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Inventia se referd la agriculturd, in particular, la 5 merazei la utilizarea primerilor oligonucleotidici
genetica si selectia plantelor si poate fi utilizatd OPA.2: S'TGCCGAGCTG-3' si OPA.3:
pentru aprecierea rezistentei genotipurilor de 5'AGTCAGCCAC-3'. Plantele de triticale, la care
triticale la fuzarioza. spectrul electroforetic al produselor amplificarii

Esenta inventiei constd in aprecierea rezistentei fragmentelor de ADN cu greutatea 100...400
genotipurilor de triticale la fuzarioza prin analiza 10 perechi de nucleotide nu se schimbd, se apreciazi
electroforeticd a biopolimerilor in radicele de triti- ca rezistente la fuzariozi.
cale dupd tratarea boabelor cu acid fuzaric de Revendicdri: 1
0,01% timp de 18 ore. Se analizeazd spectrul Figuri: 2

electroforetic al produselor amplificdrii fragmen-
telor de ADN in cadrul reactiei in lant a poli-
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Descriere:

Inventia se referd la agriculturd, in particular la genetica si selectia plantelor si poate fi utilizatd pentru
aprecierea rezistentei genotipurilor de triticale la fuzarioza.

Este cunoscutd metoda de apreciere a rezistentei culturilor cerealiere la fuzarioza prin evaluarea in grade a
suprafetei brunificate sau necrozate de la baza tulpinii [1].

fnsi aceastd metodi are un sir de dezavantaje, necesitind un volum mare de lucru pentru prepararea
inocului (izolate de ciuperci multiplicate pe grau sterilizat) pentru crearea fondului de infectie, suprafete mari
de teren, examinarea multor plante pe parcursul a cifiva ani. In afari de aceasta, gradul de atac de fuzariozi in
conditii de cdmp depinde in mare masurd de conditiile de mediu, ceea ce pune la indoiala obiectivitatea metodei
de apreciere. Totodatd, introducerea inocului in sol are implicatii ecologice nedorite.

Este cunoscutd, de asemenea, metoda de apreciere a rezistentei genotipurilor de triticale la fuzarioza prin
testarea nivelului de sintezd a proteinelor solubile in apd (PSA) in plantele (radicele) tratate cu filtrat de cultura
(FC) al ciupercii Fusarium graminearum Schwabe [2]. Dezavantajul acestei metode constd in faptul cd pentru
atingerea efectului scontat in cazul genotipurilor rezistente este necesard aplicarea unui suplimentar factor de
actiune - a celui termic (t=6°C), ceea ce face ca metoda si fie laborioasd. De rand cu aceasta, separarea benzilor
de proteine in unele zone ale trusei nu este suficientd, ceea ce conduce la diminuarea potentialului
informational al moleculelor de proteine cu masd moleculara diferitd si la lipsa de claritate a rolului acestora in
reactia la fuzarioza.

Problema pe care o rezolva inventia este asigurarea unei aprecieri rapide, obiective si eficiente a rezistentei
genotipurilor de triticale la fuzarioza.

Esenta inventiei constd in aprecierea rezistentei genotipurilor de triticale la fuzariozd prin analiza
electroforeticd dupa spectrul produselor amplificarii fragmentelor de ADN ca rezultat al reactiei in lant a
polimerazei (polimerase chain reaction - PCR) cu primerii OPA.2: 5" TGCCGAGCTG-3' si OPA.3: 5
AGTCAGCCAC-3' 1a tratarea boabelor de triticale cu acid fuzaric de 0,01% timp de 18 ore. Plantele de triticale
al cdror spectru electroforetic al produselor amplificarii fragmentelor de ADN cu greutatea 100...400 perechi de
nucleotide nu se schimba in comparatie cu varianta de control sunt apreciate drept rezistente la fuzarioza.

Rezultatul inventiei constd in accelerarea, sporirea exactititii si veridicititii metodei de apreciere a
nivelului de rezistentd a genotipurilor de triticale la fuzarioza.

Exemplu

in experientd se utilizeaza linii de triticale selectate din soiurile: PRAG 3, AD 1365, AD 206, CP 2779, cat
si hibrizii F1: AD 1365 x AD 206, CAD 2/917 x PRAG 3, AD 1365 x CAD 2/917, CP 2779 x CAD 2/917.
Liniile din soiurile PRAG 3, AD 206 si CP 2779 sunt sensibile la fuzarioza, linia din soiul AD 1365, cat si
hibrizii F1 AD 1365 x AD 206, CAD 2/917 x PRAG 3, AD 1365 x CAD 2/917 sunt rezistenti, iar hibridul F1
CP 2779 x CAD 2/917 este rezistent-mediu rezistent.

