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(57) Rezumat:

Prezenta inventie se referd la o compozitie de colorant,
cu care sunt colorate toate structurile morfologice
intracelulare, in vederea evidentierii prin microscopie
optica a fitoplasmelor in tesuturi vegetale, destinata
diagnosticarii plantelor infectate, constadnd din rosu
Congo, eozina Sudan lll, albastru de metilen, clorura de
sodiu, etanol, apa si cristale de iod. Prin colorarea

tesuturilor folosind aceasta compozitie, fitoplasmele din
grupul proliferarii marului Tsi pastreaza viabilitatea cel
putin 4 h.
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Reteta de colorant pentru evidentierea prin microscopie optica a fitoplasmelor
in tesuturi vegetale

Prezenta inventie se referd la un amestec de substante colorante, format din rosu
Congo, eozina, Sudan lll, albastru de metilen, clorurad de sodiu, etanol, apa si cristale de
iod, amestec destinat evidentierii prin microscopie optica a fitoplasmelor Tn tesuturile
vegetale, Tn domeniul diagnozei fitopatologice.

Fitoplasmele, cunoscute anterior ca organisme de tip micoplasma, sunt procariote
din clasa Mollicute (Roger Shivas si Dean Beasley, 2005). Ele sunt similare bacteriilor, dar
nu dispun de un perete celular rigid si nu pot trai liber in mediu. Fitoplasmele se gasesc in
celulele tesutului floemic al plantelor si, de cele mai muite ori, sunt transmise de insectele
vectoare. Fitoplasmele sunt paraziti obligati si isi finalizeaza ciclul de viata in tesuturile
gazda. Ele provoaca boli intr-o gama larga de plante gazde. Pana de curand, principalele
metode folosite pentru a identifica si distinge bolile date de fitoplasme au fost
simptomatologia, gama de gazde, specificitatea vectorului si microscopia electronica de
transmisie a sectiunilor ultrasubtiri de tesut bolnav. Dezvoltarea tehnicilor moleculare pe
baza de ADN, in special a primerilor PCR specifici pentru fitoplasme, conceputi pe baza
secventelor de gene inalt conservative de acid ribonucleic ribozomal (ARNr) de 16S, au
imbunatatit considerabil capacitatea de a detecta si identifica fitoplasmele.

Desi fitoplasmele au fost detectate Tn tesuturile vegetale si insectele afectate prin
utilizarea de tehnologii bazate pe microscopia electronica de transmisie, anticorpi si acizi
nucleici, ele sunt incapabile de a fi cultivate in vitro. Fitoplasmele nu pot fi deosebite
morfologic sau ultrastructural folosind microscopia electronica sau optica (CABI, 2009).

Sunt cunoscute in principal doud retete de coloranti: DAPI si Dienes folosite in
evidentierea fitoplasmelor prin microscopie optica.
Reteta de colorant Dienes dupa Deleey si altii, 1979 si Hibben si altii 1986:
2,5g albastru de metilen,
1,25g azure 11,
10,0g maltoza,
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0,259 carbonat de sodiu, Con o
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Reteta de colorant dupa Sinclair si altii, 1989
4' 6-diamidino-2-fenilindol,
Apa distilata.

Dezavantajul acestor retete consta in faptul cad nu diferentiaza suficient structurile
morfologice celulare pentru a genera o imagine de calitate superioara la microscopul optic.

FORM. B 01 - cititi Ghidul de completare C




~2012-00383- -
30 -05- 5017

Problema tehnica pe care o rezolva inventia este de a evidentia mult mai usor si
mai repede infectile cu fitoplasma in tesuturile vegetale prin intermediul microscopiei
optice. Rezultatele diagnosticarii plantelor infectate prin microscopie optica folosind
aceasta reteta de colorant se incadreaza in domeniul de siguranta oferit de diagnosticare
microscopica optica ce foloseste colorarea DAPI si Diens, dar cu o claritate si o rezolutie
mai bund a imaginii (Fig.1, Fig. 2 Fig.3). Rezolutia imaginilor obtinute prin microscopie
optica folosind aceasta retetd se apropie de cea a imaginilor obtinute prin microscopie
electronica Fig. 4, Fig.5 Fig. 6).

Originalitatea retetei de colorant consta in simplitatea realizarii ei si in accentul pus
pe colorarea tuturor structurilor morfologice intercelulare.

Elementul de noutate consta in faptul ca prin colorarea tesuturilor folosind aceasta
reteta, fitoplasmele din grupul proliferarii marului isi pastreaza viabilitatea cel putin patru
ore. Viabilitatea este verificatéd prin mobiltatea celulelor de fitoplasma, ceea ce indica o
activitate ridicatd a pompelor de ioni din membranele celulare. Reteta de colorant a fost
folosita cu succes Tn evidentierea fitoplasmelor Proliferarea marului (Fig. 7) si Flavescenta
vitei de vie (Fig. 8).

Amestecul de substante colorante conform inventiei este constituit din:

a) Rosu Congo 64 mg

b) Eozina 18 mg

c¢) Sudan Il 6,5 mg

d) Albastru de metilen 6 mg

e) Cloruréa de sodiu 200 mg

f) Cristale de iod 2-3 cristale de 2 mm
g) Etanol 97% 1ml

h) Apa 10 mi

Mod de preparare: se cantaresc toate substantele, se adauga toate in etanol, se
omogenizeaza bine, apoi se completeaza cu cantitatea de apa de 10 ml. Se lasa Tn repaus
cateva zile, apoi se poate folosi in colorarea sectiunilor vegetale prin cufundarea acestora
intr-o picatura de colorant.
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Revendicari

1. Reteta de colorant pentru evidentierea prin microscopie optica a fitoplasmelor in
tesuturi vegetale, destinata diagnosticarii plantelor infectate, caracterizata prin aceea
ca este constituitd din: rosu Congo 64 mg, eozind 18 mg, Sudan Ill 6,5 mg, albastru de
metilen 6 mg, clorura de sodiu 200 mg, etanol 97% 1 mi, apa 10 ml si 2 — 3 cristale de
iod de 2 mm.
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Fig. 3 Colorare prin reteta
de colorant propusa, autor:
Fatu Viorel

Fig. 1 Colorare DAPI, autor: Fig.2 Colorare Dienes,
Fatu Viorel autori; E. Alvarez and J.L

Claroz

T
s

Fig.4 Microscopie
electronica, autor: Assunta
Bertaccini

Fig.5 Microscopie Fig. 6 Microscopie

Viorel Viorel

Fig.8 Flavescenta vitei de vie, autor Fatu Viorel

Fig.7 Proliferarea marului, autor
Fatu Viorel

FORM. B 01 - cititi Ghidul de completare



	Bibliographic Data / Abstract
	Description
	Claims
	Drawings



