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EVALUAREA LINIILOR CONSANGVINIZATE DE PORUMB iN BAZA REZISTENTEI

LA FUNGI TOXIGENICI DIN GENURILE FUSARIUM SI ASPERGILLUS

Cristina GRAJDIERU, Elena BALICI

Institutul de Genetica, Fiziologie si Protectie a Plantelor

In articol sunt prezentate datele evaludrii mostrelor colectiei de porumb in baza rezistentei la fungi toxigenici din ge-
nurile Fusarium si Aspergillus. In calitate de criterii s-au folosit gradul de atac si intensitatea infectirii genotipurilor la
fuzarioza stiuletilor. In conformitate cu rezultatele testarilor, liniile noi au fost repartizate in grupe dupi rezistenta la
acesti patogeni. Prin utilizarea metodei PCR au fost identificate speciile toxigenice de fungi ce produc aflatoxine, fumonizine
si tricotecene si determinatd specificatia lor in dependenta de genotipul de porumb. Evaluarea starii fitosanitare a boabelor
de porumb la faza de maturitate fiziologicd a evidentiat urmatoarele specii toxigenice: F. graminearum, F. verticillioides,
F. proliferatum, A. flavus, A. parasiticus. Cele mai infectate linii au fost MAH2459 si MAH2461, in boabele carora au
fost detectate 5 specii de fungi toxigenici. lar cea mai putin infectatd a fost linia MAH2452, in mostrele de boabe fiind
identificat doar F. verticillioides.

Cuvinte-cheie: porumb, micotoxine, PCR, putregaiul stiuletilor, mostre de colectie.

THE EVALUATION OF SEVERAL INBRED MAIZE LINES IN TERMS OF RESISTANCE TO

TOXIGENIC FUSARIUM AND ASPERGILLUS FUNGI

The current paper presents the results of evaluation of maize collection samples based on moisture yield. Cob
parameters and kernel ripening period served as criteria. As a result of the research, two promising self-pollinated lines
were identified, which can serve as a source of the desired genes. Molecular identification of toxigenic fungi producing
aflatoxins, fumonisins and trichothecenes and their specification, according to the maize genotype, was carried out. The
mycological evaluation of the phytosanitary status of maize kernels at the physiological maturity stage revealed the
following toxigenic species: F. gramineraum, F. verticillioides, F. proliferatum, A. flavus, A. parasiticus. The most
infected lines were MAH2459 and MAH2461, in whose grains 5 species of toxigenic fungi were detected. The least
infected was the MAH2452 line — only F. verticillioides was identified in grain samples.

Keywords: maize, mycotoxins, PCR, ear rot, collection samples.

Introducere

Porumbul (Zea mays L.) este o cultura cerealierd importanta si in multe tari prezinta sursa principala de
alimentatie pentru populatia umana. Din acest motiv plantatiile de porumb se extind anual, iar cerintele pentru
productia de porumb cresc. Astfel, existd necesitatea de a spori cantitatea si calitatea materiei prime obtinute
de porumb. Cultura data este atacata de un spectru larg de fungi patogeni care provoaca boli devastatoare si
duc la pierderi semnificative din cantitatea si calitatea recoltei. Identificarea exacta a fungilor care apar pe
produsele agroalimentare este aspectul-cheie al oricarui program de prevenire si management al daunatorilor,
oferind informatii esentiale pentru sanatatea culturilor si siguranta alimentelor.

