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INTRODUCERE

Cercetarile paleontologice au dovedit ca vita de vie a existat inainte de aparitia
omului pe pamant. Protostramosii vitei de vie cultivati astazi se pare ca ar fi aparut in
perioada cretacicd a planetei. Fosilele vitaceaelor din perioada cretacicad a planetei au
fost insd contestate de majoritatea cercetatorilor, deoarece existau confuzii intre
presupusele frunze pietrificate de vitd de vie si cele ale arborilor forestieri. Dovezi
certe provin din era neozoicd sau tertiara - perioada paleogena. Din aceasta perioada
au fost scoase la iveald cele mai multe fosile ale vitaceaelor, raportate la patru genuri
actuale — Vitis, Ampelopsis, Cayratia, Tetrastigma.

Procesul esential, care a generat trecerea de la vita sdlbatica la vita cultivata,
este variabilitatea naturald, care a permis omului sd aleagd vitele cele mai valoroase
din flora spontani si si le cultive in mod constient (TARDEA si colab., 1995).

Soiurile de vita de vie sunt mai vechi decat oricare alte soiuri ale speciilor de
plante domestice, unele perpetuandu-se in timp, din antichitatea greaca sau romana
pana astazi. Aparitia mutatiilor, selectia si inmultirea vegetativa a plantelor, purtatoare
de mutatii au constituit factorii diversificarii genetice in cadrul formelor cultivate,
diversitate amplificatd mai tarziu de intensificarea crescanda a lucrarilor de creare de
soiuri noi. Numeroase soiuri s-au raspandit in diferite tari si regiuni ale globului,
aparand clone sau selectii extrem de asemanatoare intre ele, denumite diferit, in timp
ce alte soiuri vechi s-au pierdut, ne mai fiind inmultite (SESTRAS, 2004).

Studiul soiurilor de vita de vie a constituit o preocupare a oamenilor de stiinta
inca din antichitate.

Studiile ampelografice ajuta la aprecierea valorii soiurilor dupa criterii unice, la
compararea caracterelor si insusirilor sortimentului cultivat, la evitarea confuziilor
dintre unele soiuri apropiate si eliminarea numeroaselor sinonimii.

In decursul veacurilor, metodologia folositd la descrierea soiurilor s-a
perfectionat continuu, pe masura acumuldrii de noi cunostinte si a progreselor realizate
in alte domenii. La Tnceput, majoritatea ampelografilor au folosit metoda descrierii
botanice a organelor vitei de vie. Astfel, se lua in considerare, in special, caracterele de

specie: frunza, bobul si strugurele, aceste elemente fiind mai usor de sesizat.
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In stadiul actual, ampelografia consideri ci descrierea botanica este incompleta,
fiind necesarda si studierea influentei conditiilor ecologice si de cultura asupra
variabilitdtii caracterelor morfologice si a insusirilor agrobiologice si tehnologice.

Cercetarile efectuate la vita de vie au stabilit centrele genetice de formare a
genului Vitis si apartenenta soiurilor la anumite grupe ecologo-geografice.

La soiurile cu origine certd se cunosc pdrerile diferitilor ampelografi privind
momentul cand acestea au fost introduse in productie sau semnalate in literatura de
specialitate. De asemenea se fac aprecieri asupra provenientei si modului de aparitie la
soiurile aparute si fixate pe cale vegetativa.

In cazul soiurilor cu origine necunoscuti sau incerti se mentioneazi date
referitoare la vechimea in culturd a soiului, ipoteze cu privire la provenienta,
raspandire (POENARU, 1970).

In ameliorare, identificarea soiurilor In primele stadii de dezvoltare este extrem
de dificila, elementele caracteristice soiului aparand in mod treptat, in anii urmatori.
La prima aparitie, unele organe cum ar fi carceii si inflorescentele sunt slab dezvoltate
devenind, apoi, tot mai tipice pe masura trecerii anilor (ARDELEAN, 1986).

De asemenea, 1n cazul portaltoilor, metodele ampelografice de identificare nu
pot fi folosite decat in plantatiile de portaltoi, nu si dupa altoire.

In ultimii ani, odati cu aparitia markerilor moleculari, identificarea cultivarelor
s-a realizat la nivel de proteine cu ajutorul izoenzimelor si la nivel de ADN prin
metode RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorphism), AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) si SSR
(Simple Sequence Repeats).

Identificarea cultivarelor cu ajutorul polimorfismului la nivel de ADN este
extrem de utila, datoritd faptului cd rezultatul obtinut reflecta direct genotipul si nu
este influentat de conditiile de mediu. De asemenea, sunt disponibile un numar foarte
mare de secvente de ADN, care pot releva polimorfism, iar ADN-ul poate fi izolat
aproape din orice tesut (POP si colab., 2004).

Datorita simplitatii metodei RAPD — Random Amplified Polymorphic DNA —
(WILLIAMS si colab., 1999), a faptului ca necesita cantitati extrem de mici de ADN

si a capacitatii de a releva un grad inalt de polimorfism, aceasta a fost aplicata cu
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succes la diferite specii de plante, inclusiv la Vitis vinifera (WOLF si colab., 2001,
RYAN si colab., 2001, TESSIER si colab., 1999, FANIZZA si colab., 1999, BOHM si
colab., 1998, PAMFIL, 1999).

Cercetarile de genetica moleculara la vita de vie sunt orientate, in general, spre
identificarea polimorfismului existent in cadrul speciilor de Vitis si spre stabilirea
originii filogenetice a unor specii sau soiuri.

Vita de vie este o planta la care Tnmultirea se realizeazd cel mai frecvent
vegetativ. Altoirea este o metodd prin care se asigura transmiterea neschimbatd a
caracterelor si Insusirilor la descendenti. Pana nu demult, la baza identificarii a mai
mult de 6000 de cultivare au stat caracterele ampelografice sau criteriile morfologice.
Metodele clasice, fenotipice de identificare nu sunt totdeauna suficiente sa rezolve
aceste probleme, datorita instabilitatii caracterelor morfologice precum si neputintei de
a utiliza informatiile in identificarea plantelor tinere. Studiul izoenzimelor si tehnicile
RFLPs, RAPD si a microsatelitilor sunt folosite in tot mai mare masurd pentru
identificarea varietatilor de vita de vie (TESSIER si colab., 1999).

Originea si autenticitatea multor cultivare de vita de vie (Vitis vinifera), folosite
pentru productia de vin in lume, este neclard si constituie subiectul multor controverse.
Tn acest sens, intr-un studiu, amprentele ADN generate cu ajutorul tehnicilor RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA) si ISSR-PCR (Inter Simple Sequence Repeat
Polymerase Chain Reaction) au fost folosite pentru a compara patru cultivare de Vitis
vinifera folosite pe scara larga in Chile (Cabernet Sauvignon, Cabernet Franc, Merlot
si Carmenere). Ca si referintd externd a fost folosit material vegetal provenit din
Franta.

Ambele tehnici au fost capabile sa evidentieze diferente intre cultivarele
studiate, chiar daca puterea de diferentiere a metodei ISSR (Inter Simple Sequence
Repeat) a fost mai buna decat cea a metodei RAPD. Acest lucru sugereaza faptul ca
este de dorit utilizarea tehnicii ISSR-PCR atunci cand se studiazd un numar mare de
cultivare.

In mod surprinzitor, a fost observata variabilitate intre clonele de Merlot, clona
originald din Chile si provenienta din Franta. Mai mult decat atat, distanta mare dintre

cele doua proveniente (64% asemanare) sugereaza faptul ca soiul Merlot frantuzesc nu
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este o ruda chiar atat de apropiatd a provenientei din Chile. Este interesant faptul ca,
cel din urma, provine direct de la primul fondator francez al clonelor de Merlot. Nu s-a
gasit nici o variatie in cadrul Merlot-ului din Chile folosind analizele ISSR sau RAPD.
Aceste rezultate arata ca varietdtile de Merlot cultivate in Franta si Chile reprezinta
genotipuri diferite.

Inrudirea genetica dintre cultivarele traditionale de vitd de vie a fost din
totdeauna un motiv de polemica. Nici metodele clasice sau ampelografice, nici chimia
analitica nu pot rezolva dezordinea existentd in clasificarea cultivarelor de vitd de vie
sau sd aducd informatii stiintifice despre gradul de heterozigotie al acestora, pentru a
putea fi folosite in procesul de ameliorare la aceastd specie. De mai multi ani, markerii
moleculari sunt utilizati pentru caracterizarea genotipici. In timp ce metodele RFLP si
RAPD permit o caracterizarea geneticd limitata, metoda SSR (markeri microsatelit)
este mai avantajoasa pentru caracterizarea genotipica si are anumite avantaje, fata de
primele doua metode.

Pe baza celor constatate mai sus, in lucrarea prezentata ne-am propus ca prim
obiectiv utilizarea metodei RAPD pentru testarea hetermorfismul molecular la zece
cultivare de vita de vie provenite din cinci statiuni viticole. Un alt obiectiv a constat in
inducerea variabilitatii somaclonale si testarea, prin aceeasi metoda, a

hetermorfismului molecular la regenerantii obtinuti in vitro.
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CAPITOLUL I

METODE DE PRODUCERE A VARIABILITATII LA VITA DE VIE

1.1. METODE CONVENTIONALE

1.1.1. Hibridarea sexuata

Dupa cum se stie in cadrul fiecdrei specii existd un numar de gene valoroase,
acumulate in decursul evolutiei speciei respective. Pentru a se crea ecotipuri
echilibrate, capabile de performante cit mai mari, ameliorarea cautd si Tmbine
armonios cat mai multe gene favorabile.

Principala cale de realizare a acestui scop 0 constituie recombinarea, prin
hibridare, a genelor existente in diferitele genotipuri disponibile.

Prin hibridare se creeaza material initial nou si se realizeazd o sursa de
variabilitate importantd pentru procesul ameliorarii. De cele mai multe ori formele
hibride prezintd o variabilitate sporita fata de formele parentale din care provin. Prin
hibridare se obtin forme hibride care cumuleazd intr-un grad accentuat insusirile
genitorilor. Hibridarea poate fi definitd ca o metodd de ameliorare folositd pentru
obtinerea de noi genotipuri prin unirea, pe cale sexuatd si parasexuatd, a unor soiuri,
linii, varietati, specii sau chiar genuri de plante, diferite in ceea ce priveste una sau mai
multe gene.

Genitorii care se folosesc in hibridare pot fi apropiati sau indepartati genetic.
Cand se folosesc genitori din cadrul aceleiasi specii se realizeaza o hibridare apropiata
- intraspecificd, iar cand genitorii apartin la alte specii sau genuri se realizeazd o
hibridare indepartata - interspecifica sau intergenerica (SAVATTI, 1983).

O noud perspectivd in procesul de ameliorare bazat pe hibrizi indepartati o are
hibridarea somatica (parasexuald) ce se realizeaza prin intermediul culturilor de
tesuturi si celule. Cercetarile efectuate pand in prezent demonstreaza ca sistemul

culturilor de tesuturi si de celule, indeosebi utilizarea protoplastilor, permite realizarea

15



Rodica Pop, 2008

unor hibrizi somatici intre organisme care apartin la taxoane foarte diferite genetic si
taxonomic, facilitind transferul la plantele de culturd a informatiei genetice de la

taxoanele supraspecifice. Fuziunea protoplastilor reprezintd o metoda cu totul noua de

ege, 0w, e

(SAVATTI, 1983).

Metoda hibridarii parasexuate a dat, pand in prezent, o serie de rezultate
palpabile la nivelul plantelor monocotiledonate. Numarul de specii care se preteaza la
hibridarea somaticd este intr-o continua crestere. Cu toate succesele obtinute in acest
domeniu, mai exista Incd impedimente cum ar fi:

- tehnica producerii, culturii §i regenerarii protoplastilor nu este complet pusa la

punct;

- acelasi lucru se poate spune si referitor la tehnica fuziunii protoplastilor;

- nu dispunem de metode adecvate pentru selectia hibrizilor somatici;

- metoda se aplicd la un numadr inca relativ mic de specii;

- In multe cazuri ADN-ul transferat este degradat de citre enzimele plantei
gazda;

- mecanismul molecular al integrarii ADN-ului in ADN-ul gazdei nu este inca
pe deplin elucidat (SAVATTI, 1983).

La vita de vie, procesul de ameliorare are la bazd selectia naturala, selectia
culturala si selectia artificiala. In obtinerea de genotipuri noi, un rol important ii revine
selectiei artificiale.

Dupd gradul de inrudire a formelor genitoare in ameliorarea vitei de vie se
folosesc trei tipuri de hibridari dirijate: hibridari intraspecifice, interspecifice si
intergenerice.

Hibridarea intraspecifica s-a dovedit eficienta pentru realizarea unor obiective
generale de ameliorare reprezentate de potentialul de productie si calitate, epoca de
maturare a strugurilor, structura morfologicd favorabilda mecanizarii lucrarilor
agrofitotehnice, rezistenta la seceta, plasticitatea ecologica etc., dar mai putin eficienta
in realizarea unor obiective speciale, ca de exemplu rezistenta la unele boli

criptogamice, rezistenta la filoxera si la conditiile de iernare (OPREA si colab., 2007).
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In lucrarile de ameliorare intreprinse pana acum in tara noastra pentru crearea
de soiuri noi de struguri de masa se evidentiazd genitorii Afuz Ali, Alphonse Lavallée,
Coarni alba, Coarni neagri, Regina viilor etc. In obtinerea soiurilor apirene genitori
valorosi s-au dovedit soiurile: Braghina, Perlette, Sultanina, Maria Pirovano. La
crearea de soiuri pentru vinuri albe buni genitori sunt soiurile: Aligote, Cramposie,
Chardonnay, Feteascd regala, Grasa de Cotnari etc., iar soiurile pentru vinuri rosii:
Babeasca neagra, Merlot, Negru vartos, Pinot noire, Cabernet Sauvignon etc. (OPREA
si colab., 2007).

Hibridarile interspecifice au in vedere asocierea caracterelor si insusirilor de
productie si de calitate specifice soiurilor vinifera, formelor rezistente la boli
criptogamice, la filoxerd si la conditiile de iernare. Astfel, ca sursd de germoplasma
pentru rezistenta la mana si la filoxera se pot folosi biotipuri ale speciilor: Vitis
riparia, Vitis cinerea, Vitis berlandierii, Vitis rotundifolia. Pentru sporirea rezistentei
la conditiile de iernare se pot utiliza ca genitori biotipuri ale speciilor asiatice — Vitis
amurensis — cu mare rezistenta la ger sau a unor specii americane cum ar fi Vitis
riparia si Vitis labrusca.

Hibridarile interspecifice intre soiuri vinifera cu specii americane si asiatice
apartindnd subgenului Euvitis sunt compatibile, obtinandu-se descendenti viabili si
fertili. Nu acelasi lucru se poate spune despre hibridarile interspecifice intre soiuri
vinifera si specii apartinand subgenului Muscadinia, care au un numar diferit de
cromozomi §i calitatea diferita a genomurilor.

In tara noastra, prin hibriddri intraspecifice au fost create 57 de soiuri noi
apartinand grupei Vinifera, iar prin hibridari interspecifice complexe au fost create 11
genotipuri (soiuri noi cu rezistenta biologicd) valoroase, cumuland caractere si insusiri
de productie si calitate, aldturi de rezistentd sau tolerantd sporitd la unele boli
criptogamice active si la conditii de iernare (OPREA si colab., 2007). Dintre soiurile
obtinute prin hibridari intraspecifice putem aminti: Cramposie selectionatd, Triumf,

Regner, Select, Nobless, Osiris, Gloria, Faber etc. (ARDELEAN si colab., 2006).
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1.1.2. Poliploidia

Poliploidia a jucat un rol important in evolutia plantelor. Poliploidia a dat
nastere la noi specii care s-au extins dincolo de arealul de existenta al speciilor
diploide. (SAVATTI, 1983).

Euploidia si aneuploidia sunt cele mai reprezentative tipuri de variatie a
numarului de cromozomi, care afecteaza In mod pregnant cantitatea si calitatea
informatiei genetice, caracteristicd unei anumite specii.

Datd fiind importanta exceptionald a materialului genetic pentru existenta
individului, orice modificare ce apare in structura numerica a seturilor cromozomiale
are repercusiuni majore, concretizate prin dobandireca unor noi Insusiri
morfoanatomice §i ecofiziologice de cdtre indivizii afectati de modificari numeric
cromozomiale.

Fenomene biologice cu larga raspandire in naturd, euploidia si aneuploidia sunt
consecinta actiunii spontane a unor factori ecofiziologici, fizici, chimici §i biologici ai
mediului de wviatd, care pot induce multiplicarea seturilor de bazd sau a
complementului haploid de cromozomi, pierderea din sau adaugarea la garnitura
standard a unuia sau mai multor cromozomi. Frecventa remarcabild a acestor
fenomene, indeosebi in lumea plantelor, constituie o dovada elocventa a rolului lor
stabilizator, adaptativ, a importantei lor deosebite in evolutia naturala a vietuitoarelor,
in speciatie.

Odata cu descoperirea fenomenelor de poliploidie si cu descifrarea cauzelor si a
mecanismelor care duc la aparitia naturald a formelor euploide si aneuploide, oamenii
de stiintd au actionat in mod consecvent in sensul inducerii unor astfel de fenomene
prin mijloace proprii. Desi au trecut mai multe decenii de la raportarea primului caz de
poliploidie si aneuploidie, fenomenele meritd si azi toatd atentia, deoarece constituie
inca o cale sigura, eficientd si rapida de creare de forme noi, de sintezd de noi specii.
(SAVATTI, 1983).

Poliploidia indusa prezinta perspective deosebite 1a speciile horticole ce se
inmultesc vegetativ la care nu se pune problema fertilitatii scazute sau chiar a lipsei de

fertilitate a unor tipuri de poliploizi. La aceste specii sterilitatea unor poliploizi se
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poate dovedi avantajoasa deoarece duce la formarea de fructe fara seminte sporindu-se
astfel calitatea productiei.

Primele cercetari privind poliploidia la vita de vie — Vitis vinifera, 2n = 28 — au
fost efectuate de NEBEL (1929), care semnaleaza pentru prima data forme tetraploide,
2n = 56, la soiurile Sultanina si Muscat de Alexandria. BRANS (1930), citat de
ANGHEL si colab. (1980) arata ca soiul Cannon Hall este tetraploid. SCHERZ (1940),
citat de ANGHEL si colab. (1980) descrie o forma tetraploida la soiul Riesling de
Mosela. De LATTIN, ALLEY, OLMO (citati de ANGHEL si colab., 1980) identifica
forme poliploide la soiurile Cabernet, Sauvignon, Carignon, Folleblanche, Olivette
noir etc. MAGNER, descrie 48 forme tetraploide la vita de vie, iar RIVES si PUGET
stabilesc cd renumitul soi Chasselas Gras Coulard este tetraploid (ANGHEL si
colab.,1980). In anul 1997 in Hirosima, Japonia, a fost obtinut cultivarul tetraploid de
vitd de vie Sunny Rouge prin incrucisarea dintre Vitis labruscana x Vitis vinifera, iar
in anul 1998 cultivarele tetraploide Dark Ridge si Honey Venus rezultate prin selectia
hibrizilor proveniti din aceeasi combinatie parentald (YAMADA si colab., 2003).

Experiente de obtinere experimentald a poliploidiei la vita de vie au efectuat si
LELAKIS, DERMEN, EINSET, EVIN, iar in tara noastrd NEAGU si LEPADATU
(ANGHEL si colab., 1980).

Printre caracterele afectate de poliploidie sunt: forma si marimea frunzelor,
ciorchinilor, boabelor, care caracterizeazd productie de must (ANGHEL si colab.,

1980).

1.1.3. Consangvinizarea si heterozisul

Prin consangvinizare se intelege inmultirea, prin autofecundare fortatd, a
plantelor alogame hermafrodite s1i monoice sau prin incrucisarea intre indivizi apropiat
inruditi la plantele dioice.

Consangvinizarea a fost utilizatd pentru prima data in scopuri practice, de catre
EAST si SHULL (dupa POTLOG si VELICAN, 1974), indeosebi la porumb. Ea a fost
utilizatd pentru obtinerea de linii consangvinizate (forme homozigote), cat si pentru

desfacerea populatiilor existente in genotipurile lor componente.
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Consangvinizarea ofera avantajul de a permite izolarea de genotipuri
homozigote, deci stabile, care pot fi apoi utilizate n producerea de hibrizi comercialli.
Intr-adevar, homozigotarea, care se produce in urma consangvinizarii, duce la aparitia,
prin segregare si recombinare, a unor noi genotipuri. Homozigotia completa apare
dupd un numdr mare de consangvinizdri repetate, in functie de gradul de heterozigotie
a materialului initial §i are ca urmare eliminarea genelor letale sau subletale.
Genotipurile care apar pot fi homozigote recesive sau homozigote dominante.
Majoritatea genotipurilor homozigote recesive prezintd fenomene de nanism, defecte
clorofiliene, malformatii, sterilitate partiald sau totald, dar si unele Insusiri valoroase
pentru ameliorare, cum ar fi: tulpini scurte si rezistente la cadere (porumb si sorg),
tulpini erecte si bogate in frunze (la trifoi), continut ridicat de proteine, anumiti
aminoacizi si grasimi (la porumb), continut scazut in alcaloizi (la lupin), rezistentd la
stresurile climatice, boli si daunatori, precocitate. Formele homozigote recesive pot fi
usor recunoscute si eliminate sau retinute din prima sau a doua generatie
consangvinizata.

Deosebit de valoroase sunt genotipurile homozigote dominante, deoarece, prin
incrucisdri, insusirile si caracterele valoroase ale acestora se transmit descendentei,
indiferent de constitutia genetica a partenerului (SAVATTI, 1983).

La vita de vie, observatiile cu privire la studiul consangvinizarii i heterozisului
au debutat odatda cu inceputul ameliorarii ei pe cale generativa, in a doua jumatate a
secolului al XIX-lea.

In cazul vitei de vie, pentru obtinerea de linii consangvinizate, intr-o prima fazi
se aleg prin selectie individuala butuci elitd din populatia fiecarui soi propus
homozigotarii, genotipuri care sd exprime fidel caracterele si insusirile specifice
urmdrite. Prin autofecundari repetate la elitele alese in faza initiala, se obtin generatii
segregante, care vor fi supuse in continuare selectiei, In vederea identificarii pentru
fiecare soi a liniilor pure (consangvnizate), cu valoare ameliorativa ridicata. Obtinerea
liniilor consangvnizate si apoi realizarea formelor heterozis, prin incrucisarea acestor
linii constituie un proces anevoios si de lunga durata, fapt pentru care consangvnizarea
si heterozisului constituie metode de ameliorare mai putin aplicate, in forma ,,clasica”.

Ca si la ale specii si la vita de vie, au fost semnalate depresii pentru anumite
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caractere, incepand cu generatia a treia, fiind necesara efectuarea de backros-uri cu
genitori recurenti, In vederea introducerii in recurent a caracterului dorit, urmate de
autofecundari si de mentinere in cadrul liniei, a caracterului homozigot.

Asa dupa cum preciza NEGRUL, 1955, citat de OPREA si colab. (2007),
obtinerea de genotipuri cu caractere si insusiri superioare ca urmare a manifestarii
heterozisului, se pot realiza prin incrucisdri intre linii consangvinizate, polenizari
libere, hibriddri dirijate intre soiuri, in special cele apartinand unor grupe
ecologogeografice diferite, hibridari intre soiuri si specii etc.

Heterozisul apare in randul hibrizilor din prima generatie si se remarca printr-0
sporire a vitalitdtii, a vigorii plantelor, In general, al potentialului productiv si de
calitate al strugurilor Tn special. Manifestarea heterozisului este importanta atat pentru
productie si productivitate cat si pentru calitatea recoltei de struguri. Un exemplu, il
constituie soiul de struguri pentru masa Cardinal, obtinut prin incrucisarea soiurilor
Ahmed bon Ahmed x Alphonse Lavallée. Strugurii acestui soi se pot consuma si la un

continu scazut de zahdr ca urmare a aciditdtii reduse (OPREA si colab., 2007).

1.1.4. Mutageneza

Definirea notiunii de mutatie

Cercetarea mutatiilor a contribuit la dezvoltarea cunostintelor despre ereditate,
la cunoasterea evolutiei si la elaborarea unor sisteme de clasificare a plantelor pe baze
genetice.

Aparitia in naturad a unor modificari bruste a fost remarcata de multi cercetatori
si practicieni inca din secolul al XVI-lea.

Péana la inceputul secolului nostru, termenul de mutatie se folosea ori de cate ori
intr-o populatie apareau indivizi cu caractere si insusiri noi prin care se deosebeau de
cel normali. Acest fenomen a fost explicat pentru prima data, pe baze stiintifice, de
catre HUGO DE VRIES in lucrarea "Teoria mutatiei" (1901).

BAUER (1964), care s-a ocupat timp indelungat cu studiul mutatiilor, a aratat
ca prin mutatie "se intelege orice variatie ereditard care nu este rezultatul unei

incrucisari". Dupa GUENOT (1967), "mutatia reprezintd o variatie bruscd de
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amplitudine diferitd si imediat ereditara ce poate sd apard spontan sau ca rezultat al
unei actiuni experimentale". Mai recent, ZOLYNEAK (1968), citat de CRACIUN si
colab. (1979), aratd ca prin mutatie "se Intelege orice modificare brusca ce isi face
aparitia In constitutia geneticd a unui individ datoritd unor schimbari care au loc in
structura genelor".

In naturd mutatiile favorabile se pistreazi prin selectie naturali. Mutatiile
genice naturale nu manifesta nici o specificitate evidenta fata de mediu sau de locusul
afectat. Cu toate acestea, unele modificari ale conditiilor de mediu pot influenta rata
mutatiilor genice. De exemplu, schimbarile de temperaturd modificad rata mutatiilor
genice (NICOLAE, 1978).

Punerea la punct a diferitelor metode de inducere a mutatiilor, care sporesc cu
mult frecventa acestora, a facut posibil ca, alaturi de hibridare, mutageneza sa devina
o metoda de baza 1n sporirea variabilitdtii genetice.

Pe langd mutatiile genice existd si schimbari survenite 1n structura
cromozomilor. S-a constatat, de asemenea, existenta mutatiilor si la materialul ereditar
situat in afara nucleului, in citoplasma, ceea ce determina aparitia plasmomutatiilor sau
a mutatiilor citoplasmatice.

Frecventa mutatiilor naturale se considera a fi de 2-5%, din care numai 1% sunt
vizibile.

Mutatiile artificiale, care au frecventa de circa 4-150 de ori mai mare decét cele
naturale, realizeaza in proportie extrem de mare (99%) forme negative si un procent
extrem de scazut de forme pozitive, utilizabile in procesul de ameliorare (SAVATTI,
1983).

Mutantele naturale constituie si pentru vita de vie o sursa importanta de crestere
a variabilitdtii genetice si prin aceasta, o cale de obtinere de noi soiuri. Un exemplu il
reprezinta soiurile noi Furmint de Minis si Babeascd gri, care au fost obtinute prin
identificarea i fixarea unor variatii mugurale aparute spontan (OPREA si colab.,
2007). De asemenea, VIALA si VERMOREL, 1910, citati de OPREA si colab. (2007)
considera ca soiul Chardonnay musque este o variatie mugurald a sotului Chardonnay.

De-a lungul timpului, soiurile vinifera au evidentiat variatii mugurale multiple

pentru o gama largd de caractere si insusiri, cum ar fi prezenta semintelor in bob (soiul
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Corint noir, cunoscut ca soi apiren), marimea strugurelui si a bobului, desimea de
inserare a boabelor pe ciorchine.

COCIU, OPREA (1989), citati de OPREA si colab., 2007, considerd ca intre
mutantele naturale aparute spontan si cele induse pe cale artificiala, nu exista diferente
de fond. Mutatiile naturale ca de altfel si cele induse pe cale artificiald, afecteaza in
principal caractere si insugiri cu ereditate simpla, cum ar fi forma si marimea boabelor,
culoarea pielitei, morfologia si functionalitatea florilor, prezenta sau absenta
semintelor in bob, culoarea, consistenta si aroma pulpei boabelor etc.

Coclchicina, utilizatd pentru stimularea procesului de poliploidizare a fost
folosita si la vita de vie, obtinandu-se forme tetraploide (4n = 76 cromozomi) cu
valoare biologica, cum ar fi Kyoho si Pione sau aneuploidul Takao cu 75 de
cromozomi, obtinuti in Japonia. Aldturi de formele tetraploide pentru ameliorarea vitei
de vie prezintd importantd si formele triploide (3n = 57 cromozomi) care prezintd
vigoare sporita a cresterilor anuale si o buna maturare a lemnului coardelor de un an,

caractere utile pentru ameliorarea portaltoilor (OPREA si colab., 2007).

1.2. METODE NECONVENTIONALE DE CREARE A VARIABILITATII LA
PLANTELE CULTIVATE SILA VITA DE VIE

1.2.1. Variabilitate somaclonala. Cauze si frecventa de aparitie

Cultura de tesuturi constituie o metoda rapida si sigurd de Inmultire asexuatad a
plantelor. In prezent, multe specii ornamentale, lemnoase si plante de culturd sunt
micropropagate in vitro si comercializate.

Micropropagarea prin culturi de tesuturi a revitalizat anumite sectoare ale
industriei plantelor ornamentale si a facilitat introducerea rapida de noi cultivare. In
ciuda succeselor inregistrate in inmultirea dar §i In obtinerea de noi cultivare prin
micropropagare, multi comercianti se indoiesc de valoarea acestei metode de inmultire
a plantelor, deoarece multe cultivare prezintd fenomenul de variatie somaclonala.

Regenerarea plantelor din celule cultivate in vitro este un proces asexuat, care
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implica numai diviziuni celulare mitotice. Procesul de regenerare a neoplantulelor
poate fi considerat ca fiind sinonim cu clonarea, avand in vedere ca toate celulele
somatice ale plantei donor provin din aceeasi celuld ou si ar trebui sa fie identice din
punct de vedere genetic. Deci, se poate presupune ca toate plantele regenerate din
celulele unei plante mama sunt clone.

In alti ordine de idei, SCOWCROFT (1985) citat de SKIRVIN (1994),
studiind variabilitatea somaclonala, afirma ca “uniformitatea clonala este recunoscuta
mai degraba ca o exceptie, decat ca o regula”.

Variabilitatea somaclonald este neuniformitatea care apare intre plantele
regenerate prin cultura de tesuturi. Variatia poate fi preexistentd sau poate fi indusa.

Asupra populatia in care variabilitatea naturald este asociatd cu cultura de
tesuturi se poate actiona cu o anumita presiune de selectie pentru a izola clone.

Valoarea variabilitatii care poate fi asteptatd variaza cu clona, varsta culturii,
utilizarea agentilor mutageni, aplicarea unei anumite presiuni de selectie in culturile de
suspensii celulare, cultura de calus sau conditiile de stres, ca de pilda concentratia de
sare, erbicide, microorganisme sau alte bioproduse si metaboliti specifici ai acestora
(SKIRVIN, 1994).

Exploatarea variabilitatii naturale si induse pare special aplicabila cultivarelor
lemnoase vechi. De exemplu, soiul de par ,,Barlett” (Pyrus communis L.) ca si cel de
mar ,,Delicious” (Malus domestica Borkh), introduse in 1770 si respectiv 1893
(SKIRVIN, 1994), se poate sa fi acumulat multe celule mutante care s-au stabilizat in
himere de complexitati variate.
plantele regenerate prin cultura de protoplasti (protoclone) proveniti din frunze de
cartof. LARKIN si SCOWCROFT (1981), au fost primii care au sugerat folosirea
termenului de variabilitate somaclonald, pentru descrierea variatiei fenotipice
observatd, dupa mai multe pasari, la anumite plante regenerate din culturi de tesuturi
sau culturi de celule. Variatiile culturilor de tesuturi au mai fost denumite ,,caliclone”
(SKIRVIN si JANICK, 1976), fenovariante (SIBI, 1976) si protoclone (SEPARD si
colab., 1980). Totusi, se pare ca termenul de variabilitate somaclonala descrie cel mai

bine acest fenomen si de aceea a devenit un fel de termen standard.
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Vita de vie este una dintre principalele culturi horticole raspandite in toatad
lumea. Multe cultivare apartinand unui numar mic de specii ale genului Vitis au fost
comercializate in ultimele secole, dar industria necesita noi cultivare cu grad marit de
rezistentd s1 productivitate.

Metodele traditionale de ameliorare sunt limitate din cauza duratei lungi a unei
generatii $1 a naturii extrem de heterozigote a acestei culturi. Dezvoltarea metodelor
biotehnologice, la plante, a dus la utilizarea tehnicilor in vitro in scopul ameliorarii
culturilor. Variabilitatea somaclonala (LARKIN si SCOWCROFT, 1988) este
considerata o sursd de obtinere de noi genotipuri de plante in ameliorare si
pentru aplicatii in viticultura (ALLEWELDT si POSSINGHAM, 1988; MONETTE,
1988; DELOIRE si MAURO, 1991; PIVEN si colab., 1991; GRAY si MEREDITH,
1992). Unele publicatii au sugerat ca, in principiu, embriogeneza somatica poate fi
indusa la diferite explante de vitda de vie (KRUL si WORLEY, 1977,
RAJASEKARAN si MULLINS, 1979; BOUQUET si colab., 1982; BESSIS si
LABROCHE, 1985; HIRABAYASHI, 1985; REISCH si colab., 1985; MAURO si
colab., 1986; MARCHEKO si colab., 1987; GRAY si MORTENSEN, 1987; GLEBA
si colab., 1988; STAMP si MEREDITH, 1988; PIVEN si colab., 1991; COUTOS-
THEVENOT si colab., 1992; GRAY 1992; MARTINELLI si colab., 1993; ZLENKO
si TROSHNI, 1993; EMERSHAD si RAMMNING, 1994). Cu toate acestea,
informatii despre variabilitatea la plantele regenerate sunt destul de putine, pana in
prezent fiind raportate numai cateva exemple de variabilitate somaclonala la vita de
vie (BOUQUET, 1989; FALLOT si colab., 1990; DELOIRE si MAURO, 1991;
PIVEN si colab., 1991).

KUKSOVA si colab. (1997), citati de POPESCU si colab. (2004), au analizat
variabilitatea caracterelor morfologice la 242 de plante, dintre care sase tetraploide,
plante regenerate prin embriogeneza somaticd din fragmente de frunza. S-a constatat
ca majoritatea somaclonelor diploide au prezentat variatii minore ale morfologiei
frunzelor. Totusi, printre plantele regenerate din calus au fost identificate patru
somaclone cu durata de vegetatie mai lunga, trei cu o durata de vegetatie mai scurta si

doud somaclone care au diferentiat un numar mare de lastari fertili, comparativ cu
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genotipul de origine Podarok Magaracha. Dintre somaclonele diploide au fost
selectionate doua variante rezistente la Plasmopara viticola, opt variante rezistente la
Botrytis cinerea si una foarte rezistenta la ambii agenti patogeni.

Plantele tetraploide s-au caracterizat printr-un fenotip atipic, prezentand petiolul
s1 internodiile mai scurte s1 mai subtiri, frunze modificate, precum si o vigoare redusa
de crestere a butucilor.

Variabilitatea caracterelor de rezistenta la boli a plantelor regenerate in vitro din
tesuturi somatice, in vederea selectiei de noi genotipuri cu calitati superioare celor de
origine, constituie un obiectiv important al unor statiuni de cercetare din tara noastra.
Astfel, la statiunea Stefanesti au fost facute observatii la un numar de 341 de plante,
din care 32 obtinute prin embriogenezd somaticd indirectd din culturi de petiol, ovule
s1 antere, 37 obtinute prin embriogeneza somaticd directa din antere, 83 obtinute prin
organogeneza din frunze si petiol, 97 obtinute prin germinarea in vito a embrionilor
zigotici imaturi, 92 obtinute prin mutageneza in vitro. S-a constatat cad majoritatea
plantelor de vitd de vie, indiferent de soiurile din care provin, de tipul de explant si de
modelul de regenerare, s-au incadrat in categoriile ,,foarte rezistent” si ,,rezistent”. Un
exemplu 1l constituie plantele regenerate din calus diferentiat din segmente de petiol
apartinand soiul Bezsemen. Acest soi era calificat ,,mediu rezistent” la mana, iar
plantele regenerate au intrat in categoria ,,rezistent”. De asemenea, plantele regenerate
din fragmente de frunza si segmente de petiol, apartindnd soiurilor Aromat de lasi si
Timpuriu de Pietroasa, ,,sensibile” la Plasmopara viticola, au manifestat un grad
diferit de tolerantd la acest agent patogen, incadrandu-se in categoriile ,,rezistent” si

»-mediu rezistent” (POPESCU, TEODORESCU, 2004).

1.2.1.1. Tipuri de variabilitate somaclonala

Variabilitatea somaclonala se pare ca rezultad atat datoritd variabilitatii genetice
preexistente in plante, cat si ca o consecintd a variatiei indusd in timpul culturilor de
tesuturi.

Exista doud tipuri de variabilitate somaclonala: variabilitatea ereditara, genetica
(mutationald) si variabilitatea epigenetica (de expresie).

Cand nu se cunoaste natura variatiei, daca este genetica sau epigenetica, se
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-

accepta folosirea termenului de ,,variatie”. Termenii ,,variatie genetica” si ,,mutanta”
se utilizeaza pentru desemnarea variatiei care se transmite sexuat conform legilor
ereditdfii sau se mentine timp de mai multe generatii obtinute prin multiplicare
vegetativa.

Variatia heritabild rdimane nemodificatd pe parcursul ciclului sexuat sau prin
inmultire asexuata.

Explantele provenite de la parinti maturi, prin multiplicare in vitro, se
juvenilizeaza treptat. Culturile de tesuturi se pot afla in orice stadiu al dezvoltarii, de la
maturitate pana la juvenilitate. Plantele regenerate din aceste tesuturi diferd, depinzdnd
de stadiul de dezvoltare pe care tesutul I-a atins la acceptarea stimulului de regenerare.

Uneori apar schimbari in necesitdtile nutritionale, schimbari cunoscute sub
denumirea de “habituatie celularda”. Alte schimbari epigenetice includ vigoarea
extrema €X Vitro care este probabil asociatd fie cu revenirea juvenilitatii fie cu
eliminarea virusurilor realizata anterior in vitro (ABO si HILDEBRANDT, 1971).

In timp, de cele mai multe ori, plantele cu variatii epigenetice revin la fenotipul
parental. Vigoarea de scurtd durata (temporard) a fost exploatata in culturile de tesuturi
pentru producerea de plante tinere viguroase care sa fie transplantate usor, sd creasca
rapid si sd devina stabile (SWARTZ si colab., 1981). Fenomenul de piticire este
probabil epigenetic si poate fi datorat regulatorilor de crestere din mediul de cultura.
Multe plante pitice revin insd la cresterea normald dupa unul sau doi ani de vegetatie
normald in serd sau camp.

La vita de vie, variabilitatea caracterelor si instabilitatea genetica a plantelor
regenerate din antere a fost adesea semnalata si la plantele pe radacini proprii
transplantate In camp. Astfel, plantele regenerate din antere prin embriogeneza
somatica, din hibridul interspecific Gloryvine (Vitis vinifera x Vitis rupestris), au
prezentat anomalii de dezvoltare (piticire, albinism), variatii ale formei frunzei, ale
sinusului petiolar i ale numarului de lobi foliari, caractere care s-au dovedit a fi
tranziente. De asemenea, unele plantele obtinute din embrioni somatici au prezentat
tipuri diferite de floare, fiind hermafrodite, in timp ce Gloryvine este un genotip cu
flori functional mascule (POPESCU si TEODORESCU, 2004).
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1.2.1.2. Importanta variabilitatii somaclonale

Pentru ca variabilitatea somaclonald sa aibd un impact pozitiv in procesul de
ameliorare este necesar sa se urmeze o schema de multiplicare in vitro care sa duca la
obtinerea unor plante care sd manifeste variatii utile pentru procesul de ameliorare sau
pentru productie (SKIRVIN si colab., 1994).

Variatia somaclonala prezinta avantaje si dezavantaje. Principalele dezavantaje
sunt determinate de faptul ca aparitia si frecventa variatiilor depind de genotip. Foarte
multe schimbari pot fi lipsite de importantd, deci nedorite, iar altele sunt instabile —
epigenetice.

De asemenea, unele variatii pot apare si spontan iar altele pot fi numai induse
prin mutagenezd. Mai mult, caracterele de interes economic pot sa nu fie afectate de
variatii. Se poate concluziona, deci, ca nu exista certitudinea ca parcurgerea unui ciclu
de cultura in vitro va induce modificari ale unor insusiri care prezintd un interes
specific.

Un avantaj important constd in faptul cd variabilitatea somaclonala poate
constitui o sursa suplimentara de caractere utile, importantd mai ales pentru speciile
care se inmultesc asexuat sau sunt apomictice si care au o baza genetica limitata. La
unele specii, frecventa mare a modificarilor unor caractere face din variabilitatea
somaclonala o sursa de mutante utile.

Rata mare de dublare a numarului de cromozomi prin cultura in vitro permite,
la unele specii, diploidizarea haploizilor sau obtinerea poliploizilor prin regenerarea
plantelor in vitro. Incidenta mare a rearanjamentelor structurale, mai ales a
translocatiilor care au loc in timpul cultivarii in vitro, permite realizarea unor
introgresii la hibrizii interspecifici i intergenerici. Multe schimbari se reflecta
favorabil asupra unor caractere importante din punct de vedere agronomic, cum sunt
rezistenta la boli sau la daundtori, productivitatea, continutul de proteine, toleranta la
stress. Astfel de schimbdari pot sd apara la un singur regenerant sau la scara intregii
populatii de plante regenerate in vitro.

Desi este un fenomen nou si care nu este pe deplin controlat, variabilitatea

somaclonald a facut posibilda obtinerea unor soiuri noi la unele specii cum ar fi:
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Eustoma grandiflorum, Hemerocallis, Paulownia tomentosa, Pelargoniu, Torenia,
Rubus, Apium, Ipomoea batata, Medicago sativa (BADEA si colab., 2001) (tabelul
1).

Variatiile somaclonale pot reprezenta o metoda de ameliorare superioara celei
obtinute prin transformarile genetice mediate de Agrobacterium, aceasta din urma
implicand dificultati tehnice mai mari ca in primul caz. Superioritatea variabilitatii
somaclonale pentru ameliorarea plantelor este datd de faptul ca noile caractere se
dezvolta la nivelul celor mai performante cultivare disponibile, in timp ce organismele
transformate genetic sunt doar surse de gene favorabile ce trebuie, de regula,
transferate celor mai productive cultivare.

Tabelul 1

Cultivare horticole obtinute din culturi de tesuturi prin variabilitate somaclonala
(dupa SKIRVIN si colab., 1994)

Horticultural cultivars derived from tissue culture via somaclonal variation
(SKIRVIN et. al., 1994)

Cultivarul Sursa

Cultivar Source
Eustoma grandiflorum GRIESBACH si SEMENIUK, 1987,
Hemerocallis Yellow Tinkerbell GRIESBACH si colab., 1988
Paulownia tomentosa somaclona Snowstorm | GRIESBACH, 1989
Pelargonium Velvet Rose MARCOTRIGIANO si JAGANNATHAN,
Torenia Uconn White 1988

SKIRVIN si JANICK, 1976b
BRAND si BRIDGEN, 1989

Rubus Lincol Logan HALL si colab., 1986b, 1986¢
Apium somaclona UC-T3 HEATH-PAGLIUSO si colab., 1989
Ipomoea batatas Scarlet MOYER si COLLINS, 1983

Variabilitatea somaclonald presupune inducerea expresiei genelor care sunt
prezente in genom, dar care au fost reprimate intr-un anumit stadiu de dezvoltare.
Evident ca trebuie sa existe o certitudine ca astfel de caractere sunt stabile de-a lungul
a mai multor generatii de inmultire vegetativa, asexuata.

De exemplu, MARETZKI (1987), citat de SKIRVIN si colab., 1994, a izolat o
somaclond, la trestia de zahar (Saccharum officinarum L.), care prezenta rezistenta la
patare (Pseudocercosporella heroptrichoides). Acest caracter a fost mentinut stabil

prin inmultire asexuata, timp de zece ani, dupa care a fost pierdut, ceea ce sugereaza ca
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a fost fie o variatie epigeneticd, fie cd in cei zece ani a apdrut o noud tulpind a

ciupercii, pentru care variatia respectiva nu mai era rezistenta.

1.2.1.3. Originea variabilitatii somaclonale

Cauzele aparitiei variabilitatii somaclonale nu sunt pe deplin cunoscute si
elucidate. Cu toate acestea, se considera ca variabilitatea somaclonala heritabila se
datoreaza mai multor tipuri de variatii, cum ar fi modificari la nivelul unei singure
perechi de baze azotate, deletiilor cromozomale, translocatiilor, modificarilor gradului
de ploidie, variatiile nefiind limitate numai la nivelul ADN-ului nuclear.
GENGENBACH si UMBECK (1982) au semnalat aparitia variatiei mitocondriale in
controlul androsterilitatii utilizand enzime de restrictie pentru analiza ADN-ului
mitocondrial izolat.

Intregul spectru de variatii ereditare cunoscute, la nivel nuclear sau
citoplasmatic, sugereaza cd variabilitatea somaclonala care se bazeaza pe astfel de

variatii, poate genera forme utile pentru imbunatatirea cantitatii si calitatii productiei.

1.2.1.4. Variatia preexistentdi

Explantele derivate — provenite de la o singura clona, semintele sau puietii sunt
uniformi din punct de vedere genetic, deci instabilitatea genetica spontana survine doar
ca urmare a culturii in vitro (ORTON, 1983). Totusi, aceastd presupunere nu este
intodeauna intemeiatd deoarece explantele pot contine mai multe tipuri de celule, ca de
pilda floem, parenchim, cortex si xilem parenchimatic. Aceste celule pot fi, de
asemenea, cu grade diferite de ploidie. Aceasta explica lipsa uniformitatii explantelor
multicelulare din punctul de vedere al gradului lor de ploidie. BRIGHT si colab.
(1983) sugereaza ca explantele, provenite de la o altd sursa decat protoplastii, sa fie
numite culturi complexe, datoritd originii lor multicelulare.

Himerele. Multe plante sunt cunoscute ca fiind himere. Ele sunt alcatuite din
sectoare de celule sau tesuturi cu o constitutie geneticd diferitd si acestea s-au

dezvoltat din meristeme contindnd straturi sau sectoare cu tesuturi mutante
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(HARTMAN si KESTER, 1983). Plantele himere provenite din culturi de tesuturi pot
produce un procent mare de variatii ereditare.

Mc PHEETERS si SKIRVIN (1983), citat de SKIRVIN (1994), au raportat ca
aproape jumatate din lastarii din murul himer fara spini, obtinuti din culturi de tesuturi,
au fost pitici si fard spini.

O mare parte a variatiei a fost atribuitd segregarii himerale. Desi multe tipuri de
variatii somaclonale pot fi explicate cu termenul de himere segregate, regenerantii pot
contine variatii somaclonale rezultate din diferite variatii, altele decat segregarea
himerala simpla.

Testarea variabilitdtii somaclonald preexistentd se efectueazd prin supunerea
plantelor obtinute unei noi regenerari prin cultura in vitro. Clonele cu variatie
preexistentd, prezintd variabilitate mai mare in prima generatie si mult mai micd in
urmatoarele generatii. Dupd a doua sau a treia generatie unele din variatiile
preexistente pot fi eliminate sau stabilizate.

Cea mai frecventa cauza a separarii himerelor o constituie producerea de lastari
adventivi (MARCOTRIGIANO, 1990, citat de SKIRVIN si colab. (1994). Lastarii
adventivi pot fi obtinuti in vivo sau in vitro. Acestia adesea apar de la o singura celula
sau cateva celule, provenite din tesuturi specifice (BROERTJES si KEEN, 1980, citati
de SKIRVIN, 1994). Considerand ca lastarii adventivi provin de la o singura celula,
se poate afirma ca orice sistem care produce lastari adventivi poate avea ca rezultat
segregarea himerala.

Formarea lastarilor adventivi, fiind rezultatul segregarii himerale, este corelat
direct cu rata de inducere a variatiei somaclonale. (KARP, 1989). Este foarte bine
cunoscut ca lastarii cu origine preformata, de exemplu lastarii axilari, manifesta mai
putind variatie, decat aceia care apar de la muguri adventivi prin organogeneza sau
embriogenezd (KARP, 1989). Cea mai mare parte a acestei variatii este, probabil,
datoratd variatiei preexistente sau variatiei induse in timpul formarii calusului, si nu
procesului de formare a lastarului in sine. Invers, stabilitatea clonala este mentinuta
cand se evitd formarea lastarilor adventivi (KARP, 1989). De aceea, in culturile de
varfuri de lastari moderat proliferative si bine ingrijite se asteaptd o slaba variatie,

deoarece propagulele se dezvoltd din muguri axilari §i, in consecintd, mentin
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integritatea stratului histogenic. Acesta a fost cazul murului non himeric. De fapt,
utilizarea comerciala a tehnicilor de Tnmultire prin culturi de testuri a murului non
himeric, genetic fard spini, constituie o metoda rapida, fara risc pentru producerea de
plante uniforme, viguroase si productive.

Studii recente arata ca si la viata de vie pot sa apard himere. Astfel, cercetarile
intreprinse de BERTSCH si colab. (2005) 1a Vitis vinifera, evidentiaza clona 96 a
cultivarului Chardonnay ca fiind o himerd periclinala care a fost testata si la nivel
molecular cu markerii SSR VMC 6¢10 si VMC 5g7. De asemenea, la cultivarul
Meunier prin cultura in vitro de muguri adventivi au fost evidentiate plantule
considerate himere periclinale (POGANY si colab., 2006).

1.2.1.5. Inducerea variabilitatii somaclonale

Calusul este adesea asociat cu variabilitatea somaclonald, variatiile obtinute din
calus purtand numele de caliclone. (SKIRVIN si colab., 1976, citat de SKIRVIN,
1994). La inceput cultivarele obtinute in vitro, indiferent de specie, au fost numite
caliclone.

Variatia este asociatd, in cazul caliclonelor, cu regenerarea directa din calus sau
din suspensii de celule si nu cu micropropagarea sau cultura de meristeme (KARP,
1989). Legatura intre calus si variabilitatea somaclonald este stransa, cele mai multe
laboratoare comerciale incercand sa evite formarea calusului in oricare stadiu al
micropropagarii.

Initierea calusului in vitro apare mai rapid la nivelul suprafetelor ranite, in zona
de tadiere a explantului in contact cu mediul de culturd. Formarea calusului este,
probabil, analoaga cu raspunsul la ranire, observat in vivo, care activeaza elementele
transpozabile si stimuleaza aparitia enzimelor si formarea produsilor specifici indusi
de stress. (Mc CLINTOCK, 1984).

Desigur, variatia nu este limitata doar la regenerarea calusului. EVANS (1988)
relateaza, la regenerantii din frunze de Nicotiana alata Link x Otto, aparitia variatiei
unor caractere morfologice (forma florilor, forma frunzelor, indltimea plantelor,
viabilitatea polenului) si a numarului de cromozomi. Variatia se observa, de asemenea,

s1 printre plantele regenerate prin embriogeneza.
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1.2.1.6. Factorii care influenteaza spectrul si amplitudinea variabilitatii

somaclonale

1.2.1.6.1. Modul de regenerare

Stabilitatea regenerantilor este mult mai mare in cazul cnd acestia se obtin prin
embriogeneza somatica. Astfel, la Datura innoxia, plantele regenerate prin
embriogenezd somatica directd au fost diploide, in timp ce 70% dintre regenerantii
obtinuti prin organogeneza indirectd au fost poliploizi.

La vita de vie, HIRABYASHI si colab., (1976), citati de POPESCU si
TEODORESCU (2004) au obtinut pentru prima datd regenerarea de lastari si rddacini
din antere cultivate in vitro. Plantele regenerate au prezentat nivele variate de ploidie,
observatiile microscopice efectuate pe materialul meristematic radicular recoltat de la
regeneranti au evidentiat prezenta celulelor cu numar diferit de cromozomi, cuprins
intre 19 si 38. Majoritatea lucrarilor publicate atesta faptul ca plantele de vita de vie
regenerate din antere prezintd caractere specifice de plantd diploidd. Determinari
efectuate la soiul Grenache au relevat faptul ca 86,5% din celulele radiculare prezentau
un numar triploid de cromozomi (2n = 3x = 57).

Numeroase lucrari care fac referiri la posibilitatea obtinerii de calus cu celule
haploide si celule cu diferite niveluri de ploidie si apoi de plante cu diferite niveluri de
ploidie, dovedesc posibila origine gametica, initial haploida, a structurilor regenerate.

Instabilitatea extrema si capacitatea redusd de supravietuire a haploizilor la vita
de vie a condus la ipoteza ca patrimoniul genetic al speciilor de Vitis este bogat in gene
letale recesive (POPESCU si TEODORESCU, 2004).

1.2.1.6.2. Regulatorii de crestere

Regulatorii de crestere, in special 2,4-D (acidul 2,4 diclorfenoxiacetic) si 6-
benzilaminopurina (BAP), sunt implicati in inducerea variabilitdtii (EVANS, 1988;
GRIESBACH si colab., 1988; SHOEMAKER si colab., 1991), dar relatia lor directa
cu acest fenomen este inca discutatd. Desi efectul specific al regulatorilor de crestere

asupra frecventei variatiei somaclonale raimane inca nesigur, in culturi de tesuturi rata
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variatiel creste, in general, in prezenta unei concentratii mai mari de regulatori de
crestere.

Cresterea amplitudinii variatiei manifestate la regeneranti a fost observatd la
capsun, begonia, violete africane, la care s-a addugat o concentratie mare de hormoni
in mediul de cultura.

Se apreciaza ca hormonii nu au un efect mutagen direct, ci ei actioneazd
indirect, stimuland cresterea neorganizatd sau selectionand celule cu un anumit nivel
de ploidie (BADEA si colab., 2001). De asemenea, concentratia mare a regulatorilor
de crestere poate determina modificari in frecventa mutatiilor de ploidie, comparativ
cu mutatiile punctiforme. Procesul fizic de excizare poate stimula raspunsul la ranire,
pe care regulatorii de crestere il intensifica (MCCLINTOCK, 1984).

Rezultatele experimentale intreprinse cu scopul regenerarii de plante din
tesuturi somatice apartinand unor genotipuri de Vitis au evidentiat faptul ca aportul
exogen de regulatori de crestere constituie o cerinta esentiald pentru inducerea formarii
de calus si/sau de muguri si lastari adventivi. Dintre auxine, acidul 24-
diclorfenoxiacetic (2,4-D), in concentratii cuprinse intre 0,5-2,0 mg/l s-a dovedit foarte
eficient pentru inducerea formarii de calus din variate tipuri de tesuturi somatice
(TANG si MULLINS, 1990). Rezultatele experimentelor realizate la diferite
genotipuri de vita de vie au aratat, de asemenea, ca si acidul alfa-naftilacetic (ANA), in
concentratii reduse, poate fi utilizat cu succes pentru inducerea formarii de calus si
regenerarea de plante prin organogeneza. Rezultatele obtinute de TORREGROSA si
BOUQUET (1996) aratd ca frecventa de regenerare de lastari este puternic
conditionatd de valoarea raportului cu citochinina prezenta in mediul de cultura.
Astfel, cel mai ridicat nivel de exprimare a capacitatii de organogeneza a fost
inregistrat la o balantd hormonald citochinind/auxind de 100:1 (10uM BA/0,1 uM
ANA).

1.2.1.6.3. Cultivarul

Cantitatea variatiei intalnita in vitro nu este aceeasi pentru toate cultivarele unei
specii (KURTZ si colab. 1983). Unele cultivare manifestd o variatie in exces, dar

majoritatea sunt relativ stabile. De exemplu, HWANG si KO (1986), citati de
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SKIRVIN (1994), au raportat o ratd a variabilitatii de 3% la cultivarele de bananier,
dar rata variatiei pentru cultivarul “Cavendish” al aceleasi specii a fost de pana la

20%.

1.2.1.6.4. Varsta cultivarului

Desi la clonele vechi, inmultite asexuat timp indelungat, este de asteptat o mai
mare variatie preexistenta decét la noile clone, se pare cad exista o anumita corelatie
intre varsta clonei (cultivarului) si cantitatea variatiei observata la somaclone.

SHEPARD si colab. (1980) au fost printre primii care au raportat fenomene de
variabilitate somaclonald. Ei au gasit mii de variante printre protoclonele (clone
derivate din protoplasti) de cartof ale cultivarului “Russet Burbank™. Din moment ce
acest cultivar era vechi, o parte a variatiei ar fi putut fi datoratd mutatiilor naturale
preexistente, himerelor precum si conditiilor de cultura in vitro. Totusi, este foarte
dificil de explicat numarul mare al variatiilor observate la cultivarul de cartof “Maris
Bard” (THOMAS si colab., 1982, citat de SKIRVIN si colab., 1994), care a fost lansat
ca si cultivar, doar cu cativa ani mai devreme (1974). Tn studiul cultivarului “Maris
Bard” un singur regenerant a prezentat numarul caracteristic de cromozomi, in timp ce
ceilalti au manifestat o variatie neobisnuitd a numarului de cromozomi, intre 49 si 95

fatd de 48 ai tipului normal.

1.2.1.6.5. Nivelul de ploidie

Se considera cd frecventa variatiei somaclonale este mai mare la speciile
poliploide si la cele inmultite vegetativ, dar variatii somaclonale au fost inregistrate si
la specii care se reproduc sexuat fie poliploide, fie diploide (BADEA si colab., 2001).

Din moment ce abilitatea regenerarii in Vitro este o caracteristica heritabila la
tomate, diferentele in raspunsul cultivarelor pot avea, de asemenea, o baza genetica.

