SINTEZA LUCRĂRII
În cadrul acestui proiect s-a pus accent pe investigarea posibilităţii stabilirii unor biomarcheri de natură fiziologică şi biochimică utilizabili în diagnosticarea, în stadii incipiente de dezvoltare ontogenetică, a incompatibilităţii la altoire la unele specii pomicole. Acest studiu are o deosebită importanţă practică pentru producerea şi ameliorarea materialului săditor pomicol, deoarece permite selectarea a priori a partenerilor compatibili la altoire şi reducerea pierderilor generate de respingerea în timp a altoilor cu grad scăzut de afinitate. 
Pentru investigaţii preliminare s-au utilizat diverse asociaţii genotipice de păr şi gutui cu grade diferite de compatibilitate. Ulterior, investigaţiile au fost extinse asupra altor specii (prun), în scopul verificării potenţialilor marcheri în cadrul altor unităţi taxonomice. 
În vederea scurtării timpului necesar obţinerii de combinaţii altoite ne-am propus realizarea unor modele biologice in vitro a asociaţiilor altoi-portaltoi şi investigarea interacţiunii lor la nivel tisular printr-un studiu comparativ in vitro şi in vivo  a indicatorilor fiziologici şi biochimici la combinaţii cu diferite grade de afinitate. 
Pentru realizarea scopului propus s-au realizat următoarele obiective:

1. Înfiinţarea câmpului experimental de combinaţii altoi-portaltoi cu grade diferite de compatibilitate. 

Experimentele realizate in vivo s-au efectuat în S.D.E. „V. Adamachi” fiind organizate pe 2 parcele. 
Pe prima parcelă în toamna anului 2007 s-au plantat portaltoi de Cydonia oblonga şi Pyrus sativa la distanţa de 90/20 cm pe care în august 2008 s-au altoit cu mugure dormind soiurile de păr Untoasă Bosc, Curé, Willams şi Contesa de Paris.  

Pe a doua parcelă, experimentele au fost iniţiate în toamna anului 2008, când s-au plantat de Prunus domestica şi Prunus cerasifera, pe care s-au altoit în august 2009, prin aceeaşi tehnică, soiurile (Stanley, Centenar, Tuleu timpuriu şi Gras ameliorat).

Materialul săditor aparţine fondului de germoplasmă a Facultăţii de Horticultură. 

Observaţiile şi determinările s-au efectuat ulterior, pe parcursul perioadei de vegetaţie în câmpul II a şcolii de pomi şi au cuprins aspecte de comportament vegetativ (lungimea altoiului, diametrul altoiului, al portaltoiului la colet, al punctului de altoire) şi indicatori biochimici (conţinutul de pigmenţi asimilatori, cantitatea de azot total, activitatea catalazei şi a peroxidazei şi conţinutul în glucide solubile).

Valorile biometrice s-au obţinut prin măsurători periodice în câmp, iar determinările biochimice au fost realizate din probe recoltate din zona portaltoiului (la 2 cm sub punctul de altoire), a punctului de altoire, a altoiului (la 2 cm deasupra punctului de altoire) şi din frunze. 
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Fig 1 Infiintarea campului experimental cu soiuri de par altoite pe par franc si gutui

2. Realizarea de combinaţii altoi-portaltoi in vitro
Tehnicile de cultivare a ţesuturilor vegetale in vitro oferă multiple avantaje în cadrul programelor experimentale prin faptul că furnizează un material biologic uniform, într-un timp scurt, obţinut în condiţii controlate. Numeroase probleme legate de studiul incompatibilităţii altoi-portaltoi au putut fi rezolvate utilizând tehnica microaltoirii in vitro (Joley et Opitz, 1971 ; AI-Barazi et Schwabe, 1982 ; Sheibani et Villiers, 1995). 
În cadrul acestui obiectiv ne-am propus realizarea in vitro a unui material biologic format prin combinarea unor soiuri de păr cu diferite grade de compatibilitate cu gutuiul. Experimentele realizate in vitro au fost iniţiate pornind de la acelaşi material biologic care a fost utilizat şi în cadrul experienţelor in vivo. Pentru ambele specii luate în studiu s-au realizat experimente privind microaltoirea in vitro a soiurilor pe cei doi portaltoi şi co-cultura de calus ale altoiului si portaltoiului