Fungii din genurile Aspergillus si Fusarium prezintd un risc semnificativ pentru porumb fiind agenti cauzali
ai unor boli infectioase, factori biotici de deteriorare a boabelor pe parcursul depozitarii si producenti de mi-
cotoxine. Acesti fungi pot infecta planta pe parcursul vegetatiei, iar unele specii pot patrunde in boabe prin
matase, ocolind barierele mecanice ale panusilor [1]. Genul Fusarium este asociat cu fuzarioza stiuletilor,
care este cauzatd de un sir de specii, printre care cele mai importante fiind F. graminearum, F. verticillioides,
F. proliferatum [2]. Pierderile recoltei din cauza fuzariozei variaza in dependenta de regiunea cultivarii, prac-
ticile agrotehnice aplicate si conditiile climatice — de la 10% pana la 50% [3]. Speciile din genul Aspergillus
sunt mai des asociate cu deteriorarea boabelor pe parcursul depozitarii, dar sub anumite conditii unele dintre
ele, precum A. flavus si A. parasiticus, pot cauza putregaiul stiuletilor [4,5]. Patogenii necesita conditii optime
diferite pentru dezvoltare: F. graminearum necesita umiditate inaltd, dar temperaturi moderate, F. verticillioides si
F. proliferatum necesita temperaturi mai ridicate in comparatie cu F. graminearum si umiditate moderata, iar
A. flavus necesita temperaturi in jur de 30°C [6]. Astfel, in dependentd de an, spectrul agentilor cauzali ai pu-
tregaiurilor stiuletilor la porumb variaza.
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Un alt hazard asociat cu fungii din genurile Aspergillus si Fusarium se datoreaza faptului cd multe dintre
aceste specii pot sintetiza micotoxine, care provoaca toxicoze acute si dereglari serioase ale metabolismului la
om si animale. F. graminearum este cunoscut pentru producerea micotoxinelor DON, care impiedica sinteza
proteinelor, si a zearalenonei, care cauzeaza dereglari ale functiilor reproductive la mamifere [7]. Speciile
F. proliferatum si F. verticillioides in principal sintetizeaza fumonizina B1 ce manifesta efect nefrotoxic si he-
patotoxic [8]. Speciile A. flavus si A. parasiticus sunt asociate cu sinteza aflatoxinelor, care sunt cunoscute
pentru proprietatile de a induce cancerogeneza [9]. Impactul semnificativ asupra sanatatii umane a conditionat
elaborarea in multe tari a bazei legislative care determina cantitatile maximal admisibile de micotoxine in
produsele alimentare si furaj [10-12].

Scopul acestei lucrari a constat in evaluarea genotipurilor noi de porumb in baza rezistentei la fitopatogeni
fungici, ceea ce va permite crearea colectiei specializate de porumb din cadrul Laboratorului de Resurse Genetice
Vegetale al IGFPP.

Material si metode

Materialul vegetal pentru cercetare a fost reprezentat de 12 linii consangvinizate noi obtinute din populatii
sintetice: MAH2281, MAH2459, MAH2461, MAH2452, MAH2414, MAH2413, MAH2424, MAH2425,
MAH2526, MAH2308, MAH244, MAH2451 (colectia Laboratorului de Resurse Genetice Vegetale).

Mostrele colectiei au fost evaluate in camp in conditiile climaterice ale anului 2021. Pentru cultivare a fost
utilizata agrotehnica unanim acceptata pentru Zona de Centru a Moldovei. Observarile fenologice si descrierea
morfologica au fost executate conform clasificatorului pentru porumb [13]. Inregistrarile necesare si eviden-
tierea stiuletilor afectati a fost efectuata direct in camp in timpul recoltarii. Intensitatea deteriorarii stiuletilor
de catre Fusarium a fost determinatd prin metoda evaluarilor vizuale si calculul procentului de boabe dete-
riorate. Pentru screeningul final al formelor rezistente a fost luata o scara de 9 puncte.

Identificarea agentilor patogeni a fost efectuata in Laboratorul Genetica moleculara (IGFPP) prin metoda
nested-PCR cu set de primeri specifici. ADN-ul total a fost extras din boabe de porumb prin metoda CTAB
cu modificari [14]. Cuantificarea si analiza calitdtii a fost efectuata prin electroforeza in gel de agaroza cu
markeri comerciali in baza fagului A (Thermo Fischer Scientific).

