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Tn practica oenologica veriga de bazi 0 reprezinti calitatea procesului fermentativ ce asigura
obtinerea vinurilor de clasa superioara care reflecta personalitatea si tipicitatea arealului viticol. Studierea
levurilor indigene si implicit utilizarea acestora in tehnologie reprezintd 0 permanenta preocupare in
domeniul cercetirii. insa pentru a putea discuta despre calitatea procesului fermentativ si a levurilor din
flora spontana se considera necesara studierea factorilor externi asupra diversitatii si distributiei microbiotei
levurice in cadrul plantatiilor viticole.

Teza de doctorat cu tema ,,Studii privind influenta tratamentelor fitosanitare asupra diversitditii
si distributiei levurilor in conditiile Centrului viticol lasi” cuprinde rezultatele activititii de cercetare
realizata in perioada 2021-2022.

Experienta a fost realizata in cadrul Statiunii Didactice — Ferma ,,Vasile Adamachi” Ilasi.
Majoritatea analizelor au fost efectuate n laboratorul de Fitopatologie a Facultatii de Agricultura, din cadrul
Universitatii de Stiintele Vietii ,,lon lonescu de la Brad”, lasi, iar identificarea taxonomica a tulpinilor de
levuri izolate s-a realizat in cadrul Laboratorului BMR Genomics din Padova, Italia, laborator specializat in
secventierea ADN.

Scopul prezentei teze de doctorat consta in stabilirea influentei tratamentelor fitosanitare asupra
diversitatii si distributiei levurilor in conditiile centrului viticol lasi. Studierea diversitatii si distributiei
levurilor in domeniul vitivinicol se afld in tendintele de cercetare stiintificd, atat la nivel national cat si
international.

Pentru a raspunde scopului propus s-au stabilit urmatoarele obiective:

aplicarea tratamentelor fitosanitare la cultura vitei de vie conform calendarului corelat cu
fenofazele de dezvoltare a plantelor;

izolarea si selectionarea suselor levuriene prelevate din sol si plantd in diferite faze de
dezvoltare a plantelor;

stabilirea influentei factorilor experimentali asupra diversitatii si distributiei levurilor in
arealul viticol studiat;

stabilirea particularitatilor morfologice si fiziologice a tulpinilor de levuri izolate;

identificarea taxonomica a levurilor selectionate prin metode de extractie si secventiere
ADN (Metoda PCR).

Pentru atingerea obiectivelor propuse Tn cadrul prezentei teze, activitatea de cercetare a fost
organizata pe trei directii:

-aplicarea tratamentelor fitosanitare conform tratamentului in functie de fenofaza de dezvoltare a plantei.
-prelevarea probelor de sol si planta in fenofaze si adancimi ale solului diferite.

-caracterizarea suselor levuriene izolate din sol si de pe plante la nivel de laborator in vederea caracterizarii
morfologice si taxonomice a acestora.



Pentru realizarea activitatii de cercetare s-au ales soiurile Feteascd Neagra, Feteasca Alba,
Busuioaca de Bohotin si Feteasca Neagra din cadrul colectiei ampelografice a Fermei ,,Vasile Adamachi”
lasi. Alegerea soiurilor luate in studiu s-a realizat in vederea maririi diversitatii studiului si in baza
raspandirii destul de larga a acestora in podgoriile Romaéniei.

Factorii experimentali luati 1n studiu au fost:
oFactorul A: soiul de struguri, cu 4 gradudri:

a; — Feteasca Alba;

a; — Busuioaca de Bohotin;

az — Feteasca Neagra;

as — Feteasca Neagra colectie;
oFactorul B: sursa levurilor, cu 2 graduari:

b1 — boabe/planta; b, — sol
oFactorul C: fenofaza de prelevare a levurilor, cu 3 gradudri:

C1 — lastar 5-7 cm;

¢, —finalul infloritului;

C3— maturitate deplina

Probele din sol si plante au fost prelevate in trei fenofaze diferite de dezvoltare, dupa cum urmeaza:
lastar 5-7 cm, finalul Infloritului si maturitate deplina. Aceste fenofaze au fost alese prin prisma importantei
lor in planul aplicarii tratamentelor cat si in procesul dinamicii incarcaturii levuriene.

In vederea analizei pe verticald a microbiotei solului, prelevirile au mers pe 3 adancimi: 5-10 cm,
10-15 cm, 15-20 cm.

In vederea stabilirii influentei tratamentelor fitosanitare asupra diversitatii si distributiei levurilor
s-au realizat in fenofaza de lastar 5-7 cm doud prelevari de sol la diferenta de 10 zile astfel:

* o serie de probe prelevate cu 3 zile Tnainte de tratamentul cu produsul comercial Dithane® M-45 n
doza de 0,2% (2021) si Acrobat® MZ 69 WG in doza de 0,22% (2022) ce prezintd actiune asupra
agentilor patogeni Plasmopara viticola si Botrytis cinerea ce provoaca Mana si Putregaiul cenusiu al vitei
de vie.

