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Inventia se refera la agricultura si anume la
genetica si ameliorarea plantelor si poate fi utilizata
pentru estimarea rezistentei plantelor de triticale la
fuzarioza.

Esenta inventiei constd in aprecierea rezistentei
genotipurilor de triticale la fuzarioza prin metoda
electroforetica dupd nivelul de sintezd a proteinelor
solubile in apa 1in radicelele de triticale la tratarea
semintelor cu filtratul de culturd al ciupercii
Fusarium graminearum Schwabe. Plantele de

10

2
triticale in radicelele cdrora s-au depistat proteine
solubile in apd cu Rf =0,19...0,53 sunt apreciate
drept rezistente la fuzarioza.

Rezultatul inventiei constd 1n sporirea exactitdtii
si veridicitatii metodei de apreciere a rezistentei
genotipurilor de triticale la fuzarioza.

Revendicari: 1
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Descriere:

Inventia se referd la agricultura si anume la genetica si ameliorarea plantelor si poate fi utilizata
pentru estimarea rezistentei plantelor de triticale la fuzarioza.

Sunt cunoscute metode de apreciere a rezistentei culturilor cerealiere, inclusiv triticale, la
fuzarioza prin testarea lor timp de mai multi ani pe fond de infectie in conditii de camp [1]. Aceste
metode, desi asigurd rezultate obiective, au o serie de dezavantaje, cele mai esentiale fiind deter-
minate de diferite operatiuni laborioase: prepararea inoculului pe boabe de grau, seminarea si
cultivarea timp de 3...4 ani in cAmp. In afard de aceasta, rezultatele testdrii depind in mare masurd
de conditiile climaterice ale anului: pe timp foarte rece sau secetos brunificarea sau necrozarea bazei
tulpinii este mai pronuntata decét in conditiile favorabile de dezvoltare a plantelor.

Este cunoscutd metoda de apreciere a rezistentei plantelor la boli fungice care constd in
elucidarea nivelului de sintezd a peroxidazelor in prezenta ciupercilor Fusarium. Aceastd metoda
constd in analiza electroforeticd a peroxidazei care se executd in sistem de poliacrilamida sub forma
de placd cu grosimea de 1 mm gi lungimea de 8 cm. Ea se efectueaza in conditii nedenaturate in gelul
omogen de 8% in sistemul Orngtein, Devis. Preparatele se obtin prin maruntirea materialului vegetal
in piulitd cu tampon de 0,005 M tris - OH - tris - HCI, pH - 7,2, ce contine 0,01 M MgCl> si 0,25 M
zaharoza in proportie de 1:8. Pentru identificarea benzilor de peroxidaza gelul se coloreaza timp de
20 min in solutie de benzidind in tampon acetic, apoi in H,O; de 0,3% timp de 10-15 min si dupa
aparitia benzilor se spald in alcool. Gelul se pastreazd in solutie slaba de alcool [2].

Dezavantajul testului peroxidazic constd in faptul ca nivelul de sinteza a acestor fermenti este
labil la conditiile de mediu, genotip, etapd a ontogenezei, tesut §. a. De aceea, rezultatele privitor la
sinteza peroxidazelor in conditiile infectirii culturilor cerealiere cu ciuperci Fusarium sunt foarte
contradictorii.

Problema inventiei constd in sporirea exactitdtii si veridicititii metodei de apreciere a rezistentei
genotipurilor de triticale la fuzarioza.

Esenta inventiei consta in aprecierea rezistentei genotipurilor de triticale la fuzarioza prin metoda
electroforeticd dupd nivelul de sintezad a proteinelor solubile in apd in radicelele de triticale dupa
tratarea semintelor cu filtratul de culturd al ciupercii Fusarium graminearum Schwabe. Plantele de
triticale in radicelele cdrora s-a depistat un nivel inalt de sintezd a proteinelor solubile in apa cu
Rf=0,19...0,53 sunt apreciate drept rezistente la fuzarioza.

