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LISTA PRESCURTARILOR

Lista prescurtarilor:

ADN= Acid Dezoxiribonucleic

AFLP= Amplified Fragment Length Polymorphism
ARN= Acid Ribonucleic

FAO= Food and Agriculture Organisation

LD= Loading Dye

MW= Molecular Weight

PCR= Polymerase Chain Reaction

RT- qPCR= Reverse-Transcription quantitative Real-Time Polymerase Chain
Reaction

SNP= Single-Nucleotide Polymorphism

CBOL-= Consortium for the Barcode of Life

ROS= Reactive Oxygen Species

LEA= Late Embryogenesis Abundant

CAM= Crassulacean Acid Metabolism

kDA= Kilodalton

JA=Jasmonic Acid

ABA= Abscisic Acid

UV= Ultraviolet

UV-VIS= Ultraviolet-Visible Spectroscopy
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INTRODUCERE

Speciile vegetale sunt considerate, ntr-un mod aparte, plamanii Terrei. Plantele sunt
o adevarata si importanta sursa de energie pentru existenta si evolutia speciilor.

In procesul evolutiv al naturii, rolul cheie ii revine variatiei genetice. Dupd cum a
afirmat si Charles Darwin, evolutia se datoreaza variatiei ereditare. Teoretic, diferenta
dintre caracteristicile speciilor ancestrale si a descendentilor este cauzatd de variatia
genomicad. Aceasta este o transformare geneticd, indusd de procese precum mutatia,
recombinarea, transpozitia ADN sau procesele epigenetice si reprezintd materia de baza
pentru procesele evolutive de selectie si adaptare (Rasmusson & Phillips, 1997).

Numeroasele activitati antropice au produs efecte devastatoare asupra mediului,
dintre acestea, procesul de extinctie este considerat un real pericol pentru numeroase specii
de plante si animale. Omul, de-a lungul existentei sale, a utilizat aproximtiv 10.000 de specii
de plante de cultura, dar potrivit ultimelor raportari ale FAO, la ora actuald, 90% din
productia de alimente este asiguratd de 120 de specii. Aparitia agriculturii industrializate a
produs o diminuare drasticd a diversitatii specifice si in acelasi timp un proces accentuat de
eroziune genetica. Astfel, in defavoarea genotipurilor vechi si a varietatilor locale, au fost
dezvoltate soiurile moderne (Sether, 2013), ceea ce nu reprezinta un aspect intru-totul
negativ, randamentul productiei este mult mai mare in cazul unor astfel de culturi, iar
rezistenta la factorii de stres biotic si abiotic poate fi superioara. Pe de alta parte, este extrem
de important ca germoplasma vegetalda a rudelor sdlbatice si a populatiilor locale sa fie
conservata ex situ, pentru studiile viitoare, ce pot duce la identificarea unor cultivare
traditionale, valoroase din punct de vedere genetic.

Lumea in care traim se dezvoltd cu o viteza ametitoare, ca intr-un roller coaster si
totul este afectat de tehnologizare si industrializare- omul, animalele, plantele. Zilnic, la
nivel modial, dispar numeroase specii de plante si animale, pe care omul nu le cunoaste si
nici nu le va descoperi vreodati. Intr-un raport, publicat pe data de 6 mai 2019, de citre
IPBES (Intergovernmental Science-Policy Platform on Biodiversity and Ecosystem
Services), se precizeaza ca, natura se afla intr-un declin, iar rata de extinctie a speciilor din
regnul vegetal, dar si cel animal, se afld la cel mai mare nivel din toate timpurile

(https://www.un.org/sustainabledevelopment/blog/2019/05/nature-decline). Cunoastearea,



https://www.un.org/sustainabledevelopment/blog/2019/05/nature-decline
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intelegerea, descoperirea naturii si incercarea de a trdi in armonie cu aceasta, ne va permite
atat noua, cat si generatiilor viitoare, sa beneficiem de toata biodiversitatea. Pamantul este
casa pentru milioane de specii, fiecare adapatata la diferite conditii de mediu, cu specii unice

in anumite zone si cu densitatea biodiversitatii variabila in functie de zona globala.
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MOTIVATIA SI1 OBIECTIVELE STUDIULUI

Motivatia studiului. Tema abordata graviteaza in jurul importantei si a potentialului
enorm al speciei Phaseolus vulgaris L., precum si la necesitatea abordarii unui management
inteligent al valorificarii si exploatarii in sistemul agricol al acestei culturi. FAO afirma ca,
specia Phaseolus vulgaris L. este cea mai importanta leguminoasa la nivel mondial. Aceasta
importanta deriva din aportul nutritional furnizat consumatorului, de exemplu, concentratia
proteinei variaza intre 23-33%, in functie de varietate, iar aportul energetic este asigurat de
continutul mare al carbohidratilor (peste 50%) (Hayat et al., 2014). Semintele de fasole sunt
considerate un aliment cheie in regiunile defavorizate ale lumii, contribuind la securitatea
alimentara a zonei. Studiile bazate pe cercetarile genomului sunt esentiale in ceea ce priveste
intelegerea proceselor fiziologice ale plantelor, precum si a modificarilor aparute la nivel
morfologic, celular sau biochimic, atunci cand organismele vegetale sunt expuse la factorii
de mediu mai putin favorabili cresterii si dezvoltarii. Informatiile obtinute pot fi esentiale,
in special, pentru domeniul ameliorarii si pot raspunde nevoilor actuale, in raport direct
proportional cu schimbarile climatice si bineinteles cu expansiunea populatiei la nivel
global.

Modificarile climatice provoaca schimbari bruste de temperaturd sau perioade lungi
de secetd, ceea ce afecteazd extrem de mult culturile indiferent de tipul acesteia, prin
scaderea accentuatd a randamentului de productie. Dacd vorbim despre productia de
Phaseolus vulgaris L., aceasta poate fi afectata in proportie de 70% de lipsa apei (Polania et
al., 2016). Motiv pentru care, studiile de cercetare, bazate pe identificarea unor variante cu
rezistentd crescutd la diferiti factori de stres abiotic, in principal, la stresul hidric, sunt de
mare importanta la ora actuald, iar descoperirile pot avea o importantd majord, in crearea
unor soiuri rezistente la conditiile climatice actuale.

Scopul tezei de doctorat este de a contribui la imbogatirea cunostintelor legate de
cultura de Phaseolus vulgaris L., in ceea ce priveste biogeografia speciei, colectate de pe
teritoriul Romaniei si pastrata in colectia Bancii de Resurse Genetice Vegetale Suceava. De
asemenea, se va urmari daca originea geografica a probelor (Mezoamerica/Andean) are o
influentd in ceea ce priveste rezistenta speciei Phaseolus vulgaris L. la factorul de stres

hidric, In contextul actual al schimbarilor climatice.
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Pe baza afirmatiilor formulate privind scopul si obiectivele cercetarii, dar si a
informatiilor existente la ora actuald in literutura de specialitate, s-au verificat urmatoarele
ipoteze:

Ipoteza 1. In prezent, pe teritoriul Europei si inclusiv in zona Balcanilor, specia
Phaseolus vulgaris L. originara din bazinul geografic Andean are o prevalentd mai mare,
comparativ cu populatiile originare din regiunea geograficd Mezoamerica;

Ipoteza 2. Populatiile de Phaseolus vulgaris L. originare din bazinul geografic
Mezoamerica prezintd o rezistetd superioard la factorul de stres hidric, prin mecanismele de
adaptare pe care le dezvoltd, comparativ cu cele care au ca origine geograficd arealul
Andean.

Obiectivele si activitatile aferente celor 4 ani de studii doctorale:

O.1. Analiza relatiilor filogenetice si filogeografia probelor de Phaseolus vulgaris L.
din colectia Bancii de Resurse Genetice Vegetale ,,Mihai Cristea” Suceava.

1.1. Selectia unui numar reprezentativ de probe de Phaseolus vulgaris L., de la
nivel national, pastrate in colectia Bancii de Resurse Genetice Vegetale ,,Mihai
Cristea” Suceava si stabilirea metodelor de lucru;

1.2. Germinarea probelor de Phaseolus vulgaris L., in conditii specifice de crestere
si dezvoltare pentru obtinerea tesutului foliar;

1.3. Izolarea si purificarea ADN din tesutul foliar;

1.4 Reactia in lant a polimerazei, utilizdnd primeri specifici (nucleari si
cloroplastici);

1.5. Secventierea regiunilor amplificate si analiza datelor obtinute pentru stabilirea
relatiilor de filogenie dintre probele evaluate si identificarea originii geografice.

0.2. Analiza expresiei unor gene, implicate in crestere, dezvoltare si rezistenta la
stresul hidric, Tn cazul unor populatii, originare din cele doua bazine geografice,
Mezoamerica si Andean, pastrate in colectia Bancii de Resurse Genetice Vegetale Suceava.

2.1.Germinarea probelor de Phaseolus vulgaris L., in diferite conditii
experimentale;

2.2. Analiza unor parametrii fenotipici (greutate, inaltime), biochimici (clorofila,
carotenoide) si fiziologici (rata cresterii relative si continutul relativ de apd);

2.3. Analiza expresiei unor gene de interes.

2.3.1. Izolarea si purificarea ARN;
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2.3.2. Evaluarea expresiei unor gene (implicate in procesele de crestere si
dezvoltare, dar si in raspunsul plantelor la factorul de stres hidric) prin
metoda RT- qPCR,;
2.3.3. Analiza datelor obtinute prin cuantificarea relativa a expresiei genelor
de interes.
0.3. Caracterizarea morfoanatomica a probelor de Phaseolus vulgaris L. expuse la
un mediu slab hidric si a celor irigate constant pe toata durata experimentului.
3.1. Realizarea sectiunilor si analiza morfoanatomica a hipocotilului si epicotilului
probelor de Phaseolus vulgaris L., dezvoltate in diferite conditii experimentale.
O.4. Diseminarea rezultatelor — publicarea in reviste de specialitate si participarea la
manifestari stiintifice.

O.5. Redactarea si sustinerea tezei de doctorat.

Prin urmare, in acord cu datele identidicate in literatura de specialitate rezultatele
asteptate sunt urmatoarele:

1. Frecventa mai mare a probelor de Phaseolus vulgaris L. originare din bazinul
geografic Andean, comparativ cu cele din arealul Mezoamerica pe teritoiul
Romaniei;

2. Populatiile cu origini Mezoamericane vor prezenta o rezistenta mai buna la
secetd, In comparatie cu cele din arealul Andin.

Originalitatea studiului se bazeaza pe analiza filogenetica si filogeografica, a
probelor de Phaseolus vulgaris L., din toate regiunile Roméaniei. Un aspect foarte important,
constd in importanta materialului biologic, acestea sunt populatii locale ce nu au fost
studiate pana in prezent, iar unele probe se regdsesc in colectia Bancii de Resurse Genetice
Vegetale Suceava de peste 35 de ani.

Limitele cercetarilor efectuate. Limitele cercetarilor efectuate in cadrul acestei
lucrari de doctorat, au fost cauzate in mare parte de numarul redus si chiar absenta unor
cercetdri similare la nivel international, in special In domeniul morfoanatomiei speciei
Phaseolus vulgaris L., precum si in cel al biologiei moleculare, care sa urmareasca
compararea unor secvente din genomul nuclear si cloroplastic al populatiilor cu origini

geografice diferite, aspect care a limitat discutiile.
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CAPITOLUL 1

1. STADIUL CUNOASTERII IN DOMENIU

1.1. PHASEOLUS VULGARIS L. - ASPECTE GENERALE SI CLASIFICAREA
SISTEMATICA

Conform celor afirmate de FAO, Phaseolus vulgaris L. este cea mai importanta
leguminoasa la nivel mondial. Aceasta este 0 plantd anuala, erbacee si termofila (Ciofu,
2004). Aproximativ 230 de specii sunt cunoscute ca facand parte din genul Phaseolus, dintre
care, doar 12 se cultiva pentru consumul uman, iar 8 in scop furajer, Phaseolus vulgaris L.
fiind cea mai cunoscuta specie. Genul Phaseolus face parte din familia Fabacee, familie ce
cuprinde aproximativ 770 de genuri si peste 19.500 de specii (Azani et al., 2017; Lewis et
al., 2013). La ora actuald, plantele din familia leguminoaselor ocupa locul doi, din punct de
vedere al suprafetei cultivate, la nivel mondial, imediat dupa cereale

Phaseolus vulgaris L. este un organism diploid (n=11) (Zheng et al., 1991), iar 60%
din genomul acestei specii este alcatuit din secvente unice (Talbot et al., 1984). Primele
studii de genetica, care au utilizat Phaseolus vulgaris L., drept material biologic, au fost
realizate de Gregor Mendel, in anul 1866. in ceea ce priveste morfologia plantelor de
Phaseolus vulgaris L., frunzele sunt trifoliate, florile sunt papilonacee, zigomorfe (Singh et
al., 1991). Pentru Phaseolus vulgaris L., procesul de germinatie este de tip epigeal
(cotiledoanele semintelor se situeaza la suprafata solului) si dureaza aproximativ 5-7 zile.
Semintele mature de fasole sunt dehiscente (Berglund-Briicher & Briicher, 1976; Singh et
al., 1991; Watts, 2012).

De-a lungul timpului, clasificarea taxonomica a speciei Phaseolus vulgaris L. a
suferit numeroase modificari, In special cea a varietatilor vulgaris:

e Regnul: Plantae;
e Ordinul: Fabales;
e Familie: Fabaceae;

e Subfamilie: Faboideae;
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e Gen: Phaseolus;
e Specie: Acutifolius, Coccineus, Longepeduculatus, Maculatus, Polystachios,
Vulgaris.
Conform NCBI (Taxonomy Browser) Phaseolus vulgaris se clasifica in doua grupe
diferite de varietati:
Phaseolus vulgaris var. aborigineus;
Phaseolus vulgaris var. nanus.
GRIN Global propune o clasificare usor diferitd, fatd de cea anterioara, pentru specia
Phaseolus vulgaris:
Phaseolus vulgaris L var. aborigineus;

Phaseolus vulgaris L var. vulgaris.

