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INTRODUCERE

Cultura usturoiului (A/lium sativum L.) este la fel de veche ca si istoria rasei umane si atat
de extinsd cat insasi civilizatia. Trimiteri la aceastd planta se regisesc si-n Biblie si Koran
reflectdind importanta sa atit ca si aliment cét ca si plantd horticold (Tapsell, 2006). Familia
Alliaceae cuprinde una dintre cele mai importante grupuri de plante, In ceea ce priveste
importanta economicd, inclusiv culturi de legume majore, cum ar fi usturoi (A/lium sativum L.),
praz (A. porrum L. syn. A. ampeloprasum), ceapa (Allium cepal..) (Brewster, 1994).

Cunostinte de cultivare a usturoiului (Allium sativum L.), de utilizare culinard si
medicinald au fost aplicate si de vechile civilizatii din Orientul Mijlociu si din Est, provenind din
studii si dovezi arheologice ample. Aceste dovezi includ pictograme si alte arte antice care apar
pe hartie, sculpturi in piatra inclusiv plante intacte ( Parejo, 2002).

Usturoiul este bogat in antioxidanti, care ajuta la distrugerea radicalilor liberi - particule care pot
deteriora membranele celulare, pentru a interactiona cu material genetic, si, eventual, si
contribuie la procesul de imbatranire, precum si dezvoltarea unui numar de conditii, inclusiv boli
de inima si cancer. (Rivlin, 2006,2001)

Usor de cultivat, fara sa necesite conditii speciale, usturoiul (Allium sativum L.) poate genera
productii de peste 20 — 22 tone la hectar. La nivelul anului 2009 potrivit datelor furnizate de FAO
a Natiunilor Unite, productia mondiald a fost de peste 18 milioane tone, din care aproape 16
milioane tone produse de primii zece producatori mondiali. Lider incontestabil: China cu peste 12
milioane tone (78 % din productia mondiald), urmata de alte doua tari din zona asiatica: India
(645000 tone) si Coreea de Sud (325000 tone). Uniunea Europeana este al patrulea producator
mondial (300052 tone); in continuare lista primilor zece producatori se continud cu: Egipt
(258608 tone), Rusia (254000 tone), SUA (222000 tone), Argentina (140000 tone) si Ucraina
(125000 tone).

Resursele genetice vegetale reprezinta una dintre cele mai valoroase resurse (Ramanatha
si Hodgkin, 2002), asigurand diveristatea genetica atat de necesara deopotriva fermierilor cat si
amelioratorilor care o folosesc in obtinerea unor noi cultivare care fie prezinta o productivitate
ridicata, calitate imbunatatita, sau sunt mult mai adaptate la stresul abiotic sau mult mai rezistente
la patogeni si daunatori. Pe de alta parte, cAind medicina conventionald e incununata de lauri si a
preluat in mod oficial controlul, medicina alternativd, cu ramurile ei §i vechi, si noi, precum
homeopatie, fitoterapie, sau diete macrobiotice, isi arata in statistici impactul asupra oamenilor.

In acest context obiectivul major al cercetdrii noastre s-a indreptat spre identificarea unor
noi surse de germoplasma ce poate fi valorificatd pe diferite cai avand in vedere cadrul socio-
economic actual ce impune gasirea unor metode alternative de exploatare rationala a resurselor
genetice. Astfel s-a urmarit analiza fenotipica si genetica a unor populatii de Allium sativum din
zona de vest a Romaniei cu scopul de a identifica populatii valoroase cu potential ridicat de
utilizare.

» Impactul tematicii de cercetare urmarite in contextul European, Regional si
National

Tematica de cercetare se incadreaza in strategia europeana de conservare a resurselor genetice.

1. Conservarea ex situ a resurselor genetice Art. 9 al Conventiei privind diversitatea biologica
adoptata la Rio de Janeiro, 1992 (L 58/94) http://www.cbd.int/default.shtml

2.Conventia privind conservarea speciilor salbatice si a habitatelor adoptatd la Berna 1979
(L13/93) http://www.coe.int/t/dg4/cultureheritage/nature/Bern/default _en.asp

3.Conventia de la Washington CITES, 1973 (69/94)http://www.cites.org



Specificatiile ITGRA
- "resursele genetice sunt conservate §i puse, fara restrictii, la dipozitia beneficiarilor
generatiilor prezente §i viitoare" ca parte a "zestrei ereditare a lumii."
- principiul privind suveranitatea statelor asupra propriilor resurse genetice (FAO Rezolutie
3/91)
- principiu regasit in textul Conventiei privind diversitatea biologicd un an mai tarziu (1992)
in 1996 —din punct de vedere oficial se recunoaste pentru prima data in cursul Conferintei Partilor
relevanta cunoasterii rudelor silbatice a speciilor care sunt utilizate in agricultura si in alte
domenii. Aceste specii reprezintd o resursa extraordinar de valoroasa pentru ameliora-
tori si pentru viitoare incercari.
De ce avem nevoie?
Conform documentului ITCPGR/96/3

