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Inventia se refera la agricultura, in particular la solutiilor in regiunea benzilor de absorbtie ce
viticulturd, la determinarea rezistentei la ger a corespund oscilatiilor de valentd asimetrice Vason
plantelor de vita de vie. 5 (D1) si Vascu2z (D2). Determinarea rezistentei

Esenta inventiei constd in elaborarea metodei plantelor la ger se realizeazi pe baza analizei
de determinare a rezistentei la ger a plantelor de comparative a rapoartelor D;/D, pentru planta
vitd de vie, care include colectarea probelor medii studiatd si soiul cunoscut. Cu cit raportul Di/D;
de la planta studiata, inghetarea lor intr-o termo- pentru planta studiata este mai mare in comparatie
barocamerd speciald, prepararea mostrelor de cu soiul cunoscut, cu att este mai inaltd rezistenta
liberi/ochi, liofilizarea $i macinarea lor pana la 10 plantelor la ger.
stare pulverulentd, extragerea glucidelor si sepa- Rezultatul constd in majorarea preciziei de
rarea lor prin cromatografie preparativa in strat determinare a rezistentei la ger a plantelor de vita
subtire de silicagel, eluarea hexozelor glucoza si de vie.
fructoza, trasarea spectrelor lor in domeniul Revendicari: 1
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Descriere:

Inventia se refera la agricultura, in particular la viticultura, la determinarea rezistentei la ger a plantelor de
vita de vie.

Este cunoscutd metoda de determinare a rezistentei la ger [1], conform careia se Inregistreaza fluorescenta
frunzelor pand la si dupa racire in intervalul de spectru 660-820 pum, dupa valorile careia se determina
rezistenta la ger. Dezavantajul acestei metode constd in aceea ca in fiecare caz aparte temperatura initiala a
frunzelor este variatd, iar racirea lor bruscd pana la 0°C decurge neuniform, fapt ce reduce din exactitatea
rezultatelor. Totodatd, in perioada de iarna se afecteaza de ger, in primul rand, ochiurile si tesuturile liberului,
de aceea in studiu este de dorit sa fie antrenate anume aceste organe si tesuturi.

Este cunoscutd de asemenea metoda de laborator de apreciere a rezistentei la ger a plantelor de vita de vie
[2], conform céreia are loc inghetarea artificiald a plantelor in Intregime sau partial la diferite temperaturi in
instalatii speciale cu determinarea ulterioara a gradului de vatamare a ochiurilor si tesuturilor liberului dupa
culoare. Dezavantajul acestei metode constd in aceea ca certificarea gradului de afectare se produce vizual,
conform culorii brune-cenusii, fapt ce poate conduce la confuzii subiective. Culoarea bruna-cenusie a tesuturilor
nu totdeauna este identicd cu vatdmarea termicd sau pieirea lor, ceea ce de asemenea contribuie la reducerea
autenticitatii rezultatelor. Totodata, pentru determinarea rezistentei la ger este necesar de a avea o proba medie
de la 10-15 plante, fapt care in selectie nu tot timpul este posibil.

Problema pe care o rezolva inventia constd in marirea exactitdtii si reducerea confuziilor subiective in
determinarea rezistentei la ger a plantelor de vita de vie.

Esenta inventiei constd in determinarea rezistentei la ger a plantelor de vita de vie, care include colectarea
probelor medii de la planta studiatd, inghetarea lor intr-o termobarocamera speciald, prepararea mostrelor de
liberi/ochi, liofilizarea si macinarea lor pana la stare pulverulentd, extragerea glucidelor si separarea lor prin
utilizarea cromatografiei preparative in strat subtire de silicagel, eluarea hexozelor glucoza si fructoza, trasarea
spectrelor lor In domeniul infrarosu §i masurarea densitatilor optice ale solutiilor in regiunea benzilor ce
corespund oscilatiilor de valenta asimetrice Vason (D1) §1 Vas ch2 (D2); cu cat raportul Di/D; este mai mare, cu
atat este mai mare si rezistenta plantelor la ger.

Rezultatul consta in majorarea preciziei de determinare a rezistentei la ger a plantelor de vita de vie.

Exemplu. Cercetarile au fost efectuate asupra plantelor de vita de vie de doua soiuri de masa: Cardinal, slab
rezistent la ger si Struguras, care dispune de o rezistenta relativi la ger. In perioada de repaus organic, cind se
manifesta cea mai sporita rezistenta la ger, de la fiecare soi se colecteaza proba medie de cate 9-15 corzi care se
expun la Inghet in termobarocamere speciale. Probele au fost supuse la temperaturile de -5°C, -10°C, -15°C si
-20°C, cu modificarea gradientului de temperaturd de 1°C in decurs de 1 ora. Dupa actiunea temperaturilor
negative nominalizate se prepara material proaspat de liber in azot lichid, apoi se liofilizeazd si se macina pana
la stare pulverulentd. In studiu pot fi utilizate si mostre de muguri dormanzi.

Pentru extragerea glucidelor 1 g de praf de material liofilizat se transferd intr-o colba de 100 cm®, apoi se
adaugd 30 cm’ de alcool etilic de 90% si se agit timp de 6-8 ore. Extractul se filtreaza intr-o piud de portelan si
se evapora pand la reziduu sec in conditii de laborator. Cu ajutorul a 10 em’ de alcool reziduul se recupereaza si
se transfera intr-o eprubeta prevazuta cu dop, se inchide ermetic si se pastreaza in frigider. Paralel se pregatesc
si solutiile standard de hexoze, cate 20 mg de glucoza si de fructoza in 10 em’ de etanol de 96% vol.

