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REPERE CONCEPTUALE ALE CERCETARII

Actualitatea temei. Porumbul este una dintre cele trei culturi cerealiere care satisfac
nevoile alimentare ale omului pe plan mondial. Tindnd cont de proprietatile sale nutritive
valoroase si domeniul versatil de utilizare, ramane subiectul multor programe de ameliorare care
se concentreazd in principal pe obtinerea de genotipuri care cuprind productivitate ridicata si
rezistentd la stresul biotic si abiotic [1-3]. Cultivarea porumbului se confrunta cu mai multe
obstacole care reduc randamentul si calitatea recoltei. Printre ele sunt mentionate afectiunile
fungice, indeosebi cele provocate de fungii din genurile Fusarium, Aspergillus si Penicillium.
Aceste trei genuri includ atat specii inalt patogene si agresive (F. graminearum, F.
verticillioides), care provoaca bolile sistemice la plante pe parcursul vegetatiei, cat si asa numiti
patogeni minori — fungi, care de sine statator rar induc infectii sistemice si sunt asociate cu
deteriorarea boabelor pe parcursul depozitarii [4-6]. Aceste trei genuri includ majoritatea
speciilor producatoare de micotoxine — metaboliti secundari cu proprietati toxice pentru animale
si oameni. Printre efectele fiziologice adverse ai acestor compusi sunt numiti toxicitate acuta,
efect imunosupresant, nefrotoxicitate, inducerea formarii tumorilor maligne, neurotoxicitate [7-
9]. Micotoxinele reprezinta o problema economica serioasa, iar porumbul este una dintre cele trei
culturi cel mai frecvent afectate de micotoxine. Agricultura moderna ofera diverse tehnologii de
cultivare a porumbului care diminueaza impactul negativ al fungilor patogeni asupra acestei
culturi, printre care rotatia culturilor, aplicarea pesticidelor eficiente, compozitiilor fiziologic
active, agenti de control biologic si multe altele. Cu toate acestea nu exista indicii despre
diminuarea zonelor de invazie cu Fusarium, Aspergilus si Penicillium, Tn timp ce micotoxinele
raman un pericol emergent la nivel mondial. Astfel, exista necesitatea de a elabora procedee de
reducere a riscurilor asociate cu infectarea porumbului cu fungii din genurile Fusarium,
Aspergillus, Penicillium si contaminarea cu micotoxine.

Realizari actuale in domeniul cercetirii. Din punctul de vedere al conservarii
biodiversitatii, reducerii contaminarii mediului cu pesticide, precum si al obtinerii de produse
alimentare ecologice, este rezonabil sa se cultive genotipuri de porumb rezistente la fungi,
inclusiv la cei toxigenici. Insd pana in prezent, genele R care determini rezistenta absoluti a
porumbului la fungii Fusarium, Aspergillus si Penicillium nu au fost descoperite, si piata
agricola nu dispune de genotipuri de porumb cu rezistenta absoluta la acesti patogeni [10]. Ratele
diferite de infectare a porumbului cu fungii numiti si sunt asociate cu un numar mare de QTL.
Fiecare dintre acesti loci are o contributie nesemnificativd la formarea rezistentei, ei sunt
diseminati neuniform intre populatiile geografice de porumb, activeaza in ansamblu, sunt

puternic influentati de factorii de mediu si au mostenire complexd [11,12]. Toate acestea
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impiedica identificarea genotipurilor rezistente doar in baza screening-ului molecular. Ca
urmare, alegerea plantelor de interes se poate efectua prin testari in camp cu ajutorul metodelor
veridice si robuste de evaluare a gradului de rezistenta a gazdei la fungi. Reiesind din faptul, ca
mecanismele de rezistenta la fitopatogeni (induse sau constitutive) au ca scop prevenirea
patrunderii acestora in planta gazdd sau suprimarea cresterii si dezvoltdrii lor, se poate
concluziona despre gradul de sensibilitate a genotipurilor de porumb la infectiile fungice
utilizadnd ca indice ratele de infectare si/sau cantitatea agentilor patogeni in tesuturile vegetale.
Acest procedeu presupune identificarea precisa a speciei daunatoare si continutului de agenti
patogeni in organele plantelor. Realizarea lui este efectuata prin metode conventionale, care
includ evaluarea simptomelor bolii la plante si identificarea agentilor patogeni fungici pe baza
criteriilor morfologice si biochimice. Dar aplicarea lor este limitatd de unele dificultati: multi
fitopatogeni provoaca simptome similare, iar manifestarea acestora poate sa difere in dependenta
de factorii de mediu, faza de vegetatie si starea fiziologicd a plantei; la etapele initiale ale
procesului infectios boala deseori nu manifestd simptome distincte; metodele microbiologice si
biochimice necesitd Incdperi speciale si aparataj pentru cultivarea patogenilor, ce presupune
luarea masurilor de siguranta aditionale pentru prevenirea contamindrii, iar unele specii de
fitopatogeni au caractere morfologice si biochimice similare si nu sporuleaza pe medii nutritive.
Mai mult, tulpinile de fungi producdtoare de micotoxine nu pot fi discriminate de tulpinile
netoxigenice numai dupd trasaturile morfologice. Dificultatile mentionate mai sus sunt depasite
prin utilizarea metodelor moleculare. Metoda PCR se bazeaza pe utilizarea secventelor genomice
ca markeri moleculari pentru identificarea fungilor. in prezent, baza de date GenBank ofera o
cantitate semnificativi de secvente genomice, care permit identificarea fungilor la diferite
niveluri taxonomice. Prin urmare, testele bazate pe PCR sunt eficiente ca instrumente de
diagnostic, deoarece folosesc trasaturi genomice care sunt stabile si ereditare, si In mai multe
cazuri nu necesita cultivarea fungilor pe medii artificiale. La randul sau, evolutia rapida a
fungilor necesitd permanent analiza secventelor genomice, identificarea markerilor, elaborarea
primerilor si optimizarea protocoalelor PCR pentru diagnosticul molecular al fungilor patogene
si estimarea gradului de susceptibilitate a porumbului la agentii cauzali ai bolilor infectioase si
acumularea micotoxinelor in tesuturi.

porumbului la agentii patogeni fungici in scopul selectarii germoplasmei valoroase ca material
de baza pentru programele de ameliorare a porumbului bazate pe rezistenta la fungi din genurile
Fusarium, Aspergillus, Penicillium.

Obiective de baza:



1) testarea primerilor elaborati de novo in baza secventelor genelor de menaj si a clusterilor de
gene din genomul fungic care codificd enzime implicate in cdile de biosinteza ale diferitelor
clase de micotoxine;

2) elaborarea si optimizarea protocoalelor end-point PCR si real-time PCR pentru analiza
calitativa, semicantitativa si cantitativa a fungilor in organele plantelor de porumb;

analiza starii fitosanitare a campurilor si germoplasmei de porumb stocate in Banca de gene a
IGFPP;

3) identificarea genotipurilor de interes din colectia activa a IGFPP in scopul utilizarii acestora in
programe nationale de ameliorare a rezistentei porumbului la boli fungice.

Metodologia. Analizele calitative si cantitative a fungilor in materialul biologic s-au
efectuat cu ajutorul metodelor nested-PCR, real-time PCR. Analizele calitative si cantitative a
principalelor clase de micotoxine s-au efectuat cu ajutorul Kit-urilor comerciale ELISA
(Elabscience).

Ipoteza de cercetare. Combaterea bolilor sistemice la plante se bazeaza pe actiunea
factorilor de rezistentda constitutivd si indusa, care impiedicd patrunderea patogenului si
propagarea lui in plantd-gazda. Astfel, analiza frecventei si dinamicii acumularii fungilor in
organele diferitor soiuri si linii de porumb sub actiunea uniforma a factorilor mediului permite de
a concluziona despre gradul de rezistenta si susceptibilitate a genotipurilor de porumb analizate.

Calitatea stiintifici, potentialul de inovare si valoarea rezultatelor. Conceptul de
studiu actual se bazeaza pe date stiintifice relevante privind monitoringul agentilor patogeni n
culturi agricole folosind metode moleculare. Potentialul de inovare cuprinde tentativa de
evaluare a germoplasmei de porumb stocate in Banca de gene a IGFPP pentru identificarea
donatorilor de rezistenta la fungi din genurile Fusarium, Aspergillus si Penicillium utilizand teste
pe baza de PCR. Obiectivele atinse au contribuit la largirea cunostintelor stiintifice si
tehnologice privind diseminarea si evaluarea fungilor patogene in campurile de porumb si
facilitati de depozitare. Primerii si protocoalele PCR pot fi recomandate diviziunilor nationale
fitosanitare si centrelor de control al sigurantei alimentelor pentru evaluarea riscurilor emergente
de contaminare a culturilor si a produselor derivate din cereale cu fungi patogene si toxigene,
precum si subdiviziuni stiintifice specializate in domeniile de microbiologie, ecologie si
fitopatologie a plantelor.

Structura si volumul tezei. Teza consta din introducere, 4 capitole, concluzii generale si
recomandari, bibliografie din 236 de titluri, 116 de pagini de text de baza, 48 de figuri, 14 tabele,

2 anexe, declaratie de proprie raspundere, CV-ul candidatului.