- colectii durabile ex situ

- refacerea resurselor periclitate ex situ

- extinderea conservarii ex situ

- concentrarea programelor de conservare ex situ

- monitorizarea amenintarilor legate de pierderea de biodiversitate agricola

- imbunatatirea educatiei

- promovarea constientizarii publice cu privire la importanta conservarii tuturor resurselor
genetice cu importanta in agricultura

= SCOPUL SI OBIECTIVELE TEZEI

Tema de doctorat e propusd spre analiza variabilitatii si ereditatii caracterelor si
insusirilor implicate direct In productivitatea plantelor din populatiile locale colectate din partea
de Vest a tarii. Selectia unor populatii valoroase care sa poata fi utilizate pe diferite cai in
ameliorarea clasica, in industria farmaceutica sau in medicina homeopata este necesara chiar daca
specia este bine studiata si exploatatd. Conditiile climatice in continud schimbare si fluctuatiile
mari de temeperaturd sunt principalele cauze ale pierderilor de productie la majoritatea speciilor
cultivate. Astfel se impune permenent cautarea unor solutii pentru a creste productivitatea
plantelor in noile conditii de mediu si a gestiona cat mai bine resursele genetice existente.

Pentru a ne atinge obiectivul principal ne-am propus urmatoarele obiective specifice:

1. Carcterizarea genotipurilor luate in studiu ca surse de germoplasma cu posibilitate de
valorificare in ameliorare.

2. Ereditatea si variabilitatea in reproducerea vegetativa a caracterelor morfologice si fenologia
plantelor.

3. Studiul ciclului celular mitotic la populatile analizate prin metoda citometriei in flux

4. Gradul inrudirii populatiilor prin utilizarea markerilor moleculari de la nivelul ADN.

5. Variabilitatea produgilor de metabolism din bulb.



=  Material biologic folosit

Materialul biologic a constat din 16 populatii locale de usturoi de toamna (Allium sativum
L.), colectate din judetele Timis, Arad si Hunedoara (Tabelul 1).

Tabelul 1. Caracteristici ale populalJiilor de 4/ium sativum la momentul colectarii in situ

Nr. Nr. catalog Locul de colectare/Adresa Anul colectarii Observatii
Crt. | (al Disciplinei
de Genatica)
1 1252 Maraus, nr. 18, jud. AR 2003 Usturoi de toamna
2 1269 Seitin, jud. AR 2003 Usturoi de toamna
3 1484 Capalnasg, jud. AR 2004 Usturoi de toamna
4 1763 Sebis nr. 5, jud AR 2004 Usturoi de primavara
5 1765 Saldjeni nr. 21, jud. AR 2004 Usturoi de primavara
6 1768 Sebis, nr. 18, jud AR 2004 Usturoi de primavara
7 1770 Sebis, nr 94, jud AR 2004 Usturoi de primavara
8 1231 Cenad,nr.1259, jud TM 2002 Usturoi de primavara
9 1235 Chizitau, nr. 80, jud TM 2002 Usturoi de primavara
10 1279 Capdt, nr. 107, jud. TM 2003 Usturoi de primavara
11 1480 Valcani, nr. 556, jud TM 2004 Usturoi de primavara
12 753 Curechiu, nr. 95, jud HD 2001 Usturoi de primavara
13 750 Bécéia, nr. 75, jud. HD 2001 Usturoi de primavara
14 754 Poiana, nr 6, jud. HD 2001 Usturoi de primavara
15 755 Poienita, nr. 46, jud. HD 2001 Usturoi de primavara
16 772 Oprisesti, nr. 4, jud.HD 2001 Usturoi de primavara

= Metodologia de lucru

» Organizarea experimentelor de cAmp in conditii ex situ

In mod obisnuit, usturoiul (Allium sativum L.) se inmulteste pe cale vegetativa, prin
,,catei’” (bulbi adventivi), numai in lucrarile de ameliorare folosindu-se inmultirea prin seminte.
Inmultirea vegetativa se desfasoara astfel:

Cultura de usturoi (4l/lium sativum L.) s-a Infiintat intr-un teren insorit, s-au plantat ,,cateii,,
de usturoi toamna si de primavara in luna octombrie la Timisoara si la Cenad la o distanta de 25
cm intre randuri si 15 cm pe rand iar cateii s-au introdus la cca 3 cm adancime in pamant. In
perioada de vegetatie cultura a fost prasita, irigata dupa cum a fost cazul.

