SINTEZA LUCRĂRII

Problema compatibilităţii este încă insuficient cunoscută, fiind absolut necesar să se ţină seama de acest fenomen în practica altoirii. Întrucât până în prezent nu se cunosc metode certe de analiză a gradului de compatibilitate a unor plante înainte de altoire, „potrivirea” dintre cei doi parteneri rămâne să fie apreciată numai după altoire şi după o lungă convieţuire. Timpul lung, necesar pentru manifestarea simptomelor incompatibilităţii in vivo, îngreunează cercetările in acest domeniu. De asemenea, numeroase probleme de interpretare sunt ridicate si de influenta a numeroşi factori exogeni asupra proceselor de regenerare celulara la punctul de altoire. Toate aceste inconveniente pot fi înlăturate prin utilizarea ca material biologic a plantelor altoite in vitro. 

În general, fenomenele intime, legate de transformarea celulelor definitivate morfofiziologic în celule meristematice in vitro, sunt în mare parte asemănătoare cu procesele similare petrecute în cazul celulelor care se diferenţiază şi care sunt încorporate în plantă sau în organul ce le aparţin, în condiţiile multiplicării vegetative tradiţionale. Se poate aprecia, că dediferenţierea celulelor explantelor, detaşate fiind de corpul plantei, se petrece în condiţiile scoaterii ţesuturilor din interdependenţa în care au crescut şi au coexistat până atunci, înlăturându-se odată cu explantarea şi întregul complex de factori şi stimuli, care exercitau o represie asupra manifestării capacităţii celulelor de a se dezvolta autonom, în contextul structural al organismului integru şi, respectiv, a inhibării exprimării totipotenţei celulare. 

Problema, privită prin această prismă, ne conduce la concluzia, că in vitro celulele pot să se dediferenţieze mai repede şi mai uşor, decât în condiţiile menţinerii lor la locul de origine. In acest sens utilizarea culturilor de celule si ţesuturi vegetale produse in vitro ca material biologic experimental oferă multiple avantaje fata de materialul biologic produs in vivo. Printre acestea se pot enumera: minimalizarea influentei mediului înconjurător asupra materialului utilizat, posibilitatea obţinerii unui număr mare de indivizi genotipic uniformi intr-un spaţiu restrâns, pe tot parcursul anului, accelerarea proceselor de creştere si regenerare, etc. 

Un interes deosebit in ultimele decenii a fost acordat posibilităţii de cultivare in vitro a speciilor pomicole din zona temperata. Posibilitatea producerii lăstarilor prin cultura de meristeme a condus la perfecţionarea tehnicilor de micropropagare si utilizarea acestora ca alternativa a metodelor standard de înmulţire. Pe de alta parte numeroase specii lemnoase s-au dovedit a fi incapabile sa regenereze plante întregi din culturi de ţesuturi vegetale. Pentru speciile recalcitrante, in scopul obţinerii de plante libere de virusuri, Murashige si colaboratorii săi au elaborat o tehnica de altoire in vitro numita microaltoire. Acesta tehnica a început sa fie tot mai des utilizată pentru diverse scopuri de micropropagare, obţinere de plante libere de patogeni, dar si in scopul elucidării unor probleme legate de manifestarea fenomenului de incompatibilitate la diverse specii pomicole. Unul dintre pionerii implementării acestei tehnici la citrice a fost Navarro (1975) după care au fost obţinute rezultate bune si la alte specii: Citrus spp., Malus pumila L., Prunus armeniaca L. , Prunus amygdalus L. (Yeomann, M. M., Kilpatric, D. C., Miedzybrodzka, M. B. ,Gould,A. R. 1978, Parkinson, M. , Yeomann, M. M. 1982, Jeffree, C. E., Yeoman, M. M. 1983, Navarro, L. 1988) si alţii. Parkinson si Yeoman au efectuat studii anatomice si morfologice a plantelor microaltoite in vitro iar Cantos a descris detalii anatomo-morfologice ( calusarea, si formarea joncţiunilor vasculare ) la  Vitis vinifera L. Ulterior aceasta tehnica a fost aplicata cu succes pentru elucidarea unor probleme clasice privind incompatibilitatea altoi-portaltoi, producerea de substanţe polifenolice si răşini (Joley et Opitz, 1971 ; AI-Barazi et Schwabe, 1982 ; Sheibani et Villiers, 1995, Jonard et al., 1988) sau rejuvenilizarea altoilor (Revilla et al.,1996; Estrada-Luna et al., 2002)