Diagnosticul PCR molecular al fungilor a fost efectuat prin metoda nested-PCR cu un set de primeri (Tab.1)
elaborati in Laboratorul Genetica moleculara in baza secventelor genomice, asociate cu sinteza tricotecenelor,
aflatoxinelor si fumonizinelor din baza de date GenBank [15].

Tabelul 1
Caracteristicile primerilor utilizati pentru diagnosticul molecular
Primeri Secventa (3’->5) Specia Secventa-tinta
ftriggrl CTTCCGGTAATGTTTCTCGTCACT F.graminearum | MH514940.1 Fusarium
- graminearum isolate 23-4
ftr|89r4 CGCTGCTGAGGGTTTTACCAT Tri core gene C|uster’
fqtrisgr2 CTCGTCACTTCCTTGATGACACA complete sequence
fqtri8gr3 GGGGGCCGACATTCACTTC
fufumével | GCCTTTGTTTGGGGCCATGA F. verticillioides | KF889190.1 Fusarium
verticillioides isolate 17L
fufumbved CTGAGACCCTCGCCAGTTTTG oxygenase (fum6) gene,
fqfuméve2 | TCGCCCTTTGCACCATTGAC partial cds
fqfuméve3 | AGCCTGCCGCTTGAACTTTG
fprfum61 TCGGATTGTCACGCCTTTGT F. proliferatum | KF889207.1 Fusarium
proliferatum isolate 85L
fprfum64 GTCCTTGGCGTTCAGCATTG oxygenase (fum6) gene,
fqprfum62 | ATCGCCCTCTGCACGATAGA partial cds
foqprfum63 | TGGGAGGTTGCTCTGAGTGA
afapl CTTTGTTCGGTAGTGCCATCTTGA A. flavus FJ877830.1 Aspergillus
flavus strain 1C289 O-
afap4 GCCATAGCACATATTCTCCAACCT

36



STUDIA UNIVERSITATIS MOLDAVIAE, 2022, nr.1(151)

Seria “Sliinle reale si ale nalurii” ISSN 1814-3237 [SSN online 1857-498X p.35-41
agfap2 GTGTCGGGTGTGCCTATTTAACC methyltransferase A (aflP)

gene, partial cds; and

AAGGCTTTCGGTCGGTTGATG aflP-aflQ intergenic

agfap3 spacer, partial sequence
apapl TTGCTCGGTAGTGCCATGTT A. parasiticus DQ390914.1 Aspergillus

parasiticus strain IC73 O-
agpap2 CCGCGAAAGAACAAACAGAGA gene, partial cds; andaflP-

aflQ intergenic region,
agpap3 AACACATATTCTCCAACTTTCTTGCT genomic sequence

Amplificarea a fost efectuata in 25 ul de mix de reactie: 66 mM Tris-HCI (pH 8.4), 16 mM (NH4)2SOs,,
2,5 mM MgCl,, 0,1% Tween 20, 7% glicerol, 0,01 pg BSA, 0,2 mM de fiecare dNTP, 1,25 U Taq ADN-
polimeraza (Thermo Fisher Scientific), 5 pM de fiecare primer si 20 ng de ADN.

Protocolul nested-PCR a inclus doud runde consecutive cu 30 de cicluri in fiecare: denaturarea 30 s la 94°C,
alinierea 30 s la 57°C, elongarea 30 s la 72°C. Runda | s-a inceput cu denaturarea initiala de 3 min la 94°C.
Ambele runde au fost finisate cu elongare terminala de 7 min la 72°C.

Analiza ampliconilor. Secventele amplificate au fost separate prin electroforeza in gel de agaroza (1,5%,
IXTBE, 6V/cm, 1 ord) cu bromurd de etidiu, vizualizate in raze UF la lungimea undei 302 nm. Lungimea
ampliconilor a fost estimata prin migrarea cu markeri comerciali de lungime 100 bp DNA ladder (Thermo
Fischer Scientific) si aplicatia soft GelAnalyzer2010.