Diseminarea rezultatelor. Rezultatele cercetarilor au fost expuse in 20 lucrari stiintifice,
dintre care 3 au fost publicate Tn reviste indexate in baze de date acceptate de ANACEC:
Evaluarea rezistentei a plantelor de porumb la speciile de Fusarium prin metoda PCR. In: Studia
Universitatis Moldaviae (Seria Stiinte Reale si ale Naturii). 2023, nr.1 (171), pp. 133-138;
Dynamics of maize pathogens from Fusarium, Aspergillus and Penicillium genera in soil under
weather conditions of Republic of Moldova. In: Studia Universitatis Moldaviae (Seria Stiinte
Reale si ale Naturii). 2023, nr.1 (171), pp. 106-112; Evaluarea liniilor consangvinizate de
porumb in baza rezistentei la fungi toxigenici din genurile Fusarium si Aspergillus. In: Studia
Universitatis Moldaviae (Seria Stiinte Reale §i ale Naturii). 2022, nr.1 (151), pp. 35-41. Doua
articole au fost publicate reviste din Registrul National al revistelor de profil (categoria B):
Monitoring of Penicillium infection during eggplan tontogenesis. In: Buletinul Academiei de
Stiinte a Moldovei. Stiintele vietii. 2022, nr.3 (343), pp. 48-53; Poisson distribution-based
conventional PCR protocol for quantification of pathogenic fungi in maize. In: Buletinul
Academiei de Stiinfe a Moldovei. Stiintele vietii. 2021, nr.2 (344), pp. 92-97. Doua articole au
fost publicate Tn culegerile conferintelor internationale: Identificarea moleculara a fitopatogenilor
a porumbului la faza generativa de dezvoltare a plantelor. In: materiale conferintei internationale
”TenneHuuu pa3BUTHS arpo@U3NKU: OT aKTyaJIbHBIX MPOOJIeM 3eMIIEIeNINs U PACTEHUEBOJICTBA K
TexHojJorusaM Oyaymero” (editia a IV-a), 13-15 septembrie 2023, Sankt-Petersburg. Sanki-
Petersburg: ARI, 2023, pp. 39-44; Quantitation of toxigenic Aspergillus flavus strains in maize
seed material via conventional PCR. In: Materialele conferintei internationale ” Tennenuuu
pa3BuTHS arpoU3WKH: OT AaKTYaJIbHBIX MpoOJIeM 3eMIlefeNrsi W pPacTCeHHEBOJICTBA K
tTexHojorusM Oyaymero”(editia a Il1-a), 14-15 septembrie 2021, Sankt-Petersburg. Sanki-
Petersburg: ARI, 2021, pp.255-258. Datele experimentale au fost prezentate in comunicari orale
la manifestari stiintific, dintre care 5 au fost internationale: Simpozionul stiintific international
»Protectia plantelor — realizari si perspective”, 2-3 octombrie 2023, Chisindu; Conferinta
internationald “TeHneHUMH pa3BUTUS arpo(U3MKHU: OT AKTYalbHBIX MHpOOJEeM 3eMienenus u
pacTeHueBojicTBA K TexHojorusm Oymymero” (editia 1V), 13-15 septembrie 2023, Sankt-
Petersburg; Simpozionul international “Advanced Biotechnologies — Achievements and
Prospects” (VIth Edition), 3-4 octombrie 2022, Chisinau; Conferinta internationala ”TenneHumn
pa3BUTHS arpoU3WKU: OT aKTyaJlbHBIX TpOOJEeM 3emielelnuss € PAaCTCHHEBOJCTBA K
texHojorusam Oymymero”, (editia III), 14-15 septembrie 2021, Sankt-Petersburg; Simpozionul
international ’Protectia plantelor — realizari si perspective”, 27-28 octombrie 2020, Chisinau.

Implementarea rezultatelor stiintifice. Procedeele de diagnostic molecular expuse in

tezd au fost folosite pentru rezolvarea unor probleme aplicative: evaluarea starii fitosanitare a
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livezilor de mere din Republica Moldova si a eficacitatii mai multor conditii de depozitare a
fructelor cu scopul reducerii deteriorarii acestora cauzate de microorganisme (proiect bilateral
STCU-ASM # 6225; analiza complexd a acumuldrii micotoxinelor in produse alimentare pe
parcursul  depozitarii  (proiect moldo-belarus  19.80013.51.07.10A/BL); identificarea
genotipurilor de tomate rezistente la fitoplasmd (proiect bilateral STCU-ASM #6378);
optimizarea procedeelor de reducere a contaminarii vinului cu microorganisme si metabolitii
acestora (proiect moldo-turc 23.80013.5107.4TR). Rezultatele investigatiilor stiintifice realizate
in cadrul tezei au fost implementate in cadrul lucrarilor practice la disciplina “Tehnici de
cercetare 1n biologia molecularda”, ciclul II la Departamentul Biologie si Ecologie, Facultatea
Biologie si Geostiinte a USM (act de implementare nr. 5071 din 08.06.2023).
CONTINUTUL TEZEI

Introducerea reflecta importanta temei abordate, scopul si obiectivele, relevanta

teoreticd si practica a rezultatelor obtinute, sinteza capitolelor si diseminarea rezultatelor.
Capitolul I. PRINCIPALELE BOLI FUNGICE LA PORUMB: AGENTI
CAUZALIL PATOGENEZA SI BAZELE MOLECULARE ALE REZISTENTEI
PLANTELOR

Generalizeaza informatia despre ecologia si impactul economic al fungilor din genurile
Fusarium, Aspergillus si Penicillium asupra culturii de porumb. Sunt descrisi principalii patogeni
care induc bolile sistemice la porumb pe parcursul vegetatiei si cele mai raspandite specii de
fungi care provoaca deteriorarea boabelor pe parcursul depozitdrii. Sunt numite principalele
clase de micotoxine produse de unele specii de fungi filamentosi ce apartin genurilor numite,
efectul lor fiziologic, bazele legislative ce reglementeaza concentratiile admisibile de micotoxine
in produsele alimentare. Se descriu bazele moleculare ale rezistentei porumbului la principalii
agenti cauzali ai bolilor fungice si acumularea unor clase de micotoxine.

Capitolul II. MATERIALE SI METODE

In studiul au fost folosite genotipurile de porumb din colectia activi IGFPP: CP137,
MKO1, Kul23, B73, CP148, MAN2281, MAN2459, MAN2461, MAN2451, MAN2308,
MAN2526, MAN2425, MAN2452, MAN2414, MAN2413, MAN2424, MAN2448, MAN2488,
MAN2493, MAN2491, MAN2483, MAN2470, MAN2466, MAN2463. Plantele au fost cultivate
pe loturile experimentale ale IGFPP in perioada 2019-2022 cu respectarea procedeelor
agrotehnice pentru cultura data. Solul a fost colectat de pe loturile experimentale plantate cu
porumb la sfarsitul sezonului de vegetatie. Extragerea ADN-lui s-a efectuat prin metoda
elaborata n baza unor protocoale validate de extragere a acizilor nucleici cu utilizarea solutiilor-

tampon SDS si CTAB [13-15]. Identificarea fungilor s-a efectuat prin metoda multiplex-PCR,
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nested-PCR, real-time PCR cu set de primeri specifici elaborati de novo Tn cadrul laboratorului
Geneticd moleculara. Identificarea si cuantificarea micotoxinelor (aflatoxine, fumonisine,
zearalona, deoxinivalenola, toxina T-2) s-a efectuat cu ajutorul metodei ELISA cu Kituri
comerciali (Elabscience). Analiza polimorfismului genetic ai genotipurilor de porumb s-a
efectuat cu primerii derivati din secventele elementelor mobile ale genomului vegetal,
eficacitatea acestora a fost evaluatd cu ajutor principalelor descriptori: PIC, puterea de rezolutie
R, rata de multiplexare efectiva E, indicele markerului MI, puterea de discriminare D. Analiza
statistica a datelor obtinute s-a efectuat in baza testelor Levene, Shapiro-Wilk, ANOVA,
coeficientul Pearson. Clusterizarea s-a efectuat prin algoritmul UPGMA, coeficientul optim a
fost ales Tn baza evaluarii matricelor cofenetice. Pentru efectuarea analizelor statistice si
organizarea datelor s-au utilizat aplicatiile SOFT GelAnalyzer, Microsoft Office 2013,
POPGENE ver. 1.32, GIMP ver. 2.10.24, Primer3 ver. 4.1.0.

Capitolul 111. TESTAREA PRIMERILOR SI OPTIMIZAREA
PROTOCOALELOR PCR PENTRU ANALIZA CALITATIVA SI CANTITATIVA A
FUNGILOR PATOGENICI iIN MOSTRE DE MATERIAL VEGETAL SI SOL

Metoda de extragere a ADN-lui propusa in cadrul studiului dat a permis obtinerea ADN-
lui total cu un randament de cca 80-100 ng/ul si puritate destul de inalta pentru efectuarea
analizelor nested-PCR si qPCR (Fig.3.1).In acelasi timp, in procesul de extragere nu se folosesc
reagenti cu toxicitate inalta (fenol) si enzime costisitoare (proteinaza K), iar separarea proteinelor

se face prin coagularea cu ajutorul solutiei de CH3COONH4 7.5 M la temperaturi scazute.

Fig.3.1. Electroforegrama mostrelor de ADN total extras din boabe de porumb prin metoda
combinatia SDS-CTAB

Evaluarea specificitatii primerilor s-a efectuat prin analiza BLAST si amplificéri
experimentale cu optimizarea parametrilor de aliniere, elongare, numarului de cicluri si cantitatii
ADN-lui matrice. Obtinerea ampliconului de marime prognozatd si lipsa sintezei de produsi
nespecifici definesc reactia nested-PCR reusita (Fig.3.2). Primerii au demonstrat specificitate
nalta Tn diapazonul de aliniere 57-60°C, protocolul nested-PCR a inclus 30 de cicluri in fiecare

runda si cca 10 ng de ADN-matrice.
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Fig. 3.2. Electroforegrama ampliconilor obtinuti in urma PCR cu primerii pchbt1-pchbt4 si
pchbt2-pchbt3 (A), pch2-pch3 (B). M — marker molecular GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder,
Thermo Fisher Scientific

Optimizarea protocolului gPCR s-a efectuat in baza analizei curbelor de amplificare si
disociere (Fig.3.3).Curba de amplificare prezinta dependenta valorilor fluorescentei relative
(RFU) de numarul de cicluri PCR. Acumularea signalului fluorescent determina reactia pozitiva.
Lipsa ADN-lui de interes inh mixul de reactie rezulta in faptul ca valorile RFU nu depasesc
valorile de fundal iar graficul prezinti o linie dreapti. In baza curbei de disociere au fost
analizate proprietatile disociative ale ampliconului si determinata temperatura la care ADN-ul
mono-catenar reasociaza cu catena complementara si revine la forma sa dublu-catenard. Analiza
curbei de disociere a dat informatia despre cantitatii, lungimii si structurii ampliconului obtinut.
Se observa, cd curbele de amplificare pentru perechea de primeri mqtril1sp7- mqtrillsp8
specifici genei TRI11 (Fusarium spp.) asociatd cu sinteza DON si T-2 in probele fara ADN-tinta
reprezintd o linie dreaptd, in timp ce curba de amplificare pentru proba MAN2414 care contine
copii ale genei TRI11 defineste o crestere exponentiald a fluorescentei, adica a fragmentului
amplificat. Curba de disociere prezinta un singur varf clar definit cu un punct de topire de 79°C,
ceea ce indicd omogenitatea fragmentului amplificat si specificitatea perechii de primeri testate.
Trecerea tarzie (dupa ciclu 30) la faza exponentiala si depdsirea valorilor de prag a fluorescentei

relative dovedeste cantitatea micd a genei de interes in proba analizata.
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Fig.3.3. Curbele de disociere (stinga) si amplificare (dreapta) ale fragmentelor obtinute in
PCR in timp real folosind perechea de primeri mqtrillsp7-mqtrillsp8 la gena TRI11 (linia
intermitenta — valorile de prag ale fluorescentei)
Eficacitatea reactiei qPCR a fost evaluata pe baza unei singure reactii. Analiza presupune

evaluarea dinamicii schimbarii valorilor RFU 1in timpul amplificarii folosind diferite abordari
matematice. In lucrarea curenta, se utilizeaza urmatorul procedeu:

. Sunt derivati logaritmii valorilor RFU intr-o reactie la baza 2.