Microaltoirea in vitro

Portaltoii au fost obţinuţi prin germinarea aseptică a seminţelor. Acestea au fost sterilizate chimic utilizând etanol 80% timp de 5 min şi hipoclorit de sodiu 5% timp de 20 min,  după care s-au spălat de 3 ori cu apă distilată sterilă. Germinarea s-a realizat atât pe hârtie de filtru îmbibată cu apă distilată sterilă cât şi pe diferite medii agarizate în regim diferit de lumină. 
Plantulele astfel obţinute s-au decapitat în condiţii sterile până la 2 cm de la colet şi s-au utilizat ca portaltoi. Pentru stabilirea condiţiilor optime de germinare a seminţelor s-au testat diferite variante de lucru: timpi diferiţi de stratificare, scarificarea seminţelor înainte de germinare, utilizarea embrionilor imaturi ca material de pornire pentru obţinerea de portaltoi, germinarea seminţelor pe hârtie de filtru şi pe diferite variante de mediu agarizat, fără fitohormoni şi cu adaos de citokinine şi gibereline. 
În concluzie s-a stabilit ca pentru portaltoii de Cydonia oblonga sterilizarea seminţelor împiedică germinarea acestora, singura modalitate de a obţine portaltoi fiind utilizarea embrionilor imaturi, extraşi din seminţe sterilizate cu hipoclorit de sodiu 5% timp de 20 min, şi plasaţi pe mediul de cultură MS cu ½ macro şi microelemente suplimentat cu 1 mg/l BAP şi 0.5mg/l GA3. Prin această modalitate se pot obţine portaltoii în 4 săptămâni de la iniţierea experimentului (fig.2 A). 
Ca şi altoi s-au utilizat lăstari produşi in vitro pornind de la meristeme apicale în stare activă sau de repaos fiziologic, care au fost sterilizate prin scufundare în etanol 70% pentru câteva secunde şi în soluţie de hipoclorit de sodiu 5 % pentru 15 minute. După sterilizare explantele au fost plasate pe mediul de cultură MS, WP şi G cu diverse balanţe hormonale şi menţinute timp de o lună.
Reacţia morfogenetică a explantelor a depins atât de mediul de cultură utilizat cât şi de balanţa fitohormonală a mediului. Astfel s-a constatat că citokininele sunt un factor limitativ în cazul regenerării lăstarilor la plantele lemnoase. Dintre citokininele studiate cea mai mare rată de regenerare a lăstarilor in vitro la toate soiurile luate în studiu a demonstrat-o BAP; totuşi combinaţia de auxine şi citokinine a dat rezultate satisfăcătoare la Cydonia oblonga. Rezultatele obţinute au arătat faptul că cea mai mare reacţie morfogenetică (în sensul procentului cel mai mare de explante care au germinat, lăstari, dar şi a numărului maxim de lăstari/explant (Fig. 2 C))  s-a obţinut pe mediul MS suplimentat cu 1mg/l 2,4D+1mg/l K+5mg/l AIA, iar variantele de cu raport egal auxine/citokinine nu favorizează obţinerea de lăstari, în schimb au determinat un proces intens de proliferare celulară (Fig. 2 E).

 Din lăstarii obţinuţi s-au recoltat microaltoi cu dimensiuni de 3-15 mm care au fost utilizaţi pentru microaltoire. 

Plăntuţele microaltoite au fost ulterior menţinute în condiţii de cultură in vitro pe diferite tipuri de medii. Procesul de sudare s-a realizat în parametri optimi inclusiv pe mediile fără fitohormoni, dar rezultate foarte bune s-au obţinut atunci când plantele microaltoite au fost menţinute timp de o săptămână la lumină slabă şi umiditate şi temperatură mai ridicate, iar ulterior intensitatea luminii a fost crescută până la cea optimă pentru specia respectivă. 

Transferul în sol:

După 10-12 săptămâni de menţinere a plantelor obţinute în condiţii de cultivare in vitro sudarea punctului de altoire a fost completă şi plăntuţele au fost transferate în mediul extern, cu toate precauţiile utilizate în cazul transferării oricărui tip de plante obţinute prin micropropagare. 
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Fig. 2 Procesul de microaltoire in vitro la specia Pyrus 
A –obtinerea portaltoilor dinn seminte germinate aseptic, B-inducerea organogenezei din meristeme laterale, C- organogeneza somatica, D- decapitarea portaltoilor, E –calus embriogen, F-microaltoirea in vitro, G- planta microaltoita pregatita pentru aclimatizare ex vitro
Co-cultura de calus s-a realizat prin secţionarea şi plasarea în strânsă apropiere a suprafeţelor excizate de calus de la 2 taxoni diferiţi: al altoiului şi al portaltoiului. Calusul a fost obţinut pornind de la meristeme nodale cultivate pe mediul de cultură MS cu raport egal de auxine/citokinine. 
S-au testat diferite auxine (2,4D şi AIA) şi citokinine (K şi BAP) în proporţii diferite, iar pentru estimarea cât mai exactă a rezultatelor s-au determinat: biomasa acumulată, rata acumulării zilnice a biomasei şi substanţa uscată. În urma analizei rezultatelor s-a constatat că pentru menţinerea proliferării celulare un timp cât mai îndelungat cultura de calus trebuie să îndeplinească următoarele condiţii: să se acumuleze o cantitate mare de biomasă, dar cu o rată de acumulare cât mai constantă şi să aibă o umiditate cât mai mare (în caz contrar calusul are tendinţa de rediferenţiere). 
Acest tip de calus s-a obţinut pe medii de cultură suplimentate cu K  şi 2.4 D. Adaosul de AIA la mediul de cultură conduce la creşterea procentului de substanţă uscată, în schimb, BAP determină o acumulare mare de biomasă în prima săptămână de cultură, dar rata acumulării zilnice scade simţitor pe parcursul menţinerii culturii pe aceeaşi formula de mediu. 
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Studii anatomo-morfologice ale combinaţiilor altoi-portaltoi cu grade diferite de compatibilitate obţinute in vivo  şi in vitro
Una dintre teoriile privind cauzele apariţiei fenomenului de incompatibilitate sugerează faptul că acesta ar fi generat de diferenţele dintre dimensiunea vaselor conducătoare 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 punctul 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, după care s-a  secţionat cu microtomul, s-a javalizat şi dublu colorat cu roşu de ruteniu şi albastru de metilen. 
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Fig. 4 Aspecte anatomice ale simptomelor de incompatibilitate la altoire (de la stânga la dreapta: suberificarea şi necroza ţesutului cambial la combinaţia Willams /C oblonga; invaginarea scoarţei între ţesuturile altoiului şi ale portaltoiului la combinaţia Contesa de Paris/ C. oblonga şi sudare reuşită la combinaţia Curé /C. oblonga
La combinaţiile incompatibile s-au constatat discontinuităţi ale lemnului, staturi de ţesut parenchimatic nediferenţiat între altoi şi portaltoi, iar în unele cazuri straturi de ţesut parenchimatic suberificat şi necrozat. La combinaţiile compatibile, Cure / Cydonia oblonga zona de concreştere dintre altoi şi portaltoi a avut o dezvoltare satisfăcătoare, cu ţesut lemnos diferenţiat complet, dar cu devieri de la structura radiară a amplasării vaselor xilemice datorate procesului de altoire. 
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Fig.5 Diametrul vaselor xilemice în altoi şi portaltoi la Contesa de Paris altoit pe gutui

Din datele prezentate in tabelul 1 se poate observa faptul ca la toate combinaţiile studiate diametrul vaselor portaltoiului a fost semnificativ mai mic decât al altoiului. Singura excepţie o constituie soiul triumf la care vasele xilemului au avut un diametru mai mic în altoi decât 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 diferenţele constatate la combinaţiile compatibile. Se poate concluziona faptul că pentru specia păr diferenţa dintre diametrul vaselor conducătoare poate fi considerat un marcher anatomic pentru fenomenul de incompatibilitate. 
Tabelul 1  
Dimensiunile vaselor conducătoare la nivelul altoiului, portaltoiului şi al punctului de altoire la unele soiuri de păr altoite pe gutui
	Soi
	Diametru

	
	Altoi
	Portaltoi
	Punct de altoire

	Curé
	7.04±0.42
	7.43±0.51
	7.99±0.87

	Contesa de Paris
	8.70±0.61
	6.33±0.36
	6.89±0.33

	Untoasă bosc
	5.38±0.24
	7.41±0.73
	6.61±0.59

	Willams
	8.21±0.84
	7.11±0.22
	7.68±0.41


3. Monitorizarea unor indicatori fiziologici şi biochimici implicaţi în procesele de regenerare tisulară in vivo şi in vitro la soiuri de păr cu grad de compatibilitate diferită cu gutuiul în vederea selectării unor potenţiali marcheri pentru evidenţierea timpurie a incompatibilităţii. 