Recoltarea bulbilor de usturoi (4l/lium sativum L.) s-a efectuat cand s-au observat primele
semne ale coacerii — ingélbenirea totald si inceputul polignirii frunzelor si anume sfirsitul lunii
iunie pentru provenientele de toamna si inceputul lunii iulie pentru provenintele de primavara. Nu
s-a permis uscareca definitivd a frunzelor inainte de recoltare deoarece, bulbii rascopti se
dezgolesc de solzi si se desfac in catei, ceea ce duce la mari pierderi de roade la recoltare si in
perioada pastrarii.

Recoltarea s-a efectuat pe timp uscat, bulbii scosi s-au scuturat de pamant evitand
vatdmarea mecanica §i s-au agezat pentru a se usca la suprafata solului pentru 2 zile la soare iar
dupa uscare s-au retezat frunzele lasand un ,,ciot,, de 1,5 — 2 cm de asupra umerilor bulbului iar
radacina a fost scurtata pana la 1 cm. Usturoiul (Allium sativum L.) s-a pastrat la o temperatura de
1 — 3 °C si o umiditate a aerului de 75%.

Dupa, recoltare s-au efectuat masurdtori pentru lungimea plantei, diametru capatanii, naltimea
capatanei la populatiile de usturoi (4/lium sativum L.) si s-au numarat pentru fiecare capatina de



usturoi cateii obtinuti, dupd care s-au cantdrit cateii de usturoi (A/lium sativum L.), pentru a
cuantifica diferentele dintre populatiile locale de usturoi (4//ium sativum L.)

= Calculul statistic si interpretarea datelor rezultate in urma experientelor

Rezultatele obtinute Tn urma masuratorilor efectuate la partea practica a experimentului au fost
analizate prin metoda analiza variantei. Pentru prelucrarea statistica s-a folosit programul
Stastistica7/Windows:

» Media aritmetica + abatere standard

» Corelatii

» Analiza semnificatiei diferentei-Testul Duncan

» Analiza variantei — ANOVA/MANOVA

= Metoda extractiei ADN

Frunze proaspete de usturoi au fost colecate si pastrate la -20°C pentru valorificarea
ulterioara. 50 mg de frunze au fost folosite pentru extractia ADN total folosind metoda 2xCTAB (
cu cateva modificai, Saghai-Maroof, 1984). ADN-ul extras a fost apoi curdtat cu kitul DNA
Clean Kit de ZymoResearch (BioZyme). Calitatea si cantitatea de ADN extrasa a fost
cunantificatd prin spectrofotometrie, prin efectuarea raportului obtinut in urma masuraorilor la
lungimile de undd 260nm si 280nm. ADN — ul extrs a fost diluat ulterior la 50 ng/ pl.

. Reactia PCR-RAPD

Pentru analiza RAPD s-au utilizat 10 de primeri OP-A (Operon Techologies, Aalmeda).

Amplificarea ADN a fost realizatd intr-o reactie PCR de 20 pl volum, ce contine urmatoarele
componete:
- 50 ng ADN, Produsii de amplificare au fost separati in gel de agaroza. Gelurile au fost
fotografiate la lumina UV. Marimea fragmentelor amplificate a fot estimatd in functie de un
reactiilor s-a procedat la repetarea experimentelor din acelasi material ADN precum si din ADN
extras dintr-o doud probe de frunze.

Tabelul 2. Secventa primerilor RAPD utilizati (Biosearch Technologies, INC)

Nr. Secventa de oligonucleotide a primerilor
crt.
1 P2-5’d(GGT-GGC-CAA-G)3’
2 P5-5°d(CAC-TGG-CCC-A)3’
3 P7- 5°d(TGG-TCG-GGT-G)3’
4 P8- 5°d(CTA-AGC-GCA)3’
5 P9- 5°d(TTG-CTG-GGC-G)3’
6 P11- 5°d(CCG-CTG-GAG-C)3’
7 P12 -5°d(CGG-AGA-GCG-A)3’
8 P13- 5°d(CGA-CCA-GAG-C)3
9 P15- 5°d(GCT-CCC-CCA-C)3’
10 P16 -5’ d(TTG-CTG-GGC-G)3’

=  Metoda citometriei 1n flux

Se recolteaza aproximtiv 0,5 cm? de tesut foliar se marunteste foarte bine in 0,5 ml Nuclei
Extraction Buffer timp de 30-60 secunde, urmata de incubarea probei in acest tampon pentru inca
cel putin 30-90 secunde la temperatura camerei.



Fig.1. FlowCitometrul utilizat in experimentare
(din cadrul disciplinei de Geneticd, USAMVB Timigoara)

Apoi amestecul se toarna intr-un filtru Partec de 50 um, dupa care se aduga cate 2 ml/proba
solutie de colorare. Probele se incubeaza la Intuneric timp de cel putin 1h, inainte de a se analiza
la flowcitometru. Probele astfel preparate sunt stabile timp de 12 ore la 4°C. Analiza la
Flowcytometru a probelor de usturoi (Allium sativum L.), s-a realizat pe ,,The Partec CyFloew
SL flow cytometer complies with the European IVD Directive 98/79/EC and is therefore marked
with the CE sign”’ (Fig. 1).

