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REZUMAT

Datorita numeroaselor sale utilizari, rapita (Brassica napus L) este o plantd cu o
importantd economica ridicata, iar in prezent este cea de-a treia sursa de ulei dupa soia si palmier
(Snowdon si colab., 2007).

Teza de doctorat cu titlul ,,Utilizarea markerilor moleculari pentru identificarea unor
surse de germoplasma la rapiti (Brassica napus L.) cu rezistenta genetica la Verticillium sp.”
este structurata in doua parti si cuprinde sapte capitole.

Prima parte prezinta studiul bibliografic si cuprinde descrierea speciei Brassica napus si
a agentului patogen Verticillium longisporum, precum si aspecte generale privind metodele
moderne utilizate in ameliorarea rapitei.

Partea a doua cuprinde o prezentare a cadrulului natural si institutional in care s-au
desfasurat cercetarile, materialul, metoda de cercetare si rezultatele proprii.

Capitolul I — Consideratii generale privind importanta si cultivarea rapitei de
toamna — cuprinde o amplda documentare referitoare la istoricul, originea, importanta,
morfologia si tehnologia de cultivare a rapitei.

Rapita (Brassica napus L) este o specie amfidiploida care a aparut in urma cu cateva sute
de ani prin hibridarea spontana intre varza salbatica (Brassica oleracea L) si nap (Brassica rapa
L.). Aceasta a devenit una din cele mai cultivate plante uleioase, datoritd utilizarii uleiului in
diferite sectoare cum ar fi alimentatia oamenilor, ca sursa alternativa de biocombustibil sau ca
materie prima in industria chimica. De asemenea, sroturile rezultate in urma extagerii uleiului
sunt utilizate Tn nutritia animalelor fiind considerate surse importante de proteine.

Capitolul Il — Descrierea agentului patogen Verticillium longisporum —cuprinde o
ampla documentare referitoare la morfologia agentului patogen, ciclul de viatd, simptomele
modul de transmitere a bolii i pagubele produse in cultura.

Capitolul Ill - Utilizarea metodelor moderne in ameliorarea rapitei — este dedicat

unei prezentari succinte ale principalelor metode moderne utilizate in programele de ameliorare
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a rapitei cu referiri accentuate pe problematica rezistentei rapifei la agentul patogen V.
longisporum.

Capitolul IV este destinat descrierii cadrului natural si institutional unde s-au desfasurat
cercetarile. Acest capitol cuprinde informatii cu privire la relieful, vegetatia si solul din zona
statiuniit SCDA Secuieni, caracterizarea conditiilor climatice din anul experimentarii, precum si
stuctura laboratorului LECOM.

in capitolul V sunt descrise obiectivele urmarite, materialul si metoda de cercetare.

Cercetarile realizate in cadrul tezei de doctorat au avut ca scop identificarea unor surse
de germoplasma de rapita (Brassica napus L.) cu rezistenta genetica la atacul agentului patogen
Verticillium longisporum, folosind tehnici bazate pe markeri moleculari.

Pentru indeplinirea scopului cercetarilor, s-au urmarit o serie de obiective:

- evaluarea fenotipicd a materialului biologic, prin analizarea principalelor caractere
morfologice in cAmp: indltimea plantelor, numarul de ramificatii, numarul de silicve pe planta si
MMB (masa a 1000 de boabe);

- caracterizarea geneticd a 130 de linii si soiuri de rapitd de toamnd provenite de la
Centrul de Resurse Genetice din Olanda (Centre for Genetic Resources Netherlands — CGN) prin
utilizarea markerilor moleculari RAPD si SSR si generarea unor dendrograme cu scopul
determindrii similaritatii genetice Intre aceste linii;

- identificarea cultivarelor sensibile/tolerante la boala produsa de agentul patogen V.
longisporum;

- stabilirea corelatiilor existente intre structura geneticd si comportarea fenotipicd prin
markeri moleculari SSR, intocmirea hartilor genetice si identificarea QTL (Quantitative Traits
Loci);

Tot in cadrul acestui capitol sunt prezentate si informatiile referitoare la tehnicile si
metode de lucru in camp si in laborator. Astfel sunt descrise protocoalele de lucru folosite in
cadrul tehnicilor bazate pe markeri moleculari precum si metoda de infectie artificiala a plantelor
de rapita cu agentul patogen V. longisporum.

Capitolul VI — Rezultate si discutii prezintd rezultatele obtinute in urma activitatii de
cercetare realizata pe durata studiilor doctorale.