Tehnica de microaltoire presupune parcurgerea următoarelor etape: obţinerea portaltoilor, care se realizează prin germinarea aseptica a seminţelor, pregătirea altoilor care se obţin prin tehnici de micropropagare sau organogeneza somatică, microaltoirea propriu-zisa, cultivarea plantelor microaltoite in condiţii aseptice si aclimatizarea plantelor la condiţii ex vitro de viaţă. 

Pentru obţinerea portaltoilor am utilizat seminţe stratificate de par franc Pirus sativa, gutui Cydonia oblonga  si de soiurile de păr Cure compatibil  cu ambii portaltoi si Triumf compatibil cu părul, dar incompatibil cu gutuiul. De asemenea, s-au utilizat seminţe de Prunus armeniaca si Prunus cerasifera si seminţe ale soiului de cais Godrich

Germinarea in vivo a seminţelor

20 de seminţe stratificate din fiecare soi au fost semănate intr-un amestec de turba si sol 1:1 acoperite cu folie de plastic pentru a menţine umiditatea. Experimentul a fost repetat de trei ori pentru asigurarea statistica a datelor. Observaţiile au fost efectuate la 30-60 zile de la semănare.

Sterilizarea semintelor 

Seminţele mature au fost împărţite in doua grupe: intacte si cu pericarpul îndepărtat. Ambele categorii au fost presterilizate cu 70% etanol timp de 45 sec. după care au fost spălate cu apa distilata sterila. Seminţele intacte au fost tratate cu acid sulfuric in concentraţie de 1, 5, 10 si 36 N timp de 30 minute. Ulterior toate seminţele au fost sterilizate cu hipoclorit de sodiu 5% (v/v) timp de 15 min. si spălate de trei ori cu apă distilata sterilă. 

Germinarea in vitro a seminţelor

Pentru germinare seminţele sterile au fost plasate in flacoane Erlenmeyer atât pe hârtie de filtru îmbibata cu apa distilata sterilă, cât si pe mediul de cultura  Murashige

and Skoog, 30 gl-1 sucrose, 6.3 gl-1 agar (Merck), pH  5.7, sterilizat in prealabil prin autoclavare timp de  15 min la 121◦C. Pentru testarea efectului fitohormonilor asupra germinării seminţelor s-au stabilit următoarele balanţe hormonale:

V1-MS +1mg/l2,4D+1mg/l K

V2-MS +1mg/l2,4D+1mg/l BAP

V3-MS +1mg/l2,4D+5mg/l AIA

V4-MS +1mg/l2,4D+1mg/l K+5mg/l AIA

V5-MS fără fitohormoni

Lumina a provenit de la un tub fluorescent localizat la distanta de  30-35 cm de la suprafataraftuluicu enditatea fotofluxului de  40 μmol m-2s-1 cu o fotoperioada de 16/8. Observatiile au fost efectuate periodic la 14 zile de la incubatie. 

Rezultate

Pentru majoritatea soiurilor rata de germinare s-a situat intre 12 si  de 54 % după 60  de zile de la semănat. In acelaşi timp se poate constata faptul ca germinarea seminţelor nedecorticate in vitro, chiar si in cazul scarificării lor au fost mai slabe decât in vivo. Seminţele puse la germinat pe hârtie de filtru sterila au avut o rata de germinare mai mare decât in cazul plasării lor pe mediu fara hormoni. In acest caz stagnarea procesului de germinare poate fi pus pe seama hidratării seminţelor. Germinarea seminţelor in vivo a început la 12 zile de la semănat, iar la 30 de zile s-a realizat germinarea a 2/3 din totalul de seminţe germinate.