Un numar mare de relatari asupra variabilitatii somaclonale se refera la izolarea,
din culturi de calus ale unor linii de trestie de zahar, a unor plante cu un numar mare
de cromozomi (HEINZ si colab., 1971, citat de SKIRVIN si colab., 1994). HEINZ si

MEE (1971) au obtinut linii de calus variate in ceea ce priveste culoarea si cresterea.
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Fiecare din aceste linii au fost gasite mai tarziu cd aveau un numar diferit de
cromozomi. Diferente similare de ploidie au fost observate si intre plantele regenerate
(SKIRVIN si colab., 1994).

BINGHAM s1 MCCOY (1986), citati de SKIRVIN si colab. (1994), analizand
tipurile de variatie care pot sa apard la trifoi, considera ca acestea sunt in functie de
tipul de explant si nivelul de ploidie original. Cand trifoiul diploid este regenerat, cel
mai comun tip variatie cromozomala o constituie dublare spontana. Cand tetraploizii
sunt regenerati din calus sau protoplasti, aneuploidia si duplicatiile sunt frecvente, ca si
unele modificdri in structura cromozomilor. S-a demonstrat cd unele variatii
identificate la nivelul ambelor tipuri de ploidie au fost heritabile (SKIRVIN si colab.,
1994).

1.2.1.6.6. Sursa explantului

Cand se urmareste obtinerea variabilitdtii somaclonale pentru o noud specie sau
cultivar este bine sd se utilizeze mai multe tipuri de explante si sa se compare
descendentii de la fiecare. Nu la toate tipurile de explante se presupune aceeasi
capacitate de manifestare a variatiei. In general, variatia este mai greu de observat la
lastarii preformati (proveniti din muguri axilari, varfuri de lastari 1 meristeme), decét
in cazul explantelor care nu au meristeme preformate, cum ar fi frunzele, radacinile
sau protoplastii. Plantele regenerate din protoplastii obtinuti la cultivarul de cartof
“Russett Burbank” (SHEPARD si colab., 1980, citat de SKIRVIN si colab., 1994) au
produs mii de descendenti diferiti de soiul initial, dintre care doua sau trei linii au fost
selectate pentru o posibila utilizare. De asemenea, protoclonele de kiwi (Actinidia
deliciosa) au prezentate variatii in ceea ce priveste expresia sexului, cresterea,
vigoarea si morfologia frunzei (SKIRVIN si colab., 1994).

Regenerantii obtinuti din explante organizate, cu meristeme preformate, sunt
stabili din punct de vedere genetic. Explantele lipsite de meristeme preformate, care
dediferentiaza, genereaza insd o mare variabilitate, pentru ca sunt formate din tipuri
celulare diferentiate structural si functional. La numeroase specii de plante,
diferentierea celulara este insotita de modificari calitative si cantitative ale ADN-ului

genomic: endopoliploidie, amplificarea sau deletia unor secvente etc. In consecinti,
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atunci cand sunt folosite ca explante pentru obtinerea calusului segmente de frunza
sau radacind, celulele diferentiate dediferentiazd, adicd incep sd se divida. Conditia
nucleara in vivo se va reflecta astfel in vitro prin formarea unei populatii de celule cu
modificari la nivelul genomului. Modificarile se vor regasi si la regeneranti.

Natura explantului influenteaza atit frecventa cat si spectrul variatiilor. La
somaclone si gametoclone de grau, a fost inregistrat un singur tip de modificare a
gluteinelor cu greutate moleculard mare, cu o frecventa mai mare la plantele cu origine
in microspori. In schimb, frecventa variatiilor enzimogramelor beta-amilazei a fost de
numai 13% la gametoclone si de 59% la somaclone (BADEA si colab., 2001).

La speciile de Vitis, culturi embriogene si regenerari de plante s-au obtinut din
numeroase tipuri de explante, cum ar fi antere, fragmente foliare, ovule, embrioni
zigotici etc. Sunt insd si genotipuri de vita de vie la care S-a reusit regenerarea prin
embriogeneza somaticd numai prin utilizarea unui anumit tip de explant (POPESCU si
TEODORESCU, 2004).

Embriogeneza somatica a fost observata la calusul initiat din explante de carcel
la Vitis vinifera L. cultivarele Thompson, Somaka si Tas-e-Gomesh, pe un mediu
Emershad si Ramming suplimentat cu 1 mM 6 benzilaminopurina. In a treia si a patra
subcultura pe acelasi mediu s-a obtinut un procent scazut de lastari. Lastarii aparuti au
dat nastere ulterior la plantute intregi pe un mediu lichid de inrddacinare care continea
1 mM acid 3 indolil acetic.

Este dezbatuta posibila utilizare a carceilor ca noi explante pentru
embriogeneza somatica la vita de vie. (SALUNKHE, RAO, 1999).

La vita de vie, cercetatorii chinezi ZOU si LI (1981), citati de POPESCU si
TEODORESCU (2004), au fost singurii care au raportat regenerarea de plante
haploide (n = 19) din cultura de antere a soiul Triumph. Dupa doi ani de la plantarea in
camp, autorii au semnalat faptul ca plantele au prezentat un aspect morfoanatomic
normal, specific sotului de origine, iar numarul de cromozomi determinat a fost 2n =
38.

Intr-un alt studiu s-a aratat ci anterele de Vitis latifolia L. (vita salbaticd)
cultivate pe un mediu Nitsch si Nitsch suplimentat cu 20 mM 2,4-D si 9 mM BAP au

produs calus dupa 4-6 sdptamani. Subcultivarea calusului pe un mediu Nitsch si Nitsch
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cu un continut de 10 mM NAA a produs embrioni somatici in decursul a sase
saptamani. Pe un mediu de baza Nitsch si Nitsch, lipsit de regulatori de crestere
embrionii somatici au evoluat in plantute dupa 6-8 saptamani. Un gram de calus a
produs mai mult de 400 de embrioni somatici, un procent de 13,7% din acestia, dand
nastere la plantute care au fost ulterior transferate in sol. Plantele regenerate au avut
grade diferite de ploidie fata de 2n =38 sin = 19 (SALUNKHE, 1999).

Cultura in vitro de antere si polen ofera posibilitatea manipularii gradului de
ploidie la plantele regenerate prin androgeneza sau embriogeneza. La plantele obtinute
prin androgenezd au fost observate numeroase variatii morfologice, fiziologice,
biochimice si cromozomale.

O sursda importanta de variatii somaclonale o constituie de asemenea si
inducerea in vitro a haploidiei. Variatiile rezultate din procedurile de haploidizare, in
majoritatea cazurilor, pot fi transmise prin reproducere sexuata, noile caractere putand
fi selectate la nivelul haploizilor dublati. Testarea si selectia variantelor somaclonale se
poate realiza chiar la nivelul macrosporilor sau celulelor haploide, punand in evidenta
gene utile, cum sunt cele care codificd toleranta la stress sau rezistenta la erbicide si
fitotoxine specifice si care se pot exprima la acest nivel (POPESCU  si

TEODORESCU, 2004).

1.2.1.6.7. Genotipul

Genotipul influenteaza atat capacitatea de regenerare in vitro cat si
amplitudinea variatiei somaclonale. De exemplu, la somaclone de grau provenite din
doud soiuri si doua linii dublu haploide au fost evidentiate diferente genotipice clare.
Frecventa aberatiilor meiotice a fost de 27,77% la plantele provenite din cele doud
soiuri §1 de 72,72% la regenerantii derivati din liniile dihaploide. Astfel de date
sugereaza ca plantele care au mai parcurs un ciclu de cultura in vitro, ciclu destinat
obtinerii haploizilor, sunt mai putin stabile decat soiurile, prezentdnd cu o frecventa
mare (42,65%) restructurari cromozomale, ilustrate de anomaliille din meiozd
(BADEA si colab., 2001).

Intr-un studiu al variabilitatii somaclonale la plantele regenerate din culturile de
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tesuturi a doua specii cultivate de Xanthosoma sagittifolium si Xanthosoma violaceum,
18% din plantele regenerate la Xanthosoma sagittifolium au prezentat modificari
morfologice stabile, n timp ce la Xanthosoma violaceum nu s-a constat nici o
variabilitate semnificativa. S-a conchis ca variabilitatea somaclonala, la Xanthosoma,
se afla sub un control genetic (GUPTA, 1985). Rezultate similare pot fi gasite si in
ceea ce priveste variatia cromozomiala. Frecventa regenerantilor tetraploizi, in cadrul a
trei culturi provenite din protoplasti de cartof, variaza intre 12-65% (KARP, rezultate
nepublicate). In mod asemanitor, NAJARAN si WALTON (1987), citat de BEBELI si
colab., 1990, au studiat cromozomii la regenerantii proveniti din culturi de tesuturi la
patru genotipuri de Medicago media. Frecventa ancuploizilor difera semnificativ si a
fost cea mai mare in cultivarul Heinrichs (64% din plante), intermediard la cultivarul
Reaver (21%) si scazuta la Br-1 si L-1 (10 si respectiv 9,4%). Diferente, privind
frecventa si natura instabilitatii cromozomiale, au fost, de asemenea, raportate la
plantele regenerate din linii surori de secard (BEBELI si colab., 1990).

La vita de vie, rezultatele obtinute In experimentele efectuate cu genotipuri
apartinand diferitelor specii de Vitis, experimente care au vizat regenerarea de plante
din cultura in vitro de antere, indica ca genotipul joaca un rol determinant in
exprimarea raspunsului embriogenic. RAJASEKARAN si MULLINS (1979), citati de
POPESCU s1i TEODORESCU, 2004, aratd ca exista diferente mari Intre specii, soiuri
si hibrizi ai genului Vitis, in ceea ce priveste capacitatea de calusare si de diferentiere a
embrionilor somatici din anterele cultivate in vitro. Speciile Vitis rupestris si Vitis
longii sunt creditate cu cea mai ridicata capacitate embriogena, fiind urmate de Vitis
labrusca si Vitis champinii. Diferente mari au fost semnalate si intre genotipurile
apartinand aceleasi specii. Astfel, cercetdrile au demonstrat ca inducerea formarii de
calus din antere a fost posibila numai la trei din 26 de genotipuri testate.

Potentialul de regenerare din calusul diferentiat in prima etapa este de asemenea
puternic dependent de genotip. Astfel, BOUQUET si colab. (1982), citati de
POPESCU si TEODORESCU, 2004 au aratat ca au reusit sa regenereze plante numai
la 12 din 23 de genotipuri testate.

De asemenea, se apreciaza ca la Vitis vinifera, specia cea mai importanta din

genul Vitis, potentialul de embriogeneza, respectiv cel de regenerare de plante din
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antere este foarte scazut si limitat la un numar mic de genotipuri, incluzand soiurile
Gamay, Cabernet Sauvignon, Pinot Noir, Chardonnay, Mission, Valerien, Coarna

neagra selectionatd, Siegfried Rebe FS4 (POPESCU si TEODORESCU, 2004).

1.2.1.6.8. Durata timpului de culturi in vitro

Lungimea intervalului dintre subculturile in vitro a fost considerat un factor
important implicat in producerea variabilitatii somaclonale. Pentru a mentine
stabilitatea clonala cele mai multe laboratoare comerciale cultiva ex vitro, in camp sau
sera exemplare din plantele obtinute in vitro, pentru a verifica mentinerea
caracteristicilor cultivarelor. Multe laboratoare limiteazd numarul de subculturi ale
unui explant, deoarece cresterea numarului de cicluri de propagare este asociatd cu
frecventa mare a aparitiei variantelor fenotipice.

Cand mentinerea stabilitatii clonelor este obligatorie (de pilda in cazul pastrarii
germoplasmei), culturile pot fi stocate in containere inchise in frigider sau in azot
lichid (REED, 1990; REED si LAGERSTEDT, 1987, citati de SKIRVIN si colab.,
1994). Un proiect pentru 100 de ani a fost infiintat in Oregon pentru studiul efectului
de pastrare pe termen lung a meristemelor de capsuni (Fragaria x ananassa Duch.). Tn
general, pentru stabilitatea clonala, culturile in vitro se mentin o perioada scurta de
timp. In contrast, timpul lung de culturd poate fi o excelentd sursi de variatie.
Calusurile si suspensiile celulare mentinute Tn vitro timp indelungat constituie si ele o
sursd de variabilitate.

La vita de vie, cercetdrile intreprinse de PAMFIL (1996) la 10 clone de
Cabernet Sauvignon de provenienta diferitd cultivate in cadmp, in conditii identice,
timp de 3 ani si in vitro de peste 2 ani, au dus la evidentierea unui polimorfism evident
la clona CS21 Australia, micropropagata in vitro. Evidentierea polimorfismului
sugereazd existenta unei variabilitati somaclonale care se datoreaza, cel mai probabil,
micropropagarii prea indelungate, respectiv 14 subculturi in decursul a peste doi ani

(PAMFIL, 1996).
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1.2.1.6.9. Rata de proliferare

Culturile cu o rata de proliferare excesiva, manifestd mai multd variatie decat
acelea care au o rata de proliferare moderata. De exemplu, SMITH si DREW (1990),
citati de SKIRVIN si colab., 1994, au raportat cd ananasul poate fi inmultit prin
metode conventionale, respectiv butasi din care se pot separa patru sau cinci plante pe
an. In vitro rata de multiplicare poate fi intre 30 si 50 de plante pe lund. Datorita ratei
de aparitie a variatiei la culturile in vitro, metoda nu a fost acceptatd. Cand rata de
proliferare in conditii in vitro a scazut la patru pe luna rata variatiei a scazut si ea la

5%.

1.2.1.6.10. Presiunea de selectie

Presiunea de selectie in vitro este utilizata pentru alegerea unor linii celulare cu
rezistenta la boli, erbicide, la unii compusi chimici. BINGHAM si McCOY (1986),
citati de SKIRVIN si colab., 1994, au raportat selectia unei linii celulare de trifoi
rezistenta sau tolerantd la etionind, saruri si la filtratul unor culturi de ciuperci. Totusi,
la plantele regenerate din aceste culturi cu rezistenta la etionina, saruri si filtrantul de
ciuperci, numai caracterul de rezistentd la boald a fost exprimat la nivelul intregii
plante.

WIDHOLM (1988) a trecut in revista utilizarea culturilor de tesuturi in vederea
selectarii liniilor celulare valoroase pentru cercetare si industrie. El afirma ca selectia
directa pentru caractere monogenice are mai mult succes decat cea pentru caractere
poligenice (SKIRVIN si colab., 1994).

Pentru ca selectia sa aibd valoare pe timp lung pentru ameliorarea plantelor,
caracterul observat la nivel celular trebuie sa se exprime la nivelul intregii plante. Din
pacate, nu este sigur ca toate genele care se exprima la nivel celular se vor exprima, in
aceeasi maniera, la nivelul intregii plante. De exemplu, la tutun s-au raportat linii
celulare care au produs cantitati mai mari de nicotind, dar regenerantii au produs
nicotind la un nivel normal. Totusi, producerea unui nivel mare de nicotind a fost
restabilitd in cultura de calus provenita de la plantele regenerate. Aceasta diferenta

indicd cd gena pentru producerea unei cantitdti mari de nicotind a fost prezentd, dar
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exprimarea ei nu are loc decat la nivel celular. Aceste date sugereaza ca obtinerea de
compusi farmaceutici din cultura de celule poate fi mai putin costisitoare decat
mentinerea  plantelor intregi in culturd. HAMMERSCHLAG (1990) si
HAMMERSCHLAG si colab. (1991), au izolat clone de piersic (Prunus persica L.) cu
rezistenta la Xanthomonas campestris pv. Pruni. Unele din aceste clone au continuat
sa manifeste rezistenta la boala timp de doi ani, in timp ce pentru alte plante acest
caracter a fost efemer. Colectarea semintelor de la aceste plante constituie un nou
inceput pentru studiile de heritabilitate a caracterelor la somaclonele respective.
Cercetatorii trebuie sa-si aminteascd faptul cd, in cultura de tesuturi, explantul
este supus in mod constant unei presiuni de selectie. WIDHALEM (1981) de exemplu,
a sugerat ca conditiile de cultura in vitro sunt atdt de nenaturale pentru celulele
plantelor, Incat numai celulele care prezinta cea mai rapida crestere pot supravietui
subcultivarilor repetate. O dovadd in acest sens o constituie observatia cd suspensiile
de celule de curdnd infiintate sunt aglomerate si au o crestere lentd. In timp, rata
cresterii suspensiilor de celule se accelereaza si marimea agregatelor scade. Mai mult
se considerd cd aceste celule si culturi de tesuturi nu cresc egal, la fel in toate
laboratoarele, datorita selectiei neintentionate realizatd de mediile de cultura si de

conditiile specifice laboratorului (SKIRVIN si colab., 1994).

1.2.1.6.11. Conditiile de cultura

Aberatiile genomice in celulele plantelor si animalelor cultivate in vitro apar,
cel mai adesea, cand acestea sunt scoase de sub influenta controlului exercitat de
organismul intreg si sunt plasate in conditii nenaturale. Cand o planta este excizata si
ranitd in vederea transferului in cultura in vitro, sistemele de control care regleaza
intreaga planta sunt intrerupte. De exemplu, in planta intreaga calusul este raspunsul la
ranire si rareori dobandeste un nivel de organizare celulara suficient pentru a produce
lastari sau radicini. In culturile de tesuturi, calusul este frecvent o fazi comuna prin
care trec pdrtile excizate din planta, inainte de organizarea meristematica care poate
produce radacini, lastari sau ambele. Regulatorii de crestere sau alti stimuli in vitro
mediaza aceste evenimente, de aceea nu este surprinzdtoare aparitia de lastari

adventivi cu fenotipuri anormale.
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1.2.1.6.12. Rata variatiei somaclonale

Analizele vizuale ale regenerantilor au fost insuficiente pentru aprecierea
magnitudinii  variabilitatii somaclonale. Cu ajutorul analizelor biochimice si
cromozomale, s-a demonstrat o frecventa a variatiilor uneori de 100%, dar cel mai
adesea aceasta a fost cuprinsa intre 15-20% (EVANS, 1988). Astfel de constatari sunt
in contrast cu rata mutatiilor naturale care apar intre 1 la 100.000, pana la 1 la
1.000.000 pentru un anumit locus (SKIRVIN si colab., 1994).

LARKIN (1984) a raportat o variabilitate intre 3% si 26% pentru fertilitate la
grau (Triticum aestivum L.); EVANS (1988), a raportat ca frecventa unei singure gene
mutante a fost de aproape o mutatie la fiecare 20-25 de plante regenerate (SKIRVIN si
colab., 1994).

ORTON (1987) arata ca liniile de telina (Apium graveolens L.) izolate in vitro
au variat cu 100% din punct de vedere cromozomal fatd de parinti. Desi rata
variabilitdtii somaclonale pare mare, trebuie avut in vedere ca aparitia acesteia este un
fenomen Intdmplator care poate apare in oricare locatie din genom.

Aceste schimbari Intamplatoare sunt totalizate ca ratd totala a variabilitatii,
prezentatd in cele mai multe lucrari stiintifice. Adevarata ratd a variabilitatii
somaclonale este dificil de stabilit, datorita faptului ca sunt multe gene individuale de
examinat. Multe somaclone sunt identice, sugerand originea variationala comuna.

DAVIES si colab.(1986) au demonstrat ca anumite tipuri de variatii au aparut
repetat in cadrul grupurilor de plantule de Paspalum dilatatum Poir, derivate din
aceeasi sursa de explant. Ei au postulat ca anomaliile aparute cu o ratd mare sunt
datorate variatiei produse mai devreme in cultura de calus din care au fost selectionate
neintentionat sectoare de calus si apoi subcultivate.

LEE si colab. (1987) au facut observatii asemanatoare la porumb (Zea mays L.).
Ei au gasit ca aceleasi culturi, adesea produc mai multe plante care au segregat pentru
variante fenotipic identice. Aceasta variatie a aparut, probabil, mai devreme in initierea
culturii, ducand la o supraestimare a frecventei variabilitatii somaclonale. Bazat pe
literatura si experienta profesionald, autorii de mai sus considera cd cel mai real nivel

al variabilitatii somaclonale asteptat in vitro este, probabil, intre 1% si 3%. Aceasta nu
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inseamnad ca, in experiente, ar trebui asteptatd o rata intre 1 si 3% a mutatiei la un
anumit locus a plantelor regenerate, ci cd 1% sau 3% din regeneranti variaza fata de
parinti din punct de vedere fizic sau biochimic fard a sti, cu siguranta, dacad aceste
variatii sunt ereditare sau nu.

Tn concluzie, variabilitatea somaclonali este o sursa de variatie valoroasa pentru
ameliorarea plantelor. Pana la ora actuala, variabilitatea somaclonald este considerata
un proces intdmplator care poate deveni util cercetatorilor, cu conditia ca acestia sa-I
poatd controla si directiona In vederea atingerii telurilor propuse. Dezvoltarea
protocoalelor pentru regenerarea speciilor recalcitrante va facilita accesul la variatia

naturala si indusa prin culturile in vitro.

1.2.1.7. Tipuri de modificdri genetice asociate variabilitdtii somaclonale

In celula vegetald cultivata in vitro apar frecvent o serie de modificari la
nivelul materialului genetic: poliploidii, aneuploidii, restructurdri cromozomale,
schimbari ale structurii si expresiei genelor etc. Unele modificari au fost observate si la
plantele obtinute prin mutageneza clasica.

Poliploizi au fost obtinuti la orez, orz, porumb, tutun, prin cultura de celule si
tesuturi. La Nicotiana tabacum, din calusul obtinut din maduva de tulpina de la plante
haploide si diploide a regenerat plante dihaploide si tetraploide.

Poliploidia poate preexista in explante sub forma celulelor cu nuclei
endoreduplicati, dar poate sa apara si in vitro, prin doua mecanisme:

- perturbarea functiei fusului mitotic

- endoreduplicarea cromozomilor.

Aneuploizii sunt mai frecventi in populatiile de plante regenerate la speciile
poliploide decét la speciile diploide. Frecventa aparitiei plantelor aneuploide este
infleuntata, de asemenea, de tipul de sistem de cultura in vitro si de durata culturii. La
lucerna, printre regenerantii din suspensii celulare s-au numarat hiper — si
hipoaneuploizii (BADEA si colab, 2001).

Prin cultura in vitro de embrioni somatici la vita de vie s-au regenerat plante
diploide si tetraploide. Tetraploizii, obtinuti si cultivati in cAmp au prezentat un fenotip

diferit de cel normal: internodii si petioluri mai scurte si mai groase, modificari
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morfologice ale frunzelor si crestere redusa. Testul “t” a relevat diferente semnificative
in ceea ce priveste lungimea internodiilor la somaclonele diploide si cele tetraploide
(KUKSOVA, 1997).

Pe un mediu adecvat de cultura in vitro, din antere de Vitis latifolia L. (vita
salbatica) s-a obtinut calus, care prin subcultivare a produs embrioni somatici.
Embrionii somatici obtinuti au evoluat in plantute care apoi au fost transferate in sol.
S-a constatat cd plantele regenerate au avut grade diferite de ploidie fata de 2n = 38 si

n =19 (SALUNKHE, 1999).

1.2.1.8. Mecanismele variabilitatii somaclonale

Péana in prezent au fost avansate trei ipoteze privind mecanismele variabilitatii
somaclonle. KARP (1991, 1994) considera ca mecanismul care determina aparitia, cu
frecventd mare, a variabilitatii somaclonale ereditare consta in schimbarea nivelurilor
de metilare ale ADN-ului, ceea ce induce modificari in secventa bazelor si in structura
cromatinel. Intensificarea metilarii determina heterocromatinizarea cromatinei, avand
ca efect o replicare intirziatd si aparitia puntilor in anafaza, ruperea cromozomilor si
aparitia rearanjamentelor (duplicatii, inversii, translocatii).

BARBARA MCCLINTOCK (1984) sugereaza ca aparitia variabilitatii genetice
in vitro ar fi o reactie la stres. Ea considera ca izolarea, cultivarea si obtinerea

calusului sunt experiente traumatizante pentru celule.
1.2.1.9. Metode de evidentiere a variabilitatii somaclonale

Analizédnd plantele regenerate in vitro din punct de vedere morfologic,
fiziologic, biochimic, citogenetic si molecular s-a putut constata existenta unor variatii
evidente. Variabilitatea generata de cultura in vitro poate constitui o sursa de caractere
valoroase pentru ameliorare, cu conditia sd fie stabila si s@ se transmita la descendenti.

Stabilitatea regenerantelor este de dorit in micropropagare si inginerie genetica,
in timp ce variabilitatea lor este utila in ameliorare. In ambele cazuri populatia
plantelor regenerate se evalueaza la nivel fenotipic, biochimic, citogenetic si

molecular.
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Studiul numarului si structurii cromozomilor permite corelarea modificarilor
fenotipice cu schimbarile induse in vitro la nivelul genomului. Astfel, la lucerna, prin
analiza cariotipului unor protoclone ce prezenta modificari fenotipice, s-a evidentiat
existenta unor protoclone cu numar aneuploid de cromozomi si doua translocatii.

Metodele moleculare pot evidentia variatia metilarii ADN, modificari ale
succesiunii bazelor sau a numadrului de copii ale secventelor repetate la plantele
regenerate din celule care au parcurs unul sau mai multe cicluri de cultura in vitro.
Utilizarea sondelor specifice a evidentiat, la cartof, polimorfism la nivel ADN
corespunzator genelor care codifici ARN-ul ribozomal.

Utilizarea markerilor moleculari a evidentiat somaclone la grau, orez, tutun,
usturoi, care prezentau polimorfism la nivelul ADN-ului nuclear si citoplasmatic.

In cazul in care variatiile fenotipice ale somaclonelor nu pot fi asociate unor
modificari ale structurii si sau numarului de cromozomi prin analize citogenetice se
studiazd descendenta obtinuta prin autofecundare. Se pot intalni urmatoarele situatii:

- identitatea descendentei cu planta de origine;

- uniformitatea descendentei in privinta unui caracter fenotipic nou — mutatie
homozigota, de o expresie genica noud sau ca rezultat al amplificarii ori
deletiei unor regiuni cromozomale implicate in determinarea caracterului
respectiv;

- segregarea descendentei conform rapoartelor mendeliene - mutatie la nivelul
unui locus implicat in determinarea unui caracter alternativ.

Mutatiile genice pot fi induse si prin transpozitie sau restructurdri cromozomale
minore, care nu pot fi detectate prin analiza cariotipului. Pentru a determina
compartimentul celular implicat in aparitia variabilitdtii si modul de transmitere a
noului caracter, se poate recurge si la incrucisari dialele sau reciproce (BADEA si
colab., 2001).

La vita de vie, variabilitatea somaclonala a fost identificata, pana in prezent, in
majoritatea cazurilor, pe baza manifestarilor morfologice. Atunci cand ele nu s-au
etalat evident, au fost utilizate si analizele biochimice comparative ce includ de obicei
electroforeza unor proteine. Analiza microscopica a cromozomilor, desi foarte

laborioasd a fost des utilizatd fara insa ca ea sa poatd fi aplicata la nivelul intregii
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plante.

Progresele facute in ultimii ani in domeniul biologiei moleculare privind
utilizarea markerilor genetici si in special dupa perfectionarea reactieci PCR
(Polimerase Chain Reaction) de amplificare a unor fragmente de ADN (SAIKI si
colab., 1988, citati de Pamfil, 1999) au facut ca identificarea variabilitatii somaclonale

pe baza polimorfismului ADN sd devina o realitate.

1.2.1.10. Mutageneza in vitro

Includerea, in mediul de cultura, a agentilor mutageni poate induce, in celulele
plantelor superioare cultivate in vitro un spectru larg de mutatii biochimice si
metabolice. Astfel se pot obtine mutante rezistente la diferite substante chimice sau
antimetaboliti ca si la diverse conditii nefavorabile de mediu. De pildd, au fost
selectionate mutante rezistente la diferite antibiotice, erbicide, pesticide, toxine
produse de ciuperci, derivati ai bazelor azotate purinice si pirimidinice, exces de saruri
etc.

Primele mutante in vitro au fost induse si detectate de CARLSON (1967, 1970),
BINDING (1970).

MALICA si colab. (1973) au obtinut la Nicotiana tabacum, celule din care au
regenerat plante rezistente la streptomicina, caracteristica transmisa pe linie materna,
fapt care indica o mutatie citoplasmatica.

Un aspect practic important este obtinerea de linii mutante ce manifesta o
productie maritd de aminoacizi. Astfel, HIBBERG (1978) a obtinut linii celulare de
porumb ce manifestda o capacitate ridicata de sintetizare a metioninei, lizinei sau
izoleucinei.

CHALEFF si CARLSON (1975), folosind amino-etil-cisteina, au obtinut linii
celulare mutante de Oryza sativa, care au capacitatea de a acumula o cantitate dubla de
lizina.

Rezistenta la boli a fost prima caracteristicd de interes agrochimic cercetata la
nivel celular in vitro si apoi la nivelul plantei intregi. Pentru inducerea rezistentei la
boli, mediul de culturd este suplimentat cu o concentratic letala din toxina bolii.

Metoda a fost aplicatd pentru selectia unor mutante de tutun rezistente la atacul
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bacteriei Pseudomonas tabaci.

Cu toate avantajele pe care le prezintd, mutageneza in Vitro are totusi anumite
limite. O serie de caracteristici agronomice nu pot fi manipulate in interactiunea
genotip — mediu asa cum ar fi manipulate la nivel celular (TAMAS, 1998).

In general, selectia de mutante s-a realizat in culturi de celule obtinute de la
plante diploide. Daca mutantele observate sunt dominante ele se manifesta ca atare.
Utilizarea de celule haploide se pare ca ar fi mai eficienta deoarece in astfel de celule
frecventa mutatiilor observate este mult mai mare (se manifestd fenotipic si mutatiile
recesive). Deocamdata nu existad culturi de celule hapolide perfect stabile, care sa poata
fi folosite in lucrari de inducere a mutatiilor.

Obtinerea unor mutante celulare si, pe aceastd bazd, a unor plante cu rezistenta
la erbicide, la toxinele unor agenti patogeni, la salinitatea solului, la temperaturi
scazute, precum si a unor mutante cu productii marite ale unor aminoacizi, prezinta
importantd in ameliorarea plantelor. De asemenea, realizarea unor linii celulare
mutante are importantd aplicativa, ele putand fi folosite in culturile industriale de
celule in suspensie, ca o alternativa la cultura plantelor. Pe aceasta cale, va fi posibila
productia industriald a unor substante medicinale, primele rezultate obtinute in aceasta
directie fiind incurajatoare. (CACHITA, 1984).

In vederea inducerii de mutatii in vitro la vita de vie s-au utilizat radiatiile
gamma — 5-100 Gy. In urma iradierii, s-a constatat o crestere a frecventei de aparitie a
plantelor tetraploide din calus primar (7%) si din cel embriogenic (7,6%), depistandu-
se totodatd si plante aneuploide (KUKSOVA, 1997). In acest studiu tratamentul cu
colchicind nu a avut ca efect obtinerea de plante tetraploide. Variabilitatea plantelor
regenerate a fost confirmata dupa testarea acestora in camp (KUKSOVA, 1997).

Analizele citologice la plantele regenerate s-au efectuat din varfuri de radacina.
Réddacinile tinere (de 10-14 zile au fost supuse unui pretratament cu solutie de
colchicinad (0,03%) timp de 2 ore, apoi au fost fixate cu fixativ Carnoy (trei parti etanol
absolut: o parte acid acetic glacial) timp de 4-5 ore la 4°C si fixate cu orceind acetica
1%, timp de 5-6 zile la 4° C. Varfurile de radacina colorate au fost zdrobite in acid
acetic 45% si apoi s-a realizat numararea cromozomilor. La plantele tetraploide

numarul de cromozomi a fost analizat si la celulele meristemelor apicale. La fiecare
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plantd s-au numarat cromozomii din 4-18 preparate metafazice (in medie 10 celule).

In timp ce calusurile iradiate cu doza de 500 Gy nu au produs embrioni
somatici, iradierea cu 10 Gy se pare cad a grabit procesul de embriogeneza somatica.
Embrionii somatici au aparut in timp de doud saptdmani de la pasarea calusului de pe
mediul DB8 pe mediul NB7, fatd de 3-4 luni care sunt necesare in mod obisnuit. Acest
efect a fost pentru prima oara descris de NOVAK si colab. (1985) la porumb, specie la
care s-a observat cd dozele mici de iradiere cu raze gamma stimuleaza embriogeneza
somatica si capacitatea de regenerare in culturile de calus.

Efectul iradierii in embriogeneza somatica la vita trebuie investigat din cauza ca
multe cultivare sunt recalcitrante la regenerare, iar asemenea noi abordari ale
problemei pot fi utile (HEBERT-SOULE si colab., 1995). In urma iradierii
embrionilor somatici s-au regenerat plante diploide si tetraploide. Calusurile
embriogene cu embrioni somatici in diferite stadii de dezvoltare au fost iradiate cu
diferite doze. Doza de 500 Gy a fost letald pentru calusurile embriogene. Iradierea cu
alte doze a dus la obtinerea unor embrioni somatici secundari si de plantute. Intre
plantele regenerate in urma experimentelor numarul de tetraploizi (7,6%) a fost acelasi
cu tetraploizii obtinuti in urma iradierii calusului primar (7%). S-a conchis ca doza de
5 Gy a fost cea mai eficientd pentru producerea de plante tetraploide.

Rezultate surprinzatoare s-au obtinut la calusurile iradiate cu 40 Gy; aceasta
dozi a dus la aparitia unui procent mare de plante aneuploide (67,4%). In general,
iradierea cu raze gamma, atat a calusurilor primare cat si a celor embriogene (cu
embrioni somatici) s-a dovedit a fi o metoda eficienta pentru sporirea numarului de
plante tetraploide, iar diferentele intre plantele tetraploide iradiate si cele neiradiate au
fost statistic semnificative. Rezultatele sunt in concordanta cu alte date descrise in care
s-a dovedit ca radiatiile gamma cauzeaza endopoliploidizarea in culturile de tesuturi si
celule la mai multe specii (HOWLAND si HART, 1977, CONSTANTIN, 1981).

Rezultatele sugereaza cd inducerea embriogenezei somatice, combinata cu
iradierea cu raze gamma, duce la aparitia variabilitatii somaclonale la vita de vie si in
mod deosebit la aparitia tetraploizilor.

Daca aceasta metoda este acceptatd de amelioratori, ea va constitui o alternativa

a procesului clasic de producere a tetraploizilor de vita de vie (KUKSOVA, 1997).

49



Rodica Pop, 2008

1.2.1.11. Transformarea geneticd

Transformarea genetica constituie procesul prin care sunt transferate plantelor
cultivate gene care conferd caractere utile. Genele transferate poartd numele de
transgene, iar plantele transformate se numesc transgenice.

Pentru obtinerea de plante transgenice, trebuie identificata, izolatd si
amplificata gena care determina caracterul util. Gena exogend, numitd si de interes,
trebuie sa fie transferatd in planta supusa transformarii genetice. Transformarea
genetica prezintd importantd prin faptul ca extinde sursele de biodiversitate, si uneori,
accelereaza la unele specii procesul de ameliorare.

La plante, transferul genelor de interes se poate realiza la nivelul protoplastilor,
celulelor sau tesuturilor, fie indirect prin intermediul vectorilor biologici, fie direct
prin metode fizice si chimice. Vectorii biologici curent folositi sunt bacteriile (genul
Agrobacterium) si virusurile.

Metodele fizice si chimice includ:

- incubarea protoplastilor cu polietilen glicol;

- electroporarea protoplastilor, celulelor si teusturilor;

- microinjectia ADN exogen in protoplasti, polen, embrioni;

- electroforeza embrionilor;

- bombardarea cu particule purtitoare de ADN exogen;

- agitarea tesuturilor in amestec cu fibre de carbid silicon si ADN exogen
(BADEA si colab., 2001).

La vita de vie, cu toate ca s-au inregistrat progrese privind aplicarea metodelor
de inginerie geneticd prin transfer de gene existd unele cultivare recalcitrante la
transformarea genetica (MULLINS si colab., 1990).

Unele cercetari arata faptul ca la Vitis vinifera transformarea geneticd mediata
de unele specii din genul Agrobacterium cum ar fi Agrobacterium tumefaciens,
Agrobacterium rhizogenes sau Agrobacterium vitis se realizeaza cu dificultate. Dintre
factorii implicati in transformarea geneticd se pot aminti: susa bacteriana, mediul de
culturd utilizat pentru mentinerea calusului embriogen si genotipul cultivarului de vita

de vie (TORREGROSA si colab., 2002) .
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La vita de vie, un rol important in reusita transformarii genetice il are
identificarea unor protocoale privind selectia potentialelor plante transformate genetic
prin intermediul bacteriilor din genul Agrobacterium (PEROS si colab., 1998,
BORNHOFF si colab., 2000).

Plantele transgenice au fost regenerate in vitro prin organogeneza i
embriogenezd. Ca si surd de explante s-au utilizat muguri apicali, limb si petiol de
frunza si embrioni zigotici. Regenerarea din embrioni somatici a fost utilizata pentru
transformarea genetica a unor cultivare importante atat pentru productia de vin cét si
pentru struguri de masd. Plantele transgenice de vitd de vie pot fi obtinute prin
transformarea calusului embriogen provenit din diferite tesuturi incluzand embrioni
zigotitici, frunze, ovare si filamente staminale (MEZZETTI si colab., 2002).

Studii mai recente arata faptul ca la unele specii de vitd de vie s-au inregistrat
progrese privind transformarea genetica a culturilor in vitro de embrioni somatici
folosind co-cultivarea cu Agrobacterium sp. Astfel, plante transgenice au fost obtinute
la Vitis rupestris, soiul St. George, la Vitis rotundifolia, soiurile Alachua si Carlos, la
Vitis vinifera, soiurile Cabernet Franc, Chardonnay, Merlot, Pinot Noir, Sauvignon
Blanc etc., precum si la unii hibrizi (DHEKNEY si colab., 2007).

1.3. EVIDENTIEREA VARIABILITATII GENETICE CU AJUTORUL
MARKERILOR MOLECULARI

1.3.1. Markerii RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)

Polimorfisme de ADN amplificate aleator

Tehnica PCR (Polymerase Chain Reaction), clonarea ADN-ului si secventierea
acestuia sunt tehnici folosite in mod curent in laboratoarele de biologic moleculara.
Aceasta metoda, descoperita in anul 1988 de catre KARY MULLIS si colaboratorii lui
(SAIKI si colab, 1985), constituie subiectul a peste 60 de carti si zeci de mii de articole
din domeniul biologiei moleculare. Tn anul 1993, KARY MULLIS primeste pentru
descoperirea sa premiul Nobel pentru Chimie.

Metoda se bazeaza pe amplificarea enzimatica a ADN-ului in vitro. Pornind de

la o cantitate foarte mica din matrita de ADN (la nivel de nanograme), se obtin
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milioane de copii ale unuia sau mai multor fragmente tinta de ADN, care pot fi apoi
supuse electroforezei si vizualizate prin colorare sau prin autoradiografie. PCR-ul se
caracterizeaza printr-o viteza mare, selectivitate si sensibilitate. Aplicatiile lui Tn
diferite variante si scopuri au deschis o multitudine de noi posibilititi in biologia
moleculara (METZKER, 2001).

Tehnica PCR permite amplificarea selectiva a unor secvente specifice de ADN
intr-un numar mare de copii, procedeul eliminand clonarea moleculara. Pentru
amplificarea unui fragment “tinta” de ADN se concep doud secvente monocatenare
oligonucleotidice de ADN (15-30 nt) denumite primeri sau amorse. Secventele
primerilor sunt concepute in asa fel incat intr-o reactie de hibridizare moleculara ei sa
se ataseze specific, pe bazd de complementaritate, de secventele situate de o parte si de
alta a secventei “tinta” ce urmeaza a fi amplificata.

Amplificarea este eficienta atunci cind situsurile de fixare ale celor doi primeri
nu sunt mai departate de 4 kb (cu toate ca amplificarea produsilor se poate face pana la
10 kb). In prezenta unei ADN polimeraze termostabile si a celor patru
dezoxiribonucleozid trifosfati (dAATP, dCTP, dGTP, dTTP), primerii initiazd sinteza a
doua noi catene de ADN, complementare catenelor din fragmentul de ADN- tinta
(NEWTON, 1995).

Tn anul 1990 in mai multe laboratoare s-a introdus o strategie nouid pentru
amplificarea PCR a unor secvente de ADN genomic. Ea utilizeaza unul sau doi primeri
cu o secventd arbitrara, bogati in G si C pentru a obtine produsi de amplificare PCR
din ADN genomic. Aceste tehnici nu necesitd informatii despre secventa de ADN si au
fost denumite:
¢ analiza polimorfismelor ADN amplificate aleator (RAPD) (WILLIAMS si colab.,
1990);
¢ amprenta obtinutd prin amplificarea ADN (DAF) (CAETANO-ANNOLES si
colab., 1991);
¢ PCR cu primeri arbitrari (AP-PCR) (WELSH si McCLELLAND, 1990).

Natura polimorfa a secventelor de ADN amplificate este, la randul ei, redata de
o nomenclaturd polimorfa. S-a propus un termen unic, MAAP (Multiple Arbitrary

Amplicon Profiling), care sd descrie caracteristicile comune tehnicilor mentionate
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(tabelul 2).
Tabelul 2
Tehnicile MAAP (profilul ampliconilor aleatori multiplii)
(dupa DORDEA si colab., 2000)
MAAP Techniques (Multiple Arbitrary Amplicon Profiling)
(DORDEA et al., 2000)
caracteristici DAF AP-PCR RAPD
Characteristics
Rezolutia fragmentelor mare intermediara mica
Separarea fragmentelor poliacrilamida poliacrilamida | agaroza
Vizualizarea fragmentelor | colorare cu azotat | radioactivitate | bromura de
de argint etidiu
Lungimea primerului 5-15nt 20-34 nt 9-10 nt
Concentratia primerului 3-30 mM 3 mM 0,3 mM

Toate cele trei tehnici au in comun faptul ca fragmentele de ADN necunoscute
sunt amplificate cu primeri avand o secventa de nucleotide aleatoare. Fragmentele de
ADN amplificate, numite in PCR ampliconi, rezultd prin fixarea primerilor la situsuri
partial sau total complementare fiecarei catene de ADN. Cu toate cd nu se cunoaste
nimic despre identitatea si contextul secventei din care provine un anumit produs de
amplificare, prezenta sau absenta lui in diferite organisme constituie o informatie
importantd pentru evaluarea diversititii genetice si a relatiilor de inrudire. in unele
cazuri rezulta modele caracteristice unui anumit genotip, care sunt o adevdrata
amprentd genetica, reprezentata asemanator codului de bare.

Analiza RAPD a fost prima oard descrisa de catre WILLIAMS si colaboratorii
lui in anul 1990. Tehnic este cea mai simpla variantd a metodei PCR cu primeri
arbitrari. Tn general se folosesc primeri cu 10 nucleotide si cu un continut in GC de cel
putin 50%. Produsii de amplificare sunt separati Intr-un gel de agaroza si apoi sunt
vizualizati prin colorare cu bromura de etidiu. Primerii cu un continut scdzut de GC nu
determind aparitia produsilor de amplificare.

Datoritd faptului ca legitura G-C consta in trei punti de hidrogen si cea de A-T
din numai doud, un hibrid primer/ADN cu mai putin de 50% G-C nu va suporta
temperatura la care are loc polimerizarea (72°C). In consecinta, hibridul primer/ADN

se va topi Tnainte ca polimeraza sa inceapad procesul de polimerizare. Din moment ce
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ordinea nucleotidelor din cadrul primerului decamer este arbitrard, nu sunt necesare
cunostinte prealabile despre secventa de ADN care urmeaza sa fie amplificata, primerii
putand fi utilizati in mod universal atét la eucariote cat si la procariote.

Optimizarea protocolului RAPD poate fi o problemd extrem de dificila,
modificarea componentelor de reactie sau a programului utilizat la amplificare putand
avea consecinte imprevizibile. Cel mai mare impact asupra rezultatelor 1l au atat tipul
de polimeraza si thermocycler-ul utilizat cat si primerul si temperatura de fixare a
acestuia.

Concentratia primerilor in amestecul de reactie este in general optima intre 0,1-
2 uM. Exista o larga varietate de polimeraze termostabile care pot fi utilizate pentru
amplificare, cele mai folosite fiind Taq polimeraza (Promega) si AmpliTaq (Perkin
Elmer). Tn 1988 SAIKI si colab., utilizeaza pentru prima dati o ADN polimeraza
termostabila (ADN polimeraza Taq), extrasa din bacteria termofila Thermus aquaticus,
fapt ce a permis automatizarea PCR, marcand inceputul unei noi ere in genetica
moleculara. Taq-Polimeraza este 0 ADN-polimeraza cu greutatea molecularda de
94.000 dal, termostabila, actionand eficient la 75-80°C. Aceastd polimeraza necesita
pentru activitate prezenta unei secvente de nucleotide ca primer (MOLDOVEANU si
colab., 2001).

Amprenta ADN diferda frecvent in functie de polimeraza folosita. Din aceasta
cauza alegerea initiald este foarte importantd, schimbarea enzimei determinand, cel
mai probabil, imposibilitatea compararii rezultatelor.

Utilizarea aceluiasi program de amplificare la thermocycler-uri diferite poate
duce la obtinerea unor amprente ADN diferite. Fenomenul se datoreaza, probabil,
temperaturii diferite care se realizeaza in tuburile de reactie :

Programul tipic PCR pentru RAPD este (www.cgr.wageningen-ur.sl, 2002) :

¢ 1 minut la95° C — denaturarea urmata de 45 de cicluri;
¢ 2 minute la35°C - fixarea primerilor;
¢ 2 minute la72°C - elongatia (extensia).

Temperatura de denaturare, desface legaturile de hidrogen si separa cele doua

catene de ADN, acestea avand apoi rol de matrite.

Temperatura scazuta (350C) permite amorselor sa se ataseze la secventele lor
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omoloage de pe matrita, iar in etapa de elongatie sau extensie se asigura functionarea
Taq polimerazei, respectiv sinteza ADN-ului.

Profilul de temperatura propus de WILLIAMS si colab. (1990) este urmatorul:

1 minut la 94°C, 1 minut la 36°C si 2 minute la 72°C. Timpul de tranzitie intre
temperaturi nu trebuie sd fie foarte scurt mai ales la trecerea de la etapa fixarii la cea a
extensiei. Cel mai frecvent omologia intre primer si secventa tinta este de 80-90%.
Daca temperatura creste prea brusc atunci este posibil sd aiba loc din nou denaturarea
hibridului primer/ADN matritd inainte ca polimeraza si poatd extinde capetele 3 ale
primerilor pe o lungime suficient de mare ca sd suporte temperatura de 72°C. in mod
obisnuit pentru amplificare se realizeaza 45 de cicluri.

Optimizarea concentratieci de ADN matritd este, de asemenea, un factor
important. Modificari ale amprentei ADN se constatd, in special, atunci cand se
folosesc concentratii foarte mici de ADN matritd. Concentratia ADN matrita este, in
general, cuprinsd intre 5-500 ng/50 pl volum de reactie, optimul fiind intre 10-50
ng/50 ul volum de reactie. Studiile au aratat ca modificarea amprentelor are loc atunci
cand concentratia de ADN matrita scade sau creste de 200 de ori.

Concentratia de Mg din amestecul de reactie influenteazd, de asemenea,
calitatea amprentelor rezultate. In general se recomanda testarea unor concentratii intre
2 -10 mM.
in cazul altor metode bazate pe tehnica PCR, RAPD necesitda mentinerea constantd a
conditiilor de reactie. Uneori, pentru marirea specificitdtii si eficientei reactiei in
amestecul de reactie, se poate adauga DMSO, Tween, BSA sau gelatina.

Polimorfismele depistate prin analiza RAPD pot rezulta teoretic din mai multe
cauze:

¢ insertia unui element mare de ADN intre cele doua situsuri de fixare ale
primerului poate face ca fragmentul original sd fie prea mare pentru a mai putea fi
amplificat, determinand astfel pierderea lui;

¢ deletia unui fragment de ADN purtétor de unul sau mai multe situsuri de fixare
ale primerilor determind absenta produsului de amplificare;

¢ substitutia unei nucleotide poate afecta fixarea unuia sau ambilor primeri la un
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anumit situs datoritd schimbarilor in omologie, ceea ce poate duce la
prezenta/absenta polimorfismelor sau la o schimbare a marimii fragmentului;
¢ insertia sau deletia unui mic fragment de ADN poate duce la schimbarea
marimii fragmentului amplificat.
Cu toate acestea in practica se observa rar schimbari ale marimii fragmentelor.
In schimb se constati, de obicei, prezenta (alela A) sau absenta (alela a) unui anumit
fragment RAPD. Aceastd distributie a alelelor este tipica pentru un marker dominant.
Fragmentul apare atdt in cazul homozigotilor dominanti (AA) cat si in cazul
heterozigotilor (Aa), dar lipseste in cazul homozigotilor recesivi (aa). In cazul
markerilor codominanti, heterozigotii Aa pot fi deosebiti de homozigotii AA si aa. In
urma cercetarilor s-a descoperit ca cel putin 95% din fragmentele RAPD se comporta
ca markeri dominanti, in timp ce procentul ramas de 5% se comporta codominant, ca
douad alele de marimi diferite
Nivelul polimorfismelor depistate prin analiza RAPD este in general similar cu
acela obtinut prin analiza RFLP (polimorfisme de lungime ale fragmentelor de

restrictie).

Avantajele analizei RAPD constau in:

¢ relevarea unui numar relativ mare de polimorfisme;

¢ posibilitatea automatizarii analizei;

¢ costuri scazute;

¢ utilizarea metodelor de vizualizare prin fluorescenta in locul celor bazate pe

radioactivitate;

¢ analizarea unui numar mare de probe Intr-o singura zi;

¢ nu implica un grad foarte ridicat de pregatire al personalului din laborator.
Dezavantaje:

¢ Comportamentul dominant al markerilor RAPD. De exemplu, in genetica
populatiilor frecventa alelelor nu poate fi exprimata din moment ce homozigotii (AA)
nu pot fi deosebiti de heterozigoti (Aa). Acelasi lucru este valabil pentru studiile de
cartare genica in care se analizeaza generatiile de segregare F; sau F,. Din moment ce

indivizii AA nu pot fi deosebiti de cei Aa o informatia valoroasa se pierde.
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¢ Sensibilitatea marita a tehnicii. In general s-a ajuns la un consens n ceea ce
priveste reproductibilitatea analizei RAPD, acceptandu-se cd aceasta este mare in
cadrul aceluiasi laborator. Rezultatele devin neconvingitoare atunci cand datele
trebuie transferate de la un laborator la altul. Din aceasta cauza trebuie acordatd o
deosebita atentie standardizarii analizei intre colaboratori aflati in laboratoare diferite.

STAUB si colab. (1996) arata ca sursa unor erori in analizele RAPD pot fi
datorate varstei tesutului vegetal testat, infectiei cu microorganisme si contaminarilor
intrapopulationale, precum si modificarilor conditiilor de reactie.

Vita de vie a fost deseori investigatd cu ajutorul metodologiei RAPD,
majoritatea analizelor fiind efectuate in scopul identificarii si caracterizarii unor
varietati de Vitis vinifera. Recent au inceput sa fie utilizate si alte metode bazate pe
markerii moleculari pentru identificarea unor soiuri de vita de vie si pentru analiza
unor specii de Vitis (LOUREIRO si colab., 1998, citat de PAMFIL, 1999).

Utilizarea reactiei PCR si1 a unei amorse (primer) cu secvente arbitrare de
nucleotide s-a constatat ca poate evidentia, relativ usor, polimorfismul din structura
amplificata a ADN-ului. Noua metoda (WILLIAMS si colab., 1990) denumita RAPD
(Random Amplified Polimorphic DNA) a gasit rapid largi aplicatii in: studiul
genomului, gene tagging, chromosome tagging, studiul populatiilor, cel filogentic si
identificarea varietala (CAETANO-ANOLLES si colab., 1991).

MULCAHY si colab. (1995), au utilizat tehica RAPD pentru identificarea unor
varietdti de vitd de vie din Italia. Ei au analizat 58 de accesiuni, provenite de la 15
varietati de vitd de vie. Tehnica RAPD a permis ca varietatea cunoscuta cu numele de
Montepulciano sd fie reclasificata si denumitd Sangiovese, completand caracterizarea
ampelografica.

Tehnica RAPD a fost utilizatd si de VIDAL si colab. (1999), pentru
determinarea relatiilor genetice intre varietati de vitd de vie provenite din regiuni
diferite ale Frantei si Spaniei. In acest studiu, se arati ci varietitile catalogate ca
apartindnd la Proles pontica (“Clairatte”, “Vermentino”) au fost incadrate langa
varietatile ce apartin la Proles occidentalis (respectiv “Albillo” si ”Bourbulenc”).
Aceastd clasificare a fost considerata de catre GALET (1956) (citat de VIDAL si

colab., 1999), ca fiind nedemonstratd geografic si morfologic din cauza datelor
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stiintifice foarte putine cu privire la originea adevirati a speciilor. In 1967, GALET
(citat de VIDAL si colab., 1999) arata ca “Negrul” incadrat la Proles orientalis
(caracterizat teoretic ca fiind cu lastari tineri glabrii) este incadrat alaturi de varietati
cu densitate medie spre mare (“Muscat a petit graines”, “Muscat d'Alexandrie”,
“Khalili”) sau mare (“Cinsault”) a perisorilor de pe varful lastarilor. Pe langa aceasta,
grupurile ecogeografice desemnate de BISSON au separat varietati care sunt strans
inrudite in studiile ampelografice (“Aligote”, “Melon”, “Chardonnay”). Rezultatele
sugereaza ca apartenenta unor varietdti la un grup sau altul trebuie sa fie bine revizuita
prin prisma analizelor genetice si moleculare. Existenta unei relatii apropiate intre
varietdfi cu stabilitate genetica (“Chenin” s1 “Gewurtztraminer”) pot de asemenea
sugera ca principala diferentiere geneticd dintre cele trei grupuri principale definite in
acest studiu a aparut de timpuriu in istoria cultivarii vitei de vie (VIDAL si colab.,
1999).

NAZHAD si colab. (2005) au utilizat de asemenea, tehnica RAPD pentru a
studia polimorfismul genetic evidentiat la sase soiuri autohtone de vita de vie (Fakhri,
Lal, Sangak, Red Yaghooti, White Yaghooti si Cheshm Gavi) provenite din estul
Iranului. Dendrograma obtinutd evidentiazd patru grupe, autorii considerdnd ca
soiurile Red Yaghooti, White Yaghooti si Lal au fost folosite in trecut ca genotipuri
parentale in hibridari intraspecifice care au dus la formarea celorlalte soiuri analizate.
Aceste rezultate dovedesc faptul ca tehnica RAPD poate fi utilizata cu succes pentru

Tehnica RAPD a fost utilizatd si pentru caracterizarea unor accesiuni de vitd de
vie incluse in bancile de gene. Rezolvarea problemelor de identificarea a unor
cultivare a constituit o prioritate pentru multe laboratoare de cercetare. Astfel de
preocupari au avut si BOWERS si colab., 1993; STAVRAKAKIS si colab., 1997; YE
si colab., 1998; BOHM si colab., 1998; FANIZZA si colab., 1999 etc.

1.3.2. Markerii AP-PCR (Arbitrary Primer PCR)

Metoda a fost descrisa de catre WELSH si MCCLELLAND 1in anul 1990 si se

bazeaza pe amplificarea unor secvente de ADN cu ajutorul unor primeri arbitrari
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alcatuiti din peste 20 de nucleotide. Amplificarea secventelor are loc in conditii
speciale, separarea produsilor realizdndu-se in geluri de poliacrilamida, iar
evidentierea lor prin autoradiografie. Este cea mai complicatda metoda din cadrul
MAAP datorita faptului ca utilizeaza izotopi radioactivi si probabil din acelasi motiv
este cel mai putin utilizatd In comparatie cu alte tehnici. Exista posibilitatea
simplificarii ei prin utilizarea gelurilor de agaroza si colorarea fragmentelor cu
bromura de etidiu (EtBr).

Se deosebeste de metoda RAPD prin:

¢ Reactia de amplificare are loc in trei etape distincte fiecare avand un alt grad
de specificitate: in primele doud cicluri temperatura de fixare a primerilor determina o
specificitate redusa a reactiei (4OOC); in urmatoarele 10 cicluri temperatura de fixare
este ridicata la 60°C ceea ce asigura madrirea specificitatii reactiei. Urmatoarele 20-30
de cicluri au loc in conditii de specificitate mare in prezenta dezoxinucleotidelor
marcate radioactiv.

¢ Folosirea unei concentratii mari de primer in primele cicluri de amplificare.

¢ Primerii folositi au fost conceputi initial pentru alte scopuri (pentru
secventiere) si alesi Tn mod arbitrar pentru aceastd metoda.

Tehnica AP-PCR 1si gaseste mai putine aplicatii la vita de vie. YE si colab.
(1996), au utilizat primeri cu lungimi cuprinse intre 17-24 baze pentru amprentarea
geneticd a unor soiuri de vitd de vie si par. Rezultatele obtinute la vita de vie, au
relevat faptul ca nu existd o corelatie pozitiva intre lungimea primerilor si numarul de
benzi polimorfice/primer. Primerii decameri cu un continut in CG intre 50-80% sunt

de preferat in analizele moleculare la aceasta specie.

1.3.3. Aplicatiile tehnicii RAPD si AP-PCR

Depistarea diversitatii genetice si a gradului de inrudire intre populatiile de
plante din flora spontana

Datorita capacitatii ei unice de a detecta si cele mai mici niveluri de variatie
genetica, amprenta ADN obtinuta prin tehnica RAPD poate deveni una dintre cele mai

folositoare metode pentru astfel de cercetari.
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Stabilirea relatiilor taxonomice la plante

Cercetarile din cadrul taxonomiei plantelor se bazeazd pe un numar mare de
caracteristici care definesc taxonii si care sunt folosite la studiul relatiilor filogenetice.
Amprenta ADN completeazd metodele taxonomice deja existente, mai ales in situatiile

care implica niveluri taxonomice foarte apropiate.