1.2. IMPORTANTA SPECIEI PHASEOLUS VULGARIS L.

Cea mai importantd leguminoasa, pentru consumul uman, la nivel mondial este
reprezentatd de Phaseolus spp., Tn mod particular de Phaseolus vulgaris L. Importanta
culturii de fasole este sustinuta prin 3 argumente:
compozitia chimica: semintele sunt bogate in proteine, fibre, complex de carbohidrati,
micro si marcronutrienti (Anonymous, 2001; Reinprecht et al., 2020);
relatia de simbioza dintre Phaseolus si Rhizobium, permite fixarea azotului (N2) atmosferic
in sol (Reinprecht et al., 2020);
usurinta de a produce si intretine o cultura de Phaseolus vulgaris; costurile si cerintele

fata de conditiile pedo-climatice sunt moderate (Myers, 2017).

1.3. RASPANDIRE SI CULTIVARE

Semintele de fasole reprezinta sursa principald de hrana pentru milioane de oameni
la nivel mondial. Cei mai mari producatori de fasole boabe sunt India si Brazilia, iar China
ocupd locul I mondial, in ceea ce priveste productia de fasole verde

(http://faostat3.fao.org/faostat-gateway/go/to/home/). Conform graficelor prezentate mai

jos, interesul pentru cultura de Phaseolus vulgaris L. a crescut la nivel mondial, dar a scazut

dramatic la nivel national (Figura 1.1).


http://faostat3.fao.org/faostat-gateway/go/to/home/
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Figura 1.1. Reprezentarea grafica a productiei de fasole boabe, a suprafetei cultivate si a randamentului
productiei la nivel mondial si national: a) suprafata cultivata la nivel mondial (fasole boabe), intre anii 2000-
2021; b) productia la nivel mondial (fasole boabe), intre anii 2000-2021; c) randamentul productiei la nivel
mondial (fasole boabe), intre anii 2000-2021; d) suprafata cultivatd in Romania (fasole boabe), intre anii
2000-2021; e) productia in Romania (fasole boabe), intre anii 2000-2021; f) randamentul productiei de fasole
boabe in Romania, intre anii 2000-2021

1.4. FILOGEOGRAFIA

Cunoasterea originii si a zonelor de domesticire pentru speciile din regnul vegetal
este un subiect de interes pentru cercetatorii din domeniul evolutiei, dar si de importanta
practica pentru agricultura si domeniul conservarii in situ, cat si ex situ, chiar daca procesul
in sine este unul dinamic si in continua dezvoltare (Zohary, 1999). Filogeografia permite
identificarea populatiilor de plante refugiate, a blocajelor demografice ale organismelor
vegetale sau extinderii/restrangerii unor specii. Pe de alta parte, filogeografia poate raspunde
si la Intrebarile legate de izolarea unor populatii, de barierele de mediu sau de distantele
geografice (Hickerson et al., 2010).

Specia Phaseolus vulgaris L. a fost descrisa pentru prima data, din punct de vedere
botanic in anul 1542, drept dovada stau anumite manuscrise numite ierbare, descoperite in
Europa. In regiunea Valea Tehucan, Mexic, in situri arheologice au fost descoperite
fragmente provenite de la Phaseolus vulgaris L., vechi de aproximativ 7000 de ani si s-a
dovedit ca aceste plante suferiserd pana in acel moment, procesul de domesticire (Kaplan,
1999). Phaseolus vulgaris L. isi are originea in doud bazine geografice, centrul Americii
(bazinul Mezoamerica), ce este cunoscut azi ca fiind regiunea intinsa din Mexic pana in
Panama, iar cel de-al doilea bazin este reprezentat de sudul Americii (bazinul Andean),
regiunea intinsa din nord-estul Columbiei, pana in Argentina (Chacon et al., 2007). Spre

deosebire de bazinul geografic Andean, cel din Mezoamerica prezinta o diversitate genetica
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mai mare. Phaseolus vulgaris L. din Mezoamerica a fost introdusa in Europa in jurul anului
1506 prin Spania si Portugalia (Watts, 2012), iar cea din Andean, a urmat acelasi traseu de
patrundere pe continentul European, dar cativa ani mai tarziu, in 1528, dupd perioada de
explorare de catre Pizzaro in Peru (Berglund-Briicher & Briicher, 1976). Determinarea
originii geografice a populatiilor speciei Phaseolus vulgaris L. se poate realiza prin
evaluarea unor secvente specifice din genomul nuclear sau cloroplastic (Bitocchi et al., 2012;
Konzen et al., 2019; Vidak et al., 2021).

1.5. FILOGENIE SI DIVERSITATE GENETICA

Civilizatia modernad depinde de cateva specii de plante, pentru a-si asigura hrana.
Culturile actuale au fost obtinute pe parcursul a mii de ani, timp in care omul a intervenit
prin procese de selectic artificiala, iar mediul inconjurator prin selectie naturala,
transformand astfel, stramosii salbatici, in descendenti domestici (Rendon-Anaya et al.,
2017). Diversitatea genetica este considerata motorul principal al evolutiei, atat la nivel
genotipic, cat si la nivel fenotipic, aceste schimbari fiind influentate de conditiile mediului
inconjurator (Henry, 2005b). Filogenia in schimb, este o ramura a biologiei, ce are drept
scop studiul istoriei sau evolutiei unui organism, dar permite in acelasi timp si stabilirea

relatiilor dintre indivizii unui grup sau a celor din grupuri diferite (Yang et al. 2012).

1.6. STRESUL HIDRIC

Phaseolus vulgaris L. este o culturd importanta la nivel mondial, iar stresul biotic si
abiotic pot si duci la sciderea randamentului productiei de fasole, cu pani la <600 kg/hat
(Porchetal., 2013). Cresterea accelerata a populatiei se afla intr-un raport direct proportional
Cu intensificarea cererii de alimente, iar incalzirea globald are ca efect scaderea productiei
din sectorul agricol, din cauza diminuarii cantitatilor de precipitatii si a temperaturilor
ridicate, lucru ce produce, in final fenomenul de insecuritate alimentara, in special in tarile

subdezvoltate.
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1.6.1. Mecanismele de raspuns ale organismelor vegetale supuse stresului hidric

si efectele produse

Seceta este considerata cel mai mare factor de stres abiotic, ce limiteaza cresterea si
dezvoltarea plantelor prin alterarea activitatilor metabolice si biologice (Hrmova & Hussain,
2021; Konzen et al., 2019; Mahmood et al., 2020; X. Yang et al., 2021). Tn momentul de
fatd, aproximativ 45% din terenurile agricole ale lumii, unde este recenzatd in jur de 38%
din populatia umana, sunt supuse unei secete frecvente sau continue. Fiecare etapa a cresterii
plantelor este dependenta de apa, de la procesul germinativ, pana la faza de maturitate a
plantelor, lipsa acesteia produce scaderea productiei, iar consecintele socio-economice pot
avea o mare amploare (Hussain et al., 2012). Organismele vegetale pot raspunde factorului
de stres hidric, prin doud mecanisme, clasificate in functie de timpul de raspuns, astfel:

e raspunsul pe termen lung;

e raspunsul pe termen scurt (Tardieu et al., 2018).

1.6.2. Efectele produse de stresul hidric in plante - modificiari morfologice

Cand organismele vegetale sunt supuse stresului hidric, primele modificari aparute
sunt cele la nivel morfologic sau mai bine spus apar schimbari in Structura externa (tesutul
foliar, tulpina, sistemul radicular) si interna a plantei. Primele semne vizibile ale deficitului
de apa sunt reprezentate de o incetinire a cresterii, iar in final, apare fenomenul de moarte al
plantelor. Organismele vegetale se adapteaza in timp la conditiiile pedo-climatice, un
exemplu elocvent, Tn acest sens este cel al xerofitelor! (Yang et al., 2021). Atunci cand
plantele sunt lipsite de apa, talia acestora devine mai mica, frunzele se ofilesc, iar numarul
si aria suprafetei foliare sunt cu mult reduse (Anjum et al., 2017; Marais, 2017; Nasir &
Toth, 2021; Patmi et al., 2020). Radacinile au o capacitate remarcabila de a sesiza si de a
raspunde in cele din urma unor parametrii fizico-chimici din sol, prin ajustarea dezvoltarii
lor si implicit prin absorbtia apei. Cresterea lungimii si densitatii sistemului radicular, in
cazul organismelor vegetale, sunt considerate mecanisme de adaptare la seceta (Bengough
et al., 2006).

1 Xerofitele- sunt specii de plante capabile si supravietuiasci in zone unde cantititile de apd sunt mici, precum zonele
desertice sau regiunile acoperite de zapada sau ghetd din regiunea muntilor Alpi sau Arctica. In acesta categorie de
organisme vegetale este inclus cactusul, ananasul si unele specii de Gymnosperme.
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1.6.3. Efectele produse de stresul hidric in plante - modificari fiziologice si
biochimice

Céand plantele sunt private de sursa de apa, acestea sufera o serie de modificari, nu
doar la nivel morfologic, ci si la nivel fiziologic si biochimic. In aceasti categorie intra
schimbarile legate de fotosintezd, de substantele de reglare osmoticd, sunt implicate si
proteinele induse de seceta, dar si enzimele antioxidante si diferiti fitohormoni (Yang et al.,
2021). Alte modificari ce pot sa apara la nivel fiziologic sunt legate de continutul relativ al
apei (RWC), dar si de rata relativa de crestere (RGR). Astfel, la Phaseolus vulgaris a fost
raportatd o scadere a valorii RGR la plantele ce nu au fost irigate, in comparatie cu cele
hidratate corespunzator (Costa et al., 2000) si de asemenea a fost indicatd si o scadere a

continutului de apa, la nivelul tesutului foliar, in cazul loturilor stresate hidric.

1.6.3.1. Fotosinteza

Fotosinteza este unul dintre procesele biologice esentiale pentru supravietuirea
organismelor vegetale. Seceta poate reduce fenomenul de fotosinteza prin scaderea
suprafetei foliare, dar si a ratei fotosintetice (Arunyanark et al., 2008; Razi & Muneer, 2021,
Yang et al., 2021).

1.6.3.2. Reglarea osmotica

Substantele osmoprotectoare sau osmolitii sunt definiti ca fiind niste molecule mici,
care ajutd organismele vegetale sia depaseasca mult mai usor perioadele dificile si sa
supravietuiasca in conditii de stres osmotic sever. (Hussain et al., 2013). Acumularea
osmoprotectorilor in plante, In timpul stresului hidric este unul dintre raspunsurile imediate

si este esentiala pentru mentinerea presiunii de turgescenta (Ozturk et al., 2021).

1.6.3.3. Proteine sintetizate in perioadele de seceta

In timpul perioadelor de seceta, plantele pot sintetiza o serie de proteine cu rol
protector, imbunatatind toleranta organismelor vegetale la secetd. Aceste proteine pot fi
clasificate in: proteine functionale si proteine reglatorii. Din prima categorie, cea a

proteinelor functionale, fac parte proteinele LEA, proteinele membranare, proteinele OSM,
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enzimele metabolice s.a., acestea avand un rol important in protejarea directa a structurilor
celulare. Tn schimb, proteinele de reglare sunt reprezentate de protein kinaze, fosfolipaza C,
calmodulina, factorii de transcriptie, dar si de factorii de semnalizare, toate aceste tipuri de
molecule fiind implicate in caile de transmitere ale semnalelor la nivel molecular sau in

reglarea expresiei genelor, iar rolul lor de protectie devine indirect (Yang et al., 2021).

1.6.3.4. Productia speciilor reactive de oxigen (ROS) si sistemele de eliminare ale

acestora in timpul perioadelor de seceta

In conditii normale, plantele produc specii reactive de oxigen (ROS), Tn limite admise,
incat sistemele de indepartare ale acestor molecule, sunt eficiente. Tn schimb, in perioadele
de seceta, plantele produc o cantitate mult mai mare de specii reactive de oxigen, iar
mecanismele de eliminare a ROS pot fi depasite (Yang et al., 2021). Cele mai susceptibile
molecule fatd de deteriorarea radicalilor liberi de la nivel celular sunt reprezentate de
proteine, lipide si carbohidratii (Blokhina et al., 2003), dar ROS pot sa interactioneze cu
purinele si pirimidinele din molecula de ADN si pot provoca ruperea, degradarea si
modificarea moleculelor dublucatenare (Marnett, 2000). Indirect, speciile reactive de oxigen

pot opri cresterea si dezvoltarea plantelor, prin inactivarea unor enzime.

1.6.3.5. Fitohormonii cu implcatii in stresul hidric

Acidul abscisic (ABA) este un hormon vegetal, iar implicatiile si efectele produse,
atat in conditii normale, cat si in diferite conditii de stres biotic si abiotic in celula vegetala,
au fost intens studiate de-a lungul timpului. ABA este un fitohormon cu rol in declansarea
multor procese fiziologice, inclusiv de repaus meristematic, de germinare a semintelor, de
inchiderea stomatica sau de reglare a expresiei unor gene sensibile la factorii de stres (Ali et
al., 2020).

1.6.4. Efectele produse de stresul hidric in plante — modificari la nivel molecular

Organismele vegetale pot sd supravietuiasca si sd se dezvolte in perioadele de stres
hidric, datorita unor mecanisme de adaptare. Angiospermele sunt capabile sa receptioneze

semnalele produse de lipsa apei. Ulterior, transductia semnalelor are loc prin diferite cai la
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nivel celular, iar efectul este de sintezd a unor molecule ce produc modificari fiziologice,
biochimice si morfologice, care se reflecti in rezistenta plantelor in perioadele de seceta. In
timpul perioadelor de stres hidric, la plante se pot activa numeroase gene care au rolul de a
proteja organismele vegetale fatd de factorii stresori. Astfel, s-a realizat o clasificare a
acestor gene, in functie de rolul si actiunea directa sau indirecta produsa, in: gene functionale
si gene cu rol reglator. Tn prima categorie, a genelor functionale, intra secventele ce codifica
proteinele cu rol protector (acvaporine, LEA, proteinele chaperone), factorii de osmoreglare
(prolina, betaina, diferite glucide) sau genele sintetazei. Genele cu rol reglator sunt implicate
in procesul de transductie al mesajului si in reglarea expresiei genelor, acestea au un rol

indirect in apararea plantelor in perioadele de seceta (Yang et al., 2021).
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CAPITOLUL 2

2. MATERIALE SI METODE

2.1. MATERIALUL BIOLOGIC

Materialul biologic utilizat este reprezentat de populatii locale ale speciei Phaseolus
vulgaris L. Probele analizate au fost colectate din diferite zone de pe teritoriul Romaniei si
sunt pastrate, la ora actuala, in colectia Bancii de Resurse Genetice Vegetale ,,Mihai Cristea”
Suceava. Tn cadrul acestui studiu au fost studiate 27 de varietiti din specia Phaseolus
vulgaris L. Selectia materialului biologic s-a realizat pe baza urmatoarelor criterii: culoarea
probelor sa fie alba; forma si marimea semintelor de Phaseolus vulgaris L. sa fie usor
asemanatoare; germoplasma vegetala sa provina din judete diferite ale Romaniei.

