
cetari se opteaza pentru FC ale micromicetelor in calitate de factor selectiv [10]. Unii autori pledeaza, totusi,
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pentru toxine, invocand posibila eroare cauzati de metabolitii secundari ai FC, care, nefiind implicati in
patogenitate, manifesta activitati favorabile cresterii si dezvoltarii plantei [13]. Extinderea pagubelor produse
de ciupercile Fusarium sp. 1n culturile agricole prin reduceri de productie si contaminari cu toxine aduce in
actualitate problema rezistentei la atacul acestor ciuperci. Identificarea surselor de rezistenta/tolerantd in con-
ditii de camp este pusad in dificultate de marea diversitate a speciilor Fusarium, cu complexitate genetica
deosebita, de rolul determinant al conditiilor de mediu in producerea si manifestarea patogenezei, ceea ce
determina utilizarea FC si a toxinelor agentilor putregaiului de radacind ca factori selectivi in metodologiile
complexe de testare in vitro si ameliorare a rezistentei gramineelor: grau [14-18], grau si porumb [13], triti-
cale [8], orz [11]. La moment, sunt elaborate etapele tehnologice ale selectiei celulare pentru rezistenta cultu-
rilor cerealiere la putrezirea radacinii, care includ monitorizarea si identificarea micromicetelor fitopatogene,
variabilitatea intraspecificd a vitroculturilor, conditiile de cultivare submersa pe medii lichide, obtinerea FC
cu patogenitate inalta si a toxinelor, testarea fitotoxicitatii filtratelor si toxinelor, selectarea concentratiilor
agentilor selectivi In producerea selectiei celulare, cultivarea calusului primar pe mediile selective, selectarea
celor viabile si regenerarea plantelor [8,10,11,14,17,19].

Pentru initierea culturii in vitro, frecvent sunt utilizati embrionii imaturi care, comparativ cu embrionii
maturi, prezintd o variabilitate Tnaltd a caracterelor genotipice si fenotipice [20,21]. Embrionii imaturi initiaza
calusuri embriogene din centre meristemice, localizate la diferite niveluri ale scutelumului la etapa timpurie
(10-16 zile de la polenizare) de dezvoltare morfologica, cand acumularea amidonului in tesutul scutelumului
de-abia incepe [22]. Abilitatea embrio- si morfogeneticd a orzului in cultura embrionilor imaturi in vitro
depinde de genotip si factorii de mediu [23]. S-a constatat ca, spre deosebire de embrionii imaturi, embrionii
maturi initiazd calus embriogen neted din regiunea varfului de tulpina, iar calus neembriogen — din regiunea
varfului de radicina [20]. Conform altor autori, si In cazul embrionilor maturi calusul se dezvoltd din scu-
telum [22]. Inducerea calusului este influentatd de metabolitii endospermului, care, in multe cazuri, sporesc
eficienta culturii, favorizand abilitati morfogenetice superioare [24]. Desi culturile de embrioni imaturi pre-
zinta avantaje incontestabile sub aspectul capacititii de obtinere a unui spectru larg de variante somaclonale,
unii autori pledeaza pentru embrionii maturi, a caror cultura este mai putin costisitoare [25].

Capacitatea de calusare §i regenerare din embrionii maturi poate fi semnificativ maritd prin folosirea
diferitelor medii de culturd, suplimentate cu auxine, citochinine in concentratii diverse [20,26], mai eficient
in scopul vizat fiind acidul diclorfenoxiacetic (2,4-D) — 4 mg/1 [22]. Concentratiile mici de acid aminobenzoic
(AAB) - 0,5 si 1,0 mg/1, desi retin cresterea directd a embrionilor maturi in vitro, amplifica inducerea calusu-
lui, regenerarea plantelor si variabilitatea genetica a acestora [26]. La nivel de regeneranti s-a constatat ca
superexpresia chitinazei la tratarea acestora cu spori de F.oxysporum si Alternaria macrospora conduce la
cresterea rezistentei pentru ambii patogeni [18]. Unii autori propun in calitate de test aparitia celulelor verzi
pentru pronosticul potentialului de regenerare [16].
populatiilor de grau comun pentru FC Fusarium sp. in diferite concentratii in cultura in vitro a embrionilor
maturi.

Material si metode

In cercetare au fost utilizate genotipurile de grau comun de toamna — soiul Basarabeanca, liniile Mirgo-
rodschi x Odeschi 117 (L M/O), L 7 si L 9, formele {3 si 5.

In calitate de factori selectivi au fost utilizate FC (de 21 zile) ale 3 tulpini de F.oxysporum var. orthoceras
(nr.49, 71, 81) si cate o tulpind F.avenaceum var. herbarum si F.sporotrichiella. FC, in concentratii de 10,
20, 30, 40 si 50% au fost suplimentate la mediul de cultura Murashige-Skoog (MS).

