CERCETARI IN VIVO SI IN VITRO PRIVIND INTERACTIUNEA ALTOI-PORTALTOI PENTRU EVIDENTIEREA TIMPURIE A INCOMPATIBILITATII PRIN UTILIZAREA UNOR BIOMARCHERI LA SPECII DE POMI
SINTEZA LUCRĂRII

Elaborarea unor modele biologice formate din combinatii altoi-portaltoi produse in vitro si utilizabile pentru studierea fenomenului de incompatibilitate nu se limiteaza doar la stabilirea unor metodologii eficiente de producere a pomilor altoiti prin tehnica microaltoirii in vitro si optimizarea conditiilor de cultivare a acestora. Pe langa aceasta mai este necesara si stabilirea similaritatii proceselor anatomo-morfologice, fiziologice si biochimice ce au loc la punctul de altoire ale pomilor produsi in vivo si in vitro. In acest sens, pe parcursul etapei actuale de derulare a proiectului ne-am propus caracaterizarea procesului prindere la altoire si a cresterii si dezvoltarii ulterioare a pomilor altoiti in vivo si in vitro prin prisma proceselor fiziologice si biochimice si stabilirea similaritatii acesor procese la cele doua modele biologice. 

Materialul biologic necesar realizarii experimentelor au fost 4 soiuri de par (Untoasa bosc, Cure, Willams si Contesa de paris.) cu grad de compatibilitate diferit altoite pe portaltoi franc si gutui in a 2008si aflati  in campul II al pepinierei .Asupra acestor soiuri s-au efectuat determinari  morfo-anatomice, fiziologice si biochimice. 
În primăvara (aprilie) a anului 2009, la 7 luni după altoire s-a constatat un procent de prindere, care s-a încadrat între 93,2 şi 97,6% la soiurile de păr altoite pe gutui, 67.3 şi 85.32% la soiurile de păr altoite pe păr franc. 
1. Apecte morfometrice ale proceselor de crestere a soiurilor de par altoiti in vivo


Observaţiile macroscopice efectuate pe parcursul perioadei de vegetaţie asupra combinaţiilor cu grad diferit de compatibilitate au relevat un comportament diferit a  soiurilor studiate Determinările morfometrice au relevant  o dependenţă semnificativă a vigorii pomilor de tipul portaltoiului utilizat. S-au constatat, de asemenea si diferente privind perioada de crestere intensa a soiurilor altoite pe cei doi portaltoi. 
Chiar din primele stadii de dezvoltare ontogenetică s-a constatat o creştere semnificativă a diametrului punctului de altoire cu diferenţe mai mari la soiurile incompatibile faţă de cele compatibile. 

În schimb raportul diametru altoi /diametru portaltoi nu prezintă variaţii semnificative de la un soi la altul la inceputul perioadei de crestere. În schimb în luna iunie se poate observa o diferenţă semnificativă privind diametrul punctului de altoire: acesta fiind mai mare la soiurile incompatibile faţă de cele compatibile . S-a constatat,  de asemenea şi o creştere a raportului diametru altoi/ diametru portaltoi la combinaţiile incompatibile  Comptesse de Paris/ C. oblonga ,Williams/ C. oblonga şi Untoasa bosc/ C. oblonga faţă de aceleaşi soiuri altoite pe păr franc.  

Rezultatele măsurătorilor morfometrice au fost interpretate matematic, analizând varianţa datelor obţinute. Conform datelor obţinute există o dependenţă lineară pozitivă între diametrul altoiului şi diametrul portaltoiului  r= 0.9590, şi de asemenea şi o corelare ridicată între diametrul punctului de altoire si diametrele altoiului şi a portaltoiului, respectiv r   =  0.8811 şi r=   0.9252. se poate vedea că dimetrul punctului de altoire depinde într-o mai mare măsură de evoluţia diametrului portaltoiului decât de cea a altoiului. 