Interacţiunea celor două componente la pomi exercită repercusiuni semnificative asupra manifestării proceselor fiziologice, dar în acelaşi timp, în condiţii de stres, plantele superioare sunt capabile să manifeste un complex întreg de reacţii mediate de substanţe chimice.  Deosebit de sensibile la factorii de stres sunt enzimele implicate în procesul respirator, precum şi o serie întreagă de metaboliţi secundari de tipul alcaloizilor, polifenolilor, carotenoizilor etc.  Din acest motiv, în cadrul acestui obiectiv s-au  determinat indici fiziologici (conţinut de pigmenţi asimilatori şi densitatea stomatelor per mm2 de limb foliar) şi biochimici (activitatea enzimatică, conţinutul de proteine, fenoli, glucide)  la soiuri de păr din câmpul II al şcolii de pomi şi produşi prin microaltoire in vitro, în scopul selectării unor marcheri de natură fiziologică a gradului de afinitate altoi portaltoi. 
De asemenea, rezultatele obţinute prin efectuarea acestor determinări, atât asupra materialului biologic obţinut in vivo, cât şi in vitro, pot fi  utilizate pentru determinarea gradului de similaritate a proceselor de dediferenţiere in vivo şi in vitro, în scopul verificării posibilităţii de extrapolare a datelor obţinute în cadrul modelelor biologice in vitro la plantele cultivate în condiţii normale. 

Analizând rezultatele obţinute, se poate observa faptul că, structura aparatului foliar la pomii obţinuţi prin microaltoirea in vitro este mai puţin definitivată decât în cazul pomilor altoiţi în câmp, astfel încât frunzele plantelor produse in vitro au un conţinut total de pigmenţi asimilatori mai mic, dar în acelaşi timp cu o densitate a stomatelor mai mare pe mm2 de frunză, decât a celor produşi in vivo. De asemenea, se poate observa o activitate enzimatică mai mare şi un conţinut sporit de proteine totale la plantele microaltoite, dar un conţinut mai mic de glucide şi polifenoli. Aceste date se pot pune pe seama unei intensităţi fotosintetice mai scăzute şi o intensitate mai mică a metabolismului secundar. 
Pe de altă parte, variaţia conţinutului de glucide, proteine şi polifenoli în altoi, portaltoi şi punctul de altoire, respectă aceleaşi tendinţe atât la plantele altoite in vivo, cât şi la cele microaltoite in vitro, astfel încât fenomenele legate de regenerarea ţesuturilor la locul de altoire sunt similare la ambele modele biologice. 
În concluzie, cu toate că gradul de maturare a ţesuturilor şi ritmul de creştere şi dezvoltare a plantelor altoite in vivo si in vitro prezintă diferenţe, totuşi, plantele altoite in vitro parcurg aceleaşi faze de dezvoltare, iar similaritatea proceselor fiziologice şi biochimice ne îndreptăţeşte să considerăm modelul vegetal produs in vitro utilizabil pentru studiul fenomenului de incompatibilitate. 
Tabelul 2 
Dinamica unor parametri fiziologici şi biochimici la soiuri de păr cu grad de afinitate diferit pentru gutui altoite in vivo şi in vitro
	
	Total pigm. (mg/g s.p)
	Stomate/mm2
	Activ
peroxidaza
	Total

Proteine
(mg/g s.p)
	Cont. Glucide (mg/g s.p)
	Total polifenoli (mg/g s.p)

	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


6. Sinteza datelor referitoare la asociaţiile altoi-portaltoi de tip păr-gutui, elucidarea unor cauze  ale complexului sistem ce stă la baza graduării compatibilităţii şi testarea tehnicilor elaborate asupra altor specii de pomi (prun şi cais). 

Sintetizând date prezentate la obiectivul anterior se poate concluziona faptul că dintre indicatorii fiziologici studiaţi, doar raportul dintre vasele xilemice poate fi corelat cu un grad satisfăcător de siguranţă cu fenomenul de incompatibilitate, celelalte caractere prezintă variaţii neconcludente din punct de vedere statistic. În schimb pentru combinaţiile Pyrus/Cydonia posibili marcheri biochimici pot fi: activitatea peroxidazei, conţinutul de glucide reducătoare, conţinutul de proteine solubile şi conţinutul total de polifenoli.
Rezultatele obţinute la specia Pyrus ne-au îndreptăţit să considerăm utilă extinderea experimenţelor în anul următor asupra altor specii de pomi şi anume asupra prunului, în vederea verificării validităţii acestora în cadrul altor combinaţii genotipice altoite. 

Pentru realizarea acestui obiectiv s-au selectat cate 4 soiuri  soiuri de prun (Stanley, Tuleu timpuriu, Gras ameliorat şi Centenar) cu grad de afinitate diferit pentru corcoduş care s-au altoit în luna august prin tehnica chip-budding  pe portaltoi de Prunus cerasifera şi  portaltoi franc Renclod verde.  
S-au aplicat tehnologia şi lucrările de întreţinere standard pentru câmpul I, monitorizându-se totodată şi starea fitosanitară a pomilor, procentul de prindere la altoire şi s-au recoltat probe pentru analizele anatomo-morfologice din zona punctului de altoire. 

