REZUMAT

Cuvinte cheie: vita de vie, cromatografie in strat subtire (CSS), descriptor biochimic,

dimensiune fractald, analiza cluster

Teza de doctorat cu titlul Caracterizarea morfo-genetica a soiurilor din sortogrupul
Galbena de Odobesti prin determinarea aminoacizilor liberi, reprezinta primul studiu asupra
profilului aminoacizilor liberi din frunzele tinere la soiurile autohtone de vita de vie din cadrul
sortogrupului Galbena de Odobesti.

Cercetarile au vizat cinci soiuri autohtone vechi de vitd de vie considerate a apartine
sortogrupului Galbena, aflate in conservare in Colectia ampelograficd a S.C.D.V.V. Odobesti.
Determinarile aferente cercetarilor au fost efectuate in perioada anilor 2009 — 2012 in cadrul
Laboratoarelor Sectorului de Cercetare din cadrul S.C.D.V.V. Odobesti. Pentru initierea in
deprinderea tehnicilor de extractie si separare a aminoacizilor prin CSS, am colaborat cu
Laboaratoarele Centrului de Cercetare in Biochimie si Biologie moleculara (CCBBM), din
cadrul Departementului de Biochimie si Biologie Moleculara al Facultatii de Biologie -
Universitatea Bucuresti.

Structura tezei. Teza insumeazd un numar de 183 pagini si este structuratd in doua
parti si sase capitole:

o Partea | STADIUL ACTUAL AL CUNOASTERIL. Include capitolele I-
Il in care se prezintd: studiu documentar privind metodele de
determinare a inrudirii filogenetice a soiurilor de vitd de vie, o prezentare
generald a sortogrupului Galbend de Odobesti si evolutia cercetarilor
privind sortogrupul Galbend de Odobesti, precum si un studiu
documentar privind caracterizarea materialului genetic la vita de vie pe
baza profilului de aminoacizi liberi.

e Partea Il-a CONTRIBUTII PERSONALE. Include capitolele IV-VI in
care sunt prezentate: obiectivele cercetarilor, materialul biologic si
metodele folosite, rezultate experimentale privind profilul aminoacizilor
liberi din frunzele tinere si descriptorii biochimici la cinci soiuri de vitd
de vie prezumate a apartine sortogrupului Galbend de Odobesti,
similitudinea arhitecturii frunzei determinata prin analiza cluster pe baza

masuratorilor ampelometrice, dimensiunea fractala a frunzelor,



prelucrarea si interpretarea statisticdi a rezultatelor experimentale,

concluziile generale.

Capitolul I - Consideratii despre inrudirea filogenetica a soiurilor de vita de vie.
Insusirile soiului sunt determinate genetic, fiind caracteristice pentru specia din care provine,
si modificate prin actiunea antropica constienta astfel incat unele insusiri au fost amplificate,
sau dimpotriva, diminuate. Stabilitatea soiului sub aspect morfologic si de productie este
relativd, fiind puternic influentatd de o serie de factori biologici: mutatiile spontane,
incrucisarile naturale, segregarea caracterelor in cazul soiurilor sintetice obtinute prin
hibridare.

Soiurile care se aseamana prin insusirile lor morfologice (fenotipice), constituie asa
numitele ecotipuri de soiuri (sortogrupuri).

De-a lungul timpului au existat numeroase preocupari si incercari pentru descrierea,
recunoasterea si diferentierea soiurilor de vita de vie bazate atat pe ampelometria frunzei, dar
si pe baza Insusirilor morfologice, agrobiologice si tehnologice ale soiurilor, materializate in
metode care au evoluat si s-au perfettionat in timp: metoda ampelometrici, metoda
determinatoarelor ampelografice, metoda descriptorilor ampelografici. Tn anul 1984, in
vederea unificarii metodologiei de descriere ampelografica, OIV, UPOV si IPGRI au elaborat
norme comune de lucru prin care au fost stabilite trei categorii de descriptori: descriptori
pentru caracterele ampelografice ale soiurilor (96), descriptori pentru insusirile agrobiologice
(25), si descriptori pentru insusirile tehnologice (5).