Pentru infectarea plantelor in conditii de cAmp se foloseste un amestec de izolate Fusarium sp. (inocul),
multiplicate pe grau sterilizat. Boabele, cite 50 la numadr, se seamand in randuri cu lungimea de 1,5 m si se
acoperd cu 100 g de inocul. Distanta dintre randuri a fost de 40 cm. Experienta s-a executat in 3 repetitii. in
anul 1996 si termenul 1 din a. 1997 semanatul s-a efectuat la sfarsitul lunii septembrie, iar in termenul 2 din a.
1997 - la 14 octombrie. Conditiile mai putin favorabile ale termenului 2 stimuleazd dezvoltarea fuzariozei.
Gradul de atac s-a evaluat in scara de 5 grade dupa suprafata brunificatd sau necrotizatd de la baza tulpinii la
etapa de coacere a boabelor: 0 grade - imun (I); 0,1 - rezistent puternic (RR); 1 - rezistent (R); 2 - sensibil (S); 3
- sensibil puternic (SS) conform metodei propuse in [1]. Estimarea s-a efectuat la 30...40 de plante in fiecare
repetitie. Rezultatele sunt expuse in tabel.
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Date comparative ale nivelului de atac al unor genotipuri de triticale pe fond de infectie la fuzarioza
Nr. L. . a. 1998, termenul 1 a. 1998,

d/o Genotipuri Reactia a. 1997 termenul 2

iim;,grad iim;,grad iim;,grad
1 PRAG 3 S 2,3240,05 2,22+0,05 2,57+0,04
2 AD 1356 R 1,00+0,07 1,02+0,03 1,08+0,03
3 AD 206 S 2,03+0,05 2,04+0,04 2,41+0,05
4 CP 2779 S 1,85+0,04 2,04+0,04 1,99+0,03
5 F1AD 206xAD 1365 R 1,2540,06 1,16+0,03 1,20+0,04
6 F1AD 1365xAD 206 R 1,00+0,08 1,05+0,04 1,08+0,10
7 F1CAD 2/917xPRAG 3 R 0,85+0,05 0,7940,04 0,85+0,03
8 F1AD 1365xCAD 2/917 R 0,50+0,07 0,4940,04 0,5540,06
9 FiCP 2779xCAD 2/917 R-MR 1,17+0,05 1,50+0,05 1,54+0,05
10 CAD 2/917 (standard) R 0,90+0,07 0,88+0,03 0,9340,02

Dupd cum rezultd din datele prezentate, pe fond de infectie cu inocul Fusarium nivelul de atac al
genotipurilor aflate in studiu a fost diferentiat, variind intre 0,50...2,32 grade in a. 1997 i 0,49...2,57 in cele
2 termene din a. 1998.

Filtratul de culturd (FC) al ciupercii F. graminearum Schwabe a fost preparat in mediul Cszapek conform
metodei cunoscute (Meromp! skcnepuMeHTaIbHOIH MuKoioray. Kues, Haykopa mymka, 1982, 550 c.).

Pentru cercetérile de laborator boabele s-au tratat in FC si acid fuzaric sintetic (una din toxinele de baza
ale ciupercilor Fusarium) timp de 18 ore.

Analiza electroforeticd a peroxidazei a fost efectuatd in sistem de poliacrilamida sub forma de placd cu
grosimea de 1 mm si lungimea de 8 cm. Cercetiirile s-au efectuat in conditii nedenaturate in gel omogen de 8%
in sistemul Ornstein, Devis (Maurer I. Disc-electroforez. Moscova, Mir, 1971, 247 p.). Preparatele cu activitate
peroxidazica au fost obtinute prin maruntirea materialului vegetal (radicelele plantelor de 7 zile) in piulitd cu
tampon 0,005 M tris-OH-tris-HCI, pH 7,2, ce continea 0,01 M MgCl, si 0,25 M zaharoza in proportie de 1:8.