Studiul privind rezistenta la stresul hidric a populatiilor locale de Phaseolus vulgaris
L. cu origini geografice diferite (Andean/Mezoamerica), a impus selectia unui numdr mai
mic de probe. Astfel, trei varietdti (SVGB-1988 - origine Andina, SVGB-2087 - origine
Mezoamericana si varianta Lechinta, reprezentand controlul pozitiv, varietatea se afla in
colectia Statiunii de Cercetare-Dezvoltare pentru Legumicultura Bacau) au fost crescute in

conditii normale de irigare (loturile martor) si expuse la seceta (loturile stresate hidric).

2.2. METODELE DE LUCRU

2.2.1. Analiza morfologica a semintelor de Phaseolus vulgaris L.

Anterior dezvoltarii domeniului biologiei moleculare, determinarea originii
geografice a probelor speciei Phaseolus vulgaris L. era realizata prin masurarea masei a 100
de boabe sau prin aprecierea macroscopica a formei semintelor. Astfel, semintele mici
(M100 < 25 g) erau considerate ca avand origine Mezoamericana, iar cele medii (M100 25-

40 g) si mari (M100 > 40 g) origine Andina (Cichy et al., 2015). Analiza morfologica a
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semintelor de Phaseolus vulgaris L. a presupus determinarea unor trasaturi cantitative si
calitative, precum, lungimea semintelor, latimea, indltimea, masa a 100 de seminte,
greutatea, indexul de planeitate (Flatness Index- FI) si indexul de excentricitate (Eccentricity
Index- El), culoarea si forma germoplasmei. Din fiecare populatie au fost selectate aleatoriu

si ulterior analizate cate 20 de seminte.

2.2.2. Germinatia probelor de Phaseolus vulgaris L.

Semintele evaluate n etapa anterioara, din punct de vedere morfologic, au fost puse
la germinat, in scopul obtinerii tesutului foliar, utilizat in reactia de izolare si purificare
ADN. Initial, semintele au fost dezinfectate cu o solutie de hipoclorit de sodiu, de 1%.

Germinarea s-a realizat in conditii controlate de temperatura si umiditate (25°C si 80%).

2.2.3. lzolarea si purificarea ADN

Izolarea si purificarea ADN s-a realizat cu ajutorul kit-ului Wizard® Genomic DNA
Purification Kit (Promega), din tesutul foliar, obtinut in urma etapei de germinare a

semintelor de Phaseolus vulgaris L.

2.2.4. Cuantificarea acizilor nucleici

In studiul de fatd, concentratia si puritatea ADN a fost determinati cu ajutorul

spectrofotometrului de tip NanoDrop One, ThermoScientific.

2.2.5. Amplificarea unor regiuni codificatoare si spatii intergenice pentru

studiul filogeniei si filogeografiei variantelor de interes

Initial au fost amplificate 13 regiuni de la nivelul genomului nuclear si cloroplastic:
5 regiuni codificatoare din genomul nuclear (PvLEA3, PvDREB1, PvDREB2A, PvDREB5SA,
PvVDREBG6B) si 8 gene si spatii intergenice de la nivelul genomului cloroplastic (rpoC1-
rpoC2, trnL-trnF, trnT-tnL, accD, rps4, rps14-psbaB, trnL, rpl16). In final, au fost selectate
doar 6 regiuni codificatoare si spatii intergenice, (PvLEA3, PvDREB6B, PvDREB5A, rpoC1-

rpoC2, rps4, trnL-trnT) pentru studiul filogeografiei si relatiilor filogenetice dintre populatii.
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Amplificarea regiunilor de interes a fost realizatd cu ajutorul mix-ului GoTaq® Green

Master Mix (Promega).

2.2.6. Electroforeza ADN in gel de agaroza

Electroforeza 1n gel de agaroza este o tehnica calitativa utilizatd in studiul de fata
pentru evaluarea ADN genomic si pentru validarea produsilor PCR. Fragmentele ADN au
migrat Tntre 80 si 120 si minute, iar valoarea voltajului a fost cuprinsa n intervalul 55-75V,
in functie de tipul ADN migrat (genomic, ampliconi). Sistemele de electroforeza si de
vizualizare utilizate Tn acest caz sunt Wide Mini-Sub Cell GT Cell, BioRad si GelDoc Go

Imaging System, BioRad.

2.2.7. Purificarea produsilor PCR

Purificarea produsilor PCR s-a realizat cu ajutorul kit-ului Wizard® SV Gel and PCR
Clean-Up System (Promega).

2.2.8. Secventierea SANGER

Reactia de secventiere a fost realizatd pentru cele 6 regiuni nucleare si cloroplastice,
in ambele directii pentru secventele PvDREB6B, PVLEAS, trnL-trnT si rpoC1-rpoC2 si in
directia reverse pentru PvRPS4 si PvDREB5A. Au fost analizati cate 3 indivizi din toate cele
27 de populatii locale luate n studiu. Metoda de secventiere Sanger a fost externalizata si s-

a efectuat Tn cadrul laboratorului CeMIA, Grecia.

2.2.9. Designul experimental

Au fost stabilite 12 loturi a cate 5 indivizi, fiecare varietate fiind reprezentata de 2
loturi martor si 2 loturi experimentale stresate hidric, care au constituit 2 experimente: unul
derulat pe o perioada de 30 de zile, iar al doilea timp de 34 de zile. Un lot martor a fost irigat
zilnic, timp de 30 de zile, iar in cazul celui de-al doilea lot martor, irigarea s-a realizat timp

de 34 de zile. Loturile stresate hidric au fost alcatuite astfel: ambele loturi au fost irigate pana
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in ziua 22 (faza de crestere V2), iar ulterior a fost aplicat stresul hidric, timp de 8 zile
(experimentul 1 — 30 zile) si respectiv 12 zile (experimentul Il — 34 zile).

2.2.10. Evaluarea morfologica a plantelor de Phaseolus vulgaris L.

Au fost efectuate determinari privind indltimea totala a plantei, lungimea sistemului
radicular, inaltimea partii supraterane, greutatea biomasei sistemului radicular, a biomasei
lastarului si respectiv greutatea totale. Determinarile au fost efectuate pentru toti indivizi din

lotutile experimentale.

2.2.11. Analiza morfoanatomica a indivizilor speciei Phaseolus vulgaris L. din

loturile martor si loturile neirigate

Pentru evidentierea diferentelor de la nivel morfoanatomic a fost utilizata metoda de
lucru in microscopia fotonica. Observatiile au fost efectuate in sectiunea transversald a
partilor hipocotilare si epicotilare pentru indivizi din cele trei populatii studiate. Pentru
vizualizarea structurilor celulare a fost necesara dubla colorare a preparatelor cu verde iod
(pentru evidentierea ligninei) si rosu de Rutheniu (pentru evidentierea celulozei si pectinei).
Ulterior, sectiunile colorate au fost examinate in picatura de apd (preparat provizoriu), cu

ajutorul microscopului binocular Novex.

2.2.12. Cuantificarea unor compusi biochimici

Concentratia pigmentilor asimilatori, clorofild a, clorofila b si carotenoide, a fost
determinatd spectrofotometric, folosind metoda elaborata de ciatre Nayek si colaboratorii,
(Nayek et al., 2014), cu ajutorul spectrofotometrului PG Instruments T70 UV/VIS
Spectrophotometer, Wibtoft, UK, la lungimile de unda 665.2 nm, 652.4 nm si 470 nm.

Determinarile au fost efectuate pentru toti indivizi din lotutile experimentale.
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2.2.13. Determinarea unor parametrii fiziologici

Au fost evaluati parametrii fiziologici precum rata relativa a cresterii plantelor
(relative growth rate — RGR) (Lizana et al., 2006) si continutul relativ de apa (relative
water content - RWC) (Qayyum et al., 2021).

2.2.14. Izolarea si purificarea ARN

ARN a fost izolat din tesutul foliar si radicular, atat pentru plantele din loturile martor,

cat si din cele stresate hidric, cu ajutorul kit-ului, SV Total RNA Isolation System (Promega).

2.2.15. Real Time Quantitaive PCR (RT-gPCR)

Cuantificarea expresiei genelor de interes (PvVLEA3, PVvDREB1, PvDREBZ2A,
PvDREB6B, Pv4ABA8’H, PvPP2C-12, PvP5CS10, PvWRKY53, PvYWRKY57, PvMYBO03,
PvMYBO07, PvMYC, PVERF, PVACT - housekeeping) a fost realizata prin metoda RT-gPCR,
utilizdnd kit-ul gRT-PCR- GoTaq® 1-Step RT-gPCR System, Promega si sistemul de

amplificare si detectie CFX96 BioRad. Rezultatele au fost exprimate sub forma log224,
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CAPITOLUL 3

3. REZULTATE SI DISCUTII

3.1. EVALUAREA PROCESULUI GERMINATIV

Cele 27 de populatii de Phaseolus vulgaris L. au germinat in proportie de 100%
(Figura 3.1), in conditii de temperatura si umiditate specifice speciei, pe de alta, parte viteza
de germinatie a fost diferita in functie de varietate. Evaluarea germinatiei a fost efectuata in
ziua 4 si ziua 8. Tn ziua 4 probele au prezentat un procent germinativ cuprins intre 56-70%,
lar n ziua 8, valoarea acestuia a variat intre 95-100%. Probele au fost lipsite de orice
contaminanti si au fost mentinute n cadrul germinatorului, in conditii favorabile de crestere

si dezvoltare pana in ziua 20.

Figura 3.1. Stadiile de crestere si dezvoltare ale probei SVGB-5513, dupa germinare: A -2 zile dupa
germinatia probelor (10 zile din momentul in care probele au fost puse la germinat); B - 5 zile dupa
germinatia probelor (13 zile din momentul in care probele au fost puse la germinat); C - 7 zile dupa
germinatia probelor (15 zile din momentul in care probele au fost puse la germinat); D - 9 zile dupa
germinatia probelor (17 zile din momentul in care probele au fost puse la germinat); E - 12 zile dupa

germinatia probelor (20 zile din momentul in care probele au fost puse la germinat).

2

3.2. EVALUAREA CANTITATIVA SI CALITATIVA A ADN

3.2.1. Cuantificarea spectrofotometrici a ADN - evaluare cantitativa si

calitativa

Concentratia ADN genomic a avut valori cuprinse intre 347,4 ng/ul (SVGB-3076,
individ 2) si 605,7 ng/ul (SVGB-2087, individ 1). Raportul A260/A280 pentru ADN
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genomic a variat intre 1,70-1,89; cu mici exceptii, cAnd valoarea raportului a fost inferioara
pragului minim de 1,7 (1,6-1,69); pe de alta parte, raportul A260/A230 a avut valori cuprinse
intre 1,81-2,05. Concentratia ampliconilor PCR a fost cuprinsa in intervalul 9,79-51,2 ng/
pl. Raportul A260/A280 in acest caz, a fost cuprins intre 1,72-1,92 si cel al A260/230 a
variat intre 1,80-2,07.

3.2.2. Evaluarea calitativi a ADN prin electroforeza in gel de agaroza

Pentru verificarea integritatii si puritatii ADN genomic au fost realizate migrari in
gelul de agaroza. Cu ajutorul acestei metode a fost apreciata marimea fragmentelor, prin

compararea cu un marker molecular cu greutate cunoscuta (MW-1 kb) (Figura 3.2).