. Se selecteaza valorile obtinute in sectiunea exponentiala a curbei de amplificare.
Valorile terminale sunt excluse deoarece in tranzitia catre sectiunea platou eficienta reactiei
scade in mod natural datorita epuizarii amestecului de reactie si inhibarii cu produsul final, iar
aproape de valorile de prag, valorile reale RFU sunt perturbate de fluorescenta de fundal. Astfel,
sunt selectate 4-6 valori intermediare.

. Valorile selectate sunt trasate de-a lungul valorilor ciclului respectiv, este generata
curba de regresie. Coeficientul a din ecuatia y = ax + b obtinuta denota eficienta reactiei.

Eficacitatea a variat intre 96-108% si, prin urmare, se potriveste intervalului de
amplificare dorit de 90-110%.Datele obtinute demonstreaza ca polimerazaTaq functioneaza la
capacitate aproape maxima, iar interferenta factorilor secundari la acumularea produsului final
este nesemnificativa.

S-a demonstrat veridicitatea de utilizare a valorilor Cq,Cq normalizate si nested-PCR in
baza dilutiilor seriale pentru analiza semicantitativa a agentilor patogeni in proba si estimarea
gradului de susceptibilitate a genotipurilor de porumb la infectiile fungice[16]. A fost elaborat si
testat procedeul de cuantificare a fungilor patogene in baza reactiei PCR conventionala, care
abordeaza principiul metodei digital-droplet-PCR. Principiul tehnologiei consta in partitionarea
ADN-lui total Tntr-un numar de probe individuale, care sunt analizate prin PCR, semnalele
pozitive sunt numarate si apoi se deduce numarul secventelor de interes in particula sau proba.
Probabilitatea ca proba va contine k copii ale secventei-tinta este dirijata de distributia binomiala
si Poisson. In cazul cind numirul de particule n este destul de mare iar distributia este
randomizatd probabilitatea aparitiei secventei-tintd in particuld poate fi dedusa din relatia 1/n.
Cand n este destul de mare (30 si mai mult) iar probabilitatea 1/n este mica, distributia binomiala
poate fi aproximata prin distributia Poisson:

m = —n * In(E)

unde m reprezintd numarul de secventa-tinta in probd, n — numarul partitiilor in seria de
reactie, (E) — probabilitatea partitiilor nule.

Pentru analiza au fost utilizate mostre de ADN total extras din boabele genotipurilor
CP137 si CP148 si primerii pentru identificarea fungilor Aspergillus spp. Pentru cuantificarea
secventelor de interes, solutia de ADN total a fost repartizatd uniform in 30 de mixuri de reactie
n care s-a efectuat amplificarea prin PCR conventionala. Dupa amplificare s-au numarat probele
negative (absenta ampliconului de interes) si S-a calculat numarul copiilor secventei de interes.
Rezultatele obtinute au fost comparate cu valorile Cq obtinute prin qPCR calculate pentru

aceleasi mostre cu aceleasi primeri si reprezentate grafic pe diagrama Bland-Altman (Fig.3.4).
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Fig.3.4. Diagrama Bland-Altman a numaérului de copii de gene implicate in sinteza
aflatoxinelor in Aspergillus spp. pentru genotipurile CP137 si CP148 obtinute in urma end-point
PCR cu aplicarea distributiei Poisson si valorilor Cq normalizate 1a secventa 18S

Astfel, PCR conventionald cu aplicarea distributiei Poisson poate fi utilizata in anumite
cazuri ca alternativa a reactiei qPCR. Avantajele acestui procedeu consta 1n ceea ca protocolul
dat nu necesita utilaj special si/sau reactivi aditionali si poate fi efectuat pe un amplificator
pentru PCR conventionala. insi procedeul dat presupune efectuarea unui numar mare de reactii
pentru analiza unei singure probe, iar micgorarea numarului de partitii in seria de amplificarea
duce la marirea erorii si calculul gresit a numarului de copii in proba. Astfel, aceastd metode nu
este efectiva cand este necesar de analizat un numar mare de proba.

Capitolul 1IV. IMPACTUL FACTORILOR DE MEDIU SI A GENOTIPULUI
ASUPRA RATEI DE ACUMULARE A PATOGENILOR FUNGICI TN PLANTELE DE
PORUMB

Starea fitosanitara a caAmpurilor de porumb. Monitoringul starii fitosanitare a
campurilor de porumb este necesar pentru prognozarea disemindrii infectiei fungice si luarea
masurilor preventive inainte de semanat si depozitare. Propagarea fungilor este influentatd in
mod semnificativ de factorii abiotici ai mediului inconjurator, dintre care temperatura aerului si
cantitatea de precipitatii fiind limitativi pentru dezvoltarea si inmultirea microorganismelor.
Valorile temperaturii aerului Tn perioada de monitorizare (2020-2022) au variat destul de
uniform si nu s-a observat influenta semnificativd a anului asupra parametrul respectiv. Spre
deosebire de temperaturd, valorile umiditatii relative a aerului au variat mai pronuntat intre ani.
Reiesind din acest parametru, lunile cele mai nefavorabile pentru dezvoltarea fungilor au fost
mai-iulie 2022 si august 2020. Cele mai mici cantitati de precipitatii au fost inregistrate in lunile
aprilie si august 2020, mai si iunie 2022.

in stratul superficial de sol au fost identificati F. graminearum, F. verticillioides, F.
proliferatum, F. culmorum, F. equiseti, F. incarnatum, F. sporotrichioides, A. parasiticus, A.
flavus, A. ochraceus, A . clavatus, P. chrysogenum, P. expansum, P. citrinum, P. griseofulvum,
P. verrucosum, P. brevicompactum[19]. Astfel, in sol au fost prezente speciile asociate cu bolile
infectioase si deteriorarea roadei la porumb. Majoritatea microorganismelor detectate au fost

reprezentate de fungi toxigenici, identificati in baza secventelor genomice implicate in caile
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biosintetice a principalelor clase de micotoxine. Cantitatea fungilor in mostrele analizate a variat
in dependentd de specie si anul colectdrii. Analiza cantitativdi a demonstrat, cd cele mai
abundente microorganisme au apartinut genului Aspergillus, urmate de Penicillium spp. Speciile
de Fusarium au fost prezente in cantitati mai mici (Fig.4.1).Conditiile anului au afectat
neuniform dinamica cantitatii fungilor in sol, nu s-a stabilit o concordanta intre patogenitatea

fungilor si acumularea 1n sol a acestora.

as0
300
250

200

. ? J
ST TT
. L i -

e ,.f“f q.fof o e = f‘"‘“f’

o

Cantitatea, n eopii
8 8

[}
Q

i

oo

soo

_ soo a

,E l

g oo ‘

= - oZzo

§ o N . e

200 20z
| ﬁ A Hm [ ﬁ
o
o = == =
- st == s
— e -~ -—F

soo

450 b

400
g 350
= 300 a A
g 250 =
é 200 1 I T T - zozO
3 1s0 2 I L1 l ab - 2021

100 I 2022

: O
°
Sl = = & = =
Ca - =5
f <& Pt _,06‘*9 o o

& E <
oF ¥ < ‘Lé‘”
-

Fig.4.1. Cantititile medii de fungi in sol (numir de copii pe 100 mg de sol). Literele indica
valorile care au variat semnificativ la p<.05

Spre deosebire de sol, F. culmorum a fost absent atat in mostrele de material vegetal pe
parcursul intregii perioade de vegetatie. Factorii de mediu au influentat mai semnificativ
cantitatea fungilor in organele vegetale, indeosebi Tn frunze care sunt mai puternic expuse
factorilor mediului inconjurator comparativ cu boabele. Cele mai abundente specii de Fusarium
in frunze au fost F. verticillioides si F. proliferatum, F. graminearum a fost identificat mai rar si
in cantitati mai mici. Printre patogenii minori cel mai frecvent si abundent a fost F. equiseti —
producator de zearalenond, iar frecventa si cantitatea medie pentru F. incarnatum si F.
sporotrichioides a fost mai mica (Fig.4.2). In boabele cantititile de F. graminearum si F.
verticillioides au fost similare, iar rata de infestare nu a depasit 35%. Cel mai abundent a fost F.
proliferatum, identificat in boabe in cantitati mai mari pe parcursul anului 2020, cand conditiile
au fost nefavorabile. Printre agentii cauzali minori ai fuzariozei cel mai abundent a fost F.

equiseti, urmat de F. sporotrichioides. Insi in anul 2022 se observa o rata ridicata a infestarii
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boabelor de porumb cu F. incarnatum, cantitatile caruia au atins nivelurile specifice pentru F.
equiseti. Cantitatea de A. parasiticus a fost mai mare comparativ cu A. flavus, desi aceasta specie
este mai caracteristici rizosferei. Tn 2021 s-a observat sciderea cantititii de A. clavatus
comparativ cu anul 2020, iar valorile medii ale A. clavatus si A. ochraceus au fost aproape
identice. Factorii mediului inconjurdtor nu au afectat semnificativ acumularea de A. flavus si A.
parasiticus Tn boabe.In frunze de porumb cele mai frecvente specii de Penicillium au fost P.
chrysogenum si P. expansum, urmate de P. citrinum si P. griseofulvum.Cantitatile de P.
chrysogenum au fost destul de uniforme pe parcursul anilor 2020-2022 si nu au deviat
semnificativ de valoarea medie pentru perioada de observare. Tn anul 2021 cand s-a constatat
scaderea frecventei si cantitatii fungilor din genul Penicillium in frunze de porumb, aceasta

specie a aratat cantitatile cele mai ridicate.
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Fig.4.2. Cantititile medii de fungi in frunze si boabe de porumb (numar de copii pe 100 mg
de material vegetal). Literele indicé valorile care au variat semnificativ la p<.05