Identificarea cultivarelor si estimarea gradului de inrudire intre acestea

Identificarea cultivarelor se poate realiza cu mare acuratete prin amprenta ADN
mai ales atunci cand variabilitatea genetica este mare intre diferite cultivare dar
absentd 1n interiorul lor. Asemenea exemple sunt caracteristice plantelor care se
inmultesc vegetativ dar au provenit prin incrucisari intre specii diferite, aga cum este
cazul majoritatii arborilor si arbustilor fructiferi.

Identificarea exacta a cultivarelor de plante este o cerintd importanta atat pentru
scopurile practice ale ameliorarii cat si pentru domeniile apropiate acesteia cum ar fi
de exemplu protectia drepturilor de proprietate asupra soiurilor nou create. In ceea ce
priveste identificarea cultivarelor (unde problema consta in determinarea apartenentei
unei probe de samanta la un anumit cultivar sau la stabilirea identitatii unei probe
necunoscute prin compararea ei cu varietatile existente intr-o colectie de referintd)
tehnicile de analizd moleculara vor constitui metode rapide si cu un cost rentabil.

Situatia este alta atunci cand se inregistreazd un nou cultivar, fiind necesara
stabilirea identitdtii si descrierea noilor selectii pentru prima oard precum si verificarea
uniformitatii i stabilitatii acestora. Potentialul tehnicilor de analiza la nivel molecular
nu a fost pe deplin exploatat iar utilizarea lor de catre Uniunea Internationald Pentru
Protectia Noilor Varietati de Plante (UPOV) este inca in discutie. Din aceasta cauza,
ele nu au fost inca acceptate pentru caracterizarea noilor cultivare, cu toate ca este
recunoscut faptul cd vor avea foarte probabil un rol important in viitor pentru
determinarea diversitdtii genetice.

Estimarea diversitdtii genetice intre cultivare si rudele lor din flora spontand a
atras de asemenea o atentie sporitd in cadrul efortului depus pentru a face fatd
fenomenului de reducere a diversitatii in procesul de ameliorare.

Cu toate acestea, pentru ca markerii moleculari sd poatd fi acceptati intr-un
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cadru legal, ei trebuie si indeplineasca unele criterii cum ar fi de exemplu: (1)
capacitatea mare de a deosebi intre ele diferite genotipuri, (2) interactiunea minima cu
mediul inconjurator (inclusiv in timpul procedurilor de laborator), (3) posibilitatea de a
oferi rezultate care pot fi echivalate intre diferite laboratoare, (4) capacitatea de a
estima distantele genetice dintre cultivare, (5) informatii despre localizarea lor in
cadrul genomului si posibilitatea verificarii acestor pozitii si (6) disponibilitatea
metodologiei. Daca primul criteriu legat de capacitatea mare de a deosebi intre ele
diverse genotipuri este indeplinit de metodele de obtinere ale amprentei ADN, nu se
poate spune acelasi lucru si despre celelalte cinci. Astfel echivalarea unor modele

RAPD intre diferite laboratoare s-a dovedit un lucru extrem de dificil.

Evidentierea variabilitatii somaclonale la materialul vegetal inmultit in vitro

Culturile in vitro se practica in mod obisnuit la multe specii de plante. Este
cunoscut faptul ca o parte din plantele regenerate pot sa difere de tipul parental,
fenomen cunoscut sub denumirea de "variabilitate somaclonald". Se presupune ca
aceastd variabilitate provine fie din diversitatea genetica preexistentd in explant, fie din
variabilitatea nou dobanditad in timpul dediferentierii celulare sau in timpul mentinerii
calusului in vitro. Cu toate cad existda numeroase exemple asemenea variatii sunt rar
evidentiate prin amprenta ADN.

La vita de vie tehnica RAPD si-a gasit cele mai mari aplicatii in identificarea si
estimarea gradului de inrudire a unor cultivare, identificarea unor varietdti autentice
din diferite zone si imbundatdtirea clasificdrii  realizate pe baza criteriilor
ampelografice.

Prin metoda amprentei ADN, la vita de vie s-a descoperit recent, ca soiul
Cabernet Sauvignon a aparut in urma unei incrucisari spontane intre Cabernet Franc si
Sauvignon Blanc. Cele doua soiuri fac parte din specia Vitis vinifera, Cabernet
Sauvignon fiind considerat un hibrid intraspecific (BRATTSTEN, 2000).

Amprentele ADN generate cu ajutorul tehnicilor RAPD au fost folosite si
pentru compararea altor cultivare de Vitis vinifera, cum ar fi Cabernet Franc, Merlot,
Carmenere, Chardonnay, Sauvignon Blanc, Traminer, Regina, Sangiovese etc.
(MULCAHY si colab., 1995; VIDAL si colab., 1999; FANIZZA si colab., 1999;
HERRERA si colab., 2002).
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In ultimii ani, tehnicile RAPD si-au gasit aplicatii pentru evidentierea
variabilitatii genetice a materialului vegetal inmultit in vitro. Astfel, se remarca
cercetarile efectuate de PAMFIL (1996), PEROS si colab. (1998), REGNER si colab.
(2000), AKBAS si colab. (2004), IBANEZ si colab. (2005), XU si colab. (2005) etc.

1.3.4. Markerii RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)

Primele incercari de diagnosticare a variabilitdtii somaclonale pe baza
markerilor genetici au fost fiacute prin metodologia RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorphism), careia autorul (POTTER, 1991) i-a modificat scopul initial, de
urmarire a distributiei polimorfice a alelelor intr-0 populatie segregata, pentru a pune
in evidentd mutatiile intr-o populatie clonata. Ulterior, detectarea variabilitdtii
somaclonale a inceput sd fie facutd si pe baza analizelor RAPD. Aceasta metoda
prezintd numeroase avantaje comparativ cu RFLP: tehnica este mai simpla, mult mai
rapida, necesita o cantitate mica de material initial, tesutul poate fi prelevat direct in

vitro, absenta radioactivitatii si repetabilitatea destul de buna a analizelor RAPD.

1.3.5. Markerii AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism)
Polimorfisme de lungime ale fragmentelor amplificate

AFLP reprezinta o tehnica elaboratd de VOS si colab. (1995) si reprezinta o
combinatie intre metoda RFLP si PCR. Tehnica consta in digestia ADN-ului cu
enzime de restrictie, iar la capetele fragmentelor rezultate se ataseaza secvente dublu
catenare specifice (adapters) cu ajutorul ADN ligazelor. Aceste secvente impreuna cu
secventele alaturate, reprezentand situsul de restrictie al enzime, vor constitui locurile
de fixare ale primerilor in vederea amplificarii prin PCR. La capetele 3 ale primerilor
se vor adduga anumite nucleotide care vor permite amplificarea selectivd unei
categorii de secvente din setul de fragmente de restrictie. Nu vor fi amplificate decéat
acele fragmente de restrictie care au nucleotidele ce flancheaza situsul de restrictie
complementare cu nucleotidele selective ale primerilor.

Separarea produsilor de amplificare se realizeaza prin electroforeza in geluri de

62



Rodica Pop, 2008

poliacrilamida si evidentiere prin autoradiografie. Mai recent se utilizeaza si marcajul
cu fluorescenta si utilizarea secventiatoarelor automate.

Fragmentele de restrictie care urmeaza sd fie amplificate se obtin cu ajutorul a
doud enzime de restrictie, ECORI si Msel (la una dintre ele situsul de restrictie apare cu
o frecventa redusd in cadrul genomului - rare cutter, la cealaltd frecventa este mare —
frequent cutter). Prin metoda AFLP are loc amplificareca predominanta a acelor
fragmente de restrictie care au la unul din capete o secventd rezultatd ca urmare a
fragmentarii cu o enzima « frequent cutter » si la celalalt capat cu o enzima « rare
cutter ». Numarul fragmentelor amplificate poate fi controlat prin alegerea enzimei si
prin numarul bazelor care se adaugd la capatul trei al primerului. Cu o singura
combinatie de enzime (una care taic la sase baze iar cealaltd la patru baze) este
posibild amplificarea a 100.000 de fragmente din care se pot selecta pentru fiecare
reactie AFLP intre 50 s1 100 de fragmente.

Ca si in cazul markerilor RAPD fragmentele de interes pot fi extirpate din gel,
purificate, clonate, secventiate si transformate in markeri SCAR cu ajutorul unor
primeri specifici.

Spre deosebire de metoda RAPD metoda AFLP are un grad mai ridicat de
reproductibilitate, iar rezolutia fragmentelor este mult mai buna. Cel mai mare avantaj
al metodei este sensibilitatea cu care poate depista polimorfismele ADN.

La vita de vie, metoda AFLP au fost aplicata in special pentru identificarea unor
clone si a diferentelor genetice existente la nivel molecular 1intre acestea, avand in
vedere cd un aspect important in productia si calitatea vinului il reprezintd
caracterizarea clonelor. Astfel, BELLIN si colab. (2000), au utilizat 50 de perechi de
primeri cu scopul de a compara diferite clone de Pinot. VIGNANI si colab. (1996) si
SENSI si colab. (1996) au aplicat metoda AFLP si SSR pentru stabilirea relatiilor
genetice intre clonele de Sangiovese. Rezultatele incurajatoare obtinute au dus la
concluzia ca tehnicile bazate pe acesti markeri moleculari pot fi utilizate pentru
diferentierea si/sau identificarea unor clone. De asemenea, se remarca si studiile
intreprinse de IMAZIO si colab. (2002), asupra a 24 de clone de Traminer de
provenientd diferita. Ei au analizat comparativ clonele de Traminer utilizand tehnica

SSR (Simple Sequence Repeats), AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism)
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si MSAP (Methyl-sensitive Amplified Length Polymorphsim). Rezultatele obtinute
arata cd cea mai adecvatd tehnica pentru evidentierea polimorfismului intre clone s-a
dovedit a fi tehnica AFLP. Tehnica MSAP a fost utilizata pentru evaluarea diferentelor
calitative privind gradul de metilare a ADN-ului intre clonele analizate. Cercetarile lor
sugereazd ca diferentele morfologice intre clone sunt probabil, datorate efectului
sinergic al modificarilor genetice si epigenetice.

Variabilitatea genetica clonald la soiul Pinot noir a fost pusd in evidentd de
asemenea, tot prin tehnica AFLP, constatdndu-se faptul ca in acest caz exista
variabilitate atat intra cat si interclonala (BLAICH si colab., 2007).

Tehnica AFLP fiind relativ ieftind, 1ar rezultatele obtinute avand
reproductibilitate 1intre diferite laboratoare de analizd moleculard constituie un
instrument valoros pentru identificarea si analiza unor clone, facilitand eforturile de

patentare clonala la vita de vie.

1.3.6. Markerii SSR (Simple Sequence Repeats)

Secventele microsatelit constituie repetitii in tandem ale unor secvente di, tri
sau tetra nucleotidice. Cele mai frecvente repetitii sunt cele dinucleotidice, cum ar fi
(CA),, (CT)n, (AT),. La plantele superioare exista o secventda microsatelit nucleotidica,
care se repetd dupa 30-100 kb, cea mai frecventa fiind secventa (AT), (NYBOM si
colab., 1989, 1990; HOEPFNER si colab., 1993; BOTTA si colab., 1995).

Polimorfismul microsatelitilor este dat de numarul de secvente nucleotidice
care se repeti. In misura in care se cunoaste ordinea nucelotidelor la secventele
invecinate microsatelitilor, se pot concepe primeri specifici, care vor permite
amplificarea fragmentelor de ADN, ce inglobeaza microsatelitii. Lungimea acestor
fragmente se determind apoi prin migrare in gel de poliacrilamidd. Variabilitatea
markerilor microsateliti se datoreaza diferentelor de lungime a fragmentelor de ADN
amplificate. In cazul secventelor automatizate, primerii specifici fiecirei secvente
microsatelit sunt marcati cu o substanta fluorescentd, profilul benzilor fiind citit cu
ajutorul unui fascicul de laser, care va depista fiecare produs de amplificare in functie

de substanta fluorescenta cu care a fost marcat.

64



Rodica Pop, 2008

Markerii microsateliti au fost introdusi mai recent pentru identificarea vitei de
vie. THOMAS si SCOTT (1993), citati de ULANOVSKY si colab. (2001) au reusit sa
caracterizez 20 de varietati de vitd de vie utilizind markeri microsateliti. Eu au propus
utilizarea microsatelitilor pentru stabilirea unei baze de date internationale referitoare
la descrierea varietatilor de vitd de vie, datoritd nivelului mare de polimorfism, a
codominantei, simplicitatii si repetabilitdtii analizelor moleculare SSR.

BOTTA si colab. (1995), citati de ULANOVSCY si colab. (2001), au dovedit
ca markerii microsateliti posedd o buna capacitate pentru identificarea varietatilor, dar
nu si a clonelor de vita de vie, concluzie la care au subscris s1 SILVESTRONI si colab.
(1997) care au analizat la nivel molecular clone din cultivarele Sangiovese si Fortana.

SEFC si colab. (1998) utilizand 10 loci microsatelitari au obtinut diferite benzi
paterne pentru fiecare dintre cele 60 de varietati de vitd de vie din colectia de
germoplasma analizata. LOUREIRO si colab. (1998), au utilizat de asemenea, tehnica
SSR pentru identificarea varietatii Albarifo.

HERRERA si colab. (2002) au folosit amprentele ADN generate cu ajutorul
tehnicilor RAPD si ISSR-PCR (Inter Simple Sequence Repeat Polymerase Chain
Reaction) pentru a compara patru cultivare de Vitis vinifera folosite pe scara larga in
Chile, respectiv Cabernet Sauvignon, Cabernet Franc, Merlot si Carmenere. Referinta
externa a fost constituitd din material vegetal provenit din Franta. Cele doua tehnici au
evidentiat diferente intre cultivarele studiate, metoda ISSR avand o putere de
diferentiere mai mare decat RAPD, ceea ce sugereaza utilizarea tehnicii ISSR-PCR
atunci cand se lucreaza cu numar mare de cultivare. Astfel, a fost observata
variabilitate intre clonele de Merlot, clona originald din Chile si provenienta din
Franta, rezultatele sugerand ci cele doud clone reprezinti genotipuri diferite. In
schimb, pentru celelalte cultivare, cele doua tehnici demonstreaza uniformitatea
populatiilor din Chile.

Tehnica SSR si AFLP a fost utilizata in amprentarea geneticad a unor varietati de
vita de vie, pentru rezolvarea cazurilor de omonimie §i sinonimie, precum §i pentru
identificarea genotipurilor parentale la unele varietati remarcabile, cum este de
exemplu soiul Cabernet Sauvignon (BOWERS, MEREDITH, 1997).

Intr-un alt studiu AKKAK si colab. (2005), au analizat diversitatea genetica a
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unor soiuri i varietdti de vita de vie autohtone provenite din bazinul Marii Mediterane
si Algeria, folosind 12 markeri SSR. Dintre cele 60 de cultivare analizate au fost
identificate 34 de genotipuri diferite, ceea ce aratd faptul cd tehnica SSR poate fi
utilizatad cu succes si in studiul relatiilor intraspecifice la aceasta specie.

Tehnicile RAPD, AFLP si SSR au fost utilizate cu succes si in studiile de
cartare genetica la vita de vie. Astfel, in anul 2002, THIS si colab. s-au preocupat de
intocmirea unei harti genetice de referintd in cazul descendentilor obtinuti in cazul
incrucisarii dintre soiurile Syrah x Grenache. Intocmirea hartii genetice s-a bazat pe
utilizarea markerilor microsateliti polimorfi VNI si VMC. Hartile genetice intocmite
pe baza markerilor SSR sunt extrem de interesante, deoarece permit evidentierea
grupelor de linkage la nivelul unor combinatii hibride. De asemenea, markerii SSR
VMC au fost testati atat in cazul unor soiuri de Vitis vinifera, cat si Vitis riparia.
Aproximativ 80% dintre locusurile identificate cu ajutorul markerilor SSR la Vitis
vinifera fiind reproductibile si la Vitis riparia. Acesti markeri sunt interesanti pentru

studiile filogenetice la unele specii inrudite.
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CAPITOLUL NI

OBIECTIVELE CERCETARII, MATERIALUL SI METODA

2.1. SCOPUL CERCETARILOR

Vita de vie (Vitis vinifera) constituie una dintre culturile horticole larg
raspandite atat in Romania cat si pe plan mondial.

Utilizarea metodele traditionale de ameliorare, desi au dat rezultate
spectaculoase, are anumite limite din cauza duratei lungi a unei generatii si a naturii
extrem de heterozigote a acestei culturi. Pentru clasificarea genurilor si a speciilor
familiei Vitaceae s-a folosit, cel mai adesea, criteriul asemanarilor morfologice, iar
pentru identificarea acestora s-au intocmit chei de determinare. Exista insa opinii dupa
care criteriul morfologic de clasificare al genului Vitis nu este suficient, fapt care a
generat opinii controversate. Pentru eliminarea acestora s-a recurs la analize de ordin
genetic si biochimic.

Progresele facute in ultimii ani in domeniul biologiei moleculare privind
utilizarea markerilor genetici si in special dupa perfectionarea reactieci PCR
(Polimerase Chain Reaction) de amplificare a unor fragmente de ADN au facut ca
identificarea variabilitdtii somaclonale pe baza polimorfismului ADN sd devina o
realitate.

Variabilitatea somaclonala este considerata o sursd de obtinere de noi genotipuri
acestea, informatii despre variabilitatea la plantele regenerate sunt destul de putine,
pana in prezent fiind raportate numai cateva exemple de variabilitate somaclonala la
vita de vie.

Avand in vedere aceste deziderate, s-a considerat utila abordarea unor cercetari
in domeniul biotehnologiilor si al micropropagarii la specia Vitis vinifera.

Scopul principal al cercetarilor noastre a constat in caracterizarea si stabilirea

relatiilor filogenetice intre zece soiuri de vita de vie, cu ajutorul metodologiei RAPD,
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precum si inducerea variabilitatii somaclonale si testarea heteromorfismului molecular
a somaclonelor obtinute din cinci soiuri de vitd de vie larg cultivate in Transilvania si
chiar in Romaénia.

Cercetarile initiate de noi, constituie, probabil, primele incercari de identificare

a variabilitatii somaclonale la vita de vie prin metoda RAPD.

2.1.1. Obiectivele urmarite in cercetarile aferente tezei de doctorat

Obiectivele principale s-au concretizat In urmatoarele aspecte:

¢ Stabilirea procolului de extractii de ADN si utilizarea tehnicii RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA) in vederea identificarii polimorfismului
genetic in vivo la zece soiuri de vita de vie provenite din cinci statiuni horticole
amplasate Tn areale geografice diferite.

¢ Identificarea primerilor capabili sda determine polimorfismul la nivel
molecular intre soiurile analizate.

¢ Stabilirea compozitiei mediilor de cultura, a tipului de hormoni si a
concentratiilor acestora care sa favorizeze obtinerea de neoplantule, cresterea si
proliferarea lastarilor in vitro in urma multiplicarii prin lastarire axilara.

¢ Alegerea tipului de explant si a mediilor de cultura adecvate pentru
inducerea variabilitatii somaclonale, respectiv obtinerea de calus.

¢ Subcultivarea calusului pe un mediu de crestere.

¢ Stabilirea mediilor de cultura pentru regenerarea plantelor prin transferul
calusului pe medii de inducere a organogenezei.

¢ Punerea in evidentd a eventualelor diferente genetice apdrute intre
regeneranti, respectiv intre somaclone si plantele mama din care au provenit prin

analiza RAPD.
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2.2. MATERIALUL BIOLOGIC

2.2.1. Materialul biologic utilizat in experientele de diferentiere a soiurilor cu
ajutorul markerilor moleculari

Materialul biologic studiat a fost constituit din zece soiuri de vitd de vie,
provenite din cinci statiuni viticole din tara noastrd amplasate in conditii pedoclimatice
total diferite. Au fost analizate cinci soiuri de vitd de vie pentru vin alb, doud soiuri
pentru vin rosu §i trei soiuri pentru struguri de masa.

Soiurile pentru vin alb au fost: Feteasca alba, Feteasca regala, Riesling italian,
Muscat Ottonel, Traminer roz.

Soiurile pentru vin rosu au fost: Cabernet Sauvignon, Merlot.

Soiurile pentru struguri de masa au fost: Napoca, Timpuriu de Cluj, Cetétuia.

Statiunile viticole din care s-a recoltat materialul biologic au fost: Recas, Blaj,
Valea Calugareasca, Odobesti si lasi.

Din cele cincti statiuni viticole s-au recoltat lastari de vita de vie in anul 2000 si
2001. Recoltarea s-a facut primavara, iar lastarii au fost transportati in geanta
frigorifica pentru evitarea pierderii turgescentei.

De la acesti lastari s-au recoltat frunzele tinere care au fost pastrate, pana la
prelucrare, in frigider la o temperaturad de ~70°C.

Toate analizele au fost efectuate in cadrul laboratorului de Biotehnologii de la

Facultatea de Horticultura.

2.2.1.1. Descrierea soiurilor luate Tn studiu

Feteasca alba

Sinonime: Feteasca alba, Fetigoara, Pasareasca alba, Poama pasareasca, Poama
fetei, Leanka.

Origine. Soiul Feteasca alba era cunoscut la noi in tard cu mult inainte de
invazia filoxerei. Asupra originii acestui soi nu se cunosc date precise. Se presupune
ca acest soi s-a ,,nascut” intr-o perioada vitregd din istoria poporului roman si anume

in mileniul de migratie a popoarelor, intre anii 275-1241. Unii autori sustin ca acest soi
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ar fi fost adus in Ardeal, din Germania sau din Boemia, de citre colonisti, dar acest
lucru nu s-a dovedit istoric.

Dupa ampelografii maghiari, soiul Feteascd alba ar fi originar din Ardeal. Dar,
acest soi este tot asa de vechi si in podgoriile noastre de la est si sud de Carpati, fiind
socotit ca soi local. Este mentionat de la intemeierea vestitelor podgorii ale Moldovei,
descris de Dimitrie Cantemir, intrdnd ca soi de bazd in compunerea sortimentului
pentru vinuri fine la Cotnari, impreuna cu Grasa, Francusa si Tamaioasa, la Husi si la
Odobesti.

Soiul Feteasca alba este cultivat pe importante suprafete in Transilvania si 1n
Muntenia, unde da cele mai bune rezultate.

De remarcat cd soiul Feteascd alba s-a impus in timp, fiind luat in cultura de
toate tarile viticole vecine cu Romania, iar in Germania este cultivat sub numele de
Madchentraube (www.ro.wikipedia.org/wiki/Feteasca Alba).

Caractere ampelografice. La deschiderea mugurilor rozeta este usor scimoasa,
de culoare verde, cu nuantd ardmie-rosiatica. Lastarul este glabru, striat, colorat in
rosu-castaniu pe partea insorita.

Frunza adulta este mijlocie, mai mult latd decat lungd, pentalobatd, cu lobul
terminal scurt si latit; sinusurile laterale sunt adanci deschise in forma de lird sau de U;
sinusul petiolar, larg deschis in forma de acolada, constituie caracterul de baza in
recunoasterea soiului. Limbul frunzei este de culoare verde, subtire si lucios, glabru pe
ambele fete cu dintii rari si lungi dispusi neuniform.

Floarea este hermafroditda normala, pe tipul 5, prezentdnd uneori abateri catre
tipul sase, cu polen abundent si fertil.

Strugurii mici spre mijlocii (90-110 g in medie), cilindrici sau cilindro-conici,
aripati, desi in boabe neuniforme ca marime. Bobul este mic, sferic, de culoare verde
gilbuie cu pielita subtire, acoperitd cu un strat fin de pruind, cu punctul pistilar
aparent, constituind un caracter de soi. Miezul este zemos, cu gust placut, armonios,
nearomat (fig. 1).

Lastarii au vigoare mare de crestere, meritale mijlocii (12-14 cm lungime), de
culoare verde cu nuante slabe roscate la noduri. Coarda prezinta striuri fine, de culoare

galben brun.
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Fig. 1. Caracterele ampelografice ale frunzei si ciorchinelui la soiul Feteasca alba

Ampelographic characters of leaf and cluster in Feteasca alba

Feteasca alba este unul din cele mai viguroase soiuri romanesti de vin, avand o
putere ridicata de acumulare a zaharurilor in struguri si o bund adaptare la conditiile
pedoclimatice din nordul tarii.

Vinurile de calitate deosebita ce se obtin sunt superioare seci, demiseci sau

dulci-licoroase, armonios  constituite si cu  buchet specific  soiului

(CONSTANTINESCU, 1959).

Feteasca regald

Sinonime: Danaseana, Galbena de Ardeal, Feteasca de Ardeal.

Origine. Soiul a fost identificat, in jurul anilor 1920, in podgoria Tarnave, mai
exact in comuna Danes — Sighisoara (jud. Mures). De aceea, localnicii 1-au ,,botezat™:
Dandsand, Dandseana, Dianesana sau Dunisana. In literatura de specialitate a fost
denumit si Galbena de Ardeal. Exista si ipoteza ca soiul identificat in comuna Danes ar
fi fost cultivat de mult timp Tn Transilvania, fiind intalnit sub diferite nume.

Majoritatea viticultorilor sunt de parere ca soiul Feteascd regald — Dandsana
este rezultatul incrucisarii naturale intre doua soiuri romanesti ce se gaseau de mult
timp in zond — Feteasca alba si Grasa de Cotnari. La inceput, acesta soi ,,Danasand” a

fost inmultit si cultivat numai in podgoria Tarnave, fiind foarte apreciat de localnici.
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La Expozitia Nationald de Vinuri si Fructe ce a avut loc la Bucuresti, in 1928, vinul
obtinut din soiul identificat In comuna Danes a fost prezentat sub numele de Feteasca

regald.

Caractere ampelografice.
Dezmugurire scamoasd, cu rozeta de
culoare verde albiciosa; primele frunzulite si
varful lastarului sunt de culoare verde cu
nuante albicioase datorate perilor rari si
lungi. Frunza adulta este mijlocie (11-13 cm
lungime), ceva mai lata decit lunga,
intreagd cu un inceput usor de trilobie;
sinusurile laterale superficiale deschise in
forma de U; sinusul petiolar deschis in lira

sau U. Limbul frunzei este de culoare verde

inchis, lucios, cu marginile involute, scamos

Fig. 2. Caracterele ampelografice ale
pe fata inferioara. La fel ca si la soiul Grasa  frunzei si ciorchinelui la soiul Feteasca
regald

prezintd pe fata superioard a mezofilului

Ampelographic characters of leaf and

adancituri, mai inchise la culoare sub forma A
cluster in Feteasca regala

unor "lovituri de ciocan”.

Floarea este hermafrodita, normala pe tipul cinci, soiul fiind autofertil. Strugurii
mijlocii (in medie 110-130 grame), cilindro-conici, deseori aripati, cu boabele asezate
des pe ciorchine. Bobul mijlociu, sferic, cu pielita subtire, de culoare verde galbui,
usor pruinatd; pulpa zemoasda, nearomatd. Lastarii sunt de vigoare mijlocie, colorati in
verde, usor bronzati pe partea insorita. Coardele in toamna au culoare galben brun, fin
striate (fig. 2).

Feteasca regala este un soi semiaromat, vinul tanar degajand o aroma originala,
eleganta, de tip floral, usor de recunoscut. Gustul placut, bine conturat, plin de finete,
este acrisor, si aduce cu cel al unui mar romanesc de vard, ceea ce ii conferda o
personalitate aparte. Vinurile obtinute din acest soi sunt seci dar se pot obtine si vinuri

demiseci sau chiar dulci.
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Riesling italian

Sinonime: Riesling italian, Riesling de Italia, Riesling blanc

Origine. Locul de origine al soiului Riesling italian nu este bine stabilit. Unii
ampelografi sustin cd ar fi originar de pe malurile Rinului, altii considerd cd ar fi
originar din provincia Styria (Austria) sau din Italia, dupa nume.

Face parte din Proles occidentalis.

Riesling italian este unul din soiurile cu raspandire largd, cosmopolit, cunoscut
aproape 1n toate tdrile viticole din Europa.

In tara noastrd soiul Riesling italian a fost introdus inca inainte de invazia
filoxerei s1 astdzi are cea mai larga raspandire, fiind prezent in toate podgoriile.

Pe suprafete mai intinse se cultivd in podgoriile din Transilvania si Dealul

Mare, unde da si cele mai bune rezultate.

Caractere ampelografice. La
deschiderea mugurilor, rozeta este
pufoasa, alba-verzuie, cu usoara nuantd
roz-violacee  (CONSTANTINESCU,
1960). Frunza este mijlocie, cinci
lobatd, cu mezofilul subtire, de culoare
verde-galbui, caracteristic. Dintii sunt
mari alungiti si ascutiti

Lastarul este verde, glabru, cu
striuri cafenii deschis, la varf si la

noduri usor scamos.

Floarea este hermafrodita

g S AT g 1 v

normald, de tipul cinci, rareori sase. Fig. 3. Caracterele ampelografice ale
Strugurii ~ sunt  cilindrici,  prima frunzei si ciorchinelui la soiul Riesling
italian

ramificare a rahisului fiind transformata
Ampelographic characters of leaf and

intr-o aripioard ce caracterizeaza acest AR
cluster in Rieslina italian

soi (OSLOBEANU si colab., 1980).
Pedunculul este subtire, semilignificat. Boabele sunt dese, mici sau mijlocii, sferice,
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batute, cu diametrul de 12-14 mm, de culoare verde-gilbuie, mai auriu pe partea
expusd la soare, cu punctul pistilar aparent sub formd de patd micd negricioasd, care
constituie caracter de soi. Miezul este zemos, nearomat. Pielita este acoperitd cu un
strat subtire de pruina (fig. 3).

Coarda este de culoarea cojii de nuca, cu nuante galbui, mai rosiatica la noduri,
pronuntat striata si punctata (CONSTANTINESCU,1959).

Soiul Riesling italian este utilizat pentru producerea vinurilor de calitate
superioard, fiind unul din soiurile cele mai raspandite si apreciate din tara noastra.

Vinurile  sunt  superioare  seci, demiseci sau dulci licoroase
(CONSTANTINESCU, 1959).

Muscat Ottonel

Sinonime: Muscat Ottonel, Ottonel, Tamaioasa Ottonel, Mottonel, Muscats,
Muscat de Craciunel Tarnave, Muscat Ottonel blanc.

Origine. Muscat Ottonel este un soi originar din Franta, obtinut din seminte si
introdus in cultura in anul 1852 de cédtre Robert Moreau, un horticultor din Angers.
Acest soi exista in numeroase varietdti cu struguri de culoare galben — pal pana la
albastru-negru.Toate varietatile au un grad variabil de parfum si gust “muscat”, o
caracteristica inimitabila.

Face parte din Proles orientalis - subproles caspica.

Soiul Muscat Ottonel are o raspandire larga in cultura, fiind cultivat aproape in
toate tarile viticole.

La noi in tara, este raspandit in majoritatea podgoriilor, in special intdlnindu-se
in podgoriile Dealul Mare, Odobesti si Dragasani (CONSTANTINESCU, 1960).

Caractere ampelografice. La deschiderea mugurilor, rozeta este scaimoasa, de
culoare verde-rosiatica, mai pronuntat colorata spre margini (fig. 4).

Frunza normala are in general dimensiuni cuprinse intre 14-18 cm lungime si
14-16 cm latime, fiind glabrd si neteda, in mod frecvent cu trei sau cinci lobi.
Marginea frunzei prezintd dinti marunti, rotunjiti $i mucronati, asezati de regula
alternativ, un dinte mare si unu-doi mici (CONSTANTINESCU, 1960). Marginile

frunzei sunt rasucite spre partea superioara, formand o palnie, care conduce catre
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punctul petiolar (OSLOBEANU si colab., 1980).
Floarea este hermafroditd normald, de tipul cinci sau sase, cu staminele
inclinate normal, mai lungi decat pistilul. Ovarul este verde, cu 2-3 loji si respectiv 4-6

ovule. Polenul are conformatie normala si este fertil, soiul fiind autofertil.

Muscal Ottonel

Fig. 4. Caracterele ampelografice ale frunzei si ciorchinelui la soiul Muscat
Ottonel

Ampelographic characters of leaf and cluster in Muscat Ottonel variety

Strugurii sunt de forma cilindrica, uniaxiali, uneori aripati, cu boabele dese sau
batuti, avand in medie 12-14 cm lungime. Bobul este sferic, de culoare galbena-aurie,
cu diametrul mediu de 12-14 mm, avand miezul zemos, cu gust discret de muscat si
caracteristic, foarte placut si mustul necolorat.

Lastarii in iunie-iulie sunt glabri, de culoare verde-castanie, cu primele trei
frunze verzi-aramii, usor scamoase, care, pe masurda ce cresc devin verzi si glabre.
Coarda este striata, cu caneluri superficiale, rotunda sau usor turtitd in sectiune, de
culoare rosie-cafenie, cu nodurile vinetii. Culoarea rosie a coardei este caracteristica

pentru acest soi.

Traminer roz
Sinonime: Traminer roz, Traminer rosiu, Tramini, Traminer.
Origine. Este un soi originar din Tirolul italian, din imprejurimile oraselului

Tramin, de unde i vine si numele. Este un soi foarte vechi, citat cu 500 de ani in urma
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de catre Tragus, ca fiind cultivat in Bavaria. Se pare ca are aceeasi vechime pe care 0
are si in provincia Franche Compté din Franta.

Face parte din Proles occidentalis.

Soiul Traminer roz este raspandit in majoritatea tarilor viticole din Europa,
unde se cultiva pe suprafete intinse.

La noi in tara este raspandit mai mult in Banat si Transilvania, in special n
podgoriile Alba Iulia si Tarnave. Pe suprafete mai mici este raspandit si in podgoriile
din Odobesti si Dealul Mare.

Caractere ampelografice. In faza de dezmugurire rozeta este pufoasi, de
culoare verde-albicioasd, cu slabe nuante rosiatice-liliachii.

Floarea este hermafroditd normald, de tipul cinci, uneori sase, cu staminele
normal inclinate.

Polenul are o constitutie normala,
este fertil si slab abundent, soiul fiind
autofertil. Frunza normala este de 12,5-
14,5 cm lungime si 13-15 cm latime, cu
trei sau cinci lobi, uneori Intreaga.
Limbul este gros, gofrat, cu marginile
usor indoite 1n jos, glabru pe partea
superioard, cu peri §i scama pe partea
inferioara. Marginea frunzei prezinta
dinti scurti, rotunjiti, vizibil mucromati;
dintii din varful lobilor sunt putin
evidenti. Strugurii au forma cilindrica
sau  cilindro-conicd, uneori sunt

uniaripati, de 7-12 cm lungime, cu

boabele dese si neomogene, cu pielita

groasd si de culoare roz, acoperita cu  Fig. 5 Caracterele ampelografice ale frunzei

- . . si ciorchinelui la soiul Traminer roz
multd pruina. Bobul este sferic, cu

diametrul de 12-15 mm, de culoare roz- Ampelographic characters of leaf
and cluster in Traminer rose variety

cenusie, cu miezul zemos, nearomat si

76



Rodica Pop, 2008

mustul incolor (fig. 5).

Lastarul in iunie-iulie este verde, cu striuri rosiatice-vinetii. Coarda este de
culoare castanie-rosiatica, striata, pronuntat punctatd. Scoarta lignificata se exfoliaza in
fasii.

Traminer roz este unul din cele mai apreciate soiuri pentru producerea de vinuri
superioare seci sau licoroase, strugurii putand fi culesi la supracoacere. Ei pot fi

vinificati singuri sau in amestec cu alte soiuri (CONSTANTINESCU, 1960).

Cabernet Sauvignon

Sinonime: Cabernet Sauvignon, Bordeaux, Caberne. In unele zone este cunoscut
si sub numele de Petit Cabernet, Sauvignon Rouge sau Vidure.

Origine. Soiul este originar din provincia Gironde — Franta, unde se cultiva pe
suprafete mari, fiind apreciat inca de pe vremea cardinalului Richelieu (1600).

Face parte din Proles occidentalis.

Soiul Cabemet Sauvignon are o largi rispandire in culturi. In Franta, in
regiunile Medoc si Bordeaux se cultiva in sortiment tehnologic cu Malbec si Merlot,
dand un vin cu renume mondial.

Cabernet Sauvignon poate fi socotit un soi cosmopolit, fiind unul dintre cele
mai bune soiuri negre, depdsind cu mult soiul Cabernet franc.

In tara noastra este cunoscut inca dinainte de invazia filoxerei, fiind raspandit in
podgoriile Dragasani, SAmburesti, Segarcea, Dealul Mare, Odobesti.

Caractere ampelografice. In faza de dezmugurire, rozeta este pronuntat
scamoasa, de culoare verde-albicioasa, cu nuanta roz-violacee pe margini (fig. 6).

Floarea este hermafrodita, normald, de tipul cinci, uneori prezintd abateri catre
tipul sase. Are 5-6 stamine, normal inclinate.

Frunza normala este aproape izodiametricd, de marime mijlocie, avand intre
13,5 s1 18,5 cm lungime si 13,5 s1 19 cm latime; caracteristica cu cinci lobi, cu limbul
usor basicat cu urme de scame pe partea superioara si vizibil scamos pe partea
inferioard. Marginea frunzei prezinta dinti usor rotunjiti $i mucronati, cu intervale mari

ntre ei, alternand neuniform cei mari cu cei mici.
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Fig. 6. Caracterele ampelografice ale frunzei si ciorchinelui la soiul Cabernet
Sauvignon

Ampelographic characters of leaf and cluster in Cabernet Sauvignon variety

Strugurii sunt de marime submijlocie sau chiar mai mica, avand 10-15 cm
lungime, uniaxiali sau adesea uniaripati, avand boabele potrivit de dese. Pedunculul
este foarte scurt, de 2-3 cm, puternic lignificat.

Bobul este mic, sferic, cu diametrul de 12-14 mm, negru, zemos, cu gust ierbos,
mustul si pensula necolorate.

Lastarul in iunie-iulie este roscat la baza, cu varful si prima frunzulita alb-
verzui, scamoase. Coarda este rotunda in sectiune si usor turtita, de vigoare mijlocie,
cu diametrul intre nodurile 4 si 11 de 7/8-9/10 mm. Are culoarea cafenie-aramie, cu
nodurile colorate mai intens.

Din strugurii soiului Cabernet Sauvignon se obtin cele mai bune vinuri rosii
superioare. Vinul, aspru la inceput, dobandeste prin invechire calitati exceptionale,
find bine echilibrat, fin, intens colorat si cu buchet caracteristic

(CONSTANTINESCU, 1959).
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Merlot
Origine. Acest soi este originar din Franta, regiunea Médoc, fiind cunoscut

inainte de invazia filoxerei. Se presupune cd face parte din familia Cabernet
(DEBUIGNE, 1992). De asemenea, cercetdtorii de la Universitatea Davies din
California considera ca soiul Merlot provine din soiul Cabernet Franc, care la randul
lui este o varietate a soiului foarte vechi frantuzesc Carmenere.
(www.en.wikipedia.org/wiki/Merlot).

Face parte din Proles occidentalis.

Este raspandit pe suprafete mari n
regiunea Bordeaux, in Franta. Se cultiva
in Rusia, Italia, Germania, Bulgaria,
Ungaria. Extinderea in culturd dateaza din
a doua jumatate a secolului al XIX-lea
(DEBUIGNE, 1992).

La noi in tara este mai raspandit in

podgoriile din Moldova si Dealul Mare.

Caractere ampelografice. Frunza
este mijlocie, 5-lobata, gofrata, verde- Fig. 7. Caracterele ampelografice ale

A < < ST frunzei si ciorchinelui la soiul Merlot
inchis, usor scamoasd pe fata interioara.

Marginile sunt curbate spre fata  Ampelographic characters of leaf and
o cluster in Merlot variety
superioara (fig. 7).
Strugurii sunt lungi, conici sau cilindro-conici, cu primele doua ramificatii mai
mari. Boabele mijlocii, dese, sferice, cu pielita colorata in albastru-violaceu Tnchis
(OSLOBEANU si colab., 1980). Este un soi apreciat pentru vinurile rosii superioare

(CONSTANTINESCU, 1959).

Napoca

Origine. Napoca este un soi de struguri pentru masa, omologat in anul 1984,
fiind obtinut la Statiunea de Cercetari Horticole Cluj, de cdtre Oprea Stefan si Stefan
Hontila, prin selectie individuala, dintr-o populatie rezultata din hibridare sexuata a
soiurilor Alphonse Lavallée x elita F1 (Regina Viilor x Muscat Hamburg).

Se poate cultiva cu rezultate bune in zonele cu favorabilitate ecologica pentru
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cultura economica a vitei de vie, cu precddere in Transilvania, in partea de vest a tarii,
in Moldova si chiar in podgoriile de pe dealurile Subcarpatilor Meridionali (OPREA si
colab., 2007).

Caractere ampelografice. Frunzele adulte au marime mijlocie cu trei lobi, iar
florile sunt hermafrodite normale de tipul cinci, soiul fiind autofertil. Strugurii de
forma cilindro-conica sunt mijlocii-mari, cu desime mijlocie de inserare a boabelor pe
ciorchine, iar procesele de meiere si margeluire in mod practic lipsesc (fig. 8). Bobul
este mijlociu-mare, de forma ovald, cu pielita de culoare neagra-violacee mijlociu
groasd, elasticd, neaderentd la pulpa si este acoperitd cu un strat uniform de pruina.
Pulpa este de culoare albd cu nuanta roz, crocanta, cu suculentd echilibrata, aroma fina

specifica si gust dulce-acrisor placut (OPREA si colab., 2007).

Fig. 8. Caracterele ampelografice ale frunzei si ciorchinelui la soiul Napoca

Ampelographic characters of leaf and cluster in Napoca variety

Soiul Napoca se remarca prin fertilitate si productivitate ridicata, timpurietate,

calitate superioard a strugurilor si toleranta sporita la conditiile de iernare.

Timpuriu de Cluj

Origine. Soiul Timpuriu de Cluj a fost obtinut la Statiunea de Cercetari
Horticole Cluj de cétre Oprea Stefan, prin hibridare sexuata intre soiurile Cramposie x
Frumoasa de Ghioroc, fiind omologat in anul 1979.

Se poate cultiva cu rezultate bune in zonele de favorabilitate ecologica pentru
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cultura economicd a vitei de vie, cu precddere in Transilvania §i in partea de vest a
tarii, In zona centrala si de sud a Moldovei, pentru satisfacerea nevoilor de consum
local cu struguri pentru masa.

Caractere ampelografice. Frunzele adulte au marime mijlocie cu trei si cinci
lobi, iar florile sunt hermafrodite normale de tipul cinci, soiul fiind autofertil. Strugurii
de forma cilindro-conica, au marime mijlocie, cu desime mijlocie de inserare a
boabelor pe ciorchine (fig. 9). Bobul este mijlociu, de forma sferic-ovald, cu pielita de
culoare alb-galbuie, mijlociu groasa si elastica, neaderenta la pulpa si este acoperita cu
un strat fin de pruind. Pulpa este semicrocantd cu aroma find specifica si gust dulce-

acrisor placut (OPREA si colab., 2007).

4

Fig. 9. Caracterele ampelografice ale frunzei si ciorchinelui la soiul Timpuriu de Cluj

Ampelographic characters of leaf and cluster in Timpuriu de Cluj variety

Este un soi pentru consum 1in stare proaspata, dar se preteaza si la prepararea
vinurilor. Are rezistentd buna la secetd si boli. Este recomandat pentru cultura in

podgoriile din Podisul Transilvaniei si cea a dealurilor Crisanei si Maramuresului.

Cetatuia
Origine. Acest soi a fost obtinut la Statiunea de Cercetari Horticole Cluj, de
catre Oprea Stefan, prin hibridare sexuatd intre Cramposie x Frumoasa de Ghioroc,

fiind omologat in anul 1979.
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Soiul se poate cultiva cu rezultate bune in toate zonele cu favorabilitate
ecologicd pentru cultura vitei de vie, mai ales In Transilvania, partea de vest a tarii, in
Moldova si chiar pe dealurile Subcarpatilor Meridionali (OPREA si colab., 2007).

Caractere ampelografice. Frunzele adulte au marime mijlocie cu trei si cinci

lobi, iar florile sunt hermafrodite normale de tipul cinci, soiul fiind autofertil.

’

/
/

F
Fig. 10. Caracterele ampelografice ale frunzei si ciorchinelui la soiul Cetétuia

Ampelographic characters of leaf and cluster in Cetatuia variety

Strugurii de forma cilindro-conica, au marime mijlocie-mare si desime mijlocie
de inserare a boabelor pe ciorchine, iar procesele de meiere i margeluire sunt absente
(fig. 10) . Bobul este mijlociu-mare, de forma ovoidala, cu pielita de culoare neagra,
mijlociu de groasa, elastica, neaderenta la pulpa si este acoperita cu un strat uniform de
pruind, care i1 dd un aspect placut. Pulpa de culoare alba cu nuante verzui este
semicrocanta, cu aroma fina specifica si gust dulce acrigor placut.

Cetatuia este un soi de struguri pentru masa, remarcandu-se prin calitatea

superioard a strugurilor si productivitatea ridicata.

2.2.1.2. Primerii utilizati in amplificarea ADN-ului

Pentru amplificarea probelor de ADN s-au utilizat un numar de 39 de primeri

decanucleotidici, unul dintre primeri avand 21 de nucleotide.
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Provenienta primerilor a fost diferita, astfel: 15 primeri decanucleotidici sunt

produsi de University of British Columbia (UBC), sase primeri de Pharmacia Biotech
(PB), 18 de Mycroshinth (OPAB, OPA, OPE, OPAL, OPX, AB, GY169) (tabelul 3).

Primerii utilizati in amplificarea ADN

Primers used in DNA amplification

Tabelul 3

Nr. Primer Secventa (5” - 3) Nr. Primer Secventa (5” - 3)
No. | Primer Sequence (5* - 3’) No. Primer Sequence (5’ - 37)
1. |UBC228 | GCTGGG CCGA 2. |PB6 CCCGTCAGCA
2. |UBC241 |GCCCGACGCG 22. | OPAB11 GTG CGC AATG
3. |UBC245 |CGCGTGCCAG 23. | OPAB 18 CTGGCG TGTC
4. | UBC285 | GGG CGCCTAG 24. | OPE 14 TGC GGC TGA G
5. | UBC286 |CGGAGCCGGC 25. |AB11 GTG CGC AATG
6. |UBC421 | ACGGCCCACC 26. | OPA 04 AAT CGG GCTG
7. | UBC436 | GAG GGG GCCA 27. | OPA03 AGT CAG CCAC
8. | UBC537 |CGAAAGGACT 28. | OPAL 20 AGG AGTCGG A
9. |UBC538 | TGATCTCTCC 29. | OPX 03 TGG CGC AGTC
10. | UBC563 |CGCCGCTCCT 30. | OPAO1 CAGGCCCTTC
CTA AGC TGC TTT
11. | UBC564 | CGGCGTTACG 31.. | GY 169 TGT TTG AGC
12. | UBC570 | GGCCGCTAAT 32. | OPC-14 TGCGTGCTTG
13. | UBC571 |GCGCGGCACT 33. | OPC15 GAC GGA TCAG
14. | UBC584 | GCG GGC AGG A 34. | OPA 11 CAATCGCCGT
15. | UBC599 | CAAGAACCGC 35 | OPA 17 GACCGCTTIG T
16. | PB1 GGT GCG GGA A 36. | 70.08 CTG TACCCCC
17. | PB2 GTTTCGCTCC 37. | OPA20 GTT GCG ATCC
18. | PB3 GTAGACCCG T 38. | 70.03 ACG GTG CCTG
19. | PB4 AAGAGCCCGT 39. | MIC-07 TGT CTG GGT G
20. | PB5 AAC GCGCAAC

Primerii utilizati pentru amplificarea secventelor de ADN au avut un continut

de G-C intre 50 si 80%. Primerii au fost alesi aleatoriu sau pe baza datelor din
literatura de specialitate (MULCAHY si colab., 1995; VIDAL si colab., 1999; LIN si
colab., 1997; ULANOWSKY. si colab., 2001; YE si colab., 1996; ROUT si colab.,
2002; BELLIN si colab., 2001; WOLF si colab., 2001; PAMFIL, 1999).

Cei 39 de primeri au fost utilizati pentru amplificarea soiurilor provenite de la

toate cele cinci statiuni viticole. Primerii care au dat polimorfism au fost utilizati, apoi,

s1 pentru compararea acelorasi soiuri, dar care au provenit din statiuni viticole diferite.
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2.2.2. Materialul biologic utilizat in experientele de producere a variabilitatii
somaclonale in conditii de laborator

Materialul biologic utilizat pentru initierea culturilor in vitro a fost constituit
din lastarii apartindnd celor zece cultivare de vitd de vie din cele cinci statiuni viticole
mentionate mai sus. Pentru recoltarea de lastari s-au ales plantele cele mai viguroase si
mai tipice soiului, cu aspect aparent sandtos si fard urme caracteristice de boli sau
daunatori.

In studiile privind inducerea calusogenezei s-au utilizat plantulele
micropropagate in vitro.

Materialul biologic folosit pentru studierea variabilitatii somaclonale a fost
reprezentat de regenerantii obtinuti din cultura de calus, respectiv cate zece somaclone

din fiecare soi (tabelul 4).

2.2.2.1. Medii de cultura folosite

Explantele vegetale, reprezentate de organe, tesuturi, celule sau protoplasti, pot
fi mentinute in viatd dupd detasarea lor de organismul matern prin cultivarea si
cresterea acestora pe medii aseptice, cu o compozitie chimica complexa.

Reusita cultivarii in vitro a explantelor vegetale depinde foarte mult de
realizarea unor compozitii nutritive care si corespunda cel mai bine cerintelor vitale
ale tesuturilor cultivate. Unul din mediile de culturd cel mai des utilizat este
Murashige-Skoog (MS).

In toate experientele noastre, mediul de baza utilizat a fost Murashige — Skoog
(1962) (a carui compozitie este prezentd detaliat in Anexa 1), suplimentat cu diferiti
hormoni, in functie de scopul propus. Acest mediu a fost folosit de majoritatea
autorilor in micropropagare la vita de vie (NAKANO si colab., 1997; HELOIR si
colab., 1998; SIVRITEPE si colab., 1999; KIM si colab., 2002; OLAH si colab., 2003;
AKBAS si colab., 2004; BERTSCH si colab., 2005; XU si colab., 2005; IBANEZ si
colab., 2005).

Mediul MS (1962) are, ca si componente de bazda, macroelemente,

microelemente, vitamine, aminoacizi.
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Tabelul 4

Somaclonele analizate de la cele zece cultivare de vita de vie In scopul evidentierii
aparitiei variabilitatii somaclonale

Vine somaclones analysed in order to evidentiate somaclonal variability

Soiul Somaclona Soiul Somaclona
Cultivar Somaclone Cultivar Somaclone
Fal Fa6 CR1 CR6
Fa?2 Fa7 CR2 CR7
Feteascd alba Fa3 Fas8 Siﬂf’/féﬂgtn CR3 CRS
Fa4 Fa9 CR4 CR9
Fab Fa 10 CR5 CR 10
Fri Fr6 Trl Tr6
Fr2 Fr7 Tr2 Tr7
Feteasca regala Fr3 Fr8 Traminer roz Tr3 Tr8
Fr4 Fr9 Tr4 Tr9
Fr5 Fr 10 Tr5 Tr 10
Ril Ri 6 TCj 1 TCj 6
Ri 2 Ri7 TCj 2 TCj 7
Riesling italian Ri3 Ri 8 TimpuriudeCluj | TCj3  TCj 8
Ri4 Ri9 TCj 4 TCj 9
Ri 5 Ri 10 TCj5 TCj10
Mus 1 Mus 6 N1 N 6
Mus 2 Mus 7 N 2 N 7
Muscat Ottonel Mus 3 Mus 8 Napoca N3 N 8
Mus 4 Mus 9 N 4 N9
Mus 5 Mus 10 N5 N 10
Mr 1 Mr 6 Cel Ceb
Mr 2 Mr 7 Ce2 Ce7
Merlot Mr 3 Mr 8 Cetatuia Ce 3 Ce8
Mr 4 Mr 9 Ce4 Ce9
Mr5 Mr 19 Ce5b Ce 10

Ca sursa de hidrati de carbon s-a utilizat zaharoza (Sigma) in concentratie de 2-

3%. Ca agent de gelificare s-a utilizat agargel (Sigma) in concentratie de 0,75%.

2.2.2.2. Regulatorii de crestere utilizati, rol §i functii hormonale

Regulatorii de crestere sunt compusii organici, altii decat substantele nutritive,
care in cantitdti mici stimuleaza, inhiba sau modifica procesele fiziologice din plante.
S-a constat cd hormonii vegetali nu actioneaza separat, ci se interconditioneaza

reciproc, astfel ca reactia plantelor, in toate fazele de crestere si dezvoltare, reprezinta
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rezultatul unui echilibru intre compusii stimulatori si inhibitori.

Substantele biostimulatoare cuprind trei grupe mari de compusi cunoscuti:
auxine, gibereline, citokinine, iar dupa MITCHELL si colab. (1970) si brasinosteroizii.

La prepararea mediilor de culturd, in experientele noastre s-au folosit auxina,
acidul alfa naftil acetic (ANA) si citochinele, reprezentate de benzil aminopurina
(BAP) si tidiazuron (TDZ).

In functie de etapa parcursi in procesul de multiplicare in vitro s-a utilizat o
anumitd gama de concentratii pentru fiecare tip de hormon. Tipurile de hormoni
vegetali si concentratiile utilizate sunt prezentate n tabelul 5.

Tabelul 5

Substante biostimulatoare utilizate in cultura in vitro la vita de vie (mg/1) Cluj-Napoca,
2003-2006

Types of regulators used in vitro culture for grapewine (mg/l) Cluj-Napoca 2003-2006

Initierea culturii in Inducerea Regenerarea din
Tipul de hormon vitro calusogenezei calus
Type of regulator Initiated culture in Callus induction Regeneration of
Vitro callus
ANA (mg/l) 0,5 5,0; 10,0 0,5
BAP (mg/l) 0,5;1,0; 2,5 1,0 -
TDZ (mg/l) - - 0,5;1,0;2,0

2.2.2.2.1. Auxinele

Auxinele sunt compusi naturali care, in doze extrem de mici, direct sau indirect,
pot stimula atat cresterea cat si dezvoltarea plantelor, respectiv formarea organelor
vegetative si generative. Fitohormonii auxinici indeplinesc numeroase functil
biologice, avand un rol multiplu si complex in organismele vegetale.

Rolul esential al auxinelor constd in alungirea si cresterea celulelor, prin
madrirea plasticitatii si permeabilitdtii membranelor si a peretilor celulari. Avand si o
puternicd actiune rizogend, auxinele sunt folosite in inmultirea vegetativa pentru
stimularea inradacinarii butasilor.

Cele mai utilizate auxine sunt acidul alfa naftil acetic (ANA), acidul 3- indolil -
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butiric (AIB), acidul beta indolilacetcic (AlA), iar pentru inducerea formarii calusului,
cel mai adesea literatura citeaza utilizarea acidul 2,4 diclorfenoxiacetic (2,4-D). Se
cunosc si numeroase exemple in care, pentru inducerea calusului, s-au utilizat
concentratii mai mari de auxine sau combinatii intre auxine si citochinine
(HUTTEMAN si colab., 1993; NAKANO si colab., 1997; OLAH si colab., 2003).

Se apreciazd ca, pentru diferentierea si alungirea celulelor din tulpini,
concentratia de auxina trebuie sa fie intre 10°M -10° M. Concentratia de auxine care
actioneazd pentru stimularea mugurilor se apreciaza la 10 M, iar pentru alungirea
celulelor din radacini de la 10 pana la 1072 M. Concentratiile mai mari de auxine
duc la producerea unor tulburari morfologice, aparitia de hipertrofii si de hiperplastii

care consta in formarea de tesuturi tumorale (MILICA si colab., 1983).

2.2.2.2.2. Citochininele

Citochininele sunt adenine substituite cu un nucleu purinic. Ele stimuleaza
diviziunea celulard si au un rol important si in stimularea celulelor vegetale mature
nemeristematice (CACHITA, 2000).

La plantele superioare, biosinteza citochininelor are loc in tesutul meristematic
din vérful radacinii, de unde sunt transportate prin tesuturile conducdtoare catre
celelalte tesuturi si organe ale plantei.

Activitatea fitohormonald de baza a citochininelor in cadrul metabolismului,

constd in stimularea biosintezei acizilor nucleici (ARNr, ARNm) si a activitatii
proteinelor sau inhibarea activitdtii unor enzime (HIGGINS si colab., 1978), procese
care inhiba imbatranirea celulelor si a tesuturilor vegetale.
Citochininele au un rol important in procesul de morfogeneza al plantelor (BUTIUC si
colab., 1996). Un continut mai mare de kinetind in mediul nutritiv, fatd de cel al
auxinei, determina formarea de muguri pe calus, muguri din care se vor forma tulpini.
Daca insd se mareste continutul auxinei, pe cand cel al kinetinei ramane la acelasi
nivel, pe tesutul medular apar radacini adventive (HUSSEY, 1977, PAMFIL, 1983,
LOYD si colab., 1988).

Pentru inducerea aparitiei centrilor meristematici, care sa genereze mugurasi si
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apoi tulpinite, cel mai adesea in mediile de cultura este necesard prezenta unei
citochinine, in concentratii de 1-5 mg/I.

Caulogeneza este stimulatd de prezenta in substratul de cultura a unui anumit
raport intre auxine si citochinine. Inainte de descoperirea citochininelor, a fost mult
apreciatd combinatia dintre auxina 2,4-D si laptele de nuca de cocos, ca fiind eficienta
in inducerea formarii calusului. Dupa descoperirea citochininelor, pentru inducerea
calusogenezei kinetina a fost mult utilizatd, desi nu in toate cazurile cu aceleasi
rezultate. Treptat laptele de nucd de cocos a fost inlocuit de citochinine. Abia mai
tarziu s-a demonstrat ca efectul benefic al laptelui de nuca de cocos s-a datorat faptului
ca el contine multi compusi derivati ai citochininei. Realitatea cd@ auxinele si
citochininele sunt esentiale pentru calus a fost acceptatd unanim dupa descoperirea
prezentei citochininei in laptele de nuca de cocos (PIERIK, 1987).