SVGB-1988(1,2,3) SVBG-8846(1.2.3) SVGB-16092(1,2,3) SVGB-13924(1,2,3) SVGB-7378(1,2.3)

T Y

Figura 3.2. Electroforegrama ADN genomic, pentru trei indivizi din cadrul a 5 populatii de Phaseolus
vulgaris L. (SVGB-1988, SVBG-8846, SVGB-16092, SVGB-13924, SVGB-7378); concentratia gelului de
agaroza 1,5%; migrarea - 120 minute, 70V; 5 ul M\W. — 1 kb; 2 ul L.D. +5 pul ADN

3.3. AMPLIFICAREA PCR A SECVENTELOR DE INTERES SI VALIDAREA
AMPLICONILOR PRIN ELECTROFOREZA

Amplificarea celor sase regiuni, din genomul cloroplastic (trnL-trnT, rpoC1-rpoC2,
PVRPS4) si din genomului nuclear (PvDREB5A, PvDREB6B, PVLEA3) a fost realizata
conform procedurilor exemplificate in Capitoul 2, Materiale si Metode. Reactia de
amplificare a generat doar fragmentele ADN de interes, PvDREB5A, PvDREG6B, PVLEA3,
trnL-trnT, rpoC1-rpoC2 si PVRPS4, fiind exclusa existenta unor produsi nespecifici (Figura
3.3).
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PvDREB6B
trnL-trnT

PvLEA3 T S S S — ——————

————— —— - ——— — rpoCl-rpoC2

Figura 3.3. Electroforegramele ampliconilor PCR pentru trei indivizi din diferite populatii de Phaseolus
vulgaris L.: A —PvDREB5A si PvDREB6B (SVGB-1988, SVGB-11599, SVGB-2087); B —trnL-trnT (SVGB-
1988, SVGB-11599, SVGB-2087, SVGB-10528, SVGB-11642, SVGB-9114); C - PvLEA3
(SVGB-1988, SVGB-11599, SVGB-2087, SVGB-10528); D - rpoC1-rpoC2 (SVGB-1988, SVGB-11599,
SVGB-2087, SVGB-10528); E - PvRPS4 (SVGB-1988, SVGB-11599, SVGB-2087, SVGB-10528);
concentratia gelului de agaroza 2,5%; migrarea ampliconilor PCR 120 minute, 55V,

5 ul MMW. — 1 kb; 2 pl L.D. +5 pl ADN

3.4. ANALIZA SECVENTELOR GENEI PvDREB5A

Secventa PvDREBSA este o0 regiune scurta, codificatoare, de la nivelul genomului
nuclear, ce poate furniza informatii cu privire la originea geografica a probelor de fasole
(483 pb — lungimea este caracteristica probelor de Phaseolus vulgaris L. originare din
regiunea geograficd Mezoamerica, iar 474 pb - lungimea este caracteristica probelor de
Phaseolus vulgaris L. originare din regiunea geografici Andean) (Konzen et al., 2019). in
urma reactiei de secventiere, In cazul celor 81 de indivizi, (27 de populatii) ce apartin speciei
Phaseolus vulgaris L., din cele 27 de judete ale Romaniei, au rezultat umatoarele:

e 81,5% dintre populatiile luate in studiu, au origini Mezoamericane (22 de populatii

dintre cele analizate) (Galan et al., 2023);

e 5 populatii (SVGB-1988, SVGB-18290, SVGB-11642, SVGB-14245, SVGB-

15078) dintre cele analizate sunt originare din Andean, lungimea secventei fiind 474

pb (Figura 3.4).
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Bazinul Poziia in cadrul ORF
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Figura 3.4. Alinierea secventelor nucleotidice PvDREB5A, pentru cele 27 de populatii locale de Phaseolus
vulgaris L. Genotipurile Midas, UCD 0801 au origini Andine, iar G12873 si BAT 93 sunt originare din
bazinul Mezoamerica (Konzen et al., 2019). Variatiile de tip SNP specifice genofondului Andin au fost

evidentiate cu portocaliu, iar cele originare din bazinul Mezoamerica sunt marcate cu verde

Distributia celor 27 de populatii locale de Phaseolus vulgaris L. este relativ uniforma
pe teritoriul Romaniei, in cazul populatiilor cu origini in Mezoamerica; pe cand probele
originare din bazinul geografic Andean sunt concentrate in partea central-nordica a
Romaéniei: Suceava (SVGB-1988), Salaj (SVGB-15078), Alba-lulia (SVGB-14245), Vaslui
(SVGB-11642) si Harghita (SVGB-18290) (Figura 3.5).

-] Judetele in care au fost identificate populatiile locale de Phaseolus vulgaris L. cu origini Andine

Judetele in care au fost identificate populatiile locale de Phaseolus vulgaris L. cu origini Mezoamericane

Figura 3.5. Distributia celor 27 de populatii locale de Phaseolus vulgaris L., pe teritoriul Romaniei, in
functie de originea geografica: bazinul geografic Andean/ bazinul geografic Mezoamerica
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Separarea cladistica si evolutia istorica generata prin metoda Neighbour-Joining, in
cazul fragmentelor PvDREB5A, a oferit informatii privind gradul de asemanare dintre cele
27 de populatii de Phaseolus vulgaris L evaluate. Au fost generate doua clade, dupa cum
urmeaza: culoarea verde marcheaza grupul in care au fost incadrate populatiile originare din
bazinul geografic Mezoamerica, iar in partea de jos a arborelui filogenetic, marcate cu rosu,
au fost clasificate probele de fasole originare din bazinul geografic Andean. Distantele
genetice au fost determinate prin metoda Maximum Composite Likelihood si de asemenea,
pentru determinarea gradului de confidenta a fost utilizat testul statistic Bootstrap (1000 de

replicari) (Figura 3.6).
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Figura 3.6. Arbore filogenetic- Metoda Neighbor-Joining - Secventele genei PvDREBSA. Populatiile
marcate cu rosu provin din bazinul geografic Andean, iar cele cu verde din bazinul geografic Mezoamerica

3.5. ANALIZA SECVENTELOR GENEI PvDREB6B

Gena care codifica proteina DREB6B (Dehydration-Responsive Element-Binding
Protien) este un factor de transcriptie in plante, iar rolul sau principal este de a activa

expresia unor gene implicate in mod direct in rezistenta la stresul hidric.
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In cazul studiului de fata a fost amplificata si secventiata regiunea PvDREBGB pentru

cele 27 de populatii (3 indivizi/populatie). Datele obtinute din analiza secventelor

nucleotidice au evidentiat urmatoarele:

in cadrul secventei PvDREBGB a fost identificat un numar mare de situri polimorfe,
16, o parte specifice grupului (Andean/Mezoamerica) (Figura 3.7);

0 parte dintre mutatiile punctiforme identificate in secventa PvDREB6B produc
schimbari in structura proteicd, prin modificari ale aminoacizilor codificati. Zece
SNP au dus la modificarea aminoacizilor, in structura proteica, in functie de originea
geografica a Phaseolus vulgaris L.; astfel pentru populatiile locale de fasole originare
din bazinul geografic Andean a fost identificata izoleucina si glutamina, iar pentru
populatiile originare din bazinul Mezoamerica a fost confirmatd prezenta histidinei
si leucinei. Tn cazul celorlalte opt mutatii nonsinonime, au fost semnalate diferente
in si intre grupurile din Andean si Mezoamerica (+103, +232, +241, +252, +261 si
+262);
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Figura 3.7. Alinierea secventelor nucleotidice ale genei PvDREBG6B, pentru cele 27 de populatii locale de
Phaseolus vulgaris L., evaluate in cadrul studiului. Variatiile SNP specifice genofondului Andin au fost

evidentiate cu portocaliu, iar cele originare din bazinul Mezoamerica au fost marcate cu verde

pe de alta parte, un aspect deosebit este legat de pattern-ul secventei nucleotidice al
populatiilor SVGB-14245 si SVGB-15078, originare din bazinul Andean si al
SVGB-5749 cu origini Mezoamericane. Tn anumite locusuri (+307, + 309, +478,
+564, +669, +672, +694, +702, +723,+781, +791) populatiile cu origini Andine,
SVGB-14245 si SVGB-15078, prezinta acelasi tip de mutatie punctiforma cu cele

din Mezoamerica. Si din nou, populatia cu origini Mezoamericane SVGB-5749,
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prezinta SNP identice cu cele ale populatiilor originare din bazinul geografic Andean.
Acest lucru poate fi explicat, prin faptul ca, cele trei populatii s-au format prin
procesul de hibridizare al populatiilor din cele doud regiuni ale Americii si astfel au

rezultat hibrizi, ce inglobeaza trasaturi din cadrul celor doud genoame.

Aranjarea cladistica a probelor studiate, pe baza secventelor PvDREBGB s-a realizat
in functie de originea geografica (Figura 3.8). Au fost generate 2 clade principale, prima
fiind divizata in 2 subclade: principala fiind formata din populatii originare din bazinul
geografic Mezoamerica, iar a doua subcladi contine doud populatii cu origini Andine. Tn
cea de-a doua grupa, populatiile au fost separate n doua subclade, una dintre ele contindnd
populatia SVGB-5749 cu origini Mezoamericane si cea de-a doua subcladd contine trei
populatii cu origini Andine (SVGB-8290, SVGB-1988, SVGB-11642). Istoria evolutiva a
fost realizata prin metoda Neighbor-Joining, distantele genetice au fost determinate prin
metoda Maximum Composite Likelihood, iar pentru determinarea gradului de confidenta a

fost aplicat testul statistic Bootstrap (1000 de replicari).
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Figura 3.8. Arbore filogenetic- Metoda Neighbor-Joining - Secventele genei PvDREB6B. Populatiile
marcate cu rosu provin din bazinul geografic Andean, iar cele cu verde din bazinul geografic Mezoamerica
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3.6. ANALIZA SECVENTELOR GENEI PvRPS4

Gena PVRPS4 (ribosomal protein S4) codifica o proteina, a carei concentratie creste
atunci cand planta se dezvolta in conditii de stres hidric.

In urma reactiei de secventiere, pentru secventele codificatoare PvRPS4, la locusul
+297 a fost identificata prezenta timinei pentru o parte din populatiile evaluate, iar in cazul
celorlalte populatii, a fost sesizatd adenina. Prin asocierea acestor date, cu rezultatele anterior
obtinute (in urma secventierii regiunii PvDREB5A) a fost sesizat faptul ca, timina (T) este
prezenta la populatiile SVGB-1988, SVGB-18290, SVGB-14245, SVGB-1578, SVGB-
11642, cu originea in bazinul geografic Andean. Tn acelasi locus, populatiile originare din
regiunea Mezoamerica, prezintd nucleotida adenina (A). Pe de altd parte, acest SNP
identificat este o mutatie punctiforma, nonsinonima ce produce modificarea aminoacidului
codificat din secventa proteica. Studiile mai aprofundate, ar putea arata daca, aceasta mutatie
are un efect asupra nivelului de rezistenta al plantelor la conditiile mai putin favorabile de

mediu, precum lipsa apei (Figura 3.9).
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Figura 3.9. Aliniere secventelor nucleotidice ale genei PVRPS4 si a aminoacizilor din secventa proteica,
pentru cele 27 de populatii locale de Phaseolus vulgaris L., evaluate Tn cadrul studiului. Modelul
nucleotidelor/aminoacizilor din populatiile Andine au fost evidentiate cu portocaliu, iar cele originare din
bazinul Mezoamerica au fost marcate cu verde (L- leucind si F- fenilalanina)
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Arborele filogenetic al celor 27 de populatii de Phaseolus vulgaris L., pe baza
secventelor PVRPS4, este alcatuit din 2 clade principale, prima fiind formata din populatii
originare din bazinul geografic Mezoamerica, iar al doilea grup contine cele 5 populatii cu
origini Andine. Istoria evolutiva a fost determinata prin metoda Neighbor-Joining, iar
distantele genetice au fost calculate prin metoda Maximum Composite Likelihood, de
asemenea, pentru determinarea gradului de confidenta a fost aplicat testul statistic Bootstrap
(1000 de replicari) (Figura 3.10). Analiza a implicat 27 de secvente nuclotidice si 398 de

pozitii in setul final.
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Figura 3.10. Arbore filogenetic- Metoda Neighbor-Joining — Secventele genei PvRPS4. Populatiile marcate
cu rosu provin din bazinul geografic Andean, iar cele cu verde din bazinul geografic Mezoamerica

3.7. ANALIZA SECVENTELOR GENEI PVLEA3

Secventa PVLEA3 este o regiune codificatoare de la nivelul genomului nuclear.
Datele obtinute au permis identificarea unor polimorfisme uninucleotidice in cadrul
secventei codificatoare PVLEAS3, la specia Phaseolus vulgaris L., dupa cum urmeaza (Figura
3.11):
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e un singur polimorfism uninucleotidic ar permite diferentierea populatiilor originare
din Mezoamerica, fata de cele din bazinul geografic Andean. Astfel, la locusul +38,
probele cu origini Andine prezinta citozina, iar cele din bazinul geografic
Mezoamerica prezinta nucleotida timina;

e un alt SNP a fost identificat la locusul +23; adenina este prezenta la populatiile din
Andean, dar si in cazul unor probe cu origini Mezoamericane. Prezenta timinei este
semnalata la locusul +23 pentru 50% dintre populatiile din Mezoamerica;

e alte doud polimorfisme identificate au fost pentru locii +847 si +848, doar in cazul

populatiilor originare din bazinul geografic Mezoamerica;
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Figura 3.11. Alinierea secventelor nucleotidice ale genei PVLEA3, pentru cele 27 de populatii locale de
Phaseolus vulgaris L. Modelul nucleotidelor din populatiile Andine au fost evidentiate cu portocaliu, iar cele
originare din bazinul Mezoamerica au fost marcate cu verde

Analiza istoriei evolutive pentru cele 27 de populatii de Phaseolus vulgaris L., pe
baza secventei PVLEAS3, a condus la separarea probelor in functie de originea geografica. Au
fost obtinute 2 grupuri principale, primul (partea inferioara a arborelui filogenetic) fiind
format din populatii originare din bazinul geografic Mezoamerica, iar al doilea grup contine
2 subclade cu genotipuri originare din ambele bazine geografice. Istoria evolutiva a fost

determinata prin metoda Neighbor-Joining, iar distantele genetice au fost calculate prin
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metoda Maximum Composite Likelihood, de asemenea pentru determinarea gradului de
confidenta a fost aplicat testul statistic Bootstrap (1000 de replicari) (Figura 3.12).
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Figura 3.12. Arbore filogenetic- Metoda Neighbor-Joining — Secventele genei PVLEA3, populatiile marcate
cu rosu provin din bazinul geografic Andean, iar cele cu verde din bazinul geografic Mezoamerica

3.8. ANALIZA SPATIULUI INTERGENIC rpoC1-rpoC2

Spatiul intergenic rpoC1-rpoC2 este prezent la nivelul genomului cloroplastic si este
flancat de genele 7poC1 si rpoC2. In urma reactiei Sanger, au fost evidentiate urmatoarele:
¢ lungimea finala a fragmentului secventiat este de 930 perechi de baze;
e au fost identificate sapte polimorfisme uninucleotidice la nivelul regiunii rpoC1-
rpoC2 (Figura 3.13);

e sase din totalul SNP permit identificarea populatiilor cu origini geografice diferite.
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Figura 3.13. Analiza secventelor nucleotidice, pentru spatiul intergenic rpoC1-rpoC2, pentru cele 27 de

35

populatii locale de Phaseolus vulgaris L. SNP Andin au fost evidentiate cu portocaliu, iar cele originare din
bazinul Mezoamerica sunt marcate cu verde

Genotipurile evaluate au fost separate in functie de originea geografica intr-un arbore

filogenetic, astfel s-au obtinut 2 grupuri principale. Istoria evolutiva a fost determinata prin

metoda Neighbor-Joining, iar distantele genetice au fost calculate prin metoda Maximum

Composite Likelihood, iar pentru determinarea gradului de confidenta a fost aplicat testul

statistic Bootstrap (1000 de replicari) (Figura 3.14).
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Figura 3.14. Arbore filogenetic- Metoda Neighbor-Joining — Secventele spatiului intergenic rpoC1-rpoC2,

populatiile marcate cu rosu provin din bazinul geografic Andean, iar cele cu verde din bazinul geografic

Mezoamerica
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3.9. ANALIZA SPATIULUI INTERGENIC trnL-trnT

Secventa necodificatoare trnL-trnT este un spatiu intergenic din genomul
cloroplastic, flancat de genele trnL si respectiv trnT. In urma reactiei de secventiere Sanger
au fost identificate 3 polimorfisme uninucleotidice; la locusul +78, populatiile din bazinul
geografic Andean, au raportat prezenta adeninei, iar la acelasi locus, in cazul populatiilor
din regiunea centrala a Americii a fost semnalatd prezenta timinei. Cel de-al doilea
polimorfism uninucleotidic identificat, in secventa necodificatoare trnL-trnT este la locusul
+79, iar al treilea polimorfism uninucleotidic evidentiat este la locusul +136 si nu permite
diferentierea populatiilor de Phaseolus vulgaris L. in functie de originea geografica (Figura
3.15).
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Figura 3.15. Alinierea secvetelor nucleotidice, ale spatiului intergenic trnL-trnT, pentru cele 27 de populatii
locale de Phaseolus vulgaris L. SNP Andine au fost evidentiate cu portocaliu, iar cele originare din bazinul
Mezoamerica sunt marcate cu verde

Istoria evolutiva a celor 27 de genotipuri ce apartin speciei Phaseolus vulgaris L.,
poate fi dedusa si prin analiza arborilor filogenetici. Populatiile evaluate au fost separate n
functie de originea geografica a acestora, in doua grupuri principale, grupul originar din
Andean si cel din Mezoamerica. Istoria evolutiva a fost determinata prin metoda Neighbor-

Joining, iar distantele genetice au fost calculate prin metoda Maximum Composite
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Likelihood, iar pentru determinarea gradului de confidenta a fost aplicat testul statistic
Bootstrap (1000 de replicari) (Figura 3.16).