Pentru identificarea benzilor de peroxidaza gelul a fost colorat timp de 20 min in solutie de benzidind in
tampon acetat, apoi in H,O; de 0,3% timp de 10...15 min si dupd aparitia benzilor a fost spalat in alcool.
Experienta s-a efectuat in 3 repetitii. Rezultatele sunt prezentate in fig. 1.

Pentru analiza PSA materialul vegetal s-a pregatit in modul urmétor. Boabele de triticale au fost tratate
timp de 20 ore cu FC al izolatei N16 Fusarium graminearum Schwabe si H>0O, dupa care s-au plasat in cutii
Petri pe hartie de filtru umectatd cu aceste solutii. S-au mentinut timp de 24 ore la 24°C pentru initierea
cresterii, apoi o jumdtate din vase a fost transferata in frigider la 6°C, iar cealaltd jumdtate a fost ldsata pentru
48 ore la 24°C la intuneric. Dupd expirarea timpului s-au prelevat 124 mg radicele, din fiecare varianta, i s-au
fixat in azot lichid la -24°C.

Extragerea proteinelor. Materialul congelat (0,5 g) a fost maruntit intr-un mijar in prezenta azotului lichid.
fn probi s-au addugat 500 ml solutie-tampon pentru extragere/introducere cu urmitoarea componenti: 0,125 M
tris-HCI, pH 6,8,1% SDA; 25% 2-mercaptoetanol; 10% glicerol; 0,0012% bromfenol albastru.

Prepararea probelor pentru electroforezd. 50 ul extract de proteine se amestecd cu un volum egal de
solutie-tampon pentru extragere. Probele se incubeazd 5 min la 95°C, apoi se centrifugheazd 1 min in
microcentrifugd. Supernatantul se introduce in gel.

Electroforeza moleculelor de proteine. Electroforeza s-a efectuat in gel de poliacrilamida cu concentratia de
8...20%. Gelul de separare cu grosimea de 1 mm si lungimea de 15 cm a fost preparat in baza solutiei-tampon
pentru separare cu urmatoarea componenta: 0,375 M tris-HCI, pH 8,8, 0,1% SDS, iar gelul de concentrare - in
baza solutiei-tampon pentru concentrare (0,125 M tris-HCI, pH 6,8, 0,1% SDS). Electroforeza s-a efectuat in
solutia-tampon cu compozitia 0,25 tris-HCl, pH 8,2, 0,193 M glicind, 0,1% SDS la o tensiune a curentului
continuu de 50 V/em-h.

Vizualizarea proteinelor in gelul PAAG. Dupd electroforezd gelul se incubeazd in solutia pentru
fixare/colorare cu urmdtoarea componentd: 25% izopropanol; 10% acid acetic glacial; 0,25% Coomassie
albastru (R250) timp de 2 ore. Decolorarea gelului se efectueazd in solutie de 7% acid acetic glacial.
Fotografierea gelului s-a efectuat pe filmul fotografic Mikrat-300.

Analiza electroforeticd a PSA in radicelele de triticale in functie de genotip si conditii a demonstrat ca
actiunea factorilor stresogeni (FC, t=6°C), cét si actiunea comuna a acestora (FC, 6°C), au influentat atat asupra
spectrului general, cit si asupra nivelului de sintezd a proteinelor solubile in apd cu masd moleculara diferita.
Filtratul de culturd a produs o intensificare usoard a sintezei proteinelor cu masd moleculard diferitd la
genotipul CAD 2/917 si a proteinelor cu masd moleculara mare-medie (R=0,31...0,53) la genotipul PRAG 3.
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Temperatura de 6°C a produs o inhibare pronuntatd a sintezei tuturor PSA la genotipul CAD 2/917. La
genotipul PRAG 3 sub actiunea separatd a FC, temperaturii de 6°C, cét si sub actiunea comuni a FC si
temperaturii de 6°C s-au intensificat usor benzile cu Rf=0,31...0,53. La genotipul rezistent CAD 2/917, spre
deosebire de genotipul sensibil PRAG 3, actiunea comund a FC si temperaturii de 6°C, care mireste efectul
primului produs, sinteza unei proteine noi cu Rf=0,31...0,53, adicd a celor cu masa moleculard mare si medie
(fig. 1).