 De remarcat este faptul că deşi există corelaţii clare între diametrul punctului de altoire şi diametrul altoiului şi a portaltoiului, în schimb valoarea raportului diametru altoi/diametru portaltoi nu se corelează cu diametrul punctului de altoire (r=   0.1546). Pe de altă parte acest raport poate fi corelat cu procentul de prindere la atoire, în această privinţă constatându-se p corelaţie inversă cu   r =  -0.7084. În concluzie, se poate 
Tabel  1.  Parametrii morfometrici ai soiurilor de păr altoiţi pe diferiţi portaltoi 

	Soiul
	Portaltoi
	prindere

(%)
	L altoi (cm)
	D
 portaltoi

(mm)
	D. 

altoi

(mm)
	D punct  altoire

(mm)
	D. altoi/portaltoi (mm)

	mai

	Cure
	C.oblonga
	85.32
	45.1
	14.6
	7.1
	19.5
	0.48

	C.de Paris
	C.oblonga
	67.3
	42.3
	14.2
	6.1
	20.4
	0.42

	U. bosc
	C.oblonga
	71.21
	53.8
	14.4
	8.2
	20.35
	0.56

	Williams
	C.oblonga
	74.19
	15.8
	15.8
	8.55
	23.95
	0.54

	Cure
	Par franc
	93.2
	41.4
	10.4
	5.7
	15.4
	0.54

	C.de Paris
	Par franc
	94.4
	27.5
	11.5
	6.3
	16.8
	0.54

	U. bosc
	Par franc
	97.6
	46.8
	15.8
	7.5
	20.6
	0.47

	Williams
	Par franc
	95.8
	31.3
	10.7
	6.1
	17.8
	0.57

	iunie

	Cure
	C.oblonga
	85.32
	66.6
	13.85
	7.95
	19.5
	0.57

	C.de Paris
	C.oblonga
	67.3
	61.8
	13.9
	7.1
	20.4
	0.51

	U. bosc
	C.oblonga
	74.19
	15.8
	15.4
	9.55
	23.95
	0.62

	Williams
	C.oblonga
	77.61
	54.1
	17
	11.8
	24.8
	0.69

	Cure
	Par franc
	92.2
	52.4
	11.4
	6.7
	15.4
	0.58

	C.de Paris
	Par franc
	91.4
	48.5
	12.5
	7.3
	16.8
	0.59

	U. bosc
	Par franc
	97.6
	67.8
	16.8
	8.5
	20.6
	0.50

	Williams
	Par franc
	95.8
	44.3
	11.7
	7.1
	17.8
	0.61

	iulie

	Cure
	C.oblonga
	85.32
	107.4
	19.34
	18.57
	30.76
	0.96

	C.de Paris
	C.oblonga
	67.3
	103.6
	16.02
	13.47
	26.61
	0.84

	U. bosc
	C.oblonga
	74.19
	104.7
	16.45
	13.76
	26.66
	0.83

	Williams
	C.oblonga
	77.61
	112.5
	18.91
	13.84
	25.31
	0.73

	Cure
	PF
	92.2
	101.5
	18.11
	17.65
	24.71
	0.97

	C.de Paris
	PF
	91.4
	91.3
	14.89
	12.78
	19.69
	0.85

	U. bosc
	PF
	97.6
	92.4
	17.21
	16.22
	23.47
	0.94

	Williams
	PF 
	95.8
	98.8
	14.78
	12.71
	17.62
	0.85

	august

	Cure
	C.oblonga
	85.32
	110.4
	21.34
	20.57
	32.76
	0.96

	C.de Paris
	C.oblonga
	67.3
	109.6
	18.02
	15,47
	28.61
	0.85

	U. bosc
	C.oblonga
	74.19
	112.8
	18.45
	15.76
	28.66
	0.85

	Williams
	C.oblonga
	77.61
	122.5
	21.91
	15.84
	27.31
	0.72

	Cure
	PF 
	92.2
	104.5
	20.11
	19.65
	26.71
	0.97

	C.de Paris
	PF 
	91.4
	101.6
	16.89
	13.78
	21.69
	0.81

	U. bosc
	PF 
	97.6
	98.4
	19.21
	17.22
	24.47
	0.89

	Williams
	PF 
	95.8
	108.5
	16.78
	14.71
	19.62
	0.87


remarca faptul că evoluţia diametrului tulpinii pomilor altoiţi reflectă o influenţă directă a proceselor de creştere a portaltoiului asupra creşterii şi dezvoltării altoiului şi într-o oarecare măsură şi asupra diametrului punctului de altoire, dar diferenţele de vigoare ale altoiului şi ale portaltoiului  nu pot fi corelate cu diametrul punctului de altoire. Totuşi cu cât diferenţele de vigoare ale altoiului şi a portaltoiului sunt mai mari cu atât procentul de prindere a pomilor altoiţi este mai scăzut. 