Rezultatul inventiei constd in sporirea exactitatii si veridicititii metodei de apreciere a rezistentei
genotipurilor de triticale la fuzarioza.

Metoda se efectueazi in modul urmitor. in experienti se utilizeazi soiuri (genotipuri) de triticale
rezistente (CAD 2/917, AD 1365) si sensibile (PRAG 3, AD 206) la fuzarioza. Pentru infectare in
conditii de cAmp se foloseste inoculul, constituind un amestec de izolate ale ciupercilor speciilor
Fusarium, cultivat pe grau sterilizat, iar pentru infectare in conditii de laborator - filtratul de culturd
al izolatului N16 Fusarium graminearum Schwabe. In camp intr-un rand de 1,5 m se seaménd cate
50 boabe peste care se presoard cate 100 g inocul. Aprecierea gradului de atacare se face in functie
de aria suprafetei brunificate sau necrozate de la baza tulpinii la etapa de coacere a plantelor.

In cadrul testarii in conditii de laborator boabele se trateaza timp de 20 ore cu filtrat de culturd
(FC) Fusarium graminearum, dupa care ele se cultivd in cutii Petri pe hartie de filtru umectatd cu
acelasi lichid. Analiza electroforeticd a peroxidazei extrase din radicele a fost determinata in gel de
poliacrilamidd [2]. Analiza electroforeticd a proteinelor solubile in apd (PSA) extrase din radicele s-a
determinat in gel de SDS-poliacrilamida [3]. S-au identificat spectrul si intensitatea benzilor pentru
fiecare varianta.

Exemplu. Boabele de triticale (soiurile CAD 2/917 si PRAG 3) se seamdnd in cAmp la sfarsitul
decadei trei a lunii septembrie cate 50 in randuri de 1,5 m, distanta intre ele fiind de 40 cm, in 3
repetiri. Peste boabe se presoard 100 g inocul. in perioada de coacere a plantelor - faza de lapte-
ceard a boabelor (luna iunie), se estimeaza gradul de atacare a plantelor conform sistemului de 5
puncte (O - foarte rezistent; 0,1 - rezistent; 1 - rezistent mediu; 2 - sensibil; 3 - foarte sensibil) [4].
Estimarea se face la 20...30 plante in fiecare repetare. Rezultatele sunt expuse in tabel.
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Tabel
Gradul de atacare ( X ) a plantelor de triticale pe fond de infectie

Soi Anul XS, V, %

CAD 2/917 1995 1,11+0,15 76,3
1996 0,93+0,11 72,1

1997 0,93+0,06 38,9

PRAG 3 1995 1,5940,12* 55,5
1996 2,31+0,12%* 32,5

1997 2,4440,05* 13,1

X - valoarea medie a gradului de atacare; sx - eroarea valorii medii; V, % coeficient
de variatie;
* - deosebire distinctd la nivelul de P< 0,05.

Dupd cum rezultd din datele prezentate, desi nivelul de atacare a genotipurilor studiate a variat
pe ani, soiul PRAG 3 a fost mult mai sensibil decat soiul CAD 2/917.

Analiza electroforeticd a peroxidazei a fost efectuatd in sistem de poliacrilamidd sub formd de
placi cu grosimea de 1 mm si lungimea de 8 cm. Cercetirile s-au efectuat in conditii nedenaturate in
gelul omogen de 8% in sistemul Ornstein, Devis. Preparatele au fost obtinute prin maruntirea
materialului vegetal (radicele) in piulitd cu tampon 0,005 M tris - OH - tris - HCI, pH=7,2, ce
continea 0,01 M MgClI; si 0,25 M zaharoza in proportie de 1:8.