Doar pentru F. graminearum, F. sporotrichioides, P. expansum si A. flavus s-a stabilit o
corelatie puternica pozitiva dintre cantitatea fungilor in sol cu cea din boabe si frunze, ceea ce
indica ca solul este sursa primara de infectare a porumbului cu aceste specii. Pentru alte specii
corelatia dintre cantitatea fungilor in sol si organele plantelor a fost neuniforma. Corelatia dintre
concentratia fungilor din genurile Fusarium, Aspergillus si Penicillium in sol si acumularea

acestora 1n organele plantelor de porumb arata, ca in perioada de monitorizare asupra propagarii
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fungilor respectivi in planta-gazda a actionat mai multi factori externi: susceptibilitatea plantei-
gazda, factorii climatici, concurenta intre specii in microbiomul plantei, starea fitosanitard a
materialului semincer. Tn cazul speciilor F. graminearum, A. clavatus, P. expansum, P.
chrysogenum s-a observat o corelatie puternica dintre concentratia acestor fungi in sol, infectiile
sistemice ale plantelor de porumb si acumularea in boabe. Toate speciile sunt producéatori activi
de micotoxine periculoase: fumonisine, aflatoxine, ocratoxina A, patulina. Astfel, microbiomul
rizosferei joaca un rol esential in propagarea acestor specii in plante. Tn acest caz, ameliorarea
starii fitosanitare a solului poate duce la scaderea ratei de infestare a porumbului cu fungii dati.
Identificarea fungilor toxigenici in materialului semincer depozitat in Banca de gene
a IGFPP. Unsprezece secvente ale genomului fungic asociate cu productia de aflatoxine,
fumonisine, zearalenond, T-2 si DON din genurile Aspergillus si Fusarium au fost identificate si
cuantificate Tn boabele de porumb depozitarte in Banca de Gene a IGFPP. Speciile de
Aspergillus si Penicillium capabile sa produca ocratoxina A si patulind nu au fost identificate in
materialul semincer. Analiza frecventei infectarii a aratat ca 30,4% din boabele de porumb
depozitate au fost infectate cu cel putin o tulpina toxigenica de fungi patogeni, in timp ce in doar
4% din probe nu a fost identificatd nici una dintre genele fungice asociate cu productia de
micotoxine. In plus, una sau doui tulpini de fungi toxice au fost identificati n aproximativ 4%
din probele analizate, in 8% s-a observat infectia mixta cu 3, 5 si 6 tulpini, iar in aproximativ
21% din probe s-a observat infectia mixti cu 4 , 7 si 8 tulpini fungice toxigenice. In general, s-a
observat predominanta tulpinilor toxigenice de Fusarium spp. si Aspergillus spp. n boabele de
porumb, iar aparitia concomitenta a lor a fost identificata in 70,8% din boabele analizate. Fungii
toxigenici au fost de asemenea detectate atat in polen, cat si in matase. Frecventa agentilor
patogeni a fost mai mare in probele de polen comparativ cu matase — 35,7% si respectiv 13,1%.
Prezenta in matase a producdtorilor de fumonisina si aflatoxina reprezintd un risc semnificativ
pentru infectia boabelor si contaminarea ulterioard cu micotoxine, deoarece propagarea prin
stigmate conferd agentului patogen capacitatea de a ignora bariera naturald a panusilor de
porumb. Tn plus, polenul in sine poate juca rolul de vector natural pentru diseminarea fungilor in
lanurile de porumb 1n conditii de vreme uscatd. Valorile medii Cq pentru majoritatea secventelor
fungice asociate cu productia de micotoxine au variat Intre 31 si 36, indicand concentratii medii
pand la scizute de ADN tintd (Fig.4.3). Cu toate acestea, dispersia valorilor Cq difera
semnificativ pentru fiecare gena identificata: 33% dintre probe au prezentat un continut ridicat
(Cq<29) de FUMG specific pentru F. verticillioides si FUM1 comun pentru mai multe specii de
Fusariumtoxigenici, in timp ce 20,8% din probe au prezentat un continut ridicat de FUMG6

specific pentru F. proliferatum toxigenic si aflQ specific pentru tulpinile de A. flavus
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producatoare de aflatoxina. Doar cateva probe au aratat acumularea de secvente TRI11 si TRI8 n
concentratii scazute. Cantitatea relativa de F. equiseti capabild sa produca zearalenona a fost

nesemnificativa.
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Fig. 4.3. Diagrama Boxplot a valorilor Cq medii ale genelor asociate cu productia de
micotoxine Tn fungi (stanga). Concentratiile medii ale aflatoxinelor, fumonisinelor, deoxinivalenolei,
toxinei T-2 si zearalenonei in boabele de porumb dupa sase luni de depozitare, obtinute prin testul
ELISA (dreapta)

S-a stabilit corelatie foarte puternica Intre cantitatea micotoxinelor si cantitatea genelor
asociate cu caile biosintetice ale micotoxinelor pentru aflatoxine (r=0.98) si zearalenona
(r=0.92). Pentru fumonisine s-a stabilit o corelatii pozitiva moderata (r=0.6), iar pentru DON si
T-2 parametru dat a fost negativ (r=-0.76 si r=-0.95 respectiv). Valorile diferite ale coeficientul
Pearson pot fi explicate prin rolul diferit al micotoxinelor in biologia fungilor. Fumonisinele sunt
asociate cu patogeneza si usureaza infectarea plantelor de catre unele specii de Fusarium, in timp
ce aflatoxinele activeazd in calitate de antioxidanti si maresC capacitatea de supravietuire a
fungilor Aspergillus in conditii de stres, iar zearalenond inhiba propagarea fungilor de medii
solide. Ultimul poate avea rol important pentru concurenta fungilor in conditii de propagare
activa. Astfel, cu cantitatea fungilor toxigenici coreleazad cantitatea acelor micotoxine, care joaca
un rol important in propagarea si rezistenta fungilor la factori abiotici si biotici. Micotoxinele
DON si T-2 de asemenea joaca un rol important in ecologia fungilor; T-2 confera avantaje de
supravietuire iar DON faciliteaza propagarea fungului dupd zona de infectie initiald. Sinteza
acestor micotoxine este dirijata de clusterul biosintetic al tricotecenelor. Se poate presupune, ca
speciile toxigenice de Fusarium identificate in boabe sunt capabile sd sintetizeze mai multe
micotoxine din aceasta familie, iar populatia lor este eterogena si intre specii exista o interactiune
ceea ce reiese in cantitati diferite de micotoxine si corelatia diferita dintre numarul de gene si
concentratia metabolitilor secundari.

Astfel, boabele obtinute din plante de porumb cultivate pe loturile experimentale nu au
acumulat niveluri semnificative de micotoxine. Cu toate acestea, toate probele testate au
acumulat cantitati medii si mari de grupuri de gene afl si FUM, care indica prezenta fungilor
producatori de aflatoxina si fumonisina in boabe. Aparitia concomitenta a Aspergillus spp. si

Fusarium spp. a fost cea mai raspandita si observata in mai mult de 70% din boabele analizate.
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Aceasta inseamna ca boabele de porumb inainte de depozitare sunt infectate cu fungi care sunt
capabile sd producd micotoxine periculoase chiar si in conditii de secetd, care nu sunt favorabile
inmultirii fungilor. Cu toate acestea, daca nu sunt respectate conditii stricte de depozitare, aceste
fungi sunt capabile sa se inmulteasca rapid si sd contamineze boabele de porumb cu fumonisine
si aflatoxine. Prin urmare, boabele de porumb obtinute in conditiile lanurilor experimentale
prezintd un anumit risc toxigen. Testele preliminare de screening efectuate in lucrarile curente
sugereazd ca este necesard o monitorizare amanuntitd a riscurilor asociate cu expunerea la
micotoxine folosind metode mai precise si mai sensibile de detectare in campurile de porumb.
Impactul genotipului de porumb asupra propagirii fungilor patogeni in organele
vegetale. Umiditatea si apa libera sunt critice pentru dezvoltarea fungilor. Astfel, parametrii
morfofiziologici ai plantei asociate cu eliberarea rapida a apei de catre stiuleti pot servi ca indici
de rezistenta constitutiva la fungi. Tn acest sens, au fost selectate mai multe caractere, asociate cu
eliberarea apei, pentru a descrie genotipurile de porumb de interes: perioada de inflorire-
maturare, acoperirea stiuletilor cu panusi, raportul dintre lungimile stiuletilor si panusilor,
diametrul coceanului, numarul de randuri de boabe pe stiulete (Tab.4.1). Perioada de inflorire-
maturare aratd cat timp trece de la aparitia matasii pana la maturitatea completa a bobului, iar cu
cat aceastd perioada este mai scurtd, cu atdt este mai mic riscul de infectare. Acoperirea
completa, uniforma si groasa a inflorescentei cu panusi salveazd boabele subdezvoltate de
infectii fungice, iar acoperirea partiala face stiuletele susceptibil la fungi. Cu toate acestea,
acoperirea prea densa si groasd impiedica uscarea naturald a stiuletilor In timpul maturarii, iar
excesul de umiditate creeazi un mediu favorabil pentru dezvoltarea fungilor. Tn acest sens,
parametrul mentionat este strans legat de raportul dintre lungimea stiuletelui si a panusilor —
atunci cand panusile sunt mai lungi decat stiuletii, acest fapt faciliteaza o retentie mai mare a
umiditatii sub frunzele de acoperire, ceea ce induce propagarea activa a fungilor. Pe de alta parte,
panusii mai scurte fac stiuletii lipsite de aparare impotriva fitopatogenilor. Tn general, raportul
optim este de 1:1, cand panusile si stiuletii sunt de lungimi egale. Cu cat diametrul coceanului
este mai mic, cu atit boabele de porumb si stiuletele 1si pierd mai repede umiditatea. Un stiulete
mai subtire elibereaza apd mai repede in comparatie cu unul mai gros, prin urmare, cu cat sunt
mai mici valorile parametrului corespunzator, cu atit este mai mic riscul de retinere a umiditatii

de catre stiulete si de aparitie a putregaiului cauzat de fungi.
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Tabelul 4.1. Valorile unor indici morfofiziologici ale genotipurilor de porumb

Perioada Acoperirea Raportul dintre Diametrul Randuri de Diametrul

inflorire- stiuletilorcu lungimile stiuletilor stiuletelui, boabe pe coceanului,

maturare. zile* | panusi** si panusilor®#*#* mm stiulete, n mm
MAN2308 53 4 2 47 14 36
MAN2452 56 = 2 50 16 37
MAN2414 56 5 2 36 14 25
MAN2413 56 5 2 39 14 29
MAN2451 56 5 1 37 14 26
MAN2424 53 = 2 39 14 26
MAN2425 53 5 2 36 12 25
MAN2459 53 5 2 34 16 25
MAN2448 65 7 3 40 16 30
MAN2281 49 s 2 35 14 26
MAN2461 53 4 1 33 12 24
MAN2526 Se s 2 46 16 33
CP148 45 S 2 33 16 23
CP137 43 4 2 35 14 24
MKO1 46 S 2 40 16 28
Kul23 52 S 2 38 12 28
B73 69 S 2 43 14 32
MAN2488 48 4 2 34 12 23
MAN2493 56 5 2 38 14 27
MAN2491 53 S 2 31 14 22
MAN2483 50 5 2 37 12 28
MAN2470 53 5 2 30 14 20
MAN2466 53 5 1 39 12 26
MAN2463 53 4 3 30 12 19