4.2. Efectuarea periodică de secţiuni morfoanatomice prin punctual de altoire a pomilor cu grad de afinitate diferit

Una dintre teoriile privind cauzele aparitiei fenomenului de incompatibilitate sugerează faptul ca acesta ar fi generat de diferenţele dintre dimensiunea vaselor conducatoare ale altoiului şi portaltoiului. În acest sens ne-am propus analiza anatomo-morfologică a punctului de altoire corelând dimensiunea vaselor xilemului cu unele anomalii care apar la combinaţiile cu grad redus de afinitate. În acest sens s-au efectuat secţiuni anatomice la 5 cm sub punctual de altoire, în zona punctului de altoire şi la 5 cm deasupra punctului de altoire la soiuri de păr altoite pe gutui. 

S-au efectuat observaţii microscopice asupra secţiunilor realizate prin punctul de altoire la  soiuri de păr cu grade diferite de compatibilitate cu portaltoiul, În vederea efectuării preparatelor microscopice punctul de altoire a fost fixat în alcool, secţionat cu microtomul, javalizat şi dublu colorat cu rosu de ruteniu si albastru de metilen. 
[image: image6.wmf][image: image7.wmf][image: image8.wmf]
Fig. 1 Aspecte anatomice ale simptomelor de incompatibilitate la altoire . ( de la stanga la dreapta: suberificarea si necroza tesutului cambial la combinatia Willams /C oblonga; invaginarea scoartei intre tesuturile altoiului si a portaltoiului la combinatia Contesa de Paris/ C oblonga si sudare reusita la combinatia Cure /C. oblonga)

La combinaţiile incompatibile s-au constatat discontinuitaţi ale lemnului, staturi de ţesut parenchimatic nediferenţiat între altoi şi portaltoii, iar în unele cazuri straturi de tesut parenchimatic suberificat si necrozat. La combinaţiile compatibile Cure / Cydonia oblonga zona de concreştere dintre altoi şi portaltoi a avut o dezvoltare satisfăcatoare, cu 
tesut lemons diferenţiat complet , dar cu devieri de la structura radiară a amplasarii vaselor xilemice datorate procesului de altoire.
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Fig.2 Diametrul vaselor xilemice in altoi si portaltoi la Comptessa de Paris altoit pe gutui

Se poate observa faptul ca la toate combinatiile studiate diametrul vaselor portaltoiului a fost semnificativ mai mic decât al altoiului. Singura exceptie o constitue soiul triumph la care vasele xilemului au avut un diametru mai mic în altoi decat în portaltoi şi în punctul de altoire.
La soiurile incompatibile de păr s- a constatat o diferenţă mare între dimensiunile vaselor altoiului şi portaltoiului comparativ cu diferentele constatate la combinatiile compatibile. Se poate concluziona faptul ca pentru specia par diferenta dintre diametrul vaselor conducatoare poate fi considerat un marcker anatomic pentru fenomenul de incompatibilitate. 
Tab.2  Dimensiunile vaselor conducatoare la nivelul altoiului, portaltoiului si a punctului de altoire la soiuri de par altoite pe gutui
	Soi
	Diametru
	Aria