Tidiazuronul este considerat printre cele mai active citochinine. Aceasta
citochinina induce in vitro o proliferare mult mai mare la multe specii, in comparatie
cu alte citochinine. De asemenea, s-a constat ca este eficientd in micropropagarea
multor specii recalcitrante, cum sunt speciile lemnoase (HUTTEMAN si colab., 1992).

2.2.2.3. Prepararea solutiilor stoc pentru mediile de cultura

Mediile de culturda se compun din substante anorganice: macroelemente,
microelemente si fier chelatizat (FeEDTA) si dintr-0 Serie de substante organice:
vitamine, aminoacizi, glucide, hormoni, si un agent gelificant.

In general, se prepard solutii stoc separat pentru: macroelemente,
microelemente, FeEDTA, vitamine, aminoacizi si pentru fiecare tip de hormon utilizat.

La prepararea solutiilor stoc, s-a tinut seama de cateva reguli:

— dizolvarea substantelor s-a facut numai in solventul adecvat (apa bidistilata,

alcooli, hidroxizi, acizi etc.);

— compusii anorganici au fost dizolvati succesiv, in ordinea indicata de

protocol;

— atunci cand substanta s-a solubilizat mai greu, amestecul s-a incalzit usor, pe

o plita cu agitator magnetic.
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Solutiile stoc de macroelemente au fost preparate in concentratie de 10 ori mai
mare decat cea prevazuta in reteta mediului de cultura.

Solutiile stoc de microelemente au avut o concentratie de 100 de ori mai mare
decat cea prevazuta in formula de bazd a mediului.

Fierul, un microclement necesar in mediile de cultura, a fost utilizat sub forma
de chelat (Na,FeEDTA). Tn cazul chelatului de fier nu s-au pregitit solutii stoc, acesta
fiind cantarit Tn momentul utilizarii.

Solutiile stoc de vitamine, aminoacizi si hormoni necesare au fost preparate in
concentratie de 10%. Avand In vedere ca solutiile stoc se recomanda sa fie reinnoite
periodic la circa trei luni de zile, pentru vitamine, aminoacizi si hormoni s-a ales un
volum de 100 ml.

Hidrolizatul de cazeina a fost dizolvat iIn momentul utilizarii intr-o solutie 1 N
NaOH (hidroxid de sodiu).

Asa dupa cum recomanda literatura de specialitate, hormonii au fost dizolvati in
alcool etilic sau hidroxid de sodiu.

Auxina utilizata, respectiv acidul alfa naftil acetic (ANA) a fost dizolvata intr-
o mica cantitate de alcool etilic 96° si apoi s-a diluat cu apa bidistilatd pand la
obtinerea solutiei de concentratie 10%.

Citochinina, respectiv benzil aminopurina (BAP), a fost dizolvatd, de asemenea,
intr-o mica cantitate de solutie 1 N de NaOH si apoi diluata cu apa bidistilata pana la
obtinerea solutiei finale stoc cu concentratia de 10%. TDZ - thidiazuron (N-phenyl-N’-
1,2,3,-thidiazol-5-yl urea) a fost dizolvat in DMSO (dimetil sulf oxid) pentru a obtine
solutia stoc (10%).

Pentru toate solutiile stoc aducerea la volum final s-a realizat in baloane cotate.

Vita de vie este una din plantele care necesita cantitati mari de azot organic. Ca
sursa de aminoacizi dar si ca sursd de azot organic se utilizeaza adesea hidrolizatul de
cazeina in concentratie de 0,1 — 1,0 ¢/l, peptona 0,25-3,0 ¢/, triptona 0,25-2,0 g/1 si
extractul de malt 0,5-1,0 g/l.

Pentru a suplini aportul de azot organic din mediul de cultura s-a utilizat
hidrolizatul de cazeind. Hidrolizatul de cazeina a fost solubilizat intr-o solutie 1 N de

NaOH in momentul utilizarii. Cantitate de hidrolizat de cazeina utilizata a fost de 100
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mg/l mediu de cultura.

Solutiile stoc au fost pastrate in frigider la temperatura de 2-4°C sl au stat la

baza prepararii mediului propriu-zis de cultura.

2.2.2.4. Primerii utilizati in amplificarea ADN-ului regenerantilor obtinuti

Primerii utilizati pentru amplificarea ADN-ului regenerantilor obtinuti din
cultura de calus au fost cei care au dat polimorfism in cazul amplificarii ADN-ului la
cultivarele de vita de vie in vivo. Provenienta celor 22 de primeri a fost diferita, astfel:
5 primeri decanucleotidici produsi de University of British Columbia (UBC), 5 primeri
de Pharmacia Biotech (PB), 12 de Mycroshinth (OPAB, OPA, OPE, OPAL, OPX,

AB) (tabelul 6).
Tabelul 6

Primerii utilizati in amplificarea ADN a regenerantilor obtinuti

Primers used in DNA amplification of regenerants obtained

Nr. Primer Secventa (5” - 37)
No Primer Sequence (5’ - 37)
1. UBC 228 GCT GGG CCG A
2. UBC 245 CGC GTGCCAG
3. UBC 563 CGCCGCTCCT
4. UBC 584 GCG GGC AGG A
5. UBC 599 CAAGAACCGC
6. PB1 GGT GCG GGA A
7. PB 3 GTAGACCCG T
8. PB 4 AAG AGCCCGT
9. PB5 AAC GCGCAAC
10. PB6 CCCGTCAGCA
11. OPAB 11 GTG CGC AATG
12. OPAB 18 CTGGCG TGTC
13. OPE 14 TGC GGC TGA G
14, AB 11 GTG CGC AATG
15. OPA 04 AAT CGG GCTG
16. OPA 03 AGT CAG CCAC
17. OPAL 20 AGG AGTCGG A
18. OPX O3 TGG CGC AGTC
19. OPA 01 CAGGCCCTTC
20. 70.08 CTG TACCCCC
21. 70.03 ACG GTG CCT G
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Nr. Primer Secventa (5° - 3)
No Primer Sequence (5’ - 37)
22. MIC - 07 TGTCTG GGT G

2.3. METODE DE LUCRU
2.3.1. Metode de lucru aplicate in experientele cu material biologic produs in vivo

2.3.1.1. Extractia de ADN in vederea executdarii analizelor RAPD

Metodele de izolare a ADN-ului au ca si criterii de baza puritatea, integritatea si
cantitatea de ADN obtinuta.

S-a demonstrat cd puritatea ADN-ului este unul dintre cei mai importanti factori
in reproductibilitatea metodei RAPD. Utilizarea matritei de ADN cu o puritate mare
asigurd reproductibilitate prin metoda RAPD. Amprentele RAPD vor fi identice in
repetitii numai dacd ADN-ul are o calitate adecvata.

Multe din aceste metode urmdresc eliminarea polifenolilor si a polizaharidelor
care determind izolarea unor extracte de ADN cu o culoare bruna, inaccesibile
enzimelor de restrictie.

Extractia ADN-ului la vita de vie este dificila datorita prezentei polifenolilor si
a poliglucidelor in cantitate mare. De aceea, in experientele noastre s-a incercat
optimizarea unui protocol de extractie a ADN-ului prin care sa se obtind o puritate cat
mai mare.

In acest sens, a fost adaugat in tamponul de extractie polivinilpirolidona (PVP),
mercaptoetanol, acid ascorbic si acidul dietilditiocarbamic (DIECA).

De asemenea, prin adaugarea solutiei apoase de clorura de sodiu (NaCl) SM si
etanol s-a marit solubilitatea polizaharidelor, impiedicand totodata si precipitarea
concomitenta a polizaharidelor cu ADN-ul.

Pentru a obtine un ADN de calitate care sa poate fi utilizat in tehnica RAPD au
fost testate trei metode de izolare:

Protocolul A descris de ROGER si colab. 1988

Protocolul B — descris de ROGER si colab., 1988 modificat
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Protocolul C — descris de LODHI si colab., 1994, modificat (POP si colab.,
2003).
Protocol A extractie ADN dupa ROGER si colab., 1988

Solutii necesare pentru izolarea ADN-Ulu:

¢ 2xCTAB 2% -100 ml ¢ Tampon 0,1 x TE 100 ml
2% CTAB 1,0 mM Tris pH 8
100 mM Tris HCI 0,1 mM EDTA pH 8
20 mM EDTA
1,4 M NaCl ¢ Cloroform : alcool izoamilic

0
L% PVP 24:1 -100 ml

¢ Solutie salina CTAB 5% - 100 ml ¢ Alcool etilic 95% - 100 ml

% .
% 7 f/maBu ¢ Alcool etilic 80% - 100 ml
¢ Tampon TE salin 100 ml ¢ RNA-aza 1 mg/l ml

10 mM Tris pH8
1 mM EDTA pH 8
1 M NaCl
Izolarea ADN-ului s-a realizat din 500 mg tesut foliar, mojarat in azot lichid.
Etapele de extractic a ADN-ului au fost:
¢ Materialul biologic se mojareaza in azot lichid. Mojarul se raceste in prealabil
cu azot lichid.
¢ Sec adauga 700 pl tampon de extractie (2 x CTAB) incalzit la temperatura de
65°C si se continua incalzirea intr-o baie marina la aceasta temperatura inca 1-5
minute.
¢ PVP-ul se adaugd in tamponul de extractie doar iIn momentul folosirii.
¢ Se transfera circa 100 mg din pudra (farda a o lasa sa se topeasca) intr-un tub
Eppendorf de 1,5 ml.
¢ Seadauga 700 ul cloroform : alcool izoamilic (24:1) si se agita usor.
¢ Se centrifugheaza 5 minute la 11.000 rotatii/minut.
¢ Sec transferda faza apoasa de la suprafatd intr-un nou tub Eppendorf. Se
indeparteaza faza cu cloroform de la baza.
¢ Seadauga 1/10 din volum solutie 5% CTAB (sau 1/5 din volumul solutie) si se

amestecd prin inversare.
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¢ Se realizeazd o noua extractie cloroform alcool izoamilic (24:1) repetand pasii
de la punctele 4-6.

¢ Se adauga tampon de precipitare, in volum egal si se amesteca usor. Tuburile se
pun in ghiati sau la frigider (2-4°C) pentru 5-30 de minute.

¢ Se centrifugheaza 10-60 secunde la 10.000 rotatii/minut. Se indeparteaza
supernatantul.

¢ Se rehidrateaza pellet-ul in tampon TE salin.

¢ Se adauga doud volume de alcool etilic 95% rece (—ZOOC) s1 se amesteca usor.

¢ Se centrifugheazd 15 minute la 10.000 rotati/minut. Se indeparteaza
supernatantul.

¢ Se addugd alcool etilic 80% pana la volumul original si se centrifugheaza 5
minute la 10000 rotatii/minut. Se indeparteaza supernatantul.

¢ Se asteapta pana la evaporarea completa a lichidului.

¢ Se rehidrateaza pellet-ul in solutie tampon 0,1 TE.

¢ Se trateazd cu RNA-azi 1 pl /100 pl ADN la 37°C, o ora pentru eliminarea
ARN-ului.

¢ Materialul se poate pastra in congelator la —20°C sau -70°C.

Protocol B extractie ADN dupa ROGER S.O. si colab., 1988, modificat

Solutii necesare pentru izolarea ADN-ului:

2 x CTAB 2% - 100 ml Solutie salina CTAB 5% - 100 ml

2% CTAB 5% CTAB

100 mM Tris HCI 0,7 M NaCl

20 mM EDTA

1,4 M NaCl Tampon TE salin - 100 mli

2% PVP

2% mercaptoetanol 10 mM Tris pH 8

1 mM EDTA pH 8

Tampon 0,1 x TE - 100 ml 1 M NaCl

1 mM TrispH 8 Cloroform : alcool izoamilic 24 :1- 100 ml

0,1 mM EDTA pH 8 Alcool etilic 95% - 100 ml

RNA-aza 1 mg/Iml

In cazul acestui protocol, in tamponul de extractie s-a addugat o cantitate mai
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mare de PVP, respectiv 2% si 2% mercaptoetanol.

Etapele de extractie au fost aceleasi ca si in cazul protocolului A.

Protocol C extractie ADN dupa LODHI si colab., 1994 modificat

Solutii necesare pentru izolarea ADN-ului:

. 2 x CTAB 2% - 100 ml ¢ Tampon de precipitare - 100 ml
5 9% CTAB 5 M NacCl
100 mM Tris HCI ¢ Cloroform : alcool izoamilic24: 1
20 mM EDTA 100 m
1,4 M NaCl
2% PVP ¢ Alcool etilic 95% - 100 ml
10 mM acid ascorbic
4 mM DIECA ¢ Alcool etilic 80 % - 100 ml
¢ RNA-aza 1 mg/I ml

¢ Tampon TE 100 mi

10 mM Tris HCI pH 8
1 mM EDTA phH 8

Pentru obtinerea extractului de ADN s-au parcurs urmatoarele etape:

¢ Se mojareaza 0,5 g material biologic in azot lichid pana se obtine o pulbere.

Este important ca prin mojarare s nu se obtinad o pulbere foarte fina.

¢ In tuburile Eppendorf se pipeteaza cate 700 pl tampon de extractie. In
momentul utilizarii n tamponul de extractie se adaugd PVP, acid ascorbic si DIECA.
Se transfera circa 100 mg din pudra obtinuta prin mojarare si se amestecad cu grija, prin
inversarea tuburilor Eppendorf.

¢ Se incubeazi tuburile pentru 25 de minute la temperatura de 65°C si apoi se
lasd sa se raceasca la temperatura camerei.

¢ Se adauga 700 pl cloroform : alcool izoamilic si se omogenizeaza bine prin
inversarea tuburilor de 20-25 ori pentru obtinerea unei emulsii.

¢ Se centrifugheaza pentru 15 minute la 11.000 rotatii/minut la temperatura

camerei.

¢ Se transfera faza apoasa intr-un nou tub eppendorf.
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¢ Pentru o extractie mai bund, respectiv pentru asigurarea unei puritdti superioare
a solutiei de ADN se repetd pasii 5-6-7.

¢ Se adauga 0,5 volume solutie apoasd de NaCl 5 M si se omogenizeaza bine.

¢ Se adaugd doud volume de alcool etilic 95% rece (—ZOOC) si se pastreaza
tuburile la frigider 15-30 de minute (4-6°C). Solutia poate fi tinuta la frigider o ora sau
mai mult, daca este necesar.

¢ Se centrifugheaza 3 minute la 3000 rotatii/minut apoi se creste turatia la 11.000
rot/minut pentru 5 minute, la temperatura camerei. Aceasta diferenta de centrifugare
ajuta la sedimentarea ADN-ului in tubul de centrifugare.

¢ Se indeparteaza supernatantul.

¢ Se adauga 700 pl alcool etilic 80% rece (0-4°C), pentru spalarea pellet-ului. Se
centrifugheaza 5 minute la 10.000 rotatii/minut.

¢ Se indeparteazd supernatantul. Se asteaptd pand la evaporarea completd a
alcoolului etilic , circa 20-30 de minute.

¢ Se rehidrateaza pellet-ul in solutie de TE — 50 pl/tub.

¢ Se trateaza cu 1 pl RNA-aza/100 pul ADN solutie si se incubeaza la 37°C timp

de 15 minute.

ADN-ul se pastreaza in solutie TE (Tris — EDTA) sau in apa sterila deionizata.
Probele de ADN se pot pastra pe o perioada mare de timp in frigider sau congelator.
Daca se are in vedere mentinerea probelor pentru o perioadd mai scurta de timp se
recomanda pastrarea la temperatura de —20°C, iar pentru o perioadd indelungata de
timp (luni sau ani) se recomanda temperatura de ~70°C.

In cazul protocolului C, modificarea a constat in adaugarea, in tamponul de
extractie, a urmdtoarelor componente: 2% polivinilpirolidond (PVP), 10 mM acid
ascorbic si 4 mM acid dietilditiocarbamic (DIECA). Aceste substante au fost adaugate
Tnainte de utilizare.

Solutiile necesare pentru extractia ADN-ului au fost preparate in solutii stoc

(100 ml) s1 pastrate in frigider sau la temperatura camerei (Vezi anexa 1).
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2.3.1.2. Cuantificarea ADN-ului

Dupa extractia ADN-ului, probele au fost cuantificate spectofotometric cu
ajutorul aparatului BioPhotometer Eppendorf.

Metoda spectofotometrica se bazeaza pe faptul cd majoritatea substantelor
biologice au o ratd de absorbtie caracteristicd in domeniul radiatiilor ultraviolete.
Astfel, rata de absorbtie de 260 nm corespunde acizilor nucleici, cea de 280 nm
proteinelor, iar 230 nm diferitilor contaminanti.

Densitatea optica a fost madsurata la rata de absorbtie A 260 nm si A 280 nm,
facand raportul dintre cele doud rate de absorbtie.

ADN-ul este considerat suficient de pur, daca raportul celor doua citiri,
respectiv Aygo/ Asgo, are valori cuprinse intre 1,7 si 2,0. Valorile mai mici de 1,7 indica
impurificdri cu proteine, iar cele mai mari de 2,0 impurificari cu alti contaminanti.

Aparatul BioPhotometer Eppendorf reda atat concentratia ADN-ului, cat si
cantitatea de ADN exprimata in ng/ul sau pg/ml. Legea lui Beer-Lambert arata ca
exista o relatie de liniaritate intre concentratia unui compus si absorbanta sa la o
anumitd lungime de unda. Pe acest fapt se bazeazad calcularea concentratiei de ADN,
dar se fac si aprecieri asupra puritatii ADN-ului in raport cu proteinele.

Intre cele trei metode de extractie a ADN-ului au rezultate diferente atat in ceea
ce priveste puritatea ADN-ului cat si cantitatea acestuia (tabelul nr. 4 si 8).

Datele obtinute au fost interpretate prin analiza variantei, testul comparatiilor

multiple.

2.3.1.3. Protocol de amplificare RAPD

Concentratia ADN matritd trebuie sa fie, in general, cuprinsa intre 5-500 ng/50
ul volum de reactie, cu un optim intre 10-50 ng/50 ul volum de reactie. Pentru
obtinerea solutiei de ADN de lucru cu aceastda concentratic, ADN-ul a fost diluat cu
TE (Tris HCI - EDTA).
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Componenta reactiei PCR
Amestecul de reactie RAPD a avut un volum de 25 pl/tub eppendorf, cu
urmatoarea compozitie:
- 50 ng ADN
- 200 uM amestec ANTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) (Promega)
- 0,2 uM primer
- 2,5 mM MgCl,
- 2,5mM 10 x buffer
- 1 U Taq DNA Polymerase (Promega)
- 2% PVP (Sigma)
- apa bidistilata sterilda
Prepararea amestecului de reactie s-a realizat in hota cu flux laminar, in conditii
sterile. Proba martor (control) contine toate componentele amestecului de reactie cu
exceptia ADN-ului.
Amplificarea probelor s-a realizat in aparatul Eppendorf Mastercycler gradient
programat astfel:
> 3 minute la 95°C — predenaturare, urmatd de 45 de cicluri cu urmatorul
profil de temperatura :
1. 1 minut la 93°C — denaturare
2. 1 minut la 34°C - fixarea primerilor
3. 1 minut la 72°C — extensie
4. extensia finald 10 minute la 72°C.
Temperatura de denaturare desface legaturile de hidrogen si separa cele doua
catene de ADN, conferindu-le rol de matrite.
Temperatura de hibridare, respectiv de fixare a primerilor, permite amorselor sa
se ataseze la secventele lor omoloage de pe matrita.
Temperatura de extensie, asigura functionarea optima a Taq polimerazei,
respectiv sinteza ADN-ului.
Pentru amplificare s-au utilizat 39 de primeri decanucleotidici, un primer avand

21 de nucleotide (tabelul 3). Primerii au fost utilizati pentru amplificarea soiurilor
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provenite de la toate cele cinci statiuni viticole. Primerii care au dat polimorfism au
fost utilizati apoi si pentru compararea acelorasi soiuri, dar care au provenit din

statiuni viticole diferite.

2.3.1.4. Electroforeza in gel de agaroza

2.3.1.4.1. Prepararea gelurilor de agaroza si a probelor de ADN

Ca metoda standard de separe, identificare si purificare a fragmentelor de ADN
se utilizeaza electroforeza in gel de agaroza si poliacrilamida. Gelurile de agaroza au o
putere de rezolutie mai mica decat cele de poliacrilamida, dar au o gama mult mai
larga de separare: fragmente de la 200 pb pana la aproximativ 50 Kb, in functie de
concentratia de agaroza.

Prepararea gelurilor a constat in topirea agarozei in cuptorul cu microunde, in
tampon de electroforeza Tris-borat 0,5 x (TBE) si turnarea acestora, dupa racire la
circa 55°C, in cuva de electroforeza. Migrarea gelurilor s-a realizat in cuva de
electroforeza orizontald, in tamponul Tris-borat 0,5x (TBE). Pentru obtinerea gelurilor
s-a utilizat agaroza (Sigma) in concentratie de 1,4%. Amplificarea probelor s-a facut in
trei repetitii pentru fiecare primer analizat.

Cantitatea maxima de ADN, care poate fi incarcatd intr-un godeu, depinde de
numarul de fragmente si de marimea lor. Cantitatea minimd de ADN care poate fi
detectata prin fotografiere, intr-un gel colorat cu bromura de etidiu, este de 2 ng, intr-0
banda latd de 5 mm. Daca o asemenea bandd contine mai mult de 500 ng, de ADN,
inseamna cd godeul a fost supraincarcat, din care cauza rezultd formarea unei benzi
continue, fara individualizare de-a lungul gelului (smearing, trailing). Cand sunt
analizate relativ putine fragmente de lungimi diferite in aceeasi proba, este
recomandata incarcarea cu 100-500 ng ADN intr-un godeu cu latimea de 5 mm. Daca
sunt analizate un numidr mare de fragmente, cu lungimi diferite, este posibild
incarcarea cu o cantitate mult mai mare de ADN, de 20-30 pg/godeu. Volumul maxim
de incarcare este determinat de volumul godeului (de exemplu 5 mm x 5 mm x 1,5

mm) adica aproximativ 37,5 ul (DORDEA si colab., 2000).
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Probele de ADN amplificate au fost preparate in tampon de incéarcare colorat cu
albastru de bromfenol. Tn fiecare tub eppendorf s-a adiugat cate 5 pg de colorant. In
fiecare godeu al gelului s-au pipetat cate 12 pl din produsul de amplificare. Primul
godeu a fost incarcat cu 12 pl marker ADN standard (100 pb DNA Step Ladder,

Promega).

2.3.1.4.2. Migrarea electroforetica

Electroforeza este un fenomen fizico-chimic de deplasare a particulelor
purtitoare de sarcini electrice sub influenta unui camp electric. Intr-un camp electric
uniform generat de doi electrozi, particulele incarcate electric se deplaseaza inspre
electrozii de sarcina electrica opusa. In conditii standardizate ale mediului de migrare
si ale campului electric, mobilitatea electroforetica depinde in mod esential de
marimea si forma moleculelor. Particulele de marime mai micd se deplaseazd mai
repede decat cele de marime mai mare.

Sursa de putere a fost programata la 0,57 V, respectiv 0,56 mA, iar durata de
migrare a fost de 2 ore si 30 minute.

Sursa de putere asigura curent continuu la bornele sale. Pastrarea constanta a
tensiunii §i intensitatii curentului electric, de-a lungul intregului proces, este esentiald
pentru o electroforeza corecta.

In timpul migrarii, bromura de etidiu migreaza spre catod, in sens opus fata de
ADN. Daca migrarea dureazd foarte mult, o cantitate semnificativa de bromura de
etidiu este indepartata din gel, facand dificild vizualizarea benzilor sdarace in ADN.
Timpul de migrare este marit in prezenta EtBr, deoarece mobilitatea ADN-ului dublu
catenar liniar este micsoratd cu circa 15% fatd de ADN-ul fard molecule de EtBr
intercalate.

Pentru a nu contamina cuva de electroforeza cu bromura de etidiu, gelurile au
fost colorate dupa migrare. In plus, existd si parerea ci benzile formate in absenta
bromurii de etidiu (EtBr) sunt mai precise. De aceea se preferd colorarea ulterioard a
gelurilor, desi aceasta procedura prezinta dezavantajul ca benzile nu pot fi urmarite in
diferite stadii in cursul migrarii (prin oprirea migrarii si examinarea in UV).

In experientele noastre, dupd separare, gelul a fost imersat in 150 ml 0,5x TBE
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la care s-a adaugat o solutie de bromura de etidiu 0,5 pg/ml. In aceasti solutie gelul a

fost mentinut pe o platforma agitatoare, timp de 30 de minute.

2.3.1.5. Preluarea imaginilor

Bromura de etidiu 151 pierde relativ repede fluorescenta in UV, astfel ca gelurile
colorate cu acest colorant nu se pot pastra, fotografierea gelului, expus la UV facandu-
se imediat dupd migrare.

Vizualizarea produsilor de amplificare s-a realizat in lumind UV, imaginea
gelurilor fiind achizitionata cu o camera video Alpha Innotech.

Preluarea imaginilor s-a realizat cu ajutorul programului Alfa Imager.

2.3.1.6. Analiza imaginilor

In analiza statistica s-au inclus doar benzile cu o intensitate luminoasa mare.
Benzile au fost detectate automat cu ajutorul programului Total Lab TL 100. Acest
program stabileste marimea fragmentelor de ADN prin compararea acestora cu un
ADN standard (Ladder ADN 100 pb). ADN-ul standard utilizat consta din 40 de
fragmente cuprinse intre 100 s1 4000 pb.

In urma compararii cu ADN-ul standard s-a putut stabili marimea fiecarui
fragment amplificat. Prezenta benzii cu aceeasi marime a fost notatd cu 1, iar absenta
ei din cultivarele analizate s-a notat cu 0. Analiza gelurilor s-a facut cu ajutorul
programului Total Lab TL 100, obtindndu-se matricea binara.

Matricea binara s-a utilizat apoi pentru calcularea distantelor genetice. Pentru
calcularea distantelor genetice si realizarea dendrogramei s-a utilizat programul
RAPDistance 1.04, utilizand coeficientul Jaccarrd pentru distantele genetice, respectiv
metoda Neighbor Joining Tree pentru dendrograma.

Formula utilizata pentru calculul coeficientului Jaccard (Jjj) este urmatoarea:

Jij = Cjj / (ni + n; - G

unde:
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Cj - reprezintd numdrul de benzi identice prezente la cele doua

genotipuri;
n; - reprezintd numarul total de benzi identificate la genotipul 1 si

respectiv j.
Distantele genetice calculate cu ajutorul coeficientului lui Jaccard au fost
analizate pentru realizarea dendrogramei prin metoda “Neighbor - Joining”.

Prezentarea grafica a dendrogramei s-a realizat cu pachetul de programe RAPDistance
1.04.

2.3.2. Metode de lucru aplicate in experientele cu material biologic produs in vitro

2.3.2.1. Metodele de multiplicare in vitro utilizate in experiente

Inmultirea asexuata in vitro se poate realiza prin mai multe procedee:
- inducerea si accelerarea proliferarii mugurilor axilari sau lastarirea axilara
multipla;

- inducerea formarii mugurilor adventivi;

- inducerea diferentierii embrionilor somatici identici cu cei zigotici;

- inducerea formarii organelor de rezerva — bulbi, bulbili, microtuberculi etc.

Alegerea unei metode de micropropagare are in vedere anumiti factori cum ar
fi:

¢ diferentele genotipice;

¢ posibilitatea obtinerii unor variante sau mutante.

Pentru initierea culturilor in vitro, la cele 10 cultivare de Vitis vinifera, in

experientele noastre s-a utilizat sistemul de multiplicare prin lastarire axilara.

2.3.2.2. Multiplicarea prin lastarire axilara

Prin acest sistem de micropropagare se poate asigura o mare uniformitate

geneticad a descendentilor, deoarece lipseste faza de calus. Se considerda ca fiecare
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lastar este o potentiald planta, fapt ce poate asigura o ratd de multiplicare foarte mare
care poate fi mentinuta la un nivel constant pe parcursul unui numar mare de pasaje.
Literatura de specialitate arata ca rata de multiplicare poate ajunge la 10*- 10% an.

Multiplicarea prin lastdrire axiald suprimda dominanta apicald, ceea ce va
determina functionarea meristemelor mugurilor care sunt formati pe plantd in alte
pozitii decét apicala.

Ca si tipuri de explante se pot utiliza varfurile de lastari, meristeme, muguri
terminali sau axilari, apexuri de lastari, noduri sau inflorescente.

Etapele multiplicarii prin lastarire sunt:

Initierea culturii pornind de la diferite tipuri de explante.

Stimularea reactivarii meristemelor si formarea lastarilor, in acest scop
fiind necesara alegerea unui mediu adecvat, cel mai adesea cu o concentratie
mica de citochinine.

- Utilizarea neoplantulelor ca sursa de explante, de la acestea prelevandu-se
nodurile si apexurile care vor constitui noi lastari.

- Inducerea lastaririi axilare multiple si formarea de tufe de lastari, fenomen
ce poate fi obtinut prin utilizarea unui mediu bogat in citochinine.

- Multiplicarea prin divizarea tufelor de lastari.

- Inradacinarea lastarilor in vitro si aclimatizarea plantelor obtinute. In cazul
in care lastarirea este foarte intensd se poate provoca alungirea lastarilor
inainte de inradacinare.

Cultura in vitro, la toate soiurile de vitd de vie studiate, a fost initiatd din

segmente nodale, cu cel putin un mugure axilar, detasate de pe lastarii recoltati din

camp.

2.3.2.3. Cultura de calus

Utilizarea altor tipuri de explante decat meristemul, in scopul regenerdrii de

neoplantule, necesitd parcurgerea obligatorie a unui stadiu de cultura de calus.
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Calusul este o masa neorganizata, informa, de celule parenchimatice proliferate

care, prin cultivare, formeaza focare de celule meristematice, elemente de sisteme
conducatoare, celule pigmentate etc.
Pentru obtinerea de calus este nevoie de un mediu agarizat care sd sustind masa
celulard, in crestere. Periodic, calusul trebuie fragmentat si subcultivat pentru a nu
intra Tn senescentd. Formarea calusului poate fi indusa si acesta prolifereaza, in special
pe medii de cultura cu 2,4-D. De asemenea, si alti regulatori de crestere, fie auxine, fie
citochinine aflati in concentratii mari in mediul de cultura, pot genera calus.

Operatiunile care trebuie efectuate in scopul obtinerii de calus sunt (CACHITA,
1984):

— alegerea materialului vegetal, din care se va executa prelevarea explantelor,
acesta putand fi reprezentat de: seminte, embrioni, radacini, tesut de rezerva,
frunze, ramuri, antere, ovare etc.;

— prepararea mediilor de culturd si alegerea tipului de mediu adecvat;

— sterilizarea vaselor si a mediilor de cultura;

— pregdtirea materialului vegetal In vederea dimensionarii explantelor;

— dimensionarea explantelor;

— inocularea explantelor;

— 1ncubarea inoculilor fie la intuneric, fie la lumina;

— observarea proceselor de formare a calusului si urmarirea cresterii acestuia;

— repicarea periodica si transferarea fragmentelor de calus pe medii proaspete,
de obicei la circa 4-6 saptamani;

— urmadrirea proceselor de organogeneza sau embriogeneza.

2.3.2.4. Multiplicarea prin muguri sau ldstari adventivi

Prin acest sistem de micropropagare se induce indirect, in calusuri, sau direct pe
explante formarea mugurilor. Se considerd ca fiecare mugure poate fi o potentiala
planta noud. Acest tip de multiplicare a fost utilizat In experientele noastre de
propagare in vitro a regenerantilor si in cele de formare a calusului si subcultivarea

repetatd a acestuia.
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Ca si tip de explante se utilizeaza frunze, tulpini sau calusul.

Etapele multiplicarii prin inducerea formarii lastarilor adventivi sunt:

initierea culturii folosind fragmente de organe, tesuturi, protoplasti, polen;

inducerea formarii mugurilor adventivi din celulele explantului, utilizand
un mediu de cultura adecvat;

- cresterea lastarilor obtinuti din muguri fie pe acelasi tip de mediu fie pe un
mediu diferit pentru a stimula alungirea;

- formarea calusului primar prin inducerea diviziunii si dediferentierea
celulelor explantului initial;

- subcultivarea calusului pe un mediu de crestere;

- regenerarea plantelor prin transferul calusului pe un mediu de inducere a
organogenezei, mentinerea calusului pe medii facandu-se prin pasari
succesive;

- inradacinarea lastarilor in vitro prin utilizarea unui mediu bogat in auxine
sau un mediu fara hormoni.

Acest sistem de multiplicare poate duce la obtinerea unor variatii genetice sau
epigenetice. Metoda este indicatd in cazul speciilor la care stabilitatea genotipicd nu
este obligatorie sau atunci cand ea poate fi evaluata in stadiul de plantula. In cazul in
care obiectivul principal 1l reprezintd mentinerea stabilitdtii genetice, acest sistem de
multiplicare este contraindicat.

Pentru a obtine plante care pot prezenta variatii genetice sau epigenetice este
necesard cresterea numdrului de subcultivari §i  monitorizarea concentratiei
regulatorilor de crestere, regenerarea indirectd din calus si a pdastrarii variatiilor

identificate.

2.3.2.5. Sterilizarea materialului biologic, a recipientelor si mediilor de

cultura utilizate in experientele in vitro

Materialul biologic donator de explante a fost constituit din ldstari tineri

proveniti de la zece soiuri de vita de vie, recoltati din cinci statiuni viticole din tara.
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Pentru initierea culturii in vitro s-au folosit lastari de vitd de vie recoltati direct
din cdmp de la care s-au prelevat apoi segmente nodale.

Lastarii de vitd de vie au fost fasonati in fragmente cu dimensiuni cuprinse intre
6-8 cm dupa ce in prealabil au fost indepartate frunzele.

Aceste fragmente nodale au fost sterilizate cu o solutie de hipoclorit de sodiu
(NaOCl) 5%, la care s-au adaugat cateva picaturi de Tween-20. Fragmentele nodale au
fost mentinute in solutia dezinfectantd timp de 20 minute cu agitare periodica.

Pentru a evita actiunea remanentad a agentului de dezinfectare, segmentele
nodale au fost imersate In apa distilatd sterild, unde au fost mentinute timp de cinci
minute, dupa care au urmat trei spalari repetate cu apd distilata sterila.

Pentru a preintampina aparitia infectiilor, sticlaria utilizata, respectiv eprubetele
si borcanele pentru inoculare, diverse recipiente au fost sterilizate inainte de
introducerea mediului de culturd. Sterilizarea s-a realizat prin autoclavare la 134°C,
timp de 15 minute.

Toate mediile de cultura utilizate au fost sterilizate prin autoclavare, la 121°C,
timp de 20 de minute. De asemenea, toate operatiile de prelevare, inoculare, pasare s-

au executat in conditii sterile, in hota cu flux laminar.

2.3.2.6. Organizarea experientelor realizate in conditii de cultura in vitro

2.3.2.6.1. Multiplicarea prin lastarire axilara

Pentru studierea capacitatii regenerative la vitd de vie, au fost utilizate ca sursa
de explante segmentele nodale provenite de pe lastarii recoltati din camp.

Segmentele nodale au fost sterilizate, apoi fasonate la dimensiunea de 0,5 cm si
inoculate pe mediile de cultura.

Sterilizarea si prelevarea explantelor s-a facut in hota cu flux laminar.
Inocularea explantelor s-a facut in eprubete.

Mediul pentru initierea culturii in vitro a fost Murashige —Skoog (1962)
suplimentat cu concentratii diferite de hormoni, realizand trei variante de medii de

cultura:
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V1= Mediul MS - 0,5 mg/l BAP, 0,5 mg/l ANA, 100 mg/l hidrolizat de cazeina
V, = Mediul MS - 1,0 mg/l BAP, 0,5 mg/l ANA, 100 mg/1 hidrolizat de cazeina
V3 = Mediul MS -2,5 mg/l BAP, 0,5 mg/l ANA, 100 mg/l hidrolizat de cazeina

Mediul bazal MS a fost suplimentat cu zaharoza 30 g/l si agar 7,5 g/l pentru
toate cele trei variante de concentratii hormonale. pH-ul mediului a fost ajustat la 5,8,
inainte de adaugarea agarului. Mediul a fost repartizat in eprubete care apoi au fost
sterilizate prin autoclavare la 121°C timp de 15 minute.

Dupa inoculare, explantele au fost mentinute in camera de crestere la o
fotoperioada de 16/8 ore, intensitate luminoasd de 2500 lucsi si la o temperaturd de
22-24°C.

Dupa primele trei zile de la inoculare s-au indepartat eprubetele cu explante
infestate sau necrozate.

Evaluarea in vitro a culturii de segmente nodale a fost efectuata la 8 saptamani
de la incubare si a constat in determinarea urmatorilor parametri: numarul de lastari
formati, lungimea lastarilor, si numarul de noduri/lastar.

In continuare plantulele obtinute in vitro pe varianta V3 de mediu au fost
divizate si repicate periodic (la circa opt saptamani) pe acelasi tip de mediu. Inocularea

explantelor s-a facut in borcane. In fiecare borcan au fost inoculate 4-5 explante.

2.3.2.6.2. Cultura de calus

Cultura de calus a fost initiatd atat din segmente nodale cat si din frunze, de la
plantulele obtinute in vitro pe mediul de culturda MS (1962), varianta V3.

In vederea initierii culturii de calus, segmentele nodale au fost cultivate pe
mediul bazal MS (Murashige —Skoog, 1962), suplimentat cu acid naftil acetic (ANA)
in doud concentratii:

- MS; - cul0mg/l ANA si 1,0 mg/l BAP

- MS; - cu 5,0 mg/l ANA si 1,0 mg/l BAP

Ambele variante de mediu au fost suplimentate cu zaharoza 20 g/1 si agargel
(Sigma) 7,5 g/l.

pH-ul mediului a fost ajustat la 5,8, inainte de adaugarea agarului.
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Frunzele au fost detasate de pe plantulele obtinute in vitro. Acestea au fost
sectionate perpendicular pe axa nervurii principale si plasate in vasele de cultura cu
partea inferioara a frunzei in contact cu mediul de culturd. Inocularea explantelor s-a
facut in eprubete.

La sase sdptamani calusul a fost subcultivat pe mediu proaspat in vase de
cultura mai mari, respectiv in borcane autoclavabile.

Culturile au fost incubate in aceleasi conditii experimentale ca si pentru etapa
de initiere a culturii in vitro.

Mentinerea calusului in cultura, respectiv multiplicarea acestuia cu mentinerea
celulelor viabile si totipotente, necesitd transferarea si subcultivarea pe medii
proaspete. Astfel, periodic, la interval de circa patru sdptdméni, calusul a fost
fragmentat si subcultivat pe medii proaspete. Fragmentarea calusului consta in
divizarea inoculului si inldturarea partilor necrozate sau senescente.

Pentru a testa cresterea calusului si mentinerea lui in cultura in vitro, a fost
inifiat un nou experiment care a constat din pasarea calusului pe trei variante de medii:

- MS - fara regulatori de crestere, dar suplimentat cu 100 mg/l hidrolizat de

cazeina;

- MS - suplimentat cu 1,0 mg/l ANA, 1,5 mg/l TDZ, 100 mg/l hidrolizat de

cazeina;

- MS - suplimentat cu 2,5 mg/l BAP, 1,0 mg/l ANA, 100 mg/l hidrolizat de

cazeina.

Mediul cel mai favorabil a fost utilizat in continuare pentru subcultivarea

calusului si mentinerea lui in culturd in vitro.

2.3.2.6.3. Inducerea si dezvoltarea lastarilor multipli

Pentru inducerea formadrii lastarilor multipli, calusul morfogenetic obtinut din
segmentele nodale a fost transferat pe mediul MS suplimentat cu concentratii variate
de TDZ - thidiazuron (N-phenyl-N’-1,2,3,-thidiazol-5-yl urea) in combinatie cu acidul
alfa naftil acetic, in concentratie de 0,5 mg/l. Concentratia de zaharoza a fost de 3%.

Cele trei variante de mediu au fost:
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MS -TDZ - 0,5 mg/l TDZ, 0,5 mg/l ANA

MS -TDZ -1,0mg/l TDZ, 0,5 mg/l ANA

MS -TDZ -2,0mg/l TDZ, 0,5 mg/l ANA

Din masa de calus obtinutd pe mediul MS suplimentat cu ANA 1n concentratie
de 10 mg/l s-a prelevat calusul care prezenta caracteristici embriogene. Fragmentele de
calus detasate au fost inoculate in borcane continand cele trei variante de mediu. in
fiecare borcan s-au inoculat cate patru fragmente de masa calusala. Aparitia primilor
lastari a fost observata dupa circa 14 zile. Efectul variantelor de mediu, ilustrat prin
media numarului de lastari si media lungimii lastarilor formati, a fost calculat la 45-50
de zile. Experimentul a fost realizat in trei repetitii, masurdtorile fiind executate pe
cate 30 de explante/repetitie.

Pe un fragment de calus s-au regenerat mai multi lastari care au fost separati si
fragmentati, urmand sa fie subcultivati pe medii proaspete. Regenerantii obtinuti in
vitro au fost pasati pe mediul MS suplimentat cu TDZ 0,5 mg/l. Pe acest mediu s-a
format un numar mare de lastari scurti, cu frunze mici, cu aspect de tufa.
Neoplantulele formate au fost pasate periodic, la interval de 8 sdptamani, pe mediu
proaspat. In general, lastirasii neoformati la nivelul calusurilor au un aspect diferit de
acela al tulpinitelor formate din meristeme, fapt constat si de alti autori (CACHITA,
1984).

TDZ - thidiazuron (N-phenyl-N’-1,2,3,-thidiazol-5-yl urea) este un derivat al
difenilureei. TDZ, fenilurea, este consideratd ca fiind una dintre cele mai active
citochinine pentru inducerea lastarilor in culturile de tesuturi (HUETTEMAN si colab.,
1993; MURTHY si colab., 1999). Activitatea acestei citochinine a fost raportatd in
anul 1982, de atunci dovedindu-se foarte eficientd in stimularea multiplicarii si
proliferarii lastarilor axilari sau pentru formarea mugurilor adventivi.

S-a constatat ca TDZ induce regenerarea de lastari la diferite explante provenite
de la specii recalcitrante, cum ar fi cele medicinale si lemnoase. De asemenea, multi
autori sugereaza cd TDZ are rezultate mai bune in regenerarea lastarilor decat alte
citochinine. Morfogeneza indusd de TDZ probabil depinde de nivelul endogen al
regulatorilor de crestere si poate avea capacitatea de a modula nivelul endogen de

auxind. Combinatia sinergeticd a auxinei §i citochininei promoveaza regenerarea
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lastarilor (GUREL si colab., 2001; KHAWAR si colab., 2004; YOUMBI si colab.,
2006).

2.3.2.6.4. Extractia ADN-ului

De la plantulele regenerate din calus s-au detasat frunzulite care apoi au fost
supuse extractiei de ADN.

Extractia de ADN s-a facut din frunzele neoplantulelor obtinute dupd a 5-a, a
10-a si a 15-a pasare pe medii noi de cultura. De la fiecare cultivar s-au analizat cate
zece somaclone. Notarea somaclonelor de la fiecare soi este prezentata in tabelul 4.

Extractia ADN-ului s-a facut, in toate cazurile, aplicand protocolul lui LODHI
si colab., 1994 modificat de noi (POP si colab., 2003), protocol care a dat cele mai
bune rezultate si in cazul extractie ADN-ului de la plantele in vivo. Protocolul de lucru

s materialele necesare au fost prezentate in capitolul anterior (subcapitolul 2.3.1.).

2.3.2.6.5. Cuantificarea, amplificarea ADN-ului si electroforeza in gel de

agaroza

Ca si in cazul altor metode bazate pe tehnica PCR, metoda RAPD necesita
mentinerea constantd a conditillor de reactie (profilul de temperaturd al
termocyclerului, temperatura de fixare a primerilor, concentratia polimerazei,
concentratia primerilor, matrita de ADN etc.). Uneori, pentru marirea specificitatii si
eficientei reactiei in amestecul de reactie se poate adduga DMSO, Tween, BSA sau
gelatind.

Avand in vedere aceste considerente probele de ADN obtinute din regenerantii
in vitro au fost cuantificate spectofotometric cu acelasi aparat folosit si pentru probele
in vivo, respectiv BioPhotometer Eppendorf.

De asemenea, pentru amplificare s-a pastrat acelasi volum de reactie, respectiv
de 25 pl/tub eppendorf si aceeasi compozitie ca si in cazul probelor obtinute la
materialul in vivo. Pentru amplificarea probelor s-a utilizat tot aparatul Eppendorf
Mastercycler gradient.
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Gelurile pentru electroforeza a fost de asemenea preparate ca si in cazul
precedent in solutie de 0,5 TBE cu concentratia de 1,4%.
Vizualizarea produsilor de amplificare s-a realizat in lumina UV, imaginea

gelurilor fiind achizitionata cu sistemul Biospectrum AC Imaging (UPV Inc.).

2.3.3. Metode statistice de calcul si interpretare a rezultatelor

In cazul experientelor efectuate cu material biologic provenit in vivo
valorificarea rezultatelor experimentale s-a facut prin analiza variantei, modelul
variabilitdtii trifactoriale. Aceste modele trifactoriale au fost utilizate pentru rezultatele
privind puritatea si cantitatea de ADN. Au fost redate tabelele variantei, cu proba F, iar
interpretarea rezultatelor s-a facut prin testul comparatiilor multiple (Duncan sau
Tuckey), doar pentru factorii §i combinatiile de factori pentru care F calculat a avut
valori semnificative pentru P 5%.

Interpretarea gelurilor obtinute s-a facut prin analiza statistica a imaginilor.
Marimea fragmentelor amplificate a fost stabilitd cu ajutorul programului Total Lab
TL 100, program care a redat si matricea binari. In cazul gelurilor cu regenerantii
obtinuti in vitro, datele primare obtinute cu programul Total Lab TL 100 au fost
prelucrate cu programul FreeTree (HAMPL si colab., 2001). Matricele binare obtinute
a servit apoi pentru calcularea distantelor genetice si realizarea dendrogramelor
utilizand programul RAPDistance 1.04 cu aplicarea coeficientului Jaccarrd si a
metodei Neighbor Joining Tree.

Pentru  experientele de micromultiplicare, valorificarea rezultatelor
experimentale s-a facut prin analiza variantei caracteristica modelelor trifactoriale si
bifactoriale. Modelele trifactoriale au fost utilizate in experientele de
micromultiplicare, pentru rezultatele referitoare la numarul de neoplantule obtinute,
lungimea acestora si numarul de noduri/neoplantuld. Modelele bifactoriale au fost
utilizate in experientele de calusogeneza si regenerare ale calusului, obtinut de la cele
zece soiuri de vita de vie.

In toate cazurile in care au fost implicate experientele trifactoriale si bifactoriale

au fost redate tabelele variantelor cu probele F prin care se justifica prezentarea
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rezultatelor finale in tabele bilaterale cuprinzand efectele a doi factori si a interactiunii
dintre acestia.

Interpretarea rezultatelor s-a facut prin testul comparatiilor multiple (Duncan
sau Tuckey). Semnificatia diferentelor dintre efectele factorilor experimentali este
realizatd prin notarea cu litere majuscule, iar a interactiunilor dintre factori prin

notarea cu litere minuscule.
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CAPITOLUL I

REZULTATE SIDISCUTII

3.1. REZULTATE PRIVIND EXTRACTIA PROBELE DE ADN PROVENITE DIN
MATERIALUL BIOLOGIC IN VIVO

In cazul vitei de vie, izolarea ADN-ului, si ulterior, utilizarea acestuia in
vederea obtinerii produsilor PCR este foarte dificila datoritd abundentei polifenolilor,
polizaharidelor, a prezentet ARN-ului si a altor produsi secundari (ROUT si colab.,
2002). Polifenolii si alti compusi secundari din plante degradeazd ADN-ul si, de
asemenea, inhiba activitatea Taq polimerazei. Acesti compusi insotesc ADN-ul cand
are loc liza celulei. Liza celulelor prin mojarare in azot lichid, urmata de incubarea in
tamponul de extractie, determina si liza organitelor celulare.

La un numaér considerabil de specii de plante ADN-ul obtinut are o culoare
bruna datoritd oxidarii polifenolilor si a compusilor chinonici. Oxidarea puternica
degradeaza ADN-ul si proteinele. In consecinta, cantitatea si puritatea ADN-ului la
aceste specii este foarte mica. Chiar si in prezenta PVP-ului si a altor absorbanti
polifenolici in tamponul de extractie, in concentratie de 1-4%, fenolii pot sa ramana in
extractul de ADN, colorandu-l. Includerea in tamponul de extractie a inhibitorilor de
fenoloxidaza, cum ar fi acidul dietilenditiocarbamic (DIECA) si a antioxidantilor
(acidul ascorbic sau a mercaptoetanolului) reduce brunificarea extractului.

Avand in vedere aceste considerente s-a urmarit obtinerea unui ADN de puritate
cat mai mare dar §i a unei cantitdti corespunzatoare pentru a putea fi utilizata apoi in
reactia de amplificare PCR.

Primul protocol de extractie a ADN-ului folosit de noi a fost dupa ROGER
S.0. si colab., 1988, protocol care utilizeaza CTAB-ul (Cetyl trimethylammonium
Bromide).

La plante, cantitatile mari de metaboliti secundari nu pot fi extrase cu fenol sau

cloroform si pot ingreuna considerabil purificarea ADN-ului. De aceea, pe langa
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extractia proteinelor, se procedeazad la precipitarea ADN-ului si separarea sa prin
centrifugare. CTAB este folosit, la plante, atat pentru liza membranelor celulare cat si
pentru formarea de complexe insolubile, reversibile cu ADN. Aceste complexe
sedimenteaza la centrifugare. Moleculele de CTAB au capacitatea de a forma
complexe insolubile cu ADN-ul la concentratii scazute de saruri (aproximativ 0,5 M
NaCl), de a se disocia de ADN si a resolubiliza la concentratii crescute de sdruri.
Bazandu-se pe aceste proprietati, metoda permite separarca ADN-ului precipitat cu
CTAB prin centrifugare si indepartarea supernatantului, impreund cu marea majoritate
a contaminantilor. Eficienta metodei este de 100 pana la 500 pg ADN izolat/gram de
tesut proaspat, in fragmente de 50 kb sau mai mult (DORDEA si colab., 2000).

La speciile lemnoase izolarea ADN este foarte dificild, datoritd continutului
ridicat de polifenoli si polizaharide care contamineaza ADN-ul interferand cu analizele
ulterioare (CHENG si colab., 1997).

Un alt aspect important in procesul de izolare a ADN-ului este acela de a
elimina polizaharidele, compusi care determind izolarea de ADN cu o consistenta
vascoasd. O modalitate de eliminare a polizaharidelor este acela de a mari concentratia
de CTAB in tamponul de izolare (WEISING si colab., 1995).

Polizaharidele si polifenolii interfereazd in reactia in lant a polimerazei prin
inhibarea activitatii Taq polimerazei. Polifenolii, in forma oxidata, se fixeaza de ADN
prin legdturi covalente, impiedicand analizele ulterioare. O modalitate de a evita
problemele create de polifenoli este aceea de a congela tesutul, atit inainte cat si in
timpul mojararii. (STANGE si colab., 1998, KOONJUL si colab., 1999).

Desi protocolul cu CTAB este des utilizat, in cazul vitei de vie nu a dat rezultate
corespunzatoare. Puritatea ADN-ului a fost foarte mica (tabelul 11) iar extractul, la
cele mai multe soiuri, a avut o culoare bruna.

Cel de-al doilea protocol (B) a constat intr-o imbunatatire a metodei de extractie
a ADN-ului. In acest sens, in tamponul de extractie s-a madrit cantitatea de PVP,
respectiv la 2%, si in plus s-a mai adaugat si 2% mercaptoetanol. Acest protocol a
imbunatatit calitatea ADN-ului, dar numai la unele soiuri (tabelul 11), Feteasca alba,
Feteasca regala, Muscat Ottonel, Riesling italian, Traminer roz avand cele mai scazute

puritati si dupad parcurgerea acestui protocol. La aceste soiuri puritatea ADN-ului a
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awvut valori cuprinse intre 1,2 —1,5, indiferent de statiunea de la care au provenit.

Amplificarea slaba a secventelor de ADN, ne-a determinat sa recurgem la un
nou protocol de extractie deoarece este cunoscut faptul ca puritatea ADN-ului este
unul dintre cei mai importanti factori in reproductibilitatea metodei RAPD. Numai
utilizarea matritei de ADN cu o puritate mare asigura rezultate reproductibile prin
metoda RAPD. Daca ADN-ul are o calitate adecvata, amprentele RAPD vor fi identice
in repetitii (MCCLELAND si WELSH, 1994).

Cel de-al treilea protocol de extractie (C) utilizat de noi a fost dupa LODHI si
colab., 1994, protocol caruia i s-au adus unele modificari (POP si colab., 2003).
Modificarea a constat in primul rand in addugarea unor noi componente in tamponul
de extractie. Astfel, tamponul de extractie a fost imbunatétit prin adaugarea de 10 mM
acid ascorbic si 4 mM acid dietilditiocarbamic (DIECA). Aceste substante au fost
adaugate in tamponul de extractie doar in momentul utilizarii. Protocolul standard
prezentat de LODHI si colab. (1994) continea in tamponul de extractie 2% PVP si
0,2% beta mercaptoetanol.

Polivinilpirolidona solubila (PVP 40) adaugatd in tamponul de izolare, in
concentratie de 2%, a avut rol de absorbant al polifenolilor. Acidul dietilditiocarbamic
(DIECA) adaugat in tamponul de izolare a avut rol de inhibitor al fenoloxidazei.
Inhibarea oxidarii polifenolilor s-a realizat prin includerea unei concentratii mari de
antioxidant, respectiv acidul ascorbic 4 mM, in tamponul de extractie. Rolul acidului
ascorbic ca inhibitor al oxiddrii polifenolilor a fost constatat si de alti autori
(WEISING si colab., 1995).

Adaugarea acidului ascorbic si a acidului dietilditiocarbamic s-a dovedit a fi
benefica, puritatea ADN-ului imbunatatindu-se semnificativ, ajungand la valori mult
mai mari (1,7-1,9) la toate soiurile analizate din toate cele cinci statiuni. Extractia de
ADN prin aceastda metoda a dus la obtinerea unei solutii de ADN incolore la toate
probele analizate.

De asemenea, un efect favorabil asupra puritatii ADN-ului I-a avut si utilizarea
solutiei de clorurd de sodiu 5 M si a alcoolului etilic, care au favorizat marirea
solubilitatii polizaharidelor, impiedicand totodatd precipitarea concomitentd a

polizaharidelor si a ADN-ului. LODHI si colab., (1994) arata ca adaugarea de clorura
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de sodiu in concentratie mare a avut un efect sporit in indepartarea polizaharidelor la
speciile de Vitis (ROUT si colab., 2002).

Cantitatea de ADN obtinutd prin cele trei variante de extractie a fost
corespunzatoare (77,5-4518,6 ng/ul), avand in vedere ca pentru amplificare s-au
utilizat 50 ng. Cea mai mica cantitate de ADN s-a obtinut la soiul Cetatuia provenit de
la Valea Célugdreascd, atunci cand pentru extractie s-a aplicat protocolul A (77 ng/pl).
Cea mai mare cantitate de ADN respectiv de 4518,6 ng/ul, s-a obtinut tot la soiul
Cetatuia, provenit de aceasta datd de la Blaj, prin utilizarea protocolului C. Datele

privind cantititile de ADN obtinute sunt prezentate in tabelul 7.

Tabelul 7
Cantitatea de ADN obtinutd prin cele trei metode de extractie
DNA concentration determined in three extraction metods
Soiul Localitatea g%‘;f;f;g;tigi Zgz }
Cultivar Provenance Protocol A Protocol B Protocol C
Blaj 449,50 202,00 2111,30
Recas 387,50 92,30 1328,50
Feteasca alba Odobesti 1100,50 257,20 1487,40
Tasi 403,00 557,00 1088,90
Valea Calugareasca 1395,00 108,00 1377,30
Blaj 1054,00 218,30 3447,20
Recas 575,80 95,00 701,20
Feteasca regala Odobesti 440,00 286,20 2112,10
Tasi 434,00 563,20 2289,20
Valea Calugareasca 1550,00 287,00 670,30
Blaj 604,50 189,90 2101,90
Recas 682,00 246,60 1289,50
Muscat Ottonel Odobesti 759,50 175,30 958,30
Tasi 217,00 599,20 768,00
Valea Calugareasca 1302,00 349,00 1068,60
Blaj 992,00 256,20 3549,90
Recas 449,50 287,00 2254,00
Riesling italian Odobesti 759,50 185,20 1113,70
Tasi 496,00 634,00 1068,30
Valea Calugareasca 449,50 371,20 1208,00
Blaj 372,00 420,10 2958,60
Traminer roz Recas 542,50 139,00 3756,90
Odobesti 186,00 538,20 3028,50
lasi 232,50 93,30 1285,90
Valea Calugareasca 372,00 290,00 2064,10
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Tabelul 7
continuare
Cantitatea de ADN obtinutd prin cele trei metode de extractie
DNA concentration determined in three extraction metods
. . Cantitatea de ADN ng/ul
Cﬁ?[:l\J/Lr FI’_r %?/erl]tgaii DNA concentration ng/ul
Protocol A Protocol B Protocol C
Blaj 780,60 802,20 833,90
Cabernet Sauvignon Recas 790,50 820,20 1025,20
Odobesti 765,50 810,50 856,70
Iasi 775,00 815,60 4276,80
Valea Calugareasca 1317,50 868,60 1226,50
Blaj 475,60 726,30 4518,60
Recas 468,50 595,60 733,50
Cetatuia Odobesti 449,50 625,80 728,60
Iasi 139,50 736,50 1349,00
Valea Calugareasca 77,50 379,40 723,80
Blaj 146,60 325,70 1022,50
Recas 150,70 360,60 3750,50
Napoca Odobesti 139,50 325,90 1040,40
Iasi 248,00 425,60 4482,00
Valea Calugareasca 279,50 385,70 2340,10
Blaj 1612,20 1825,30 3746,70
Recas 225,80 457,50 1886,80
Timpuriu de Cluj Odobesti 232,50 458,70 1894,70
Tasi 217,00 745,90 3485,90
Valea Calugareasca 212,00 455,70 2026,50
Blaj 850,50 835,90 1650,90
Recas 1038,50 1234,20 1353,60
Merlot Odobesti 403,00 645,70 2767,70
Iasi 93,00 847,30 3339,50
Valea Calugareasca 775,00 863,20 1643,60

Rezultatele, prelucrate prin analiza variantei (tabelul 8), au fost interpretate cu

ajutorul testului comparatiilor multiple (testul Duncan) si sunt prezentate in tabelele 9

s1 10, doar pentru interactiunile soi x metoda de extractie si localitate de provenienta x

metoda de extractie.