* perioada de la sfarsitul infloririi stiuletilor pand la maturitatea fiziologica a boabelor

** 1-7 puncte: 3 — acoperire nesatisfdacatoare, 5 — intermediard, 7 — bund

*** 1 — lungimea stiuletelui depdseste lungimea panusilor, 2 — lungimea stiuletelui si panusilor
sunt egale, 3 — stiuletele este mai scurt decdt panusile

Genotipurile de porumb studiate s-au caracterizat printr-o perioada medie de 53 de zile de
inflorire-maturare, acoperire intermediara a stiuletelui cu un raport de aproximativ 1:1 intre
lungimea stiuletilor si panusilor, diametrul mediu al stiuletelui de 37,5 mm si o medie de 13,9
randuri de boabe per stiulete. Porumbul B73, selectat ca genotip de referinta pentru
susceptibilitatea la agentii patogeni fungici, a manifestat cea mai lunga perioadd de inflorire-
maturare — 69 de zile. Acest genotip a avut valori intermediare ale grosimii stiuletilor si
acoperire satisfacatoare cu panusi, In timp ce lungimea pdanusilor si a stiuletilor au fost egale.
Linia consangvinizata MAN2448 a manifestat, de asemenea, o perioada relativ lungd intre
sfarsitul infloririi stiuletelui si maturarea boabelor si a manifestat o acoperire mai bund a
inflorescentei cu panusi in comparatie cu linia-martor si a avut un stiulete mai subtire. Cu toate
acestea, panusile erau mai lungi decat stiuletii. Alte linii au fost caracterizate printr-un interval
mai scurt al perioadei de inflorire-maturare. Cei mai grosi stiuleti au fost observati la liniile
MAN2452, MAN2308 si MANS526. Pentru alte genotipuri, acest parametru a fost <40 mm. Cei
mai subtiri stiuleti au fost inregistrate la genotipurile MAN2470 si MAN2463. Panusi scurte au
fost observate pentru porumbul MAN2466, MAN2461 si MAN2451. Un alt genotip cu panusi
mai lungi in comparatie cu stiulete a fost linia MAN2448.

Analiza moleculard a demonstrat, ca in boabele de porumb mature au fost prezente
speciile de fungi patogeni majori si fungi de depozitare din genurile Fusarium, Aspergillus si

Penicillium, asociate cu bolile fungice si deteriorarea boabelor (Fig.4.4). Genotipurile studiate au
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manifestat valori diferite ale frecventei boabelor infectate cu fungi, si dupa acest parametru au
fost evidentiate trei grupuri [21]: grupul I cu rata infectarii <10% (rezistenti), grupul 1T —10-25%

(toleranti), grupul III — rata infectarii mai mare de 25% (susceptibili) [22,23].

Aspergillus
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Fig.4.4. Frecventa boabelor de porumb infectate cu patogeni fungici. Asteriscul indica
diferenta semnificativa de valorile respective ale genotipului-standard la p<.05

Nu toate speciile de fungi identificate in sol si plante de pe campurile experimentale au
fost identificate in mostrele celor 24 genotipuri luate in studiu. Cinci genotipuri au fost
clasificate ca rezistenti la fuzarioze cauzate de mai multe specii de Fusarium, 9 s-au manifestat
ca rezistenti la F. verticillioides, 12 — la F. graminearum. Din 24 de genotipuri, 11 au manifestat
acumularea scazutda de A. flavus si A. parasiticus. Majoritatea genotipurilor a manifestat
acumularea scdzutd de fungii din Penicillium. Dupa rata infectiilor mixte, 10 genotipuri au
manifestat rezistenta la acumularea fungilor. Speciile F. culmorum, A. clavatus, P. chrysogenum,
P. griseofulvum si P. verrucosum au fost absente in mostrele genotipurilor analizate. Se observa,
ca genotipul standard s-a clasificat ca rezistent, in timp ce majoritatea liniilor consangvinizate au
manifestat toleranta la patogenii fungici.

Evaluarea semicantitativa a acumuldrii fungilor in boabe a fost efectuata in baza valorilor
Cq, iar genotipurile a fost repartizate in grupuri conform gradul de susceptibilitate, dupa cum
urmeaza: Cq<29 — susceptibilitate ridicata, 29<Cq<37 — susceptibilitate medie, Cq> 37 —
susceptibilitate scizutd (Tab.4.2). In cantitti foarte mici au fost identificate F. incarnatum, F.
sporotrichioides, A. ochraceus si P. brevicompactum. Rata infectarii plantei-gazda cu ceilalti
patogeni a fost genotip-dependenti. In boabele genotipului-standard nu au fost identificate
cantitati semnificative de F. graminearum la fel ca si in CP148, MAN2424, MAN2452,
MAN2425 si MAN2526. Desi alte genotipuri au manifestat rate ale infectarii cu patogenul dat

statistic mai ridicate comparativ cu standardul, concentratiile de ADN in boabe au fost joase sau
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medii, astfel, nu se poate concluziona despre susceptibilitatea acestor genotipuri reiesind doar
din datele prezentate. Boabele genotipului-standard de asemenea au manifestat concentratii inalte
ale unui agent cauzal al fuzariozei stiuletilor FER — F. verticillioides. Slab susceptibile la
patogenul dat s-au dovedit a fi genotipurile MKO1, Kul123, CP137 si MAN2526. Cantitati foarte
mici de ADN a fungului dat au fost inregistrate Tn boabele genotipului CP148. O cantitate mare
de ADN patogen a fost gasitd in probele din liniile consangvinizate MAN2281, MAN2459,
MAN2461, MAN2308, MAN2425, MAN2414 si MAN2413. Gradul de susceptibilitate a
genotipurilor studiate la F. proliferatum, un alt agent cauzator al putregaiului FER, a fost mai
scazut in comparatie cu speciile numite anterior. Majoritatea probelor au continut niveluri
moderate sau scazute ale acestui agent patogen. Concentratii mari de ADN au fost gasite doar in
mostrele de boabe MAN2459, acest genotip a aratat, de asemenea, o susceptibilitate ridicata la
infectia cu F. verticillioides. Dimpotriva, alte genotipuri in care au fost gasite concentratii mari
de F. verticillioides (MAN2481, MAN2461, MAN2308, MAN2425, MAN2414 si MAN2413)
au fost mai putin sensibile la ciuperca F. proliferatum. Liniile consangvinizate s-au dovedit a fi
practic imune la infectia cu F. equiseti si s-au gasit concentratii foarte scazute de ADN fungic in
boabele CP137, CP148, MKO1, Ku123 si linia standard B73. ADN-ul fungii F. incarnatum a fost
gasit 1n cantitati semnificative in boabele unui singur genotip, soiul CP148.

Tabelul 4.2. Cantitatea relativa a agentilor cauzali majori ai fuzariozelor si unor fungi
asociati cu deteriorarea boabelor de porumb pe parcursul depozitirii (date selective)

Fung FG FV FP AF AP PCt PE

Genotip

MAN2281 37.31 28.88 35.66 28.81 26.34 45.00 28.92
MAN2459 39.56 26.38 28.21 28.35 31.86 39.15 36.02
MAN2461 35.58 27.51 31.34 29.88 30.34 45.00 31.39
MAN2451 37.46 33.75 31.36 30.90 32.62 36.45 31.07
MAN2308 37.44 28.02 32.86 31.94 34.15 45.00 30.21
MAN2526 45.00 45.00 32.35 30.65 31.19 34.66 32.01
MAN2425 45.00 27.63 40.90 32.87 32.83 34.81 31.11
MAN2452 45.00 30.42 33.17 32.16 33.14 45.00 28.68
MAN2414 34.05 25.47 36.41 38.95 35.15 34.63 45.00
MAN2413 37.75 28.01 30.99 30.24 32.83 29.46 29.85
MAN2424 45.00 33.71 39.39 40.78 45.00 45.00 45.00
MAN2448 37.91 35.06 31.19 32.14 34.70 45.00 45.00
CP137 36.87 45.00 31.55 31.28 23.95 34.51 35.01
CP148 45.00 40,02 45.00 34.38 33.09 37.56 36.31
MKO01 34.36 45.00 45.00 42.69 45.00 45.00 45.00
Kul23 45.00 45.00 38.37 41.62 45.00 31.68 45.00
B73 45.00 45.00 37.98 45.00 45.00 30.54 45.00
MAN2488 45.00 45.00 34.14 45.00 45.00 45.00 45.00
MAN2493 45.00 45.00 45.00 45.00 45.00 45.00 45.00
MAN2491 45.00 32.83 45.00 45.00 45.00 45.00 45.00
MAN2483 38.31 34.16 45.00 45.00 45.00 45.00 45.00
MAN2470 45.00 45.00 45.00 45.00 45.00 45.00 45.00
MAN2466 45.00 45.00 45.00 45.00 45.00 45.00 45.00
MAN2463 38.19 28.57 45.00 39.73 45.00 45.00 39.30

FG — F. graminearum; FV — F. verticillioides; FP — F. proliferatum; AF — A. flavus; AP — A.
parasiticus;PCt — P. citrinum;PE — P. expansum

Valorile Cq<29 indica cantitate relativa inalta de ADN (rosu); 30<Cq<37 — cantitate relativa
medie (galben); Cq>37 — cantitate relativd joasa sau absenta patogenului (verde)

Pentru speciile de fungi identificati cu mai multe perechi de primeri sunt date valorile medii Cq
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Un alt agent patogen, F. sporotrichioides, a fost gasit doar in boabele CP137 si Kul23,
dar in cantitati mici, lipsind in mostrele de boabe ale altor genotipuri si liniei-standard B73. Doua
specii importante de fungi din genul Aspergillus (A. flavus, A. parasiticus), asociate cu alterarea
cerealelor si contaminarea cu aflatoxine, au fost gdsite in principal in concentratii medii.
Genotipurile MAN2459, MAN2461 si CP137 au fost cele mai sensibile la ciuperca A. flavus.
Boabele liniei consangvinizate MAN2281 s-au dovedit a fi sensibile la ambele specii de fungi.
De asemenea, cele mai mari concentratii de ADN A. ochraceus au fost gasite in boabele soiului
CP137, in timp ce genotipul standard s-a dovedit a fi slab susceptibil la infectia cu fungi din
genul Aspergillus. Tn comparatie cu fungii din genurile Fusarium si Aspergillus, agentii patogeni
din genul Penicillium au fost prezenti in boabele genotipurilor studiate in cantitati mult mai mici.
Genotipul MAN2413 a fost cel mai sensibil la fungii P. citrinum si P. expansum. Cea mai mare
cantitate de P. expansum a fost gasita in boabele MAN2281 si MAN2452. Astfel, genotipurile de
porumb studiate s-au dovedit a fi cel mai susceptibile la infectia cu F. vericillioides, care a fost
gasit in concentratii mari in sapte linii. Linia MAN2281 s-a dovedit a fi cea mai sensibila la
infectia cu fungi patogene - patru tipuri de microorganisme asociate cu infectii sistemice,
alterarea boabele in timpul depozitarii si contaminarea cu micotoxine au fost gasite in
concentratii mari in probele acestui genotip. Linia MAN2459 a prezentat, de asemenea, 0
sensibilitate ridicatd, in probele de boabe din care s-au gasit doi agenti cauzali principali ai
fuzariorei stiuletilor si principalul producator de aflatoxine. Linia standard s-a dovedit a fi slab
sensibila la agentii patogeni studiati in conditiile Republicii Moldova.

