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Abstract

Due to its positions and functional life span, the flag leaf contribution for grain filling of winter
wheat is very important. The variability of leaf form in the mutant wheat lines may be very high and
the previous biometric relationships for estimating leaf area based on its length and width need a check
for each mutant set. The study of this relationship for a set of 53 double haploid (DH) recombinant
mutant lines chosen previously from 544 DH lines is a contribution to a larger effort for
characterization of this germplasm.

Leaf area, length and width of flag leaves were determined with the Quick PHOTO MICRO 2.3
software for the scanned images of the flag leaves from 53 DH lines and the initial genotypes. The
average scanned leaf area varied between 15 and 36 cm’. Three mutant lines presented a larger leaf
area than the parental cultivars. The average conversion coefficient calculated for each line was 0.733,
but it varied among tested genotypes from 0.688 to 0.781. In case of nine genotypes the application of
the coefficient of 0.75 resulted in errors for leaf area larger than 5%.
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INTRODUCERE

Datoritd pozitiei sale, foarte apropiate de spic si la suprafata lanului, frunza steag
poate intercepta o cantitatea considerabild de energie luminoasa pe care o transforma in
hidrati de carbon care vor fi translocati catre boabe.

Studiul de fatd este un component al eforturilor de caracterizare a unui set de linii
dublu haploide in vederea folosirii lor 1n activitatea de ameliorare a graului si in studiile
de fiziologia formarii recoltelor.

Y*Materialul biologic studiat a fost obtinut in cadrul Proiectului de Cooperare Regionala RER 5/0/13/
(Coordonare AIEA Viena)
(Mutant biological materials were obtained under PER/05/0/13 (IAEA Vienna coordination)
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Voldeng si Simpson (1967) au aratat ca suprafata foliard la grau este un
indicator al productivitatii, iar frunza steag, fiind cea mai importanta frunza a plantei,
poate avea rol semnificativ. Cercetari anterioare efectuate in cadrul LN.C.D.A. Fundulea
au descris relatiile dintre marimea suprafetei foliare, rata asimilatiei nete la soiurile de
grau cultivate in Romania (Petcu si colab., 2007).

Estimarea suprafetei foliare desi insuficientd ca valoare izolata este indispensabila
pentru modelarea evapotranspiratiei si fotosintezei in perioada de maxim impact al
acestor procese. Bremner (1967) a remarcat o scadere a productiei de grau dupa
inlaturarea frunzei steag. Frunza steag are o importantd majora in viata plantei deoarece
contribuie cu aproximativ 75-80% la cantitatea totala de fotoasimilate, cu 75% in
procesul de umplere a bobului, cu 41-43% 1n continutul de substantd uscata din bob la
maturitate, astfel avand un rol esential in productivitatea totald a plantei (Athwal,
1968; Berdhal si colab., 1972; Ibrahim si Elenin, 1977; Liu si colab., 2009).
Acest aspect necesitd o atentie speciald in cazul unor linii complet homozigote, dublu
haploide la care variabilitatea geneticad initiald a fost indusd prin recombinare si
mutageneza artificiala.

Montgomery (1911, citat de Chanda si Singh, 2002) a demonstrat ca
suprafata foliara (A) poate fi estimata cu ajutorul urmatoarei formule generale:

A=k*L*w
unde: k — coeficient;
L — lungimea frunzei;
w — latimea maxima a frunzei.

Astfel de modele liniare de estimare a suprafetelor foliare au propuse ulterior la
diferite specii (Cristofori sicolab.,2008; Pandey si Singh,2011)

In prezent existi pe piata de aparaturd stiintifici mai multe dispozitive care permit
estimarea suprafetelor foliare pe frunze individuale (detasate sau nu), insa studiul de fata
a vizat o solutie mai economica bazatd pe un soft deja existent pentru prelucrari de
imagini dar utilizat pentru studii de microscopie optica.

MATERIALUL SI METODA DE CERCETARE

Procesul de obtinere a liniilor DH mutante folosite in prezentul studiu este prezentat in
figura 1. Seminte ale soiului Izvor si ale liniei de ameliorare F00628G-34 (codificata GDD 2-24),
céte 50 g fiecare, au fost iradiate cu raze gamma (y *’Co): 200 Gy pentru fiecare genotip. Plantele
obtinute (generatia M ) au fost incrucisate direct si reciproc iar semintele rezultate au fost supuse
unui nou ciclu de iradiere cu 100 Gy si respectiv 200 Gy. Iradierea semintelor s-a realizat in
Centrul de la Seibersdorf AIEA Viena. Semintele iradiate din ambele cicluri au fost germinate in
conditii de laborator alaturi de semintele neiradiate ale celor doi genitori. Dupa parcurgerea
stadiului de vernalizare, plantele au fost cultivate 1n serd, aldturi de plantele de porumb, acestea din
urmd in calitate de parteneri la polenizarea graului. Etapele ulterioare, respectiv lucrarile de
hibridare grau x porumb, aplicarea in vivo de fitohormoni, cultivarea in vifro de embrioni,
regenerarea haploizilor etc., s-au desfasurat conform protocolului folosit in mod curent pentru
obtinerea de linii DH la grdu (Giura, 1993).