Din datele tabelului 8 se observa ca toti cei trei factori experimentali (sotul,

metoda de extractie si localitatea de provenientd), au influentat distinct semnificativ

cantitatea de ADN extrasa.
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Tabelul 8

Analiza variantei pentru experienta trifactoriald de tipul 10 x 3 x 5 (so1 x metoda de

extractie x localitate de provenienta)

(Influenta soiului, a metodei de extractie si a localitdtii asupra cantititii de ADN
obtinuta la vita de vie)

Three way ANOVA experiment 10 x 3 x 5 (influence of cultivars x extraction methods x
provenance upon quantity of DNA extracted)

Cauza variabilitatii SP GL ) Proba F
Cause of variability SS DF S F test

Totala 429205404,32 | 449

Parcele mari 13054135,48 29

Repetitii 106624,98 2

Factorul A 1394041,14

(soiul de vita de vie) 12546370,29 | 9 62,55%*>1,92; 2,50
Eroare (a) 401140,199 18 22285,56

Parcele mijlocii 238711388,47 60

Factorul B . 201849801,59 | 2 | 100924900,8 |11861,27%*>3,04; 4,71
(metoda de extractie)

Interactiunea A x B 36521235,78 18 20289575 | 238,45**>1,62; 2,09
Eroare (b) 340351,10 40 8508,75

Parcele mici 177439880,37 | 360

Factorul C

(localitatea de 12721038,74 4 3180259,68 | 948,11**>241; 3,41
provenienta)

Interactiunea A x C 54962768,60 36 152674357 | 455,16**>1,45; 1,69
Interactiunea B x C 21469055,66 8 2683631,96 | 800,05**>1,98; 2,60
Interactiunea A x Bx C 87481979,72 72 1215027,50 | 362,23**>1,35; 1,53
Eroare (c) 805037,63 240 3354,32

Intrucat in aceastd faza interesul nostru s-a indreptat in principal spre gasirea

celui mai eficient protocol de extractie a ADN-ului, din punctul de vedere al cantitatii

de ADN obtinute, datele experimentale au fost interpretate prin testul Duncan doar

pentru interactiune soi x metodad de extractie si localitate de provenienta x metoda de

extractie.

In tabelul 9 se prezinti influenta soiului si a metodei de extractie asupra

cantitatii de ADN obtinuta. Se observa ca intre soiuri exista diferente asigurate statistic

privind cantitatea de ADN obtinuta, indiferent de metoda de extractie, ceea ce

sugereaza ca genotipul, la vita de vie, influenteaza in mod hotarator cantitatea de ADN

ce poate fi extrasd prin metode curent folosite in acest scop. In ceea ce priveste metoda
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de extractie (tabelul 9) si aceasta a avut o influentd semnificativa asupra cantitatii de

ADN obtinuta.

Tabelul 9

Influenta soiului (A), a metodei de extractie (B) si a interactiunii (A x B) asupra

cantitdtii de ADN obtinuta

Effect of cultivar (A), method for DNA extraction (B) and interaction (A x B) upon

Mean of extraction method

quantity of DNA obtained
Metoda de extractie Media soi
Soiul Method for DNA extraction
Cultivar Protocol A | Protocol B | Protocol C ':;Aj?ir\],:rf
Feteasca alba 747,10 jk 243,30 1478,68 f 823,03 G
Feteasca regala 810,76 i 289,94 p 1844,00 d 981,57 EF
Muscat Ottonel 713,00 k 312,00 op 1237,26 g 754,09 H
Riesling italian 629,30 | 346,72 n 1838,78 d 938,27 F
Traminer roz 341,00 no 296,12 op 2618,80 a 1085,31 CD
Cabernet Sauvignon 885,83 h 823,431 1643,84 e 1117,70 C
Napoca 192,83 r 364,71n 2527,10b | 1028,21 DE
Cetatuia 322,12 nop 612,72 | 1610,70 e 848,51 G
Timpuriu de Cluj 499,90 m 788,62 ij 2608,12 a 1298,88 A
Merlot 632,00 | 885,26 h 2151,06 ¢ 122277 B
Media metodei de extractie | 57738 N* 49628 P 195583 M

DS 5% pentru doua medii soi (SD 5% for two means of variety) = 66,08 - 75,87
DS 5% pentru doua medii metoda de extractie (SD 5% for two means of culture medium) = 21,54 -

26,13

DS 5% pentru doua medii soi x metoda de extractie (SD 5% for two means of interaction) = 37,81-

45,87

* Diferentele dintre oricare doud variante urmate de cel putin o literd comuna sunt nesemnificative
* The differences between any two values followed by at least a commom letter are not significant

Cea mai mare cantitate de ADN a fost realizatd la extractia cu ajutorul

protocolului C, iar cea mai redusa cantitate a rezultat prin extractia cu protocolul B.

Interactiunea soi x metodd de extractie a inregistrat, la randul ei, diferente

semnificative ntre valorile prezentate in interiorul tabelului 9, dar acest lucru interesa

mai putin, intrucat, indiferent de soi, ADN-ul trebuia extras in cantitati cat mai mari
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posibile din proba respectiva.

Aceeasi concluzie se desprinde si din analiza datelor privind interactiunea
localitate x metoda de extractie (tabelul 10). Si in acest caz, intre localitdti sunt
diferente semnificative din punctul de vedere al cantitatii de ADN extrase de la cele
zece soiurl. De asemenea, diferentele intre media cantitdtii de ADN obtinuta prin cele
trei metode de extractie se mentin semnificative, ordinea metodelor ramanand aceeasi:
cea mai mare cantitate de ADN s-a obtinut prin protocolul C si cea mai mica cantitate

prin protocolul B.

Tabelul 10
Influenta localitétii (B), a metodei de extractie (C) si a interactiunii (B x C) asupra
cantitatii de ADN extrase

Effect of provenance (B), method for DNA extraction (C) and interaction (A x B) upon
quantitative of DNA obtained

) Protocol de extractie Media localititii

Localitatea Protocol extraction Mean of

Provenance A B C provenance
Blaj 733,74 ¢ 580,19 h 2594,15 a 1302,70 A
Recas 531,131 432,80 1807,97 ¢ 92397C
Odobesti 523,551 430,87 1598,82 d 851,08 E
lasi 325,50 k 601,76 h 2343,35b 1090,20 B
Valea Célugareasca 773,00 f 435,78 ] 1434,88 e 881,22 D
Media metodei de extractie 57738 N* | 49628P | 195583 M
Mean of extraction method

DS 5 % pentru doua medii localitate (SD 5% for two means of provenance) = 16,90-22,81
DS 5% pentru douda medii metoda de extractie (SD 5% for two means of method) = 21,54-26,13

DS 5% pentru doud medii localitate x metoda de extractie (SD 5% for two means of interaction) =
27,34-36,91

* Diferentele dintre oricare doud variante urmate de cel putin o literd comuna sunt nesemnificative

* The differences between any two values followed by at least a commom letter are not significant

Deoarece in analizele de polimorfism la nivel molecular intereseaza, pentru
amplificarea PCR, nu doar cantitatea ci si puritatea ADN-ului obtinut, in tabelele 11,
12, 13 si 14 sunt prezentate datele referitoare la acest caracter.

Puritatea ADN-ului obtinuta in experientele noastre se prezinta sub forma de
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date brute in tabelul 11. Interpretarea statistica a datelor s-a facut ca si in cazul

cantitatii de ADN obtinute, respectiv prin testul comparatiilor multiple (Duncan sau

Turckey).
Tabelul 11
Puritatea ADN-ului obtinuta prin cele trei metode de extractie
DNA purity obtained with three methods for DNA extraction
Soiu Stafinca Ratio absorbance (v
Cultivar Provenance Protocol A | Protocol B Protocol C
Blaj 1,6 1,6 19
Recas 1,4 1,4 1,9
Feteasca alba Odobesti 1,2 1,4 1,9
lasi 1,6 1,3 1,7
Valea Calugareasca 15 1,2 1,9
Blaj 15 15 1,9
Recas 14 14 2,0
Feteasca regala Odobesti 1,2 1,3 2,0
lasi 1,6 1,3 1,9
Valea Calugareasca 1,2 1,2 2,0
Muscat Ottonel Blaj 15 1,4 1,8
Recas 1,2 1,1 1,9
Odobesti 1,2 14 1,7
lasi 15 1,3 1,9
Valea Calugareasca 1,2 1,2 2,0
Riesling italian Blaj 1,7 1,5 1,9
Recas 1,6 1,3 1,9
Odobesti 1,2 1,4 1,6
lasi 1,7 1,3 2,0
Valea Calugareasca 1,3 14 1,7
Blaj 15 1,7 1,9
Recas 1,2 1,3 2,0
Traminer roz Odobesti 1,3 1,2 2,0
Iasi 15 1,4 1,9
Valea Calugareasca 1,6 1,3 1,9
Blaj 15 15 1,9
Recas 1,5 1,6 2,0
Cabernet Sauvignon |Odobesti 15 15 19
Iasi 1,7 1,7 19
Valea Calugareasca 1,2 15 1,9
Blaj 1,3 1,6 1,9
Recas 1,3 1,6 1,6
Cetatuia Odobesti 1,3 15 1,6
Iasi 15 1,6 1,7
Valea Calugareasca 1,2 1,6 1,9
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Tabelul 11
continuare

Puritatea ADN-ului obtinuta prin cele trei metode de extractie

DNA purity obtained with three methods for DNA extraction

. . Puritate ADN (Az60/A2s0)
Cift:l\J/!ar Pfg\l/%lrigi?:e Ratio absorbance (Aze0/A2s0)
Protocol A | Protocol B Protocol C
Blaj 1,4 15 1,8
Recas 1,3 15 1,8
Napoca Odobesti 1,3 15 1,9
Iasi 1,7 1,7 19
Valea Calugareasca 14 1,6 1,8
Blaj 1,7 1,7 19
Recas 1,3 15 1,9
Timpuriu de Cluj Odobesti 1,4 15 1,9
lasi 15 1,6 1,9
Valea Calugareasca 1,3 1,6 1,9
Blaj 15 1,6 1,9
Recas 1,6 1,6 1,9
Merlot Odobesti 1,6 1,7 1,9
lasi 15 1,6 2,0
Valea Calugareasca 1,2 1,6 1,9

In tabelul 12 se prezintd analiza variantei pentru experienta trifactoriala,
rezultatele fiind interpretate cu ajutorul testului comparatiilor multiple.

Analizdnd datele acestui tabel se observa ca cei trei factori experimentali au
influentat distinct semnificativ puritatea ADN-ului. Aceastd semnificatie se pdstreaza
si in cazul interactiunilor duble soi x metoda de extractie, localitate x metoda de
extractie, localitate x soi, ca §i pentru interactiunea tripla soi x metoda de extractie x
localitate. Testul Duncan s-a folosit si in acest caz pentru interactiunile soi X metoda
de extractie si localitate x metodd de extractie.

In tabelul 13 se prezintd influenta soiului §i a metodei de extractie asupra
puritatiit ADN-ului. Se poate observa ca intre soiuri existd diferente asigurate statistic,
indiferent de metoda de extractie folosita, genotipul avand influente evidente asupra
puritatiit ADN-ului. Metoda de extractie a avut, de asemenea, o influentd semnificativa
asupra puritatiit ADN-ului, protocolul C dand cele mai bune rezultate, pe ultimul loc

situdndu-se, de aceasta data, protocolul A.
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Interactiunea soi x metoda de extractie a Inregistrat diferente semnificative intre
valorile prezentate in interiorul tabelului
Tabelul 12

Analiza variantei pentru experienta trifactoriald de tipul 10 x 3 x 5 (so1 x metoda de
extractie x localitatea de provenienta)
(Influenta soiului, metodei de extractie si a localitatii asupra puritatiit ADN-ului
obtinut)

Three way ANOVA experiment 10 x 3 x 5 (influence of cultivars x methods for DNA
extraction x provenance upon DNA purity)

Cauza variabilitatii SP GL &2 Proba F
Cause of variability SS DF F test
Totala 32,57 449
Parcele mari 1,49 29
Repetitii 0,02 2
FactorulA = 135 o | 015 | 19,77%%>1,92; 2,50
(soiul de vita de vie)
Eroare (a) 0,136 18 0,008
Parcele mijlocii 23,18 60
Factorul B . 2076 | 2 | 1038 | 772,07%*>3,04: 4,71
(metoda de extractie)
Interactiunea A x B 1,88 18 0,10 7,78**>1,62; 2,09
Eroare (b) 0,538 40 0,0134
Parcele mici 7,90 360
Factorul C o 1,45 4 | 036 | 57,70**>2,41; 3,41
(localitatea de provenienta)
Interactiunea A x C 1,62 36 0,05 7,18**>1,45; 1,69
Interactiunea Bx C 1,02 8 0,13 20,34**>1,98: 2,60
Interactiunea AxBx C 2,30 72 0,03 5,08**>1,35; 1,53
Eroare () 1,507 240 0,0063

Din analiza datelor privind interactiunea localitate x metoda de extractie
(tabelul 14), se observa cd apar diferente semnificative atat intre localitati, cat si in
ceea ce priveste metoda de extractie, privind caracterul analizat. Se poate observa ca,
n acest caz, spre deosebire de analiza caracterului cantitate, intre localitati, datele sunt
mai putin diferentiate intre ele, doud localitati (lasi si Blaj) avand valori foarte
apropiate, respectiv 1,69 si 1,68. Diferentele intre media puritatii ADN-ului obtinut
prin cele trei protocoale se mentin semnificative, cel mai eficient protocolul fiind C,

protocolul A situandu-se pe ultimul loc.
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Tabelul 13

Influenta soiului (A), a metodei de extractie (B) si a interactiunii (A x B) asupra
puritatiit ADN-ului obtinut

Effect of cultivars (A), methods for DNA extraction (B) and interaction (A x B) upon

DNA purity
Soil Metoda de extractie Media soi
Cultivar Method for DNA extraction Mea_n of
Protocol A | Protocol B | Protocol C cultivar
Feteasca alba 1,46 k 1,38 m 192¢c 159D
Feteasca regala 1,421 1,38 m 1,97 ab 159D
Muscat Ottonel 1,34n 1,34n 1,89d 152 E
Riesling italian 1,53 h 1,36 mn 1,87d 158D
Traminer roz 1,431 1,38 m 1,98a 1,59 D
Cabernet Sauvignon 1501 1,619 1,96 ab 1,69 AB
Napoca 1,47jk 1,60¢g 1,87d 1,65C
Cetatuia 1,35n 1599 1,81e 158D
Timpuriu de Cluj 1,46 k 1,609 1,94 bc 1,67 BC
Merlot 1,49 j 165f 198a 1,71 A
Media metodei de extractie
Mean of extraction method 1.44P* 149N 1.92M

DS 5% pentru doud medii soi (SD 5% for two means of variety) = 0,03
DS 5% pentru doud medii metoda de extractie (SD 5% for two means of method) = 0,03
DS 5% pentru doua medii soi x metoda de extractie (SD 5% for two means of interaction) = 0,03

* Diferentele dintre oricare doua variante urmate de cel putin o literd comuna sunt nesemnificative
* The differences between any two values followed by at least a commom letter are not significant

Deoarece in aceastd experientd metodologica obiectivul principal urmarit a fost
acela al identificarii celui mai adecvat protocol de extractie ADN, atit din punctul de
vedere al cantitatii cat si din cel al puritatii extractului, s-a procedat la calcularea
ecuatiei de regresie si a coeficientului de corelatie dintre cantitatea de ADN si
puritatea acestuia.

In figura 11 este prezentata linia si ecuatia de regresie, precum si coeficientul de
corelatie dintre cantitatea de ADN si puritatea acestuia, determinate din datele
interactiunii soi X metoda de extractie.

Din datele prezentate in aceastd figurd se observa cd relatia dinte cantitate si
puritate este liniara, datele individuale grupandu-se destul de strans in jurul liniei de
regresie.
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Tabelul 14

Influenta localitétii de provenientd (C), a metodei de extractie (B) si a interactiunii (B
x C) asupra puritatiit ADN-ului obtinut

Effect of provenance (C), methods for DNA extraction (B) and interaction (B x C)
upon DNA purity

) Protocol de extractie ADN Media localititii
Localitatea Protocol for DNA extraction Mean of
Provenance A B C provenance
Blaj 155f 1,58¢e 194 a 1,69 A
Recas 1,41 1,45 1,93 ab 1,60 B
Odobesti 1,33k 1,46 h 1,89¢c 156 C
lasi 1,61d 150¢g 1,92 ab 1,68 A
Valea Calugareasca 1,33 k 1,44 1,91 bc 156 C
Media metodei de extractie 1,44 P* 1,49 N 1,92 M
Mean of extraction method

DS 5% pentru doud medii localitate (SD 5% for two means of provenance) = 0,03 — 0,04
DS 5% pentru doua medii metoda de extractie (SD 5% for two means of methods) = 0,03
DS 5% pentru doud medii localitate x metoda (SD 5% for two means of interaction) = 0,03 - 0,04

* Diferentele dintre oricare doud variante urmate de cel putin o literd comund sunt nesemnificative
* The differences between any two values followed by at least a commom letter are not significant

Corelatia dintre cele doud variabile este directd si pozitivd, cresterea cantitatii
de ADN ducand la o crestere a puritdtii acestuia.

Valoarea r = 0,89** indicd o semnificatie a dependentei puritatii ADN de
cantitatea extrasa.

In figura 12 este prezentata linia si ecuatia de regresie a puritatii ADN fatd de
cantitatea de ADN extrasa, calculate pe baza datelor medii ale interactiunii localitate x
metoda de extractie.

Se observa ca si de aceasta data avem de a face cu o regresie liniard simpld
exprimata prin ecuatia de gradul intai y = 1,3 +0,0003x, datele individuale grupandu-
se relativ strans in jurul liniei de regresie.

Coeficientul de corelatie r = 0,86** indica, si de aceasta data, o legatura directa
intre cele doud variabile, sugerind ca si pe media localitatilor cresterea cantitatii de

ADN duce Tn mod automat la sporirea semnificativa a puritatii acestuia.
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Fig. 11. Linia si ecuatia de regresie a puritdtii ADN in functie de cantitatea
acestuia, determinata din datele interactiunii so1 X metoda de extractie

Regression line and equation for DNA quantity and purity in genotype x
extraction method interaction
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Fig. 12. Linia si ecuatia de regresie a puritdtii ADN in functie de cantitatea
acestuia, determinatd din datele interactiunii localitate de provenienta x metoda de
extractie

Regression line and equation for DNA quantity and purtiy in provenance x extraction
method interaction
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Ca o concluzie a celor discutate pe baza rezultatelor de mai sus, recomandam
aplicarea protocolului C de extractie a ADN-ului, protocol prin care si pe media
soiurilor si pe media localitatilor s-au obtinut cantitatile cele mai mari de ADN si
nivelul cel mai Tnalt de puritate ale acestuia. Poate nu este lipsit de semnificatie faptul
Ca o concluzie a celor discutate pe baza rezultatelor de mai sus, recomandam aplicarea
protocolului C de extractie a ADN-ului, protocol prin care si pe media soiurilor si pe
media localitatilor s-au obtinut cantitatile cele mai mari de ADN si nivelul cel mai
inalt de puritate ale acestuia. Poate nu este lipsit de semnificatie faptul ca, pe baza unor
rezultate anterioare obtinute la alte specii (porumb, mur, mar, zorele, salatd), date
confirmate si de cele expuse anterior, colectivul de la disciplina de geneticd si
biotehnologii ale USAMV Cluj-Napoca foloseste aproape in exclusivitate protocolul C
de extractie a ADN-ului, cu modificarile aduse de POP si colab., 2003.

3.1.1. Rezultate privind amplificarea si electroforeza produsilor de reactie

In literatura de specialitate, de datd mai recentd (KOONJUL si colab., 1999;
[ANDOLINO si colab., 2004), se aratd ca o mai bund amplificare a fragmentelor de
ADN, mai ales pentru metoda RAPD, este datd de includerea in amestecul de reactie a
PVP-ului. Se apreciazd ca polifenolii rdmasi in solutia de ADN matritd pot inhiba
amplificarea ADN-ului, dar prin adaugarea PVP-ului, acestia pot fi absorbiti.
Concentratia de PVP adaugata de noi in amestecul de reactie a fost de 2%.

Influenta PVP-ului asupra intensitatii benzilor din gel este importantd avand in
vedere faptul ca rezultatele finale ale studiului RAPD depind de marcarea corectd a
benzilor. In literatura de specialitate (LODHI si colab., 1997; HERRERA si colab.,
2002; NAZHAD si colab., 2005; SOLOKI si colab., 2005) se arata ca puritatea ADN
are un efect major asupra amplificarii §i rezolutiei benzilor in gelul de agaroza.
Contaminarea ADN-ului cu polizaharide, polifenoli sau alti contaminanti duc la
aparitia unor benzi difuze sau de o intensitate slabd si foarte dificil de interpretat. Cu
toate ca se recomandd marcarea benzilor cu o intensitate luminoasa puternica, exista
cazuri in care lipsa marcarii benzilor difuze influenteaza considerabil rezultatele finale

(GABOREANU, 2002).
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In amestecul de reactie s-au folosit dilutii de ADN care au fost reinnoite la doua
luni, deoarece prin mentinerea acestora la o temperaturd de 4°C ADN-ul se degradeaza
si se constata o slaba amplificare a probelor prin metoda RAPD.

Amplificarea probelor s-a facut in trei repetitii pentru fiecare primer. De
asemenea, acelasi primer a fost folosit pentru amplificarea tuturor probelor din fiecare
statiune 1n parte, obtindndu-se de fiecare data acelasi profil electroforetic.

Ordinea probelor din gelurile de agaroza a fost intotdeauna aceeasi, notatiile din
imagini fiind urmatoarele: Fa (Feteasca albd), Fr (Feteasca regala), MO (Muscat
Ottonel), Ri (Riesling italian), Tr (Traminer roz), Ce (Cetatuia), Ca (Cabernet
Sauvignon), Me (Merlot), Na (Napoca), TCj (Timpuriu de Cluj).

Pentru a evidentia posibilele diferente existente intre acelasi soi dar care a
provenit din statiuni diferite, probele au fost amplificate concomitent si ulterior

migrate alaturat in acelasi gel de agaroza (fig. 13).

Blaj Recas
—m—— —Y—

Fa Fr MO Ri Tr Ce TCj Fa Fr MO Ri Tr Ca Me

Fig. 13. Produsii de amplificare obtinuti cu primerul UBC 584, la soiuri de vita
de vie din statiunile viticole Blaj si Recas

Amplification products obtained with primer UBC in cultivars of Vitis vinifera
from Blaj and Recas
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Din analiza gelurilor se observa ca nu existd diferente intre provenientele
aceluiasi soi. Acest lucru se poate explica prin faptul cd vita de vie se inmulteste cel
mai adesea vegetativ, prin altoire, soiurile fiind inmultite in statiuni sau centre de
cercetare unde este controlatd riguros provenienta acestora.

Repetarea amplificarilor, in cazul metodei RAPD, cel putin de doua ori, este de

Din totalul de 39 de primeri utilizati initial, s-au obtinut polimorfisme cu un
numar de 22 primeri, primeri care au fost utilizati si pentru amplificarea somaclonelor
obtinute in experientele in vitro (tabelul 6).

Separarea fragmentelor de ADN s-a realizat in geluri de agaroza cu o
concentratie de 1,4% si la tensiuni ale curentului de 0,57 V, respectiv 0,56 mA, iar
durata de migrare a fost de 2,30 ore.

Pentru o mai usoara incarcare a gelului, probele de ADN au fost preparate in
tampoane de Incdrcare colorate cu albastru de bromfenol. Tampoanele de incarcare
sunt mai dense decat tamponul de migrare, ceea ce creeazd un avantaj deosebit in
timpul incarcarii probelor in godeuri. Datorita densitatii mai mari, probele de ADN
colorate inlocuiesc treptat volumul de tampon din godeu care este mai usor. Solutia
tampon de electroforeza utilizata de noi a fost Tris-borat 0,5x (TBE).

Colorarea probelor de ADN ne-a facilitat si urmarirea vizuald a procesului de
migrare, avand in vedere ca gelurile au fost imersate in solutia de bromura de etidiu
numai dupd migrare. Colorantul folosit, ca de altfel toti colorantii migreaza
electroforetic spre anod. Prin urmarirea fronturilor colorate s-a putut estima stadiul
migrarii. Pentru o corectd apreciere a marimii fragmentelor din diferite benzi ale
gelului si markerul ADN utilizat a fost preparat in acelasi tampon de incércare.

Fragmentele rezultate prin amplificarea cu primerii polimorfici au awut
lungimea cuprinsa intre 200 si 2000 pb, majoritatea avand intre 300 si 1200 pb (fig.
13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21).
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?Fa Fr MO Ri Tr Ce Ca Me Na TCj

Fig. 14. Produsii de amplificare obtinuti cu primerul OPAL 20, la cele zece
soiuri de vita de vie

Amplification products obtained with primer OPAL 20 in ten cultivars of Vitis
vinifera tested

Fa Fr MO Ri Tr Ce Ca Me Na TCj L

I
|
U

Fig. 15. Produsii de amplificare obtinuti cu primerul OPX 03,
la cele zece soiuri de vitd de vie

Amplification products obtained with primer OPX 03 in ten cultivars of Vitis
vinifera tested
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-

Fa Fr MO Ri Tr Ce Ca Me Na TCj

LWL

Fig. 16. Produsii de amplificare obtinuti cu primerul 70.08
la cele zece soiuri de vitd de vie analizate

Amplification products obtained with primer 70.08
in ten cultivars of Vitis vinifera tested

Fa Fr MO Ri Tr Ce Ca Me Na TCj L

Fig. 17. Produsii de amplificare obtinuti cu primerul PB 5 la cele zece soiuri
de vita de vie analizate

Amplification products obtained with primer PB 5in ten cultivars of Vitis
vinifera tested
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<E='Fa Fr MO Ri Tr Ce Ca Me Na TCj

Fig. 18. Produsii de amplificare obtinuti cu primerul OPA 04 la cele zece
soiuri de vita de vie analizate

Amplification products obtained with primer OPA 04 in the ten cultivars of
Vitis vinifera tested

MO Ri Tr Ce Ca Me Na TCj L

Fig. 19. Produsii de amplificare obtinuti cu primerul PB 3 la cele zece soiuri de vita
de vie analizate
Amplification products obtained with primer PB 3 in the ten cultivars of Vitis
vinifera tested
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S TTTTET 1§

Fig. 20. Produsii de amplificare obtinuti cu primerul PB 6 la cele zece soiuri de
vitd de vie analizate

Amplification products obtained with primer PB 6 in ten cultivars of Vitis
vinifera tested

L Fa Fr MO Ri Tr Ce Ca Me Na TCj

2.1 I 22

- e . e e — st
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Fig. 21. Produsii de amplificare obtinuti cu primerul PB 1 la cele zece soiuri de
vitd de vie analizate

Amplification products obtained with primer PB 1lin the ten cultivars of Vitis
vinifera tested
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3.1.2. Rezultate privind analiza imaginilor i interpretarea datelor

Notarea benzilor s-a realizat direct pe fotografiile gelurilor, prin raportarea la

markerul ADN. Benzile polimorfice au fost notate cu 1, iar cele monomorfice cu O.

Prezenta benzilor (notate cu 1) si absenta benzilor (notate cu 0) au fost inscrise intr-un

tabel sub formd de matrice binara. Numarul total de benzi generate a fost de 192,

dintre care 165 de benzi au fost polimorfice (tabelul 15), benzile monomorfice fiind

excluse din interpretarea statistica a datelor.

Tabelul 15

Date obtinute din analiza imaginilor RAPD

RAPD primers used to analyze genetic variation in Vitis vinifera cultivars

Nr. de benzi Nr. de benzi
Primer Nr.btotal_ de polimorfice monomorfice % polimorfism
. enzi . . )
Primer No. of bands No. of polymorphic [No. of monomorphidPercent polymorphism
bands bands
UBC 228 10 10 0 100,0
UBC 245 5 4 1 80,0
UBC 563 6 5 1 83,3
UBC 584 8 6 2 75,0
UBC 599 11 10 1 90,9
PB1 14 13 1 92,8
PB 3 14 12 2 85,7
PB 4 10 10 0 100,0
PB5 14 13 1 92,8
PB 6 18 15 3 83,3
OPAB 11 8 7 1 87,5
OPAB 18 4 2 2 50,0
OPE 14 6 6 0 100,0
AB 11 9 9 0 100,0
OPA 04 7 5 2 71,4
OPA 03 6 4 2 66,6
OPAL 20 8 7 1 87,5
OPX 03 9 7 2 77,7
OPA 01 4 2 2 50,0
70.08 6 5 1 83,3
70.03 10 9 1 90,0
MIC - 07 5 4 1 80,0
Total
benzi 192 165 27
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Numarul total de benzi generate ne-au permis o buna interpretare a rezultatelor,
fapt confirmat si de literatura de specialitate, in care se mentioneaza cd un numar mai
mare de benzi polimorfice determind o mai buna interpretare a modului de grupare a
datelor experimentale in dendrograme, prin utilizarea aceleasi metode de analiza
(HANSEN si colab., 1998; CALDERINI si colab., 1999).

Din datele prezentate in tabelul 15 rezulta ca toti primeri utilizati au generat un
numar de minim doud benzi polimorfice. Procentul de polimorfism a avut valori
cuprinse intre 100% (in cazul primerul UBC 228) si 50% (pentru primerii OPAB 18 si
OPA 01), valori care conform metodei de analiza a datelor pot fi considerate asigurate
statistic (CALDERINI si colab., 1999).

Analiza gelurilor din experientele organizate de noi releva faptul ca numarul cel
mai mare de benzi polimorfice au fost obtinute cu primerul PB 6, respectiv 15 benzi
(fig. 20), urmat de primerul PB 5 (13 benzi polimorfice) (fig. 17). Numarul cel mai
mic de benzi au fost generate de primerul OPA 01 — 3 benzi.

Datele primare, obtinute cu ajutorul programul Total Lab 100 au fost prelucrate
cu programul RAPDistance 1.04, care a calculat distantele genetice pe baza
coeficientului Jaccard.

Distantele genetice calculate sunt prezentate in tabelul 16. Cu cét valorile

distantelor genetice din tabel sunt mai mici, cu atat speciile sunt mai strans inrudite.
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Tabelul 16

Distantele genetice calculate pentru cele zece soiuri de vitd de vie

Genetic distances established for ten cultivars of Vitis vinifera

Fa Fr M R Tr Ce Ca Me Na TCj
Fa | 0,0000
Fr | 0,4421 | 0,0000
MO | 0,6783 | 0,6667 | 0,0000
Ri | 0,5158 | 0,5248 | 0,6216 | 0,0000
Tr |0,6364 | 0,6250 | 0,6132 | 0,6263 | 0,0000
Ce [ 0,7217 | 0,7184 | 0,7048 | 0,7113 | 0,6629 | 0,0000
Ca | 0,6900 | 0,6887 | 0,6881 | 0,6531 | 0,6000 | 0,7222 | 0,0000
Me | 0,7113 | 0,7087 | 0,7431 | 0,7525 | 0,5882 | 0,7326 | 0,6024 | 0,0000
Na | 0,7059 | 0,7037 | 0,6909 | 0,6566 | 0,6771 | 0,7111 | 0,6774 | 0,7283 | 0,0000
TCj | 0,7158 | 0,6458 | 0,6990 | 0,6484 | 0,6395 | 0,6053 | 0,7303 | 0,6951 | 0,7609 | 0,0000

Datele din interiorul tabelului arata ca cea mai mica valoare a distantei genetice
(0,4421) s-a inregistrat intre soiurile Feteasca alba si Feteasca regala, ceea ce denota o
stransa inrudire intre ele, fapt confirmat si in dendrograma din figura 22. Din puntul de
vedere al distantei genetice consideram ca cele mai indepartate soiuri analizate sunt
Napoca si Timpuriu de Cluj, valoarea distantei genetice fiind de 0,7609. Acest fapt
poate fi datorat originii hibride a acestor soiuri, pentru hibridari fiind folosite forme

parentale diferite.

3.1.3. Analiza dendrogramei

Apropierea genetica intre cele zece soiuri de vitd de vie analizate, stabilita pe
baza matricei distantelor genetice si a algoritmului Neighbor Joining Tree sunt
prezentate in figura 22 sub forma unei dendrograme. Distantele genetice calculate pe
baza matricei distantelor si a algoritmului Neighbor Joining Tree au fost prezentate in
tabelul 16, iar indicii de similaritate sunt notati direct in figura dendrogramei obtinute.

In cadrul dendrogramei se evidentiazd doud grupuri principale, A si B. Primul

grup cuprinde soiurile Feteascad alba, Feteasca regald, Riesling italian, Cetétuia,

135



Rodica Pop, 2008

Timpuriu de Cluj si Muscat Ottonel, iar cel de al doilea grup soiurile Merlot, Cabernet
Sauvignon, Traminer roz si Napoca.

Grupul A este constituit, la randul lui, din alte doud subgrupuri, notate cu Al si
A2. Subgrupul Al cuprinde soiurile Feteasca alba, Feteasca regald, Riesling italian,
Cetdtuia s1 Timpuriu de Cluj. Soiurile Feteasca alba si Feteasca regald sunt in aceeasi
ramurd, distanta genetica dintre ele fiind de 0,4421. Din punct de vedere ampelografic
cele doud soiuri sunt considerate apropiate datorita particularitatilor lor morfologice.
De asemenea, in literatura de specialitate se aratd ca soiul Feteascad regala ar fi un
hibrid natural intre Feteasca alba si Grasa de Cotnari, ceea ce denotd apropierea
genetica dintre cele doua soiuri. Apropierea genetica dintre cele doua soiuri rezultata
prin analiza RAPD, confirmd deci rezultatele anterioare conform carora soiurile

respective au o0 origine comuna.
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Fig. 22. Dendrograma obtinuta la cele zece soiuri de vita de vie analizate

Dendrogram of the ten cultivars of Vitis vinifera tested
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Soiurile Cetatuia si Timpuriu de Cluj au un parinte comun, in dendrograma
fiind situate Tn acelasi subgrup. Si in acest caz analiza RAPD a confirmat originea
comund a acestor doud soiuri.

Grupul B este impartit si el in doud subgrupuri, respectiv B1 si B2. Grupul B1
cuprinde soiurile Merlot, Cabernet Sauvignon si Traminer roz.

Rezultatele experientelor noastre confirma faptul ca soiul Cabernet Sauvignon
si Merlot sunt apropiate din punct de vedere genetic. Asa dupd cum se aratda in
literatura de specialitate, soiul Merlot este considerat ca fiacand parte din familia
Cabernet (DEBUIGNE, 1992; BELLIN si colab., 2001). Mai mult, cercetatorii de la
Universitatea Davies din California considerd ca soiul Merlot provine din soiul
Cabernet Franc. De altfel, ambele soiuri din punct de vedere ecologo-geografic fac
parte din Proles occidentalis.

Soiul Traminer roz, desi este un soi de struguri pentru vinuri albe, se pare ca
este mult mai apropiat genetic de soiurile rosii. O explicatie ar consta in faptul ca acest
soi, din punctul de vedere al clasificarii pe grupe ecologo-geografice, face parte din
Proles occidentalis, la fel ca si soiurile Cabernet Sauvignon si Merlot. De asemenea,
bobul are o culoare roz-cenusie.

In subgrupul B2 este prezent un singur soi $i anume Napoca, ceea ce sugereaza
un grad mai indepartat de inrudire cu celelalte soiuri analizate.

Din analiza matricei distantelor genetice se poate observa ca cele mai apropiate
cultivare, din punct de vedere genetic. sunt Feteascd alba si Feteasca regala, distanta
genetica dintre acestea fiind de 0,4421.

Distanta genetica cea mai mare s-a constatat intre soiul Napoca si Timpuriu de
Cluj, aceasta fiind de 0,7609. Aceastd departare genetica sugereaza existenta unui grad

indepartat de inrudire, la originea formarii acestor soiuri existand parinti total diferiti.
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3.2. REZULTATE OBTINUTE IN EXPERIENTELE DE MULTIPLICARE
IN VITRO

3.2.1. Rezultate obtinute in experientele de multiplicare prin lastirire axilara

Studierea variabilitatii somaclonale presupune existenta unui numar mare de
explante. Pentru a asigura o mai mare uniformitate genetica a descendentilor s-a ales
ca sistem de micropropagare multiplicarea prin lastarire axilara. Pornind de la premisa
ca fiecare lastar este o potentiald planta, rata de multiplicare mare poate fi mentinuta la
un nivel constant pe parcursul unui numar mare de subculturi.

Inducerea caulogenezei, respectiv formarea de mugurasi si tulpinite, este
stimulata de prezenta in mediul de culturd a citochininelor. Adeseori este necesara
asocierea citochininelor cu auxinele. Un rol important in neoformarea de mugurasi il
are natura i concentratia regulatorilor de crestere utilizati

Pentru a obtine un numar cat mai mare de clone, ne-am propus testarea a trei
variante de mediu care au fost suplimentate atat cu auxine cat si cu citochinine. De
asemenea, avand in vedere faptul ca vita de vie are nevoie de un aport mai mare de
azot organic, mediul a fost suplimentat, in fiecare din cele trei variante, cu hidrolizat
de cazeina.

Variabilitatea reactiei cultivarelor de Vitis vinifera micropropagate in vitro a
fost raportata de numerosi cercetatori, ca de exemplu GALZY (1964), citat de AKBAS
si colab., 2004, HARRIS si colab., (1982), CHEE si colab. (1983), GALZY si colab.
(1990), (PEROS si colab., 1998).

Datele obtinute din cercetdrile noastre si prezentate in tabelele 17-28 releva o
larga variabilitate a reactiei la multiplicarea prin lastarire axilara la cele zece cultivare
de vitd de vie pe cele trei variante de mediu de cultura si cinci proveniente testate.

Trebuie remarcat faptul ca aparitia lastarilor in vitro, ca urmare a multiplicarii
prin ldstarire axilara, a fost notatd la 20 de zile dupa initierea culturii, dar numararea
lastarilor si masuratorile privind lungimea acestora si numarul de noduri/lastar au fost
executate la opt saptamani de la initierea culturii.

In figura 23 se observa formarea in vitro a neoplantulelor de vita de vie la circa
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20 de zile de la inocularea explantelor provenite din segmente nodale detasate de pe

lastarii recoltati din camp.

Ee's (AN Y T I“""'I‘i‘l'“-t‘ ;
"22 -Ic '\‘\‘“jHl“ ! u“:hl\l!“ 3
AR il |18

(LAY
i . ii

J i (1L
G

zi'““m

o L
YL AR
‘|.|‘|| f

Cabernet Sauvignon ; Ries‘ing italian
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Fig. 23. Neoplantule obtinute din segmente nodale la soiurile de vita de vie
Cabernet Sauvignon, Riesling italian si Feteasca regalda micropropagate prin lastarire
axilara

In vitro plant regeneration from nodal segment in cultivars Cabernet Sauvignon,
Riesling italian and Feteasca regala micropropagated from axillary shoot

140



Rodica Pop, 2008

3.2.1.1. Numarul de lastari obtinuti prin micromultiplicare prin lastarire axilara

Datele privind influenta soiului, a mediului de culturd si a localitatii asupra
numarului de lastari obtinuti prin multiplicarea din segmente nodale la vita de vie au
fost prelucrate statistic, fiind prezentate sub forma tabelului variantelor in tabelul 17.

Din proba F prezentata in tabelul 17 rezulta ca toti factorii experimentali (soi,
mediu de cultura, localitatea de provenienta), precum si interactiunile simple, duble si
cea tripld dintre acestia au avut influente semnificative asupra numarului de lastari
obtinuti prin multiplicarea din segmente nodale. Datoritd acestui fapt sintezele

rezultatelor obtinute sunt prezentate sub formd de tabele bilaterale.

Tabelul 17

Analiza variantei pentru experienta trifactoriald de tipul 10 x 3 x 5 (so1 x mediu de
cultura x localitatea de provenienta)
(Influenta soiului, mediului de culturd si a localitatii asupra numarului de lastari obtinuti prin
multiplicarea din segmente nodale la vita de vie)

Analysis of variant three way Anova experiement 10 x 3 x 5 (cultivars x culture
medium X provenance)

Cauza variabilitatii SP GL &2 Proba F
Cause of variability SS DF F test
Totala 1855,76 449
Parcele mari 171,74 29
Repetitii 0,81 2
FactorulA 169,06 9 1878 | 181,21%%>1,92; 2,50
(soiul de vita de vie)
Eroare (a) 1,866 18 0,104
Parcele mijlocii 1632,86 60
Factorul B %% .
(mediul de culturd) 1435,78 2 717,89 | 11807,37**>3,04; 4,71
Interactiunea A x B 194,65 18 10,81 177,86**>1,62; 2,09
Eroare (b) 2,432 40 0,0608
Parcele mici 51,16 360
Factorul C o 19,61 4 490 | 97,18%*>2,41:3,41
(localitatea de provenienta)
Interactiunea A x C 4,86 36 0,13 2,68** >1,45:1,69
Interactiunea Bx C 3,56 8 0,44 8,82**>1,98: 2,60
Interactiunea AxBx C 11,03 72 0,15 3,04**>1,35; 1,53
Eroare (c) 12,105 240 0,0504
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Analizand influenta soiului si a mediului de cultura asupra numarului de lastari

obtinuti prin micropropagare din lastari axilari la vita de vie, datele prezentate n

tabelul 18 releva faptul ca atat soiul cat si mediul de culturd au avut efecte

semnificative asupra acestui caracter.

Tabelul 18

Influenta soiului (A), a mediului de cultura (B) si a interactiunii (A x B) asupra
numarului de lastari de vitd de vie obtinuti prin micropropagare

Effects of cultivars (A), culture medium (B) and interaction (A xB) upon the number
shoots of Vitis vinifera micropropagated

Mediul de cultura
Soiul Culture medium Media soi
Cultivar MS-0,5mg/l | MS-1,0 mg/l | MS - 2,5 mg/l | Mean of cultivar
BAP BAP BAP
Feteasca alba 1,18t 2,76 Im 6,09 e 3,34 DE
Feteasca regala 1,60p 3,09 55749 342D
Muscat Ottonel 1,46 3,04 6,58 C 3,69B
Riesling italian 146r 2,74 m 712D 3,77B
Traminer roz 140r 4,82 h 6,30d 4,17 A
Cabernet Sauvignon 1,49r 2,91 k 7,70 a 403 A
Napoca 1,42r 2,52n 5650 3,20 E
Cetituia 1,30s 2,070 2,83 ki 207G
Timpuriu de Cluj 146r 2,49 n 3,781 2,58 F
Merlot 1,68 p 3,13 595f 359C
Media mediu de
cultura -
Mean of culture L45P 2,96 N 576 M
medium

DS 5% pentru doua medii soi (SD 5% for two means of variety) =0,15-0,17
DS 5% pentru doud medii mediu de culturad (SD 5% for two means of culture medium) = 0,06-0,07
DS 5% pentru doud medii soi x mediu de culturd (SD 5% for two means of interaction) = 0,09-0,10

* Diferentele dintre oricare doud variante urmate de cel putin o literd comuna sunt nesemnificative
*The differences between any two values followed by at least a common letter are not significant

Se observa, din ultima coloana a tabelului 18 ca cel mai mare numar de lastari

s-a obtinut la soiul de vin alb Traminer roz si la soiul de vin rosu Cabernet Sauvignon.

Celelalte soiurile de vin alb inregistreaza un numar de lastari semnificativ inferior,

dintre soiurile albe cele mai bune rezultate inregistrandu-se la Muscat Ottonel si

Riesling italian. Strugurii de masd s-au plasat la diferente semnificative fatd de

142




Rodica Pop, 2008

strugurii de vin, in ceea ce priveste numarul de lastari obtinuti prin micropropagare din
segmente nodale. Exceptand soiul Napoca, care se apropie ca valoare a acestui caracter
de soiurile de vin albe, celelalte soiuri de struguri de masa au o capacitate semnificativ
mai mica de producere de neoplantule prin lastarire axilara.

Se poate conchide, pe baza acestor date, ca genotipurile de vita de vie analizate
prezinta capacitati semnificativ diferite de formare a lastarilor prin cultura in vitro de
segmente nodale. Rezultatul nu constituie o noutate intrucat, la majoritatea plantelor
lemnoase, influenta genotipului asupra succesului culturii in vitro este intotdeauna
notabild (YOUMBI si colab., 2006; DE SILVA, 2006).

Influenta mediului de culturd asupra numarului de lastari obtinuti prin cultura in
vitro de segmente nodale este, de asemenea, semnificativa, cel mai mare numar de
lastari obtinandu-se pe mediul MS — 2,5 mg/l BAP, la diferente semnificative de
celelalte doud medii. Mediul MS - 1,0 mg/l BAP, desi este semnificativ superior
mediului MS cu doar 0,5 mg/l BAP, are capacitatea de a produce un numar de lastari
redus la jumatate fata de cel mai productiv mediu de cultura din experientd (MS - 2,5
mg/l BAP).

Analizénd datele din interiorul tabelului 18 privind influenta interactiunii soi x
mediu de cultura asupra numarului de lastari obtinuti prin cultura in vitro de segmente
nodale se poate constata ca cele mai ridicate valori ale acestui caracter se inregistreaza
la soiurile Cabernet Sauvignon, Riesling italian, Muscat Ottonel si Traminer roz atunci
cand se utilizeaza mediul de cultura MS — 2,5 mg/l BAP. Toate celelalte combinatii
dintre soi si mediu de cultura duc la scaderi foarte semnificative ale numarului de
lastari, aceste scaderi putand sa ajunga la mai mult de 6,5 ori.

Influenta localitdtii de provenientd a materialului biologic (cultivarele de vita
de vie) si a mediului de culturd asupra numdrului de lastari obtinuti prin
micropropagarea prin lastari axilari este prezentata in datele cuprinse in tabelul 19.

Analiza mediei localitatilor de provenienta, releva faptul cd intre acestea
diferentele nu sunt foarte mari, dar datoritd omogenitatii datelor, ele sunt
semnificative. Trecdnd peste aceastd inadvertentd aparentd, trebuie sa admitem ca
diferentele semnificative intre localitatile de provenienta in ceea ce priveste numarul

de lastari obtinuti in cultura in vitro s-ar putea datora, foarte probabil, conditiilor
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diferite de recoltare si transport a probelor de material biologic (lastari de un an).
Astfel de date sunt publicate si de AKBAS, 2004, care evidentiazad faptul ca, la soiul
Perle de Csaba, succesul micropropagirii a depins in mod semnificativ de luna in care
au fost recoltati lastarii care au furnizat explantele.

Tabelul 19

Influenta localitdtii de provenienta (C), a mediului de culturd (B) si a interactiunii (B x
C) asupra numarului de lastari obtinuti prin micropropagare la vita de vie

Effect of provenance (C), culture medium (B) and interaction (B x C) upon the number
of shoots of Vitis vinifera micropropagated

. Mediul de cultura Media
Logi'}'etﬂ:i tge Culture medium localitatii
Provenance MS-0,5mg/l | MS—1,0mg/l | MS—2,5mg/l | Means of
BAP BAP BAP provenance
Blaj 1,30 2,599 547c 3,12C
Recas 1,36 ] 2,609 551c 3,16 C
Odobesti 1,46 ij 3,06 f 5,86 b 3,46 B
Tasi 1,55h 3,20 e 595a 357 A
Valea Calugareasca 1,54 h 3,34d 599a 3,62 A
Media mediu de cultura
Means of culture 1,45 P* 2,96 N 575M
medium

DS 5% pentru doud medii localitate (SD 5% for two means of provenance) = 0,06-0,07
DS 5% pentru doud medii mediu de culturad (SD 5% for two means of culture medium) = 0,06-0,07
DS 5% pentru doud medii localitate x mediu (SD 5% for trwo means of interaction) = 0,08-0,11

* Diferentele dintre oricare doud variante urmate de cel putin o literd comuna sunt nesemnificative
*The differences between any two values followed by at least a common letter are not significant

In tabelul 20 sunt prezentate rezultatele experimentale privind influenta soiului
si a localitatii de provenientd a acestora asupra numarului de lastari obtinuti in cultura
in vitro de segmente nodale. Deoarece influenta soiului a fost discutatda anterior, iar
influenta localitatii, desi semnificativa nu este ilustrata prin diferente marcante intre
proveniente nu vom insista asupra datelor privind aceasta interactiune.

Concluzionénd datele discutate in acest subcapitol se poate conchide ca, in mod

sigur, genotipul si mediul de cultura influenteaza hotarator numarul de lastari obtinuti
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la micropropagarea prin ldstarire axilard la vita de vie. Soiurile cu cea mai ridicatd
capacitate de reactie la cultura in vitro din segmente nodale par a fi soiurile Cabernet
Sauvignon, si Traminer roz, iar mediul de culturd cel mai adecvat acestui scop s-a

dovedit a fi MS - 2,5 mg/l BAP.
Tabelul 20

Influenta soiului (A), a localitatii de provenienta (C) si a interactiunii (A X C) asupra
numarului de lastari obtinuti prin micropropagare la vita de vie

Effect of cultivars (A), provenance (C) and interactions (A x C) on number shoots of
Vitis vinifera micropropagated

Localitatea de provenienta Media soi
Soiul Provenance
Cultivar Valea Mean of
Blaj Recas Odobesti lasi . .| cultivar
Calugareasca
Feteasca alba 2,98 p 3,090p | 3,32Imno | 3,62 hij 3,71 fgh 3,34 DE
Feteasca 318no | 3,100p | 368ghi | 3,64ghij | 350ijk 3,42D
regala
Muscat
Ottonel 3,43 kimn| 3,37 Imno | 3,87 def 3,87 def 3,93 cde 3,69 BC
ff;ff;r']”g 347jkim| 370fgh | 373fgh | 387def | 410bc | 377B
Traminer roz | 3,57 hij 4,07 cd 443 a 443 a 4,37 a 417 A
Cabernet 400cd | 392cde | 397cde | 404cdef | 423D 4,03 A
Sauvignon
Napoca 2,90q 2,93 pq 3,27no | 3,40 kimn 3,48 jKI 320 E
Cetdtuia 1,89 v 1,86 v 2,14 u 2,21u 2,231tu 2,07 G
g'lﬁ’jp“”“ de | 2a0st | 227t | 263rs | 278qr 2814 258 F
Merlot 3,39 kimn| 3,29 mno 3,57 hij 3,81 efg 3,88 def 359C
Media
localitatii -
Mean of 3,12P 3,16 P 3,46 N 3,57 M 3,62 M
provenance

DS 5% pentru doua medii soi (SD 5% for two means of variety) = 0,15-0,17
DS 5% pentru doud medii localitate (SD 5% for two means of provenance) = 0,06-0,07
DS 5% pentru doua medii soi x localitate (SD 5% for two means of interaction) = 0,17-0,22

* Diferentele dintre oricare doud variante urmate de cel putin o literd comund sunt nesemnificative
*The differences between any two values followed by at least a common letter are not significant

Deoarece mediul de cultura are cea mai puternicd influentd asupra numarului de

neoplantule obtinut la micropropagarea prin lastarire axilara, se intlnesc si cazuri de
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interactiuni Intre factori care duc la rezultate ce aparent contrazic cele spuse mai sus
(exemplu, la soiul Riesling italian, soi pentru vinuri albe, micropropagat pe MS-2,5
mg/l BAP numarul de lastari obtinuti este imediat in apropierea celui realizat la soiul
Cabernet Sauvignon). Aceasta este o dovada in plus cd interactiunea soi x mediu de

cultura influenteaza in mod decisiv caracterul analizat.

3.2.1.2. Lungimea lastarilor obtinuti prin multiplicarea din segmente nodale

Analiza variantei pentru experienta trifactoriald privind influenta soiului, a
mediului de cultura si a localitatii asupra lungimii lastarilor obtinuti prin multiplicarea
din segmente nodale este prezentatd in tabelul 21.

Tabelul 21

Analiza variantei pentru experienta trifactoriald de tipul 10 x 3 x 5 (so1 x mediu de
cultura x localitatea de provenienta)
(Influenta soiului, mediului de cultura si a localitétii asupra lungimii lastarilor (cm)
obtinuti prin multiplicarea din segmente nodale la vita de vie)

Analysis of variant of three way Anova experiment 10 x 3 x 5 (cultivars x culture
medium X provenance)

Cauza variabilitatii SP GL & Proba F
Cause of variability SS DF F test
Totala 886,16 449
Parcele mari 200,36 29
Repetitii 0,55 2
Factorul A 197,44 9 21,04 | 166,6**8>1,92; 2,50
(soiul de vita de vie)
Eroare (a) 2,369 18 0,132
Parcele mijlocii 626,28 60
FactorulB 485,68 2 242,84 | 7238,86%%>3,04; 4,71
(mediul de cultura)
Interactiunea A x B 139,26 18 17,74 230,62**>1,62;2,09
Eroare (b) 1,342 40 0,0335
Parcele mici 59,52 360
Factorul C | 979 4 245 | 54,26%* >2,41;3,41
(localitatea de provenienta)
Interactiunea A x C 16,37 36 0,45 10,08** >1,45;1,69
Interactiunea Bx C 3,05 8 0,38 8,46**>1,98; 2,60
Interactiunea AxBx C 19,47 72 0,27 5,99** >1,35;1,53
Eroare (c) 10,830 240 0,0451
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Ca s1 in cazul numarului de lastari, si pentru lungimea lastarilor obtinuti prin
culturi in vitro de segmente nodale, la cele zece soiuri de vita de vie, pe trei medii de
cultura diferite, se observa din datele prezentate in tabelul 21, ca toti factorii
experimentali si toate interactiunile dintre acestia (duble si tripld) au efecte
semnificative asupra acestui caracter.

Asemandtor cazului anterior, rezultatele de sinteza vor fi prezentate sub forma
de tabele bilaterale in care influenta factorilor si a interactiunii dintre acestia asupra
caracterului analizat ies mai bine n evidenta.

Influenta soiului §i a mediului de culturd asupra lungimii lastarilor de vita de
vie obtinuti prin micropropagare din segmente nodale este prezentata in tabelul 22. Ca
si In cazul caracterului studiat anterior, pe primele doua locuri se situeaza doud soiuri
pentru vin alb (Traminer roz: 5,55 cm si Riesling italian: 4,98) urmat de data aceasta,
la diferente semnificative, de un soi pentru vinuri rosii (Cabernet Sauvignon: 4,84 cm).
Celelalte soiuri Inregistreaza valori mult mai mici ale caracterului studiat, ce ajung
pana la 3,40 cm la soiul de struguri de masa Timpuriu de Cluj.

Este evident, din datele cuprinse in tabelul 22, ca si in cazul lungimii lastarilor
genotipurile de vita de vie reactioneaza diferit la cultura in vitro de segmente nodale.
Rezultatul era previzibil, deoarece o serie de lucrari anterioare semnalau reactia
diferita a soiurilor de vitd de vie in conditii de cultura in vitro (IONESCU si colab.,
1992; SIVRITEPE si colab., 1999).

Cel mai adecvat mediu de cultura, din punctul de vedere al lungimii lastarilor
obtinuti prin micropropagare din segmente nodale, este MS — 2,5 mg/l BAP. Celelalte
medii de cultura cu continut de BAP de 0,5-1,0 mg/l, dau rezultate mult mai slabe in
ceea ce priveste lungimea neoplantulelor obtinute, diferentele fatd de cel mai bun
mediu fiind semnificative.

Daca se analizeaza interactiunea intre cei doi factori, cele mai bune rezultate se
obtin la soiurile Traminer roz si Cabernet Sauvignon, micromultiplicate pe mediul MS
— 2,5 mg/l BAP, cu lungimi ale lastarilor de aproape 8 cm. Toate celelalte variante de
interactiune sunt inferioare acestor doud soiuri la diferente semnificative si foarte

semnificative. Foarte interesant, ca in ceea ce priveste lungimea lastarilor, soiurile de
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struguri de masa Timpuriu de Cluj si Cetatuia dau cele mai slabe rezultate indiferent

de mediul de cultura utilizat.

