SINTEZA LUCRARII

Planta altoită, în dezvoltarea sa, suferă o serie de modificări de ordin anatomic, fiziologic şi biochimic. După altoire, are loc un proces de sudare în care pe suprafeţele rănite ale altoiului şi  portaltoiului se dezvoltă un ţesut parenchimatic nediferenţiat –calusul, care tinde să acopere atât suprafeţele ce vin în contact, cât si spatiile libere dintre ele. Urmează procesul de vascularizare în care din celulele meristematice se diferenţiază ţesuturi conducătoare (xilem şi floem) noi, ca urmare se restabileşte capacitatea de conducere a sevei brute şi a celei elaborate între cei doi parteneri, care acum pot fi numiţi simbionţi. 

Sudarea şi vascularizarea rapidă la locul de altoire denotă existenţa compatibilităţii celor doi parteneri. Dacă partenerii sunt incompatibili între cele două suprafeţe se formează un strat de cambiu şi felogen, iar mai târziu şi de suber, care cicatrizează suprafeţele rănite, izolând reciproc partenerii, iar sudarea şi  vascularizarea nu mai are loc. Între cele două cazuri extreme există numeroase situaţii în care iniţial are loc un proces de prindere, dar în timp noul individ manifestă un grad scăzut de compatibilitate care se manifestă prin diferite simptome: lipsa prinderii la altoire, umflături şi îngroşări inegale la punctul de altoire, creşteri vegetative slabe, procent mic de prindere la altoire, sudură slabă la punctul de altoire, fapt ce determină uscarea prematură şi desprinderi sau dezbinări în acest loc. Pe lângă acestea, mai sunt şi simptoame interne ale lipsei de afinitate cum ar fi: prezenţa parenchimului nediferenţiat la linia de sudură, deformarea ţesuturilor vasculare, distorsiuni, discontinuitatea lemnului şi scoarţei, formarea punţilor lemnoase, distribuţia anormală a amidonului, etc. 

In mod obişnuit, incompatibilitatea la altoire se poate depista in momentul manifestării simptomelor externe (Hartmann et al. 1997)  sau a unor anomalii anatomice manifestate după altoire. Timpul necesar apariţiei simptomelor este de obicei foarte lung, astfel incit in unele cazuri pot trece ani fără ca pomul sa manifeste un simptom vizibil. In plus simptomele anatomice, manifestate in stadii timpurii de dezvoltare a pomilor, nu întotdeauna pot fi asociate clar cu fenomenul de incompatibilitate (Andrews and Marguez, 1993). Astfel, elaborarea unor metode certe de depistare, a priori, a combinaţiilor incompatibile este o modalitate de eliminare a pierderilor economice in practica pomicola. 

Desi este clar ca fenomenul de incompatibilitate este determinat de diferentele genetice a celor doi parteneri, mecansmul intim prin care are  loc fenomenul de respingere nu a fost elucidat pana in prezent. S-au emis câteva ipoteze care sa explice cauzele apariţiei acestui fenomen prin prisma creşterii si dezvoltării simbionţilor, diferenţelor fiziologice si biochimice dintre altoi si portaltoi, limitării hidrice la punctul de altoire Kolb si  Sperry (1999) si  Hacke et al. (2000). dar niciuna dintre ele nu este pe deplin argumentata si nu este susţinuta prin dovezi experimentale concludente.
 Cercetările exprimentale au arătat ca manipulările artificiale generate de procesul de altoire asupra organismelor vegetale au repercusiuni negative asupra conductibilităţii hidrice (Sperryet al., 1993; Saliendra et al., 1995), limitează rata transpiraţiei (Sperry and Pokman, 1993) si asimilarea carbonului (Hubbard et al., 2001). Anumiţi portaltoi pot influenta semnificativ  rata de creştere a pomilor altoiti (Rogers and Beakbane, 1957;Lockard and Schneider, 1981; Webster, 1995) prin diverse mecanisme cum ar fi : influenta asupra balanţei hormonale (Kamboj et al., 1999), a nutriţiei minerale (Jones, 1971) si a regimului hidric (Olien and Lakso, 1986). 