Variabilitatea genetica dintre organismele apartinand diferitelor specii sau unitati
taxonomice poate fi pusd 1n evidentd prin studiul produsilor chimici ai genelor, deci a
enzimelor, Analiza izoenzimatica si-a gasit astfel aplicatia si in cercetarile cu privire la
originea soiurilor la plantele cultivate si in special la soiurile de vita de vie.

O etapa superioara n identificarea originii genetice a soiurilor a constituit-o analiza
genomului la nivel de ADN si ARN, ca urmare a progreselor inregistrate in biologia
moleculara (markeri moleculari). Cele mai utilizate tehnici moleculare pentru identificarea
speciilor, soiurilor de Vitis si a varietatilor somatoclonale sunt: metoda PCR, RFLP, AFLP,
RAPD si analiza microsatelitiilor ISSR.

Capitolul Il - Consideratii generale asupra sortogrupului Galbend de Odobesti. Tn
acest capitol sunt prezentate consideratii si aspecte generale privind grupul de soiuri de vita de
vie considerate a apartine sortogrupului Galbena de Odobesti.

Pornind si de la referirile lui Constantinescu (1971), sortogrupul Galbena de Odobesti
cuprinde soiurile autohtone de vitd de vie, cu insusiri morfologice/ampelografice
asemanatoare soiului Galbend de Odobesti, considerat ca fiind soiul sintetic, din care au

rezultat soiurile Zghihard de Husi si Batutd neagrd. Din rationamente care au avut la baza



elemente de asemdnare cu soiul Galbena de Odobesti pentru unele caractere morfologice si
insusiri, au fost asociate acestui grup si alte soiuri autohtone vechi de vitd de vie, precum
soiurile Alb romanesc, Cruciulitd si Galbend verde (Constantinescu §i colab., 1962) si soiul
Galbena uriasa care a fost considerat o variatie a soiului Galbena de Odobesti (Nicoleanu,
1900).

Prezenta in arealul pontic de culturd a vitei de vie si a altor soiuri cu caractere
ampelografice mai mult sau mai putin asemanatoare cu cele ale soiului Galbena de Odobesti,
a constituit ratiunea pentru care au fost asociate acestui grup soiurile Cabasma alba, Cabasma
neagra, Negru vartos si Negru moale. Insusiri comune cu ale soiurilor Galbena de Odobesti si
Cruciulitd s-a semnalat si la soiul Berbecel a carui denumire cu toate sinonimele sale, pare sa
fie in legatura cu culoarea galbend a boabelor, ca si in cazul soiului Galbena de Odobesti
(Baditescu, 1974). Cu exceptia soiului Galbend de Odobesti, originea celorlalte soiuri
considerate ca facand parte din acest sortogrup este inca incerta, in literatura de specialitate
neexistand date precise asupra provenientei lor.

De asemenea, in acest capitol este prezentatd evolutia si stadiul actual al cercetarilor
privind caracterizarea soiurilor de vitd de vie din sortogrupul Galbena de Odobesti, prin care
este argumentatd abordarea in continare a cercetarilor privind sortogrupul Galbena.

Capitolul 111 - Studiu bibliografic privind caracterizarea materialului genetic la vita de
vie prin determinarea profilului de aminoacizi. Problematica caracterizarii germoplasmei
viticole pe baza spectrului aminoacizilor liberi din organele vegetative si struguri este expusa
intr-un numar de patru subcapitole, in care sunt prezentate consideratii generale asupra
aminoacizilor identificati la vita de vie, aspecte privind metabolismul aminoacizilor la vita de
vie, metode de determinare a aminoacizilor liberi precum si stadiul actual al cercetarilor
privind caracterizarea germoplasmei viticole pe baza profilului aminoacizilor liberi din
organele vegetative i struguri.