2 — SVGB-3076
SVGB-2087
SVGB-7378
SVBG-8846
SVGB-2834
SVGB-2911
SVGB-3916
SVGB-5424
SVGB-5513
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Figura 3.16. Arbore filogenetic- Metoda Neighbor-Joining — Secventele spatiului intergenic trnL-trnT,
populatiile marcate cu rosu provin din bazinul geografic Andean, iar cele cu verde din bazinul geografic
Mezoamerica

3.10. ANALIZA FILOGEOGRAFICA A SPECIEI PHASEOLUS VULGARIS L. CU
AJUTORUL UNOR PARAMETRII MORFOLOGICI

In urma cantariri M100 seminte, pentru fiecare dintre cele 27 de populatii, au fost
obtinute urmatoarele:
e 29,62% dintre populatii sunt reprezentate de seminte mari (masa a 100 seminte > 40
a);
e 62,96% sunt considerate seminte medii (greutatea a 100 de seminte, variaza intre 25-
40 g);
e 7,40% dintre populatiile analizate au semintele mici (masa a 100 de seminte <25 g).
Daca apartenenta la o zond geografica s-ar realiza doar pe baza aprecierilor
morfologice, probele SVGB-18290 (M100 = 22,95 g), SVGB-3076 (M100 = 24,21 g) ar fi
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originare din Mezoamerica (7,40% din populatiile analizate ar prezenta origini
Mezoamericane), iar 92,30% dintre populatii ar avea origini Andine (25 de populatii din cele
27 studiate). Stabilirea apartenentei probelor de Phaseolus vulgaris L., la o anumita regiune
geografica se poate realiza si prin aprecierea formei semintelor, astfel cele cu forma cubica
(SVGB-16092) si reniformda (SVGB-11642), sunt caracteristice regiunii geografice
Mezoamerica. Doar pe baza acestor caracteristici, nu se pot face afirmatii pertinente cu
privire la originea geografica a populatiilor de Phaseolus vulgaris L. Insa studiile realizate
la nivel molecular, prin secventierea unor regiuni specifice, pot afirma sau infirma rezultatele
de la nivel morfologic. Pe baza parametrilor morfologici ai germoplasmei vegetale s-au
identificat diferente intre cele doua grupuri (Andean/Mezoamerica) (Tabel 3.1).

Tabelul 3.1. Valori medii ale unor parametrii morfologici, pentru cele doua grupuri de
Phaseolus vulgaris L.

Eroarea -
Caracteristica Intervalul (Min-Max) Media + SD standard a Coeflu.ent.ul de
mediei variatie
Bazinul geografic Andean
Lungime (mm) 5.19 (11.61 - 16.8) 14.04 £2.25 1.01 16.09%
Latime (mm) 0.96 (4.55 - 5.51) 509 + 0.36 0.16 7.25%
Inaltime (mm) 2.57 (5.66 - 8.23) 700+12 0.54 17.03%
Greutate (mm) 0.33 (0.23 - 0.56) 0.38 +0.14 0.06 36.53%
Indicele de planeitate 0.19 (1.26 - 1.45) 1.36 £ 0.06 0.03 5.01%
Indicele de excentricitate 1.33(1.84 -3.17) 258 +0.53 0.23 20.60%
Masa a 100 de seminte(g) 27.52 (22.95 - 50.48) 37.74 £10.32 4.61 27.35%
Bazinul geografic Mezoamerica
Lungime (mm) 5.94 (9.86 — 15.8) 12.42+1.9 0.4 15.29%
Litime (mm) 2.15 (4.39 — 6.54) 5.26 +0.61 0.13 11.61%
fniltime (mm) 4.16 (6.56 — 10.72) 7.83+1 0.21 12.81%
Greutate (mm) 1.71 (0.24 — 1.95) 0.43+0.35 0.07 80.09%
Indicele de planeitate 0.24 (1.05-1.29) 1.15 +0.06 0.01 5.49%
Indicele de excentricitate 2.12 (1.27 - 3.39) 231061 0.13 26.73%
Masa a 100 de seminte(g) 36.79 (24.21 - 61) 34.44 £9.19 1.96 26.69%
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3.11. EVALUAREA MORFOLOGICA A PLANTELOR SPECIEI PHASEOLUS
VULGARIS L. DEZVOLTATE IN CONDITII DE SECETA

Perioadele de seceta obliga organismele vegetale sa adopte diferite masuri, care pot
reduce pierderile de apa, iar acest lucru se manifesta si prin modificari aparute la nivelul
tesuturilor, precum cel foliar si radicular. Un exemplu in acest sens, il reprezintd miscarea
frunzelor. Fenomenul de rolare al frunzelor este foarte des intélnit la Phaseolus vulgaris L.
si reprezinta un mecanism de adaptare al speciei in fata stresului (Kadioglu et al., 2012;
Lizana et al., 2006; Pastenes et al., 2005). In cazul de fata a fost observat fenomenul de rolare

la frunze si miscarea paraheliotrofa (gruparea frunzelor trifoliate) (Figura 3.18).

Figura 3.18. Imagini surprinse in diferite etape ale experimentului, prezentdnd modificarile aparute la nivelul
tesutului foliar: a) evidentierea fenomenului de senescenta surprins la frunzele din etajul inferior al plantei,
varietatea SVGB-2087, dupa 12 zile de stres hidric; b) surpinderea efectului de rolare, la varietate SVGB-
1988, dupa 12 zile de seceta; ¢) surprinderea fenomenului de grupare al primului etaj de frunze trifoliate la

varietatea SVGB-2087, dupa 12 zile de secetd

Analiza morfologica a plantelor varietitii SVGB-1988 (originare din bazinul
geografic Andean) a evidentiat prezenta florilor, atat in cazul plantelor irigate, cat si in cazul
celor neirigate timp de 8 si 12 zile (Figura 3.19). Acesta este un fenomen clasic de adaptare
la lipsa apei, denumit “evadarea din seceta”, planta isi canalizeaza toatd energia si toti
nutrientii pentru finalizarea ciclului celular, permitdnd dezvoltarea florii si ulterior a

fructului (Fang & Xiong, 2015; Shavrukov et al., 2017).
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©)
SVGB-1988- 8 zile stres hidric SVGB-1988- 12 zile stres hidric

Figura 3.19. Studiul fenotipic al varietatii SVGB-1988 (Andean): a) lotul martor, irigat de 30 de zile; b) lotul
stresat hidric, 8 zile; ¢) lotul martor, irigat de 34 de zile; d) lotul stresat hidric, 12 zile

In cazul populatiei locale SVGB-2087 a fost notati o dezvoltare mai putin accentuati
a indivizilor din lotul stresat hidric timp de 8 si respectiv 12 zile, comparativ cu indivizii

irigati pe toata perioada experimentului (Figura 3.20).

SVGB-2087- 8 zile stres hidric SVGB-2087- 12 zile stres hidric

Figura 3.20. Studiul fenotipic al varietatii SVGB-2087 (Mezoamerica): a) lotul martor, irigat 30 de zile; b)
lotul stresat hidric, 8 zile; ¢) lotul martor irigat, 34 de zile; d) lotul stresat hidric, 12 zile

Desi varietatea Lechinta este cunoscutd ca avand o rezistenta crescuta la seceta, prin
simpla analiza morfologica a plantelor se poate observa o slaba dezvoltare a indivizilor
neirigati comparativ cu cei din loturile martor (Figura 3.21), unde este dezvoltata si floarea,

iar numarul frunzelor trifoliate este este mult mai mare.

Lechinta- 8 zile stres hidric Lechinta- 12 zile stres hidric

Figura 3.21. Studiul fenotipic al varietatii Lechinta: a lotul martor, irigat 30 de zile; b) lotul stresat hidric, 8
zile; c) lotul martor, irigat 34 de zile; d) lotul stresat hidric, 12 zile
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In urma determinrii unor parametrii fenotipici, pentru indivizii celor trei populatii,
au fost observate diferente intre loturile irigate si neirigate, mai mari pentru populatia locala,
originara din bazinul geografic Mezoamerica, SVGB-2087 si mai mici pentru populatia cu

origini Andine, SVGB-1988 (Figura 3.22).

Varietatea Varietatea Varietatea

SVGB-2087 SVGB-1988 Lechinta

Lungime totala: ** ) Lungime totala: * Lungime totala: **
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Figura 3.22. Shematizarea diferentelor obtinute intre loturile irigate si neirigate ale celor 3 varietati ale
speciei Phaseolus vulgaris L., in urma determinarii unor parametrii morfologici si evidentierea semnificatiei
statistice

3.12. EVALUAREA PREPARATELOR MORFOANATOMICE, ALE
VARIANTELOR SPECIEI PHASEOLUS VULGARIS L., DEZVOLTATE 1IN
DIFERITE CONDITII DE MEDIU

Modificarile fenotipice, generate de stresul hidric, sunt rezultatul unor modificari
profunde fiziologie si metabolice. Astfel, studiul morfoanatomic al tesututilor vegetale poate
oferi informatii valoroase cu privire la gradul de rezistenta al varietatilor de Phaseolus
vulgaris L. la factorul de stres hidric. Evaluarile morfoanatomice pot fi utilizate ca markeri

de identificare pentru genotipurile cu insusiri superioare de rezistenta la seceta.

3.12.1. Analiza sectiunilor morfoanatomice pentru varietatea SVGB-2087

In sectiune transversald, la nivelul hipocotilului au fost identificate o serie de
diferente (Figura 3.23). Deosebirile dintre cele doua variante (irigat si Stresat hidric 8 zile)
sunt de ordinul celor cantitative. Pentru individul irigat au fost constatate mai multe elemente
de liber secundar (marcat cu sdgetile galbene), in timp ce la varietatea neirigata procesul de

histogeneza a tesuturilor conducatoare stagneaza, motivul presupus fiind lipsa apei.
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SVGB-2087- Lot Control SVGB-2087- Lot Stres Hidric (8 zile)

Axa Hipocotila Axa Hipocotila

a) b)

Figura 3.23. Sectiuni transversale prin axa hipocotila: a) SVGB-2087, lot control (x20); b) SVGB-2087, lot
stres hidric 8 zile (x20)

De asemenea, diferente intre indivizii irigati si stresati hidric au fost observate si in
sectiunile transverasale din axa epicotilului (Figura 3.24). Conturul sectiunii transversale
este asemanator, in cazul indivizilor irigati si stresati hidric, hexagonal-neregulat, cu 6 creste
ce alterneaza cu 6 valecule. Tesuturile conducétoare sunt organizate in principal sub forma
fasciculelor libero-lemnoase primare, de tip colateral deschis, dispuse pe un cerc (20-24
fascicule). Vasele de lemn din fasciculele lotului control sunt vizibil mai mari decét cele ale
fasciculelor lotului neirigat (marcat cu sagetile galbene); dimensiunea lor este corelatd cu
fluxul de seva bruta.

SVGB-2087- Lot Control SVGB-2087- Lot Stres Hidric (8 zile)
Axa Epicotila, Internod 1 Axa Epicotila, Internod 1

Figura 3.24. Sectiuni transversale prin axa epicotild: 8) SVGB-2087, lot control (x20); b) SVGB-2087, lot
stres hidric 8 zile (x20)

in sectiune transversala prin axa hipocotilului, in cazul variantei SVGB-2087, au fost
observate diferente intre lotul martor si cel stresat hidric 12 zile. Astfel, cambiul
interfascicular este in curs de formare, nu este activ, nu genereaza nimic; structura este mai

tanara decat cea de la lotul stresat hidric, desi planta este mai bine dezvoltata din punct de
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vedere morfologic. Cambiul interfascicular este foarte activ, iar structura cilindrului central
este mai avansata din punct de vedere histologic decat cea a lotului control, desi planta este

mai putin dezvoltata din punct de vedere morfologic (Figura 3.24).

SVGB-2087- Lot Control SVGB-2087- Lot Stres Hidric (12 zile)
Axa Hipocotila Axa Hipocotila

Figura 3.24. Sectiuni transversale prin axa hipocotila: a) SVGB-2087, lot control (x20); b) SVGB-2087, lot
stres hidric, 12 zile (x20)

Un fenomen deosebit (Figura 3.25) care poate fi corelat cu stresul hidric 1l reprezinta
reactia de raspuns a plantei manifestatd prin generarea de radacini adventive, de origine
endogena. Chiar daca se poate presupune obiectiv, cd in lipsa apei planta nu are de ce sd-si
dezvolte sistemul radicular, acest aspect este valabil pentru ceea ce creste in sol; in schimb,
de pe hipocotilul aerian, adventiv, pot aparea radacini, ca o strategie activa de identificare a

unor posibile resurse de apa.