. 
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, fac ca cercetările in acest domeniu sa necesite un timp îndelungat. 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. 
Teoretic, celulele oricărui ţesut, în condiţii optime, datorită totipotenţei celulare pot regenera plante întregi. Cultivarea in vitro presupune detaşarea unor fragmente tisulare de complexul de factori care acţionează în ipostaza lor integrată. Dar simpla lor izolare nu este suficientă pentru a declanşa diviziunea şi apoi proliferarea celulară (comportamentul meristematic). Pentru aceasta, celulele explantelor, inoculate pe medii aseptice, trebuie să parcurgă un proces de conversie, respectiv, din celule specializate structural şi funcţional să treacă la starea de celule meristematice, apte de multiplicare. Această transformare poartă denumirea de dediferenţiere şi implică iniţierea la nivel celular a unor schimbări, care atrag după sine modificări de natură fiziologică, respectiv instalarea unui întreg ansamblu funcţional specific. Plasticitatea, deci capacitatea unui genotip de a se dezvolta diferit în funcţie de condiţiile pe care le are la dispoziţie, este deosebit de mare la ţesuturile vegetale, deoarece majoritatea celulelor nu sunt profund specializate (cum este cazul ţesuturilor animale), iar atunci când diferenţierea are loc, acest proces decurge treptat.

Pe parcursul dediferenţierii celulele nu se comportă ca nişte receptori pasivi de informaţie, ci ca nişte elemente modelatoare ale acesteia. Celulele, mai mult sau mai puţin specializate, se pot comporta, în condiţii speciale, ca şi celulele meristematice.

Cu toate că asamblarea într-un cadru organizat (ţesut, organ) suprimă manifestarea acestei proprietăţi, de îndată ce este eliberată de interrelaţiile respective, celula poate să decidă ce cale trebuie să urmeze pentru a restaura structurile anterioare. Tipul stimulatorilor de creştere (auxine, citochinine, gibereline) aflaţi în mediul de cultură, ca şi combinaţiile dintre ei, pot determina sensul creşterii şi diferenţierii, rezultând fie o masă de celule care proliferează anarhic, fie primordii de rădăcini, lăstari sau direct formaţiuni bipolare-embrioni somatici.

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 dediferenţiază 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. In plus disponibilitatea tot mai mare a altor tehnici de biotehnologie vegetala (marcheri biochimici, analiza ADN, biotransformarea ) completează aplicaţiile potenţiale ale culturilor de ţesuturi in vitro in tot mai multe domenii. 
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 intregi 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 plasarea in condiţii aseptice a unui fragment de altoi de dimensiuni milimetrice (0,8-3mm) pe un portaltoi produs in vivo sau in vitro. Planta obţinuta astfel poate fi cultivata ulterior in condiţii de cultivare in vitro, sau aclimatizata si cultivata in condiţii de mediu ex vitro. Deşi tehnica a fost experimentata pe numeroase specii de plante rezultatele obţinute pot fi parţial extrapolate asupra altor specii. Condiţiile optime de producere si cultivare ulterioara a  plantelor obţinute sunt specifice, astfel încât in literatura de specialitate sunt prezentate diverse modalităţi de sterilizare a explantelor, diferite  medii de cultura si balanţe hormonale utilizabile atat pentru producerea altoilor, cat si pentru menţinerea ulterioara in cultura a plantelor altoite. 
Totuşi, trecând peste diferenţele amintite se poate concluziona faptul ca tehnica microaltoirii presupune parcurgerea câtorva etape comune. 
Pregătirea portaltoilor:

De cele mai multe ori portaltoii sunt obţinuţi prin germinarea aseptica a semitelor. Acestea sunt sterilizate chimic utilizând simplu, sau in diverse combinaţii astfel de substanţe ca etanol 80%, hipoclorit de sodiu,  după care se spală de câteva ori cu apa distilata sterila. Germinarea poate avea loc atât pe hârtie de filtru îmbibata cu apa distilata sterila cat si pe diferite medii agarizate. Manipulările se realizează cu instrumente sterile in boxa cu flux laminar. De cele mai multe ori mediile de cultura utilizate pentru germinare sunt simple, fără adaos de sucroză sau fitohormoni, iar germinarea se realizează în camere de creştere in condiţii de temperatura optime pentru fiecare specie, de obicei de 25 oC, la întuneric. Plantulele astfel obţinute se decapitează in condiţii sterile fie pana la nivelul cotiledoanelor, fie pana la 2 cm de la colet, si se utilizează ca portaltoi. 
Pregătirea altoilor. 