In cazul experimentelor efectuate in vitro procesul de germinare a decurs mai repede, la cais germinarea a început la 3 zile după plasarea seminţelor pe mediul de cultura prin apariţia radacinitelor, iar in ziua a 7 –a s-a constatat apariţia tulpinitei. 

Tabelul 1. Valorile morfometrice ale plantulelor obtinute prin germinarea in vivo si in vitro a semintelor de diferite specii de pomi. 

	explant
	Mediul de cultura
	Procent deminte germinate(%)
	Lungimea lastarului (mm)
	Lungimea radacinii (mm)

	Seminte Par franc

Seminte Cure

Seminte  Triumph

Seminte gutui

Prunus armeniaca
	Amestec sol/turba in vivo
	54

39

42

52

12
	38,42

28,28

31,84

41,39

11.3
	39,45

34,65

43,62

51,13

52,7

	Seminte nedecorticate 

Seminte Par franc

Seminte Cure

Seminte Triumph

Seminte gutui

Prunus armeniaca
	Hartie de filtru

MS fara hormoni

Hartie de filtru

MS fara hormoni

Hartie de filtru

MS fara hormoni

Hartie de filtru

MS fara hormoni

Hartie de filtru

MS fara hormoni
	38

11

21

9

34

21

0

0

0

0
	46,7

44,2

31,6

21,5

21,7

27,9

0,

0

0

0
	37,8

33,6

28,9

24,6

19,5

21,4

0

0

0

0

	Seminte decorticate

Seminte Par franc

Seminte Cure

Seminte  Triumph

Seminte gutui

Prunus armeniaca
	MS +1mg/l2,4D+1mg/l K

MS +1mg/l2,4D+1mg/l BAP

MS +1mg/l2,4D+5mg/l AIA

MS +1mg/l2,4D+1mg/l K+5mg/l AIA

MS fara fitohormoni

MS +1mg/l2,4D+1mg/l K

MS +1mg/l2,4D+1mg/l BAP

MS +1mg/l2,4D+5mg/l AIA

MS +1mg/l2,4D+1mg/l K+5mg/l AIA 

MS fara fitohormoni

MS +1mg/l2,4D+1mg/l K

MS +1mg/l2,4D+1mg/l BAP

MS +1mg/l2,4D+5mg/l AIA

MS +1mg/l2,4D+1mg/l K+5mg/l AIA

 MS fara fitohormoni

MS +1mg/l2,4D+1mg/l K

MS +1mg/l2,4D+1mg/l BAP

MS +1mg/l2,4D+5mg/l AIA

MS +1mg/l2,4D+1mg/l K+5mg/l AIA 

MS fara fitohormoni

MS +1mg/l2,4D+1mg/l K

MS +1mg/l2,4D+1mg/l BAP

MS +1mg/l2,4D+5mg/l AIA

MS +1mg/l2,4D+1mg/l K+5mg/l AIA

MS fara fitohormoni
	14

32

11

10

5

21

36

2

1

0

9

12

3

2

0

0

7

0

0

0

11

42

17

12

5
	32,5

36,7

21,4

12,7

11,4

26,7

28,4

9,4

10,4

0

13,5

18,4

2,4

2,5

0

0

2,7

0

0

0

11,4

14,7

10,6

9,3

9,8
	30,6

33,4

21,3

22,4

16,8

24,6

31,6

23,6

21,8

0

18,9

48,9

39,7

31,

0

0

11,4

0

0

0

58,9

68,4

52,4

38,9

28,4


Efectul regulatorilor de crestere asupra morfologiei plantulelor in vitro
Fitohormonii adăugaţi in mediul de cultura au avut efecte diferite atât asupra procesului de germinare cat si asupra creşterii si dezvoltării plantulelor. Ca un prim aspect se poate constata faptul ca adăugarea oricărui hormon in mediul de cultura a avut un efect stimulator asupra germinării, totuşi rezultate mai bune s-au constatat in cazul adăugării citochininelor decât a auxinelor. Dintre cele doua citokinine adăugate BAP a avut un efect stimulator mai pronunţat decât kinetina. De asemenea, pe acelaşi mediu de cultura suplimentat cu 2,4D si BAP s-au înregistrat si cele mai pronunţate creşteri ale plantulelor. Acidul indolil acetic a avut efect stimulator doar asupra creşterii rădăcinilor. 