Tabelul 22
Influenta soiului (A), a mediului de cultura (B) si a interactiunii (A x B) asupra
lungimii lastarilor (cm) de vitd de vie obtinuti prin micropropagare

Effect of cultivars (A), culture medium (B) and interaction (A x B) upon the length
(cm) of Vitis vinifera shoob obtained micropropagated

Mediul de cultura

Soiul Culture medium I\/I'\e/logsnsglf
Cultivar MS-0,5mg/l | MS-1,0mg/l | MS-2,5mg/I cultivar
BAP BAP BAP

Feteasca alba 3,080 3,40 m 4,52 gh 3,67 1J
Feteasca regala 3,26 n 3,55 Im 4,57 gh 3,791
Muscat Ottonel 3,70 k 3,94 476 f 413 H
Riesling italian 3,54 Im 450h 6,89 ¢ 498 E
Traminer roz 3,22n 522¢e 8,22 a 555D
Cabernet Sauvignon 3,58 | 3,79k 7,14 b 484 F
Napoca 3,72k 3,99] 4,54 gh 4,08 H
Cetatuia 2,58 q 3,48 m 4,60 g 3,55J
Timpuriu de Cluj 2,131 293p 5l4e 340K
Merlot 2,95p 4,131 6,13d 440G
Media mediu de cult_uré 318 C* 389 B 5.65 A
Mean of culture medium

DS 5% pentru doud medii soi (SD 5% for two means of variety) = 0,15-0,17
DS 5% pentru doud medii mediu de culturad (SD 5% for two means of culture medium) = 0,03
DS 5% pentru doud medii soi x mediu cultura (SD 5% for two means of interaction) = 0,09-0,10

* Diferentele dintre oricare doud variante urmate de cel putin o literd comund sunt nesemnificative
*The differences between any two values followed by at least a common letter are not significant

Analiza influentei soiului si a localitatii de provenienta a acestuia (tabelul 23)
asupra lungimii lastarilor obtinuti prin culturi in vitro de segmente nodale, releva
faptul ca intre localitati, desi existd diferente semnificative, acestea sunt exprimate in
zecimi sau sutimi de mm ceea ce in mod practic, are o relevantd mult mai scazuta.
Aceastd afirmatie este sustinutda de faptul ca pentru toate localitatile, lungimea
neoplantulelor obtinute prin culturi in vitro de segmente nodale este cuprinsa intre 4,1

si4,4 cm.
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Luéind, totusi, in considerare faptul ca, intre localitdti existd diferente
semnificative in ceea ce priveste lungimea lastarilor obtinuti, se poate presupune ca
interactiunea dintre genotip si conditiile mediului specific fiecarei localitdti are
consecinte evidente din punct de vedere statistic nu numai asupra numarului de lastari
obtinuti in cultura in vitro de segmente nodale ci si asupra lungimii acestora. Natural
ca aceste consecinte stiintifice sunt rezultatul unor diferente reale a reactiei
genotipurilor in strictd dependenta de originea lor.

Tabelul 23

Influenta soiului (A), a localitatii de provenienta (C) si a interactiunii (A X C) asupra
lungimii (cm) lastarilor de vita de vie obtinuti prin micromultiplicare

Effect of cultivars (A), provenance (C) and interaction (A x C) upon the length (cm) of
shoots of Vitis vinifera by micropropagation

Localitatea de provenienta Media soi
Soiul Provenance Mean of
Cultivar _ _ _ Valea cultivar
Blaj Recas Odobesti Iasi Calugareasca
Feteasca alba 3,91rst 3,15w 3,47 vz 3,97 prs 3,83 stu 3,67 1J
Feteasca regala | 4,03 nopr | 3,51vz 3,86 rst 3,65 uv 3,91 rst 3,79 1
Muscat
Ottonel 4,32 Im 3,94 rst | 405nopr | 416 mnop| 4,20 mno 413 H
Riesling italian | 4,75 hij 4,89 gh 4,88 gh 5,10 ef 527d 4,98 E
Traminer roz 4,99 fg 5,68 ¢c 5,08 ef 6,09 a 592D 555D
Cabernet . ..
Sauvignon 4,59 jk 4,87 gh 4,64 ij 5,16 de 4,94 fgh 4,84 F
Napoca 3,97 prs 3,97 prs | 4,20mno | 4,07 nopr 4,22 mn 4,08 H
Cetatuia 3,57 vz 3,53 vz 3,57 vz 3,53 vz 3,57 vz 3,55J
g'lﬁ’jp“”“ dl 31w | 313w | 343z | 358vz | 377t | 940K
Merlot 4,01 oprs | 4,16 kim 4,42 kl 4,66 gh 4,78 hi 4,40 G
Media
localitate -
Mean of 4,12 C 4,08 C 4,16 B 4,40 A 4,44 A
provenance

DS 5% pentru doua medii soi (SD 5% for two means of variety) = 0,15-0,17
DS 5% pentru doud medii localitate (SD 5% for two means of provenance) = 0,06-0,07
DS 5% pentru doud medii soi x localitate (SD 5% for two means of interaction) = 0,17-0,23

* Diferentele dintre oricare doud variante urmate de cel putin o literd comuna sunt nesemnificative
*The differences between any two values followed by at least a common letter are not significant
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Analiza influentei mediului de culturd si a localitdtii de provenientd a
materialului  biologic (cultivarelor) asupra lungimii lastarilor obtinuti prin
micropropagarea din segmente nodale (tabelul nr. 24) este mult simplificata de faptul
ca, pe baza datelor din tabelele anterioare, atat efectele mediului de cultura cat si cel al
localitatii au fost analizate. Din aceste motive ne vom margini sd relevam doar efectul
interactiunii celor doi factori ardtdnd cd, pentru toate localitatile luate in studiu, cele
mai ridicate valori ale lungimii lastarilor s-au obtinut pe mediul MS - 2,5 mg/l BAP, la

diferente asigurate statistic fatd de oricare altd combinatie intre cei doi factori.

Tabelul 24

Influenta mediului de culturd (B), a localitétii de provenienta (C) si a interactiunii
(B x C) asupra lungimii (cm) lastarilor de vitd de vie obtinuti prin micromultiplicare

Effect of culture medium (B), provenance (C) and interaction (B x C) upon the length
of shoots (cm) of Vitis vinifera obtained by micropropagation

] Mediul de culturda Media

L&ggﬂ:ﬁ tge Culture medium localitatii

i MS-0,5mg/l | MS-1,0 mg/l | MS-2,5mg/l Mean of

Provenance BAP BAP BAP provenance
Blaj 3,08j 3,859 544 c 412 C
Recas 3,00 k 3,86 f 539c 408C
Odobesti 3,20 i 3,729 5,56 b 4,16 B
Tasi 3,30 h 3,96 ¢ 5,93 a 4,40 A
Valea Calugareasca 3,30 h 408d 595a 444 A
Media mediu de cultura 318 p* 389 N 565 M
Mean of culture medium : ’ ’

DS 5% pentru doud medii localitate (SD 5% for two means of provenance) = 0,06-0,07

DS 5% pentru doud medii mediu de culturad (SD 5% for two means of culture medium) = 0,03

DS 5% pentru doud medii localitate x mediu culturd (SD 5% for two means of interaction) = 0,08-
0,11

* Diferentele dintre oricare doud variante urmate de cel putin o literd comuna sunt nesemnificative
*The differences between any two values followed by at least a common letter are not significant
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Concluzionénd datele din acest subcapitol se poate afirma ca:

Soiul, mediul de culturd si localitatea de provenienta ale soiului au influentat
in mod semnificativ lungimea lastarilor obtinuti prin cultura in vitro de segmente
nodale, la vita de vie.

- Cea mai accentuata influenta asupra caracterelor mentionate o are mediul de
culturd, de departe mediul MS — 2,5 mg/l BAP ducand la obtinerea celor mai bine
dezvoltate neoplantule obtinute prin cultura in vitro de segmente nodale, la diferente
semnificative de oricare alte variante de mediu.

- Faptul ca si intre localitatile de provenienta ale cultivarelor exista diferente
semnificative in ceea ce priveste lungimea lastarilor obtinuti prin micromultiplicarea
din segmente nodale poate fi explicat prin nivelele diferite de interactiune dintre
genotip si mediul sau specific, diferente ce se concretizeazad in probabilitatea de
dezvoltare mai accentuatd sau mai putin accentuatd a neoplantulelor in culturile in

vitro (fig. 24).

Blaj lasi Odobesti  Valea Calugarecasca Recas
4,99 cm 6,09 cm 5,08 cm 5,92 cm 5,68 cm

Fig. 24. Lungimea medie a lastarilor la soiul de vitd de vie Traminer roz obtinuti prin
multiplicarea din segmente nodale

Average shoot length (cm) of cultivar Traminer rose obtained from

micropropagated nodal segements
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3.2.1.3. Numdarul de noduri/neoplantuli observat in urma micromultiplicarii din

segmente nodale la vita de vie

Ca si in cazul celor doud caractere analizate anterior, tabelul variantei pentru

influenta soiului, mediului de culturd s1 a localitdtii asupra numdrului de

noduri/neoplantulad obtinute prin micromultiplicare din segmente nodale, la vita de vie,

aratd o proba F ce scoate n evidenta actiunea distinct semnificativa a tuturor factorilor

si interactiunilor dintre factori (tabelul 25).

Prezentarea rezultatelor de sinteza se face, si In cazul acestui caracter, prin

tabele de contigenta intre doi factori.

Tabelul 25

Analiza variantei pentru experienta trifactoriald de tipul 10 x 3 x 5 (so1 x mediul de

cultura x localitate de provenienta)

(Influenta soiului, mediului de cultura si a localitdtii asupra numarului de noduri
obtinuti prin micromultiplicare din segmente nodale la vita de vie)

The three way Anova type experiment 10 x 3 x 5 (cultivars x culture medium x

provenance)

Cauza variabilitatii SP GL &2 Proba F

Cause of variability SS DF F test
Parcele mari 531,47 29
Repetitii 1,03 2
Factorul A 525,96 9 | 5844 |23493*%>192; 2,550
(soiul de vita de vie)
Eroare (a) 4,478 18 0,249
Parcele mijlocii 1557,29 60
Factorul B (mediul de cultura) 1091,20 2 545,60 |2716,53**>3,04;4,71
Interactiunea A x B 458,05 18 25,45 | 126,70**>1,62;2,09
Eroare (b) 8,034 40 0,2008
Parcele mici 78,57 360
Factorgl CE (localitatea de 14.37 4 350 | 54,62%*>2.41:3 41
provenienta)
Interactiunea A x C 19,13 36 0,53 8,08**>1,45:1,69
Interactiunea Bx C 2,99 8 0,37 5,69**>1,98:2,60
Interactiunea Ax B x C 26,29 72 0,37 5,565**>1,35:1,53
Eroare (c) 15,789 240 0,0658
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In tabelul 26 se prezintd influenta soiului si a mediului de culturd asupra
numarului de noduri prezentat de neoplantulele obtinute prin cultura in vitro din
segmente nodale. Rezultatele urmeaza indeaproape modelul descris la lungimea
lastarilor, lucru absolut firesc daca se tine cont de faptul cd, in general, lastarii de

lungimi mai mari au si noduri mai multe.

Tabelul 26

Influenta soiului (A), a mediului de cultura (B) si a interactiunii (A x B) asupra
numarului de noduri/neoplantule obtinut prin micromultiplicare din segmente nodale
la vita de vie

The effect of cultivar (A), culture medium (B) and interaction (A x B) upon the number
of nodes/neoplants obtained in Vitis vinifera by micropropagation from nodal

semgments
Mediul de cultura Media soi
Soiul Culture medium Mean of
Cultivar MS-0,5mg/l | MS-1,0mg/l | MS-2,5mg/l cultivar
BAP BAP BAP
Feteasca alba 3,42 k 2,200 6,80 b 414 C
Feteasca regala 2,42 n 3,03 1) 573d 3,72D
Muscat Ottonel 2,09 op 459 f 48le 3,83D
Riesling italian 2,91 jk 4,45 g 6,48 c 461B
Traminer roz 2,84 Kl 494¢e 12,16 a 6,65 A
Cabernet
Sauvignon 2,72 Im 2,84 ki 6,73 b 4,10C
Napoca 2,63 m 3,35k 4,17 h 3,38 E
Cetatuia 1,41r 3,07 3,66 j 2,711 F
Timpuriu de Cluj 111s 2,220 4,28 h 2,54 F
Merlot 1,98p 3,841 5,83d 3,88 D
Media mediu de
cultura -
Mean of culture 2,35P 345N 6,07 M
medium

DS 5% pentru doua medii soi (SD 5% for two means of variety) = 0,21-0,24
DS 5% pentru doud medii mediu de culturad (SD 5% for two means of culture medium) =0,11-0,14
DS 5% pentru doud medii soi x mediu de culturd (SD 5% for two means of interaction) = 0,14-0,17

* Diferentele dintre oricare douad variante urmate de cel putin o literd comund sunt nesemnificative
*The differences between any two values followed by at least a common letter are not significant
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Analizand influenta soiului asupra numarului de noduri/neoplantula se observa
ca, intre cele zece soiuri luate in studiu, existd diferente semnificative privind acest

caracter. Cel mai mare numdr de noduri/neoplantula se inregistreaza la soiul Traminer

y = 0,5706x + 1,982
r= 0,90%*

L 2

Numar de noduri/neoplantula
(6]

0 LJ LJ LJ LJ LJ LJ LJ

0 2 4 6 8 10 12 14

Lungimea lastarilor (cm)

roz (6,65 noduri/neoplantuld) urmat, la diferente semnificative, de soiul Riesling
italian (4,61 noduri/neoplanutula). Ordinea variantelor celor mai bune pentru acest
caracter este identicd cu cea inregistratd la lungimea neoplantulelor fapt ce vine in
sprijinul afirmatiei anterioare privind corelatia directd si pozitiva (r = 0,90**) intre
lungimea neoplantulei si numarul de noduri pe care il formeaza, asa cum reiese din

figura 25.

Fig. 25. Linia si ecuatia de regresie a numarului de noduri/neoplantuld in functie de
lungimea (cm) lastarilor de vita de vie obtinuti prin micropropagare

Regression line and equation for number of nodes/neoplants and length of
shoots (cm) obtained by micropropagated

Numarul cel mai scazut de noduri/neoplantuld se inregistreaza la soiurile de
struguri de masa Cetatuia si Timpuriu de Cluj, inferior tuturor celorlalte soiuri testate
la diferente asigurate statistic.

Mediul de cultura a influentat In mod si mai evident decat soiurile numarul de

noduri/neoplantuld inregistrat in experientd. Mediul MS — 2,5 mg/l BAP duce la
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formarea unor neoplantule cu cel mai mare numar de noduri (6,07) celelalte doua
medii plasandu-se mult sub valoarea mentionatd mai sus (mediul MS - 0,5 mg/l BAP
= 2,35 noduri/neoplantula, iar mediul MS — 1,0 mg/l BAP = 3,45 noduri/neoplantula).

Analiza datelor din interiorul tabelului 26 privind interactiunea celor doi factori
(so1 x mediu de culturd) si influenta acesteia asupra numarului de noduri/neoplantula,
scoate 1n evidentd un lucru foarte interesant: la soiul Traminer roz pe mediul MS - 2,5
mg/l BAP s-au obtinut neoplantule cu 12,2 noduri/neoplantuld, valoare ce este practic
dubla fatd de cele ale efectului soiului (6,65 noduri/neoplantuld) si mediului (6,07
noduri/neoplantuld) asupra respectivului caracter. Aceste date sugereaza clar ca, prin
alegerea atentd a soiurilor i a mediului de culturd pot fi obtinute, in procesul de
micropropagare la vita de vie, variante de lucru in care numarul de noduri sa fie foarte
mare asigurandu-se astfel o rata de multiplicare superioara.

Datele din tabelul 27 releva faptul ca, intre provenientele cultivarelor care au
furnizat explantele, exista diferente semnificative in ceea ce priveste numarul de
noduri/neoplantuld. Foarte probabil aceasta diferentiere semnificativa a reactiei
soiurilor in functie de provenienta lor se datoreste, In cazul numarului de
noduri/neoplantuld, dimensiunilor diferite ale neoplantulelor, inregistrate in functie de
originea cultivarelor. Fara a incerca sd explicam cauzele reale ale acestei variatii, vom
ardta ca cel mai mare numar de noduri/neoplantuld s-a obtinut, la toate soiurile, atunci
cand acestea proveneau din statiunile lasi si Valea Calugdreasca. Provenientele de
Odobesti, Recas si Blaj dau neoplantule cu numar semnificativ mai mic de noduri
decat provenientele de lasi si Valea Calugareasca, cu mentiunea ca aceste diferente
sunt de ordinul zecimilor.

Datele din interiorul tabelului 27 privind analiza interactiunii soiului si
localitatii asupra numarului de noduri/neoplantuld evidentiazd, din nou, un soi pentru
vinuri albe §i anume Traminer roz care, la neoplantulele formate prin
micromultiplicare din segmente nodale, a realizat neoplantule cu mai mult de sapte
noduri/neoplantula valoare ce este aproape dubld sau chiar mai mult decat dubla fata
de majoritatea celorlalte valori din interiorul tabelului, aceste diferente fiind asigurate

statistic.
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Din tabelul 28 care prezinta influenta interactiunii dintre localitate si mediu de

cultura asupra numarului de noduri/neoplantuld, se vor analiza doar datele din

interiorul tabelului, dat fiind faptul ca influenta factorului mediu de cultura si influenta

factorului provenienta au fost discutate la tabelele anterioare.

Tabelul 27

Influenta soiului (A), a localitatii de provenienta (C) si a interactiunii (A x C) asupra
numarului de noduri/neoplantula obtinut prin micromultiplicare din segmente nodale

la vita de vie

The effect of cultivar (A), provenance (C) and interaction (A x C) upon the number of
nodes/neoplantlet in Vitis vinifera obtained by micropropagation from nodal segments

Soi Localitatea de provenienta Media
Provenance soi
Cultivar Mean of
. . . Valea .
Blaj Recas Odobesti lasi Calugireasci cultivar
Efl:;as"a 4300 | 363nop | 397jk | 447fghi| 433hi 4,14C
f:;f;ca 387jkimn | 3500p | 3.92jkim | 363nop | 370mno | 372 D
Muscat . . .
Ottonel 4,02 ] 3,67 mno 3,63 nop (3,87 jkimn 3,96 jKI 3,83D
ff;ff;r']”g a34hi | 4edefg | 456fgh | 469ef | 482e 4618
T raminer 583 d 670b 623¢c | 730a 717a 6,65 A
Cabemet | 524 imno | 4,02 398jk | 442ghi |  432hi 4,10 C
Sauvignon
Napoca 3,16 q 3,11 qr 3,57 op 340p 3,68 mno 3,38 E
Cetatuia 2,71 Imno 2,61t 2,72 st 2,77 st 2,74 st 2,71 F
g'lﬁ’jp“”“ de | 26y 2294 253t | 271st | 290rs | 254F
Merlot 3,49 op 3,71Imno | 3,70 mno 424 428 i 3,88 D
Media
localitafii | 377p« | 379p | 388N | 415M | 419M
Mean of
provenance

DS 5% pentru doud medii soi (SD 5% for two means of variety) = 0,21-0,24
DS 5% pentru doud medii localitate (SD 5% for two means of provenance) = 0,08-0,09
DS 5% pentru doud medii soi x localitate (SD 5% for two means of interaction) = 0,22-0,29

* Diferentele dintre oricare doud variante urmate de cel putin o literd comund sunt nesemnificative
*The differences between any two values followed by at least a common letter are not significant
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Tabelul 28

Influenta localitétii de provenientd (C), a mediului de culturad (B) si a interactiunii (B x
C) asupra numarului de noduri/neoplantula obtinut prin micromultiplicare din
segmente nodale la vita de vie

The effect of provenance (C), culture medium (B) and interaction (B x C) upon the
number of nodes/neoplantlet in Vitis vinifera obtained by micropropagation of nodal

segments
Localtaten d - Mediul de cultura Media
ocalitatea de provenienia Culture medium localititii
Provenance MS-0.5mg/l | MS—1,0 mg/l | MS— 2,5 mg/l pr'\é'\fea:acr’]';e
BAP BAP BAP

Blaj 2,31h 327¢ 574c 3,77C
Recas 2,09i 341e 5,87 bc 3,79C
Odobesti 2,34 gh 331le 599b 3,88B
Tasi 2,47 g 359d 6,382 4,15 A
Valea Calugareasca 255f 3,68d 6,34 a 419 A
Media mediu de cultura 2 35 p* 345N 6.07 M

Mean of culture medium ’ ’ ’

DS 5% pentru doua medii localitate (SD 5% for two means of provenance) = 0,08-0,09

DS 5% pentru doud medii mediu de cultura (SD 5% for two means of culture medium) = 0,11-0,14

DS 5% pentru doua medii localitate x mediu de cultura (SD 5% for two means of interaction) = 0,14-
0,18

* Diferentele dintre oricare doud variante urmate de cel putin o literd comuna sunt nesemnificative
*The differences between any two values followed by at least a common letter are not significant
Interactiunea dintre mediul de cultura si localitatea de provenienta a cultivarului
care a furnizat explantul evidentiazd valori mari si foarte mari (6,34-6,38
noduri/plantd) obtinute pentru numarul de noduri/neoplantuld la provenientele de lasi
si Valea Calugareasca, atunci cand acestea sunt micropropagate din segmente nodale
pe mediul MS - 2,5 mg/l BAP. Deoarece pe acest mediu toate soiurile au reactionat
extrem de pozitiv in ceea ce priveste numarul de noduri/neoplantuld recomandam

utilizarea acestuia in micropropagarea vitei de vie prin segmente nodale (fig. 26).
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Fig. 26. Plante de vita de vie obtinute din segmente nodale pe mediul de culturd MS —
2,5 mg/l BAP, la opt saptdmani de la inoculare

Plants regenerated from nodal segments of Vitis vinifera on MS — 2,5 mg/l BAP, 8
weeks after inoculation

Sintetizand rezultatele prezentate Tn acest subcapitol se pot conchide
urmatoarele:

- Soiul de vitd de vie, mediul de culturd utilizat si locul de provenientd al
cultivarului ce a furnizat explantul, precum si interactiunile dintre acesti trei factori au
influentat iIn mod semnificativ numarul de noduri/explant obtinut in urma
micromultiplicarii prin segmente nodale.

- In toate cazurile analizate, atat pentru influentele factorilor cit si pentru
influentele interactiunilor dintre acestia, numdrul de noduri/neoplantuld a reprodus
fidel modelul de variatie inregistrat pentru lungimea lastarilor (neoplantulelor).

- Aceste rezultate confirmd observatia generala ca, la vita de vie, numarul de
noduri/neoplantula este corelat direct si pozitiv cu dimensiunile (lungimea)
neoplantulelor respective, lastarii mai lungi avand tendinta de a forma un numar mai

mare de noduri.
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3.2.2. Rezultate obtinute in experientele de inducere a calusogenezei

Variabilitatea somaclonald este asociatd adesea cu regenerarea directa din calus
sau din suspensii de celule (KARP, 1989). Se apreciaza ca existd o stransa legatura
intre parcurgerea fazei de calus si variabilitatea somaclonald, fapt ce a determinat ca,
in micropropagare in scop de inmultire fideld a materialului initial, sd se evite
formarea calusului. Cu toate acestea, in literatura de specialitate se mentioneaza ca
aparitia variabilitdtii somaclonale nu este limitata la regenerarea din calus, ci ea poate
sa se produca si la plantele regenerate prin embriogeneza directa (EVANS, 1988).

Avand in vedere cd unul din obiectivele tezei a fost acela al studierii
variabilitdtii somaclonale la vita de vie, in experientele executate in acest sens a fost
indusa etapa de formare a calusului.

Pentru inducerea calusogenezei s-au utilizat, ca si sursa de explante, segmente
nodale si fragmente de frunze (fig. 27). Segmentele nodale au fost dimensionate la
circa 0,5 cm si au fost plasate orizontal pe suprafata mediului. Atat segmentele nodale,
cat si fragmentele de frunze au fost prelevate de la plantulele obtinute in vitro.

In cazul culturilor de fragmente de organe pe medii corespunzitoare si in
anumite conditii de lumind, temperaturd, umiditate, se induce dediferentierea celulelor
diferentiate care vor intra in diviziune. Treptat, structura organului fragmentat se
pierde si se transforma in calus, respectiv intr-o masd de celule de tip parenchimatic
(BADEA si colab., 2001).

Cantitatea de calus produsa si natura calusului depind de specie, tipul de
explant, de regulatorii de crestere utilizati in mediul de culturd si, uneori, de conditiile
de incubare (XU si colab., 2005; DE SILVA si colab., 2006). Nu se cunosc exact
nutrientii necesari pentru formarea calusului, deci si alfi componenti mai pot fi
addugati In mediu: hidrolizatul de cazeind, extract de malt, extract de drojdii sau lapte
de nuca de cocos (PIERIK, 1987). Mediul standard MS (1962) sau modificat este cel
mai adesea utilizat. Zaharoza si glucoza, in concentratie de 2-4%, sunt cel mai adesea

folosite ca sursad de carbon.
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Fig. 27. Initierea in vitro a calusului la vita de vie din fragmente de frunze

Initiation in vitro culture of Vitis vinifera from leaf explants

Un calus friabil, morfogenetic, a fost bine dezvoltat dupa 45 de zile de la
inocularea in vitro a segmentelor nodale. Explantele dimensionate din portiunea
limbului foliar in care nervura principala a frunzei a fost bine reprezentata au generat o
cantitate mai redusd de calus. De asemenea, multe explante s-au necrozat sau au dat
nagtere unui calus moale, nefriabil care nu a mai putut fi utilizat in continuare (tabelul
29).

In concluzie, putem mentiona faptul ca, pentru continuarea experientelor de
inducere a variabilitatii somaclonale, sursa de explant cea mai buna pentru productia
de calus a fost reprezentatd de segmentele nodale.

Rata de inducere a calusului a variat in functie de concentratia de ANA
utilizata. Similar, si alti autori au observat o crestere a masei calusului prin addugarea
in mediul de cultura a unei concentratii mai mari de auxinad, respectiv 21,5 uM ANA si
a citochininei izopentiladenina (2 iP) in concentratie de 0,25 uM (CACHITA, 1984).
Concentratia de ANA 10 mg/l, utilizata de noi in mediile de culturd, a dat nastere unui
calus friabil, Tn timp ce concentratia mai mica, respectiv de 5 mg/l ANA a dus la

obtinerea unui calus nefriabil si In cantitate foarte mica.

160



Rodica Pop, 2008

Tabelul 29

Comportare segmentelor nodale si a portiunilor de frunza utilizate ca explante in
experientele de inducere a calusogenezei la zece soiuri de vitd de vie

Behaviour of nodal and leaf segments used as explants in callus induction in ten vine

cultivars
Tip explant
Specificare Type explant
Specification Segmente nodale Portiuni de frunza
Nodal segments Leaf segments
Formarea de calus moale, f . -
friabil oarte sporad.lc in mod frecvent
Soft and friable callus verry sporadic frequent
Necrozarea in masa a - generald pentru toate
explantelor soiurile
Mass necrosis of explants general for all varieties
Cantitatea de calus Variabila mica si foarte mica
formata Variable small and verry small
Callus quantity obtained

Tesutul calusal a crescut la suprafata mediului nutritiv formand o masa amorfa
de celule parenchimatice cu pereti subtiri, fard o anumita structura anatomica. Masa de
calus a avut diferite culori: alba, galbuie, galbena-verde, rosie, cenusie. Adesea peste
aceste culori s-au suprapus pigmentari de culoare rosie, violacee, roza (fig. 28).

De obicei, in cultura de repicare de lungd durata, pe mediile care includ auxina
2,4 -D, tesuturile de calus isi pierd pigmentarea si devin mai poroase (PALII, 2004).

Formarea, cresterea si aspectul calusului sunt dependente de natura si
concentratia regulatorilor de crestere prezenti in mediul de cultura (CACHITA, 1984).
Astfel, celulele tesutului calusal pot fi de consistente diferite, dar in experientele
noastre acestea s-au incadrat in urmatoarele trei categorii:

- calusuri afanate (laxe), pline cu apa, nefriabile, grunjoase care se desfac usor

in celule independente;

- calusuri de constitutie medie, cu zone meristematice bine evidentiate;

- calusuri compacte, cu zone de cambiu redus si vase conducétoare.
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Fig. 28. Culoarea masei de calus obtinuta pe mediul de inducere a
calusogenezei MS suplimentat cu ANA 10 mg/l

Callus color obtained on MS medium fortified with NAA 10 mg/I

Calusul embriogen are, de obicei, o culoare albad-gilbuie, aspect friabil,
microglomerular, nisipos. Microsocopic, culoarea deschisd denotd absenta
cloroplastelor  caracteristice =~ calusului  embriogen.  Consistenta  friabila,
microglomerulard este datd de conglomeratele de celule izodiametrice cu caracter
meristematic (meristemoizi) si de embrioni glomerulari. Dimensiunile mici, aspectul
de celule meristematice si forma izodiametrica sunt insusiri care permit recunoasterea
precoce a calusurilor embriogene (PALADA, 2004).

Pe mediul de culturd suplimentat cu 5,0 mg/l ANA, calusul a fost de culoare
alba, alb-brunie, mai putin friabil. Masa de calus a avut o crestere lenta (fig. 29).

Pe mediul de culturd suplimentat cu 10 mg/l ANA, calusul a avut o consistentd
compactd, cu mare densitate optica. Calusul a avut, de asemenea, mai multe culori:

alb-laptoasa, galbena, galben-verde cu pigmentare rosie, violacee (fig. 30).
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Fig. 29. Cultura de calus obtinuta pe mediul MS — 5,0 mg/l ANA
Callus culture on medium MS - 5,0 mg/l NAA

Fig. 30. Aspectul morfogenetic al calusului indus pe mediul de calusogeneza
MS suplimentat cu ANA in concentratie de 10 mg/l ANA

Morphogenetic aspects of callus induction on MS medium fortified with
NAA 10 mg/l
Literatura mentioneaza ca, de regula, se genereazd mai mult calus din inoculi
cultivati la intuneric decat din cei crescuti la lumina. Regiunile cu calus regenerativ
sunt insd mai greu de depistat pe calusurile crescute la intuneric. Pe baza acestor
considerente, in experientele noastre de inducere a calusogenezei, formarea calusului

s-a realizat la fotoperioda de 18 ore lumina/6 ore intuneric, la temperatura de 22-24°C.
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Prima subculturad de calus a fost obtinutd dupa patru siptimani. In masa de
calus obtinuta pe mediul de cultura cu 10 mg/l ANA s-a observat formarea unui calus
mixt, continand atit calus regenerativ cat si neregenerativ. Din zona de calusul
regenerativ s-au detasat fragmente care au fost pasate pe medii proaspete. Din
portiunile de calus de tip regenerativ, pasate pe mediu adecvat s-au diferentiat apoi
plante (fig. 31).

Fig. 31. Organogeneza la nivelul calusului. A- calus lipsit de organogeneza; B — calus
cu caulogeneza

Organogenesis of callus A — non-organogenetic calli; B — organogenetic calli

Pentru a evita pierderea capacitatii de diviziune si moartea celulelor, calusul, a
fost transferat, periodic, pe medii proaspete. Transferul s-a realizat la intervalul de 5-6
saptamani. In acest fel, rata de multiplicare si numarul de plante regenerate din calus
sunt practic mentinute, la acelasi nivel in primele sase subculturi. Incepand cu cea de
a saptea subcultura, rata de regenerare exprimatd prin numdrul de plante
regenerate/calus a manifestat o scadere evidenta.

La unele specii cum sunt gramineele (CACHITA, 1984), pierderea potentialului

regenerativ al calusului survine mult mai devreme, adesea dupa 1-2 pasari ale acestuia.
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3.2.2.1. Influenta soiului si a mediului de culturda asupra cantitatii de calus format

in experientele de inducere a calusogenezei

Din titlul acestui subcapitol reiese clar ca, in acest tip de experiente de
calusogeneza, s-a folosit un model bifactorial in care factorul A = soiul (cu zece
gradudri reprezentate de cele zece soiuri) iar factorul B = mediul de culturd (cu trei
gradudri reprezentate de mediul MS fard adaos de citochinine si MS cu doua tipuri de
citochinine).

Tabelul variantei pentru greutatea calusului (tabelul 30) releva, prin proba F, ca
soiurile au influentat uniform si semnificativ cresterea masei calusului dupa inducerea
calusogenezei. In schimb mediul de culturd a avut un efect foarte semnificativ asupra

cresterii masei calusului in experientele de inducere a embriogenezei.

Tabelul 30

Tabelul variantei. Greutatea calusului (g) In experienta bifactoriala (10 x 3) cu soiuri
de vita de vie si medii de cultura folosite in inducerea calusogenezei prin cultura in
vitro de segmente nodale

Table of variance in two way type of experiment (10 x 3). Influence of cultivar and
culture medium upon induced callusogenesis

Cauza SPA GL &2 Proba F
Cause SS DL F test
Totala 0,35 89
Repetitia 0,001696 2
Varianta 0,335985 29
Factorul A (soiul) 0,006359 9 0,001 | 3,187*>2,04; 2,72
Factorul B (mediul de 0,323421 2 0.162 | 729,341**>3,15; 4,98
culturd)
Interactiunea A x B 0,006205 18 0,018 1,555<1,81; 2,32
Eroare 0,013 58 0,0002

Analiza rezultatelor propriu-zise privind greutatea calusului obtinut la cele zece
soiuri de vitd de vie pe cele trei medii de cultura sunt prezentate n tabelul 31.

Datele din tabelul 31 pun in evidenta faptul ca, intre cele zece soiuri testate
exista diferente semnificative In ceea ce priveste greutatea calusului format in urma

inducerii calusogenezei pe trei medii de culturd. Soiurile Cabernet Sauvignon si
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Riesling italian au cea mai mare cantitate de calus formata la patru saptdmani dupa
prima pasare, la cealaltd extremd plasandu-se soiurile Napoca si Timpuriu de Clyj cu
cele mai mici cantitati de calus observate (0,152-0,153 grame). Celelalte soiuri ocupa
pozitii intermediare din punctul de vedere al acestui caracter.

Tabelul 31

Greutatea calusului (g) In experienta bifactoriala (10 x 3) cu soiuri de vita de vie si
medii de cultura folosite in inducerea calusogenezei prin cultura in vitro de segmente
nodale

Quantity of callus (g) in two way experiments (10 x 3) with cultivars of Vitis vinifera
and culture medium used in inducted callusogenesis from in vitro culture of nodal

segments
Mediul de cultura Media soi
Soiul Culture medium Mean of
Cultivar MS — fara MS - 1,5 mg/l MS - 2,5 mg/l cultivar
citochinine TDZ BAP
Feteasca alba 0,230 bc 0,170 de 0,070 ¢ 0,157 CD
Feteasca regala 0,240 ab 0,168 de 0,090 fg 0,166 B
Riesling italian 0,250 a 0,175 de 0,080 fg 0,168 B
Muscat Ottonel 0,225 bc 0,179 de 0,090 fg 0,165 BC
Merlot 0,240 ab 0,178 de 0,080 fg 0,166 B
Cabernet Sauvignon 0,262 a 0,185 d 0,100 f 0,182 A
Traminer roz 0,210 c 0,173 de 0,103 f 0,162 BC
Timpuriu de Cluj 0,220 bc 0,159 e 0,080 c 0,153 D
Napoca 0,225 bc 0,162 de 0,070 g 0,152 D
Cetatuia 0,212 ¢ 0,170 de 0,090 fg 0,157 CD
Media mediu cultura
Mean of culture 0,231 M* 0,172 N 0,085 P
medium

DS 5% pentru doud medii soi (SD 5% for two means of variety) = 0,008-0,010
DS 5% pentru doud medii mediu de culturd (SD 5% for two means of culture medium) = 0,014-0,015
DS 5% pentru doud medii soi x mediu de culturd (SD 5% for two means of interaction) = 0,025-0,031

*Diferentele dintre oricare doud variante urmate de cel putin o literd comund sunt nesemnificative
*The differences between any two values followed by at least a common letter are not significant

Mediului de culturd a avut cea mai mare influentd asupra greutatii calusului
format.

La mediul trei, MS cu adaos de BAP, greutatea medie a calusului format este
semnificativ mai micd decat la primele doua medii. Rezultatele sunt normale daca se

are in vedere faptul ca citochininele, in mod general, induc caulogeneza si nu
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favorizeaza cresterea calusului decat atunci cand sunt folosite in concentratii foarte
mari.

Analiza datelor din interiorul tabelului 31 confirmd semnificatia ridicata, din
punct de vedere statistic, a efectului interactiunii asupra greutatii masei calusului la
patru saptamani dupad prima pasare. Se observa, din aceste date, cd cele mai mari
cantitati de calus se obtin pe mediul de culturd MS — fard citochinine. Astfel, pe acest
mediu de culturd soiul Cabernet Sauvignon formeaza un calus cu greutatea de 0,262
grame, urmat de soiul Riesling italian cu un calus cu greutate de 0,250 grame. Cele
mai mici cantitati de calus s-au obtinut la soiul Traminer roz, greutatea calusului fiind
de 0,210 grame.

Se poate concluziona, din analiza datelor prezentate in acest capitol, ca
greutatea calusului format in urma primei pasari pe medii calusogene, la cele zece
soturi de vita de vie studiate, depinde in mod decisiv de mediu de culturd si intr-o mica
masura de interactiunea soi x mediu de cultura.

Adaugarea in mediu de cultura MS a 1,5 mg TDZ/1 duce la diferente
semnificative in greutatea calusului format, dar si la deosebiri evidente de calitate a
calusului. Pe mediul MS cu TDZ, calusul format este mai friabil si are o capacitate

calusogend mai ridicata.

3.2.3. Rezultate experimentale privind regenerarea de neoplantule din
calus mentinut timp indelungat in cultura

Capacitatea organogena sau embriogend a tesutului calusal este dependenta de
factorii endogeni si exogeni, de numarul pasarilor, de conditiile de culturd si de varsta
calusului. Literatura citeaza cazuri in care calusurile repicate periodic, chiar si dupa o
perioadd de cinci ani si-au mentinut potentialitatea ridicata de a regenera plante. In
cazul calusului obtinut de noi la vita de vie, capacitatea regenerativd s-a mentinut
pentru o perioada mult mai scurta, de circa 7-8 luni.

NABORS (1982), citat de CACHITA (2000), distinge un calus de tip
regenerativ, embriogen care da nastere la noi plante si un calus de tip neregenerativ,
neembriogen care are o crestere luxuriantd, din el diferentiindu-se raddcini, uneori

mugurasi, dar niciodata plante intregi.
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Calusul embriogen, regenerativ este dens optic, translucid sau opac, de culoare
alba-laptoasa, spre galbena sau galben-verde. Citologic, se remarca zone compacte, cu
celule nediferentiate, ce pot genera embrioni sau embrioizi, din care apoi Se vor
dezvolta plante complet conformate.

Calusul neembriogen este constituit dintr-o masa cristalina, transparenta, de
culoare alba, brunie sau verde. Acest tip de calus are o consistentd mai laxa, fiind mai
friabil, desfacandu-se mai usor in pachete de celule. Regiunile friabile prezinta celule
mari, mult vacuolizate. Din aceste regiuni pot apare radacini, mai rar mugurasi, dar nu
si plante.

S-a constat ca tipul de calus regenerativ — embriogen tinde sa devind
neregenerativ — neembriogen. Dupa producerea acestei schimbarii procesul este
definitiv, Intrucat cele doua forme sau tipuri de calus, diferite functional, nu sunt
interconvertibile. De asemenea, cele doua tipuri de calus necesitd hormoni diferiti, in
doze variate, atat pentru impulsionarea si sustinerea cresterii cat si pentru diferentiere.

In experientele noastre, dupd circa 7 — 8 luni, de pasari repetate, calusul
regenerativ a devenit neregenerativ. Dupd acest moment calusul si-a mentinut
cresterea abundenta la fiecare pasare pe mediu proaspat. Cresterea acestui tip de calus
a fost continuata pe o duratd de circa patru ani in cultura in vitro (fig. 32). Desi in
literatura se citeaza cazuri cu totul izolate in care calusul neregenerativ poate forma
regiuni regenerative in anumite conditii de mediu, acest lucru nu a fost semnalat de noi
in experientele de inducere a variabilitdtii somaclonale la vita de vie prin regenerarea

de neoplantule din calus mentinut timp indelungat in cultura.

3.2.3.1. Numdarul de neoplantule regenerate

Experientele de regenerare de neoplantule din calus mentinut timp indelungat in
culturd (3-4 pasari) au fost si ele de tip bifactorial cuprinzand cele zece soiuri de vita
de vie mentionate anterior si trei medii de culturda MS la care s-au adaugat cantitdti
diferite de TDZ: 0,5 mg/1, 1,0 mg/1 si 2,0 mg/l. Aceste variante de mediu au fost alese
pe baza datelor din literatura de specialitate care mentioneaza faptul ca adaosul de

cantitati mici si moderate de TDZ in mediul de cultura stimuleazd regenerarea de

168



Rodica Pop, 2008

neoplantule din calusul organogen, mai ales la speciile lenoase si recalcitrante.

Fig. 32. Cresterea luxuriantd a calusului neregenerativ

Luxuriantly growing of non regenerative callus

Din tabelul 32 (tabelul variantelor) se observa ca toti factorii experimentali (S0i,
mediu de culturd), precum si interactiunea soi X mediu de culturd au avut influente
semnificative asupra numarului de neoplantule regenerate.

Cel mai puternic efect asupra numarului de neoplantule regenerate 1-a avut
factorul B, respectiv mediul de cultura, cu F calculat = 21484,8, foarte semnificativ.
Sinteza rezultatelor obtinute privind numarul de lastari regenerati este prezentata in
tabelul 33.

Analizand influenta soiului asupra numarului de lastari regenerati se observa,
din datele tabelului 33, ca aceasta este relativ omogena, toate soiurile regenerand un
numadr de 8,13 pana la 9,60 lastari/calus regenerativ. Desi la prima vedere acest numar
pare mare, trebuie mentionat faptul ca, in comparatie cu numarul de regeneranti din
calus inregistrat la alte specii (de exemplu la Kigelia pinnata L, THOMAS si colab.,
2004; la Saintpaulia ionantha Wendl., MITHILA si colab., 2003; la Lisianthus
russelianus Hook, POP si colab., 2007), aceste valori pot fi considerate ca mici sau

moderate.
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Tabelul 32

Tabelul variantei. Numarul de neoplantule regenerate in experienta bifactoriala
(10 x 3) cu soiuri de vita de vie si medii de cultura folosite in regenerarea de
neoplantule din calus

Table of variance. Number of plant regenerated from callus in two way experiment
(10 x 3) with cultivars of Vitis vinifera on culture media

Cauza SPA GL 5 Proba F

Cause SS DF > F test
Totala 3233,42 89
Repetitii 5,56 2
Variante 3223,57 29
Factorul A 16,90 9 1,9 25,4** > 2,04, 2,72
Factorul B 3177,12 2 1588,6 21484,8**> 3,15; 4,98
Interactiunea A x B 29,55 18 1,6 22,2**>181; 2,32
Eroare 4,29 58 0,1

Desi intre soiuri existd diferente semnificative,

acestea nu afecteaza

omogenitatea datelor, ele bazandu-se pe valori ale DS 5% foarte reduse pentru un

caracter cum este numarul de regeneranti (0,14-0,17).

Situatia este cu totul alta in ceea ce priveste efectul mediului asupra numarului

de regeneranti. De la inceput trebuie mentionat faptul ca adaosul de TDZ de 2,0 mg/I

mediu de culturd are un efect negativ asupra numarului de regeneranti format datorita

faptului ca, la aceasta concentratie de TDZ, mediul favorizeaza formarea de calus si nu

formarea de neoplantule (fig. 33).

Cel mai stimulativ efect asupra numarului de neoplantule regenerate 1-a avut

mediul cu adaos mic de TDZ (0,5 mg/l) la care se obtin cele mai mari valori ale

numarului de regeneranti (fig. 34).
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Tabelul 33

Numarul de neoplantule regenerate in experienta bifactoriala (10 x 3) cu soiuri de vita
de vie si medii de cultura folosite in regenerarea de neoplantule din calus

Number of plants regenerated in two way experiment (10 x 3) with Vitis vinifera
cultivars and culture media

Mediul de cultura Media soi
Soiul Culture medium Mean of
Cultivar MS - 1,0 mg/I MS - 2,0 mg/I MS - 0,5 mg/l cultivar
TDZ TDZ TDZ
Feteasca alba 450¢g 4,20 gh 15,70 ¢ 8,13 F
Feteasca regala 6,50d 3,70 h 18,60 a 9,60 A
Muscat Ottonel 530f 4509 18,70 a 9,50 AB
Riesling italian 5,40 f 3,80 h 18,60 a 9,27 C
Traminer roz 4509 3,90 gh 17,50 b 8,63 E
Cabernet
Sauvignon 6,30d 4,30 gh 17,50 b 9,37 BC
Napoca 5,50 ef 450 15,80 ¢ 8,60 E
Cetatuia 5,70 def 3,80 h 17,30 b 8,93C
g'lrl?jp“”“ de 5,80 def 450g 16,80 b 9,03 CD
Merlot 6,10 de 3,97 gh 17,30 b 9,12D
Media mediu
cultura -
Mean of 5,56 N 4,12 P 17,38 M
culture medium

DS 5% pentru doua medii soi (SD 5% for two means of variety) = 0,14-0,17
DS 5% pentru doud medii de cultura (SD 5% for two means of culture medium) = 0,28-0,30
DS 5% pentru doud medii soi x mediu de culturd (SD 5% for two means of interaction) = 0,57-0,69

* Diferentele dintre oricare doud variante urmate de cel putin o literd comuna sunt nesemnificative
*The differences between any two values followed by at least a common letter are not significant

Mediul cu concentratie moderatda de TDZ (1,0 mg/1) are valori ale numarului de

regeneranti mai mari decat cele obtinute pe mediul doi, dar nediferentiate statistic de

acestea. Se poate afirma ca, la vita de vie, concentratiile moderate si mari de TDZ ale

mediului de culturd influenteaza negativ numarul de neoplantule regenerate din calus

organogen.
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Fig. 33. Influenta concentratiei de TDZ (2,0 mg/l) asupra numarului de neoplantule
regenerate in vitro

Influence of concentration TDZ (2,0 mg/l) upon number of plants regenerated in vitro

Fig. 34. Influenta concentratiei de TDZ (0,5 mg/1) asupra numarului de neoplantule
regenerate in vitro

Influence of concentration TDZ (0,5 mg/l) upon the number of plants regenerated in
vitro

172



Rodica Pop, 2008

3.2.3.2. Lungimea lastarilor (neoplantulelor) regenerati

Datele tabelului 34 (tabelul variantelor) prezinta semnificatia actiunii celor doi
factori experimentali §i a interactiunii dintre acestia asupra lungimii regenerantilor.

Se observa ca, statistic, doar factorul B (mediul de culturd) a avut actiune
semnificativa asupra lungimii lastarilor regenerati, soiul si interactiunea dintre soi $i
mediu avand F calculat mai mic decét F teoretic.

Tabelul 34

Tabelul variantei. Lungimea regenerantilor (cm) in experienta bifactoriald (10 x 3) cu
soiuri de vita de vie si medii de cultura folosite in regenerarea calusului

Table of variance. Length of regenerated plants (cm) in two way experiment (10 x 3)
with cultivars of Vitis vinifera and culture media used in callus regeneration

Cauza SPA GL 5 Proba F
S

Cause SS DF F test
Totala 59,74 89
Repetitii 0,03467 2
Variante 57,9773 29
Factorul A (soiul) 0,27956 9 0,03 1,04<2,04; 2,72,
Factorul B (mediul| g7 5157 2 2851 | 954,60%*>3,15; 4,98
de cultura)
Interactiunea A x B 0,68511 18 0,04 1,27<1,81, 2,32
Eroare 1,7 58 0,03

Tabelul 35 prezintd sinteza rezultatelor experimentale privind lungimea
lastarilor regenerati din calus la cele zece soiuri de vita de vie pe trei medii de cultura.
Desi conform probei F soiul si interactiunea soi x mediu de culturd nu ar fi trebuit
analizate 1n acest tabel de sinteza, s-a preferat totusi prezentarea lor, deoarece conform
testului de semnificatie folosit (Duncan), intre mediile soiurilor precum si intre valorile
individuale ale variantelor reiesite din combinarea gradudrilor sotului cu gradudrile
mediului existd diferente semnificative. Acestea se datoresc, cu precadere tipului de
test de semnificatie folosit care a dus la calcularea unor valori DS 5% exprimate in

sutimi de centimetru.
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Tabelul 35

Lungimea (cm) a neoplantulelor regenerate in experienta bifactoriala (10 x 3) cu soiuri
de vita de vie si medii de cultura folosite in regenerarea de neoplantule din calus

Length (cm) of plants in the two way experiment (10 x 3) with cultivars of Vitis
viniffera and culture media used in plant regeneration from callus

Soiul Mediul de cu_lturé Media soi
Cultivar Culture medium Mea_n of
MS — 1 mg/l TDZ | MS -2 mg/l TDZ |MS- 0,5 mg/l TDZ| cultivar
Feteasca alba 1,47 bc 0,80 def 2,60 a 162B
Feteasca regala 1,37¢c 0,70 ef 2,80a 1,62B
Muscat Ottonel 1,60 bc 0,80 def 2,73a 1,71 A
Riesling italian 1,60 bc 0,60f 2,73 a 1,64 B
Traminer roz 1,57 bc 0,57 f 2,60a 158 C
Cabernet Sauvignon 1,70b 1,00d 2,60a 1,77 A
Napoca 1,63 bc 0,63 ef 2,53a 1,60B
Cetatuia 1,60 bc 0,60 f 2,67 a 1,62 B
Timpuriu de Cluj 1,60 bc 0,70 ef 2,67a 1,66 B
Merlot 1,50 be 0,87 de 2,77 a 1,71 A
Media mediu
cultura -
Mean of culture 1,56 N 0.73P 287 M
medium

DS 5% pentru doua medii soi (SD 5% for two means of variety) = 0,08-0,110
DS 5% pentru doud medii de cultura (SD 5% for two means of culture medium) = 0,17-0,18
DS 5% pentru doud medii soi x mediu de cultura (SD 5% for two means of interaction) = 0,28-0,35

* Diferentele dintre oricare doua variante urmate de cel putin o literd comund sunt nesemnificative
*The differences between any two values followed by at least a common letter are not significant

Analiza influentei mediului asupra lungimii lastarilor regenerati urmeaza

aproape acelasi model ca si cel descris la numarul de lastari regenerati. Concret, cea

mai mare lungime a lastarilor regenerati se inregistreaza la mediul cu cea mai scazuta

concentratie de TDZ (0,5 mg/l). Mediile cu concentratii moderate (1,0 mg/1) si mari

(2,0 mg/l) de TDZ duc la obtinerea unor lastari scurti si foarte scurti comparativ cu

varianta trei de mediu.

Pe baza acestor date se poate conchide cd, la vita de vie, cel mai

stimulativ mediu de culturd pentru obtinerea din calus a unui numar mare de

regeneranti si de dimensiuni mari il constituie mediul cu adaos redus de TDZ (0,5
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mg/1). In figura 35 se observi diferentierea lastarilor cu lungimi cuprinse intre 2,53-

2,80 cm pe mediul de culturd mentionat anterior.

Fig. 35. Diferentierea lastarilor de vita de vie pe mediul de cultura MS suplimentat cu
TDZ - 0,5 my/l

Shoot differentation on MS medium fortified with 0,5 mg/l TDZ

In finalul acestui subcapitol considerim necesar si accentuim urmitoarele
aspecte:

- La vita de vie, concentratille moderate si mari de TDZ ale mediului de
culturd influenteaza negativ numarul de neoplantule regenerate din calusul organogen.

- Trebuie mentionat faptul ca efectul cel mai stimulativ asupra numarului de
regeneranti i a lungimii acestora il are mediul cu adaos scazut de TDZ (0,5 mg/1). Pe
un astfel de mediu neoplantulele formate sunt in numar foarte mare, de lungimi
apreciabile, dar total lipsite de radacini (fig. 36).

- Soiul de vita de vie nu a avut, practic, influente semnificative asupra
numarului regenerantilor obtinuti si nici asupra lungimii acestora ceea ce ne permite sa
afirmdm cd modul de comportare al calusului regenerativ, pe medul de cultura cu

adaos de TDZ, este general valabil pentru toate soiurile de vita de vie incercate.
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Fig. 36. Neoplantule de vita de vie formate pe mediul MS + 0,5 mg/l TDZ, dupa opt
saptamani de cultura in vitro

Neoplantlets formed in vitro in Vitis vinifera on MS + 0,5 mg/l TDZ medium, 8 weeks
after initiation of culture

3.2.4. Rezultate privind identificarea, la nivel molecular, a variabilitatii
somaclonale indusa prin regenerarea din calus mentinut timp indelungat in
cultura

3.2.4.1. Rezultate privind extractia si cuantificarea ADN-ului

Extractia de ADN s-a realizat pe baza protocolului elaborat de LODHI si colab,
modificat (POP si colab., 2003).

Cantitatea de ADN obtinutd a fost corespunzatoare (220 ng/ul si 1947 ng/ul),
avand in vedere ca pentru amplificare s-au utilizat 50 ng. Puritatea ADN-ului a fost, de
asemenea, corespunzatoare fiind cuprinsa intre 1,7 si 2,0.

Rezultatele numerice privind cantitatea de ADN si puritatea acestuia la
neoplantulele regenerate din calus care au prezentat variabilitate somaclonala, sunt
prezentate in tabelul nr. 36.

Extractia de ADN s-a fiacut, la neoplantulele regenerate, din calus din
subcultura a 5-a, a 10-a si a 15-a, in tabelul 36 fiind prezentate rezultatele privind
cantitatea si puritatea ADN-ului extras din neoplantulele regenerate din calus la a 15-a
subcultura. ADN-ul extras la a 5-a si a 10-a subcultura nu a prezentat nici un fel de

polimorfism la nivel molecular, ceea ce denota ca, in fazele respective de regenerare,
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nu se manifestase variabilitatea somaclonala.

Tabelul 36

Cantitatea si puritatea ADN la somaclonele identificate la cinci soiuri de vitd de vie

The concentration and purity of DNA in somaclones identified in five Vitis vinifera

cultivars
_ Somaclona Cantitatea de ADN Puritat_e ADN (Azso/Azgo)
Soiul S ng/ul Ratio of absorbance
. omaclon .
Cultivar variation Concentration of (A260/A2s0)
DNA ng/ul
CR1 317 1,7
m
g:l?\?igﬁén CR2 245 18
CR3 449 1,7
Feteasca alba F1 210 1,7
Mrl 244 1,7
Mr2 602 19
Merlot Mr3 1091 1,9
Mr4 1947 2,0
Mr5 633 19
Traminer roz T1 228 1,7
Ril 250 1,9
Riesling italian Ri2 339 1,8
Ri3 220 1,9

3.2.4.2. Rezultate privind amplificarea si electroforeza produsilor de reactie

Pentru amplificarea probelor s-au folosit cei 22 primeri care au dat benzi

polimorfice in cazul extractie de ADN pentru soiurile de vitd de vie recoltate din camp

(tabelul 6).

Amplificarea probelor s-a facut in trei repetitii pentru fiecare primer.

Asa cum s-a mai mentionat, in subculturile cinci i zece regenerantii nu au

prezentat variabilitate la nivel molecular. S-a constatat ca neoplantule regenerate la

subcultura a 15-a prezinta variabilitate la nivel molecular. Aceasta variabilitatea a fost

observatd la un numar mic de soiuri (cinci), acestea prezentdnd un numar mic de

somaclone. Cele mai multe somaclone au fost identificate la soiul Merlot (cinci).
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In gelurile de agarozi mai intdi au fost pipetate probele de ADN apartinand
plantei mama, urmate apoi de probele de ADN ale somaclonelor. Notatiile din imagini
fiind urmatoarele: Cabernet Sauvignon — CR (planta mama), CR1, CR2, CR3;
Feteascad alba - F (planta mamad), F1; Merlot — Mr (planta mama), Mrl, Mr2, Mr3,
Mr4, Mr5; Traminer roz — T (planta mama), T1 si Riesling italian — Ri (planta mama)
Ril, Ri2, Ri3.

Fragmentele rezultate prin amplificarea cu primerii polimorfici au awut
lungimea cuprinsa intre 200 si 2000 pb, majoritatea avand intre 300 si 1400 pb.

Numarul cel mai mare de benzi polimorfice au fost obtinute cu primerul OPX
03 (12 benzi) (fig. 37), cu primerul OPE 14 (11 benzi polimorfice), OPA 04 (10 benzi
polimorfice), PB 6 (10 benzi polimorfice), (fig. 38), PB 1 (9 benzi polimorfice) (fig.
39), primerul PB 3 (7 benzi polimorfice) (fig. 40), primerul PB 5 (8 benzi polimorfice)
(fig. 41), primerul 70.08 (6 benzi polimorfice) (fig. 42). Ceilalti primeri utilizati au

format de asemenea Intre sase si noua benzi polimorfice.

L CR CR1ICR2CR3 F F1 Mr Mr1 Mr2 Mr3 Mr4 Mr5

-
-4 b K )
g!n—
- n
-

-——
— ™ .

.
T3
-

-
L)

Ri Ri1 Ri2 Ri3

Fig. 37. Produsii de amplificare obtinuti cu primerul OPX 03 la somaclonele
de vita de vie analizate
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Amplification products obtained with primer OPX 03 in somaclones of Vitis
vinifera analysed

L CR CR1CR2CR3 F F1 Mr M1 Mr2 Mr3MrdMr5 T T1

Fig. 38. Produsii de amplificare obtinuti cu primerul PB 6 la somaclonele de
vitd analizate

Amplification products obtained with primer PB 6 im somaclones of Vitis
vinifera analysed

L CRCR1CR2CR3 F F1 Mr M1 Mr2Mr3MrdMr5 T T1

Fig. 39. Produsii de amplificare obtinuti cu primerul PB 1 la somaclonele de
vitd de vie de vie analizate
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Amplification products obtained with primer PB 1 in somaclones of Vitis
vinifera analysed

L CRCR1CR2CR3 F F1 Mr M Mr2 Mr3MrdMr5 T T1

Fig. 40. Produsii de amplificare obtinuti cu primerul PB 3 la somaclonele de
vitd de vie analizate

Amplification products obtained with primer PB 3 in somaclones of Vitis
vinifera analysed

L- CR CR1CR2CR3 F' Ff Mr MriMr2Mr3Mrd Mr5 T T1 RiY Ri1 Ri2 Ri3

Fig. 41. Produsii de amplificare obtinuti cu primerul PB 5 la somaclonele de
vitd de vie analizate
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Amplification products obtained with primer PB 5 in somaclones of Vitis
vinifera analysed

L' CRCRICR2CR3 F F1 Mr MrIM2M3MiAMS T T4

a2 X EF°FR R R B —
-

- “ - . - -

e -

A‘-M--nhn--.-‘04

Fig. 42. Produsii de amplificare obtinuti cu primerul 70.08 la somaclonele de vita de
vie analizate
Amplification products obtained with primer 70.08 in somaclones of Vitis vinifera

analysed

Din figurile prezentate reiese in mod clar ca, la toate somaclonele analizate,
existd diferente notabile de structura genetica, relevate de markeri RAPD.
Dendrograma realizatd pe baza distantelor genetice dintre soi si somaclonele sale
ilustreaza si mai clar masura in care, la nivel molecular, somaclonele se deosebesc de
soiurile din care provin.