Rezultate si discutii

Studiul fenologic a permis gruparea genotipurilor dupa precocitate. In Tabelul 2 sunt prezentate datele
privind perioada de vegetatie a liniilor medii tardive. Lungimea perioadei a variat in dependentd de genotip
de la 120 péana la 125 zile.

Evaluarea liniilor consangvinizate dupa gradul de atac al fuzariozei stiuletilor, anul 20-2?1 pelul 2
Ne Linia Numairul de Intensitatea
crt. | consangvinizati, Perioadii de | Plante infectate .infec.tﬁrii Rezistenta liniilor,
regisruiu | EEe e | or g | | grade 19y
1 MAH2281 120 30 16,7 4
2 MAH2459 125 0 0,0 1
3 MAH2461 120 35 12,3 5
4 MAH2451 125 30 9,1 4
5 MAH2308 120 10 14,6 3
6 MAH2526 120 0 0 1
7 MAH2425 125 70 12,7 8
8 MAH2452 125 0 0 1
9 MAH2414 125 0 0 1
10 | MAH2413 120 0 0,0 1
11 | MAH2424 120 40 19,1 6
12 | MAH2448 120 100 83,2 9
Media 122 26,3 14,0 3,7

* 1 grad — rezistenta; 3 grade — moderat rezistentd; 6 — moderat susceptibild; 9 — susceptibila
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in procesul de recoltare a fost determinat numarul de stiuleti cu simptome de infectare cu Fusarium spp.
Analiza datelor obtinute a relevat diferenta genotipica in gradul de atac si intensitatea dezvoltarii bolii. Numarul
de plante infectate de fuzarioza stiuletilor a variat in limitele 0—100% in dependenta de genotip. Media liniilor
studiate a fost determinata de 26,3%. Nivelul maxim de deteriorare a plantelor (70% si 100%) a fost inregis-
trat la liniile MAN2425 si MAN2448, ceea ce a permis ca acestea si fie clasificate ca foarte susceptibile.
Patru linii cu rata de infectare de la 30 pana la 50% plante infectate (MAN2424, MAN2461, MAN2281 si
MANZ2451) au constituit grupul moderat susceptibil. Genotipurile cu o prevalenta a bolii mai mica de 30% au
fost clasificate ca slab susceptibile (MAH2308, MAH2459, MAH2526, MAH2413, MAH2452 si MAH2414).

in literatura de specialitate sunt mai multe relatiri care marturisesc ¢a fungi patogeni se contin in abudenti
in probe de boabe. De exemplu, prin analiza micologica s-a depistat prezenta micotoxinelor in 69,9% probe
de boabe [16]. De mentionat ca diagnosticul vizual al prezentei micotoxinelor in boabe de porumb nu este
posibil. Prin urmare, pentru determinarea gradului de contaminare cu micromicete a genotipurilor studiate si
identificarea aflatoxinelor s-au folosit metode moleculare, rezultatele carora sunt prezentate mai jos.

Amplificarea pozitiva a fost marcata de o banda de 152 pb pentru A. flavus, 120 pb pentru A. parasiticus,
147 pb — F. graminearum, 179 pb — F. verticillioides, 123 pb — F. proliferatum. Astfel, in boabele liniilor
MAH2459 si MAH2461 au fost identificate toate cinci specii de fungi toxigenici (Fig.1 A,B). in boabele liniei
a fost absent F. proliferatum (Fig.1A), iar in boabele liniei MAH2451 au fost identificate doar A. flavus,
F. graminearum si F. verticillioides (Fig.1B).

MAKIZ281 MATIZ459
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Fig.1. Electroforegrama ampliconilor cu primerii pentru identificarea unor fungi toxigenici in mostrele de boabe ale
liniilor MAH2281, MAH2459, MAH2461, MAH2451: 1,6 — A. flavus; 2,7 — A. parasiticus; 3,8 — F. graminearum;
4,9 — F. proliferatum; 5,10 — F. verticillioides.