Rata de infectie si spectrul patogenilor toxigenici a fost diferita in genotipurile de porumb
analizate. Tn boabele analizate au fost identificate concomitent circa 5 secvente fungice diferite
asociate cu sinteza diferitelor micotoxine. Cea mai mare diversitate de secvente ale clusterilor
toxigenice a fost identificata in soiurile CP137, CP148 si sase linii consangvinizate MAN2451,
MAN2526, MAN2425, MAN2452, MAN2414 si MAN2413 (sase secvente). Insi valorile medii
Cq au variat intre 35-40, ceea ce corespunde concentratiilor scazute a ADN-lui de interes in
probele analizate. Cele mai putin infectate au fost liniille MKO1, Kul23 si linia-standard — n
boabele acestor genotipuri au fost identificate cate trei secvente asociate cu sinteza micotoxinelor
cu valorile medii Cq 42-43, adica, ADN-ul de interes practic a lipsit in probele analizate.

Boabele de MAN2459, MAN2452 si MAN2414 au fost cele mai infectate cu Specii
toxigenice de Fusarium capabile sa produca fumonisine. Boabele CP148, Kul23, B73 si MKO01
au fost cel mai putin predispuse la infectie cu specii producdtoare de fumonisine, in timp ce
MAN2481 si MAN2459 au prezentat cea mai mare cantitate de secventd FUM1 specifica pentru

F. proliferatum. In boabele MAN2459 au fost identificate concomitent cele mai mari cantititi de
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secvente ale genei FUMG6 specifice pentru F. verticillioides si F. proliferatum toxigenice si
secventa FUM1 specificd pentru mai multe specii de Fusarium producatoare de fumonisine. in
mostre de acest genotip nu au fost identificate tulpini de F. equiseti toxigene capabile sa produca
zearalenond. Secventa genei PKS13 a manifestat cele mai mari valori Cq in boabele MAN2413,
MAN2451 si MAN2414. Cea mai mica cantitate de aceastd secventd a fost identificatd in
boabele de porumb de Kul23 si B73.

In boabele liniei B73 secventele clusterului de gene afl au fost absente, in timp ce in
boabele Kul23 si MKO1 a fost identificatd doar secventa aflQ specifica pentru A. flavus.
MAN2281 si CP137 au fost cele mai susceptibile la infestarea cu Aspergillus toxigenic - cele
mai mari valori Cq de gene aflP, aflQ si aflR au fost calculate pentru boabe de aceste linii.
CP137 si MAN2281 au fost mai predispuse la infectii cauzate de Aspergillus care produce
aflatoxina in comparatie cu speciile Fusarium producatoare de fumonisine. Cantitatea totala de
secvente de gene ale clusterului biosintetic de tricotecene a fost semnificativ mai micd in
comparatie cu secventele genomului fungic asociate cu productia de fumonisine si aflatoxine.
Cele mai mari valori Cq ale secventelor TRI au fost calculate pentru MAN2461, MAN2414,
CP137 si MKOI. Cea mai abundentd a fost secventa genei TRI8, in timp ce secventa TRI11
specifici pentru F. sporotrichioides toxigenic a fost identificati doar in MAN2414. in
MAN2452, MAN2526, MAN2425, MAN2424, Kul23 si CP148 nu au fost identificate secvente
asociate cu productia de T-2 si DON. Prin urmare, toate probele de boabe depozitate in Banca de
Gene a IGFPP au fost infestate cu diferiti fungi toxigenici capabili sa produca in anumite conditii
micotoxine periculoase. Speciile producatoare de fumonisina si aflatoxina din genurile Fusarium
si Aspergillus au fost predominante in probele de boabe de porumb. A fost observat impactul
genotipului de porumb asupra cantitatilor de secvente FUM si afl din boabele de porumb.

Analiza polimorfismului genetic ale genotipurilor studiate s-a efectuat cu ajutorul

primerilor la markerii genomici din clasa elementelor mobile (Fig.4.5).
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Fig.4.5. Exemplu de profiluri genetice generate in urma amplificarii ADN-lui de porumb cu
primerul pb3 si pb4:1 — CP137, 2 - CP148, 3 - B73, 4 — Ku123, 5 - MKO01, 6 - MAN2526, 7 —
MAN2448, 8 - MAN2459, 9 — MAN2413, 10 — MAN2466, 11 —- MAN2451, 12 - MAN2463, 13 —
MAN2452, 14 — MAN2461, 15 - MAN2488, 16 — MAN2308, 17 —- MAN2491, 18 - MAN2281, 19 —
MAN2424, 20 - MAN2425, 21 — MAN2483, 22 — MAN2493, 23 —- MAN2414, 24 — MAN2470, M —
marker molecular GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder, Thermo Fisher Scientific

Acesti markeri sunt dominanti, universali si se deosebesc prin reproductibilitate Tnalta.
Din primerii utilizati pentru analiza variatiei genetice ale genotipurilor de porumb reactii pozitive
de amplificare au fost Inregistrate doar cu sase secvente oligonucleotidice. Pentru analiza au fost
luate Tn considerare doar benzile clar vizibile. Benzile specifice, generate de primerii Tn baza
elementelor mobile, prezintd interes ca sursd de informatie genomicd pentru elaborarea
sistemelor de markeri de caractere de interes ale porumbului. Primerii au generat patterne
distincte si reproductibile (2-3 repetitii) cu valoarea medie PIC de 0.45 — aproape maxima pentru
markerii dominanti (Tab. 4.3). Rata medie de polimorfism de asemenea a fost inaltad si valoarea
respectiva a constituit 92,67%. Sase primeri in total au generat 122 de benzi, dintre care 80 au
fost polimorfice si 18 — unice. Numarul de benzi generate per genotip a variat intre 3,83 si 7.73
cu rata medie de 5.93 per genotip. Valorile minime ale parametrului respectiv au fost inregistrate
pentru linia MAN2424 (3,67 de ampliconi), iar cele maxime — pentru linia MAN2526 (7 benzi
distincte). Cea mai buna performantd a fost manifestata de catre primerul D2 elaborat in baza
secventel Activator, pentru care s-au Inregistrat cele mai inalte niveluri de numar de benzi
polimorfe si unice — 32 si 6 benzi respectiv. Pentru primerul dat au fost calculate cele mai joase
valori PIC comparativ cu secvente din clasa iPBS, insa rata inaltd de polimorfism si abilitatea de
a genera patterne unice a rezultat in valoare 1naltd a indicelui markerului — 8.21. De asemenea,
performanta inaltd a fost manifestata de primerul pb5. Desi aceastd secventd nu a generat
ampliconi specifici, rata inalta de polimorfism a permis obtinerea patternilor de amplificare
individuale, ceea ce a rezultat in eficacitatea inalta a secventei utilizate. Cea mai joasa
performanta a fost manifestatd de primerul pb6. Pentru secventa respectiva au fost calculate cele
mai joase valori de polimorfism si indice ale markerului datoritd unui numar limitat de benzi,

dintre care una a fost monomorfa. Primerul pb20 a fost mai efectiv pentru depistarea diversitatii
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genetice comparativ cu pb6 cu valoarea PIC aproape maxima pentru markeri dominanti, insa
numarul limitat de benzi nu a facut posibila generarea mai multor patterni de amplificare
specifici cum a fost observat in cazul D2. Ultimii doi primeri pb3 si pb4 au generat un numar
egal de ampliconi si au manifestat valori Tnalte de polimorfism. Primerul pb4 a manifestat cea
mai inalta valoare a indicelui markerului M.

Tabelul 4.3. Valorile descriptorilor esentiali pentru analiza eficacitatii primerilor, calculati
in urma amplificarii experimentale cu ADN de diferite genotipuri de porumb

Primer Pb3 Pb4 Pbs Pbo Pb20 D2 Media
Indice
Lungimea, 3072- 2240- 1971- 1256- 2908- 3100- 2424
pb 165 175 178 287 277 205 214
N 22 22 17 10 19 32 20.33
NM 1 0 0 1 0 0 0.33
NP 21 22 17 9 19 32 20
NS S 3 (1] 0 3 (1] 2.83
Z 6.04 6.75 6.41 3.83 7.73 4.8 5.93
PP, % 94.45 100 100 90 100 100 97.41
PIC 0.39 0.43 0.47 0.47 0.44 0.26 0.41
R 12.08 13.5 12.83 7.67 12.25 9.67 11.33
E 20.04 22 17 8.1 19 32 17.68
MI 7.98 9.30 7.98 3.83 8.31 8.21 7.61
D 0.32 0.4 0.45 0.36 0.37 0.26 0.36
Na 1.95 2 2 1.9 2 2 1.98
Ne 1.29 1.37 1.48 1.32 1.36 1.18 1.33
h 0.19 0.25 0.29 0.22 0.23 0.14 0.22

N — numdarul total de benzi; NM — benzi monomorfe; NP — benzi polimorfe; NS — benzi specifice;
Z — numarul mediu de benzi per genotip; PP — rata de polimorfism; PIC — continutul informatiei
polimorfe; R — puterea de rezolvare a primerului; D — puterea de discriminare a primerului; E — rata de
multiplexare efectiva, MI — indicele markerului; na — numarul de alele observate; ne - numarul de alele
efective; h — diversitatea genetica Nei

Astfel, cele mai multe secvente specifice au fost detectate in genotipul MAN2425 (patru
loci specifici). Pentru genotipurile de porumb studiate s-au constatat valori de alele observate
na=1.984+0.22, alele efective ne=1.3340.28. Indicele variatiei genetice Nei a fost h=0.22+0.14,
iar pentru indicele informational s-au constatat valori destul de joase de D=0.36+0.19, ceea ce
indica variabilitate ridicata si eficienta primerilor pentru analiza variatiei intergenotipice.