Ţinând cont de rezultatele obţinute in prima faza a experimentului, pentru pregătirea portaltoilor, dar si pentru creşterea si dezvoltarea plantelorlor microaltoite s-a utilizat in continuare varianta de mediu MS suplimentata cu BAP.
Pregătirea altoilor

Ca si altoi au fost utilizaţi lăstari recoltaţi de pe plante cultivate in vivo. In acest scop s-au recoltat meristeme apicale in stare activa sau de repaos fiziologic din care s-au obţinut butaşi din meristeme nodale care au fost sterilizaţi prin scufundare in etanol 70% pentru câteva secunde, iar apoi  in soluţie de hipoclorit de sodiu 5 %   pentru 10, 15, 20 minute. După sterilizare butaşii au fost  plasaţi pe mediul de cultura MS cu diverse balanţe hormonale si menţinute timp de o luna. Din aceşti butaşi s-au recoltat microaltoi cu dimensiuni de 3-15 mm care s-au  utilizat pentru microaltoire. 

Fig 1. Variaţia capacitaţii de regenerare a lăstarilor din meristeme nodale a diferitor specii pomicole pe diferite variante ale mediului MS 
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Citokininele sunt un factor limitativ in cazul regenerării lăstarilor la plantele lemnoase. Dintre citokininele studiate cea mai mare rata de regenerare a lăstarilor in vitro la toate speciile luate in studiu a demonstrat-o BAP, totuşi, combinaţia de auxine si citokinine a dat rezultate satisfăcătoare la Prunus armeniaca, Cydonia oblonga si soiul de par Triumf. Rezultatele obţinute au aratat faptul ca mediul MS suplimentat cu1mg/l2,4D+1mg/l K+5mg/l AIA  a favorizat obtinerea de lastari la toate speciile studiate, Rezltate satisfacatoare s-au obtinut la soiul Cure, Cydonia oblonga si Prunus armeniaca pe varianta suplimentata cu 1mg/l2,4D+1mg/l BAP, iar meiile suplimentate cu 1mg/l2,4D+1mg/l K si 1mg/l2,4D+5mg/l AIA nu favorizeaza obtinerea de lastari. 

Tehnica de altoire:

Microaltoirea a fost efectuata prin plasarea microaltoilor pe portaltoii reprezentati de plantule obtinute prin germinare aseptica. 10 plantule in varsta de 60 de zile au fost decapitate , dupa care fiecarui portaltoii i s-a efectuat o incizie verticala de 2 mm. 

Microaltoii au fost obtinuti din lastarii obtinuti in vitro din meristeme nodale, care au fost taiati la lungimea de 5 mmcu varf in forma de V. Microaltoii au fost plasati rapid in incizia verticala a portaltoiului. Plantele microaltoite au fost cultivate in camera climatica la 25 oC cu fotoperioada d 12 ore. Numarul altoirilor cu succes a fost evaluat dupa 2 saptamani de la microaltoire. 

Cultivarea plantelor microaltoite in vitro:

Plăntuţele microaltoite sunt ulterior menţinute in condiţii de cultura in vitro pe diferite tipuri de medii, dar de cele mai multe ori sărace sau chiar lipsite de fitohormoni, si menţinute timp de o săptămâna la lumina slaba si umiditate si temperatura mai ridicate, iar ulterior intensitatea luminii este crescuta pana la cea optima pentru specia respectiva. Lăstarii laterali care apar pe portaltoi sunt ciupiţi sistematic. 