Conditiile de preparare a implantului steril initial a prezentat: aseptizarea semintelor 30-40 sec. in 94%
etanol, timp de 30-40 min. — in clorura de calciu, Ca(ClO), 5%, urmata de 3 spalari succesive in apa distilata
sterild. Semintele aseptizate au fost apoi plasate in vase Petri intre doua hartii de filtru imbibate cu apa disti-
lata sterild si incubate pentru pregerminatie timp de 24 ore la 22-24°C. Embrionii excizati au fost inoculati cu
partea scutelara in sus pe mediul solid de culturd MS, suplimentat cu acid diclorfenoxiacetic (2,4 D) (2 mg/l),
acid naftilacetic (ANA) (1 mg/l), benzilaminopurind (BAP) (1 mg/l) in calitate de reglatori de crestere si
cultivati la temperatura 22-24°C. Administrarea FC 1n concentratii de 10, 20, 30, 40 si 50% s-a efectuat prin
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ajustarea acestuia la 50% de volum cu mediu Cszapec si suplimentat Tn mediul MS dublu agarizat care con-
tinea componentii nutritivi In concentratie dubla. Capacitatea de initiere a calusului a fost inregistrata la
8 zile de la inocularea embrionilor maturi.

Datele obtinute au fost supuse analizei bifactoriale a variantei si testelot t, F in pachetul de soft
STATISTICA 7.

Rezultate si discutii

Embrionii maturi au produs calusuri in varianta martor cu frecventa: 43,0, 45,0, 49,9, 59.9, 66,4, 70,2%
pentru populatiile L 7, L M/O, f'5, f 3, Basarabeanca, L 9, respectiv, acestea prezentandu-se, astfel, cu preta-
bilitate Tnalta pentru vitroculturd. Genotipurile de grau cercetate au manifestat diverse forme de reactie —
sensibilitate, lipsa de reactie sau stimulare a caracterului in diapazonul 8,4-181,2% din martorul respectiv.
Populatiile f 5, L 7 au prezentat sensibilitate, nonsensibilitate si stimulare a capacitatii de calusare in inter-
valul 30,5-161,1 si 24,9-181,2%, respectiv (Fig.1, A, B). Calusarea a prezentat valori, atat superioare, cat si
la nivelul martorului, diferentiate pentru tulpinile testate, in functie de concentratia FC. Astfel, embrionii
maturi f 5 nu au manifestat sensibilitare pentru concentratiile 10-40% FC ale tulpinilor F.oxysporum var.
orthoceras (nr.49) si 10-50% F.sporotrichiella; L 7 —1in cele de 10, 30-50% FC F.oxysporum var. orthoceras
(nr.81). Procentul de embrioni maturi care a initiat calus la L M/O a variat intre 14,2% pentru FC F.oxysporum
var. orthoceras (nr.71) de 20% si 152,0% — FC F.oxysporum var. orthoceras (nr.49) de 10%, prezentand,
astfel, in raport cu martorul stimulare sau lipsd de sensibilitate doar la actiunile unor concentratii de FC ale
tulpinilor F.oxysporum var. orthoceras, in rest a manifestat cu preponderentd sensibilitate medie (Fig.1, C).
Populatiile L. 9, Basarabeanca, f 3 au prezentat potential de calusare: 17,2-87,0, 16,0-90,0, 8,4-101,8% din
martorul respectiv, manifestind sensibilitate medie, inalta si foarte inalta (Fig.1, D, E, F).
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Fig.1. Potentialul de calusare a embrionilor maturi la actiunea FC Fusarium sp. (%):
1,2,3,4,5— F.oxysporum var. orthoceras (nr.49); 6, 7, 8, 9, 10 — F.oxysporum var. orthoceras (nr.71);
11, 12, 13, 14, 15 — F.oxysporum var. orthoceras (nr.81); 16, 17, 18, 19, 20 — F.avenaceum var. herbarum;
21,22, 23, 24, 25 — F.sporotrichiella, in concentratii de: 10, 20, 30, 40, 50% FC, respectiv; 26 — Martor;
pentru populatiile: f5 (A), L 7 (B), L M/O (C), L 9 (D), Basarabeanca (E), f 3 (F).

In sistemul de relatii trifactoriale calusarea generala este puternic influentata de factorul concentratie FC
(41,97%). Ponderea factorului genotip de grdu, superioara celui de tulpina patogend, prezintd genotipul, de
asemenea, cu rol decisiv pentru caracterul de calusare (Tab.1).