Ampliconii generati au fost utilizati pentru gruparea genotipurilor de porumb in baza
coeficientului Jaccard (coeficientul cofenetic cel mai inalt — 0.76) prin metoda UPGMA
(Fig.4.6). Cele mai mici distante genetice se observa dintre Kul23 si MAN2459. Dendrograma
in baza variatiei genetice a grupat genotipurile in clusterul II ce contine soiurile CP137 si CP148,
iar liniile consangvinizate au fost repartizate in clusterul 1, care se Tmparte in mai multe
subclustere eterogene. Aceste soiuri au generat profiluri genetice identice cu primerul pb6, iar
ratele de similitudine ale patternilor generati de ceilalti primeri a variat intre 72-90%. Genotipul-
standard B73 a fost repartizat intr-un subcluster impreuna cu MKO1, Kul23 si soiurile CP137 si
CP148. Aceste genotipuri au manifestat rate scazute de acumulare ale ADN-Iui fungic in boabe.
Printre genotipurile consangvinizate s-a observat similitudine intre profilurile genetice de
MAN2414-MAN2424, MAN2461-MAN2459, MAN2281-MAN2451, MANZ2448-Kul23, ce
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poate sugerea un anumit grad de rudenie in baza progenitorului comun. Linia-martor B73

manifestd o anumita similitudine geneticd cu liniile MAN2414 si MAN2424.
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Fig.4.6. Clusterizarea UPGMA a genotipurilor de porumb Tn baza polimorfismului genetic

Anumiti ampliconi polimorfici generati cu primerii derivati din secventele elementelor
mobile au fost detectati cu frecvente Tnalte (mai mult de 50%) in grupul de genotipuri rezistenti
comparativ cu cele tolerante si susceptibile. In acest sens, ca sursia potentiald de rezistentd
prezinta interes urmatoarele secvente:

pb3 — 813 pb (56%), 596 pb (67%), 522 pb (67%), 487 pb (56%);

pb4 — 860 pb (63%), 445 pb (87%);

pb20 — 948 pb (87%), 768 pb (63%), 401 pb (63%);

pb5 — 980 pb (87%), 578 pb (75%), 402 pb (63%);

pb6 — 880 pb (63%), 382 pb (75%).

Valorile matricelor de distanta, calculate in baza coeficientului distantelor euclidiene n-au
fost utilizate pentru clusterizarea UPGMA, prin care s-au evidentiat nivelul similitudinii intre
genotipuri si relatia dintre variatia genetica si caracterele de interes (Fig.4.7). Gruparea
genotipurilor s-a efectuat dupa caracterele de variatie genetica, indicii morfofiziologici asociati
cu rezistentd la infectii fungice, ratele de infectare cu speciile de patogeni fungici din genurile
Fusarium, Aspergillus, Penicillium. La fel, s-a efectuat clusterizarea dupa multiple caractere:
combinatia dintre variatia genetica si indicii morfofiziologici, variatia genetica si rata de
infectare a boabelor de porumb cu patogeni fungici, variatia genetica suprapusd cu indicii
morfofiziologici si rata de infectarea a boabelor cu patogeni fungici. In fiecare caz s-au observat
doua clustere neuniforme si repartizarea genotipurilor in subclustere in dependentd de parametru

ales.
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Fig. 4.7. Dendrogramele asocierii genotipurilor de porumb in baza de genetica suprapusa cu indici
morfofiziologici si rata de infectare a boabelor cu patogeni fungici (A), variatie genetici si rata de
infectare a boabelor de porumb cu patogeni fungici (B), combinatie dintre variatie genetica si indici
morfofiziologici (C)

Cele mai uniforme distante intre genotipuri s-a observat pentru clusterizarea in baza
caracterelor morfologice si polimorfismul genetic, in timp ce pentru alte criterii de grupare
gradul de similitudine dintre plantele de porumb a fost mai eterogen. Se observa formarea
subclusterilor similari in baza gruparii dupa mai multi parametri. Genotipurile CP137 si CP148
au fost repartizate intr-un cluster dupa toti trei parametri de grupare. Genotipurile MAN2448 si
MANZ2414 de asemenea se grupeaza impreuna dupa acessti parametri, la fel ca si Kul23-B73.
Gruparea dupa trei parametri enumerati si combinatia polimorfism genetic-rata de acumulare a
patogenilor in boabe evidentiaza un subcluster practic identic, care include genotipurile MKO1,
MANZ2463, MAN2488, MAN2466, MAN2483, MAN2424, MAN2491, MAN2470, MAN2493.
Acest cluster nu s-a format in cazul gruparii dupa parametrul variatiei genetice, indicilor
morfofiziologici sau asocierii dintre caractere genetice si cele morfofiziologice. Se poate deduce
ca genotipul are un impact semnificativ asupra ratei de infectare cu patogenii fungici la liniile de
porumb analizate.

Concluzii si recomandari

Tn cadrul studiului realizat s-au ficut urmitoarele concluzii generale:

1. Protocolul de analizi in baza metodelor moleculare a fost eficient pentru
monitoringul agentilor cauzali ai bolilor fungice la porumb in sol si material vegetal. Primerii
elaborati de novo in baza secventelor din genomul fungilor au permis identificarea precisd a
microorganismelor care induc bolile la porumb pe parcursul vegetatiei si deteriorarea boabelor in
timpul depozitarii. Folosind setul de primeri mentionat, au fost identificate urmatoarele specii: F.
graminearum, F. verticillioides, F. proliferatum, F. culmorum, F. equiseti, F. incarnatum, F.
sporotrichioides, A. parasiticus, A. flavus, A. ochraceus, A . clavatus, P. chrysogenum, P.
expansum, P. citrinum, P. griseofulvum, P. verrucosum, P. brevicompactum. Majoritatea

primerilor elaborati au fost folositi cu succes atat pentru analiza PCR conventionald, cat si real-
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time PCR. Cu ajutorul primerilor elaborati in baza secventelor din genomul fungilor asociate cu
sinteza principalelor clase de micotoxine s-au discriminat microorganismele capabile sa produca
aflatoxine, fumonisine, DON, ZEN, toxina T-2. Procedeele de analiza in baza metodei PCR
conventionald cu aplicarea distributiei Poisson si dilutiilor consecvente au permis cuantificarea
fungilor si evidentierea gradului de susceptibilitate a plantelor de porumb la infectiile fungice.
Astfel, aceste procedee pot fi folosite ca o alternativa a metodei real-time PCR.

2. Din 24 de genotipuri de porumb analizate, 12 au manifestat rezistentd la F.
graminearum: — MAN2526, MAN2425, MANZ2452, MANZ2424, CP148, Kul23, B73,
MAN2488, MAN2493, MAN2491, MAN2470, MAN2466. La infectia de F. verticillioides au
manifestat rezistentd genotipurile MAN2526, CP137, CP148, MKO1, Kul23, B73, MAN2488,
MAN2493, MAN2470. La infectiile mixte cauzate de mai multi agenti cauzali majori si minori
ai fuzariozelor s-au manifestat ca rezistente urmatoarele genotipuri: MAN2526, B73, MAN2488,
MAN2493, MAN2470. Unsprezece genotipuri de porumb au manifestat rezistenta la Aspergillus
spp.: MAN2424, MKO01, Kul23, B73, MAN2488, MAN2493, MANZ2491, MAN2483,
MAN2470, MAN2466, MAN2463. Mai mult de o jumatate din genotipurile analizate au
manifestat niveluri sciazute de infectare cu Penicillium spp.: MAN2414, MAN2424, MAN2448,
MKO1, Kul23, B73, MAN2488, MAN2493, MAN2491, MAN2483, MAN2470, MAN2466,
MAN2463. Zece genotipuri s-au manifestat ca rezistente la infectiile mixte de Fusariums pp.,
Aspergillus spp., Penicillium spp.: MAN2424, MKO01, B73, MAN2488, MAN2493, MAN2491,
MAN2483, MAN2470, MAN2466, MAN2463.

3. Analiza moleculara a relevat starea fitosanitara nesatisfacatoare a campurilor de
porumb experimentale si a germoplasmei stocate in Banca de gene a IGFPP. Principalii agenti
cauzali ai fusariozelor, aspergilozelor si penicilozelor la porumb, precum si contaminanti fungici
majori cu aflatoxine, fumonisine si tricotecene au fost identificati in sol, frunze de plante si
boabe depozitate. Prin urmare, solul si materialul semincer in sine reprezinta sursa de infectie
ulterioara a plantelor de porumb in timpul vegetatiei. A existat un impact neuniform al factorilor
abiotici asupra propagirii fungice. In mare parte, speciile de Aspergillus si Penicillium asociate
cu deteriorarea boabelor si unii agenti cauzali minori ai fuzariozelor la plante de porumb au fost
mai semnificativ afectate de fluctuatiile factorilor mediului extern. Pentru fungi care fac parte
din microbiota solului nu a fost stabilitd o corelatie specificd intre sensibilitatea lor la
temperatura aerului si fluctuatiile umiditatii si particularitatile lor ecologice.

4. Pentru unele clase de micotoxine s -a stabilit o corelatie pozitiva intre valorile Cq
ale genelor fungice asociate cu biosinteza micotoxinelor si concentratia reald a metabolitului

toxic in probele de boabe. Prin urmare, valoarca Cq poate fi utilizatd pentru monitorizarea
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dinamicii potentiale a micotoxinelor in probele de porumb. Desi valorile Cq critice care
corespund unei anumite concentratii de micotoxine in probele de boabe nu au fost identificate
din cauza unui esantion insuficient, in mare parte valorile Cq circa 33,8 au indicat deja prezenta
micotoxinei Tn proba

Se recomanda:

1. Utilizarea protocolului PCR si primerilor testati pentru monitoringul
fitopatogenilor in laboratoarele specializate care activeaza in domeniile controlului fitosanitar,
fitopatologiei si micologiei.

2. Utilizarea procedeelor de diagnostic molecular expuse in teza pentru pregatirea
practica a studentilor in cadrul disciplinelor de genetica, biologie moleculara, biotehnologii
moderne.

3. Utilizarea genotipurilor MKO01, Kul23, MAN2424, MAN2470, B73 1in
programele de ameliorarea a rezistentei porumbului la bolile fungice.
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Adnotare

La teza cu titlul, ”Identificarea genetico-moleculari a genotipurilor de porumb (Zea
mays L.) rezistente la unii patogeni fungici”, inaintati de citre candidatp GRAJDIERU
Cristina, pentru conferirea titlului stiintific de doctor in stiinte biologice la specialitatea 162.01.
Genetica vegetala.

Chisinau, 2024

Structura tezei: introducere, 4 capitole, concluzii generale si recomandari, bibliografie
din 236 de titluri, 116 de pagini de text de baza, 48 de figuri, 14 tabele, 2 anexe, declaratie de
proprie raspundere, CV. Rezultatele obtinute sunt publicate in 20 lucrari stiintifice.