Succesul mcroaltoirii a fost determinat prin verivicarea punctului de sudura si aprecierea daca acesta s-a format sau nu sau daca microaltoiul a cescut sau nu. S-a constatat faptul ca succesul microaltoirii a variat de la 10 la 80 % in functie de genotip. Dupa 8 saptamani de la microaltoire  a inceput dezvoltarea mugurului microaltoiului care la acest moment a atins lungimea de la 5 mm pana la 12mm in functie de soi si stadiul de trei frunze. 

Plasarea ferma a altoiului pe portaltoi astfel incat sa se asigure un contact bun intre tesuturile partenerilor este unul dintre factorii esentiali ale succesului altoirii. In cazul in care a avut loc deplasarea microaltoiului de la pozitia initiala in unele cazuri s-a format un tesut calogen care a umplut spatiul dintre altoi si portaltoii iar sudarea a avut loc intr-o perioada mai mare de doua saptamani. Totusi, unele combinatii nu au avut capacitatea de restabilire a conexiunilor dintre parteneri. Astfel de microaltoi s-au brunificat si au murit.  Cei mai multi autori considera formare calusului un indicator a succesului altoirii deoarece formarea calusului umple golurile dintre altoi si portaltoii si asigura circulatia  hidrica intre parteneri inainte de diferentrierea vaselor conducatoare. (Hartmann et al. 1997). Daca deplasarea microaltoiului este prea mare are loc  deshidratarea lui, iar in acest caz calusul nu se formeaza si microaltoiul se necrozeaza. Astfel de cazuri au fost raportate si de alti autori, la alte specii, ca de exemplu la castan  (Ramanayake and Kovoor 1999) rata de succes a microaltoirii in cazul experimentelor noastre este relativ mare in comparatie cu cea obtinuta la Citrus  30–50% (Navarro et al. 1975). 

Deoarece incompatibilitatea la altoire poate fi detectata peste un numar de ani de la altoire pentru elucidarea acestui fenomen la stadii incipiente de dezvoltare se poate utiliza cu success zehnica fuziunii calusului  (Jonard et al. 1990; Errea et al. 2001. Celulele calusului sunt capabile sa elimine celulele partenere in stadii timpurii de dezvoltare si in acest caz se poate vorbi de un raspuns de incompatibilitate intre parteneri. Recunoasterea celulara este urmata de diferentierea celulara (Considine 1983) iar celulele calusului initiaza continuitatea tisulara la partenerii compatibili sau necroza la cei incompatibili (Pina and Errea 2005). Necroza celulara poate surveni si in cazul cand portiuni de calus  de diferite origini sunt cultivate pentru o prioada impreuna (Ermel et al. 1997), si poate, de asemenea, surveni la orice etapa de co-cultura, in special in cazul proliferarii celulare intense. (Moore 1986). 

In acest context co-cultura de calus poate fi utilizata ca un model biologic deosebit de pretios pentru studierea fenomenului de incompatibilitate la altoire. 

Pentru initierea culturilor de calus s-au utilizat diferite tipuri de explante: portiuni de plantule: hipocotil, epicotil, noduri, explante de petiol si limb foliar. Sterilizarea explantelor s-a efectuat cu alcool 70% timp de 30 sec. si cu solutie de hipoclorit de sodiu 5 % timp de 5, 10, 15, 20 minute. Explantele sterilizate au fost plasate pe mediul de cultura MS cu diferite balante hormonale, iar pasarea pe mediu proaspat s-a efectuat la 14 zile. 

Fig 2
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Fig.4
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Profilul creşterii şi dezvoltării culturilor de calus nu este diferit de cel cunoscut în cazul microorganismelor. După subcultivarea pe mediu proaspăt de cultură urmează o fază lag pe parcursul căreia celulele îşi recapătă capacitatea de diviziune, urmand o faza exponenţială care implică o diviziune celulară rapidă şi are o durată variabilă de timp, în funcţie de tipul culturii şi tipul nutrienţilor din mediul de cultură. La sfârşitul fazei exponenţiale rata de diviziune celulară începe să scadă, curba de creştere trecând prin faza lineară, cea de descreştere progresiva şi ajunge la faza staţionară.