Documentarea bibliografica a evidentiat faptul ca peste 30 de aminoacizi, din care 20
aminoacizi proteinogeni specificati prin codul genetic, au fost identificati si la Vitis vinifera L.
n diferite faze de crestere si dezvoltare. La vita de vie, cantitatea totald de aminoacizi creste
pe parcursul procesului de maturare ajungand la valori cuprinse intre 200 si 6500 mg/1, cu
variatii ale fiecarui aminoacid de la un an la altul, dar i de la un soi la altul (Tardea, 2007).

Calea de formare a aminoacizilor n struguri o constituie aminarea acizilor cetonici in
prezenta enzimelor numite transaminaze. Principali cetoacizi care stau la baza formarii
aminoacizilor din struguri sunt: acidul piruvic, acidul é-cetoglutaric si acidul oxalil- acetic.
Tn preajma maturarii strugurilor, are loc o acumulare masiva a aminoacizilor liberi, ca urmare
a Incetdrii cresterii boabelor si a sintezei proteinelor, mai ales 1n anii racorosi, cu putine

precipitatii in perioada de maturare. in timpul fermentatiei alcoolice are loc o metabolizare



rapidd a aminoacizilor din must de catre levuri, cu exceptia prolinei, argininei, alaninei,
ornitinei si citrulinei (Ough et. al., 1991).

Subcapitolul trei cuprinde o prezentare succintd a principalelor metode de

determinare a aminoacizilor: metode chimice, metode cromatografice, metode electroforetice.

Ultimul subcapitol prezind evolutia si stadiul actual al cercetarilor privind profilul
aminoacizilor in cadrul genului Vitis. Documentarea bibliografica bazatd pe cercetari asupra
profilului amnoacizilor liberi in special la nivelul strugurilor si mustului, a evidentiat o0 mare
variabilitate a acestuia, sugerand importanta deosebitda a implicarii geneticului n aceasta
diversitate, i totodata necesitatea continudrii cercetarilor in acest domeniu.

Capitolul 1V - Obiectivele, materialul biologic si metode de cercetare. Tn acest capitol
sunt prezentate obiectivele cercetarilor, materialul biologic folosit si metodele de cercetare.

Principalele obiective de cercetare:

- Stabilirea protocolului de extractie, separare si vizualizare a aminoacizilor liberi
din tesuturile vegetale tinere, la soiurile de vita de vie din sortogrupul Galbena de
Odobesti luate in studiu, prin tehnica cromatografiei in strat subtire (CSS).

- Stabilirea protocolului de identificare si determinare cantitativd a aminoacizilor
liberi din frunzele tinere la soiurile de vitd de vie analizate.
frunze ca descriptor biochimic, in scopul stabilirii polimorfismului si filiatiei
genetice existente intre soiurile de vita de vie ce alcatuiesc sortogrupul Galbena
de Odobesti.

- Compararea si coroborarea datelor obtinute privind profilul de aminoacizi liberi
din frunze, ca descriptor biochimic, cu date obtinute prin alte metode si tehnici
utilizate pentru caracterizarea morfogeneticd a soiurilor de vitd de vie (analiza
cluster, analiza fractala).

Materialul biologic folosit: cinci soiuri autohtone vechi, prezumate a apartine
sortogrupului Galbena de Odobesti (Galbenda de Odobesti, Zghihara de Husi, Batuta neagra,
Negru Vartos si Negru moale). In acest subcapitol este prezentati de asemenea si o scurtd
caracteriare ampelografica a soiurilor de vitd de vie prezumate a apartine sortogrupului
Galbena.

Ultima parte a acestui capitol este cea mai ampla si prezintd metodele de cercetare:
metoda de determinare a aminoacizilor prin cromatografia in strat subtire (CSS), analiza
cluster pe baza masuratorilor ampelometrice si analiza fractald — metoda Box-Counting
(Programul HarFa) pentru determinarea dimensunii fractale a conturului frunzelor. Sunt
prezentati in mod detaliat pasii de lucru, misuritorile, analizele si determindrile efectuate. in
cazul metodei de determinare a aminoacizilor liberi prin cromatografia in strat subtire sunt

prezentate:



- protocolul de extractie, separare §i vizualizare a aminoacizilor liberi din
frunzele si radacinile tinere. Cel mai eficient sistem de developare s-a
dovedit a fi cel pe baza de n — butanol / acid acetic glacial / apa (4:1:1 v/v/v),
care a permis o separare mai buna a aminoacizilor liberi din frunzele tinere
de vita de vie.