Separarea hexozelor se efectueazd prin utilizarea cromatografiei preparative in strat subtire pe placi cu
silicagel (G, KCK, g = 0,2 mm). Pe placa activatd 2 ore la temperatura de 100°C se depune la linia de pornire
solutia standard in cantitate de 0,01 cm’, iar proba de studiu - 0,3 cm’, Cromatografia se efectueaza intr-o
camera din sticld (150x150x200 mm) prin eluarea cu 200 cm® de amestec eluent: n-butanol, acetona, metanol si
apa in raportul volumic de 11:12:6:3. Eluarea se efectueaza de 4 ori, placa fiind de fiecare datd uscata cu aer
fierbinte in decurs de 20 min. Pentru developare se foloseste sistemul compus din 4 g difenilamin, 4 cm’
anilind, 20 cm® acid ortofosforic de 80% in 200 cm® de acetona. Cu ajutorul pulverizatorului cromatografic sunt
developate numai sectoarele cu solutia standard, cele cu proba de studiu fiind acoperite cu o masca pentru a
evita patrunderea componentilor developantului in proba. Dupa developare in partile laterale apar hexozele
standard - glucoza si fructoza. La aceeasi indltime de pe placa se separa silicagelul cu componentii separati din
proba cercetatd si se transfera intr-o colbd cu 10 cm® de alcool etilic care se agitd timp de 3-4 ore. Pentru
inlaturarea silicagelului extractul se centrifugheaza 15 min (3000 rot./min), se transfera intr-o piua de portelan
si se evapord la aer liber pand la reziduu sec. Reziduul se recupereazi in 5 cm?® solvent apolar - tetraclorur de
carbon (CCly) de puritate spectroscopica, uscat de eventuale urme de apa. Solutiile de hexoze se studiazd
spectrofotometric in cuve de NaCl si KRS-5 la spectrofotometrul in infrarosu cu inregistrarea automatd a
spectrelor, calibrat in prealabil dupa numarul de unda si intensitate cu mostrele-standard.
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Studiul spectrului infrarosu al hexozelor extrase si separate din tesuturile liberului plantelor de vita de vie a
permis evidentierea a doud benzi specifice, influentate de gradul de asociere a lor cu moleculele de apd. Prima
banda de absorbtie apartine oscilatiilor asimetrice de valenta a grupelor OH cu maximul de absorbtie la 3350
em™ (vason), iar a doua se referd la oscilatiile asimetrice de valentd ale grupei CH, cu maximul de absorbtie la
2960 cm™ (vascr). In calitate de exponent calitativ al gradului de asociere a grupelor hidroxile din moleculele
de apd cu moleculele de hexoze prin intermediul legaturilor de hidrogen intermoleculare a servit densitatea
optica maxima (D) a benzilor vion $1 Vascha.

S-a constatat ca rezistenta la ger a plantelor de vita de vie este in functie de raportul dintre densitatea optica
D1 (Vason ) $1 D2 (Vascr2) @ hexozelor studiate (D1/D>).

Conform tabelului, in intervalul de temperatura -5+-20°C acest raport este mai major la soiul Struguras in
comparatie cu soiul Cardinal. Valoarea sporitd a raportului Di/D, indicd un grad mai inalt de asociere
intermoleculara a grupelor hidroxile din molecula de apa cu grupele hexozelor celulelor tesutului de liber al
soiului Struguras.

Rezultatele determindrii rezistentei la ger a plantelor de vita de vie

Conform inventici Conform celei mai apropiate solutii
Soiul Raportul densitétilor optice DDz | ooficientul Rezzztezr_lé?)i(a:;g et
-5°C -10°C | -15°C | -20°C | de corelatie, 1 Ochi
viabili vatamati morti
Cardinal | 1,84 1,70 1,55 1,32 0,9812 56,42+1,73 | 24,38+0,78 19,20+1,14
Struguras | 1,97 1,92 1,87 1,83 0,9847 78,3542,18 | 12,63+1,02 9,02+0,87

Structura realizatd, termodinamic convenabild, provoacd aparitia mai multor centre de cristalizare si
formarea unui numar mai mare de cristale mici in citoplasma, retinerea unei cantitati mai mari de apa structural
asociatd si evitarea procesului de deshidratare a celulelor, fenomene ce contribuie la o realizare mai ampla a
genotipului si la o manifestare mai deplina a rezistentei la ger a plantelor de vitd de vie de soiul Struguras in
comparatie cu soiul Cardinal.

Aplicarea metodei pétratelor minime a demonstrat ci coeficientul de corelatie (r?) pentru soiurile Cardinal
si Struguras este de 0,9812 si 0,9847 corespunzator, fapt ce indica la o precizie inaltd a metodei propuse.
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(57) Revendicare:

Metoda de determinare a rezistentei la ger a plantelor de vita de vie, care include colectarea probelor

medii de la fiecare soi/plantd si inghetarea lor intr-o termobarocamera speciald, caracterizata prin aceea ca

5 se prepara mostre de liberi/ochi, se liofilizeaza si se macind pana la stare pulverulenta, se extrag glucidele si se

separd prin utilizarea cromatografiei preparative in strat subtire de silicagel, se elueaza glucoza si fructoza, se

traseaza spectrul lor In domeniul infrarosu si se masoara densitatile optice ale solutiilor in regiunea benzilor de

absorbtie ce corespund oscilatiilor de valentd asimetrice Vason (D1) $i VascH2 (D2), se efectueaza analiza

comparativa a rapoartelor (Di/D»)s pentru planta studiata si (Di/D,). pentru soiul cunoscut i in cazul in care

10 raportul (D1/Dy)s> (Di/Ds). se determina ca rezistenta la ger a plantei studiate este mai inalta decat cea a soiului
cunoscut.
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