Acesta este structurat in mai multe subcapitole si prezintd rezultatele obtinute Tn urma
evaluarii fenotipice a materialulul biologic prin studierea principalelor caractere morfologice,

aplicarea tehnicilor bazate pe markeri moleculari pentru evaluarea genetica, inocularea artificiala
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cu agentul patogen V. longisporum, stabilirea corelatiilor existente intre datele fenotipice si cele
genotipice.

In urma evaludrii fenotipice a celor 130 de cultivare de rapita studiate s-a constatat ca:

- inaltimea plantelor a inregistrat valori cuprinse intre 144,97 cm si 59,99 cm cu o valoare
medie de 84,98 cm;

- numarul mediu de silicve pe planta a variat intre 1283 si 115 silicve pe plantd cu o
medie de 394 silicve;

- numarul de ramificatii pe plantd s-a situat intre 13,67 si 4 ramificatii pe plantd cu o
valoare medie de 8,49 ramificatii;

- MMB a avut valori cuprinse intre 7,29 gr si 3,24 gr cu o medie de 4,95 grame.

Pentru evaluarea fenotipicd a materialului biologic studiat s-au utilizat tehnicile RAPD
si SSR. In cazul analizei RAPD s-au folosit 20 de primeri decamerici care au amplificat 301 de
fragmente. Nivelul de polimorfism 1n acest caz a fost intre 29 si 90%.

Pentru analiza SSR, s-au utilizat un numar de 51 de markeri specifici care au amplificat
un numar de 139 fragmente, nivelul de polimorfism fiind de 100 %.

Pe baza datelor obtinute de la fiecare metodad s-a calculat similaritatea genetica (GS)
dintre genotipurile analizate care s-a concretizat in doua matrici care au stat la baza generarii
dendrogramelor RAPD si SSR. Prin corelarea celor doua matrici cu testul Mantel, s-a generat si
cea de-a treia dendrograma (RAPD +SSR).

In urma analizelor celor trei dendrograme obtinute S-a constatat ci, intre cultivarele
analizate este o variabilitate genetica mare.

In cadrul dendrogramei RAPD, cele 130 de cultivare s-au grupat in sase clustere, iar
coeficientul de similaritate genetica a acut valori intre 0,51 si 0,89;

La dendrograma SSR, genotipurile studiate s-au grupat in zece clustere, coeficientul de
similaritate fiind intre 0,61 si 0,89;

In cazul dendrogramei RAPD si SSR s-au format 4 clustere, coeficientul de similaritate
fiind 0,61 si 0,89. In cazul acestei dendrograme s-a constatat ca, in primul cluster cultivarele
,Libritta”, ,,Skiverskii”, ,,Lingora” si ,,Blagodatny”, care Tn urma infectiei artificiale cu V.
longisporum, au dovedit o rezistentd mai mare, sunt grupate intr-un subcluster ceea ce poate fi

util in studii viitoare la alegerea genitorilor pentru hibridari.
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In urma evaludrii rezistentei genotipurilor studiate la atacul cu V. longisporum, s-au
identificat 21 de cultivare cu o rezistentd mai mare decat a soiului tolerant ,,Express” folosit ca
martor in testele de infectie.

Prin corelarea datelor fenotipice obtinute in urma infectiei artificiale cu V. longisporum
si a datelor obtinute prin aplicarea tehnicii SSR s-au identificat 18 markeri SSR asociati cu
rezistenta acestora la V. longisporum.

Datele genotipice obtinute in urma analizarii celor 139 de fragmente amplificate cu 51
de markeri SSR au fost utilizate la alcatuirea unei harti genetice a genotipurilor analizate.

Harta genetica cuprinde 19 grupuri linkage si are o lungime totald de 520,3 cM. In
cadrul acesteia, marimea medie a unui cromozom a fost de 26 cM (centimorgani), iar distanta
medie intre markerii moleculari a fost de 10 cM.

Cel mai mare grup linkage a fost LG 1, format din 5 markeri pentru SSR si cu o
lungime de 57.7 cM. Cel mai scurt grup linkage a fost LG4, cu lungime de 12,6 cM format doar
din 2 markeri SSR.

Cu ajutorul datelor genotipice obtinute prin analizarea fragmentelor SSR si a datelor
fenotipice reprezentate de valorile AUDPC rezultate in urma infectiei pentru fiecare cultivar, s-a
identificat un QTL pentru rezistenta la V. longisporum. Acesta este pozitionat cromozomul 1
avand un scor LOD de 3,4 si cu o valoare R2 de 11,4%.

In finalul tezei de doctorat sunt prezentate concluziile generale si referintele
bibliografice studiate.

Cuvinte cheie: markeri moleculari, Verticillium longisporum, rezistenta.