Datele obtinute permit de a concluziona cd aparitia sau intensificarea puternica a benzilor electroforetice
sub actiunea FC Fusarium graminearum Schwabe in limitele Rf=0,19...0,53, ce caracterizeazd proteinele cu
masd moleculard mare si medie la genotipuri de triticale cu rezistentd la fuzarioz, poate servi in calitate de
test rapid si eficient de estimare a genotipurilor de triticale in vederea rezistentei la aceasta boala.

Totodatd, putem constata cd unul din neajunsurile acestei metode constd in faptul cid pentru atingerea
efectului scontat in cazul genotipurilor rezistente este necesard aplicarea unui suplimentar factor de actiune - a
celui termic (t=6°C), ceea ce face ca metoda sd fie laborioasd. De rand cu aceasta, separarea benzilor de
proteine in unele zone ale trusei nu este suficientd, ceea ce conduce la diminuarea potentialului informational al
moleculelor de proteine cu masid moleculard diferitd si la lipsa de claritate a rolului acestora in reactia la
fuzarioza.

Analiza spectrului ADN-ului genomial prin metoda PCR s-a efectuat in felul urmator.

Izolarea ADN-ului. 1 g de material proaspit de radicele de triticale de 7 zile a fost fardmitat in azot lichid,
la care s-au addugat 3 volume de solutie-tampon cu urmaétoarea componentd: 133 mmoli de tris-HCI, pH 7,8, 6,7
mmoli de EDTA-Na, 0,95 M NacCl, 1,33% sarcozil de Na, 1,33% - mercaptoetanol. Amestecul a fost trecut intr-
o eprubetd de polipropilend pentru incubatie timp de 30 min la 65°C, amestecandu-1 peste fiecare 5 min. Dupa
aceasta omogenatul a fost tratat cu 1 volum de amestec de cloroform:alcool izoamilic (24:1) si fractia apoasd a
fost Indepartatd dupd centrifugare. ADN-ul din fractia apoasd a fost precipitat cu 2/3 volume de izopropanol.
“Meduzele” de ADN formate au fost transferate in micropipete “Ependorf” si clitite cu alcool etilic de 70%, ce
continea 0,2 M de acetat de natriu pentru 30 min. Dupd aceasta ADN-ul a fost clatit incd de 2 ori cu alcool etilic
de 70%. In continuare preparatele de ADN s-au uscat in aer la temperatura camerei timp de 5 min (Vallejos
C.E., Sakigama N.S., Chase C.D. A molecular marker-based linkage map of Phaseolus vulgaris L. Genetics,
1992, nr. 131, p. 733-740).

Amplificarea ADN-ului. Pentru reactia in lant a polimerazei a fost utilizat setul de reactive “Boehringer
Mannheim” (Germania). Amplificarea fragmentelor de ADN s-a efectuat in amestecul de reagenti cu 1 volum
de 25 pl, ce continea 1x tampon din setul corespunzator, 2,5 mmoli MgCl,, 100 uM al fiecarui dATP, dCTP,
dGTP, dTTP; 1 uM/ul de primeri corespunzitori, 0,5 unitati de Taq-polimerazi si 50 ng de ADN genomial.
Pentru tehnologia RAPD (randomply amplified polimorphic DNA), care se considerd una din cele mai
accesibile si simple in analiza PCR, au fost utilizati primerii oligonucleotidici OPA.2:

STGCCGAGCTG-3' si OPA.3: 5 AGTCAGCCAC-3', sintetizati de firma “Gibco BRL” (SUA). Analiza PCR s-
a efectuat in amplificatorul “Crocodyle III”, produs de firma “Appligene” (SUA). Reactiile s-au efectuat dupa
urmétorul program:

1) 3 min, 94°C; 0,5 min, 36°C; 2 min, 72°C - 1 ciclu;

2) 0,3 min, 94°C; 0,5 min; 36°C; 2 min, 72°C - 43 cicluri;

3) 0,3 min, 94°C; 0,5 min; 36°C; 10 min, 72°C - 1 ciclu.

Fragmentele amplificate de ADN au fost analizate prin electroforeza in gel de agaroza de 2%.