În paralel s-a încercat stabilirea unui protocol de obţinere a combinaţiilor genotipice altoite prin tehnica micropropagării in vitro. În acest scop, mugurii axilari dorminzi de la cele 4 soiuri de prun au fost sterilizaţi 2 min în etanol 70 % şi 25 min în hipoclorit de sodiu 1 %, după care au fost spălaţi de trei ori cu apă distilată sterilă. Meristemul apical a fost excizat la microscop şi transferat pe mediul de cultură. 

S-au testat 4 medii de cultură pentru meristemele apicale: MS. WP. B5 şi MS ½ fiecare mediu a fost suplimentat cu 3% sucroză, 0.7% agar şi 1 mg/l BAP. Mediul a fost repartizat în eprubete câte 10 ml în fiecare şi  autoclavat 20 min la 121 oC. În fiecare eprubetă a fost plasat câte un explant. După 30 de zile de cultură s-a apreciat rata de supravieţuire a explantelor şi lungimea lăstarului. 
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Fig 6 Etapele procesului de microaltoire la specia Prunus
A-obtinerea portaltoilor,B- Organogeneza, C- dezvoltarea lastarilor, D- planta microaltoita

Mediul MS a fost suplimentat cu diferite tipuri de citokinine: BAP, zeatină şi kinetină, în concentraţii de 0,5; 1; 1,5 şi 2 mg/l. Pentru fiecare tip de mediu s-au utilizat 15 explante. După 30 de zile de cultură s-a estimat rata de supravieţuire şi lungimea lăstarilor. 


S-a constatat faptul că pe mediul de cultura WP rata de supravieţuire a explantelor a fost 100%. Mediul MS a provocat necroza şi vitrificarea lăstarilor după câteva subcultivări . Se pare ca acest mediu prin conţinutul său mare de azot nu favorizează apariţia lăstarilor
Tabelul 3
Influenta mediului de cultura asopra răspunsului morfogenetic la soiul Tuleu timpuriu
	Nr. crt.
	Mediul de baza
	Rata de supravietuire (%)
	Lungime lastar (mm)

	1
	WP +0.5 mg/l AIA+1 mg/l BAP
	100
	9.9±0.51

	2
	MS+0.5 mg/l AIA+1 mg/l BAP
	66
	4.7±0.23

	3
	1/2MS+0.5 mg/l AIA+1 mg/l BAP
	86
	4.4±0.12

	4
	B5+0.5 mg/l AIA+1 mg/l BAP
	93
	3.1±0.24

	5
	½ MS + 1mg/lBA
	100
	9.9±0.31

	6
	½ MS + 1mg/lBAP
	100
	6.6±0.35

	7
	½ MS + 1mg/lK
	80
	2.7±0.56

	8
	½ MS + 1mg/lZEA
	93
	4.6±0.21


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. 

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

BAP si zeatina au avut cel mai pronuntat efect asupra proliferarii lastarilor
Tabelul 4

Influenţa citochininelor asupra procesului de inducere a lastarilor la specia Prunus sp.(Centenar)
	
	Citokinina
	Concentratia(mg/l)
	numarul de lastari
	Lung. Last (mm)