- algoritmul matematic de identificare (factorul de retentie — Ry);

- algoritmul matematic pentru determinarea cantitativa a aminoacizilor liberi -
programul de analiza a imaginilor ImageJ — ver. 1.46r.

Capitolul V — Rezultatele experimentale. Tn acest capitol structurat pe trei subcapitole
sunt prezentate rezultatele cercetarilor referitoare la: profilul aminoacizilor liberi din organele
vegetative tinere la soiurile de vitd de vie si rapoartele dintre aminoacizii predominanti
(descriptori biochimici), stabilirea similaritatii sau aseméanarii fenotipice dintre cele cinci
soiuri de vitd de vie luate In studiu pe baza arhitecturii frunzei, dimensiunea fractald a
conturului frunzelor si gradul de sectare a acestora.

Pentru determinarea profilului aminoacizilor liberi din frunzele si radacinile tinere la
soiurile de vitd de vie luate in studiu, au fost testati 17 aminoacizi, 14 aminoacizi fiind
identificati in probele de material biologic (frunze tinere) la toate soiurile analizate. Analizele
privind extractia si separarea aminoacizilor din radacinile tinere s-a dovedit a fi
nereproductibila pentru toate soiurile de vita de vie analizate.

Identificarea celor 14 aminoacizi separati s-a realizat pe baza valorii factorului de
retentie (R¢), care a avut valori cuprinse intre 0,02 si 0,50. Evaluarea cantitativd a
aminoacizilor identificati in frunzele tinere s-a realizat pe baza profilelor sau
cromatogramelor obtinute prin programul de analiza a imaginilor ImageJ ver.1.46r., raportate
la probele standard de aminoacizi cu un continut cunoscut in aminoacid.

Continutul total al aminoacizilor prezenti in frunzele la soiurile de vita de vie
analizate a variat intre 14,33 pug/mg material vegetal la soiul Negru moale si 18,76 pg/mg
material vegetal la soiul Galbenad de Odobesti, cu valori intermediare pentru soiurile Zghihara
de Husi (14,54 pg/mg), Batutd neagra (15,20 pg/mg) si Negru vartos (17,74 ug/mg).
Aminoacizi predominanti prezenti la toate cele cinci soiuri de vita de vie luate in studiu au
fost: acidul aspartic (Asp), acidul glutamic (Glu), serina (Ser) si treonina (Thr), acidul aspartic
reprezentand Intre 25,3% (Batuta neagra) si 31,5% (Zghihara de Husi).

Rapoartele dintre aminoacizii predominanti, considerati parametri constanti care
difera semnificativ de la un soi/cultivar la altul (Hernandez-Orte, Guitart si Cacho, 1990), pot
fi folositi ca parametri de diferentiere a soiurilor de vita de vie din punct de vedere genetic
(descriptori biochimici). Tn acest sens au fost calculate rapoartele (Asp/Glu, Asp/Ser,
Asp/Thr, Ser/Thr, Glu/Ser, Glu/Thr, GIu/Thr), dar si raportul Pro/Arg si raportul vy.



Pentru stabilirea similaritatii privind asemanarea fenotipica din punct de vedere al
arhitecturii frunzei dintre cele cinci soiuri analizate, a fost folositd analiza statistica
multidimensionala de tip Cluster, prin care au fost elaborate: dendrograma clasificarii
ierarhizate a soiurilor, nivelurile de inlantuire a soiurilor si histograma clasificarii ierarhizate a
soiurilor. Dendrograma elaboratad pe baza masuratorilor ampelometrice grupeaza cele cinci
soiuri de vita de vie in doud grupuri sau ramuri principale: Grupul A alcatuit din Tnlantuirea
soiurilor: Negru vartos, Zghihara de Husi si Galbena de Odabesti si Grupul B rezultat in urma
agregarii soiurilor Batuta neagra si Negru moale. Din punct de vedere al similaritatii Grupul
A are cea mai ridicatd omogenitate deoarece valoarea indicelui de inldntuire sau
disimilaritate este mai mica (17,369), comparativ cu Grupul B (31,443).