SVGB-2087- Lot Stres Hidric (12 zile)

Axa Hipocotili

adventive (x200)

In sectiunea transversala prin axa epicotila au fost observate o serie de diferente intre
proba irigata (34 zile) si cea stresata hidric (12 zile) (Figura 3.26). Cambiul interfascicular
este mai activ la lotul stresat hidric, generand spre exterior elemente liber secundare, iar spre

interior libriform. Ca dezvoltare, lotul stresat hidric are axa epicotila mai avansata din punct
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de vedere histologic (este ca si cum s-ar grabi cu edificarea partii vegetative pentru a avea
timp si pentru formarea florii, fructului, semintelor). Genotipul SVGB-2087 indica prin
comportamentul structural al variantelor stresate hidric cd are potential de rezistenta prin

raspunsuri structurale si morfologice caracteristice.

SVGB-2087- Lot Control SVGB-2087- Lot Stres Hidric (12 zile)
Axa Epicotila, Internod 1 Axa Epicotila, Internod 1

Figura 3.26. Sectiuni transversale prin axa epicotila: a8) SVGB-2087, lot control (x100); b) SVGB-2087, lot
stres hidric, 12 zile (x100)

3.12.2. Analiza sectiunilor morfoanatomice pentru varietatea SVGB-1988

A fost constatatd dezvoltarea unor radacini adventive, atat in cazul probei irigate, cét
si n cazul celei stresate hidric, ce au rolul de a contribui la imbunatatirea starii de hidratare
a plantei (Figura 3.27). Geneza radacinilor adventive 1isi are originea in cambiul

interfascicular cu participarea elementelor de liber secundar si a celor periciclice.

SVGB-1988- Lot Control SVGB-1988- Lot Stres Hidric (8 zile)
Axa Hipocotili Axa Hipocotila

Figura 3.27. Sectiuni transversale prin axa hipocotila: a) SVGB-1988, lot martor (x20, x100); b) SVGB-
1988, lot stres hidric, 8 zile (x20, x100)
In sectiunea transversald a epicotilului a fost observati o dispunere diferitd a
fasciculelor libero-lemnoase, pentru varianta irigata si cea neirigata. Astfel, pentru genotipul

irigat timp de 30 de zile, fasciculele libero-lemnoase initiale primare, heteromorfe, prezinta
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0 dispozitie a vaselor de lemn in mod uniseriat. in schimb, la varietatea neirigata, timp de 8
zile, fasciculul libero-lemnos initial, primar are 0 dipozitie a veselor de lemn in forma literei
V (Figura 3.28).

SVGB-1988— Lot Control SVGB-1988— Lot Stres Hidric (8 zile)
Epicotil, Internod 1 Epicotil, Internod 1

Fascicule libero-lemnoase /

initiale, Par tector pluricelular masiv

a) b)

Fascicul libero-lemnoase inifial

Figura 3.28. Sectiuni transversale prin axa epicotild: a) SVGB-1988, lot control (x100); b) SVGB-1988, lot
stres hidric, 8 zile ( x100)

In sectiune transversald, preparatele morfoanatomice au prezentat numeroase
deosebiri, intre variantele irigate si cele neirigate, la nivelul hipocotilului (Figura 3.29). Tn
cazul genotipului SVGB-1988 irigat, a fost observata tendinta de dezorganizare a celulelor
din scoarta parenchimatica. Acest fenomen a fost determinat de acumularea de tesuturi
suplimentare din interior, produse de cambiul interfascicular si cambiul intrafascicular. Tn
cazul genotipului neirigat au fost evidentiate in Figura 3.29 b) aspecte diferite, comparativ
cu cele ale lotului control. Sagetile albastre marcheaza celule din cortexul parenchimului
aflate in dezorganizare, pe cand cele galbene reprezintd elemente ale periciclului

sclerenchimatos nelignificat.

SVGB-1988- Lot Control SVGB-1988- Lot Stres Hidric (12 zile)
Axa Hipocotili Axa Hipocotili

a*s
A
¥

b)

Figura 3.29. Sectiuni transversale prin axa hipocotild: a) SVGB-1988, lot control (x100, x200); b) SVGB-
1988, lot stres hidric, 12 zile ( x100, x200)

Diferente au fost sesizate si la nivelul epicotilului pentru cele doua variante ale

genotipului SVGB-1988 (Figura 3.30). La varianta control, sagetile verzi (a si b) indica
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formarea unor vase de lemn secundar de catre cambiul intrafascicular, aflate in imediata
vecinitate a vasului de metaxilem din lemnul primar. In rest, cambiul interfascicular este cel
mai activ producand spre exterior insule de liber secundar si idioblaste secretoare, iar spre
interior, libriform lignificat. La varianta stresata hidric (d) sageata verde indica formarea de
catre cambiul intrafascicular, a unor vase de lemn secundar, aflate Tn prelungirea ultimului
vas mare de metaxilem, vase usor aplatizate si cu peretii usor ingrosati dar nelignificati. Pe
alocuri (sageata albastrd) apar vase de lemn secundar produse de cambiul interfascicular,
alaturi de libriform lignificat. Prin cele prezentate mai sus, putem afirma ca, genotipul
SVGB-1988 raspunde foarte bine la stresul hidric.

SVGB-1988- Lot Control SVGB-1988- Lot Stres Hidric (12 zile)

Epicotil, Internod 1 Epicotil, Internod 1

Figura 3.30. Sectiuni transversale prin axa epicotilului: a) SVGB-1988, lot control (x100); b) SVGB-1988,
lot stres hidric, 12 zile ( x100)

3.12.3. Analiza sectiunilor morfoanatomice pentru varietatea Lechinta

In cazul variantei neirigate timp de 8 zile au fost raportate diferente si aspecte care
sugereaza cd, genotipul Lechinta este rezistent la secetd, prin numeroasele mecanisme de
adaptare pe care le realizeaza. In Figura 3.31 a), cambiul interfascicular este deosebit de
activ in procesul de traheogeneza, chiar dacd este vorba despre stres hidric. Se poate
considera ca fiind o particularitate aparte a genotipului Lechinta, care reactioneaza bine la
stres hidric. Cavitatea aerifera centrala este mai mica, practic, celulele sunt pastrate ca sursa

de apa (cu localizare vacuolara).
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Lechinta— Lot Stres Hidric (8 zile)
Axa Hipocotila

Cavitatea aerifera
centrala

Figura 3.31. Sectiuni transversale prin axa hipocotila: a) Lechinta, lot stres hidric 8 zile, ( x100); b) Lechinta,
lot stres hidric 8 zile, ( x100); ¢) Lechinta, lot stres hidric 8 zile ( x100);

Sectiunile prin structura epicotilului au permis evidentierea unor aspecte in cazul
varintei irigate si neirigate (Figura 3.32). Conturul sectiunii transversale este circular-ovat la
varianta control si circular-costat la varianta stresata hidric. De asemnea, genotipul neirigat
prezintd la nivelul epidermei peri tectori foarte lungi, pluricelulari; la varianta control acestia
sunt mai rari. Numarul de idioblaste secretoare este mult mai redus la varianta stresata hidric
decat la control. Maduva se dezorganizeaza la ambele variante, aproape la fel de puternic si
intens.

Lechinta— Lot Control Lechinta— Lot Stres Hidric (8 zile)
Epicotil, Internod 1 Epicotil, Internod 1

Figura 3.32. Sectiuni transversale prin axa epicotilului: a) Lechinta, lot control, (x20); b) Lechinta, lot stres
hidric, 8 zile, ( x20)

Tn Figura 3.33 sagetile negre evidentiaza diferenta existenti intre libriformul produs

de cambiul interfascicular de la varianta control si cea stresatd hidric: un libriform
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pluristratificat, intens lignificat la varianta control si un libriform uni-bistratificat, slab

lignificat la varianta stresata hidric.

Lechinta— Lot Control Lechinta— Lot Stres Hidric (12 zile)
Axa Hipocotila Axa Hipocotila

9: 9
Figura 3.33. Sectiuni transversale prin axa hipocotild: a) Lechinta, lot control ( x200); b) Lechinta, lot stres
hidric, 12 zile (x200)

Tn Figura 3.34 sagetile rosii indica zona de cambiu interfascicular care este foarte slab
reprezentata si care se diferentiaza aproape in totalitate spre exterior in liber secundar.
Fasciculele conducatoare sunt in totalitate cu structurd primara, agsa cum au fost generate de
procambiu avand vase de lemn (protoxilem si metaxilem) si celule de parenchim lemnos cu
peretii subtiri celulozo-pectici.

Lechinta— Lot Control Lechinta— Lot Stres Hidric (12 zile)
Epicotil, Internod 1 Epicotil, Internod 1

Figura 3.34. Sectiuni transversale prin axa epicotilului: a) Lechinta, lot control; b) Lechinta, lot stres hidric,
12 zile (x100)

3.13. EVALUAREA PIGMENTILOR ASIMILATORI Al PLANTELOR SPECIEI
PHASEOLUS VULGARIS L. DEZVOLTATE iN CONDITII DE SECETA

Atunci cand plantele nu au un aport suficient de apa, acestea vor suferi o serie de
modificari, nu doar la nivel morfologic, ci si la nivel biochimic. In aceasta categorie pot fi
incluse, modificarile aparute in timpul proceselor de fotosinteza, modificari ale concentratiei

unor substante implicate in mecanismele de reglare osmotica, precum si ale unor enzime
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antioxidante si ale fitohormonilor. Tn acest caz a fost determinati concentratia clorofilei a,
clorofilei b si a carotenoidelor din tesutul foliar al celor trei genotipuri. Datele au aratat ca
cele mai mari diferente intre loturile experimentale au fost raportate pentru populatia locala
originarad din bazinul geografic Mezoamerica, SVGB-2087, iar cele mai mici diferente, in

cazul genotipului Lechinta (Figura 3.35).
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Figura 3.35. Shematizarea diferentelor obtinute intre loturile irigate si neirigate ale celor 3 varietati
Phaseolus vulgaris L., in urma determinarii unor parametrii biochimici si evidentierea semnificatiei statistice

3.14. EVALUAREA UNOR PARAMETRII FIZIOLOGICI Al PLANTELOR
SPECIEI PHASEOLUS VULGARIS L. DEZVOLTATE iN CONDITII DE
SECETA

Determinarea unor parametrii fiziologici ai plantei, precum continutul relativ al apei
(RWC) si rata cresterii relative, poate fi exploatata in vederea identificarii varintelor speciei
Phaseolus vulgaris L. cu rezistenta crescuta la factorul de stres hidric. Rezultatele obtinute
in acest studiu au fost diferite in functie de varietatea evaluata, dar si in functie de intensitatea

stimulului aplicat (Figura 3.36).
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Figura 3.36. Shematizarea diferentelor obtinute intre loturile irigate si neirigate ale celor 3 varietati
Phaseolus vulgaris L., in urma determinarii unor parametrii fiziologici si evidentierea semnificatiei statistice
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3.15. EVALUAREA EXPRESIEI UNOR GENE IMPLICATE IN RASPUNSUL
PLANTELOR SPECIEI PHASEOLUS VULGARIS L. LA CONDITII DE
SECETA

In cazul studiului de fatd a fost analizati expresia a 14 gene, din care 13 sunt implicate
in cresterea si dezvoltarea, dar si in raspunsul la stresul hidric al speciei Phaseolus vulgaris
L. si a unei gene de referintd (housekeeping): Pv4ABA’'S8H, PvDREB1, PvDREB?2,
PvDREB6B, PVERF, PvVLEA3, PvMYBO03, PvMYB07, PvMYC, PvP5CS10, PvPP2C-12,
PVWRKY 53, PVWRKY 57 si PVACT (housekeeping).

3.15.1. Analiza expresiei unor gene functionale implicate in raspunsul la seceta

Genele implicate in raspunsul la stresul hidric sunt clasificate in doua categorii: gene
functionale si gene reglatorii. In prima categorie sunt incluse genele al ciror produs de

sinteza este implicat direct n raspunsul fata de stres.

3.15.1.1. Expresia relativa a genei PvVLEA3

Dupa o perioada de 8 zile de stres hidric, au fost raportate diferente intre loturile
experimentale, astfel gena PVLEA3 a fost mai intens exprimata la nivelul tesutului radicular,
comparativ cu cel foliar, pentru toate variantele studiate. Prin expunerea plantelor la 12 zile
de stres hidric, au fost observate valori superioare ale expresiei genei PVLEA3 in frunza,
pentru varietatea SVGB-2087 si in radicina, pentru genotipul Lechinta. In tesutul radicular
a fost inregistrata o scadere a expresiei genei PVLEA3 pentru populatia SVGB-2087, dupa
12 zile de seceta (Figura 3.36).