Datele primare, obtinute cu ajutorul programului Total Lab 100 au fost
prelucrate cu programul FreeTree (HAMPL si colab., 2001), care a calculat distantele

genetice pe baza coeficientului Jaccard si a generat dendrograma.
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Distantele genetice calculate sunt prezentate in tabelul 37. Cu cat valorile
distantelor genetice din tabel sunt mai mici, cu atat speciile si somaclonele sunt mai
strans Tnrudite.

Apropierea genetica intre soiurile de vitd de vie si somaclonele identificate in
aceste soiuri, stabilitd pe baza matricei distantelor genetice si a algoritmului Neighbor
Joining Tree, sunt prezentate in figura 43 sub forma unei dendrograme.

In cadrul dendrogramei se evidentiazi faptul ci soiul de vitda de vie si
somaclonele obtinute din acel soi sunt apropiat grupate. De asemenea, se constatd ca
soiurile Cabernet Sauvignon si Merlot, Tmpreuna cu somaclonele lor sunt reprezentate
in acelasi subgrup, la fel ca si in cazul dendrogramei obtinute pentru cele zece soiuri
de vitd de vie analizate in vivo (vezi fig. 22). Un alt subgrup este format din soiurile si
somaclonele de Feteasca alba si Riesling italian, similar cu grupul reprezentat in
dendrograma celor zece soiuri de vita de vie analizate.

Faptul ca somaclonele fiecdrui soi sunt strict reprezentate in acelasi grup atesta
acuratetea rezultatelor experimentale obtinute. Pe de altd parte, analiza dendrogramei
in cadrul fiecarui grup releva faptul cd somaclonele sunt cu adevarat diferite din
punctul de vedere al structurii genetice, atat in interiorul grupului cat si intre grupe.

Se poate afirma, pe baza rezultatelor discutate in acest subcapitol ca
analizele RAPD reprezintd un instrument sensibil de identificare, la nivel molecular, a
variabilitdtii somaclonale aparutd la vita de vie in conditiile mentinerii indelungate a
calusului prin subculturi in vitro. Este evident ca somaclonele identificate cu ajutorul
analizelor RAPD vor trebui, in mod obligatoriu, verificate in conditii in vivo pentru a
vedea dacd variabilitatea observata la nivel molecular poate fi observata si la nivel
fenotipic. De asemenea, este important de vazut daca variabilitatea fenotipica eventual
observatd se referd la caractere cantitative sau calitative de interes in ameliorarea vitei
de vie si In ce mdsurd aceastad variabilitate se transmite ereditar prin inmultire sexuata

sau, descendentilor vegetativi, prin altoire.
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Distantele genetice calculate pentru cele cinci soturi de vitd de vie si somaclonele lor

Genetic distances established for cultivars and theise somaclones of Vitis vinifera

Tabelul 37

CR | CR1| CR2 | CR3 F F1 Mr | Mrl | Mr2 | Mr3 | Mrd | Mr5 T T1 Ri Ril | Ri2 | Ri3
CR | 000|000/ 000 |000]| 000 | 000000000000/ 000 |000] 000 0,00 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
CR1] 0,75 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 0,00 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
CR2|0,8040,782| 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 0,00 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
CR3]0,722]0,800| 0,860 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 0,00 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
F 10600|0619| 0,655 | 0,672| 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 0,00 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
F1 ]0,381|0,409| 0,450 |0,443| 0,492 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 0,00 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
Mr | 0,684 |0,645| 0,655 | 0,644| 0,639 | 0,422 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 0,00 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
Mrl | 0,548 0,457 | 0,574 | 0,492 | 0,538 | 0,468 | 0,587 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 0,00 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
Mr2|0,571|0,641| 0,623 | 0,639 | 0,689 |0,516|0,717|0,609| 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 0,00 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
Mr3 0,581 |0,576| 0,581 | 0,597 | 0,729 |0,500|0,700|0,672|0,750| 0,00 | 0,00 | 0,00 0,00 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
Mr4 | 0,565 | 0,609 | 0,565 | 0,581 | 0,712 0,484 |0,772|0,603|0,891| 0,807 | 0,00 | 0,00 0,00 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
Mr5| 0,523 | 0,567 | 0,523 | 0,538 | 0,689 | 0,469 |0,689|0,561|0,767| 0,750 | 0,793 | 0,00 0,00 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
T 10,638)0,656 | 0,638 | 0,655| 0,650 | 0,452 0,650 |0,500]|0,619| 0,683 | 0,667 0,594 | 0,00 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
T1 |0,338|0,368 | 0,318 |0,294| 0,338 |0,344|0,379|0,379| 0,343 | 0,388 | 0,394 | 0,403 | 0,324 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
Ri | 0,500|0,548| 0,579 | 0,542| 0,541 |0,417|0,541|0,469|0,590| 0,574 |0,583| 0,540 | 0,576 | 0,250 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
Ril | 0,174 0,208 | 0,266 | 0,242 | 0,250 | 0,288 | 0,214 |0,288|0,239| 0,261 | 0,211 | 0,275 | 0,217 | 0,288 | 0,254 | 0,00 | 0,00 | 0,00
Ri2 | 0,250 0,303 | 0,290 | 0,328 | 0,355 | 0,316|0,313|0,400|0,381| 0,365 | 0,393| 0,359 | 0,317 | 0,250 |0,322|0,353| 0,00 | 0,00
Ri3 | 0,270 0,284 | 0,311 | 0,306 | 0,355 |0,339|0,235|0,273| 0,338 | 0,344 | 0,308 | 0,299 | 0,361 | 0,250 |0,322| 0,302 | 0,388 | 0,00
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Fig. 43. Dendrograma obtinuta la soiurile si somaclonele de vitd de vie analizate

Dendrogram of cultivars and somaclones of Vitis vinifera analysed
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CAPITOLUL IV

CONCLUZII

4.1. CONCLUZII REFERITOARE LA VARIABILITATEA, LA NIVEL
MOLECULAR A MATERIALULUI BIOLOGIC PROVENIT IN VIVO

In urma cercetarilor noastre efectuate la nivel molecular la cele zece soiuri de

vita de vie provenite din cinci localitati, se desprind urmatoarele concluzii:

4.1.1. In analizele RAPD o conditie esentiald o constituie obtinerea unui ADN
in cantitdti corespunzatoare si de puritate mare. Dintre cele trei protocoale de extractie
utilizate s-a dovedit ca protocolul C a dat cele mai bune rezultate. Cu ajutorul acestui
protocol, puritatea ADN-ului a avut valori cuprinse intre 1,7 si 2, puritate ce a permis
utilizarea lui in manipuldrile ulterioare. Includerea in tamponul de extractie a
inhibitorilor de fenoloxidaza, cum ar fi acidul dietilenditiocarbamic (DIECA), a
antioxidantilor — acidul ascorbic sau a polivinil pirolidonei (PVP) au eliminat

brunificarea extractului.

4.1.2. Din analiza variantei, aplicatd rezultatelor de extractie a ADN, a reiesit ca
toti cei trei factori experimentali (soiul, metoda de extractie si localitatea), au influentat

distinct semnificativ cantitatea de ADN extrasa.

4.1.3. Intre soiuri exista diferente asigurate statistic in ceea ce priveste cantitatea
de ADN obtinuta, indiferent de metoda de extractie aplicatd, ceea ce sugereaza ca
genotipul, la vita de vie, influenteaza in mod hotarator cantitatea de ADN ce poate fi
extrasa prin metode curent folosite in acest scop. Metoda de extractie a avut, de
asemenea, o influentd semnificativd asupra cantitatii de ADN ce se poate obtine,

indiferent de localitatea de experimentare.
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4.1.4. Datele rezultate din analiza variantei pentru experienta trifactoriala arata
ca cei trei factori experimentali au influentat distinct semnificativ §i puritatea ADN-
ului. Aceasta semnificatie se pastreaza si in cazul interactiunilor duble soi x metoda de
extractie, localitate x metodd de extractie, localitate x soi, ca si pentru interactiunea

tripla soi x metoda de extractie x localitate.

4.1.5. Calcularea ecuatiei de regresie releva faptul ca relatia dintre cantitate si
puritate este liniara, datele individuale grupandu-se destul de strans in jurul liniei de
regresie, in ambele cazuri: “r” calculat pe baza criteriului soi x metoda de extractie si
pe baza criteriului localitate x metoda de extractie. Corelatia dintre cele doua variabile
este directa si pozitiva, cresterea cantitatii de ADN ducdnd la o crestere a puritdtii

acestuia (r =0,89**).

4.1.6. Coeficientul de corelatie r = 0,86** indica, de asemenea, o legatura
directa intre mediile localitatilor si cantitatea de ADN extrasa, ceea ce duce In mod

automat la sporirea semnificativa a puritatii acestuia.

4.1.7. Alegerea primerilor s-a dovedit destul de dificila, deoarece din cei 39 de

primeri utilizati numai 22 au dat benzi polimorfice distincte.

4.1.8. Adaugarea PVP-ului in concentratie de 2% in tamponul de amplificare a
probelor s-a dovedit, de asemenea, benefici. PVP-ul a redus efectul inhibitor al

polifenolilor si a facilitat marcarea benzilor necesare analizel statistice.

4.1.9. Soiurile analizate se diferentiazd la nivel molecular, respectandu-se
clasificarea sistematica a acestora pe baza caracteristicilor lor morfo-fiziologice
(precocitate, culoarea boabelor, pubescentd) si a clasificarii din punct de vedere
ecologo-geografic, respectiv prolesuri.

4.1.10. Distantele genetice cele mai mari au fost inregistrate intre soiurile total

neinrudite, in timp ce distantele genetice mici arata o inrudire mai mult sau mai putin
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apropiata intre soiurile respective, analiza RAPD fiind in general in concordantd cu

datele din taxonomia clasica.

4.1.11. Dendrograma obtinuta releva faptul ca soiul Feteasca regala este foarte
apropiat din punct de vedere genetic de soiul Feteasca alba, confirmand ipoteza ca cele
doud soiuri au o origine comuna. Soiul Cabernet Sauvignon si Merlot sunt, de
asemenea, foarte apropiate din punct de vedere genetic, lucru confirmat si de alti

autori.

4.1.12. Analizand acelasi soi dar care a provenit din statiuni diferite s-a constat
ca nu exista diferente intre ele, acestea fiind omogene, ceea ce sugereaza ca producerea

materialului sdditor s-a facut in mod corespunzator.

4.1.13. Analizele RAPD s-au dovedit un instrument valoros de determinare a

polimorfismului genetic intraspecific la Vitis vinifera.

4.2. CONCLUZII REFERITOARE LA MATERIALUL BIOLOGIC OBTINUT IN
VITRO

4.2.1. Numarul de lastari obtinuti la micropropagarea prin lastarire axilara la

vita de vie este influentat hotdrator de genotip si mediul de cultura.

4.2.2. Soiurile cu cea mai ridicata capacitate de reactie la cultura in vitro din
segmente nodale par a fi Cabernet Sauvignon si Traminer roz, iar mediul de culturd

cel mai adecvat acestui scop s-a dovedit a fi MS — 2,5 mg/l BAP.

4.2.3. Deoarece mediul de culturd are cea mai puternica influentd asupra
numarului de neoplantule obtinut la micropropagarea prin lastarire axilara, se intalnesc
si cazuri de interactiuni intre factori care duc la rezultate ce aparent contrazic cele
spuse mai sus (exemplu, la soiul Riesling italian, soi pentru vinuri albe, micropropagat

pe MS-2,5 mg/l BAP numarul de lastari obtinuti este imediat in apropierea celui
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realizat la soiul Cabernet Sauvignon). Aceasta este o dovadd in plus ca interactiunea

soi X mediu de culturd influenteaza in mod decisiv caracterul analizat

4.24. Soiul, mediul de cultura si localitatea de provenienta a soiului au
influentat in mod semnificativ lungimea lastarilor obtinuti prin cultura in vitro de

segmente nodale la vita de vie.

4.2.5. Cea mai accentuatd influentd asupra caracterului mentionat mai sus o are
mediul de cultura, de departe mediul MS — 2,5 mg/l BAP ducand la obtinerea celor
mai bine dezvoltate neoplantule obtinute prin cultura in vitro de segmente nodale, la

diferente semnificative de oricare alte variante.

4.2.6. Faptul cd si intre localitdti exista diferente semnificative In ceea ce
priveste lungimea lastarilor obtinuti prin micromultiplicarea din segmente nodale poate
fi explicat prin nivelele diferite de interactiune dintre genotip si mediul sau specific,
diferente ce se concretizeaza in probabilitatea mai accentuata sau mai putin accentuata

la culturile in vitro.

4.2.7. Soiul de vitd de vie, mediul de culturd utilizat si locul de provenienta al
cultivarului ce a furnizat explantul, precum si interactiunile dintre acesti trei factori au
influentat iIn mod semnificativ numdrul de noduri/explant obtinut in urma

micromultiplicérii prin segmente nodale.

4.2.8. In toate cazurile analizate, atat pentru influentele factorilor, cat si pentru
influentele interactiunilor dintre acestia, numdrul de noduri/neoplantuld a reprodus

fidel modelul de variatie inregistrat pentru lungimea lastarilor (neoplantulelor).

4.2.9. Rezultatele noastre confirmd observatia generald cd, la vita de vie,
numarul de noduri/neoplantula este corelat direct si pozitiv cu dimensiunile (lungimea)
neoplantulelor respective, lastarii mai lungi avand tendinta de a forma un numar mai

mare de noduri.
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4.2.10. Din analiza datelor privind influenta soiului si a mediului de cultura
asupra cantitatii de calus format in experientele de inducere a calusogenezei, se poate
concluziona ca greutatea calusului format In urma primei pasari pe medii calusogene,
la cele zece soiuri de vita de vie studiate, depinde in mod decisiv de mediu de cultura

si Intr-o mica masura de interactiunea soi X mediu de cultura.

4.2.11. Adaugarea in mediu de culturd MS a 1,5 mg TDZ/I nu duce la diferente
semnificative in greutatea calusului format, dar duce la deosebiri evidente de calitate a
calusului. Pe mediul MS cu TDZ, la aceeasi greutate a calusului ca si in cazul mediului
fara TDZ, calusul format pe mediul cu TDZ este mai putin friabil si are o capacitate

calusogend mai ridicata.

4.2.12. La vita de vie concentratiille moderate si mari de TDZ ale mediului de
culturd influenteaza negativ numarul de neoplantule regenerate din calusul organogen.
Dimpotriva, un efect stimulativ asupra numarului de regeneranti si a lungimii acestora
il are mediul cu adaos scazut de TDZ (0,5 mg/1). Pe un astfel de mediu neoplantulele

formate sunt In numar foarte mare, de lungimi apreciabile, dar total lipsite de radacini.

4.2.13. Soiul de vitd de vie nu a avut, practic, influente semnificative asupra
numarului regenerantilor obtinuti si a lungimii acestora ceea ce ne permite sa afirmam
ca modul de comportare al calusului regenerativ pe medul de culturd cu adaos de TDZ

este general valabil pentru toate soiurile de vitd de vie incercate.

4.2.14. Analiza benzilor formate prin migrarea in gel a ADN-ului amplificat cu
primeri RAPD, aratd clar ca, la toate somaclonele analizate, existd diferente notabile

de structura genetica fata de soiurile din care provin.

4.2.15. In cadrul dendrogramei se evidentiazi faptul ci soiul de vitd de vie si
somaclonele obtinute din acel soi sunt strans grupate. De asemenea, se constatd ca
soiurile Cabernet Sauvignon si Merlot, Impreuna cu somaclonele lor sunt reprezentate
in acelasi subgrup, la fel ca si in cazul dendrogramei obtinute pentru cele zece soiuri de

vitd de vie analizate in vivo. Soiurile si somaclonele de Feteasca alba si Riesling
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italian formeaza un subgrup similar cu cel reprezentat 1n dendrograma celor zece soiuri

de vita de vie analizate.

4.2.16. Se poate afirma, pe baza rezultatelor prezentate cd analizele RAPD
reprezintd un instrument sensibil de identificare la nivel molecular a variabilitatii
somaclonale aparutad la vita de vie in conditiile mentinerii indelungate a calusului si

subculturilor in vitro.

4.2.17. Este evident cd somaclonele identificate cu ajutorul analizelor RAPD
vor trebui, Tn mod obligatoriu verificate in conditii in vivo pentru a vedea daca
variabilitatea observatd la nivel molecular poate fi observata si la nivel fenotipic. De
asemenea, este important de vazut daca variabilitatea fenotipica eventual observata se
referd la caractere cantitative sau calitative de interes in ameliorarea vitei de vie si in
ce mdsurd aceasta variabilitate se transmite ereditar prin Inmultire sexuatd sau

descendentilor vegetativi prin altoire.
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ANEXA1

Preparare solutii stoc

Solutie stoc 1 M Tris HCI — 100 ml
M Tris HCI = 157,6 ¢
- se dizolva la cald 15,76 gin 80 ml apa distilata
- serdceste la temperatura camerei
- se ajusteaza pH-ul la 8,00 cu HCI concentrat
- se ajusteazad volumul solutie pentru 100 ml cu apa distilata
- se autocleaveaza

Dacai solutia are culoarea galbena, se reface, deoarece Tris nu este de calitate.

Solutie stoc acid etilendiamind tetraacetat disodic (EDTA) 0,5 M — 100 ml
M EDTA =372,24 g
- sedizolva 18,61 g EDTA in 80 ml apa distilata
- se agitd puternic pe plita cu agitator magnetic
- se ajusteaza pH-ul la 8,0 cu hidroxid de sodiu (aproximativ 0,2 g NaOH
granule)
- se ajusteazd volumul solutie la 100 ml cu apa distilata
- se autoclaveaza

EDTA nu se dizolva daca pH-ul nu ajunge la 8,0

Solutie stoc clorurd de sodiu (NaCl) 1,4 M -100 ml

M NaCl = 58,44
- se dizolva 8,19 g NaCl in 80 ml de apa distilata
- se ajusteazad volumul la 100 ml

- se sterilizeaza prin autoclavare
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Solutie stoc clorurd de sodiu (NaCl) 5 M — 100 ml
- se dizolva 29,22 g NaCl in 80 ml apa distilata
- se ajusteazad volumul la 100 ml cu apa distilata
- se sterilizeaza prin autoclavare
Solutie stoc cloroform : alcool izoamilic 24 : 1 100 ml

- 1a 96 ml cloroform se adaugd 4 ml alcool izoamilic

Solutie stoc 2 x CTAB 2% (bromuria de cetiltrimetilamoniu) - 100 ml
- 1n 80 ml apa distilata se dizolva 2 g CTAB
- seadaugd 10 ml 1 M Tris, 4 ml 0,5 M EDTA si 8,2 g NaCl
- se ajusteaza volumul solutie la 100 ml cu apa distilata
Solutie de lucru 2 x CTAB 2% pentru protocolul B (se prepara in momentul
utilizarii)

- intr-un vas Berzelius se pun 15 ml solutie 2 x CTAB 2%

se incalzeste la circa 65°C

se adauga treptat 0,400 g PVP si 400 pl mercaptoetanol

se ajusteazd volumul solutie la 20 ml cu apa distilata

se sterilizeaza prin autoclavare

Solutie de lucru 2 x CTAB 2% - 10 ml (se prepara in momentul utilizarii)

intr-o eprubeta gradata se pun 8 ml 2 x CTAB 2% din solutia stoc
se adaugd la cald (65°C) - 0,022 g PVP

dupa completa dizolvare se adauga 200 pl acid ascorbic din sol stoc 0,5 M si 0,08 ml
DIECA din sol stoc 0,5 M

se ajusteaza volumul solutie la 10 ml cu apa distilata

Solutie salina CTAB 5% 100 ml

se dizolva in 80 ml apad distilata 4,1 g NaCl

se adauga apoi treptat 5 g CTAB

se ajusteazd volumul solutie la 100 ml cu apa distilata

se sterilizeaza prin autoclavare
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Solutie stoc tampon TE salin 100 ml

in circa 80 ml de apa distilata se adauga 1 ml 1 M Tris, 2 ml 0,5 M EDTA si 5,85 g NaCl
se ajusteazd volumul solutie la 100 ml cu apa distilata

se sterilizeaza prin autoclavare

Solutie stoc tampon 0,1 x TE 100 ml

in circa 80 ml apa distilata se dizolva 0,1 ml 1 M Tris 1 0,2 ml 0,5 M EDTA

se ajusteaza volumul solutie la 100 ml cu apa distilata

se sterilizeaza prin autoclavare

Solutie stoc acid ascorbic 0,5 M —10 ml

M acid ascorbic =176,1 g

se dizolva 0,88 g acid ascorbic in 10 ml de apa distilata

in tamponul de extractie acidul ascorbic are concentratia de 10 mM

Solutie stoc DIECA 0,5M — 10 ml
M DIECA =255,3 ¢/l
- se dizolva 1,12 g DIECA in apa distilata

se adauga in tamponul de extractie Tnainte de utilizare

Solutie stoc alcool etilic 80% - 100 ml

la 84,21 ml alcool etilic 96% se adauga 15,79 ml apa distilata

Solutie tampon Tris-acetat (TAE)

Solutie stoc concentrata 50 x — 1000 ml
242 g Tris HCI

57,1 ml acid acetic glacial
100 ml EDTA 0,5M (pH 8.0)

Solutie de lucru 1 x:

Tris-acetat 0,04M
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EDTA 0,001 M

Solutie tampon Tris-fosfat (TPE)

Solutie stoc concentrata— 1000 ml 10 x
108 g Tris

15,5 ml acid fosforic 85% (1,679 g/ml)
40 ml EDTA 0,5 M (pH 8,0)

Solutie de lucru 1 x:

Tris-fosfat 0,09 M
EDTA 0,002 M
Solutie tampon Tris-borat (TBE)

Solutie stoc concentrata 5 x TBE — 1000 ml
54 g Tris

27,5 g acid boric

20 ml EDTA 0,5 M (pH 8,0)

se dizolva in 1000 ml apa bidistilata

Solutie de lucru 0,5 x Tris-borat

Intr-un balon cotat de 1000 ml se pun 100 ml 5xTBE si se aduce la semn cu apa

distilata sterila.

Solutie tampon alcalin (folosit numai preparat proaspat)

Solutie stoc concentrata

1 x:5 ml NaOH 10 N

2 ml EDTA 0,5 M (pH 8,0)
Solutie de lucru

1 x: NaOH - 50 mM

EDTA -1mM
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Compozitia mediului Murashige-Skoog (1962) utilizat in cultura in vitro de segmente

nodale la vita de vie

Compozitia minerala si ionicd in macroelemente (mg/1)

Compozitia minerald in macroelemente

Nr Compozitia ionicd a macroelementelor
crt (mg/l) m echivalenti/])

Specificare Masa mg/l | Anioni mE/I Cationi mE/I

moleculara

1. | NH4NO3 80,04 1650 NO3 39,41 K" 20,06
2. | KNO;3 101,04 1900 | H,PO, 1,25 Mg 3,00
3. | CaCl,.2H,0 147,02 400 SO, 3,00 Ca™ 6,00
4. | MgS0O,4.7H,0 264,50 370 Cr 6,00 NH,” | 20,01
5. | KH,PO, 136,09 170

Total (mg/l) 4490,0 49,6 49,6
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Compozitia minerald si ionicd in microelemente (mg/1)

Compozitia ionica a

Nr. Compozitia minerald in microelemente
ort. (my/l) microelementelor
(m echivalenti/l)
Masa . —
Specificare lecular mg/l Anioni | mE/l | Cationi| mE/I
1. | MnSO,.4H,0 223,01 22,3 SO, 324,03 |Mn™ |263,90
2. | ZnS0,.7H,0 287,54 8,6 CI 0,21 Zn™ [59,82
CuS0,.5H,0 249,68 0,025 Cu™ 0,20
3. | CoCl,.6H,0 237,93 0,025 Co™ 0,21
4. | Kl 166,01 0,83 K" 5,00
5. | Na;jMoO, . 2| 241,95 0,25 Na" 2,07
H,O
6. | H:BO3 61,83 6,2
7. |FeSO, . 7 H,O| 278,03 27,8
8. | Na, EDTA. 2| 372,25 37,3
H,O
Total (mg/l) 103,33 324,24 331,2
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Vitamine si aminoacizi componenti ai mediului de culturda Murashige — Skoog (1962)

Concentratia in solutia normala
Denumire mg/l
Acid nicotinic 0,5
Piridoxina HCI 0,5
Tiamina HCI 0,1
Mezo-inozitol 100
Glicina 2
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Lista abrevieri

ADN - acid dezoxiribonucleic

AFLP - Amplified Fragment Length Polymorphism
AlA - acid beta indolil- acetcic

AIB - acid 3- indolil — butiric

ANA - acid alfa naftil acetic

AP-PCR -Arbitrary Primed PCR

BAP- benzil aminopurina

CTAB - Cetyltrimethyl ammonium bromide
DIECA - acid dietilditiocarbamic

2,4-D - 2,4 acid diclorfenoxiacetic

DMSO - dimetil sulf oxid

DNTP - dezoxiribonucleozid trifosfat

EtBr — bromura de etidiu

FeEDTA — Fier chelatizat (fier etilen diamina tetracetic acid)

ISSR-PCR - Inter Simple Sequence Repeat Polymerase Chain Reaction)MAAP -

Multiple Arbitrary Amplicon Profiling

MSAP - Methyl-Sensitive Amplified Length Polymorphsim

NaCl - cloruri de sodiu

NaOCI - hipoclorit de sodiu

NaOH - hidroxid de sodiu

PCR — Polymerase Chain Reaction

PVP - polivinilpirolidona

RADP - Random Amplified Polymorphic DNA
RFLP - Restriction Fragment Length Polymorphism
SSR - Simple Sequence Repeats

TDZ - thidiazuron (N-phenyl-N’-1,2,3,-thidiazol-5-yl urea)
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REZUMAT

Cercetarile paleontologice au dovedit cd vita de vie a existat inainte de aparitia
omului pe pamant. Protostramosii vitei de vie cultivati astdzi se pare ca ar fi aparut in
perioada cretacicd a planetei. Fosilele vitaceaelor din perioada cretacicd a planetei au
fost insd contestate de majoritatea cercetatorilor, deoarece existau confuzii intre
presupusele frunze pietrificate de vitd de vie si cele ale arborilor forestieri. Dovezi
certe provin din era neozoicd sau tertiara - perioada paleogend. Din aceastd perioada
au fost scoase la iveald cele mai multe fosile ale vitaceaelor, raportate la patru genuri
actuale — Vitis, Ampelopsis, Cayratia, Tetrastigma.

Procesul esential, care a generat trecerea de la vita sdlbaticd la vita cultivata,
este variabilitatea naturald, care a permis omului sa aleagd vitele cele mai valoroase
din flora spontani si sa le cultive in mod constient (TARDEA si colab., 1995).

Studiile ampelografice ajuta la aprecierea valorii soiurilor dupa criterii unice, la
compararea caracterelor si insusirilor sortimentului cultivat, la evitarea confuziilor
dintre unele soiuri apropiate si eliminarea numeroaselor sinonimii.

In stadiul actual, ampelografia considera ci descrierea botanica este incompleta,
fiind necesara si studierea influentei conditiilor ecologice si de culturd asupra
variabilitdtii caracterelor morfologice si a insusirilor agrobiologice si tehnologice.

Cercetarile efectuate la vita de vie au stabilit centrele genetice de formare a
genului Vitis si apartenenta soiurilor la anumite grupe ecologo-geografice.

La soiurile cu origine certd se cunosc parerile diferitilor ampelografi privind
momentul cand acestea au fost introduse in productie sau semnalate in literatura de
specialitate. De asemenea se fac aprecieri asupra provenientei si modului de aparitie la
soiurile aparute si fixate pe cale vegetativa.

In cazul soiurilor cu origine necunoscutd sau incerti se mentioneazi date
referitoare la vechimea in culturd a soiului, ipoteze cu privire la provenienta,
raspandire (POENARU, 1970).

Tn ameliorare, identificarea soiurilor in primele stadii de dezvoltare este extrem
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de dificila, elementele caracteristice soiului aparand in mod treptat, in anii urmatori. La
prima aparitie, unele organe cum ar fi carceii si inflorescentele sunt slab dezvoltate
devenind, apoi, tot mai tipice pe masura trecerii anilor (ARDELEAN, 1986).

De asemenea, in cazul portaltoilor, metodele ampelografice de identificare nu
pot fi folosite decat in plantatiile de portaltoi, nu si dupa altoire.

In ultimii ani, odata cu aparitia markerilor moleculari, identificarea cultivarelor
s-a realizat la nivel de proteine cu ajutorul izoenzimelor si la nivel de ADN prin
metode RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorphism), AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) si SSR
(Simple Sequence Repeats).

Datorita simplitatii metodei RAPD — Random Amplified Polymorphic DNA -
(WILLIAMS si colab., 1999), a faptului ca necesita cantitati extrem de mici de ADN si
a capacitatil de a releva un grad inalt de polimorfism, aceasta a fost aplicata cu succes
la diferite specii de plante, inclusiv la Vitis vinifera (WOLF si colab., 2001; RYAN si
colab., 2001; TESSIER si colab., 1999; FANIZZA si colab., 1999; BOHM si colab.,
1998; PAMFIL, 1999).

Cercetarile de geneticd moleculara la vita de vie sunt orientate, in general, spre
identificarea polimorfismului existent in cadrul speciilor de Vitis si spre stabilirea
originii filogenetice a unor specii sau soiuri.

Originea si autenticitatea multor cultivare de vita de vie (Vitis vinifera), folosite
pentru productia de vin in lume, este neclard si constituie subiectul multor controverse.
Tn acest sens, intr-un studiu, amprentele ADN generate cu ajutorul tehnicilor RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA) si ISSR-PCR (Inter Simple Sequence Repeat
Polymerase Chain Reaction) au fost folosite pentru a compara patru cultivare de Vitis
vinifera folosite pe scara larga in Chile (Cabernet Sauvignon, Cabernet Franc, Merlot
si Carmenere). Ca si referinta externd a fost folosit material vegetal provenit din
Franta.

Ambele tehnici au fost capabile sd evidentieze diferente intre cultivarele
studiate, chiar daca puterea de diferentiere a metodei ISSR (Inter Simple Sequence

Repeat) a fost mai buna decat cea a metodei RAPD.
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1. OBIECTIVELE CERCETARII, MATERIALUL SI METODA

1.1. SCOPUL CERCETARILOR

Variabilitatea somaclonald este consideratd o sursa de obtinere de noi genotipuri
acestea, informatii despre variabilitatea la plantele regenerate sunt destul de putine,
pana in prezent fiind raportate numai cateva exemple de variabilitate somaclonald la
vita de vie.

Avand in vedere aceste deziderate, s-a considerat utila abordarea unor cercetari
in domeniul biotehnologiilor si al micropropagarii la specia Vitis vinifera.

Scopul principal al cercetarilor noastre a constat in caracterizarea si stabilirea
relatiilor filogenetice intre zece soiuri de vitd de vie, cu ajutorul metodologiei RAPD,
precum si inducerea variabilitdtii somaclonale si testarea heteromorfismului molecular
a somaclonelor obtinute din cinci soiuri de vitd de vie larg cultivate in Transilvania si
chiar in Romania.

Cercetarile initiate de noi, constituie, probabil, primele incercari de identificare

a variabilitatii somaclonale la vita de vie prin metoda RAPD.

1.2. OBIECTIVELE URMARITE IN CERCETARILE AFERENTE TEZEI DE
DOCTORAT

Obiectivele principale s-au concretizat In urmatoarele aspecte:

¢ Stabilirea procolului de extractii de ADN si utilizarea tehnicii RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA) in vederea identificarii polimorfismului genetic in vivo
la zece soiuri de vitd de vie provenite din cinci statiuni horticole amplasate in areale
geografice diferite.

¢ Identificarea primerilor capabili sd determine polimorfismul la nivel molecular
intre soiurile analizate.

¢ Stabilirea compozitiei mediilor de cultura, a tipului de hormoni si a concentratiilor
acestora care sa favorizeze obtinerea de neoplantule, cresterea si proliferarea lastarilor

in vitro in urma multiplicarii prin lastarire axilara.
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¢ Alegerea tipului de explant si a mediilor de culturd adecvate pentru inducerea
variabilitdtii somaclonale, respectiv obtinerea de calus.

¢ Subcultivarea calusului pe un mediu de crestere.

¢ Stabilirea mediilor de culturd pentru regenerarea plantelor prin transferul calusului
pe medii de inducere a organogenezei.

¢ Punerea in evidentd a eventualelor diferente genetice aparute intre regeneranti,

respectiv intre somaclone si plantele mama din care au provenit prin analiza RAPD.

2. MATERIALE SIMETODE DE LUCRU

2.1. MATERIALUL BIOLOGIC

2.1.1. Materialul biologic utilizat in experientele de diferentiere a soiurilor cu
ajutorul markerilor moleculari
Materialul biologic studiat a fost constituit din zece soiuri de vitd de vie,
provenite din cinci statiuni viticole din tara noastra amplasate in conditii pedoclimatice
total diferite. Au fost analizate cinci soiuri de vitd de vie pentru vin alb, doud soiuri
pentru vin rosu si trei soiuri pentru struguri de masa.
Soiurile pentru vin alb au fost: Feteasca alba, Feteasca regala, Riesling italian, Muscat

Ottonel, Traminer roz.

Soiurile pentru vin rosu au fost: Cabernet Sauvignon, Merlot.
Soiurile pentru struguri de masa au fost: Napoca, Timpuriu de Cluj, Cetatuia.
Statiunile viticole din care s-a recoltat materialul biologic au fost: Recas, Blaj, Valea

Caélugareasca, Odobesti si lasi.

2.1.1.1. Primerii utilizati in amplificarea ADN-ului

Pentru amplificarea probelor de ADN s-au utilizat un numar de 39 de primeri

decanucleotidici, unul dintre primeri avand 21 de nucleotide.
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Provenienta primerilor a fost diferitd, astfel: 15 primeri decanucleotidici sunt

produsi de University of British Columbia (UBC), 6 primeri de Pharmacia Biotech
(PB), 18 de Mycroshinth (OPAB, OPA, OPE, OPAL, OPX, AB, GY169) (tabelul 1).

Primerii utilizati in amplificarea ADN

Primers used in DNA amplification

Tabelul 1

Nr. Primer Secventa (5” - 3) Nr. Primer Secventa (5* - 3°)
No. | Primer Sequence (5” - 3’) No. Primer Sequence (5" - 37)
21. |UBC228 | GCT GGG CCG A 40. | PB6 CCCGTCAGCA
22. |UBC241 | GCCCGACGCG 41. | OPAB 11 GTG CGC AATG
23. |UBC245 | CGCGTGCCAG 42. | OPAB 18 CTGGCG TGTC
24, |UBC 285 | GGG CGCCTAG 43. | OPE 14 TGC GGC TGA G
25. |UBC286 | CGGAGCCGGC 44, | AB11 GTG CGC AATG
26. |UBC421 | ACGGCCCACC 45. | OPA 04 AAT CGG GCTG
27. |UBC436 | GAG GGG GCCA 46. | OPA 03 AGT CAGCCAC
28. | UBC537 |CGAAAGGACT 47. | OPAL 20 AGG AGTCGG A
29. |UBC538 | TGATCTCTCC 48. | OPX O3 TGG CGC AGTC
30. |UBC563 |CGCCGCTCCT 49, | OPAO01 CAGGCCCTTC
31. CTA AGC TGC TTT
UBC 564 | CGGCGTTACG 50. | GY 169 TGT TTG AGC
32. |UBC570 | GGCCGCTAAT 51. | OPC-14 TGCGTGCTTG
33. |UBC571 |GCGCGGCACT 52. | OPC 15 GAC GGA TCAG
34. |UBC584 | GCGGGCAGGA 53. |OPA 11 CAATCGCCGT
35 |UBC599 | CAAGAACCGC 54. | OPA 17 GACCGCTTIG T
36. |PB1 GGT GCG GGA A 55. | 70.08 CTG TACCCCC
37. |PB2 GTTTCGCTCC 56. | OPA 20 GTT GCGATCC
38. | PB3 GTAGACCCG T 57. | 70.03 ACG GTG CCT G
39. | PB4 AAG AGCCCGT 58. | MIC-07 TGTCTGGGTG
40. | PB5 AAC GCG CAAC

2.1.2. Materialul biologic utilizat in experientele de producere a variabilitatii
somaclonale in conditii de laborator

Materialul biologic utilizat pentru initierea culturilor in vitro a fost constituit din

lastarii apartinand celor zece cultivare de vita de vie din cele cinci statiuni viticole

mentionate mai sus.

In studiile

privind

micropropagate in vitro.

inducerea

calusogenezei
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Materialul biologic folosit pentru studierea variabilitatii somaclonale a fost
reprezentat de regenerantii obtinuti din cultura de calus, respectiv cate zece somaclone

din fiecare soi.

2.1.2.1. Medii de cultura folosite

In toate experientele noastre, mediul de baza utilizat a fost Murashige — Skoog
(1962), suplimentat cu diferiti hormoni, in functie de scopul propus. Substantele
biostimulatoare utilizate in cultura in vitro la vita de vie au fost reprezentate de:
auxind, acidul alfa naftil acetic (ANA) si citochinine, respectiv benzil aminopurina
(BAP) si tidiazuronul (TDZ). In functie de etapa parcursi in procesul de multiplicare

in vitro s-a utilizat o anumitd gama de concentratii pentru fiecare tip de hormon.

2.2. METODE DE LUCRU

2.2.1. Metode de lucru aplicate in experientele cu material biologic produs in vivo

2.2.1.1. Extractia de ADN in vederea executdarii analizelor RAPD

Extractia ADN-ului la vita de vie este dificild datorita prezentei polifenolilor si
a poliglucidelor in cantitate mare. De aceea, In experientele noastre s-a Tncercat
optimizarea unui protocol de extractie a ADN-ului prin care sa se obtina o puritate cat
mai mare.

In acest sens, a fost adaugat in tamponul de extractie polivinilpirolidona (PVP),
mercaptoetanol, acid ascorbic si acidul dietilditiocarbamic (DIECA).

Pentru a obtine un ADN de calitate care sa poate fi utilizat in tehnica RAPD- lui
au fost testate trei metode de izolare:

Protocolul A descris de ROGER si colab. 1988

Protocolul B — descris de ROGER si colab., 1988 modificat

Protocolul C — descris de LODHI si colab., 1994, modificat (POP si colab.,
2003).
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2.2.1.2. Cuantificarea ADN-ului

Dupa extractia ADN-ului, probele au fost cuantificate spectofotometric cu

ajutorul aparatului BioPhotometer Eppendorf.

2.2.1.3. Protocol de amplificare RAPD

Amplificarea probelor s-a realizat in aparatul Eppendorf Mastercycler gradient
programat astfel:
» 3 minute la 95°C — predenaturare, urmati de 45 de cicluri cu urmatorul profil
de temperatura :
5. 1 minut la 93°C — denaturare
6. 1 minut la 34°C - fixarea primerilor
7. 1 minut la 72°C - extensie
8

. extensia finald 10 minute la 72°C.

2.2.1.4. Analiza imaginilor

Analiza gelurilor s-a facut cu ajutorul programului Total Lab TL 100,
obtindndu-se matricea binara.

Matricea binard s-a utilizat apoi pentru calcularea distantelor genetice. Pentru
calcularea distantelor genetice si realizarea dendrogramei s-a utilizat programul
RAPDistance 1.04, utilizadnd coeficientul Jaccarrd pentru distantele genetice, respectiv

metoda Neighbor Joining Tree pentru dendrograma.

2.2.2. Metode de lucru aplicate in experientele cu material biologic produs in vitro

2.2.2.1. Multiplicarea prin lastarire axilara

Pentru studierea capacitatii regenerative la vita de vie, au fost utilizate ca sursa

de explante segmentele nodale provenite de pe lastarii recoltati din camp.
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Mediul pentru initierea culturii in vitro a fost Murashige —Skoog (1962)
suplimentat cu concentratii diferite de hormoni, realizdnd trei variante de medii de
cultura:

V1= Mediul MS - 0,5 mg/l BAP, 0,5 mg/l ANA, 100 mg/l hidrolizat de cazeina
V, = Mediul MS - 1,0 mg/l BAP, 0,5 mg/l ANA, 100 mg/1 hidrolizat de cazeina
V3 = Mediul MS -2,5 mg/l BAP, 0,5 mg/l ANA, 100 mg/l hidrolizat de cazeina.

2.2.2.2. Cultura de calus

Cultura de calus a fost initiatd atat din segmente nodale cat si din frunze, de la
plantulele obtinute in vitro pe mediul de culturda MS (1962). In vederea initierii
culturii de calus, mediul bazal MS (Murashige —Skoog, 1962) a fost suplimentat cu
acid natftil acetic (ANA) in doud concentratii:

- MS; - cul0mg/l ANA si 1,0 mg/l BAP

- MS; - cu 5,0 mg/l ANA si1 1,0 mg/l BAP

2.2.2.3. Inducerea si dezvoltarea lastarilor multipli

Pentru inducerea formarii lastarilor multipli, calusul morfogenetic obtinut din
segmentele nodale a fost transferat pe mediul MS suplimentat cu concentratii variate
de TDZ - thidiazuron (N-phenyl-N’-1,2,3,-thidiazol-5-yl urea) in combinatie cu acidul

alfa naftil acetic, Tn concentratie de 0,5 mg/I1.

2.2.2.4. Extractia, cuantificarea, amplificare ADN-ului si electroforeza in

gel de agaroza

Extractia de ADN s-a facut din frunzele neoplantulelor obtinute dupa a 6-a, a
10-a si a 15-a pasare pe medii noi de culturd. De la fiecare cultivar s-au analizat cate
zece somaclone. Metodele de cuantificare, amplificare si electroforezd in gel de
agaroza au fost similare cu cele aplicate in experientele cu material biologic produs in

ViVvo.
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3. REZULTATE SIDISCUTII

3.1. REZULTATE PRIVIND EXTRACTIA PROBELE DE ADN PROVENITE DIN
MATERIALUL BIOLOGIC IN VIVO

Din datele obtinute s-a constatat ca toti cei trei factori experimentali (soiul,
metoda de extractie si localitatea de provenientd), au influentat distinct semnificativ
cantitateca de ADN extrasa. Cantitatea de ADN obtinutd prin cele trei variante de
extractie a fost corespunzdtoare (77,5-4518,6 ng/ul), avand in vedere ca pentru
amplificare s-au utilizat 50 ng. Cea mai mica cantitate de ADN s-a obtinut la soiul
Cetatuia provenit de la Valea Calugareascd, atunci cand pentru extractie s-a aplicat
protocolul A (77 ng/ul). Cea mai mare cantitate de ADN respectiv de 4518,6 ng/ul, s-a
obtinut tot la soimul Cetdtuia, provenit de aceastd datd de la Blaj, prin utilizarea
protocolului C.

In ceea ce priveste puritatea de AND obtinutd, din analiza datelor se constata ca
cei trei factori experimentali au influentat distinct semnificativ puritatea ADN-ului.
Aceastd semnificatie se pastreazd si in cazul interactiunilor duble soi x metoda de
extractie (F = 7,78**>1,62; 2,09), localitate x metoda de extractie (F = 20,34**>1,98;
2,60), localitate x soi (F = 7,18**>1,45; 1,69), ca si pentru interactiunea tripla soi x
metodd de extractie x localitate (F = 5,08**>1,35; 1,53). Diferentele intre media
puritatii ADN-ului obtinut prin cele trei protocoale se mentin semnificative, cel mai

eficient protocolul fiind C, protocolul A situdndu-se pe ultimul loc.

3.1.1. Rezultate privind amplificarea si electroforeza produsilor de reactie

Din totalul de 39 de primeri utilizati initial, s-au obtinut polimorfisme cu un
numar de 22 primeri, primeri care au fost utilizati si pentru amplificarea somaclonelor

obtinute in experientele in vivo.

3.1.2. Rezultate privind analiza imaginilor si interpretarea datelor

Notarea benzilor s-a realizat direct pe fotografiile gelurilor, prin raportarea la markerul

ADN. Benzile polimorfice au fost notate cu 1, iar cele monomorfice cu 0. Prezenta
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benzilor (notate cu 1) si absenta benzilor (notate cu 0) au fost inscrise intr-un tabel sub
forma de matrice binara. Numarul total de benzi generate a fost de 192, dintre care 165
de benzi au fost polimorfice, benzile monomorfice fiind excluse din interpretarea statistica a
datelor.

Din datele obtinute de noi a rezultat faptul ca toti primeri utilizati au generat un
numdr de minim doud benzi polimorfice. Procentul de polimorfism a avut valori
cuprinse intre 100% (in cazul primerul UBC 228) si 50% (pentru primerii OPAB 18 si
OPA 01), valori care conform metodei de analiza a datelor pot fi considerate asigurate
statistic (CALDERINI si colab., 1999).

Analiza gelurilor din experientele organizate de noi releva faptul cd numarul cel
mai mare de benzi polimorfice au fost obtinute cu primerul 6 PB, respectiv 15 benzi
(fig. 1), urmat de primerul 5 PB (13 benzi polimorfice). Numarul cel mai mic de benzi
au fost generate de primerul OPA 01 — 3 benzi. Datele primare, obtinute cu ajutorul

programul Total Lab 100 au fost prelucrate cu programul RAPDistance 1.04, care a

calculat distantele genetice pe baza coeficientului Jaccard.

Fig. 1. Produsii de amplificare obtinuti cu primerul PB 6 la cele zece soiuri de
vitd de vie analizate
Amplification products obtained with primer PB 6 in ten cultivars of Vitis
vinifera tested
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3.1.3. Analiza dendrogramei

Apropierea genetica intre cele zece soiuri de vitd de vie analizate, stabilitd pe
baza matricei distantelor genetice si a algoritmului Neighbor Joining Tree sunt
prezentate in figura 2 sub forma unei dendrograme.

In cadrul dendrogramei se evidentiaza doua grupuri principale, A si B. Primul
grup cuprinde soiurile Feteasca alba, Feteascd regald, Riesling italian, Cetatuia,
Timpuriu de Cluj si Muscat Ottonel, iar cel de al doilea grup soiurile Merlot, Cabernet
Sauvignon, Traminer roz si Napoca.

Grupul A este constituit, la randul lui, din alte doua subgrupuri, notate cu Al si
A2. Subgrupul Al cuprinde soiurile Feteasca alba, Feteasca regala, Riesling italian,
Cetétuia s1 Timpuriu de Cluj. Soiurile Feteasca alba si Feteasca regala sunt in aceeasi
ramurd, distanta genetica dintre ele fiind de 0,4421. Din punct de vedere ampelografic
cele doud soiuri sunt considerate apropiate datoritd particularitatilor lor morfologice.
Apropierea genetica dintre cele doud soiuri rezultata prin analiza RAPD, confirma deci

rezultatele anterioare conform carora soiurile respective au o origine comuna.
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Soiurile Cetatuia si Timpuriu de Cluj au un parinte comun, in dendrograma
fiind situate in acelasi subgrup. Si in acest caz analiza RAPD a confirmat originea

comuna a acestor doua soiuri.
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Fig. 2. Dendrograma obtinuta la cele zece soiuri de vitd de vie analizate

Dendrogram of the ten cultivars of Vitis vinifera tested

Grupul B este impartit si el in doud subgrupuri, respectiv B1 si B2. Grupul Bl
cuprinde soiurile Merlot, Cabernet Sauvignon si Traminer roz.

Rezultatele experientelor noastre confirma faptul ca soiul Cabernet Sauvignon

si Merlot sunt apropiate din punct de vedere genetic.
Soiul Traminer roz, desi este un soi de struguri pentru vinuri albe, se pare ca

este mult mai apropiat genetic de soiurile rosii. O explicatie ar consta in faptul ca acest
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soi, din punctul de vedere al clasificarii pe grupe ecologo-geografice, face parte din
Proles occidentalis, la fel ca si soiul Cabernet Sauvignon si Merlot.
In subgrupul B2 este prezent un singur soi si anume Napoca, ceea ce sugereaza

un grad mai indepartat de inrudire cu celelalte soiuri analizate.

3.2. REZULTATE OBTINUTE IN EXPERIENTELE DE MULTIPLICARE
IN VITRO

3.2.1. Rezultate obtinute in experientele de multiplicare prin lastirire axilara

Studierea variabilitdtii somaclonale presupune existenta unui numdr mare de
explante. Pentru a asigura o mai mare uniformitate genetica a descendentilor s-a ales
ca sistem de micropropagare multiplicarea prin lastarire axilara.

Trebuie remarcat faptul ca aparitia lastarilor in vitro, ca urmare a multiplicarii
prin ldstarire axilard, a fost notatd la 20 de zile dupad initierea culturii, dar numararea
lastarilor si masuratorile privind lungimea acestora si numarul de noduri/lastar au fost

executate la opt saptamani de la initierea culturii.

3.2.1.1. Numarul de lastari obtinuti prin micromultiplicare prin lastarire axilara

Datele privind influenta soiului, a mediului de cultura si a localitatii asupra
numarului de lastari obtinuti prin multiplicarea din segmente nodale la vita de vie au
fost prelucrate statistic, fiind prezentate sub forma tabelului variantelor. Din proba F
rezulta ca toti factorii experimentali (soi, mediu de culturd, localitatea de provenienta),
precum si interactiunile simple, duble si cea tripla dintre acestia au avut influente
semnificative asupra numarului de lastari obtinuti prin multiplicarea din segmente
nodale.

Analizand influenta soiului si a mediului de culturd asupra numarului de lastari
obtinuti prin micropropagare prin lastari axilari la vita de vie, datele prezentate in
tabelul 2 releva faptul ca atat sotul cat si mediul de cultura au avut efecte semnificative

asupra acestui caracter.
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Tabelul 2

Influenta soiului (A), a mediului de cultura (B) si a interactiunii (A x B) asupra

numarului de lastari de vita de vie obtinuti prin micropropagare

Effects of cultivars (A), culture medium (B) and interaction (A xB) upon the number
shoots of Vitis vinifera micropropagated

Mediul de cultura . .
Soiul Culture medium Ml\élaeglgfsm
Cultivar MS-0,5mg/l | MS-1,0mg/l | MS-2,5 mg/l cultivar
BAP BAP BAP
Feteasca alba 1,18t 2,76 Im 6,09 e 3,34 DE
Feteasca regala 1,60p 3,09 55749 342D
Muscat Ottonel 1,46 3,04 6,58 C 3,69B
Riesling italian 1467 2,74m 7,12b 3,77B
Traminer roz 140r 4,82 h 6,30d 4,17 A
Cabernet Sauvignon 1,49r 2,91 k 7,70 a 403 A
Napoca 142r 2,52n 5659 3,20 E
Cetatuia 1,30s 2,070 2,83 kI 2,07 G
Timpuriu de Cluj 146r 2,49 n 3,781 2,58 F
Merlot 1,68 p 3,13 595f 359C
Media mediu de cult_ura 1,45 p* 296 N 5.76 M
Mean of culture medium

DS 5% pentru doua medii soi (SD 5% for two means of variety) =0,15-0,17
DS 5% pentru doud medii mediu de cultura (SD 5% for two means of culture medium) = 0,06-0,07
DS 5% pentru doud medii soi x mediu de culturd (SD 5% for two means of interaction) = 0,09-0,10

* Diferentele dintre oricare doud variante urmate de cel putin o literd comuna sunt nesemnificative
*The differences between any two values followed by at least a common letter are not significant

3.2.1.2. Lungimea lastarilor obtinuti prin multiplicarea din segmente nodale

Ca s1 in cazul numarului de lastari, si pentru lungimea ldstarilor obtinuti prin

culturi in vitro de segmente nodale, la cele zece soiuri de vita de vie, pe trei medii de

cultura diferite, se observa din datele obtinute, ca toti factorii experimentali si toate

interactiunile dintre acestia (duble si tripld) au efecte semnificative asupra acestui

caracter.

Influenta soiului si a mediului de culturd asupra lungimii lastarilor de vitd de vie

obtinuti prin micropropagare din segmente nodale este prezentatd in tabelul 3. Ca si in

cazul caracterului studiat anterior, pe primele doua locuri se situeaza doua soiuri

pentru vin alb (Traminer roz: 5,55 cm si Riesling italian: 4,98) urmat de data aceasta,
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la diferente semnificative, de un soi pentru vinuri rosii (Cabernet Sauvignon: 4,84 cm).
Celelalte soiuri inregistreaza valori mult mai mici ale caracterului studiat, ce ajung
pana la 3,40 cm la soiul de struguri de masa Timpuriu de Cluj.

Tabelul 3
Influenta soiului (A), a mediului de cultura (B) si a interactiunii (A x B) asupra
lungimii lastarilor (cm) de vitd de vie obtinuti prin micropropagare

Effect of cultivars (A), culture medium (B) and interaction (A x B) upon the length (cm)
of Vitis vinifera shoob obtained micropropagated

Mediul de cu_lturé Media soi
Soiul Culture medium Mean of
Cultivar MS-0,5mg/l | MS-1,0mg/l | MS-2,5mg/I cultivar
BAP BAP BAP
Feteasca alba 3,080 3,40 m 4,52 gh 3,67 1J
Feteasca regala 3,26 n 3,55 Im 4,57 gh 3,791
Muscat Ottonel 3,70 k 3,94 476 f 4,13 H
Riesling italian 3,54 Im 450h 6,89 c 498 E
Traminer roz 3,22n 522¢e 8,22a 555D
Cabernet Sauvignon 3,581 3,79k 7,14 b 484 F
Napoca 3,72k 3,99] 4,54 gh 4,08 H
Cetatuia 2,58 q 3,48 m 4,60 g 3,565J
Timpuriu de Cluj 2,131 293p 5l4e 340K
Merlot 2,95p 4,131 6,13d 4,40 G
Media mediu de cultura "
Mean of culture medium 318C 3898 5,65A

DS 5% pentru doua medii soi (SD 5% for two means of variety) = 0,15-0,17
DS 5% pentru doud medii mediu de culturad (SD 5% for two means of culture medium) = 0,03
DS 5% pentru doud medii soi x mediu cultura (SD 5% for two means of interaction) = 0,09-0,10

* Diferentele dintre oricare doud variante urmate de cel putin o literd comund sunt nesemnificative
*The differences between any two values followed by at least a common letter are not significant

3.2.1.3. Numdarul de noduri/neoplantuli observat in urma micromultiplicarii din

segmente nodale la vita de vie

Ca si in cazul celor doud caractere analizate anterior, tabelul variantei pentru
influenta soiului, mediului de culturd s1 a localitatii asupra numadrului de
noduri/neoplantuld obtinute prin micromultiplicare din segmente nodale, la vita de vie,
arata o probd F ce scoate in evidentd actiunea distinct semnificativa a tuturor factorilor
s1 interactiunilor dintre factori (tabelul 4).

Tabelul 4
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Analiza variantei pentru experienta trifactoriala de tipul 10 x 3 x 5 (soi x mediul de
cultura x localitate de provenienta)
(Influenta soiului, mediului de cultura si a localitatii asupra numarului de noduri
obtinuti prin micromultiplicare din segmente nodale la vita de vie)

The three way Anova type experiment 10 x 3 x 5 (cultivars x culture medium x

provenance)

Cauza variabilitatii SP GL &2 Proba F

Cause of variability SS DF F test
Parcele mari 531,47 29
Repetitii 1,03 2
Factorul A ~ 525,96 9 | 5844 |23493%*>192: 250
(soiul de vita de vie)
Eroare (a) 4,478 18 0,249
Parcele mijlocii 1557,29 60
Factorul B (mediul de cultura) 1091,20 2 545,60 |2716,53**>3,04:4,71
Interactiunea A x B 458,05 18 25,45 | 126,70**>1,62;2,09
Eroare (b) 8,034 40 | 0,2008
Parcele mici 78,57 360
Factorul C o 14,37 4 | 359 | 54,62%%>241:341
(localitatea de provenienta)
Interactiunea A x C 19,13 36 0,53 8,08**>1,45:1,69
Interactiunea Bx C 2,99 8 0,37 5,69**>1,98:2,60
Interactiunea AxBx C 26,29 72 0,37 5,565**>1,35:1,53
Eroare (c) 15,789 240 | 0,0658

Analizand influenta soiului asupra numarului de noduri/neoplantuld se observa
ca, intre cele zece soiuri luate in studiu, existd diferente semnificative privind acest
caracter. Cel mai mare numdr de noduri/neoplantula se inregistreaza la soiul Traminer
roz (6,65 noduri/neoplantuld) urmat, la diferente semnificative, de soiul Riesling
italian (4,61 noduri/neoplanutuld). Ordinea variantelor celor mai bune pentru acest
caracter este identica cu cea inregistrata la lungimea neoplantulelor fapt ce vine in
sprijinul afirmatiei anterioare privind corelatia directd si pozitiva (r = 0,90**) intre
lungimea neoplantulei si numarul de noduri pe care 1l formeaza.