Dimensiunea fractalda a conturului frunzelor pentru soiurile de vitd de vie analizate,
calculate prin Programul HarFA, a aratat valori medii cuprinse intre 1,1923 la soiul Negru
moale si 1,2730 la soiul Negru vartos, cu valori intermediare pentru soiurile Batutad neagra
(1,2404), Galbena de Odobesti (1,2247) si Zghihara de Husi (1,2067). Valorile ampelometrice
medii ale raportului d,/N, care aratd gradul de sectare a frunzelor la cele cinci soiuri de vita de
vie luate In observatie au variat intre 0,7012 la soiul Negru moale si 0,7516 la soiul Batuta
neagrd, cu valori intermediare pentru soiurile Zghihara de Husi (0,7493), Galbenda de
Odobesti (0,7281) si Negru vartos (0,7262).

Capitolul VI - Prelucrarea si interpretarea statistica a datelor experimentale. Statistic,
cantitatea totala de aminoacizi liberi nu diferentiaza semnificativ cele cinci soiuri autohtone
de vita de vie analizate, deoarece valoarea calculatd a lui P (0,93885) este mai mare decat
valoarea critica a lui P 0,05.

In schimb rapoartele dintre aminoacizi predominanti (Asp/Glu, Asp/Ser, Asp/Thr,
Ser/Thr si Glu/Thr), diferentiaza statistic cele cinci soiuri de vita de vie, considerate a apartine
sortogrupului Galbena de Odobesti, cu un interval de incredere de 95% si pot fi folositi ca
descriptori biochimici. Si raportul prolind/arginind (Pro/Arg) aratd diferente semnificative
intre cele cinci soiuri autohtone de vita de vie luate 1n studiu.

Determinarile efectuate s-au dovedit necesare si utile, dar nu si suficiente pentru a
solutiona pe deplin tema abordata. Ca urmare, s-a procedat la coroborarea rezultatelor
experimentale si la analiza relatiilor de interdependentd dintre rapoartele aminoacizilor
predominanti (descriptori biochimici). Pentru interpretarea rezultatelor au fost calculate
valorile coeficientilor de corelatie (r). Interpretarea coeficientilor de corelatie, aratd o asociere
foarte buna intre urmatorii descriptori biochimici:

- raportul Asp/Glu si rapoartele Asp/Ser (corelatie pozitiva) si Glu/Ser (corelatie

negativa);

- raportul Asp/Ser si raportul Pro/Arg (corelatie negativa);



- raportul Asp/Thr si rapoartele Ser/Thr (corelatie pozitiva) si y (corelatie
negativa);

Analiza variantei pentru dimensiunea fractala a frunzelor aratd faptul ca intre cele
cinci soiuri de vita de vie luate in studiu existd diferente cu semnificatie statistica (0,010896).
Testul Student a aritat diferente semnificative intre soiul Negru moale si soiurile Batutd
neagrd (0,01847) si Negru vartos (0,01627). Diferente semnificative existd si intre soiul
Zghihara de Husi comparativ cu soiul Negru vartos (0,03825).

Intre valorile individuale ale dimensiunii fractale ale frunzelor si a gradului de sectare
a limbului (raportul ampelometric di/N,), exista o corelatie negativd moderata spre buna la
soiul Zghihara de Husi (- 0,5469). La nivelul sortogrupului pe baza valoriilor medii obtinute
pentru dimensiunea fractala a frunzelor si gradul de sectare al limbului existda un grad slab de
asociere.

Tn finalul tezei sunt prezentate concluziile generale si bibliografia consultata.