Rasa toxigenica de F. graminearum a fost absenta in boabele liniilor MAH2308 si MAH2526 (Fig.2A).
Pentru doua linii (MAH2425 si MAH2452) s-a evidentiat un nivel redus al cantitatii de fungi toxigenici — au
fost identificati doar A. flavus, F.verticillioides si F. proliferatum (Fig.2B).

MAH2308 MAKH2526
2 3 4 5 o6 7 8 9

Fig.2. Electroforegrama ampliconilor cu primerii pentru identificarea unor fungi toxigenici in mostrele de boabe ale
liniillor MAH2308, MAH2526, MAH2425, MAH2452:
1,6 — A. flavus; 2,7 — A. parasiticus; 3,8 — F. graminearum; 4,9 — F. proliferatum; 5,10 — F. verticillioides.
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In altele patru linii de porumb au fost identificati fungi-producenti de tricotecene, aflatoxine si fumonizine.
La linia MAH2414 a fost absent doar F. graminearum, iar in cazul genotipului MAH2413 nu au fost consta-
tate doua specii de Fusarium (Fig.3A). In boabele liniei MAH2424 au fost absente speciile F. graminearum
si F. proliferatum, iar la linia cosangvinizata MAH2448 au fost identificate patru specii de fungi toxigenici
(Fig.3B).

—_—MAH2414——— —MAH2413—
M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Fig.3. Electroforegrama ampliconilor cu primerii pentru identificarea unor fungi toxigenici in mostrele de boabe ale
liniillor MAH2414, MAH2413, MAH2424, MAH2448:
1,6 — A. flavus; 2,7 — A. parasiticus; 3,8 — F. graminearum; 4,9 — F. proliferatum; 5,10 — F. verticillioides.

Din datele expuse anterior rezulta ca printre speciile de fungi toxigenici cele mai frecvent detectate au fost A.
flavus (11 probe pozitive), A. parasiticus (9 probe pozitive) si F. verticillioides (9 probe pozitive). Mai rar a
fost detectat F. proliferatum (7 probe pozitive), iar F. graminearum a fost identificat doar in 5 mostre de boabe
(Tab.3).

Tabelul 3
Fungii toxigenici identificati in boabele liniilor de porumb analizate
Genotip
A.flavus | A. parasiticus | F. graminearum | F. proliferatum | F. verticillioides
Patogen

MAH2281 + + + - +
MAH2459 + + + + +
MAH2461 + + + + +
MAH2451 + - + - +
MAH2308 + + - + +
MAH2526 + + - + -
MAH2425 + - - - +
MAH2452 - - - + -
MAH2414 + + - + +
MAH2413 + + - + -
MAH2424 + + - - +
MAH2448 + + + - +
Total 11 9 5 7 9
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Cele mai infectate linii au fost MAH2459 si MAH2461, in boabele carora au fost detectate 5 specii de
fungi toxigenici. lar cea mai putin infectata a fost linia MAH2452 — in mostrele de boabe a fost identificat
doar F. verticillioides.

Concluzii

1. Ca urmare a evaludrilor imunologice pe fundal natural de infectie ale liniilor cosangvinizate de porumb,
au fost identificate surse genetice de rezistenta complexa la fungi toxigenici din g. Fusarium.

2. ldentificarea agentilor patogeni prin metoda PCR a determinat nivelul de infectie cu fungi toxigenici
din g.Fusarium si Aspergillus in probe de boabe si a relevat diferente in acesti parametri in dependenta de
tipul de agent patogen si genotipul plantei.

3. Printre speciile de fungi toxigenici cele mai frecvent detectate au fost A. flavus, A. parasiticus si
F. verticillioides. Mai rar a fost detectat F. proliferatum, iar F. graminearum a fost identificat doar in 5 mostre
de boabe.

4. Cele mai infectate linii de porumb au fost MAH2459 si MAH2461, in boabele carora au fost detectate
5 specii de fungi toxigenici, iar cea mai putin infectata a fost linia MAH2452 — in probele de boabe fiind
identificat doar F. verticillioides.
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