Trebuie precizat faptul ca atat Dithane® M-45 cat si Acrobat® MZ 69 WG contin ca substantd activa 60-
80% mancozeb.

* a doua prelevare de probe dupa 7 zile de la tratamentul impotriva Manei si Putregaiului cenusiu.

Ulterior s-au mai realizat alte doua prelevari, de data aceasta si din sol si de pe planta, la finalul
infloritului si la maturitatea deplina.

In vederea izolarii levurilor caracteristice arealului viticol probele prelevate in cele trei fenofaze au
fost prelucrate conform metodologiei standard si a protocolului experimental rezultand astfel ca surse de
izolare:

o sol curdtat de impuritati si mojarat
o apa de spalare a inflorescentelor (la finalul infloritului)
o apa de spélare a bacelor (la maturitatea deplind).
Tn cei doi ani de studiu din sol s-au izolat 18 suse din sol, din apa de spalare a inflorescentelor au
rezultat 5 suge iar din apa de spélare a strugurilor au fost selectionate 11 suse.
Atat In anul 2021 cat si in 2022 susele izolate au fost analizate din punct de vedere macro- si
microscopic stabilindu-se caracteristicile specifice ale coloniilor (forma, profilul, suprafata si culoarea)
respectiv aspectul celulelor la microscop.



In etapa urmitoare susele izolate si analizate morfologic au fost identificate taxonomic prin
secventiere ADN. Tn urma prelucririi genomice s-au identificat sase tulpini de levuri ce au prezentat
diversitate atat din punct de vedere al soiurilor de struguri din care au fost prelevate cat si din punct de
vedere al sursei, a fenofazei si al anului izolarii.

Din punct de vedere structural, teza de doctorat cuprinde 177 pagini, 53 de figuri si 27 de tabele.

Prima parte, ,,Stadiul actual al cercetdrilor” cuprinde 4 capitole, Tnsumand 53 de pagini, ce
relateaza istoricul vitei de vie, importanta, sistematica si ecologia plantatiilor viticole, situatia culturii vitei
de vie pe plan mondial si national si nu 1n ultimul rdnd importanta si taxonomia levurilor in sectorul
vitivinicol.

A doua parte, ,,Contributii proprii” este structurati in 5 capitole insuméand 124 pagini. In aceasta
parte se evidentiaza informatii privind cadrul natural in care s-a desfasurat activitatea de cercetare, scopul
si obiectivele propuse in cadrul tezei, materialul si metodele de cercetare folosite, rezultate privind
observatiile fenologice si masuratorile biometrice realizate Tn camp, rezultate privind analizele cantitative
si calitative ale suselor izolat, identificarea taxonomica tulpinilor selectionate precum si analiza filogenetica
a acestora.

Tn primul capitol este prezentati pe scurt istoria vitei de vie, atit la nivel national cat si
international.

Capitolul al doilea prezinti sistematica vitei de vie, importanta acesteia si ecologia plantei. In acest
capitol sunt descrise pe scurt modalitatile de clasificare a soiurilor si cerintele vitei de vie in vederea
adaptabilitatii in diferite areale viticole.

Al treilea capitol prezinta situatia vitei de vie in ultimii 21 de ani atat la nivel mondial cat si
european si national.

Tn al patrulea capitol sunt prezentate aspecte privind importanta levurilor Tn sectorul vitivinicol,
taxonomia levurilor oenologice, prezentarea caracteristicilor genomice ale levurilor intalnite in vinificatie.
De asemenea sunt descrise aspecte despre metabolismul levurian.

Tn al cincilea capitol se realizeaza descrierea cadrului natural Tn care s-au efectuat experimentele,
facand referire la:

e Agezarea geografica a campului experimental;

e Geomorfologia, hidrografia si hidrologia zonei;

e Conditiile climatice inregistrate in perioada cercetarilor, cu referire la regimul termic si regimul
pluviometric Tnregistrat in anii experimentali

Tn al saselea capitol sunt prezentate obiectivele si scopul tezei de cercetare, materialul biologic
utilizat, organizarea experientei si metodele utilizate.

Tn acest capitol metodele de lucru au fost impartite pe metode de analiza in cAmp si metode de cercetare in
laborator.

Metodele de cercetare Tn laborator au cuprins:

e izolarea suselor de levuri din sol

e izolarea suselor de levuri de pe plante

e analiza cantitativa a coloniilor levuriene

e determinarea caracteristicilor macro- si microscopice a tulpinilor de levuri selectionate
e identificarea taxonomica a suselor levuriene prin metoda PCR.

Al saptelea capitol cuprinde rezultate privind observatiile fenologice si mésuratorile biometrice in
cazul celor patru soiuri luate in studiu.

Sunt prezentate detaliat rezultate precum:



e observatii fenologice

e masuratori biometrice (fertilitate si productivitatea lastarilor, cresterea lastarilor)

Acesti parametri, au fost urmariti pe intreaga perioadd de vegetatie in anii de experimentare,
prezentandu-se rezultatele obtinute pe fiecare an experimental in parte, dar si media anilor.