Ca si altoi se pot utiliza lăstari recoltaţi de pe plante cultivate in vivo, cat si produşi in vitro prin diverse tehnici de micropropagare. In cazul altoilor produşi in vivo se recoltează meristeme apicale in stare activa sau de repaos fiziologic din care se obţin butaşi din meristeme nodale ca re sunt sterilizaţi prin scufundare in etanol 70% pentru câteva secunde  in soluţie de hipoclorit de sodiu 12 %   pentru 15 minute. După sterilizare butaşii sunt plasaţi pe un mediu de cultura care de regula este mediul MS cu diverse balanţe hormonale in funcţie de specia utilizata si menţinute timp de o luna. Din aceşti butaşi se recoltează microaltoi cu dimensiuni de 3-15 mm care vor fi utilizaţi pentru microaltoire. 
Tehnica de altoire:

Portaltoii decapitaţi sunt incizaţi longitudinal cu un bisturi steril iar in aceasta incizie se inserează microaltoiul care a fost decupat sub forma de V. Microaltoirea se poate realiza si lateral, in acest caz se efectuează o incizie sub un unghi de 45o pe portaltoiul decapitat (metoda Thimmappaiah) . 

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. 
Transferul in sol:

După 10-12 săptămâni de menţinere a plantelor obţinute in condiţii de cultivare in vitro sudarea punctului de altoire este completa si plăntuţele pot fi transferate in mediul extern, cu toate precauţiile utilizate in cazul transferării oricărui tip de plante obţinute prin micropropagare. 

Microaltoirea se poate realiza si in condiţii non- sterile. In acest caz se utilizează o tehnica similara dar nu in conditii de laboratot in boxa cu flux laminar, ci in sere. Pentru reducerea contaminării portaltoilor seminţele se sterilizează chimic in prealabil iar germinarea lor se poate realiza fie pe medii de cultura agarizate fara fitohormoni si sucroza, fie in substrat germinativ sterilizat in prealabil cu abur la 100oC. Microaltoirea se realizează in sera  cu instrumente sterile. 

Sintetizând datele din literatura de specialitate, pe parcursul anului 2008 ne-am propus efectuarea unor experimente prin care sa elaboram o tehnica optima de realizare a microaltoirii in vitro la soiuri de par cu grade diferite de compatibilitate cu gutuiul, utilizând atât microaltoirea apicala cat si laterala, cu microaltoi de diferite provenienţe, de diferite dimensiuni in conditii aseptice si non sterile. Se va urmări , de asemenea si stabilirea condiţiilor oprime de cultivare in vitro a plantutelor obţinute, cat si a termenilor optimi de transferare in sol. Pentru realizarea acestui scop, conform obiectivelor propuse  pentru aceasta perioada s-au stabilit metodele si tehnicile de cultivare in vitro si s-au achiziţionat echipamentele, instrumentarul si sticlăria de laborator, substanţele si reactivii necesari pentru prepararea mediilor de cultura. 
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. Numeroase studii întreprinse releva implicarea diferiţilor  compuşi chimici in procesul de prindere la altoire. Polifenolii au un rol important in formarea uniunii dintre partenerii la altoire prin implicarea lor in procesele de lignificare a ţesuturilor (Haslam, 1979). 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. Unul dintre fitohormonii implicaţi in fuziunea cu succes a partenerilor la altoire pot fi auxinele, deoarece sunt implicate in procesul de diferenţiere a ţesuturilor vasculare (Moore, 1984; Aloni, 1987; Mattsson et al., 2007).

Printre cei mai larg utilizaţi marcheri biochimici in diverse scopuri se pot enumera izoenzimele. Utilizarea lor este determinata de faptul ca ele au o stabilitate mare fata de condiţiile mediului înconjurător, expresie codominanta si o reproductibilitate buna. Determinismul lor genetic este asociat cu existenta unui număr redus de loci foarte puţin variabili, ceea ce face sa poată fi uşor analizaţi prin metode enzimatice clasice. Inca din anul 1982 , Santamour a demonstrat importanta semnificativa a patternului izoperoxidazelor cambiale în clasificarea taxonomica a speciilor lemnoase. Acestea pot fi un marcher biochimic important şi pentru fenomenul de incompatibilitate  la altoire deoarece pe de o parte procesul de lignificare este esenţial pentru realizarea unei suduri puternice la locul de altoire, iar pe de alta parte izoperoxidazele mediază procesul de polimerizare al alcoolilor cinamici în lignina si de asemenea participa la transformarea ligninelor in carbohidrati. Ţinând cont de aceste considerente, compararea spectrului izoperoxidazic a altoiului si al portaltoiului poate conferi un punct de pornire pentru elucidarea cauzelor lipsei de afinitate la altoire. Pentru determinarea spectrului izoperoxidazic poate fi utilizata metoda descrisa de către Gulen si colab in 2002.