%, Protocolul de prepararea solutiei de colorare (Stainining Solution):

Pentru analiza unei probe se amesteca 2 ml solutie tampon de colorare (Staining Buffer) cu
12 pl solutie stoc PI (propidium iodide) si 6 pl solutie stoc RNA-z&; aceasta solutie de
colorare este valabila 24 h daca este pastrata la 4°C.

= Metode biochimice de determinare a continutului si prezentei unor
substante utile in bulbi

Bulbi de usturoi (Allium sativum L.) din populatiile locale luate in studiu (din cele 16 de
populatii locale), au fost curatati spalati cu apa deionizatd. Umiditatea reziduald se evapori la
temperatura camerei prin uscare timp de 2 — 3 zile pe o héartie curata, pentru a evita dezvoltarea
microorganismelor fungice. Materialul vegetal este tdiat si triturat in laborator.

Analizd chimicd pentru determinarea compozitiei esantionului a fost efectuat folosind
procedura standard. Continutul de apd a fost determinatd de uscare a aerului, continutul de
grasimi prin extractie Soxhlet, glucidele calculate prin diferentd, continutul de cenusd prin
incinerare, fibrd brutd prin incinerare si digestie cu acid si digestie cu baze, iar proteinele prin
metoda Kjedahl. (AOAC, 1990).

Estimarea valorii energetice a fost estimatd (in kcal) prin Tnmultirea procentului proteina
bruta, lipide brute si carbohidrati, cu factorii recomandati (2,44, 8,37 si respectiv 3,57), folositi in
analiza legumelor.Valoarea calorica a fost determinata pe baza factorului Atwater (FAQ, 2006a).

Pentru extractie a fost folosit ca solvent eterul de petrol in conditii supercritice, temperatura in
extractor a fost de 40°C, iar presiunea si fluxul de CO, au fost 25,33 MPa si 30 g min™, timpul de
extractie a fost de 1,5 h.

Pentru inmuiere la temperatura camerei, 100 g de proba, usturoi triturat intr-un recipient
ermetic a fost lasatd 24 ore, utilizdnd solventi care se folosesc la extractie cu Soxhlet. Pentru
extractia prin metoda Soxhlet, 100 g de proba a fost utilizata, folosind ca solventii eter de petrol si
35 — 60 etanol 99,7% 8 h. Extractele sunt filtrate si separate la temperaturd joasd intr-un
evaporator rotativ. Amestecul separat este reluat cu api. Inainte de utilizare extracte, inchise
ermetic, au fost depozitate intr-un frigider.



. Decelarea si cuantificarea alil — izotiocianatului prin tehnica GC — MS

Identificarea si cuantificarea alil — -izotiocianatului s-a bazat pe adaptarea metodelor lui Jiang
si colab. Metoda propusa s-a diferentiat prin protocolul de lucru aplicat in etapa de pregatire a
probei de alil — izotiocianat (extractie lichid — lichid cu metanol), utilizarea ca standard extern a
alil — izotiocianatului de puritate 99% (Sigma), precum si aplicarea unui regim de variatie a
temperaturii cuptorului gaz-cromatografului mai rapid.

= REZULTATE SI DISCUTII

» Caracterizarea provenientelor din colectie sub raportul caracterelor de prim
interes, in folosirea ca material initial pentru ameliorare

Se fac referiri la greutatea capatanii a cateilor $i numarului acestora cuprinsi in capatana.

Ordinea de prezentare a datelor este de la aprecieri generale privind ansamblul provenientelor la
particularizari in care se evidentiaza datele fiecarei proveniente.
In tabelul 8 si reprezentarile grafice (Fig. 2; 3; 4 ) se reda prin media generali a caracterelor de
interes (greutatea capatanii, si numarul cateilor ce alcatuiesc capatana), stabilitd pe ani si in ciclul
anilor de studiu ( 2005 — 2008), separatia formelor usturoiului de primavara si de toamna. Potrivit
datelor pentru greutatea capatanii, in cultura de la Timisoara se intdlnesc cele mai ridicate valori
in anul 2008, atat in ansamblul provenientelor de primévara cat si celor de toamna.

Anul 2008 a excelat prin conditii climatice favorabile, temperaturi moderate si
disponibilul cel mai ridicat de precipitatii in special toamna, la Tnradacinarea plantelor si In luna
martie, favorizdnd demarajul activ al cresterii plantelor. De conditii aseméanatoare a beneficiat
cultura in anul 2006, 1n care caracterele mentionate au avut valori apropiate celor din anul 2008.