Tn capitolul opt sunt prezentate rezultatele privind incircitura levuriana a probelor prelevate, atat
din sol céat si de pe inflorescente si struguri aflati la maturitatea deplina.

Analizata din punct de vedere al fenofazei de prelevare si al sursei de izolare, microbiota probelor
a prezentat diversitate.

Comparand cele patru soiuri luate in studiu, incarcatura levuriand a probelor prelevate din sol a
fost superioara atat Tnainte de tratament cat si dupa tratament in cazul soiului Feteascd Neagra Colectie,
care a Tnregistrat un prag maxim de 26 x 106 UFC/g sol inainte de tratament, respectiv 24 x 108 UFC/g sol
dupa tratament.

In impartirea pe verticala a levurilor in sol numérul de microorganisme prezinti panta descendenti
invers proportionald cu adancimea de prelevare, astfel se poate deduce ca scdderea constanta a activitatii
microbiotei din straturile inferioare este caracterizata prin lipsa oxigenului, scaderea cantitatii de substante
nutritive si bineinteles alcalinizarea treptata a solului.

Diferentele semnalate intre factorii experimentali ai studiului (adancimi de prelevare, soiuri,
fenofaze de prelevare) evidentiaza faptul ca solul reprezintd o reald sursa microbiana bogata si diversificata.
Numarul levurilor intr-un anume loc este influentat direct de cantitatea de carbon si substante nutritive
necesare dezvoltarii.

In cazul probelor de pe inflorescente respectiv bace la maturitate deplina s-a observat o evolutie
ascendenta sfarsitul infloritului pand la maturitatea deplind, evolutie constantd 1n cazul celor patru soiuri
luate Tn studiu.

Variatiile privind incarcatura microbiana Intre cele patru soiuri in diferite fenofaze de dezvoltare a
plantei ne indica faptul ca microbiota plantatiilor viticole este dependenta de ritmul si dinamica dezvoltarii
fiecarui soi de vitd de vie in parte, corelatd bineinteles cu dinamica transferarii si dezvoltarii levurilor din
sol si conditiile climatice ale anului luat in studiu.

Aceste rezultate confirma studiile din literatura de specialitate conform carora cantitatea levurilor
din plantatiile viticole cresc proportional cu acumularea de zaharuri fermentescibile in bace influentand
astfel pozitiv procesul dezvoltarii microbiotei viticole.

Capitolul noud cuprinde rezultate privind identificarea taxonomicd a levurilor izolate si
caracterizarea acestora din punct de vedere morfologic.

In urma prelucrarii genomice s-au identificat sase tulpini de levuri ce au prezentat diversitate atat
din punct de vedere al soiurilor de struguri din care au fost prelevate cat si din punct de vedere al sursei, a
fenofazei si al anului izoldrii.

Tulpinile izolate apartin genurilor Solicoccozyma, Hanseniaspora, Rhodotorula, Filobasidium,
Cystobasidium si Cryptococcus.

Ponderea cea mai mare o detine specia Solicoccozyma aeria cu 47,22 % din total fiind regasita in
toate fenofazele de prelevare atat in sol cat si pe plante indiferent de anul de studiu. Specia Hanseniospora
uvarum s-a regasit In sol doar in fenofaza de maturitate deplind iar pe planta a fost prezenta atat la finalul
infloritului cat si la maturitatea deplina.

Specia Rhodotorula glutinis s-a regasit atat in fenofaza de maturitate deplina cat si pe inflorescente
si bace in sol.



Specia Filobasidium floriforme a detinut un procent de 11,7 din totalul speciilor selectionate
regasindu-se atat in sol cat si pe struguri la maturitatea deplind a acestora.

Speciile Cystobasidium pinicola si Cryptococcus aeris s-au intalnit in cel mai mic procent in arealul
viticol luat Tn studiu. Tn timp ce specia genului Cryptococcus a fost prezenti in sol la adancimea de 15-20
cm in fenofaza de lastar 5-7 cm specia Cystobasidium pinicola s-a regasit la finalul infloritului pe
inflorecente.

Comparand cele sase specii selectionate observam ca Solicoccozyma aeria este prezenta atat in
cazul tuturor adancimilor de prelevare cat si pe organele vegetative ale plantelor in timp ce celelalte cinci
specii se regasesc preferential pe surse si adancimi de recoltare.

Din punct de vedere morfologic coloniile tulpinilor izolate au prezentat profil convex si plat,
suprafatd lucioasa, mata si in unele cazuri aspect mucoid, coloratiile variind de la alb pana la crem si
portocaliu.

Teza de doctorat se incheie cu un capitol destinat concluziilor ce au fost trasate pe baza rezultatelor
sl interpretarii acestora.

Bibliografia insumeaza 172 de titluri din literatura de specialitate, atat nationale cat si
internationale.