În general acest model de creştere al culturilor poate fi urmărit indiferent de metodele de cercetare sau monitorizare a creşterii. Există mai multe metode de măsurare a creşterii culturilor: determinarea numărului de celule, a biomasei proaspete sau uscate, determinarea volumului celular. Cea mai răspândită metodă rămâne, totuşi determinarea biomasei proaspete sau uscate.

Rata de acumulare zilnică (RAZ) a biomasei, la genotipurile studiate înregistrează valori ce reflectă dependenţa acestui parametru de interacţiunea dintre natura explantului şi compoziţia mediului de cultură. Rata de acumulare a biomasei are valorile cele mai mici la prima subcultivare, datorită inerţiei de adaptare a celulelor, după care creşte pe parcursul subcultivărilor..

Determinările de biomasă au fost efectuate la fiecare subcultivare. Rezultatele reprezintă media a 5 probe/variantă, iar indicele de creştere s-a determinat din formula: (G/GI unde GI – biomasa iniţială.

 În mod constant cele mai bune rezultate s-au obţinut pe mediul MS, la care după cea de a doua subcultivare indicele de creştere a calusului a depăşit 150% la toate variantele iar valoarea maximă a indicelui de creştere (266%)s-a înregistrat în cazul calusului de par Cure în vârstă de 12 săptămâni, obţinut din plantule lezate mecanic cultivate pe mediul MS 


In general indicele de creştere variază în limite foarte largi, în funcţie de vârsta calusului si genotipul utilizat. La nivelul calusului primar, se constată un indice relativ ridicat al creşterii datorită fenomenului de hidratare a ţesuturilor instalat la debutul procesului de calusogeneză. De asemenea, la acest nivel se constată şi o diferenţă vizibilă între evoluţia diferitor explante, diferenţă ce se estompează pe parcursul subcultivărilor datorită pierderii legăturii dintre explant şi ţesutul calusogen şi adaptării celulelor la noul mediu de viaţă. 

Cercetările recente in domeniu arata faptul ca fenomenul de incompatibilitate nu poate fi redus doar la modificările morfo-fiziologice ce au loc la nivelul punctului de altoire. Ineracţiunea dintre altoi si portaltoi conduce si la modificarea proceselor metabolice ce au loc la acest nivel. Implicarea enzimelor (a catalazei, peroxidazei, fosfatazei) in procesul  de incompatibilitate a pomilor altoiti a fost studiata de  către numeroşi autori (Quesada and Macheix, 1984; Deloire and Hebant, 1982; Schmidt and Feucht,1985; Fernandez-Garcia et al., 2004), dar fără ca acest factor sa fie pe deplin elucidat. Recent s-au întreprins studii pentru stabilirea unor marcheri biochimici pentru evidenţierea fenomenului de incompatibilitate. Lachaund (1975) sugerează faptul ca incompatibilitatea partenerilor poate fi evitata prin alegerea unor parteneri cu compoziţie proteica similara. S-au făcut comparaţii intre profilele proteice la diferite specii de Prunus in vederea stabilirii incompatibilităţii înainte de altoire (Huang et al., 1984; Schmid and Feucht, 1985). Conţinutul total de proteine solubile la diferite combinaţii altoite cu grad diferit de compatibilitate  a fost studiat de către Moreno et al. (1994). Ei au detectat o cantitate mai scăzuta de proteine solubile la combinaţiile incompatibile decât la cele compatibile. 

Deşi necroza celulara cauzata de acidul cianhidric la suprafaţa de contact a plantelor altoite in cazul altoirii parului pe gutui a fost demonstrata încă in a 1968 de către Gur si colaboratorii săi baza moleculara a procesului de altoire a rămas neclara pana in prezent. Interacţiunea dintre altoi si portaltoi poate fi reglata prin intermediul regulatorilor de creştere. Auxinele joaca un rol horarator in fuziunea cu succes a partenerilor la altoire deoarece sunt implicate in procesul de diferenţiere a ţesuturilor vasculare (Moore, 1984; Aloni, 1987; Mattsson et al., 2007).