L a Cenad pe teren cu sol usor,valorile de varf au fost inregistrate in anii 2005 — 2006,
sub influenta aceluiasi factor, umiditatea ridicatd asiguratd in perioada de crestere activd a
plantelor in lunile de primavara.

Numarul cateilor in capatand variaza la ambele forme de usturoi in limite mai apropiate, fiind
caracterul cu cea mai mare stabilitate.

Tabelul.3 Centralizatorul valorilor medii ale ansamblului de proveniente cultivate ex situ In doua
locatii, 1n ciclul complet al anilor experimentali 2005 — 2008

Usturoi de primavara Ustuoi de toamna
Timisoara Cenad Timisoara Cenad
Anii  de | Greutatea | Numdir Greutatea | Numir Greutatea | Numdr Greutatea | Numdir
cultivare cipdtanii | cdtei in | cdpitdnii | citei in | cApitdnii | citei 1in | cdpitdnii | citei in
(g) capatana capatana (2) capatana (2 capatana
2005 9,16 8,89 10,35 9,63 13,32 7.53 1437 8,17
2006 10,15 9,81 10,06 9,81 14,32 8,47 14,27 8,60
2007 9,26 9,60 8,99 9,44 14,08 8,83 13,60 8,87
2008 10,44 9,44 9,31 9,47 15,07 8,40 14,12 8,53
MEDII GENERALE
2005 - 19,75 9,43 9,67 9,58 14,44 8,31 14,08 8,54
2008
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Fig 2. Diferentierea ansamblului de proveniente in anii analizarii, ~ Fig 3. Diferentierea ansamblului de proveniente in anii analizarii,
prin greutatea capatanii, la cultivarea In Timisoara si Cenad prin greutate cétei din capatana (g), la cultivarea in Timisoara si Cenad
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Fig. 4 Diferentierea ansamblului de proveniente in anii analizarii,
prin numarul céteilor in cépatana, la cultivarea in Timisoara si Cenad

In figurile 5 — 6, ilustram deosebirea formelor usturoiului de toamna si de primavara, prin
nivelurile de exprimare la nivelul plantelor apartinatoare, caracterelor implicate In productivitatea
cantitativa.

Fig.5 Landraces of spring garlic Sebis (,original)



Fig. 6 Landraces of autumn garlic Maraus (original)

e Caracterizarea provenientelor usturoiului de toamna sub raportul caracterelor
implicate in productivitatea cantitativa a plantelor

Urmarind caracterizarea provenientelor usturoiului de toamna sub raportul nivelului de exprimare
la plante a caracterelor cu interes pentru productie. Prin aceste prime date privind numarul mai
ridicat al cateilor in cdpatana si cu observatia potrivit careia provenienta de Seitin nu formeaza
tija florald, se confirma manifestarea ei cu tendintd de trecere in categoria formelor usturoiului de
primavara.

Tabelul 4. Diferentierea provenientelor usturoiului de toamna prin medii generale la caracterelor de productie la plante,
stabilite in ansamblul aniilor si localitatiilor de cultivare ex situ

Nr. crt. Landraces bulb weight (g) clove weight (g) no of cloves/bulb
Mean+Ab.st Mean+Ab.st Mean+Ab.st
1 Seitin 15,75+3,07 1,75+0,24 8,9242,12
2 Cépalnag 15,38+2,94 1,72+0,29 8,69+1,45
3 Maréus 11,67+2,60 1,49+0,34 7,66+1,62
MEANS 14,273 .41 1,65+0,31 8,43+1,83
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Fig. 7. Diferentierea provenintelor prin greutatea capatanii,
in medie pentru ansamblul anilor de cultivare ex situ

Fig. 8. Diferentierea provenintelor prin greutatea individuala
a cateilor/capatana, in medie pentru ansamblul anilor
de cultivare ex situ
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Fig.9. Diferentierea provenintelor prin numarul cateilor din capatana,
in medie pentru ansamblul anilor de cultivare ex situ
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Fig. 11. Coeficientul de corelatie intre caracterele plantelor
Fig. 10. Dendograma obtinuta in urma analizei pe toti cei patru ani de cultivare
caracterului greutatea capatanii la populatiile de Allium sativum L.

Toate caracterele de productie sunt corelate pozitiv intre ele (Fig. 11), coeficientul de corelatie
fiind foarte semnificativ. Exceptie este corelatia negativa foarte semnificativd intre greutatea
medie a cateilor individuali si numarul de catei/capatana (r=- 0,1338; p= 0,000).

= Analiza relalliilor filogenetice la populatiile de Allium prin utilizarea
markerilor moleculari ADN.