Mediul de culturd a influentat in mod si mai evident decat soiurile numarul de
noduri/neoplantula inregistrat in experienta (tabelul 5). Mediul MS — 2,5 mg/l BAP
duce la formarea unor neoplantule cu cel mai mare numar de noduri (6,07) celelalte

douad medii plasandu-se mult sub valoarea mentionata mai sus (mediul MS — 0,5 mg/I
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BAP = 2,35 noduri/neoplantuld, iar mediul MS - 10 mg/l BAP = 3,45
noduri/neoplantuld).
Tabelul 5

Influenta soiului (A), a mediului de cultura (B) si a interactiunii (A x B) asupra
numarului de noduri/neoplantule obtinut prin micromultiplicare din segmente nodale la
vita de vie

The effect of cultivar (A), culture medium (B) and interaction (A x B) upon the number
of nodes/neoplants obtained in Vitis vinifera by micropropagation from nodal

semgments
Mediul de cultura Media soi
Soiul Culture medium Mean of
Cultivar MS-0,5mg/l | MS-1,0 mg/l | MS - 2,5 mg/I cultivar
BAP BAP BAP

Feteasca alba 3,42 k 2200 6,80 b 414 C
Feteasca regala 242n 3,03 1j 5,73d 3,72D
Muscat Ottonel 2,09 op 459 f 48le 3,83D
Riesling italian 2,91 jk 445¢g 6,48 c 461 B
Traminer roz 2,84 Kl 494¢e 12,16 a 6,65 A
Cabernet Sauvignon 2,72 Im 2,84 ki 6,73 b 4,10 C
Napoca 2,63 m 3,35k 4,17 h 3,38 E
Cetatuia 1,41r 3,07 3,66 j 2,711 F
Timpuriu de Cluj 111s 2,220 4,28 h 2,54 F
Merlot 1,98p 3,841 5,83d 3,88 D
Media mediu de cult_uré 2,35 p* 3.45 N 6.07 M
Mean of culture medium

DS 5% pentru doua medii soi (SD 5% for two means of variety) = 0,21-0,24
DS 5% pentru doud medii mediu de culturad (SD 5% for two means of culture medium) =0,11-0,14
DS 5% pentru doud medii soi x mediu de culturd (SD 5% for two means of interaction) = 0,14-0,17

* Diferentele dintre oricare doud variante urmate de cel putin o literd comuna sunt nesemnificative
*The differences between any two values followed by at least a common letter are not significant

3.2.2. Rezultate obtinute in experientele de inducere a calusogenezei

Variabilitatea somaclonala este asociata adesea cu regenerarea directa din calus
sau din suspensii de celule (KARP, 1989). Se apreciaza ca existd o stransa legatura
intre parcurgerea fazei de calus §i variabilitatea somaclonald, fapt ce a determinat ca,
in micropropagare in scop de inmultire fideld a materialului initial, sa se evite formarea

calusului.
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Avand in vedere ca unul din obiectivele tezei a fost acela al studierii
variabilitdtii somaclonale la vita de vie, in experientele executate in acest sens a fost
indusa etapa de formare a calusului.

Concentratia de ANA 10 mg/l, utilizatd de noi in mediile de cultura, a dat
nastere unui calus friabil, in timp ce concentratia mai mica, respectivde 5 mg/l ANA a

dus la obtinerea unui calus nefriabil si in cantitate foarte mica.

3.2.3. Rezultate experimentale privind regenerarea de neoplantule din

calus mentinut timp indelungat in cultura

Capacitatea organogena sau embriogend a tesutului calusal este dependenta de
factorii endogeni si exogeni, de numarul pasdrilor, de conditiile de cultura si de varsta
calusului. Literatura citeaza cazuri in care calusurile repicate periodic, chiar si dupa o
perioadd de cinci ani si-au mentinut potentialitatea ridicatd de a regenera plante. Tn
cazul calusului obtinut de noi la vita de vie, capacitatea regenerativa s-a mentinut

pentru o perioada mult mai scurta, de circa 7-8 luni.

3.2.3.1. Numdarul de neoplantule regenerate

Experientele de regenerare de neoplantule din calus mentinut timp indelungat in
culturd (3-4 pasari) au fost si ele de tip bifactorial cuprinzind cele zece soiuri de vita
de vie mentionate anterior si trei medii de cultura MS la care s-au addugat cantitati
diferite de TDZ: 0,5 mg/l, 1,0 mg/l si 2,0 mg/l. Aceste variante de mediu au fost alese
pe baza datelor din literatura de specialitate care mentioneazad faptul ca adaosul de
cantitati mici s1i moderate de TDZ in mediul de cultura stimuleazd regenerarea de
neoplantule din calusul organogen, mai ales la speciile lenoase si recalcitrante.

Din tabelul variantelor se constata ca toti factorii experimentali (soi, mediu de
culturd), precum si interactiunea soi x mediu de culturd au avut influente semnificative

asupra numarului de neoplantule regenerate (tabelul 6).
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Tabelul 6

Tabelul variantei. Numarul de neoplantule regenerate in experienta bifactoriala
(10 x 3) cu soiuri de vita de vie si medii de cultura folosite in regenerarea de
neoplantule din calus

Table of variance. Number of plant regenerated from callus in two way experiment
(10 x 3) with cultivars of Vitis vinifera on culture media

Cauza SPA GL 5 Proba F

Cause SS DF > F test
Totala 3233,42 89
Repetitii 5,56 2
Variante 3223,57 29
Factorul A 16,90 9 19 25,4** > 2,04, 2,72
Factorul B 3177,12 2 1588,6 21484,8**> 3,15; 4,98
Ineractiunea A x B 29,55 18 1,6 22,2**>1,81; 2,32
Eroare 4,29 58 0,1

Analizand influenta sotului asupra numarului de lastari regenerati se observa,

din datele tabelului 7, ca aceasta este relativ omogena, toate soiurile regenerand un

numar de 8,13 pana la 9,60 lastari/calus regenerativ.

3.2.3.2. Lungimea lastarilor (neoplantulelor) regenerati

Tabelul 8 prezinta sinteza rezultatelor experimentale privind lungimea lastarilor

regenerati din calus la cele zece soiuri de vitd de vie pe trei medii de cultura.

Analiza influentei mediului asupra lungimii lastarilor regenerati urmeaza

aproape acelasi model ca si cel descris la numarul de lastari regenerati. Concret, cea

mai mare lungime a lastarilor regenerati se inregistreaza la mediul cu cea mai scazuta

concentratie de TDZ (0,5 mg/l). Mediile cu concentratii moderate (1,0 mg/l) si mari

(2,0 mg/l) de TDZ duc la obtinerea unor lastari scurti si foarte scurti comparativ cu

varianta trei de mediu.
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Tabelul 7

Numarul de neoplantule regenerate in experienta bifactoriala (10 x 3) cu soiuri de vitd
de vie s1 medii de cultura folosite in regenerarea de neoplantule din calus

Number of plants regenerated in two way experiment (10 x 3) with Vitis vinifera
cultivars and culture media

Mediul de cu_lturé Media soi
Soiul Culture medium Mean of
Cultivar MS-10mg/l | MS-2,0mg/l | MS-0,5mg/I cultivar
TDZ TDZ TDZ
Feteasca alba 450¢g 4,20 gh 15,70 ¢ 8,13 F
Feteasca regala 6,50d 3,70 h 18,60 a 9,60 A
Muscat Ottonel 530f 4509 18,70 a 9,50 AB
Riesling italian 5,40 f 3,80 h 18,60 a 9,27C
Traminer roz 4509 3,90 gh 17,50 b 8,63 E
Cabernet Sauvignon 6,30 d 4,30 gh 17,50 b 9,37 BC
Napoca 5,50 ef 450(¢ 15,80 ¢ 8,60 E
Cetatuia 5,70 def 3,80 h 17,30 b 8,93 C
Timpuriu de Cluj 5,80 def 4509 16,80 b 9,03 CD
Merlot 6,10 de 3,97 gh 17,30 b 9,12D
Media mediu
cultura 5,56 N* 412P 17,38 M
Mean of culture
medium

DS5% pentru doud medii soi (SD 5% for two means of variety) = 0,14-0,17
DS5% pentru doua medii de cultura (SD 5% for two means of culture medium) = 0,28-0,30
DS 5% pentru doud medii soi x mediu de culturd (SD 5% for two means of interaction) = 0,57-0,69

* Diferentele dintre oricare doud variante urmate de cel putin o literd comuna sunt nesemnificative
*The differences between any two values followed by at least a common letter are not significan

3.2.4. Rezultate privind identificarea, la nivel molecular, a variabilitatii
somaclonale indusa prin regenerarea din calus mentinut timp indelungat in

cultura

3.2.4.1. Rezultate privind extractia si cuantificarea ADN-ului

Extractia de ADN s-a realizat pe baza protocolului elaborat de LODHI si colab,
modificat (POP si colab., 2003).
Cantitatea de ADN obtinuta a fost corespunzatoare (220 ng/ul si 1947 ng/ul),
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avand in vedere ca pentru amplificare s-au utilizat 50 ng. Puritatea ADN-ului a fost, de
asemenea, corespunzatoare fiind cuprinsd intre 1,7 si 2,0. Extractia de ADN s-a facut,

la neoplantulele regenerate, din calus din subcultura a 5-a, a 10-a sia 15-a.
Tabelul 8

Lungimea (cm) a neoplantulelor regenerate in experienta bifactoriala (10 x 3) cu soiuri
de vita de vie si medii de cultura folosite in regenerarea de neoplantule din calus

Length (cm) of plants in the two way experiment (10 x 3) with cultivars of Vitis
viniffera and culture media used in plant regeneration from callus

Soiul Mediul de cu_lturé Media soi
Cultivar Culture medium Mea_n of
MS — 1 mg/l TDZ | MS -2 mg/l TDZ |MS- 0,5 mg/l TDZ| cultivar
Feteasca alba 1,47 bc 0,80 def 2,60 a 162B
Feteasca regala 1,37¢c 0,70 ef 2,80a 1,62B
Muscat Ottonel 1,60 bc 0,80 def 2,73a 1,71 A
Riesling italian 1,60 bc 0,60f 2,73 a 1,64 B
Traminer roz 1,57 bc 0,57f 2,60a 158 C
Cabernet Sauvignon 1,70b 1,00d 2,60a 1,77 A
Napoca 1,63 bc 0,63 ef 2,53a 1,60B
Cetiifuia 1,60 be 0,60 f 2,67 a 162 B
Timpuriu de Cluj 1,60 bc 0,70 ef 2,67a 1,66 B
Merlot 1,50 be 0,87 de 2,77 a 1,71 A
Media mediu
cultura 156 N* 0,73P 2,67 M
Mean of culture :
medium

DS5% pentru doud medii soi (SD 5% for two means of variety) = 0,08-0,110
DS5% pentru doua medii de cultura (SD 5% for two means of culture medium) = 0,17-0,18
DS 5% pentru doud medii soi x mediu de cultura (SD 5% for two means of interaction) = 0,28-0,35

* Diferentele dintre oricare doud variante urmate de cel putin o literd comund sunt nesemnificative
*The differences between any two values followed by at least a common letter are not significan

3.2.4.2. Rezultate privind amplificarea si electroforeza produsilor de reactie

Pentru amplificarea probelor s-au folosit cei 22 primeri care au dat benzi
polimorfice in cazul extractie de ADN pentru soiurile de vita de vie recoltate din camp.
S-a constatat cd neoplantule regenerate la subcultura a 15-a prezintd
variabilitate la nivel molecular. Aceasta variabilitatea a fost observata la un numar mic

de soiuri (cinci), acestea prezentdnd un numar mic de somaclone. Cele mai multe
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somaclone au fost identificate la soiul Merlot (cinci).

In gelurile de agarozi mai intdi au fost pipetate probele de ADN apartinand
plantei mama, urmate apoi de probele de ADN ale somaclonelor. Notatiile din imagini
fiind urmatoarele: Cabernet Sauvignon — CR (planta mama), CR1, CR2, CR3; Feteasca
alba - F (planta mama), F1; Merlot — Mr (planta mama), Mrl, Mr2, Mr3, Mr4, Mr5;
Traminer roz — T (planta mama), T1 si Riesling italian — Ri (planta mama) Ril, Ri2,
Ri3.

Fragmentele rezultate prin amplificarea cu primerii polimorfici au awvut
lungimea cuprinsa intre 200 si 2000 pb, majoritatea avand intre 300 si 1400 pb.

Numarul cel mai mare de benzi polimorfice au fost obtinute cu primerul OPX
03 (12 benzi) (fig. 2), cu primerul OPE 14 (11 benzi polimorfice), OPA 04 (10 benzi
polimorfice), PB 6 (10 benzi polimorfice), PB 1 (9 benzi polimorfice), primerul PB 3
(7 benzi polimorfice), primerul PB 5 (8 benzi polimorfice), primerul 70.08 (6 benzi
polimorfice). Ceilalti primeri utilizati au format de asemenea intre sase si noud benzi

polimorfice.

CR CR1CR2CR3 F F1 Mr1 Mr2 Mr3 Mr4 Mr5

Fig. 2. Produsii de amplificare obtinuti cu primerul OPX 03 la somaclonele de
vita de vie analizate
Amplification products obtained with primer OPX 03 in somaclones of Vitis
vinifera analysed
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Din figurile obtinute si analizate reiese in mod clar ca, la toate somaclonele
analizate, existd diferente notabile de structura genetica, relevate de markeri RAPD.
Dendrograma realizatd pe baza distantelor genetice dintre soi si somaclonele sale
ilustreaza si mai clar masura in care, la nivel molecular, somaclonele se deosebesc de
soiurile din care provin. Apropierea geneticd intre soiurile de vitd de vie si
somaclonele identificate in aceste soiuri, stabilitd pe baza matricei distantelor genetice
si a algoritmului Neighbor Joining Tree, sunt prezentate in figura 3 sub forma unei

dendrograme.

Fig. 3. Dendrograma obtinuta la soiurile si somaclonele de vitd de vie analizate

Dendrogram of cultivars and somaclones of Vitis vinifera analysed

In cadrul dendrogramei se evidentiazi faptul ci soiul de vitd de vie si

somaclonele obtinute din acel soi sunt apropiat grupate. De asemenea, se constata ca
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soiurile Cabernet Sauvignon si Merlot, impreuna cu somaclonele lor sunt reprezentate
in acelasi subgrup, la fel ca si in cazul dendrogramei obtinute pentru cele zece soiuri de
vita de vie analizate in vivo. Un alt subgrup este format din soiurile si somaclonele de
Feteascd alba si Riesling italian, similar cu grupul reprezentat in dendrograma celor
zece soiuri de vitd de vie analizate.

Faptul ca somaclonele fiecarui soi sunt strict reprezentate in acelasi grup atesta
acuratetea rezultatelor experimentale obtinute. Pe de alta parte, analiza dendrogramei
in cadrul fiecarui grup releva faptul ca somaclonele sunt cu adevarat diferite din

punctul de vedere al structurii genetice, atat in interiorul grupului cat si intre grupe.

4. CONCLUZII

4.1. CONCLUZII REFERITOARE LA VARIABILITATEA, LA NIVEL
MOLECULAR A MATERIALULUI BIOLOGIC PROVENIT IN VIVO

In urma cercetarilor noastre efectuate la ni vel molecular la cele zece soiuri de vitd de vie

provenite din cinci localitati, se desprind urmatoarele concluzii:

4.1.1. In analizele RAPD o conditie esentiald o constituie obtinerea unui ADN
in cantitati corespunzatoare si de puritate mare. Dintre cele trei protocoale de extractie
utilizate s-a dovedit ca protocolul C a dat cele mai bune rezultate. Cu ajutorul acestui
protocol, puritatea ADN-ului a avut valori cuprinse intre 1,7 si 2, puritate ce a permis
utilizarea lui in manipuldrile ulterioare. Includerea in tamponul de extractie a
inhibitorilor de fenoloxidaza, cum ar fi acidul dietilenditiocarbamic (DIECA), a
antioxidantilor — acidul ascorbic sau a polivinilpirolidonei (PVP) au eliminat

brunificarea extractului.

4.1.2. Din analiza variantei, aplicatd rezultatelor de extractie a ADN, a reiesit ca
toti cei trei factori experimentali (soiul, metoda de extractie si localitatea), au influentat

distinct semnificativ cantitatea de ADN extrasa.

4.1.3. Intre soiuri exista diferente asigurate statistic in ceea ce priveste cantitatea

de ADN obtinuta, indiferent de metoda de extractie aplicatd, ceea ce sugereaza ca
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genotipul, la vita de vie, influenteaza in mod hotarator cantitatea de ADN ce poate fi
extrasa prin metode curent folosite in acest scop. Metoda de extractie a avut, de
asemenea, o influentd semnificativd asupra cantitatii de ADN ce se poate obtine,

indiferent de localitatea de experimentare.

4.1.4. Datele rezultate din analiza variantei pentru experienta trifactoriald arata
ca cei trei factori experimentali au influentat distinct semnificativ si puritatea ADN-
ului. Aceasta semnificatie se pdstreaza si in cazul interactiunilor duble soi x metoda de
extractie, localitate x metodd de extractie, localitate x soi, ca si pentru interactiunea

tripla soi x metoda de extractie x localitate.

4.1.5. Calcularea ecuatiei de regresie releva faptul ca relatia dintre cantitate si
puritate este liniara, datele individuale grupandu-se destul de strans in jurul liniei de
regresie, in ambele cazuri: “r” calculat pe baza criteriului soi x metoda de extractie si
pe baza criteriului localitate x metoda de extractie. Corelatia dintre cele doud variabile
este directa si pozitiva, cresterea cantitatii de ADN ducénd la o crestere a puritatii

acestuia (r =0,89**).

4.1.6. Coeficientul de corelatie r = 0,86** indica, de asemenea, o legatura
directa intre mediile localitatilor si cantitatea de ADN extrasa, ceea ce duce in mod

automat la sporirea semnificativa a puritatii acestuia.

4.1.7. Alegerea primerilor s-a dovedit destul de dificila, deoarece din cei 39 de

primeri utilizati numai 22 au dat benzi polimorfice distincte.

4.1.8. Adaugarea PVP-ului in concentratie de 2% in tamponul de amplificare a
probelor s-a dovedit, de asemenea, benefici. PVP-ul a redus efectul inhibitor al

polifenolilor si a facilitat marcarea benzilor necesare analizei statistice.

4.1.9. Soiurile analizate se diferentiaza la nivel molecular, respectandu-se
clasificarea sistematica a acestora pe baza caracteristicilor lor morfo-fiziologice
(precocitate, culoarea boabelor, pubescentd) si a clasificarii din punct de vedere

ecologo-geografic, respectiv prolesuri.

241



Rodica Pop, 2008

4.1.10. Distantele genetice cele mai mari au fost inregistrate intre soiurile total
neinrudite, in timp ce distantele genetice mici arata o inrudire mai mult sau mai putin
apropiata intre soiurile respective, analiza RAPD fiind in general in concordantd cu

datele din taxonomia clasica.

4.1.11. Dendrograma obtinuta releva faptul ca soiul Feteasca regala este foarte
apropiat din punct de vedere genetic de soiul Feteasca alba, confirmand ipoteza ca cele
doua soiuri au o origine comund. Soiul Cabernet Sauvignon si Merlot sunt, de
asemenea, foarte apropiate din punct de vedere genetic, lucru confirmat si de alti

autori.

4.1.12. Analizand acelasi soi dar care a provenit din statiuni diferite s-a constat
ca nu exista diferente intre ele, acestea fiind omogene, ceea ce sugereaza ca producerea

materialului sdditor s-a facut in mod corespunzator.

4.2. CONCLUZII REFERITOARE LA MATERIALUL BIOLOGIC OBTINUT
IN VITRO

4.2.1. Numarul de lastari obtinuti la micropropagarea prin lastarire axilara la

vita de vie este influentat hotarator de genotip si mediul de cultura.

4.2.2. Soiurile cu cea mai ridicata capacitate de reactie la cultura in vitro din
segmente nodale par a fi Cabernet Sauvignon si Traminer roz, iar mediul de culturd

cel mai adecvat acestui scop s-a dovedit a fi MS — 2,5 mg/l BAP.

4.2.3. Deoarece mediul de cultura are cea mai puternicd influenta asupra
numarului de neoplantule obtinut la micropropagarea prin lastarire axilara, se intalnesc
si cazuri de interactiuni intre factori care duc la rezultate ce aparent contrazic cele
spuse mai sus (exemplu, la soiul Riesling italian, soi pentru vinuri albe, micropropagat
pe MS-2,5 mg/l BAP numarul de lastari obtinuti este imediat in apropierea celui
realizat la soiul Cabernet Sauvignon). Aceasta este o dovadd in plus ca interactiunea

soi x mediu de culturd influenteaza in mod decisiv caracterul analizat.
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4.24. Soiul, mediul de cultura si localitatea de provenienta a soiului au
influentat in mod semnificativ lungimea lastarilor obtinuti prin cultura in vitro de

segmente nodale la vita de vie.

4.2.5. Cea mai accentuata influentd asupra caracterului mentionat mai sus o are
mediul de cultura, de departe mediul MS — 2,5 mg/l BAP ducand la obtinerea celor
mai bine dezvoltate neoplantule obtinute prin cultura in vitro de segmente nodale, la

diferente semnificative de oricare alte variante.

4.2.6. Faptul cd si intre localitdti exista diferente semnificative In ceea ce
priveste lungimea lastarilor obtinuti prin micromultiplicarea din segmente nodale poate
fi explicat prin nivelele diferite de interactiune dintre genotip si mediul sau specific,
diferente ce se concretizeaza in probabilitatea mai accentuata sau mai putin accentuata

la culturile in vitro.

4.2.7. Soiul de vitd de vie, mediul de culturd utilizat si locul de provenienta al
cultivarului ce a furnizat explantul, precum si interactiunile dintre acesti trei factori au
influentat iIn mod semnificativ numdrul de noduri/explant obtinut in urma

micromultiplicérii prin segmente nodale.

4.2.8. In toate cazurile analizate, atat pentru influentele factorilor, cit si pentru
influentele interactiunilor dintre acestia, numdrul de noduri/neoplantuld a reprodus

fidel modelul de variatie inregistrat pentru lungimea lastarilor (neoplantulelor).

4.2.9. Rezultatele noastre confirmd observatia generald cd, la vita de vie,
numarul de noduri/neoplantula este corelat direct si pozitiv cu dimensiunile (lungimea)
neoplantulelor respective, lastarii mai lungi avand tendinta de a forma un numar mai

mare de noduri.

4.2.10. Din analiza datelor privind influenta soiului si a mediului de culturd
asupra cantitatii de calus format in experientele de inducere a calusogenezei, se poate
concluziona ca greutatea calusului format in urma primei pasari pe medii calusogene,

la cele zece soiuri de vita de vie studiate, depinde in mod decisiv de mediu de cultura
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si Intr-o mica masura de interactiunea soi X mediu de cultura.

4.2.11. La vita de vie concentratiille moderate si mari de TDZ ale mediului de
culturd influenteaza negativ numarul de neoplantule regenerate din calusul organogen.
Dimpotriva, un efect stimulativ asupra numarului de regeneranti si a lungimii acestora
il are mediul cu adaos scazut de TDZ (0,5 mg/1). Pe un astfel de mediu neoplantulele

formate sunt in numar foarte mare, de lungimi apreciabile, dar total lipsite de radacini.

4.2.12. Soiul de vitd de vie nu a avut, practic, influente semnificative asupra
numarului regenerantilor obtinuti si a lungimii acestora ceea ce ne permite sa afirmam
ca modul de comportare al calusului regenerativ pe medul de culturd cu adaos de TDZ

este general valabil pentru toate soiurile de vitd de vie incercate.

4.2.13. Analiza benzilor formate prin migrarea in gel a ADN-ului amplificat cu
primeri RAPD, arata clar ca, la toate somaclonele analizate, exista diferente notabile

de structura genetica fata de soiurile din care provin.

4.2.14. In cadrul dendrogramei se evidentiazi faptul ci soiul de vitd de vie si
somaclonele obtinute din acel soi sunt strans grupate. De asemenea, se constatd cd
soiurile Cabernet Sauvignon si Merlot, impreuna cu somaclonele lor sunt reprezentate
in acelasi subgrup, la fel ca si in cazul dendrogramei obtinute pentru cele zece soiuri de
vitd de vie analizate in vivo. Soiurile si somaclonele de Feteasca alba si Riesling
italian formeaza un subgrup similar cu cel reprezentat in dendrograma celor zece soiuri

de vita de vie analizate.

4.2.15. Se poate afirma, pe baza rezultatelor prezentate cd analizele RAPD
reprezintd un instrument sensibil de identificare la nivel molecular a variabilitatii
somaclonale aparutad la vita de vie in conditiile mentinerii indelungate a calusului si

subculturilor in vitro.

4.2.16. Este evident cd somaclonele identificate cu ajutorul analizelor RAPD
vor trebui, iIn mod obligatoriu verificate in conditii in vivo pentru a vedea daca

variabilitatea observata la nivel molecular poate fi observata si la nivel fenotipic.
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SUMMARY

Paleonthologic research has it that grapevine had been in existence before man’s
advent. The proto-ancestors of the grapevine in cultivation nowadays seem to have come
up in the Cretaceous system of the planet Earth. However, fossils of Vitaceae from the
Cretaceous system of the planet were refuted by most of scientist as there existed mix-ups
between the supposed petrified grapevine leaves and those of forest arbours. Reliable
proof comes from the Neozoic or Tertiary eras —the Paleogenic period. This period
provided for most of the Vitaceae fossils as to the four current genera—Vitis, Ampelopsis,
Cayratia, Tetrastigma.

The core process generating the passage from the wild vine to the cultivated one is
the natural variability which allowed man to select the most valuable vines from the
spontaneous flora and grow these in full awareness (TARLEA et. al., 1995).

In the present state, however, ampelography asserts that the botanical description is
faulty—thus, it has also become necessary the study of ecologic- and of culture influence
on the variation in the morphological characters and the agrobiologic and technologic
traits.

Research on vine has established the genetic centres where the genus Vitis is
formed, as well as the belonging of genera to certain ecologic-geographic group.

In the case of the genera of unknown- or unsure origin there are mentioned data
referring to the oldness in cultivation of the genus as well as hypotheses regarding the
provenance , spread (POENARU, 1970).

In plant improvement, the identification of genera in their first stages of
development is extremely difficult as the elements characteristic to the genus are coming
up gradually, during the following years. At first advent, some organs, such as tendrils and
inflorescences, are poorly developed, becoming later more and more typical with lapse of
time (ARDELEAN, 1986).

During these last years, with the coming out of molecular markers, the
identification of cultivars has been carried out at protein level with the aid of isoenzymes
as well as at DNA level assisted by RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)
methods; RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism); AFLP (Amplified

245



Rodica Pop, 2008

Fragment Length Polymorphism); and SSR (Simple Sequence Repeats).

Due to the easiness of RAPD-method — Random Amplified Polymorphic DNA—
(WILLIAMS et .al., 1999), i.e., it needs very low quantities of DNA as well as its ability
to reveal high degree of polymorphism, it has successfully been applied with various plant
species, including Vitis vinifera (WOLF et. Al., 2001; RYAN et al., 2001; TESSIER et
al.,1999; FANIZZA et al., 1999; BOHM et al., 1998; PAMFIL, 1999).

Research on the molecular genetics in grapevine is directed —in general- toward the
identification of polymorphism extant within the frames of the genera Vitis and toward the

determination of the phylogenetic origin of certain species or genera.

1. RESEARCH OBJECTIVES, MATERIAL AND METHOD

1.1. SCOPE OF RESEARCH

Somaclonal variation is taken for one source of obtaining new genotypes having
the scope of plant improvement, thus paving the way to new possibilities of application in
viticulture. Against all odds, information on variation in regenerated plants is rather scarce
and, so far there have been reported only a few examples of somaclonal variation in the
vine.

In view of such desiderata, it has been considered beneficial to start up an
investigation in the domain of biotechnologies and micropropagation with the genus Vitis
vinifera.

The main scope of our research consisted in the characterization and determination
of phylogenetic connections among ten vine cultivars aided by RAPD-methodology, as
well as inducing somaclonal variation and testing the molecular heteromorphism in
somaclones obtained from five vine cultivars widely cultivated in Transylvania and even
in Romania.

The research work initiated by us probably means the first attempts in identifying

somaclonal variation in vine by the RAPD method.
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1.2.0BJECTIVES PURSUED WITHIN THE INVESTIGATIONS APPERTAINING

TO THE THESIS

The main objectives took shape in the following :

Laying down the protocol of DNA-extractions and applying the RAPD (Randomly
Amplified Polymorphic DNA)-techniques in view of identifying in vivo genetic
polymorphism with ten vine cultivars coming from five horticultural stations in
differing geographic areas.

Identification of primers capable to establish polymorphism among the varieties
analyzed at molecular level.

Determination of composition of culture media, of the type of hormones and their
concentration which would favour securing of neoplantules; growth and
proliferation of sprouts in vitro after multiplication through axillary shooting.
Selection of explant type and culture media adequate for inducing somaclonal
variation and obtaining calluses, respectively.

Subcultivation of the callus on growth medium.

Determination of culture media for plant regeneration through transferring the
callus on to media inducing organogenesis.

Highlighting of possible genetic differences appearing between regenerants,
between somaclones and female plants in which they originated through RAPD-

analysis, respectively.

2. MATERIALS AND METHODS OF WORK

2.1. BIOLOGICAL MATERIAL

2.1.1. Biological material in experiments meant to differentiate cultivars aided

by molecular markers

The biological material studied was made up of ten grapevine cultivars coming

from five vine-growing stations - in this country - located within pedoclimatic conditions

differing altogether. There were analyzed five vine cultivars for white wine, two for
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claret/red wine, and three for table grapes. Those for white wine were: Feteasca alba,
Feteasca regala, Italian Riesling, Muscat Ottonel, Traminer rose. Those for claret:
Cabernet Sauvignon, Merlot. Those for table grapes: Napoca, Timpuriu (early) de (of)
Cluj, Cetatuia.

The stations providing the biological-material are located at Recas, Blaj, Valea

Caélugareasca, Odobesti and Iasi.

2.1.1.1. Primers utilised for DNA amplification

To amplify the DAN samples, a number of 39 decanucleotid primers were used,
one of the primers having 21 nucleotides.

The provenance of the primers differed; thus, 15 decanucleotid primers produced
by the University of British Columbia (UBC), 6 by Pharmacia Biotech (PB), 18 by
Mycroshinth (OPAB, OPA, OPE, OPAL, OPX, AB, GY 169) (see Table 1).

Table 1
Primers used in DNA amplification
No. | Primer Sequence (5* - 3’) No. Primer Sequence (5’ - 37)
1. |UBC228 | GCTGGG CCGA 21. | PB6 CCC GTC AGC A
2. UBC 241 | GCCCGACGCG 22. OPAB 11 GTG CGC AATG
3. |UBC245 |CGCGTGCCAG 23. | OPAB 18 CTGGCGTGTC
4, |UBC285 |GGG CGCCTAG 24. | OPE 14 TGC GGC TGA G
5. |UBC286 |CGGAGCCGGC 25. | AB11 GTG CGC AATG
6. |UBC421 | ACGGCCCACC 26. | OPA 04 AAT CGG GCTG
7. |UBC436 | GAG GGG GCC A 27. | OPA03 AGT CAGCCAC
8. UBC537 | CGAAAGGACT 28. OPAL 20 AGG AGT CGG A
9. |UBC538 | TGATCTCTCC 29. | OPX 03 TGG CGC AGTC
10. | UBC563 | CGCCGCTCCT 30. | OPAO01 CAGGCCCTTC
CTA AGC TGC TTT
11. | UBC564 | CGGCGTTACG 31. | GY 169 TGT TTG AGC
12. | UBC570 | GGCCGCTAAT 32. | OPC-14 TGCGTGCTTG
13. | UBC571 | GCGCGGCACT 33. | OPC15 GAC GGA TCA G
14. | UBC584 | GCG GGC AGG A 34. | OPA11 CAATCGCCGT
15. | UBC599 | CAAGAACCGC 35. | OPA 17 GACCGCTTG T
16. | PB1 GGT GCG GGA A 36. | 70.08 CTGTACCCCC
17. |PB2 GTTTCGCTCC 37. OPA 20 GTT GCGATCC
18. | PB3 GTAGACCCG T 38. | 70.03 ACG GTG CCT G
19. | PB4 AAG AGCCCGT 39. MIC - 07 TGT CTG GGT G
20. | PB5 AAC GCG CAAC
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2.1.2. Biological material used in experiments of producing somaclonal variation
within laboratory conditions

The biological material used to initiate cultures in vitro has been made up of shoots
pertaining to the ten vine cultivars of the five vine-growing  stations aforementioned.

In the studies regarding the inducement of callus genesis plantules micropropagated
in vitro were used.

The biological material used to study the somaclonal variation was represented by
regenerants gained via callus cultures, i.e., ten somaclones each from every variety,

respectively.
2.1.2.1.Culture media used

With all of our experiments the main medium used was the Murashige-Skoog
(1962) one, supplemented with varied hormones, according to the scope in view.
Biostimulating substances used in in vitro culture with vine were represented by: auxin,
naftil acetic alpha acid (NAA) and cytokins, benzyl aminopurine (BAP) and tidiazurone
(TDZ), respectively. Depending on the stage covered within the process of in vitro

multiplication, a certain concentration span for each type of hormone was used.

2.2. WORK METHODS

2.2.1. Work methods applied in the experiments with biological material
produced in vivo

2.2.1.1. The Extraction of DNA in view of carrying out the RAPD analyses

The extraction of DNA in the vine is difficult due to the presence of polyphenols
and of polyglucides in large quantities. Therefore, our experiments were trying to optimize
a protocol of DNA extraction possessing an as high degree of purity as possible. Thus,
mercaptoethanol, ascorbic acid and diethylditiocarbamic acid (DIECA) were added in the
polivinilpirolidon extraction buffer.

In order to obtain quality DNA allowing for utilization in RAPD-techniques there

were tested three methods of isolation:
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Protocol A described by ROGER et al., 1988
Protocol B described by ROGER et al., 1988 modified
Protocol C described by LODHI et al., 1994, modified (POP et al., 2003).

2.2.1.2. Amplifying- RAPD Protocol

Samples were amplified by means of an Eppendorf Master cycler gradient
programmed as follows:
> 95°C for 3 minutes - predenaturation, followed by 45 cycles with the following
temperature profile :
1. 93°C for 1 minute - denaturation
2. 34°C for 1 minute - fixing of primers
3. 72°C for 1 minute - extension
4

. 72°C for 10 minutes final extension.

2.2.1.3. Image analysis

The analysis of gels has been carried out by means of the program Total Lab TL
100 and the binary matrix was obtained , which was later used in calculating the genetic
distances. To calculate the genetic distances and fulfill the dendrogram we have used the
RAPD Distance 1.04 program and the Jaccard coefficient for the genetic distances and the

Neighbor Joining Tree method for the dendrogram, respectively.

2.2.2. Work methods applied in the experiments with biologic material
produced in vitro

2.2.2.1. Multiplication by axillary shooting

To study the regenerating ability of vine, there have been used as explant source the
nodal segments originating in shoots harvested in field.

The medium for initiating the in vitro culture was the Murashige-Skoog (1962) one,
supplemented with varying concentrations of hormones, having been obtained three

variations of culture media:
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V1= MS medium - 0.5 mg/1 BAP, 0.5mg/1 NAA , 100 mg/1 hydrolyzed casein;
V, = MS medium - 1.0 mg/1 BAP, 0.5 mg/1 NAA , 100 mg/1 hydrolyzed casein;
V3 = MS medium — 2.5.mg/ 1 BAP, 0.5 mg/1 NAA, 100 mg/1 hydrolyzed casein.

2.2.2.2. Callus culture

The callus culture has been initiated both from nodal segments and from leaves,
from the plants obtained in vitro in MS culture medium (1962). In view of initiating the
callus culture the MS (Murashige — Skoog, 1962) basic medium has been supplemented
with naftil acetic acid (NAA) in two concentrations:

- MS; - with 10 mg/l NAA and 1.0 mg/BAP

- MS,- with 5mg/1 NAA and 1.0 mg/1 BAP.

2.2.2.3. Induction and development of multiple shoots

In order to induce the formation of multiple shoots, the morphogenetic callus
obtained from nodal segments has been transferred on to MS medium supplemented with
various concentrations of TDZ - thidiazuron (N-phenyl- N’-1,2,3,-thidiazol-5-yl urea) in

combination with the acetic naftil alpha acid, in concentration of 0.5 mg/I.

2.2.2.4. Extraction, quantification, amplification of DNA and
electropohoresis on agarose gel

DNA - extraction was from leaves of neoplantules obtained after the 6", 10" and
15" passage on to new culture media. From each of the cultivars there were analyzed ten
somaclones. The methods of quantification, amplification and agarose-gel electrophoresis

were similar to those applied in the experiments on biologic material produced in vivo.
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3. RESULTS AND DISCUSSIONS

3.1. RESULTS REGARDING THE EXTRACTION OF DNA SAMPLES
COMING FROM IN VIVO BIOLOGIC MATERIAL

The data obtained revealed that all the three experimental factors i.e., variety,
extraction method and provenance, did significantly and distinctly influenced the
extracted DNA. The DNA quantity obtained through the three extractions variations was
adequate (77.5 — 4518.6 ng/ul), considering that for amplification 50 ng. was needed. The
largest amount of DNA, 1i.e., 4518.6 ng/ul, was obtained from Cetatuia grape cultivar
coming from Blaj, by utilising protocol C.

In so far as DNA-purity is concerned, the data obtained revealed that the three
experimental factors have distinctly and significantly influenced DNA-purity. Such
significance is being kept also with the double-variety interactions x extraction method (F
= 7.78**>1.62; 2.09), location x extraction method (F = 20.34**>1.98; 2.60), location X
cultivar (F = 7.18**>1.45; 1.69), as well as for triple-variety interaction x extraction
method x location (F = 5.08**>1.35; 1.53). Differences in DNA- purity means, obtained
with the three protocols, maintain themselves on significant levels, the most efficient

protocol being the C one; protocol A placed itself on the lowest position.

3.1.1. Results concerning amplification and electrophoresis of reaction products

Of the 39 primers initially utilized, there were obtained polymorphisms with a
number of 22 primers which were also used to amplify somaclones obtained with in vitro

experiments.

3.1.2. Results regarding the analysis if images and interpretation of data

Band markings were performed directly on the gel photos, by reporting to the
DNA-marker. The polymorphic bands were marked with 1, and the monomorphic ones
with 0. The presence of bands (marked with 1) and the absence of bands (marked 0) were
inscribed in a table as binary matrix . The total number of the generated bands was of 192;

of these, 165 were polymorphic, the monomorphic ones being ousted from the statistic
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interpretation of data.

3.1.3. Dendrogram analysis

The closeness of the ten types of vine varieties checked, based on the matrix of the
genetic distances and on Neighbor Joining Tree algorithm are introduced in Fig.1 as a
dendrogram.

Within the dendrogram one can notice two main groups, i.e., A and B. The former
includes Feteasca alba, Feteasca regala, Italian Riesling, Cetatuia, Timpuriu de Cluj and
Muscat Ottonel cultivars and, the latter, Merlot, Cabernet, Traminer Rose and Napoca

cultivars.
0.227 Fa
0.065
0.085 —
0.234
0.053 R
0,10 0.067
0.298
= TC]
0,265 M
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0.023
g7 0.293 Ca
J.106 Tr
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Fig. 1. The dendrogram of the ten cultivars of tested Vitis vinifera
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Group A is made up - at its turn - of other two subgroups, marked Al and A2.
Subgroup Al includes the varieties Feteasca alba and Feteasca regala which are from the
same branch, the genetic distance between them being of 0.4421. The genetic closeness
between the two varieties, resulting from RAPD-analysis, thus stands witness to the
previous results confirming the common ancestry of the respective varieties.

The Cetatuia and Timpuriu de Cluj cultivars have a common parent, being situated
within the same group in the dendrogram. With this case too, the RAPD-analysis
confirmed the common ancestry of these two varieties.

Group B is also divided into two subgroups, B1 and B2, respectively. Group Bl
includes Merlot, Cabernet Sauvignon and Traminer Rose.

The results obtained in our experiments confirm the fact that Cabernet Sauvignon
and Merlot stand close from genetic point-of-view. Traminer Rose - in spite of being a
variety for white wines, it seems that it is much more close genetically to the red cultivars.
One explanation would consist in the fact that this cultivar - from the point-of-view of
classification per ecologic-geographic groups—belongs to Proles occidentalis, like the

other two.

3.2. RESULTS OBTAINED WITH IN VITRO MULTIPLICATION
EXPERIMENTS

3.2.1. Results obtained in experiments of multiplication through axillary shooting

3.2.1.1. Numbers of shoots obtained in multiplication through axillary
shooting

The data on soil , culture medium and location influence on numbers of shoots
obtained by multiplying vine nodal segments were statistically processed and displayed in
the variation table. Sample F reveals that all the experimental factors (cultivars, culture
medium, location of the provenance), as well as the simple, double and triple interactions
among these have had significant influences upon the numbers of shoots obtained by
multiplication from nodal segments.

The analysis of data on variety- and culture medium influence on the numbers of
shoots obtained with micropropagation through vine axillary shooting presented in Table

2, reveal that both variety and culture medium have had significant effects on this trait.
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Table 2

Effects of cultivar (A), culture medium (B) and of the interaction (A x B) upon the
numbers of shoots of micropropagated Vitis vinifera

Culture medium
Cultivar MS-0,5mg/l | MS-1,0mg/l | MS -2,5mg/l | Mean of cultivar
BAP BAP BAP
Feteasca alba 1,18t 2,76 Im 6,09 e 3,34 DE
Feteasca regala 1,60p 3,09 55749 342D
Muscat Ottonel 1,46 3,04 6,58 C 3,69B
Riesling italian 1467 2,74 m 7,12b 3,77B
Traminer roz 140r 4,82 h 6,30d 4,17 A
Cabernet Sauvignon 1,49r 2,91 k 7,70 a 403 A
Napoca 142r 2,52n 5659 3,20 E
Cetituia 1,30s 2,070 2,83 kI 2,07 G
Timpuriu de Cluj 146r 2,49 n 3,781 2,58 F
Merlot 1,68 p 3,13 595f 3,59 C
Mean —of —culure| ) opx 2,96 N 5,76 M
medium

SD 5% for two means of variety =0.15 — 0.17

SD 5% for two means of culture medium = 0.06 — 0.07

SD 5% for two means of interaction = 0.09 — 0.10

*Differences between any two values followed by at least one common letter are not significant

3.2.1.2. Length of shoots obtained through multiplication from nodal
segments

Similarly with the numbers of shoots, the length of shoots obtained in in vitro
cultures of nodal segments, with the ten vine cultivars , on three differing culture media,
one can deduce from the data introduced by Table 3 that all of the experimental factors
and all interactions among these (double and triple) have significant effects upon this
character.

Cultivar - and culture-medium influence on vine length obtained through
micropropagation from nodal segments is introduced by Table 4. As with the previously
studied trait, the first two places are taken by two white-wine cultivars (Traminer rose:
5.55 cm and ltalian Riesling: 4.98 cm) followed - this time — with significant differences,
by a red-wine cultivar (Cabernet Sauvignon: 4.84 cm). The other cultivars record much
lower values of the checked trait, reaching up to 3.40 cm with the table-grapes cultivar,

i.e., Timpuriu de Cluj.
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Table 3
Analysis of the three-way Anowa type 10 x 3 x 5 (cultivar x culture medium x
provenance)
Cause of variability SS DF s F test
Total 886,16 449
Large plots 200,36 29
Repeats 0,55 2
Factor A (vine cultivar) 197,44 9 21,94 166,6**8>1,92;2,50
Error (a) 2,369 18 0,132
Midplots 626,28 60
Factor B (culture medium) 485,68 2 242,84 7238,86**>3,04;4,71
Interaction A x B 139,26 18 7,74 230,62**>1,62;2,09
Error (b) 1,342 40 0,0335
Small plots 59,52 360
Factor C (provenance) 9,79 4 2,45 54,26** >2,41;3,41
Interaction Ax C 16,37 36 0,45 10,08** >1,45;1,69
Interaction Bx C 3,05 8 0,38 8,46**>1,98;2,60
Interaction AxB x C 19,47 72 0,27 5,99** >1,35;1,53
Error (c) 10,830 240 0,0451

Table 4

Effects of cultivar (A), culture medium (B) and of interaction (A x B) upon length (cm) of
Vitis vinifera shoots obtained via micropropagation

Cultivar Culture medium Mean of
MS-0.5mg/l | MS-1.0 mg/l | MS - 2.5 mg/l cultivar
BAP BAP BAP
Feteasca alba 3,080 3,40 m 4,52 gh 3,67 1J
Feteasca regala 3,26 n 3,55 Im 4,57 gh 3,791
Muscat Ottonel 3,70k 3,94 476 f 413 H
Riesling italian 3,54 Im 450 h 6,89 ¢ 498 E
Traminer roz 3,22n 522¢e 8,22 a 555D
Cabernet Sauvignon 3,58 | 3,79 k 7,14 b 484 F
Napoca 3,72k 3,99] 4,54 gh 4,08 H
Cetatuia 2,58 q 3,48 m 4,60 g 3,55 J
Timpuriu de Cluj 2,131 293p 5l4e 340K
Merlot 2,95p 4,131 6,13d 440G
Mean of culture medium 3,18 A* 3,89B 565C

SD 5% for two means of variety = 0.15-0.17
SD5% for two means of culture medium =0,03

SD5% for two means of interaction =0,09-0,10

*Differences between any two values followed by at least one common letter are not significant
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3.2.1.3. Number of nodes/neoplantules noticed after micromultiplication from vine
nodal segments

As with the other two traits previously analyzed, the table of variance for the
influence of cultivar, culture medium and location upon the numbers of
nodes/neoplantules obtained by multiplication from nodal segments in the vine, shows one
F-sample highlighting the distinctly significant action of all factors as well as interactions

among factors (Table 5).

Table 5
Analysis of the three Anowa type 10 x 3 x 5 (cultivar x culture medium X provenance)
Cause of variability SS DF s F test
Large plots 531,47 29
Repeats 1,03 2
Factor A (vine cultivar) 525,96 9 58,44 234,93**>1,92;2,50
Error (a) 4,478 18 0,249
Middplots 1557,29 60
Factor B (culture medium) 1091,20 2 545,60 | 2716,53**>3,04;4,71
Interaction Ax B 458,05 18 25,45 | 126,70%*>1,62;2,09
Error (b) 8,034 40 0,2008
Small plots 78,57 360
Factor C (provenance) 14,37 4 3,59 54,62**>2 41;3,41
Interaction Ax C 19,13 36 0,53 8,08**>1,45;1,69
Interaction Bx C 2,99 8 0,37 5,69**>1,98;2,60
Interaction AXBx C 26,29 72 0,37 5,55**>1 35;1,53
Error (c) 15,789 240 0,0658

3.2.2. Experimental results regarding neoplantule regeneration from callus
maintained in culture for long time

The organic ability, or embryogenesis, of the callus tissue depends on both
endogenous and exogenous factors, on the number of passages, on culture conditions and,

the age of the callus.

3.2.2.1. Numbers of regenerated neoplantules

The Table of Variance reveals that all of the experimental factors (cultivar, culture
medium), as well as the interaction cultivar x culture medium had significant influence on

the numbers of regenerated neoplantules (Table 6).
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Table 6

Table of Variance. Numbers of neoplantules regenerated in the bifactorial experience
(10 x 3) with vine cultivars and culture media used in the regeneration of neoplantules

from callus

Cause SS DF §° F test
Overall 3233,42 89
Repeats 5,56 2
Variants 3223,57 29
Factor A 16,90 9 1,9 254*>2,04; 2,72
Factor B 3177,12 2 1588,6 21484,8**> 3,15; 4,98
Interaction Ax B 29,55 18 1,6 22.2**>181; 2,32
Error 4,29 58 0,1

By analyzing the influence of the cultivar upon the numbers of regenerated shoots,

one can notice — from the data in Table 7 — that this is relatively homogenous, i.e., all

cultivars will regenerate a number of 8.13 up to 9.60 shoots/regenerating callus.

Table 7

Numbers of plants regenerated in the two-way experiment (10 x 3) with cultivars of Vitis

vinifera and culture media

Culture medium
Cultivar MS— 1.0 mg/l | MS—2.0 mg/l | MS—05 mg/l '(\:"uel?i:‘,:rf
TDZ TDZ TDZ

Feteasca alba 450¢g 4,20 gh 15,70 ¢ 8,13 F
Feteasca regala 6,50d 3,70 h 18,60 a 9,60 A
Muscat Ottonel 530f 4,50 g 18,70 a 9,50 AB
Riesling italian 5,40 f 3,80 h 18,60 a 9,27 C
Traminer roz 4509 3,90 gh 17,50 b 8,63 E
Cabernet Sauvignon 6,30d 4,30 gh 17,50 b 9,37 BC
Napoca 5,50 ef 450 15,80 ¢ 8,60 E
Cetatuia 5,70 def 3,80 h 17,30 b 8,93C
Timpuriu de Cluj 5,80 def 4,50¢ 16,80 b 9,03CD
Merlot 6,10 de 3,97 gh 17,30 b 9,12D
Mean of culture medium 5,56 N* 412P 17,38 M

SD5% for two means of variety = 0.14-0.17
SD 5% for two means of culture medium = 0.28-0.30

SD 5% for two means of interaction = 0.57-0.69

*Differences between any two values followed by at least one common letter are not significant
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3.2.2.2. Length of regenerated shoots (neoplantules)

The data in Table 8 (Table of variances) presents the significance of the action of
the two experimental factors and of the interaction between these upon the length of the
regenerants.

One can notice that —statistically — only factor B (culture medium) had significant
impact upon the length of the regenerated shoots and, the cultivar and the interaction

between cultivar and medium, had the F- calculated smaller than the theoretical F.

Table 8

Variance table. Length of regenerated plants (cm) in two-way experiment (10 x 3) with
cultivars of Vitis vinifera and culture media utilized in callus regeneration

Cause SS DF % F test
Overall 59,74 89
Repeats 0,03467 2
Variants 57,9773 29
Factor A (cultivar) 0,27956 9 0,03 1,04 <2,04; 2,72,
Factor B (culture | g7 5157 2 2851 | 954,60%*>3,15; 4,98
medium)
Interaction A x B 0,68511 18 0,04 1,27<1,81, 2,32
Error 1,7 58 0,03

The longest regenerated shoots were recorded with the medium of the lowest
concentration of TDZ (0.5 mg/l). Media of average concentrations (1.0 mg/l) and high
(2.0 mg/l) of TDZ will lead to short- and very short shoots in comparison with medium-

variant three.

3.2.3. Results regarding identification on molecular level of somaclonal variability
induced by regeneration from callus maintained for long in culture

3.2.3.1. Results regarding amplification and electrophoresis of reaction products

In amplifying the samples. 22 primers displaying polymorphic bands in vine-
cultivar DNA extraction harvested in field were used.

It was found that the neoplantules regenerated with the 15" subculture display
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molecular-level variability. Such variability was noticed with a small number of cultivars,
i.e., five, showing a small number of somaclones, too. The most somaclones were
identified in Merlot (five).

The image markings were the following : Cabernet Sauvignon —CR (female plant),
CR1, CR2, CR3; Feteasca alba — F (female plant), F1; Merlot (female plant), Mrl, Mr2,
Mr3, Mr4, Mr5; Traminer Rose — T (female plant) , T1, and Italian Riesling - R1 (female
plant) Ril, Ri2, Ri3.

Fragments resulting from amplification with polymorphic primers displayed
lengths comprised between 200 and 2000-pb, most having it between 300 and 1400 pb.

The highest numbers of polymorphic bands were obtained with primer OPX03 (12
bands), primer OPE 14 (11 polymorphic bands), OPA 04 (10 polymorphic), PB 6 (10
polymorphic bands), PB 6 (10 polymorphic bands), PB 1 (9 polymorphic bends), primer
PB 3 (7 polymorphic bands), primer PB 5 (8 polymorphic bands), primer 70.08 (6
polymorphic bands).

The figures obtained and analysed tells obviously that, with all somaclones
checked, one can notice that there are noteworthy differences in the genetic structure
revealed by the RAPD-markers. The dendrogram drawn on the basis of the genetic
distances between cultivars and their somaclones illustrates even more clearly the extent
to which, at molecular level, somaclones differ from the cultivar they originate in. The
genetic closeness between vine cultivars and somaclones identified with these cultivars,
established on the matrix of genetic distances, and of the Neighbor Joining Tree
algorithm, are displayed in Figure 2, in the shape of a dendrogram.

Within the frames of the dendrogram one can notice that the Vitis vinifera cultivar
as well as the somaclones obtained from this are closely grouped . Also, there is to be seen
that Cabernet Sauvignon and Merlot, together with their somaclones are represented
within the same group just like with the dendrogram obtained for the ten vine cultivars
analyzed ex vitro. Another subgroup is made up of cultivars and somaclones of Feteasca
alba and Italian Riesling similar to the group represented in the dendrogram of the ten vine
cultivars analyzed.

That the somaclones of each cultivar are represented within the same group is proof
of the accuracy of the experimental results obtained.
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Fig. 2. Dendrogram of cultivars analyzed, with Vitis vinifera cultivars and
somaclones.

4. CONCLUSIONS

4.1. CONCLUSIONS TO VARIABILITY ON MOLECULAR LEVEL OF THE
BIOLOGICAL MATERIAL OBTAINED IN VIVO

Following the results of our research work at molecular level with the ten vine

cultivars coming from five locations, some conclusions are possible to draw:

4.1.1. In the RAPD analyses one essential condition is that of obtaining a fair
quantity of DNA of high purity. Of the three extraction protocols used the C one provided
for the most satisfactory results. With this, DNA-purity displayed values between 1.7 and
2, purity allowing for later manipulations. The incorporation in the extraction buffer of
phenoloxidase inhibitors , such as the diethyleneditiocarbamic acid (DIECA), and of the
antioxidants ascorbic acid or polyvinyl pirolidone (PVP) , have prevented the browning

of the extract.
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4.1.2. There are differences among cultivars statistically granted regarding the
DNA quantity obtained, no matter the extraction method applied , suggesting that the
genotype in the vine, decisively influences the quantity of DNA that can be extracted by
means of currently used methods for such purpose. The method of extraction also had a
significant influence on obtainable DNA-quantity, regardless of the experimentation

location.

4.1.3. Data resulting from the variance analysis for the three-way Anova type 10 x
3 x 5 experiment show that the three experimental factors have distinctly and significantly

influenced the purity of DNA.

4.1.4. The selection of primers has proved to be rather difficult , as of the 39

primers used only 22 produced distinct polymorphic bands.

4.1.5. Addition of PVP - 2% concentration in the amplification buffer of samples
had also proved beneficial. PVP reduced the inhibitory effect of polyphenols and

facilitated the marking bands necessary in the statistical analysis.

4.1.6. The cultivars analyzed differentiate at molecular level and their systemic
classification based on their morpho — physiological traits (precocity, grape colour,
pubescence) respected, as well as the classification from ecologic-geographic point-of-

view and, proles, respectively.

4.1.7. The largest genetic distances were recorded among varieties totally
unrelated, whereas the small distances point to relations more or less close in the

respective varieties and the RAPD-analysis agrees with data in the classical taxonomy.

4.1.8. The dendrogram obtained reveals the fact that Feteasca regala very close
genetically to Feteasca alba, thus confirming the hypothesis that the two varieties have a
common ancestry. Cabernet Sauvignon and Merlot very close genetically, also confirmed

by other authors , too.

4.1.9. The analysis of the same variety but of differing provenance has revealed
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that there are no differences between them, as they are homogenous, which suggests that

the production of planting stock was correctly carried out.

4.1.10. RAPD analyses proved valuable instruments in establishing the
intraspecific genetic polymorphism with Vitis vinifera.

4.2. CONCLUSIONS REFERRING TO THE BIOLOGICAL MATERIAL
OBTAINED IN VITRO

4.2.1. The numbers of shoots obtained with axillary-shooting micropropagation in

vine is decisively influenced by genotype and culture medium.

4.2.2. Cultivars of the highest reaction ability to the in vitro culture from nodal
segments seem to be Cabernet Sauvignon and Traminer Rose, and the culture medium

best adequate to such a purpose proved to be MS — 2.5 mg/1 BAP.

4.2.3. The cultivar, culture medium and provenance of the variety have influenced

significantly the length of shoots obtained in vitro of vine nodal segments.

4.2.4. The highest degree of influence upon the aforementioned trait has the culture
medium, by far the medium MS - 2.5 mg/1 BAP, leading to securing the best developed
neoplantules obtained in in vitro cultivation of nodal segments, to significant differences

as to all other variants.

4.2.5. Vine cultivar, culture medium applied and provenance of cultivar providing
for the explant, as well as the interactions between these three factors have significantly
influenced the numbers of nodes/explant obtained following micromultiplication via nodal

segments.

4.2.6. With all cases analysed , both for factor influence and of interaction between
these, the numbers of nodes/neoplantule have reproduced with fidelity the variation

pattern recorded for the length of shoots (neoplantules).

4.2.7. From the data analysis regarding the influence of cultivar and culture
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medium on the callus quantity in the experiments of inducing callus genesis, on can reach
the conclusion that the weight of callus formed after the first passage on to callus-
generating media, with the ten vines under study, decisively depends on medium culture

and, to a lesser extent on the interaction between cultivar and culture medium.

4.2.8. The addition in the MS-culture medium of 1.5 mg TDZ/I does not lead to
significant differences in the weight of callus formed, but it certainly leads to obvious
quality differences in the callus.

4.2.9. With grape vines the moderate- and high concentrations of TDZ in the
culture media, negatively influence the numbers of regenerated plantules from the
organogenic callus. As to the contrary, however, a stimulating effect on the numbers of
regenerants and their length has the medium with low addition of TDZ (0.5 mg/l).

4.2.10. Vine variety did not have practically significant influence on regenerant
numbers obtained and on their length; thus, allowing us the assertion that the behavioural
pattern of the regenerative callus on culture medium with TDZ supplement is generally
true with all the vines tested.

4.2.11. Band analysis formed through migration on gel of DNA amplified with
RAPD primers shows obviously that, with all somaclones checked, there are noteworthy

differences of genetic structure, as to the cultivars they come from.

4.2.12. Within the frames of the dendrogram there shows up that the cultivars and
somclones obtained from that variety are closely grouped. Also, one can discern that
Cabernet Sauvignon and Merlot, together with their somaclones are represented in the
same subgroup, similarly to the dendrogram obtained for the ten vine cultivars analysed ex
vitro. Cultivars and somaclones of Feteasca alba and Italian Riesling make up one
subgroup similar to that featured in the dendrogram of the ten vines analysed.

4.2.13. It is possible to assert that, based on the results introduced, the RAPD-
analyses represent one sensible instrument of identification at molecular level of the
somaclonal variability, coming up in the grape vine, within the conditions of maintaining

of callus and subcultures in vitro for long time.
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