Tinand cont de datele pretentate anterior in cadrul acestui proiect ne-am propus caracterizarea biochimica atat a plantelor microaltoite in vitro cat si a calusului obtinut in vederea co-cultivarii. Au fost determinati urmatorii parametri: activitatea catalazei si a peroxidazei si continutul de proteine totale, urmand ca pe vitor, dupa obtinerea unui material suficient pentru analize sa se cuantifice si alti parametri biochimici. Activitatea peroxidazei a fost determinata spectrofotometric prin estimarea cresterii absorbantei la 470 nm. Amestecul de reactie a fost format din 50 mM fosfat de potasiu (pH 6·8), 10 mM peroxid de hidrogen, 9mM guaiacol si extract enzimatic intr-un volum total de 3mL,dupa metoda descrisa de  Olmos et al. (1997). Determinarea catalazei s-a efectuat conform metodei descrise de  Aebi (1984). Amestecul de reactie a fost format din 50 mM fosfat de potasiu (pH 7·8), 10 mM H2O2 si extract enzimatic . Activitatea enzimei a fost determinata prin estimarea absorbantei la 240 nm. Coeficientul de extinctie a fost 36mM–1 cm–1. Continutul total de proteine s-a determinat prin metoa Bradford. 

Activitatea catalazei si a peroxidazei a fost determinata in cele doua parti ale plantei microaltoite: altoi si portaltoi in scopul evidentierii implicarii acestor parti in formarea coeziunii punctului de altoire.Activitatea peroxidazei a crescut pe parcursul dezvoltarii plantei. In toate cazurile analizate ea a fost mai mare la plantele altoite decat la cele nealtoite. .La 8 si 15 zile s-au observat diferente semnficative intre activitatea enzimatica a altoiului si a portaltoiului, fiind semnificativ mai mare in portaltoi. In ceea ce priveste activitatea catalazei aceasta a fost nesemnificativ diferita la plantele altoite fata de cele nealtoite la 4 zile de la altoire. In schimb la 8 zile de la altoire activitatea catalazei la plantele altoite a fost de 3 ori mai mare decat la cele nealtoite. Dupa a 15-a zi e la altoire diferentele privind activitatea catalazel la planetele altoite si cele nealtoite se estompeaza. De asemenea, nu se remarca diferente semnificative privind activitatea catalazei din altoi si portaltoi. 

Fig. 6 Variatia activitatii peroxidazei pe parcursul dezvoltarii plantelor microaltoite in vitro
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Stadiul incipient de dezvoltare a coeziunii dintre altoi si portaltoi, care are loc la 4 zile de la microaltoire se caracterizeaza prin distrugerea celulelor de la suprafata de altoire si reactia suprafezelor la ranire. (Moore, 1984; Tiedemann, 1989), urmata de generarea unui tesut calogen pe suprafetele ranite a ambilor parteneri la altoire. Calusul este generat pe baza celulelor cambiale intacte, dar si pe baza razelor medulare si celulelor parenchimatice ale floemului (Jeffree and Yeoman, 1983). In cazul combinatiilor incompatibile se poate observa formarea unei cavitati la niveul maduvei portaltoiului si o deshidratare a tesuturilor ranite. Ulterior se observa necrozarea razelor medulare atat la nivelul altoiului cat si la nivelul portaltoiului. In cazul soiurilor microaltoite acest fenomen s-a constatat atat la combinatiile compatibile cat si la cele incompatibile, astfel incat se poate trage concluzia ca la stadiile incipiente de dezvoltare formarea calusului este o reactie generala a tesutului ranit, fara a indica un process de incompatibilitate. Diferentierea vaselor conducatoare noi din celulele parenchimatice ale tesutului calogen incepe intre ziua a 5-a si a 8-a si dureaza aproximativ 15 zile pana la reconstituirea lor completa la punctul de altoire (Stoddard and McCully 1979) si este asociata cu procese de lignificare. Mai multi atori au demonstrat rolul peroxidazelor in procesee de lignificare (Whetten et al., 1998; Quiroga et al., 2000). Rezultatele obtinute de catre noi arata o crestere a activitatii peroxidazelor pe toata durata dezvoltarii plantelor altoite. De asemenea, plantele altoite au avut o activitate enzimatica mai mare decat cele nealtoite. Aceste rezultate demonstreaza existenta proceselor de lignificare la punctul de altoire si intensificarea acestora spre sfarsitul celei de a doua saptamani de la microaltoire. S-a constatat ca lignificarea are loc continuu, pe toata perioada formarii coeziunii, incepand din ziua a 4-a, pe arii mici. In acest stadiu se observa si o crestere a activitatii peroxidazei. Rezultatele obtinute atesta faptul ca biosinteza activa a ligninei incepe chiar din primele zile de la altoire. In ziua a 8-a cea mai mare activitate de biosinteza a ligninei se constata la nivelul altoiului, care se reflecte intr-o activitate peroxidazicã sporita. 