Pentru identificarea benzilor de peroxidaza a fost pregititd urmitoarea solutie. La 50 ml apa
distilata s-a adaugat 1,15 ml CH;COOH glacial si 92 mg de benzidina. Solutia se agitd, se acoperd
cu capac si se mentine pe baia de apd la t=60...80°C timp de 20 min. Dupa dizolvarea benzidinei se
adaugd 2,72 g CH3COONa, se rdceste la temperatura camerei si se adaugd apa distilatd pand la
obtinerea volumului de 100 ml. Gelul se coloreaza in aceastd solutie timp de 20 min, apoi in H2O2 de
0,3% timp de 10-15 min. Pentru patrunderea probelor in gel, initial s-a aplicat curent electric de 200
V, iar peste 30 min, in scopul separarii benzilor, curentul a fost marit pana la 400 V. Dupa aparitia
benzilor, gelul a fost spélat si pastrat in solutie slaba de alcool.

Pentru analiza PSA materialul vegetal s-a pregitit in modul urmator. Boabele de triticale au fost
tratate timp de 20 ore cu FC al izolatului N16 Fusarium graminearum Schwabe si H2O, dupa care
s-au plasat in cutii Petri pe hartie de filtru umectatd cu aceste solutii. S-au mentinut timp de 24 ore la
t=24°C pentru initierea cresterii, apoi o jumadtate din vase a fost transferata in frigider la t=6°C, iar
cealaltd jumadtate a fost ldsata pentru 48 de ore la t=24°C la intuneric. Dupd expirarea timpului s-au
prelevat 124 mg radicele, din fiecare variantd, s-au fixat in azot lichid la t=-20°C.

Extragerea proteinelor. Materialul congelat (0,5 g) a fost maruntit intr-un mojar in prezenta
azotului lichid. In probd s-au adiugat 500 ml solutie-tampon pentru extragere/introducere cu
urmdtoarea componentd: 0,125 M tris. HCI, pH 6,8, 1% SDS; 2,5% 2-mercaptoetanol; 10% glicerol;
0,0012% bromfenol albastru.

Prepararea probelor pentru electroforeza. 50 pl extract de proteine se amesteca cu un volum egal
de solutie-tampon pentru extragere. Probele se incubeazd 5 min la t=95°C, apoi se centrifugheazi 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 urmdtoarea componenti: 0,375 M tris. HC1, pH
8,8, 0,1% SDS, iar gelul de concentrare - in baza solutiei-tampon pentru concentrare (0,125 M tris.
HC], 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/cm-h.

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

Analiza electroforeticd a peroxidazei extrase din radicele de triticale tratate cu filtrat de culturd
al ciupercii Fusarium graminearum Schwabe a demonstrat cd nivelul de sinteza al acestor fermenti
este diferit fata de varianta de control. De exemplu, la soiul sensibil ADM 6, soiul rezistent AD 3/5
si hibridul ADM 6 x AD 3/5, rezistent la fuzarioza sinteza izoformelor cu Rf=0,85...1,00 a scazut
indiferent de nivelul de rezistentd a genotipurilor in toate variantele cu prezenta filtratului de cultura.
Intr-un alt caz sub influenta filtratului de culturd al ciupercii mentionate s-a produs aparitia unei
izoforme noi cu Rf=0,31 la genotipul sensibil AD 206 si intensificarea puternicd a benzii cu Rf=0,18
la hibridul rezistent AD 206 x AD 1365.

Din cele mentionate reiese ca filtratul de culturd produce inhibarea/stimularea peroxidazelor sau
aparitia unor noi izoforme, indiferent de nivelul de rezistentd a genotipurilor si nu poate deci servi ca
test de estimare a rezistentei.