	
	Altoi
	portaltoi
	Punct de altoire
	Altoi
	portaltoi
	Punct de altoire

	Cure
	7,04
	7,43
	7,99
	38,95
	43,34
	50,05

	Contesse de Paris
	8,70
	6,33
	6,89
	59,35
	31,45
	37,21

	Untoasa bosc
	5,38
	7,41
	6,61
	22,72
	43,1
	34,3

	Willams
	8,21
	7,11
	7,68
	52,85
	39,67
	46,30


3. Studii comparative privind desfasurarea proceselor fiziologice si biochimice la nivelul punctului de altoire in cadrul combinatiilor de par si gutui produse in vivo  si in vitro

Acest obiectiv a vizat determinarea unor indici fiziologici (continut de pigmenti asimilatori si densitatea stomatelor per mm2 de limb foliar, ) si biochimici (activitatea enzimatica, continutul de proteine, fenoli, glucide)  la soiuri de par din campul II a scolii de pomi si produsi prin microaltoire in vitro
Analizand rezultatele obtinute si prezentate in tabelul de mai sus se poate observa faptul ca structura aparatului foliar la pomii obtinuti prin microaltoirea in vitro este mai putin definitivata decat in cazul pomilor altoiti in camp, astfel incat frunyele plantelor produse in vitro au un continut total de pigmenti asimilatori mai mic, dar in acelasi timp cu o densitate a stomatelor mai mare pe mm2 de frunza decat a celor produsi in vivo. Aceste date arata o stare mai juvenila a frunyelor la pomii altoiti in vitro decat la cei produsi in vivo. de asemenea se poate observa o activitate enzimatica mai mare si un continut sporit de proteine totale la plantele microaltoite , dar un continut mai mic de glucide si polifenoli. Aceste date se pot pune pe seama unei intesitati fotosintetice mai scazute si o intensitate mai mica a metabolismului secundar. Pe de alta parte variatia continutului de glucide , proteine si polifenoli in altoi, portaltoi si punctul de altoire respecta aceleasi tendinte atat la plantele altoite in vivo cat si la cele microaltoite in vitro, astfel incat fenomenele legate de regenerarea tesuturilor la locul de altoire sunt similare la ambele modele biologice. In concluzie, cu toate ca gradul de maturare a tesuturilor si ritmul de crestere si dezvoltare a plantelor altoite in vivo si in vitro prezinta diferente, totusi plantele altoite in vitro parcurg aceleasi faze de dezvoltare iar similaritatea proceselor fiziologice si biochimice ne indreptateste sa consideram modelul vegetal produs in vitro utilizabil pentru studiul fenomenului de incompatibilitate. 

Tabel 3 

	
	Total pigm
	St/mm2
	Act. 

peroxidaza
	Tptal

proteine
	Cont. glucide
	Total polifenoli

	In vivo

	Cure

	Altoi

Portaltoi

p. altoire
	2,891


	178.34
	0.5029
	78,1
	0.4370
	74.52

	
	
	
	0.1081
	62,5
	0.7471
	74,67

	
	
	
	0.2351
	87,5
	0.8795
	81,98

	Contesse de Paris

	Altoi

Portaltoi

p. altoire
	2,818


	184,12
	0.1457
	75,4
	0.8067
	102.22

	
	
	
	0.5264
	82,8
	0.8413
	65,27

	
	
	
	0.2870
	79,3
	0.8136
	176.86

	Untoasa bosc

	Altoi

Portaltoi

p. altoire
	2,974


	126,4
	0.7895
	73,4
	0.5472
	96,05

	
	
	
	0.2961
	65
	0.8137
	62,57

	
	