Fig. 7 Variatia activitatii catalazei pe parcursul dezvoltarii plantelor microaltoite in vitro
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Activitatea sporita a catalazei s-a inregistrat in ziua a 8-a. Aceasta activitate este generata de o cantitate sporita de peroxid de hydrogen acumulat in tesuturi, acumulare ce insoteste conditiile de stress. (Bestwick et al., 1997; Orozco-Cardenas and Ryan, 1999; Pellinen et al., 2002). 

Peroxidul de hidrogen poate fi si un produs secundar al procesului de lignificare, dar si o reactie la conditii de stres. O activitate intensa a catalazei in cazul experimentelor noaster poate fi asociata cu proliferarea intensa a calusului ca urmare a reactiei de cicatrizare a suprafetelor ranite. In final, se poate concluziona faptul ca activitatea catalazei si a peroxidazei sunt strans corelate spatal si temporar si reprezinta biomarceri suficient de sensibili pentru evidentierea proceselor de dediferentiere celulara la plantele altoite la stadii incipiente de dezvoltare. 

Activitatea peroxidazei si continutul total de proteine a fost determinat in calusul aflat la a treia subcultivare pe mediul MS cu diferite balante hormonale. Cea mai mare activitate enzimatica la tote speciile studiate a fost detectata pe mediile cu continut scazut de auxine (Varianta 1 si 2). Pe de alta parte continutul cel mai ridicat de proteine s-a obtinut pe mediile cu continut ridicat de auxine si lipsit de citochinine. (V3). Aceste rezultate reflecta dependenta acestor indicatori de procesele de dediferentiere si redferentiere celulara ce au loc la nivelul calusului sub influenta fitohormonilor. Este cunoscut rolul auxinelor asupra decurgerii proceselor de organogeneză . Pe de altă parte, există date în literatura de specialitate care susţin faptul că peroxidaza intervine în degradarea 2,4 D cu formare de doi compuşi care migrează spre apexurile plantelor, conducând la dezvoltarea organelor (Lesney, 1990). Astfel incat excesul de auxine joaca un rol inhibitor asupra activitatii peroxiazelor. S-a constatat , de asemenea, faptul ca dintre cele doua citochinine studiate pe mediile suplimentate cu BAP activitatea enzimatica a fost mai mica decat pe mediile suplimentate cu kinetina.  Tinand cont de faptul ca BAP a generat o acumulare mai mare de calus fata de kinetina s-ar putea concluziona faptl ca activitatea peroxidazei este invers proportionala cu capacitatea de proliferare a calusului. 

Fig. 8 Variatia activitatii peroxidazei la nivelul calusului produs pe mediul MS cu diferite balante horminale. 
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Fig. 9 Variatia activitatii catalazei la nivelul calusului produs pe mediul MS cu diferite balante horminale. 
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