Determiniri de suprafati foliara pentru frunza steag la un set de linii DH mutante de grau 9

De mentionat cd genotipurile supuse tratamentelor mutagene sunt reprezentative
pentru genofondul creat recent la LN.C.D.A. Fundulea. Soiul Izvor are pe cromozomul
7A gena de osmoreglare ,,or” (Banica si colab., 2007, 2008), este rezistent la seceta si
se remarca prin productii ridicate in anii secetosi (Mustatea si colab., 2009). Linia
F00628G-34 este rezistenta la incoltirea boabelor in spic, este rezistenta la cadere si are o
buna rezistentd la unele boli foliare: fainare, malura comuna §i septorioza. Linia are in
genom translocatia 1A/1R, bratul de secard purtand printre altele si genele de rezistenta
mentionate.
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(Dupa Giura, 2011, modificat)

Figura I — Schema de obtinere a liniilor recombinante/mutante DH de grau
(The scheme for obtaining mutant/recombinant

Cele 53 linii mutante/recombinante analizate, alaturi de genotipurile parentale, au fost
semanate in conditii de camp in toamna 2012, in perechi de randuri lungi de 100 cm, cu
20 seminte pe rand si distante de 25 cm intre randuri §i 50 cm intre perechile de randuri.
In primévara 2013, dupa inspicat, un numar de 4-5 frunze steag de la fiecare linie si de la
formele parentale au fost fixate cu banda adeziva pe coli albe pe care erau imprimate
segmente de drepte perpendiculare si patrate de dimensiuni cunoscute si au fost scanate
cu un scanner ,,flatbed” de la o imprimantd multifunctionald. Din imaginile obtinute cu
ajutorul programului Quick PHOTO MICRO 2.3 folosit pentru microscopie opticd au fost
determinate lungimile si latimile frunzelor precum si suprafetele foliare si dimensiunile
elementelor de etalonare. Datele obtinute au fost prelucrate in Excel. Prin impartirea
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produsulului lungimii si latimii la suprafata masuratd s-a aflat coeficientul £ pentru
fiecare frunza si genotip in parte.

Pentru a pune 1n evidenta variatiile anuale, suprafetele foliare obtinute in 2013 au fost
comparate cu valorile obtinute in anul 2011 (valori calculate pe baza masuratorilor de
lungime si latime pentru frunzele steag de la aceleasi genotipuri).

Pentru calcularea valorilor procentuale ale erorii induse de folosirea coeficientului de
0,75 pentru conversia produsului lungimii si latimii frunzei, diferenta dintre valoarea
masurata §i cea calculata cu ajutorul coeficientului fix inmultita cu 100 a fost impartita la
valoarea masurata.

REZULTATE SI DISCUTII

Prelucrarea elementelor de calibrare a permis calcularea unui coeficient de conversie
in mililmetri a lungimilor masurate si a suprafetelor in milimetri patrati. Eroarea de
masurare pentru lungimile etalon a fost de aproximativ un milimetru (indiferent de
dimensiunea segmentelor §i orientarea lor in plan). Eroarea pentru suprafetele etalon nu a
depasit 1,5% chiar si atunci cand selectarea punctelor de Incadrare pe ecran s-a facut in
ritm alert.

Cocficientul de corelatie neasigurat statistic pentru relatia dintre lungime si latime
indicd necesitatea de a lua 1n calcul ambele dimensiuni (figura 2).
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Figura 2 — Relatia dintre lungimea si latimea frunzei steag
(The relationship between length and width of flag leaf)
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Desi categoria suprafetelor foliare de (21-24 cm®) a fost cel mai bine reprezentati, 24
de linii au avut suprafete foliare mai reduse decét linia initiald F00628G-34 (codificata
GDD 2-24) iar 3 linii au avut frunze steag mai mari decat soiul Izvor (figura 3).
Suprafetele medii ale frunzelor steag au variat intre 15 si 36 cm”.
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Figura 3 — Variatia suprafetei medii a frunzei steag la genotipurile studiate in 2013
(Changes in average surface of the flag leaf from the genotypes studied in 2013)

Comparand rezultatele din 2013 cu cele din 2011 (figura 4), se remarca valorile mai
scdzute ale suprafetelor foliare mdsurate in anul 2013, dar existd o corelatie distinct
semnificativd intre cele doua siruri de valori iar cele trei linii mutante care au depasit
soiul Izvor la acest indicator in 2013 au avut valori apropiate de cele din 2011.