	1
	BAP
	0.5

1

2
	3.1±0.11
6.3±0.24
4.5±0.32
	7.7±1.11
6.7±0.98
5.9±0.54

	2
	K
	0.5

1

2
	1.3±0.05
1.4±0.11
1.1±0.24
	11.3±1.14
13.8±1.21
26.3±1.84

	3
	ZEA
	0.5

1

2
	1.7±0.81
2.1±0.21
1.9±0.18
	18.2±1.27
15.7±1.43
11.6±1.44


Experimentele efectuate au arătat că pe parcursul dezvoltării lăstarilor există diferite stadii care necesită condiţii de cultură şi în special balanţă fitohormonală diferită. În primul stadiu, cel de iniţiere a culturii de meristeme apicale formarea noilor muguri are loc sub influenţa citokininelor. Însă de foarte puţine ori citokininele endogene sunt suficiente pentru iniţierea acestui proces. În acest caz suplimentarea mediului cu concentraţii relativ mici de citokinine este obligatorie. Adaosul de auxine, în special atunci când se utilizează explante de dimensiuni mari, nu este obligatoriu în acest stadiu deoarece apexurile caulinare sunt unul dintre cele mai importante sedii ale biosintezei auxinelor, astfel încât explantele nu duc lipsă de acest tip de fitohormoni. În cazul adăugării acestora se recomandă utilizarea unor auxine mai slabe, gen AIA sau AIB şi nu 2.4 D şi în concentraţii scăzute de până la 1 mg/l. 
În următorul stadiu de dezvoltare scopul este proliferarea lăstarilor existenţi şi generarea unui număr cât mai mare de muguri adventivi. Acest scop se realizează printr-un aport crescut de citokinine în mediul de cultură, care diminuează dominanţa apicală şi stimulează apariţia mugurilor adventivi. Totuşi după cum se poate vedea din tab 5, creşterea concentraţiei de citokinine peste un anumit prag, de obicei peste limita de 1 mg/l, în cazul speciilor studiate conduce la diminuarea numărului de lăstari generaţi. 

Şi la acesta combinaţie de specii s-a reuşit procesul de microaltoire şi aclimatizarea ulterioară a plantelor microaltoite la condiţii ex-vitro de cultură. 

În anul următor s-au efectuat determinări ale indicatorilor fizio-biochimici selectaţi în urma cercetărilor întreprinse la specia păr, la combinaţii de prun şi corcoduş cu grade de afinitate diferite produse in vivo şi in vitro. 

Spre deosebire de situaţia constatată la specia Pyrus, raportul dintre diametrul vaselor lemnoase din altoi şi portaltoi la prun nu prezintă un coeficient  de corelare concludent din punct de vedere statistic cu gradul de compatibilitate a partenerilor le altoire. Se constată diferenţe foarte mari între diametrul altoiului şi al portaltoiului atât la combinaţiile compatibile cât şi la cele incompatibile. 

Tabelul5  
Dimensiunile vaselor conducătoare la nivelul altoiului, portaltoiului şi a punctului de altoire la soiuri de prun altoite pe corcoduş
	Soi
	Diametru

	
	Altoi
	Portaltoi
	Punct de altoire

	Stanley
	10,54±0.58
	6,23±0.42
	8,59±0.14

	Tuleu timpuriu
	9,81±0.37
	6,34±0.85
	9,89±0.63

	Gras ameliorat
	9,64±0.52
	6,14±0.44
	10,18±0.88

	Centenar
	11,21±0.87
	6,82±0.39
	9,72±0.52


Activitatea peroxidazelor a fost mai mare în cazul plantelor microaltoite decât a celor produse in vivo, dar dinamica acestor valori la diferite nivele ale tulpinii a respectat în general aceleaşi tendinţe. Interesant de remarcat este activitatea neobişnuit de mare  a peroxidazelor la soiul Centenar altoit in vivo şi de asemenea, o activitate crescută la punctul de altoire la soiul Gras ameliorat, care a fost oarecum asemănătoare cu cea a proteinelor. 
Contrar aşteptărilor conţinutul de polifenoli a fost relativ scăzut atât la plantele altoite in vivo cât şi in vitro. Activitatea peroxidazică sporită nu a fost însoţită şi de o creştere a conţinutului de polifenoli, cu excepţia soiului Centenar, la care toţi parametrii studiaţi au avut valorile cele mai mari. 
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În concluzie, dintre indicatorii biochimici marcheri potenţiali ai procesului de incompatibilitate în cazul soiurilor de prun au putut fi evidenţiaţi doar activitatea peroxidazelor şi conţinutul de proteine solubile. Conţinutul total de polifenoli a avut aceleaşi variaţii atât la soiurile cu afinitate bună cu corcoduşul cât şi la cele cu afinitate scăzută. Totuşi, aceste rezultate, deşi au o aplicaţie practică, nu elucidează în totalitate mecanismul prin care cei doi parteneri se resping reciproc. Pentru elucidarea acestuia ar fi necesare investigaţii ale acestui fenomen la nivel molecular, urmărind determinarea patternului polipeptidic şi a expresiei genelor implicate în procesul de rediferenţiere celulară. 
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Fig. 7 Aspecte anatomo-morfologice ale sudarii altoiului cu portaltoiul la soiuri de prun cu diferite grade de afinitate cu corcodusul
In concluzie, dintre indicatorii biochimici marcheri potentiali ai procesului de incompatibilitate in cazul soiurilor de prun au putut fi evidentiati doar activitatea peroxidazelor si continutul de proteine solubile. Continutul total de polifenoli a avut aceleasi variatii atat la soiurile cu afinitate buna cu corcodusul cat si la cele cu afinitate scazuta. Totusi, aceste rezultate, desi au o aplicatie practica, nu elucideaza in tottalitate mecanismul prin care cei doi parteneri se resping reciproc. Pentru elucidarea acestuia ar fi necesare inestigatii ale acestui fenomen la nivel molecular, urmarind determinarea patternului polipeptidic si  a epresiei genelor implicate in procesul de rediferentiere celulara. 
� EMBED CorelDRAW.Graphic.12  ���





� EMBED CorelDRAW.Graphic.12  ���





A





B





C





D





E





F





G





A





B





C





D








[image: image38.jpg]


[image: image39.jpg]


[image: image40.png]


[image: image41.png]


[image: image42.png]


[image: image43.jpg]


[image: image44.jpg]


[image: image45.jpg]


[image: image46.jpg]


[image: image47.jpg]


_1353166274.xls
Diagramă1

		Altoi
Stanley		Altoi
Stanley

		Portaltoi		Portaltoi

		P. altoire		P. altoire

		Altoi
Tuleu timpuriu		Altoi
Tuleu timpuriu

		Portaltoi		Portaltoi

		P. altoire		P. altoire

		Altoi
Gras ameliorat		Altoi
Gras ameliorat

		Portaltoi		Portaltoi

		P. altoire		P. altoire

		Altoi
Centenar		Altoi
Centenar

		Portaltoi		Portaltoi

		P. altoire		P. altoire



in vivo

in vitro

U.P.

Activitatea peroxidazelor la soiuri de prun cu grad de compatibilitate diferit cu corcoduşul

0.65

1.78

0.31

1.62

0.63

1.58

0.64

1.48

0.52

1.36

0.28

1.57

0.78

1.47

0.29

1.68

0.45

1.69

1.17

1.85

0.87

1.34

0.83

1.22



Foaie1

				Act.								Total								Cont. glucide						Total polifenoli

				Peroxidaza(U.P)								Proteine(mg/g )								mg/g  s.p.

				In vivo		In vitro						In vivo						In vitro		In vivo		In vitro				In vivo						In vitro

		Stanley

		Altoi		0.5				1.78		58.1				32.5						0.73		0.66				74.52		34.2

		Portaltoi		0.1				1.62		42.5				13.8						0.74		0.52				74.67		21.4

		p. altoire		0.23				1.58		57.5				38.4						0.87		0.56				81.98		22.7

		Tuleu timpuriu

		Altoi		0.14				1.48		33.8				75.4						0.8				0.77		102.22				25.4

		Portaltoi		0.52				1.36		28.4				82.8						0.54				0.47		65.27				36.4

		p. altoire		0.28				1.57		49.5				79.3						0.81				0.24		176.86				33.1

		Gras ameliorat

		Altoi		0.78				1.47		66.2				73.4						0.75				0.66		96.05				37.9

		Portaltoi		0.29				1.68		67.1				65						0.81				0.54		62.57				25.6

		p. altoire		0.45				1.69		52.4				88.4						1.26				0.78		134.43				33.4

		Centenar

		Altoi		1.17				1.85		81.5						90.6				1.72				0.89		100.44				31.2

		Portaltoi		0.87				1.34		68.4						76.6				1.03				0.67		52.87				27.6

		p. altoire		0.83				1.22		59.6						70.3				1.48				0.77		153.73				22.5
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Foaie1

				Act.								Total								Cont. glucide						Total polifenoli

				Peroxidaza(U.P)								Proteine(mg/g )								mg/g  s.p.

				In vivo		In vitro						In vivo						In vitro		In vivo		In vitro				In vivo						In vitro