In urma extractiei ADN din frunze de Allium, calitatea si cantitatea acestuia a fost verificata prin
analiza spectofotometrica [Ji migrare in gel de agaroza dupa colorarea in prealabil cu bromura de
etidiu (fig.12) .
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Fig. 12. Calitatea ADN extras la populatiile locale la Allium sativum L. prin migrarea a 10 % din cantitatea totala in gel de
agarozd 1% (fara tratare cu RNAza). (1-16 reprezinta probe extrase de la fiecare populatie in parte; 17-27 duplicari ale extractiei acolo
unde a fost posibil)

In figurile urmatoare (Fig.13-14) sunt prezentate rezultatele amplificarii PCR cu diferiti primeri
RAPD la toate cele 16 populatii de A//ium comparativ cu varianta Martor (Usturoiul de Cenad).
Probele ADN de la diferitele populatii au fost amplificate cu primeri RAPD. Produsii de reactie

au fost separati in gel de agaroza de 1.2% si vizualizati in lumind UV dupa colorare cu bromura
de etidiu.
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Fig. 13. Profilul RAPD la populatiile de Allium sativum L.
cu oligomerul P5-5°d(CAC-TGG-CCC-A)3’
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Fig. 14. Profilul RAPD la populatiile de Allium sativum L.
cu oligomerul P9- 5°d(TTG-CTG-GGC-G)3’

In cazul analizei RAPD este foarte importantd reproductibilitatea separarii produsilor de RAPD,
asa ca s-a efectuat repetarea reactiilor PCR de cel putin 2 ori si s-au comparat rezultatele obtinute
pentru fiecare populatie in parte.

Pentru analiza polimorfismului molecular la populaiile de usturoi s-au luat in considerare doar
acele benzi care prezentau amplificare clara si care se regiseau la cele 2 repetitii. In scopul aprecierii
obiective a electroforegramelor a fost calculat polimorfismul (P, %) fragmentelor amplificate de ADN.
Pentru o mai buna cuantificare a rezultatelor produsii de amplificare s-au notat cu 1 pt. benzile prezente
si cu 0 pt. benzile absente. Spectrele electroforetice pot fi utilizate pentru constructia dendrogramelor,
care reflectd gradul de similaritate a genotipurilor analizate. Aceasta analizd foloseste in calitate de
punct de reper prezenta benzilor, notate prin 1, si absenta lor, notate prin 0. Ulterior s-a trecut la
calcularea distantelor genetice si construirea dendogramei filogenetice (fig.15).

La populatiile de usturoi (4//ium sativum L.) polimorfismul genetic obtinut este de 16,39 %.

Nu este un polimorfism ridicat care insd poate fi explicat prin natura provenientei populatiilor.
Distantele geografice intre zonele de colectare nu sunt foarte mari de aceea si polimorfismul lor este
scazut. Mai trebuie spus ca in general stabilitatea genomului la usturoi este ridicatd. Numarul de benzi
obtinute Tn urma amplificarii a variat intre 2 (Primer RAPD 2) si 10 benzi amplificate (Primer RAPD
5). Intensitatea benzilor a fost de asemnea diferita, putand fi clasificate in benzi de intensitate scazuta,

medie sau intensd. Pe baza numadrului de benzi amplificate s-au calculat distantele genetice intre
populatii



Intre populatiile analizate, distantele genetice sunt sub 0,50 indicand o grupare foarte apropiati ca
si un grad de inrudire apropiat. Analiza UPGMA releva acest fapt si face o clasificare filogenetica a
genotipurilor analizate (Fig.15). Se poate observa cid atat genotipul Martor (Cenad) sta la baza
clusterului cat si populatia de AR se ramificd independent de restul genotipurilor ceea ce indica o
evolutie separatd la un moment dat dintru-un ancestor comun. De altfel din clusterul obtinut se distinge
prin grupare foarte apropiata pe zonele de proveninta a populatiilor.
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Fig.15. Dendrograma obtinuta in urma analizei UPGMA la populatiile de A/lium

De asemenea se observd o diferentiere in interiorul grupurilor de provenientd zonali. In toate
cazurile se observa o tendintd clara de distributie in functie de zona geografica, ceea ce indica, ca este
vorba de o izolare bazati pe modelul distantei (fig.15). In general variabilitatea genetica in cazul
populatiilor de usturoi este scazuti ceea ce reflectd o oarecare stabilitate conservatd a genomului. Avand
in vedere cd nu se cunoaste cu exactitate modul in care au aparut aceste populatii este prematur in a ne
pronunta cu privire la baza lor geneticd in conditiile ultilizarii unei singur tip de markeri genetici. Din
pacate resursele existente panad la momentul experimentarii ne-au permis doar analiza RAPD. De
asemena in cazul in care produsii de PCR amplificati se diferentiaza prin cateva nucleotide este greu de
cuantificat fiecare banda in parte prin analiza profilelor electroforetice in gel de agaroza. Pentru a afla
care este baza geneticd a acestor clone se poate folosi tehnica ITS (internal transcribed sequence) a
ADN ribosomal. Lungimea acestor secvente poate evalua foarte rapid de la un genotip la altul fapt care
duce la o mare variatie a acestor secvente in genom, facandu-le candidatii ideali in studiile de filogenie.