Analiza electroforeticd in gel de agarozi. La 2 g de agaroza produsd de firma “Sigma” s-au addugat 98 ml de
solutie-tampon de 40 mmoli de tris-acetat, pH 8 si 1 mmol de EDTA, continutul fiind incalzit pana la fierbere.
Ulterior, agaroza dizolvatd a fost ldsatd la temperatura camerei pand la atingerea temperaturii de 45°C, dupa
care a fost turnatd in forme speciale, unde se introducea pieptenele. Dupd ricirea agarozei acesta era scos si
gelul se transfera in camera pentru electroforezi. Pentru procesul de amplificare in amestecul de reagenti s-au
adaugat 5 pl de albastru de bromfenol, ce continea 1x TAE de tampon si 20% de glicerind si se agita minutios.
in continuare ADN-ul s-a introdus in buzunirasele de gel agaros, dupi care s-a produs separarea fragmentelor
de ADN la un curent continuu de 60 V timp de 2,2...3,0 ore.

Dupa electroforezd gelul s-a colorat cu bromurd se etil de 0,5 pg/ml timp de 30 min. Ulterior separarea
electroforetica s-a inregistrat cu ajutorul transiluminatorului, iar gelul s-a fotografiat. Experienta s-a efectuat in
3 repetitii.

Rezultatele analizei PCR sunt prezentate in fig. 2.

Dupé cum reiese din rezultatele obtinute, la formele sensibile de triticale, sub actiunea acidului fuzaric s-a
produs schimbarea spectrului fragmentelor de ADN (profilurile RAPD) amplificate: la linia PRAG 3 nu s-a
sintetizat fragmentul cu greutatea 400 p.n., la linia AD 206 - fragmentele cu greutatea 100, 300 si 400 p.n., iar
la linia CP 2779, dimpotrivd, s-au sintetizat fragmentele cu greutatea moleculard de 100 si 400 p.n.
Totodata, la
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genotipurile rezistente - linia AD 1365 si hibrizii F1 aflati in studiu (variantele 10-17) nu s-au atestat schimbari
in spectrul electroforetic al fragmentelor amplificate. Cu alte cuvinte, inhibarea sau stimularea amplificarii
fragmentelor de ADN genomial la genotipurile de triticale, sub influenta acidului fuzaric (0,01%) in cadrul
reactiei in lant a polimerazei in regiunea 100...400 p.n. serveste ca indiciu al sensibilitatii acestei culturi la
fuzarioza, si, dimpotriva, pastrarea spectrului foretic al ADN-ului in regiunea datd la tratarea boabelor cu
aceastd toxind poate servi ca criteriu al rezistentei la aceasta boala.

(57) Revendicare:

Metodd de apreciere a rezistentei genotipurilor de triticale la fuzariozd care include analiza
electroforeticd a biopolimerilor in radicele de triticale dupd tratarea boabelor cu filtrat de culturd al ciupercii
Fusarium graminearum Schwabe, caracterizati prin aceea ci tratarea boabelor se efectueazi cu acid fuzaric
de 0,01% timp de 18 ore, se analizeaza spectrul electroforetic al fragmentelor de ADN genomial in cadrul
reactiei in lant a polimerazei la utilizarea primerilor oligonucleotidici OPA.2: 5'TGCCGAGCTG-3’ si OPA.3:
5'AGTCAGCCAC-3’ si se apreciazi ca rezistente la fuzariozd acele genotipuri de triticale la care nu se schimba
spectrul electroforetic al fragmentelor de ADN cu greutatea 100...400 perechi de nucleotide.

(56) Referinte bibliografice:
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Fig. 1. Electroforegrama proteinelor solubile in apd sintetizate in radicelele de triticale sub actiunea FC F.
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Fig. 2. Profilurile RAPD (spectrele) ale ADN-ului genomial extras din linii si hibrizi de triticale cu rezistenti
diferitd la fuzarioza sub actiunea acidului fuzaric
(1 - marcher al greutatii moleculare, 100 perechi de nucleotide (p.n.); 2 - PRAG 3, martor (m); 3 - PRAG 3,
acid fuzaric (a. £.); 4 - AD 1365, m; 5 - AD 1365, a. f; 6 - AD 206, m; 7 - AD 206, a. f.; 8 - CP 2779, m; 9 - CP
2779, a. £.; 10 - F; AD 1365 x AD 206, m; 11 - F; AD 1365 x AD 206, a.f; 12 - F; CAD 2/917 x PRAG 3, m; 13 -
Fi1 CAD 2/917 x PRAG 3, a. £; 14 - F; AD 1365 x CAD 2/917, m; 15 - F; AD 1365 x CAD 2/917, a. £; 16 - F; CP

2779 x CAD 2/917, m; 17 - F1 CP 2779 x CAD 2/917, a. £.).
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