		Stanley

		Altoi		0.5				1.78		58.1				32.5						0.73		0.66				74.52		34.2

		Portaltoi		0.1				1.62		42.5				13.8						0.74		0.52				74.67		21.4

		p. altoire		0.23				1.58		57.5				38.4						0.87		0.56				81.98		22.7

		Tuleu timpuriu

		Altoi		0.14				1.48		33.8				75.4						0.8				0.77		102.22				25.4

		Portaltoi		0.52				1.36		28.4				82.8						0.54				0.47		65.27				36.4

		p. altoire		0.28				1.57		49.5				79.3						0.81				0.24		176.86				33.1

		Gras ameliorat

		Altoi		0.78				1.47		66.2				73.4						0.75				0.66		96.05				37.9

		Portaltoi		0.29				1.68		67.1				65						0.81				0.54		62.57				25.6

		p. altoire		0.45				1.69		52.4				88.4						1.26				0.78		134.43				33.4

		Centenar

		Altoi		1.17				1.85		81.5						90.6				1.72				0.89		100.44				31.2

		Portaltoi		0.87				1.34		68.4						76.6				1.03				0.67		52.87				27.6

		p. altoire		0.83				1.22		59.6						70.3				1.48				0.77		153.73				22.5

								in vivo		in vitro

				Stanley		Altoi		0.73		0.66

						Portaltoi		0.74		0.52

						P. altoire		0.87		0.56

				Tuleu timpuriu		Altoi		0.8		0.77

						Portaltoi		0.54		0.47

						P. altoire		0.81		0.24

				Gras ameliorat		Altoi		0.75		0.66

						Portaltoi		0.81		0.54

						P. altoire		1.26		0.78

				Centenar		Altoi		1.72		0.89

						Portaltoi		1.03		0.67

						P. altoire		1.48		0.77





Foaie1

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0



in vivo

in vitro

U.P.

activitatea peroxidazelorla soiuri de prun cu grad de compatibilitate diferit cu corcodusul



Foaie2

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0



in vivo

in vitro

mg/g s.p.

continutul de proteine solubile la soiuri de prun cu grad de afinitate diferit cu corcodusul altoite in vivo si in vitro



Foaie3

		Altoi
Stanley		Altoi
Stanley

		Portaltoi		Portaltoi

		P. altoire		P. altoire

		Altoi
Tuleu timpuriu		Altoi
Tuleu timpuriu

		Portaltoi		Portaltoi

		P. altoire		P. altoire

		Altoi
Gras ameliorat		Altoi
Gras ameliorat

		Portaltoi		Portaltoi

		P. altoire		P. altoire

		Altoi
Centenar		Altoi
Centenar

		Portaltoi		Portaltoi

		P. altoire		P. altoire



in vivo

in vitro

mg/gs.p.

continutul de polifenoli la soiuri de prun cu grad de afinitate diferit cu corcodusul altoite in vivo si in vitro

0.73

0.66

0.74

0.52

0.87

0.56

0.8

0.77

0.54

0.47

0.81

0.24

0.75

0.66

0.81

0.54

1.26

0.78

1.72

0.89

1.03

0.67

1.48

0.77



		





		






_1313507140.unknown

_1353166273.xls
Diagramă3

		Altoi
Stanley		Altoi
Stanley

		Portaltoi		Portaltoi

		P. altoire		P. altoire

		Altoi
Tuleu timpuriu		Altoi
Tuleu timpuriu

		Portaltoi		Portaltoi

		P. altoire		P. altoire

		Altoi
Gras ameliorat		Altoi
Gras ameliorat

		Portaltoi		Portaltoi

		P. altoire		P. altoire

		Altoi
Centenar		Altoi
Centenar

		Portaltoi		Portaltoi

		P. altoire		P. altoire



in vivo

in vitro

mg/g s.p.

Conţinutul de proteine solubile la soiuri de prun cu grad de afinitate diferit cu corcoduşul altoite in vivo şi in vitro

58.1

62.5

42.5

53.8

57.5

68.4

33.8

75.4

28.4

62.8

49.5

79.3

66.2

73.4

67.1

65

52.4

88.4

81.5

90.6

68.4

76.6

59.6

70.3



Foaie1

				Act.								Total								Cont. glucide						Total polifenoli

				Peroxidaza(U.P)								Proteine(mg/g )								mg/g  s.p.

				In vivo		In vitro						In vivo						In vitro		In vivo		In vitro				In vivo						In vitro

		Stanley

		Altoi		0.5				1.78		58.1				32.5						0.73		0.66				74.52		34.2

		Portaltoi		0.1				1.62		42.5				13.8						0.74		0.52				74.67		21.4

		p. altoire		0.23				1.58		57.5				38.4						0.87		0.56				81.98		22.7

		Tuleu timpuriu

		Altoi		0.14				1.48		33.8				75.4						0.8				0.77		102.22				25.4

		Portaltoi		0.52				1.36		28.4				82.8						0.54				0.47		65.27				36.4

		p. altoire		0.28				1.57		49.5				79.3						0.81				0.24		176.86				33.1

		Gras ameliorat

		Altoi		0.78				1.47		66.2				73.4						0.75				0.66		96.05				37.9

		Portaltoi		0.29				1.68		67.1				65						0.81				0.54		62.57				25.6

		p. altoire		0.45				1.69		52.4				88.4						1.26				0.78		134.43				33.4

		Centenar

		Altoi		1.17				1.85		81.5						90.6				1.72				0.89		100.44				31.2

		Portaltoi		0.87				1.34		68.4						76.6				1.03				0.67		52.87				27.6

		p. altoire		0.83				1.22		59.6						70.3				1.48				0.77		153.73				22.5
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