* Analiza rezultatelor obtinute prin citometria in flux

Citometria 1n flux este una din metodele cele mai utilizate in determinarea continutului de
ADN precum si in analiza distributiei celulelor in diferite faze ale ciclului celular. Se pot distinge
patru faze celulare in timpul diviziunii mitotice: G1,G2,S (faza de sinteza a ADN), si M (mitoza
propriu-zisa). Totusi fazele G2 si M care au acelasi continut de ADN nu pot fi discriminate
separat doar pe baza continutului de material genetic. Analiza citofotometricd 1n cazul
populatiilor de usturoi s-a facut prin utilizarea softului producatorului care a permis calcularea
procentului de celule ce se afla in diferite faze ale ciclului celular. De normaliatatea ciclului
celular depinde dezvoltarea ulterioard si toate procesele de crest@e a plantei. Din acest motiv
studiul ciclului celular care constitue punctul initial al cresterii numarului de celule si implicit a
organelor este foarte important. Citogramele cele mai reprezentative obtinute sunt prezentate mai
jos.

Analiza FCM la populatia de Cenad din judetul Timis, indicd o distributie normla a
celulelor 1n ciclul celular fiind in concordanta cu media citogramelor ciclului celular observate la



celelalte populatii. Se observa o activitate intensd in mitoza propriu — zisa, cu distributia normala
a celulelor.
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Fig. 16. Citograma distributiei celulelor in ciclul celular la populatia de usturoi (a.Cenad; b.Sebis)

In concluzie se poate observa ci modificarea conditiilor de cultivare de la cele naturale la
cele ex situ nu are nici o influenta asupra ciclului mitotic la populatiile de A//ium analizate. Datele
obtinute sunt in concordanta cu datele citologice privind analiza ciclului celular la plante.

= Analiza evaluirii din punct de vedere biochimic al populatiilor de Allium
sativum L.

Calitatea usturoiului este o insugire geneticad determinatd de un numar mare de gene si
fiind o insusire extrem de complexa, determinati de caracterele morfologice, biochimice,
calitative si tehnologice, fiind foarte greu de controlat. Compozitia chimica a usturoiului (4/lium
sativum L.) este determinatd de genotip si de conditiile de cultura. Din greutatea totala usturoiul
contine 65 — 87% apa, restul de 13 — 35 % fiind substantd uscatd, din care aliina are o pondere
destul de importanta. Plantele reactioneazd la factorii de stres abiotic, prin producerea
aminoacidului prolin, aici se poate specifica, prin remarca populatiei locale de Cenad din judetul
Timis care s-a dovedit a fi un bun acumulator de prolina atat in conditii normale de hidratare cat
si In conditii de secetd (Petcov (Uzun) si colab., 2009), in schimb determinarea cantitativa a
pigmentilor clorofilieni din frunze proaspete la populatia de usturoi Cenad, s-a inregistrat un
continut sub medie de 7,95mg/l pentru clorofila de tip a si 4,76mg/l pentru clorofila de tip
b.(Petcov(Uzun) si colab., 2009).



Tabelul 5. Prezentarea concentratiilor de apa, cenusa, glucide, lipide, protide, fibre,aliina prezente

in populatiile locale de usturoi (Allium sativum L.)

. ; ] Protide % . Valoare energy. ..
0, 0, o, 0, 0,
Proba Apa % Cenusa % Glucide % Lipide % (N x 6,25) Fibre % (keal) Aliina (mg /g)
Cenad TM 65,0 13 273 12 6.1 1,1 2 6,12
1231
Chizatau TM 87.0 0.6 12.1 0,1 0,5 0,6 4 7,49
1235
Capat TM
1279 76,4 0,4 12.6 0,1 2,0 0,5 5 7,03
Valcani TM
1480 88,0 0,7 19,8 0,1 1,3 0,7 3 7,55
Maraus AR
1252 94,0 0,7 15,8 0,1 2,0 0,8 6 3,9
Seitin AR
1269 81,0 0,7 18,7 1,1 3,8 0,9 7 3,1
Capalnas AR
1484 74,0 0,9 18,3 1,4 2,9 0,4 4 42
Sebis AR 1763 88,0 0,9 19,8 0,3 1,3 0,5 2 4,39
Saldjeni AR
1765 65,0 1,1 27,3 1,2 6,1 0,9 13 2,8
Sebis AR 1768 78,0 1,3 16,0 0,6 8,3 0,8 10 3,2
Sebis AR 1770 79,0 0,9 22,8 0,7 8,0 0,5 8 4,0
Curechiu HD 76.4 0.9 19,8 1,0 6,4 0,3 6 5,1
753
Poiana HD 754 84,0 0,6 19,8 0,8 6,2 0,9 13 49
Poienita HD 755 | 90,0 0,5 16,0 0,3 3,0 0,3 3 5,2
Oprisesti 772 65.0 1.1 273 1,4 6,1 1,0 2 4,6
HD
Bacaia HD 750 76,4 0,5 20.6 1,8 2,0 0,8 3 5,7

[s] .