Diferentele dintre suprafatele foliare ale frunzelor steag masurate in cei doi ani au
provenit 1n principal din modificarea lungimii acestor frunze (figura 5). Maximul
histogramei lungimii frunzelor pentru masuratorile din 2013 a corespuns clasei de
19-19,5 cm” fata de anul 2011, cAnd numérul maxim de genotipuri s-au incadrat in clasa
23-23,5 cm’. Variatia suprafetei liniei initiale F00628G-34 (codificati GDD 2-24) a
urmat aceastd tendintd de scddere in timp ce valorile pentru soiul Izvor au fost relativ
constante. Determinismul variatiilor interanuale ale suprafetelor foliare reprezinta un
subiect de cercetare incd deschis pentru elucidarea cdruia sunt necesare noi investigatii
(Breda,2003).

Un numér de 22 de genotipuri studiate in 2013 au avut o suprafatd medie a frunzei
steag care s-a incadrat in clasa 21-24 cm’, aceasta fiind clasa preponderentd pentru anul
respectiv (figura 6).
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Figura 4 — Relatia dintre suprafetele medii ale frunzei din 2011 si 2013
(The relationship between averages of leaf surface from 2011 and 2013)
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Figura 5 — Histograma lungimii medii (in cm) a frunzei steag pentru anul 2013
(linia verticala continua indica frecventa maxima pentru anul 2011, sageata neagra indica lungimea frunzei
steag pentru linia parentald F00628G-34, codificata GDD 2-24, a carei valoare pentru 2011 este indicata prin
linie punctatd, sdgeata gri si linia intrerupta corespund valorilor pentru soiul Izvor din 2013 si
respectiv din 2011)

(The histogram of average length, in cm, of the flag leaf for year 2013; the continuous vertical line shows the
maximum frequency for the year 2011, black arrow indicates the 2013 length of flag leaf for F00628G-34
parental line, encoded “GDD 2-24”, whose value for the year 2011 is indicated by the dotted line, the gray

arrow and the dashed line correspond to the variety Izvor, in 2013 and 2011 respectively)
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Figura 6 — Histograma suprafetei medii ale frunzei steag pentru anul 2013
(The histogram of average area of flag leaf for year 2013)

Analizand histograma coeficientilor k obtinuti prin calcul pentru fiecare frunza steag
analizata (figura 7), se observa ca numarul maxim de cazuri (58) corespund clasei (0,71-
0,73) dar clasa (0,73-0,75), in care se incadreaza coeficientul uzual k=0,75, a avut o
marime foarte apropiatd (57 de cazuri), astfel incat se poate pune intrebarea dacad este
justificatd calcularea acestui coeficient pentru fiecare genotip in parte. Raspunsul la
aceasta Intrebare depinde de gradul de precizie dorit.

Pe de alta parte, histograma coeficientilor k obtinuti prin calcul pentru fiecare genotip
(figura 8), cu intervale de clasd mai reduse sugereaza o distributie bimodald a valorilor
dar care corespunde claselor maximale gasite in histograma anterioara.

Din analiza relatiilor dintre suprafata foliarda masuratd si erorile datorate folosirii
coeficientului unic de 0,75 se observd ca distributia erorilor este independentd de
marimea suprafetei foliare si ca pentru un numar de noud linii DH valoarea masurata a
suprafetei medii a frunzei steag este cu 5% mai micd decat valoarea rezultatd din
utilizarea unui coeficient de conversie de 0,75 (figura 9). Daca se doreste totusi folosirea
unui coeficient unic de conversie, pentru acest set de linii se recomanda folosirea unei
valori de 0,733.



Steliana Paula Dobre si Catalin Lazar

70
60 - 58 57
50 -
8. 40
§4o—
§30_ 28
w 20
20 - 15
10
107 7 )
0 I |1 o0 1o
0 -l_l_l_l_l_l_l_l_-- =
M OO NN O «— OO UL MM OO MO UM O «— 0O
© © © © N M M MNMNDMNO©O OO O O OO0 @
OOOOOOOOOOOOOOO§
Coeficient K

Figura 7 — Histograma coeficientilor k pentru anul 2013 (valori calculate pentru fiecare frunza)
(The histogram of k coefficients for 2013; values calculated for each leaf)
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Figura 9 — Relatia dintre suprafata masurata prin scanare si erorile procentuale rezultate din utilizarea unui
coeficient k (fix) de 0,75 pentru transformarea produsului dintre lungimea si latimea frunzei

(The relationship between surface of flag leaf measured by scanning and the percentage errors resulted from
the use of a (fixed) k coefficient of 0.75 for converting the product of leaf length and width)

CONCLUZII

Pentru calculul suprafetelor foliare la frunza steag, in cazul unor linii DH de grau
rezultate prin mutageneza, coeficientul de conversie al produsului dintre lungime si
latime utilizat curent (0,75) poate da erori mai mari de 5%.

Erorile rezultate sunt independente de marimea frunzei si sunt specifice pentru fiecare
linie in parte.

Pentru materialul studiat se recomanda fie folosirea coeficientilor de conversie
calculati pentru fiecare genotip in parte sau a unui coeficient generic de 0,733.

Au fost identificate trei genotipuri mutante cu suprafete ale frunzei steag mai mari
decét la genotipurile parentale.
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