Cuvinte-cheie: PCR, porumb, Fusarium, Aspergillus, Penicillium, micotoxine.
porumbului la agentii patogeni fungici In scopul selectarii germoplasmei valoroase ca material
de baza pentru programele de ameliorare a porumbului bazate pe rezistenta la fungi din genurile
Fusarium, Aspergillus, Penicillium.

Obiective: testarea unui set de primeri proiectati de novo pentru identificarea fungilor
patogene si toxigenice asociate bolilor porumbului, evaluarea starii fitosanitare a campurilor
experimentale de porumb si a germoplasmei de porumb stocate in Banca de gene al IGFPP,
evaluarea eficacitatii markerilor Tn baza elementelor mobile pentru genotiparea porumbului.

Noutatea stiintifici: au fost evaluate soiuri si linii de porumb din Banca de gene a
IGFPP si identificate genotipuri cu rezistenta sporita la patogeni fungici.

Rezultatul obtinut care contribuie la solutionarea unei probleme stiintifice importante
consta in identificarea donatorilor de germoplasma valoroasa pentru programele de ameliorare a
rezistentei porumbului la fungi in baza metodei PCR.

Semnificatia teoreticd: a fost studiat impactul factorilor abiotici si al genotipului de
porumb asupra dinamicii fungice in campurile experimentale de porumb si germoplasma stocata;
a fost realizata analiza calitativa si cantitativad a principalelor producatori de micotoxine din
boabele de porumb; a fost stabilita corelatia dintre acumularea de micotoxine si numarul de
grupuri de gene asociate productiei de micotoxine, a fost studiat polimorfismul ADN-ului de
porumb.

Valoarea aplicativa: a fost propusa aplicarea markerilor moleculari si protocoalelor PCR
pentru monitorizarea fungilor patogenici si toxigenici in culturi agricole si produse alimentare. A
fost testata germoplasma de porumb din Banca de gene a IGFPP si au fost selectate genotipuri de
perspectiva pentru programele de ameliorare.

Implementarea rezultatelor: rezultatele au fost prezentate la conferinte stiintifice
nationale si internationale, publicate in reviste stiintifice. Procedeele de diagnostic molecular
expuse In tezd au fost folosite pentru rezolvarea unor probleme aplicative: evaluarea starii
fitosanitare a livezilor de mere din Republica Moldova si a eficacitatii mai multor conditii de
depozitare a fructelor cu scopul reducerii deteriorarii acestora cauzate de microorganisme;
analiza complexd a acumularii micotoxinelor in produse alimentare pe parcursul depozitarii;
identificarea genotipurilor de tomate rezistente la fitoplasma.
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Annotation

Of the thesis entitled , “Molecular identification of maize (Zea mays L.) genotypes
resistant to fungal pathogens”, 3resented by the candidate GRAJDIERU Cristina, for
obtaining the degree of Doctor in Biological Sciences with specialty 162.01. Plant genetics.

Chisinau, 2024.

Structure: introduction, 4 chapters, conclusions and recommendations, bibliography of
236 entries, 116 pages of body text, 48 figures, 14 tables, 2 appendices, personal responsibility
declaration, CV. The results are published in 20 scientific papers.

Keywords: PCR, maize, Fusarium, Aspergillus, Penicillium, mycotoxins.

Scope: developing a PCR-based approach for assessing maize susceptibility to fungal
pathogens of Fusarium, Aspergillus and Penicillium genera and selecting germplasm of interest
for breeding maize resistance to fungal diseases.

Objectives: testing a set of primers designed de novo for identifying pathogenic and
toxigenic fungi associated with maize diseases, assessing the phytosanitary status of
experimental cornfields and maize germplasm stocked in Gene bank of, assessing the efficacy of
markers based on mobile genetic elements for maize genotyping.

Scientific novelty: maize samples from the active collection of IGPPP were analyzed and
genotypes with increased resistance to fungal pathogens were identified.

Thecontribution of the work to the solution of scientific problem is the identifying
donors of valuable germplasm for maize breeding programs of resistance to fungi using PCR
assays.

Theoretical significance: the impact of abiotic factors and maize genotype on fungal
dynamics in cornfields and stored germplasm, qualitative and quantitative analysis of the main
mycotoxin-producing fungi in maize grain, correlation between mycotoxin accumulation and
number of gene clusters associated with mycotoxin production, maize DNA-polymorphism was
studied.

Practical application: application of specific primers and PCR protocol for monitoring
pathogenic and toxigenic fungi in agricultural and food products. Maize germoplasm from Gene
bank of IGPPP was tested and perspective genotypes were selected for breeding programs of
resistance.

Implementation of the results: the results were presented at national and international
scientific conferences and published in scientific journals. The presented methods were applied
to assess the phytosanitary status of apple orchards and determine the most effective storage
parameters to reduce pathogen damage to apples; comprehensive assessment of mycotoxin
accumulation in foods during storage; identification of tomato genotypes resistant to
phytoplasma.
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AHHOTALIIUA

Huccepranus «MoJieKyJIApHO-TeHeTHYeCKas HAeHTH(PUKALMSA FeHOTUIIOB KYKYPY3bl
(Zea mays L.) ycToifunBBIX K IpHOKOBBIM aToreHam», npeacrasicunas [PIKIUEPY
KpucTuHoii Ha conckanue CTeneHu JOKTopa OMOJIOrHYeCKUX HayK 1o cnenunainbHoctu 162.01.
I'eneTnka pacrenui
Kummnay, 2024.

Crpykrypa: BBeieHue, 4 II1aBbl, BHIBOJBI U PEKOMEHJAIMU, CIIUCOK JIUTepaTypsl U3 236
CCBUIOK, 116 cTpaHuIl OCHOBHOTO TeKCTa, 48 pucyHKOB, 14 TabauIl, 2 MPUIIOKEHHUSI, 3asBJIICHUE O
auaHo# oTBeTcTBeHHOCTH, CV. PesynbraTel ony6nukoBanbsl B 20 HaydHBIX paboTax.

Karwuesbie cioBa: [1L[P, kykypy3sa, Fusarium, Aspergillus, Penicillium, mukoTokcunb

Heaw: paspadorka metona 1P 1id oneHKH BOCOPUUMYUBOCTH KYKYPY3bl K TPHOKOBBIM
narorenam pogoB Fusarium, Aspergillus u Penicillium mns BbisiBIEHHS [ICHHOM 3apObINICBON
IJIa3MBI C 1I€JIbIO0 CEJIEKIMHU 110 MPU3HAKAaM YCTOUUBOCTH K TPUOKOBBIM OOJIE3HSIM.

3amaum: TectupoBaHMe HaOopa mpaiiMepoB, pa3paboTaHHbIx de NOVO s
UJCHTU(PUKAIMKA TaTOTEHHbIX M TOKCHUI'€HHBIX TI'PUOOB, OLEHKa (PUTOCAaHUTAPHOIO CTaTryca
SKCIIEPUMEHTAIBHBIX IIOJIEH KyKypy3bl M 3apOJBIIIEBOM IIIa3Mbl KYKYpY3bl, XpaHALICHCS B
6anke reHoB1I'®3P, ouenka 3¢(heKTHBHOCTH MapKepOB HA OCHOBE MOOMJIBHBIX JIEMEHTOB IS
TECHOTUIIMPOBAHUS KYKYpPY3bl.

Hayunass HoBH3HA: ObUIM NpOAHATM3UPOBAHBI 00pa3lbl KYKypy3bl M3 KOJUIEKLIUU
NI'®3P u BbIABIEHBI FTEHOTHUIIBI C TOBBIIIEHHON YCTOMUMBOCTHIO K I'PUOKOBBIM [TATOTE€HAM.

Bxuiag paGoThl B pellieHHe HAYYHBIX 3a7]a4 COCTOUT B BBISABJIICHHE IIEHHOM 3apOJIBIIIEBOI
IUIa3MBbl JUISL IPOTpaMM CEJIEeKIUU KYKypy3bl Ha yCTOMYMBOCTH K TpHOAaM Ha OCHOBE MeETojia
ITLIP.

Teopernueckoe 3HavYeHHe: ObUTM H3yuUeHBl BIUSHHE aOMOTHYECKUX (HAKTOPOB MU
TeHOTHIIAa KYKYpy3bl Ha JUHAMUKY I'pHOOB Ha KYKYPY3HBIX MOJIAX U B XpaHUMOH 3apoJIbIIIeBOM
Ila3Me, KauyeCTBEHHbII M  KOJWYECTBEHHBIM aHaJIM3 OCHOBHBIX TI'PHUOOB-TPOJYLIEHTOB
MUKOTOKCMHOB B 3€pHE KYKYPY3bl, KOPpEJSLMs MEXIy HAKOIIEGHHEM MUKOTOKCUHOB U
KOJIMYECTBOM KJIACTEPOB I'€HOB, CBSI3aHHBIX C NMPOJAyKIuell MukoTokcuHos, JJHK-nonumopduzm
KYKYpPY3BbI.

IIpakTHyeckoe NMpuUMeHeHHe. HCIIOJIB30BAHUE MOJIEKYJSPHBIX MapKepOB U MPOTOKOIA
[TIP s MOHUTOpPUHIa MATOTEHHBIX M TOKCUT€HHBIX T'PUOKOB B CEIbCKOXO3SWCTBEHHBIX M
MUIIEBBIX NMPOAYKTaX. bbula mpoTecTUpoBaHa 3apoAbIlIeBas IUIa3Ma KYKypy3bl U3 KOJUIEKLINU
banka renos UI'®3P u BeIOpaHbl NEPCHEKTUBHBIE [Tl CENEKIIMU YCTOWYMBOCTH T€HOTHIIBI.

BHenpenue pe3yabTaToB. pe3yibTaThl IPEACTABICHbl Ha HAIMOHAIBHBIX U

MEXIYHApOJHBIX HayUHbIX KOH(EPEHIMSIX, OMyOJIMKOBaHbl B HAYYHBIX KypHanax. M3noxeHHbie
METOJbl ObUIM MPUMEHEHBI ISl OLIEHKH (UTOCAHUTAPHOIO COCTOSHUSL sSO0JOHEBBIX CaT0B U
ornpeneneHus: Hanooee 3(pPEeKTUBHBIX TAPAMETPOB XPAHEHUS JJISI CHIKEHHSI TIOpaXKeHUs S0JI0K
[IaTOT€HAMM; KOMIUIEKCHAs! OLEHKH aKKyMYJSILIMM MHUKOTOKCHHOB B IIUILIEBBIX NPOAYKTaX BO

BPEMA XPAaHCHUS; BBISABJICHUA 'CHOTHUIIOB TOMATOB, YCTOI>'I‘IHBBIX K (1)I/ITOHJ'I33M€.
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