Probele  vegetale se mojareaza si se extrag cu un tampon de extractie format din 0.1 M fosfati de potasiu, pH 7.5; 30 mM acid boric; 50 mM acid L-ascorbic; 17 mM metabisulfit de sodiu ; 16 mM acid ditiocarbamic; 1 mM EDTA, si 4 % (w/v) PVP-40, iar pH final se ajusteaza la 7.5 cu NaOH. Omogenatul se centrifughează la 16000g 30 minute la 4 oC si supernatantul se utilizează pentru electroforeză. 

 Separarea electroforetica se  realizează  la 20 mA timp de 30 min, dupa care la 40 mA timp de 3 ore. Gelurile se coloreaza pentru peroxidaze dupa metoda Wendel si Weedwn 1989, dupa care se spală cu apa distilata ,se  fixează si se păstrază in glicerol 10%. Distanţa relativa de migrare a benzilor (Rf) se calculează dupa Manganaris and Alston (1992).  

 Aceasta metoda a fost testată de catre noi in vederea  utilizarii ei pentru determinarea izoperoxidazelor din altoii si portaltoii de par si gutui utilizati pentru altoire. Datele obtinute vor fi corelate cu determinarile morfometrice si cu procentul de prindere la altoire pentru elucidarea influentei diferentelor dintre patternul izoperoxidazic ale altoiului si portaltoilui asupra procesului de prindere la altoire. 
In ultimul timp apar tot mai multe cercetari privind rolul poliaminelor in diverse procese atat in cayul organismelor animale cat si vegetale. Poliaminele (PAs)sunt implicate in numeroase procese de crestere si dezvoltare la plantele superioare si eliminare a oxigenului activ (Bouchereau, 1999) sau la formarea substantelor de crestere (Bajaj and Rajam,1996; Tanq et al., 2004). Formele cele mai raspandite sunt putrescina (butan-l,4-diamina), spermidina [N-(3-aminopropyl) butane-l,4-diamina] si spermina [NN'-bis-(3- aminopropil) butanol,4-diamina]. Acestea pot si determinate foarte exact atat cantitativ cat si calitativ prin tehnica HPLC (Kotzabasis et al., 1993).

Cresterea antitatii acestora in cazuri de stress este un fapt comunicat deja de catre mai multi autori (Galston 2001). Totusi deocamdata nu s-au intreprins stusii privind implicarea lor in procesul de regenerare tisulara la plantele superioare. In aceasta ordine de idei ne-am propus testarea spectrului poliaminic pe parcursul derularii procesului de sudare a altoiului cu  portaltoiul la diverse combinatii cu grad de afinitate diferit. 
Pentru determinarea patternului poliamidic probele de tesut sunt supuse extractiei cu solutie de acid percloric 5% dupa  metoda lui Flores si  Galston (1982) pentru extragerea poliaminelor libere din plante (Geny et al., 1997). Cantitatea de acid variaya in functie de tesut dar in general se utilizeaza aproximativ 10 ml de acid pentru 2 g de tesut. Dupa 12 ore de incubare la temperature camerei  se centrifugheaza iar supernatantul se utilizeaza  pentru analiza la HPLC. 
Solutiile standart de poliamine si aminoaciyi se prepara in acid hidrocloric si se stabilizeaza opt saptamani la 4 oC. Din acestea se prepara dilutii succesive pentru curba etalon. 

Compusii aminici au fost determinati prin metoda (Bauza, Blaise et al., 1995) prin cromatografie HPLC.   20 μl de extractse pun in cuve de 700 μl si amestecate cu 50 μl tampon borat cu pH 8.5 si 100 μl fluorenilmetil-cloroformat  8 mg/1 in acetonitril. Dupa 3 min, se adauga 50 μl de  solutie amoniacala 0.55 M si 300 μl de solutie  formata din CH3CN/CH3COOH/H2O: 20/2/3.Aminele derivate se separa in Superspher 100 RP 18, 125 mm × 4 mm,  cu coloana de 5 μm, si se citeste la spectrofotometru la urmatoarele lungimi de unda:λexc. 263 nm, λem. 313 nm. 