	
	0.4559
	88,4
	1.2653
	134,43

	Willams

	Altoi

Portaltoi

p. altoire
	2,740
	189,37
	1.1750
	90,6
	0.7236
	100.44

	
	
	
	0.8763
	76,6
	1.0314
	52,87

	
	
	
	0.8319
	70,3
	1.487
	153,73

	In vitro

	Cure

	Altoi

Portaltoi

p. altoire
	1,983
	237,14
	0.7458
	121.4
	0.3125
	74.11

	
	
	
	0.3514
	98.6
	0.5421
	81.24

	
	
	
	0.4892
	113.5
	0.5935
	88.16

	Contesse de Paris

	Altoi

Portaltoi

p. altoire
	2,014
	285,37
	0.6524
	124.18
	0.2857
	84.21

	
	
	
	0.5685
	78.48
	0.5942
	68.54

	
	
	
	0.8725
	135.89
	0.5658
	89.46

	Untoasa bosc

	Altoi

Portaltoi

p. altoire
	2,324
	305,27
	0.7958
	111.2
	0.6864
	84.28

	
	
	
	0.3533
	65.6
	0.5654
	75.21

	
	
	
	0.6562
	125.6
	0.8551
	63.88

	Willams

	Altoi

Portaltoi

p. altoire
	2,236
	288,91
	0.9946
	136.9
	0.2653
	99.51

	
	
	
	0.6154
	102.4
	0.4244
	89.12

	
	
	
	0.8786
	145.3
	0.7414
	104.31



Rezultatele obtinute la specia Pyrus ne-a indreptatit sa consideram utila extinderea experimentelor in anul urmator asupra altor doua specii de pomi: prun si cais , in vederea verificarii validitatii acestora in cadrul altor combinatii genotipice altoite. 
Pentru realiarea acestui obiectiv s-au selectat cate 4 soiuri  soiuri de prun ( Stenley, Tuleu timpuriu, Gras ameliorat si Centenar ) si cais (Tudor, NJA 42, Umberto si Goldgich) cu grad de afinitate diferit pentru corcodus care s-au altoit in luna august prin tehnica cip budding  pe portaltoi de Prunus cerasifera ,  P.F. Renclod verde si Prunus armeniaca.  S-au aplicat tehnologia si lucrarile de intretinere standart pentru campul I s-a monitorizat starea fitosanitara a pomilor , procentul de prindere la altoire si s-au recoltat probe pentru analizele anatomo-morfologice la punctul de altoire. 

In paralel s-a incercat stabilirea unui protocol de obtinerea combinatiilor genotipice altoite prin tehnica micropropagarii in vitro. in acest scop mugurii axilari, dorminzi de la cele 8 soiuri de prun si cais au fost sterilizati 2 min in etanol 70 % si 25 min in hipoclorid de sodiu 1 %, dupa care au fost spalati de trei ori cu apa distilata sterila. Meristemul apical a fost excizat la microscop, in luna martie, si transferat pe mediul de cultura. 

S-au testat 4 medii de cultura pentru meristemele apicale : MS, WP, B5 si MS 1/2fiecare mediu a fost suplimentat cu 3% sucroza, 0,7% agar, si 1 mg/l BAP. Mediul a fost repartizat in eprubete cate 10 ml in fiecare si  autoclavat 20 min la 121 oC. In fiecare eprubeta a fost plasat cate un explant. Dupa 30 de zile de cultura s-a apreciat rata de supraviatuire a explantelor si lungimea lastarului. 

Mediul MS a fost suplimentat cu diferite tipuri de citokinine: BAP, zeatina, si kinetina, in concentratia de 0,5, 1, 1,5 si 2 mg/l. Pentru fiecare tip de mediu s-au utilizat 15 explante. Dupa 30 de zile de cultura s-a estimat rata de supravietuire si lungimea lastarilor. 