STRES HIDRIC 8 ZILE STRES HIDRIC 8 ZILE STRES HIDRIC 12 ZILE STRES HIDRIC 12 ZILE
-PYLEA3- PYLEAS- -PyLEA3- -PVLEA3-

I i

Mator
St Bickic &= Sures Hidric &= Sures Hidric

Figura 3.36. Expresia relativa a genei PVLEA3, dupa 8 si 12 zile de de seceta- pentru varietatile SVGB-
1988, SVGB-2087 si Lechinta: a) tesutul foliar; b) tesutul radicular; c) tesutul foliar; d) tesutul radicular.
Bara reprezinta media valorii pentru cinci replicate biologice, In timp ce bara de eroare indica deviatia
standard a variatiei datelor. Diferentele dintre loturi sunt exprimate statistic, unde: p>0,05 (ns); p<0,05 (*);
p<0,01 (**); p<0,001 (***); p<0,0001 (****)
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3.15.1.2. Expresia relativa a genei PvP5CS10

A1-Pyrroline-5-carboxylate synthase sau P5CS10 este o gena functionala controlata
de calea ABA-dependent, iar expresia sa creste in conditii de stres abiotic. Dupa 8 zile de
secetd au fost Inregistrate valori superioare ale expresiei genei PvP5CS10 atat in tesutul
foliar, cét si cel radicular pentru genotipul SVGB-2087. Pe de alta parte, cele 12 zile de stres
hidric au permis nregistrarea unor valori diferite ale expresiei, mai mari in frunza pentru

populatia SVGB-2087 si pentru genotipul Lechinta in tesutul radicular (Figura 3.37).

e STRES HIDRIC 8 ZILE " STRES HIDRIC 8 ZILE o STRES HIDRIC 12 ZILE

-PYPSCS10- -PyP5CS10- -PvPSCS10- -PyPSCST0-
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~fesut foliar-  -feswt foar- fesut foliar- -rdddcing-  -raddcind-  -raddcind- fesut foliay oliar- fesut foliar- -ridieind-  -raddcind.  -ridicind-

- \Marior
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Figura 3.37. Expresia relativa a genei PvP5CS10, dupa 8 si 12 zile de seceta- pentru varietatile- SVGB-
1988, SVGB-2087 si Lechinta: a) tesutul foliar; b) tesutul radicular; c) tesutul foliar; d) tesutul radicular.
Bara reprezinta media valorii pentru cinci replicate biologice, in timp ce bara de eroare indica deviatia
standard a variatiei datelor. Diferentele dintre loturi sunt exprimate statistic, unde: p>0,05 (ns); p<0,05 (*);
p<0,01 (**); p<0,001 (***); p<0,0001 (****)

3.15.2. Analiza unor gene reglatorii implicate in raspunsul fata de stresul hidric

Atunci cand plantele cresc si se dezvoltd intr-un mediu mai putin favorabil, acestea
declanseaza anumite mecanisme, care le permit sa supravietuiasca. Astfel, la nivel molecular
activitatea unor gene precum cele functionale si reglatorii, devine mai intensa. Genele
reglatorii sunt reprezentate de produsii de sinteza responsabili de transmiterea semnalului,
dar si factorii de transcriptie, care sunt implicati in activarea unor gene functionale. Cele

doua categorii de gene sunt implicate in mod indirect in raspunsul fata de stresul abiotic.

3.15.2.1. Expresia relativa a genei PvABA’8H

ABA sau acidul abscisic este un fitohormon cu numeroase implicatii in procesele
fiziologice ale plantelor. Tn perioadele de stres hidric, acidul abscisic poate produce diferite
modificari la nivel fiziologic, molecular sau biochimic, prin care planta se poate adapta si
poate supravietui in lipsa apei. Gena PvABA’'8H codifica acidul abscisic 8-hidroxilaza, o

enzima ce participa la reactia de catabolizare a acidului abscisic. Expresia genei PvABA 'SH
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a Tnregistrat valori mai mari n tesutul foliar, comparativ cu cel radicular, pentru toate cele
trei variante studiate, dupa cele 8 zile de stres hidric. Dupa 12 zile de secetd, expresia genei
a fost mai accentuatd in cazul genotipului SVGB-1988, atat in tesutul foliar, cit si in
radacina, cele mai mici valori fiind observate pentru varietatea Lechinta in frunza si pentru
SVGB-2087 in radacina (Figura 3.38).

STRES HIDRIC 8 ZILE STRES HIDRIC 8 ZILE STRES HIDRIC 12 ZILE STRES HIDRIC 12 ZILE
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~fesui foliar-  -fesnt foliar-  -feswt foliar- -rddicind-  -riddcind-  -rdddcind- fesut foliar. ~fesut follar- -fesut foliar- -raddcind-  -raddcind-  -rdddcind-

-
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Figura 3.38. Expresia relativa a genei PvABA’8H, dupa 8 si 12 zile de seceta- pentru varietatile- SVGB-
1988, SVGB-2087 si Lechinta: a) tesutul foliar; b) tesutul radicular; c) tesutul foliar; d) tesutul radicular.
Bara reprezinta media valorii pentru cinci replicate biologice, in timp ce bara de eroare indica deviatia
standard a variatiei datelor. Diferentele dintre loturi sunt exprimate statistic, unde: p>0,05 (ns); p<0,05 (*);
p<0,01 (**); p<0,001 (***); p<0,0001 (****)

3.15.2.2. Expresia relativa a genei PvPP2C-12

PP2C fosfataza este cunoscuta ca regland negativ raspunsul mediat de ABA. Prin
expunerea celor trei genotipuri la 8 zile de stres hidric, a fost observata o scadere a expresiei
pentru genotipul Lechinta in ambele tesuturi (frunzd/radacind) si o crestere in cazul
variantelor SVGB-1988 si SVGB-2087 in frunza si in radacina pentru SVGB-1988. Prin
intensificarea stresului hidric (12 zile secetd), expresia genei PvPP2C-12 a scadzut pentru
cele trei genotipuri, In tesutul foliar si a crescut in tesutul radicular pentru Lechinta si SVGB-

2087 (Figura 3.39).
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Figura 3.39. Expresia relativa a genei PvPP2C-12, dupa 8 si 12 zile de secetd- pentru varietatile- SVGB-
1988, SVGB-2087 si Lechinta: a) tesutul foliar; b) tesutul radicular; c) tesutul foliar; d) tesutul radicular.
Bara reprezinta media valorii pentru cinci replicate biologice, in timp ce bara de eroare indica deviatia
standard a variatiei datelor. Diferentele dintre loturi sunt exprimate statistic, unde: p>0,05 (ns); p<0,05 (*);
p<0,01 (**); p<0,001 (***); p<0,0001 (****)
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3.15.2.3. Expresia relativa a genei PvDREB1

DREB1(Dehydration Responsive Element Binding) este un factor de transcriptie a
cirui expresie creste atunci cand plantele sunt expuse unui stres abiotic. In cadrul acestui
studiu a fost analizata expresia genei PVDREBL pentru cele trei variante, astfel dupa 8 zile
de secetd au fost Inregistrate cresteri ale expresiei in tesutul foliar si scaderi in tesutul
radicular, pentru toate genotipurile studiate. Prin extinderea perioadei de secetd, valoarea
expresei genei PvDREBL1 a scazut, din nou, pentru toate cele trei variante in radacina si a

crescut in tesutul foliar pentru genotipurile SVGB-2087 si Lechinta (Figura 3.40).
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Figura 40. Expresia relativa a genei PvDREB1, dupa 8 si 12 zile de seceta- pentru varietatile- SVGB-1988,
SVGB-2087 si Lechinta: a) tesutul foliar; b) tesutul radicular; c) tesutul foliar; d) tesutul radicular. Bara
reprezinta media valorii pentru cinci replicate biologice, In timp ce bara de eroare indica deviatia standard a
variatiei datelor. Diferentele dintre loturi sunt exprimate statistic, unde: p>0,05 (ns); p<0,05 (*); p<0,01 (**);
p<0,001 (***); p<0,0001 (****)

3.15.2.4. Expresia relativa a genei PvDREB2

Dupa o perioada de 8 zile de stres hidric au fost inregistrate valori diferite ale expresiei
genei PVDREB2, pentru cele trei genotipuri, in functie de tesutul evaluat. In frunza au fost
observate cresteri ale expresiei si valori mai mici ale expresiei in tesutul radicular. Cele 12
zile de secetd au avut un efect diferit in ceea ce priveste expresia genei PPDREB2, 1n special
la nivel radicular, unde au fost inregistrate cresteri ale expresiei pentru genotipurile SVGB-

2087 si Lechinta (Figura 3.41).
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Figura 3.41. Expresia relativa a genei PvDREB2, dupa 8 si 12 zile de seceta- pentru varietatile- SVGB-1988,
SVGB-2087 si Lechinta: a) tesutul foliar; b) tesutul radicular; ¢) tesutul foliar; d) tesutul radicular. Bara
reprezintd media valorii pentru cinci replicate biologice, In timp ce bara de eroare indica deviatia standard a
variatiei datelor. Diferentele dintre loturi sunt exprimate statistic, unde: p>0,05 (ns); p<0,05 (¥); p<0,01 (**);
p<0,001 (*¥*%*); p<0,0001 (*¥***)

3.15.2.5. Expresia relativa a genei PvDREB6

Expresia genei PvDREBG a fost cuantificatd dupa 8 si 12 zile de stres hidric atat din
frunza, cat si din tesutul radicular. Astfel, dupa 8 zile de stres hidric expresia genei PvDREB6
a scdzut pentru toate variantele studiate in tesutul radicular si foliar, exceptand varietatea
Lechinta, care la nivelul frunzei a inregistrat o usoara crestere a expresiei. Pentru cel de-al
doilea experiment (12 zile secetd) au fost observate scaderi ale expresiei genei PvDREBSG,
pentru cele trei genotipuri in tesutul foliar si radicular, cu exceptia variantei Lechinta care a

inregistrat o crestere semnificativa a expresiei genei PvDREBG6 in radacina (Figura 3.42).
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Figura 3.42. Expresia relativa a genei PvDREBG6, dupa 8 si 12 zile de seceta- pentru varietatile- SVGB-1988,
SVGB-2087 si Lechinta: a) tesutul foliar; b) tesutul radicular; c) tesutul foliar; d) tesutul radicular. Bara
reprezintd media valorii pentru cinci replicate biologice, in timp ce bara de eroare indicéa deviatia standard a
variatiei datelor. Diferentele dintre loturi sunt exprimate statistic, unde: p>0,05 (ns); p<0,05 (*); p<0,01 (**);
p<0,001 (*¥**); p<0,0001 (****)

3.15.2.6. Expresia relativa a genei PvERF

Ethylene Responsive Factor (ERF) este un factor de transcriptie implicat in

numeroase procese fiziologice, precum cresterea si dezvoltarea plantelor, dar si in procesele
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de rezistenta la factorii de stres abiotic si biotic (Fatma et al., 2022). Dupa 8 zile de seceta,
expresia genei PVERF a inregistrat o scadere in tesutul radicular pentru cele trei genotipuri
si o crestere la nivelul tesutului foliar pentru varietatile Lechinta si SVGB-1988. Rezultate
usor asemandtoare au putut fi observate si prin expunerea plantelor la 12 zile de stres hidric,
fiind raportate in general scaderi ale expresiei, exceptand varietatea Lechinta, Tn tesutul foliar

(Figura 3.43).
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Figura 3.43. Expresia relativa a genei PVERF, dupa 8 si 12 zile de seceta- pentru varietitile- SVGB-1988,
SVGB-2087 si Lechinta: a) tesutul foliar; b) tesutul radicular; c) tesutul foliar; d) tesutul radicular.
Diferentele dintre loturi sunt exprimate statistic, unde: p<0,01 (**); p<0,001 (***); p<0,0001 (****)

3.15.2.7. EXxpresia relativa a genei PvMYBO03

Factorii de transcriptie MYB au un rol esential in procesele de dezvoltare, senescenta,
dar si in raspunsul plantelor la factorii de stres abiotic, precum seceta (Li et al., 2019). Prin
expunerea celor 3 varietati ale speciei Phaseolus vulgaris L. la stresul hidric, timp de 8 zile,
expresia factorului de transcriptie PYMYBO03 a inregistrat o scadere la nivelul tesutului
radicular si foliar pentru varietatea SVGB-1988 si o crestere la nivel foliar pentru
genotipurile Lechinta si SVGB-2087. Prin intensificarea stimulului (12 zile secetd) au fost
inregistrate cresteri ale valorii expresiei genei PvMYBO03, atat in tesutul foliar, cat si in cel

radicular, cu mici exceptii, privind populatiile Lechinta si SVGB-2087, la nivel foliar si

b o d
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Figura 3.44. Expresia relativi a genei PvMYBO03, dupa 8 si 12 zile de secetd- pentru varietatile- SVGB-1988,
SVGB-2087 si Lechinta: a) tesutul foliar; b) tesutul radicular; c) tesutul foliar; d) tesutul radicular.
Diferentele dintre loturi sunt exprimate statistic, unde: p<0,05 (*); p<0,01 (**); p<0,001 (***); p<0,0001

(****)
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3.15.2.8. [Expresia relativa a genei PvMYBO07

Dupa expunerea probelor la 8 zile de stres hidric a fost observata cresterea expresiei
genei PvMYBO7 pentru cele trei genotipuri, exceptand varietatile SVGB-2087 si Lechinta,
la nivel radicular. Rezultate distincte au fost obtinute dupa intensificarea perioadei de seceta,
pana la 12 zile. Au fost inregistrate cresteri ale expresiei genei PYMYBO7 atat in tesutul foliar,

cat si in cel radicular (Figura 3.45).
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Figura 3.45. Expresia relativa a genei PvMYBO7, dupa 8 si 12 zile de seceta- pentru varietatile- SVGB-1988,
SVGB-2087 si Lechinta: a) tesutul foliar; b) tesutul radicular; c¢) tesutul foliar; d) tesutul radicular. Bara
reprezintd media valorii pentru cinci replicate biologice, in timp ce bara de eroare indica deviatia standard a
variatiei datelor. Diferentele dintre loturi sunt exprimate statistic, unde: p>0,05 (ns); p<0,05 (*); p<0,01 (**);
p<0,001 (**%*); p<0,0001 (****)

3.15.2.9. Expresia relativa a genei PvMYC

MYC sau Myelocytomatosis oncogenes este un factor de transcriptie ce are rolul de a
regla numeroase procese fiziologice in plante, precum cresterea si dezvoltare, procesul de
senescentd in tesutul foliar, elongarea radacinii, dezvoltarea staminelor, productia de
seminte, acumularea proteinelor in seminte, dar si procesul de degradare al clorofilei (Chen
et al., 2019). Dupa 8 zile de stres hidric expresia factorului de transcriptie PYMYC a scazut
pentru toate cele trei genotipuri in radacind si a crescut in tesutul foliar pentru variantele
SVGB-1988 si SVGB-2087. Cele 12 zile de seceta au avut un impact diferit asupra expresiei

genei PvMYC, Tnregistrandu-se cresteri doar in cazul genotipului Lechinta (Figura 3.46).
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Figura 3.46. Expresia relativa a genei PYMYC, dupa 8 si 12 zile de seceta- pentru varietatile- SVGB-1988,
SVGB-2087 si Lechinta: a) tesutul foliar; b) tesutul radicular; ¢) tesutul foliar; d) tesutul radicular. Bara
reprezintd media valorii pentru cinci replicate biologice, in timp ce bara de eroare indica deviatia standard a
variatiei datelor. Diferentele dintre loturi sunt exprimate statistic, unde: p>0,05 (ns); p<0,05 (*); p<0,01 (**);
p<0,001 (***); p<0,0001 (****)