Glucide TM

" Glucide AR

“Glucide HD

"Lipide TM

"Lipide AR

"Lipide HD

" Protide TM

" Protide AR

"Protide HD

" Aliina T™M

" Aliina AR

" Aliina HD

TM AR HD TM AR HD TM AR
Fig.17. Reprezentarea grafica a mediilor concentratiei
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Rezultatele obtinute (Fig.17 ), evidentiaza un continut ridicat de aliind la populatiile de usturoi
din judetul Timis (7,05 + 0,29 mg/g ) (Tabelul 5) comparativ cu populatiile din judetul
Hunedoara (5,14 + 0,16 mg/g ) respectiv Arad (3,67 = 0,21 mg/g ), pe cand continutul de aliina in
usturoi este de 2,8 - 7,7 mg/g, greutate in stare proaspata, acesta putdnd varia intre 8 — 25%,
reprezentdnd 63 — 84% din substanta uscatd, principalele componente sunt reprezentate de
proteine, glucide, cenusd, etc.Tindnd cont de faptul cd la 100 g usturoi proaspat continutul de




glucide este intre 20 -25 %, noi am obtinut o concentratie de 20,7 % la populatiile din judetul
Hunedoara, urmate de populatiile din Arad (19,81%) si Timis (17,95 %). in ceea ce priveste
continutul de lipide s-a constatat ca populatiile din judetul Arad, cu o medie de 0,77 + 0,17 % si
cele din judetul Hunedoara 1,06 + 0,23 %, corespund limitei standard in analiza legumelor.
Valorile obtinute in urma rezultatelor la popultiile de usturoi (Allium sativum L.) din judetul
Timis ( 0,38 + 0,24) (Tabelul 5) au scidzut situandu-se sub limita standard de 0,6 %,
corespunzdtoare in analiza legumelor. Continutul de protide este cuprins in medie Intre 6% si 7%
din substanta proaspatd, iar aminoacizii esentiali, precum si raportul echilibrat intre acestia, dau
usturoiului.
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Fig. 18 Cromatograma GC — MS a extractului de usturoi (4//ium sativum L.)

Cromatograma obtinuta (Fig. 18), reflecta faptul ca prezenta diallyldisulphide int-un timp
relativ scurt este prezent in concentratie maxima urmat de allyl methysulfide, allyl mercaptan.

* CONCLUZII SI RECOMANDARI

1. Toate provenientele urmdrite in studiu se impun atentiei ca material initial de
ameliorare, pentru specificul subzonelor din care s-au colectat;

2. Drept criteriu expres pentru selectarea biotipurilor din cadrul provenientelor este
amplitudinea largita de variatie a caracterelor de interes, spre valori superioare,
care este evident asociatd cu valorile mai ridicate, in special pentru greutatea
capatanii plantelor;

3. Analiza filogeneticd bazatd pe markeri moleculari indicd o grupare apropiata intre
populatiile de usturoi (Allium sativum L.) analizate cu distante genetice mici ceea ce
denota o stabilitate ridicata a genomului;

4. Analiza ciclului celular la populatiile locale de usturoi (Allium sativum L.) releva o
evolutie normald a ciclului celular, desi coeficientul de variabilitate la unele populatii din
judetul Hunedoara si Timis, ete cu 2% mai mare decat pragul de 5%; Aceste variatii pot
fi puse pe seama eficientei protocolului de izolare a nucleilor, care probabil in unele
cazuri a fost mai putin eficient.

5. Numarul de celule analizate la Flowcitometer au variat intre 5000 si 10000, ceea ce este
suficient pentru analiza distributiei celulelor in fazele de diviziune. Nu se remarca nici o
evolutie anormala la cele 16 populatiide usturoi (A/lium sativum L.) analizate ceea ce
releva din nou stabilitatea genomului, capacitatea de adaptare ridicata la conditiile de
mediu;



6.

1.

12.

13.

Continutul de aliind prezent in bulbii de usturoi este mai ridicat si se incadreaza in
limitele standard, la populatiile de usturoi din judetul Timis comparativ cu cele din
judetul Arad si Hunedoara;

Prin conservarea in situ, materialul vegetal este expus modificarilor genetice ca urmare a
selectiei naturale sau artificiale. Conservarea ex situ prin tehnicile traditionale de stocare
a resurselor vegetale permite conservarea plantelor si a germoplasmei, multiplicate de la
an la an.
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