Urmarind datele preentate in tabelul de mai jos se poate vedea ca pe mediul de cultura WP rata de supravietuire a explantelor a fost 100%. S-a constatat faptul ca optim pentru proliferarea lastarilor la P. armeniaca este mediul WP, mediul MS a provocat necroza si vitrificarea lastarilor dupa cateva subcultivari . Snir (1982)  arata ca mugurii axilari la soiul caniro au fost cultivate in vitro cu success pe un mediu format din solutie Knop. Sugiura et. Al 1986 au raportat rezultate bune la utilizarea mediului MS1/2 si WP. Oricum literatura de specialitate este de acord asupra faptului ca mediul MS nu favorizeaza dezvoltarea mugurilor axilari la cais datorita concentratiei mari de azot. 

	
	Mediul de baza
	Rata de supravietuire (%)
	Lungime lastar (mm)

	1
	WP +0,5 mg/l AIA+1 mg/l BAP
	100
	9,9

	2
	MS+0,5 mg/l AIA+1 mg/l BAP
	66
	4,7

	3
	1/2MS+0,5 mg/l AIA+1 mg/l BAP
	86
	4,4

	4
	B5+0,5 mg/l AIA+1 mg/l BAP
	93
	3,1


Citokininele au avut efect diferit : rata de 100% a inregistrat-o BAP, si BA, 93,3% zeatina, si doar 80 % K. De fapt BA sau BAP sunt cele mai eficiente pentru inducerea si proliferarea culturilor caulinare. 

	
	Mediul de baza
	Rata de supravietuire (%)
	Lungime lastar (mm)

	1
	½ MS + 1mg/lBA
	100
	9,9

	2
	½ MS + 1mg/lBAP
	100
	6,6

	3
	½ MS + 1mg/lK
	80
	2,7

	4
	½ MS + 1mg/lZEA
	93
	4,6


Subcultivarea ulterioara a lastarilor pe medii ce contin K conduce la vitrificarea acestora. 

BAP si zeatina au avut cel mai pronuntat effect asupra proliferarii lastarilor

	
	citokinina
	CONC.
	NUMARUL DE LASTARI
	Lung. last

	1
	BAP
	0,5

1

2
	3,1

6,3

4,5
	7.7

6.7

5.9

	2
	K
	0,5

1

2
	1,3

1,4

1,1
	11.3

13.8

26.3

	3
	ZEA
	0,5

1

2
	1,7

2,1

1,9
	18.2

15.7

11.6


Experimentele efectuate au arata ca pe parcursul dezvoltarii lastarilor exista diferite stadii care necesita conditii de cultura su in special balanta fitohorminala diferita. In primul stadiu, cel de initiere a culturii de meristeme apicale formarea noilor muguri are lol sub influenta citochininelor. Insa de foarte putine ori citochininele endogene sunt suficiente pentru intierea acestui process. In acest caz suplimentarea mediului cu concentratii relativ mici de citochinine este obligatorie. Adaosul de auxine, in special atunci cand se utilizeaza explante de dimensiuni mari, nu este obligatoriu in acest stadiu, deoarele apexurile caulinare sunt unul dintre cele mai importante sedii ale biosintezei auxinelor, astfel incat explantele nu duc lipsa de acest tip de fitohormoni. In cazul adaugarii acestora se recomanda utilizarea unor auxine mai slabe, gen AIA sau AIB, si nu 2,4 D si in concentratii scazutede pana la 1 mg/l. In urmatorul stadiu de dezvoltare scopul este proliferarea lastarilor existenti si generarea unui numar cat mai mare de muguri adventivi. Acest scop se realizeaza printr-un apot crescut de citochinine oin mediul de cultura, care diminueaza dominanta apicala si stimuleaza aparitia mugurilor adventivi. Totusi dupa cum se poate vedea din tab 2 cresterea concentratiei de citochinine peste un anumit prag, de obicei peste limita de 1 mg/l in cazul speciilor studiate conduce la diminuarea numarului de lastari generati. 
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