Principii active antioxidante din plante
si hidrolizate proteice implicate in
germinare si protectia semintelor
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Studiul a fost realizat ca parte a
proiectului BIO-PLANT-PROTECT
262/2021 -Bio-pesticide
multifunctionale pentru protectia
livezilor si a semintelor, in scopul
cresterii productiei agricole




Premize
 Securitatea alimentara — provocare majora pentru intreaga populatiel.

e Reusita oricarei culturi agricole/ horticole, sub aspectul uniformitatii, dezvoltarii si
productivitatii acestela, este conditionata de calitatea semintelor utilizate, exprimata
in primul rand prin capacitata lor de germinatic — In anumite situatii, aceasta
calitate poate fi ameliorata prin aplicarea de tratamente cu fertilizanti (tehnici:
prehidratarea, fortificarea).

 Factori care afecteaza procesul de germinare:

— stresul hidric

- oxigenul

- temperatura

- speciile reactive de oxigen — rol extrem de Important Il au enzimele
antioxidante care intervin cu scopul echilibrarii balantei biochimice din timpul
germinarii



Scopul cercetarii - identificarea asocierii de compusi cu eficienta dovedita asupra
capacitatii de germinare, dinamica germinatiei si parametrilor biochimici

(catalaza, superoxide dismutaza, peroxidaza si peroxidare lipidica)

e Biopesticid cu activitate ambivalenta, antifungica si de fertilizare

o GLYCAM - STIM combo I: 0.5% GLY T (glicoalcaloizi din copili de tomate) + 6% ulei de camelina
+ 10% Ska (extract de skinduf in butilen glicol) + 1.5% CHC3B (hidrolizat proteic)

o GLYCAM - STIM combo I1: 0.5% GLY T (glicoalcaloizi din copili de tomate) + 6% ulei de
camelina + 10% extract de craite in butilen glicol +1.5% CHC2B (hidrolizat proteic)

e Biostimulator si fitoprotector
o SEM-PROTECT I - 10% extract de craite in butilen glicol + 1.5% CHC3B (hidrolizat proteic)
o SEM-PROTECT Il - 10% extract de skinduf in butilen glicol + hidrolizat proteic CHC2 B 1.5%



Pregatirea materialului saditor

- Sterilizarea semintelor de ardei gras si tomate a fost realizata prin aplicarea a doua metode:
1. incubarea semintelor timp de 30 minute la 50°C in apa distilata
2. sterilizarea la suprafata prin imersarea in solutie de permanganat de potasiu 2% timp
de 30 minute urmata de spalari repetate cu apa distilata.
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« Pat saditor format din foi de hartie de filtru

o Stimularea conditiilor moderate de seceta — materialul saditor a fost umectat cu PEG 6000
pentru a se atinge un potential osmotic de -0.6MPa (Kaya et al., 2006; Zhu et al., 2005).

« S-au acoperit cu o0 noua hartie de filtru apoi a fost adaugata solutia de testare cu pipeta
(aproximativ 10 mL). Vasele au fost acoperite cu staniol si au fost puse randomizat n
conditii controlate de temperatura (25°C). Verificarea semintelor s-a realizat zilnic.



* Criteriul de germinatie a fost aparitia radicului prin invelisul semintelor.

* Indicele de germinatie (Gl) a fost calculat pe baza procentajului de germinatie, astfel: Gi
= PGt/Dt, unde Gt este procentul de seminte germinate la intervale de 1 zi, iar Dt este
numarul de zile de germinare (Huang et al. 2003).