3.15.2.10. Expresia relativa a genei PYWRKY53

WRKY reprezinta o familie largd de gene ce codificd proteinele de tip WRKY cu
implicatii in diferite procese biologice. Dupd 8 zile de stres hidric, expresia genei
PVWRKY53 pentru variantele SVGB-2087, Lechinta si SVGB-1988 a inregistrat cresteri in
tesutul foliar si radicular, exceptand genotipul Lechinta, pentru care expresia a scazut in
tesutul radicular. Dupa 12 zile de seceta a fost inregistrata o scadere a expresiei in cazul celor
doud populatii locale studiate, atat in tesutul radicular, cat si in cel foliar, exceptand
varietatea Lechinta, unde expresia genei PVYWRKY53 a inregistrat o crestere in ambele

tesuturi (Figura 3.47).
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Figura 3.47. Expresia relativa a genei PWRKY53, dupa 8 si 12 zile de secetd- pentru varietatile- SVGB-
1988, SVGB-2087 si Lechinta: a) tesutul foliar; b) tesutul radicular; c) tesutul foliar; d) tesutul radicular.
Bara reprezinta media valorii pentru cinci replicate biologice, in timp ce bara de eroare indica deviatia
standard a variatiei datelor. Diferentele dintre loturi sunt exprimate statistic, unde: p>0,05 (ns); p<0,05 (*);
p<0,01 (**); p<0,001 (***); p<0,0001 (****)
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3.15.2.11. Expresia relativa a genei PYWRKY57

Expunerea celor trei variante ale speciei Phaseolus vulgaris L. la 8 zile de secetd a
avut un impact diferit privind expresia genei PYWRKY57, in functie de tesutul evaluat.
Astfel, la nivelul tesutului foliar a fost inregistratd o crestere a expresiei si o scddere la nivel
radicular, pentru toate variantele. Intensificarea stimulului aplicat (12 zile secetd) a dictat
valori diferite ale expresiei, in functie de varianta studiatd si tesutul analizat. Au fost
raportate cresteri ale expresiei pentru genotipul SVGB-2087 in tesutul foliar si pentru

varietatea Lechinta n raddcina; in celelalte situatii expresia genei PVWRKY57 a scazut

(Figura 3.48).
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Figura 3.48. Expresia relativa a genei PYWRKY57, dupa 8 si 12 zile de seceta- pentru varietatile- SVGB-
1988, SVGB-2087 si Lechinta: a) tesutul foliar; b) tesutul radicular; c¢) tesutul foliar; d) tesutul radicular.
Bara reprezinta media valorii pentru cinci replicate biologice, in timp ce bara de eroare indica deviatia
standard a variatiei datelor. Diferentele dintre loturi sunt exprimate statistic, unde: p>0,05 (ns); p<0,05 (*);
p<0,01 (**); p<0,001 (***); p<0,0001 (****)

Rezultatele obtinute in urma cuantificarii expresiei celor 13 gene implicate in
crestere, dezvoltare si raspuns la factorul de stres hidric, pentru cele trei genotipuri pot fi

urmarite si in Figura 3.49.
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Figura 3.49. Shematizarea diferentelor obtinute, la nivel molecular intre loturile irigate si neirigate timp de 8 si 12 zile, in urma determindrii expresiei relative a unor gene

semnificatiei statistice a acestora

implicate in crestere, dezvoltare si raspunsul fatd de factorul de stres hidric, pentru cele trei varietati studiate (SVGB-2087, SVGB-1988 si Lechinta) si evidentierea
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CONCLUZII

Prima parte a tezei de doctorat a presupus o analizad detaliatd a literaturii de
specialitate, care a permis ulterior formularea unor idei:

De-a lungul timpului, omul a exploatat in favoarea lui diferite plante, pe carea le-a selectat
si adaptat nevoilor personale. Astfel, pornind de la speciile silbatice, prin procesul de
evolutie si selectie realizata de om, au rezultat varietatile locale ale culturilor de interes;
mai apoi necesitatea a impus crearea unor soiuri si hibrizi,

Biodiversitatea plantelor este amenintata de interventia omului, de schimbarile climatice,
dar si de interesul tot mai scazut al populatiei, de a realiza o conservare on farm si de a
mentine biodiversitatea locala a culturilor;

Conservarea varietatilor locale si a rudelor salbatice ale plantelor de culturd, a caror
existentd este amenintata gi risca sa dispara, a devenit o activitate primordiald;
Organizatia pentru Alimentatie si Agricultura (FAO) plaseaza cultura Phaseolus vulgaris
L., pe primul loc din categoria legumnoaselor, ca importanta la nivel mondial;

Stresul hidric reprezinta unul dintre cei mai importanti factori ce limiteaza productivitatea
din sectorul agricol, iar efectele acestuia sunt devastatoare. Seceta duce la pierderi de pana
la 70% din productia de Phaseolus vulgaris L. la nivel mondial, afectand astfel securitatea
alimentara.

In cadrul acestei lucrari de cercetare, materialul biologic a fost reprezentat de specia
Phaseolus vulgaris L., iar scopul principal, al primei parti practice din cadrul lucrarii, a fost
acela de a studia relatia filogenetica dintre populatiile locale colectate din diferite judete ale
tarii, precum si analiza filogeografica a probelor selectate. Concluziile lucrarii de cercetare
sunt urmatoarele:

. Evaluarea secventelor PvDREBSA a permis clasificarea probelor in functie de originea lor
geografica. Prin urmare, 5 dintre populatiile evaluate sunt originare din bazinul Andean,
iar celelalte prezinta polimorfisme specifice bazinului Mezoamerica;

Prin evaluarea genei codificatoare PVRPS4, a fost identificat un polimorfism
uninucleotidic (mutatie nonsinonima), specific originii geografice, ce poate fi folosit Tn
studiile de biogeografie, ca marker de identificare a originii geografice. Acest aspect nu a
fost mentionat pana in prezent in literatura de specialitate;

La nivelul genei PvDREBG6B s-a constatat cea mai mare diversitate nucleotidica, o parte

dintre polimorfismele uninucleotidice fiind caracteristice regiunii geografice. De
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asemenea, anumite populatii au prezentat SNP caracteristice ambelor bazine, acest lucru
poate sugera cd, la un moment dat, in timpul proceselor de evolutie s-a realizat fenomenul
de hibridizare intre populatiile Andine si Mezoamericane.

9. Spatiile intergenice trnT-trnL si rpoCl-rpoC2 sunt caracterizate de o variabilitate
nucleotidica mai mica si din nou, diferita in functie de originea geografica;

10. Regiunea PVLEA3 din genomul nuclear a permis distribuirea cladistica a celor 27 de probe
in cadrul unui arbore filogenetic, in functie de originea geografica;

11. Studiile realizate la nivel morfologic nu pot releva in mod clar si obiectiv originea
geografica a genotipurilor de Phaseolus vulgaris L., astfel, acestea trebuie insotite
intotdeauna de studiile desfasurate la nivel molecular, pentru confirmare si validare.

A doua parte practica a tezei a avut ca scop identificarea reactiilor de raspuns la
stresul hidric, ale populatiilor locale ce apartin speciei Phaseolus vulgaris L., cu origini
geografice diferite. Concluziile privind rezistenta plantelor la stresul hidric sunt:

12. Determindrile la nivel fenotipic au indicat ca, varietdtile Lechinta si SVGB-1988
(originard din bazinul geografic Andean) sunt cele mai rezistente la seceta, iar SVGB-
2087 prezinta o adaptabilitate mult mai scazuta la mediul slab hidric;

13. Cuantificarea pigmentilor asimilatori, precum clorofila a, clorofila b, clorofila totala si
carotenoidele au relevat din nou, ca, varietatile Lechinta si SVGB-1988 sunt cele mai
rezistente la seceta, comparativ cu SVGB-2087, genotip cu origini Mezoamericane;

14. Prin analiza microscopica a structurilor celulare s-a demosnstrat ca genotipul Lechinta este
cel mai rezistent la seceta, fiind urmat de SVGB-1988 (originar din bazinul geografic
Andean), iar cele mai putine mecanisme de adapare la mediul slab hidric au fost semnalate
in cazul varietatii originare din bazinul geografic Mezoamerica, SVGB-2087;

15. Determinarea parametrilor fiziologici precum, RGR si RWC au scos in evidenta aceleasi
aspecte, varietatea SVGB-2087 este cea mai slab rezistenta la lipsa apei;

16. Cuantificarea expresiei unor gene implicate in crestere, dezvoltare si raspuns la factorul
de stres hidric a impus o altfel de clasificare a populatiilor de Phaseolus vulgaris L., in
functie de rezistenta la stresul hidric, astfel, genotipul Lechinta este cel mai rezistent,
acesta fiind urmat de SVGB-2087 si SVGB-1988.
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Relatiile filogenetice dintre populatii diferite ale speciei Phaseolus vulgaris L., datele
privind originea geografica, dar si de indentificarea varintelor cu raspuns pozitiv la factorii

de stres abiotic, permit extinderea cercetarilor viitoare, cu privire la:

Evaluarea unui numar mult mai mare de probe ce apartin speciei Phaseolus vulgaris L. si
a altor specii din colectia Bancii de Resrse Genetice Vegetale Suceava, din punct de vedere
filogenetic si filogeografic;

Corelarea polimorfismelor uninucleotidice identificate in regunile codificatoare cu
raspunsul la stresul hidric;

Evaluarea randamentului productiei variantelor cu adaptabilitate crescuta la seceta;
Extinderea studiilor, privind rezistenta la alti factori de stres ai speciei Phaseolus vulgaris
L.

Publicatii:

. ,,Assessment of the Geographic Origin of Romanian Common Bean (Phaseolus vulgaris
L.) Landraces Using Molecular Markers and Morphological Traits”, by Paula-Maria
Galan, Livia-loana Leti, Silvia Strajeru, Denisa-Elena Petrescu, Mirela-Mihaela
Cimpeanu, Alina-Carmen Tanasa, Dan-Marius Sandru and Dragos-Lucian Gorgan,
Agronomy 2023, 13(11), 2820; I.F. 3,7. https://doi.org/10.3390/agronomy13112820.

. ,,Comparative Effects of Water Scarcity on the Growth and Development of Two Common

Bean (Phaseolus vulgaris L.) Genotypes with Different Geographic Origin

(Mesoamerica/Andean)”, by Paula-Maria Galan, Lacramioara-Carmen Ivanescu, Livia-

loana Leti, Maria Magdalena Zamfirache and Dragos-Lucian Gorgan, Plants 2024,
13(15), 2111; L.F. 4. https://doi.org/10.3390/plants13152111.

Manifestari Siintifice Nationale:
. »Studiul filogenetic si filogeografic al speciei Phaseolus vulgaris L. din colectia Bancii de
Resurse Genetice Vegetale ,,Mihai Cristea” Suceava”. Simpozion National ,,Utilizarea
sustenabild a biodiversitdtii agricole” la Banca de Resurse Genetice Vegetale ,,Mihai

Cristea” Suceava — 30 mai 2022. Autori: Galan Paula-Maria, Leti Livia-loana, Gorgan

Dragos-Lucian. Prezentare orala.
. Evaluarea filogeneticd si filogeografica a speciei Phaseolus vulgaris L. din colectia

Bancii de Resurse Genetice Vegetale Mihai Cristea Suceava”. Sesiunea anuala de referate
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si comunicdri stiintifice - Statiunea de Cercetare Dezvoltare Agricold Secuieni. 2023.

Autori: Galan Paula-Maria, Leti Livia-loana, Gorgan Dragos-Lucian. Prezentare orala.

. ,Efectele stresului hidric asupra dezvoltarii plantelor ce apartin speciei Phaseolus vulgaris
L., cu origini geografice diferite, Mesoamerica si Andean”. Sesiunea de Comunicari
Stiintifice Banca de Resurse Genetice Vegetale ,,Mihai Cristea” Suceava - 2023. Autori:
Galan Paula-Maria, Leti Livia-loana, Gorgan Dragos-Lucian. Prezentare orala.

. ,.Identificarea variantelor genetice de Phaseolus vulgaris L. cu origini geografice diferite
(Mezoamerica/ Andean) ce prezintd raspuns pozitiv la secetda in contextul incalzirii
globale”. Conferinta Aniversara a ICAR, Academia de Stiinte Agricole si Silvice

Gheorghe lonescu-Sisesti Bucuresti, 30 mai 2024. Autori: Galan Paula-Maria, Leti Livia-

loana, Strajeru Silvia, Gorgan Dragos-Lucian. Prezentare orala.
. ,.Identificarea variantelor genetice de Phaseolus vulgaris cu raspuns pozitiv la factorii de

stres hidric in contextul incalzirii globale”, SSFB 2023, Iasi. Autori: Galan Paula-Maria,

Leti Livia-loana, Gorgan Dragos-Lucian, Ivianescu Lacramioara-Carmen, Zamfirache

Maria-Magdalena, Strajeru Silvia, Petrescu Denisa-Elena. Prezentare poster.

Membru in proiecte nationale si internationale:

. 01/09/2020 — Tn curs. “INCREASE - Colectii Inteligente de Resurse Genetice de
Leguminoase Alimentare pentru Sistemele Europene de Produse Agroalimentare”. Proiect
European.

. 01/03/2020 — 01/12/2022. “Ameliorarea de Precizie a cultivarelor de grau cu importanta
agronomica ridicata” (PN-111-P2-2.1-PED-2019-0175). Proiect National.

. 01/11/2022 — 01.10.2023. “Suport educational si formativ pentru doctoranzi si tineri
cercetatori in pregatirea insertiei in piata muncii” (POCU/993/6/13/153322). Proiect
National.

. 01/07/2023 — n curs. “Studiul efectelor tratamentelor cu api activati de plasma asupra
proceselor de germinatie la temperaturi scazute si standard si dezvoltarea speciei Zea
mays, prin evaluari morfologice, biochimice si ale expresiei genice”; ADER 1.3.4. Proiect

National.
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