Tabelul 1
Analiza trifactoriala a relatiilor genotip x FC Fusarium sp. X concentratie FC
in cultura embrionilor maturi de grau comun de toamna

Sursa de variatie Grade de Suma medie Contributia sursei
libertate a patratelor de variatie (%)

Genotipul plantei 5* 2083,6* 21,11
Patogenul 4% 1334,5* 13,52
Concentratia FC 4% 4143,2* 41,97
Genotip x patogen 20* 318,2* 3,22
Genotip x concentratie FC 20* 666,4* 6,75
Patogen x concentratie 16* 856,2* 8,66
Genotip x patogen X concentratie 80* 445,3* 4,51

* - suport statistic al testului F

Datele obtinute in cadrul analizei trifactoriale sumare au fost confirmate, in mare parte, in cadrul analizei
bifactoriale tulpina Fusarium x concentratie FC pentru fiecare genotip de grau. Astfel, factorul concentratie FC
a variat in limitele 17,83-70,99% si a inregistrat valori semnificativ avansate ale acestuia pentru populatiile f 5,
LM/O,L9,L 7 (Tab.2).

Tabelul 2
Specificitatea genotipica a potentialului de calusare a embrionilor maturi

Genotip Pondere factoriala, %
Tulpind Fusarium Concentratie FC Tulpind / concentratie

Basarabeanca 39,86* 17,83* 39,99*
L M/O 21,71* 64,70* 12,65%*
Linia L 7 14,98%* 48,03* 35,79*
LiniaL 9 17,16* 58,58* 23,61%
Forma f3 43,27* 40,82% 14,51*
Forma f'5 7,40% 70,99* 20,43*

* - suport statistic al testului F
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Dendrograma genotipurilor de grau functie de rata caracterului de calusare pe FC Fusarium sp. a repar-
tizat populatiile in trei clustere, ce prezinta: £ 5, L 7 (1); L M/O (2); £ 3, L 9, Basarabeanca (3) (Fig.2, A).
Distribuirea clusteriand in baza k-mediilor a evidentiat capacitatea de diferentiere a acestora la majoritatea
concentratiilor FC (Fig.2, B).
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Fig.2. Analiza clusteriana a repartitiei genotipurilor de grau in baza dendrogramei (A: 1 — Basarabeanca, 2 — L M/O,
3-L7,4-L9,5—13,6—1f5)sik-mediilor (B:1-f5,L7;2—-M/O, f3, L9, Basarabeanca) in clustere.

Prin cercetarea actiunii factorilor selectivi (tulpina patogena x concentratie FC) asupra capacitatii de
calusare a embrionilor maturi s-a constatat lipsa de sensibilitate a acestora doar in cazul F.oxysporum
var.orthoceras 10, 30; 10; 10, 30% ale tulpinilor nr.49, 71, 81, respectiv. FC F.oxysporum var.orthoceras
(nr.71) de 50% a exercitat presiune selectivd maxima, insa variabilitate nesemnificativd a caracterului pentru
genotipurile cercetate. FC F.oxysporum var.orthoceras (nr.71) de 20% si F.avenaceum var. herbarum de
30% au indus o variabilitate superioara a caracterului cercetat (Fig.3, A, B).
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Fig.3. Analiza clusteriand a repartitiei tulpinilor patogene functie de capacitatea selectiva (A)
si capacitatea de calusare a embrionilor maturi (B): 1, 2%, 3, 4*, 5* — FC F.oxysporum var.orthoceras (nr.49);
6, 7%, 8*, 9% 10* — FC F.oxysporum var.orthoceras (nr.71); 11, 12* 13, 14*, 15* — FC F.oxysporum var.orthoceras
(nr.81); 16*, 17*, 18%, 19%*, 20* — F.avenaceum var. herbarum; 21*,22% 23% 24* 25% — F.sporotrichiella,
respectiv, 10, 20, 30, 40, 50% FC; 26 — Martor.

* - suport statistic al testului F

Genotipurile de grau comun de toamna in cultura in vitro a embrinilor maturi au prezentat potential divers
de calusare, dar, totodata, pretabilitate inaltd pentru acest caracter.

Capacitatea de calusare generald a embrionilor maturi pe mediul MS suplimentat cu FC Fusarium sp.
in diferite concentratii a prezentat atit stimulare, cat si reprimare, in dependentd de genotipul plantei, FC
Fusarium sp. si concentratia acestuia.
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Calusarea generald este influentatd semnificativ de factorii concentratie FC (41,97%) si genotipul de grau
(21,11%). Pentru populatiile 5, L M/O, L 9, L 7 a avut importantd majora factorul de concentratie FC.

Analiza clusteriand a diferentiat genotipurile in baza caracterului de calusare a embrionilor maturi la ac-
tiunea tulpinilor Fusarium/concentratie FC in trei clustere: populatiile 5, L 7 (clusterul 1); L M/O (clusterul 2);
f 3, L 9, Basarabeanca (clusterul 3).

FC F.oxysporum var.orthoceras (nr.71) de 50% a exercitat presiune selectivd maxima, dar variabilitate
diminuata a calusarii la genotipurile cercetate, pe cand FC F.oxysporum var.orthoceras (nr.71) de 20% si
F.avenaceum var. herbarum de 30% FC au indus o variabilitate Inalta a caracterului.
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