* Semintele tratate timp de 6 zile au fost prelevate pentru determinarea parametrilor
biochimici:

O

O

catalaza - estimarea a fost pe baza scaderii absorbtiei la 240nm a apel oxigenate

superoxid dismutaza — metoda se bazeaza pe evaluarea spectrofotometrica la 550nm a
vitezei de inhibare a reducerii citocromului C prin competitia radicalului superoxid cu
superoxid dismutaza.

peroxidaza - a fost analizata Tn conformitate cu Prochazkova. Amestecul de reactie de
3 ml continea 28 ul guaiacol, 2 mM apa oxigenata, tampon fosfat 0,1 M (pH 6,0) si
0,1 ml enzima. Absorbanta a fost inregistrata la 470 nm.

gradul de peroxidare lipidica — evaluat indirect prin aplicarea metodei ce utilizeaza
acid tiobarbituric. S-a determinat spectrofotometric, la 532nm, concentratia de
compusii MDA-TBA formati ca urmare a reactiei dintre TBA si MDA din proba



Evaluarea capacitatii germinative a semintelor de tomate
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a) materialul saditor a fost pretratat cu solutiile de b) materialul saditor dupa sterilizare a fost
testare timp de 24 de ore, iar dupa insamantare a Insamantat si stropit cu solutia de testare la
fost stropit cu apa distilata fiecare 24 ore

Cea mai eficientd combinatie pentru tomate este GLYCAM-STIM combo Il deoarece a
crescut energia de germinatie cu 34 %, iar facultatea germinativa a semintelor de tomate cu
15,8% fata de martor



Evaluarea capacitatii germinative a semintelor de ardei
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a) materialul saditor a fost pretratat cu solutiile de b) materialul saditor dupa sterilizare a fost
testare timp de 24 de ore, iar dupa insamantare a Insamantat si stropit cu solutia de testare la
fost stropit cu apa distilata fiecare 24 ore

Cea mai eficientd combinatie pentru tomate este SEM-PROTECT |1 deoarece a crescut
energia de germinatie cu 18%, iar facultatea germinativa a semintelor de ardei cu 14.3%
fata de martor



Evaluarea activitatii enzimatice a enzimelor implicate in
contracararea stresului oxidative si a gradului de peroxidare
lipidica in semintele de tomate
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a) materialul saditor a fost pretratat cu solutiile de b) materialul saditor dupa sterilizare a fost
testare timp de 24 de ore, iar dupa insamantare a insamantat si stropit cu solutia de testare la
fost stropit cu apa distilata fiecare 24 ore

Analiza statistica a datelor experimentale a evidentiat faptul ca nu sunt diferente semnificativ
statistic — oricare dintre cele doua metode poate fi aplicata cu un rezultat similar



Evaluarea activitatii enzimatice a enzimelor implicate in
contracararea stresului oxidative si a gradului de peroxidare
lipidica in semintele de ardei

30 40
25
30
20
_ 15 20
E s I I % I
E c I E 10 I
§ 0 I o 0 . w I []
E 5 GLYCAM-—STIM M STiM SEM PROTECI 5 -PROTEGHII B GLYCAM — STIM M STIM  SEM-PROTECTI 5 PROTECT I
2 combo | ombo 1 =® 10 combo | combo Il
10
15
-20
-20
.25 -30
B Peroxidaza M Catalaza ®SOD Peroxidare lipidica B Peroxidaza M Catalaza mSOD Peroxidare lipidica
a) materialul saditor a fost pretratat cu solutiile de b) materialul saditor dupa sterilizare a fost
testare timp de 24 de ore, iar dupa insamantare a insamantat si stropit cu solutia de testare la
fost stropit cu apa distilata fiecare 24 ore

Stropirea periodica cu biostimulator creste activitatea enzimatica pentru
catalaza si superoxide dismutaza si scade activitatea peroxidazei si gradul de
peroxidare lipidica.



Concluzii

 Configuratia structurald a produselor de protectie a plantelor dovedeste
efecte semnificative Tn combaterea diferitelor mecanisme ale stresului

oxidativ al semintelor.

 Designul experimental a evidentiat o corelare intre germinare, scdderea
peroxidazei lipidice si activarea catalazei si a superoxid-dismutazei ceea ce
ne permite sa afirmam faptul ca atat GLYCAM-STIM combo IT cat si SEM-
PROTECT II pot fi utilizate cu success pentru imbundtdtirea vitezei,

uniformitatii si sincronizdrii germinatiei materialului saditor.
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