Analiza electroforeticd a proteinelor solubile in apa in radicelele de triticale in functie de genotip
si conditii a demonstrat cd actiunea factorilor stresogeni (filtratul de cultura, t=6°C), cét si actiunea
comuni a acestora (filtratul de culturd, t=6°C), au influentat atdt asupra spectrului general, cat si
asupra nivelului de sintezd a proteinelor solubile in apd cu masa moleculard diferita. Filtratul de
culturd a produs o intensificare usoard a sintezei proteinelor cu masd molecularad diferita la soiul
CAD 2/917 si a proteinelor cu masd moleculard mare-medie (Rf=0,31...0,53) la soiul PRAG 3.
Temperatura de 6°C a produs o inhibare pronuntata a sintezei tuturor proteinelor solubile in apd la
soiul CAD 2/917. La soiul PRAG 3 sub actiunea separata a filtratul de culturd, temperaturii de 6°C,
cét si sub actiunea comund a filtratului de cultura si a temperaturii 6°C s-au intensificat usor benzile
cu RF=0,31...0,53. La soiul rezistent CAD 2/917, spre deosebire de soiul sensibil PRAG 3, actiunea
comund a filtratului de culturd si a temperaturii de 6°C, care mareste efectul primului a produs
sinteza unei proteine noi cu Rf=0,19 si a sporit substantial sinteza proteinelor cu Rf=0,31...0,53,
adicd a celor cu masd moleculard mare si medie.

Rezultate similare s-au obtinut si in cazul altor genotipuri de triticale - AD 206 (sensibil) si AD
1365 (rezistent). Sub influenta FC a scdzut sinteza tuturor proteinelor la soiul sensibil, iar la cel
rezistent, impreund cu sciderea intensititii majoritatii benzilor s-a péstrat nivelul de sintezi a celor cu
Rf=0,81...0,88 si a fost identificatid o crestere puternicd a cantitétii de proteind ce corespunde benzii
cu Rf=0,46.

Datele obtinute permit de a concluziona cid aparitia sau intensificarea puternici a benzilor
electroforetice sub actiunea FC Fusarium graminearum Schwabe in limitele Rf=0,19...0,53, ce
caracterizeaza proteinele cu greutate moleculard mare si medie la genotipuri de triticale cu rezistentd
la fuzarioza, poate servi in calitate de test rapid si eficient de estimare a genotipurilor de triticale in
vederea rezistentei la aceasta boald.
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Fig. 1 - Influenta filtratului de culturd (FC) al ciupercii Fusarium graminearum Schwabe
asupra sintezei peroxidazelor in radicele de triticale
1,2 - ADM 6 (martor, FC); 3,4 - AD 3/5 (martor, FC);
5,6 - ADM 6 x AD 3/5 (martor, FC).
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Fig. 2 - Sinteza peroxidazelor in radicele de triticale sub actiunea FC al ciupercii F.
graminearum Schwabe
1, 2 - AD 206 (martor, FC); 3.4 - AD 206 x AD 1365 (martor, FC).
20
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25 Fig. 3 - Electroforegrama proteinelor solubile in apa sintetizate in radicelele de triticale in conditii

optime si stresogene
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1- CAD 2/917; 11 - PRAG 3; 1 - martor; 2 - FC; 3 - t=6°C; 4 - FC + t=6°C; 5 - martor; 6 - FC; 7 -
t=6°C; 8 - FC+ t=6°C.
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Fig. 4 - Influenta filtratului de culturd al ciupercii F. graminearum Schwabe asupra spectrului
electroforetic al proteinelor solubile in apd la genotipuri de triticale cu rezistentd diferitd la
fuzarioza
1, 2 - AD 206 (martor, FC); 3, 4 - AD 1365 (martor, FC).
20

(57) Revendicare:
Metoda de apreciere a rezistentei genotipurilor de triticale la fuzariozd care include analiza
electroforeticd a substantelor proteice in radicele de triticale dupd tratarea semintelor cu filtrat de
25 culturd al ciupercii Fusarium graminearum Schwabe, caracterizatd prin aceea ci se determind
nivelul de sintezd a proteinelor solubile in apa in radicele de triticale si se apreciazd ca rezistente

plantele la care s-au depistat proteine solubile in apa cu coeficientul de repartitie al proteinelor in gel
R¢=0,19...0,53.

30
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