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Abstract: The methods used for in vitro selection of grapevine rootstocks
with tolerance to the water stress as a consequence of drought and increased
salinity, based on their survival ability in the presence of certain concentrations
of natrium chloride (NaCl) as stress agents, showed that:

a) the limit of tolerance to NaCl is not exceeding 50 mM for any of the
plant material in in vitro culture conditions, but is increasing up to 100 mM for
plants in the stage of acclimatization to pots;

b) as is shown by their main physiological and growth parameters, the
grapevine rootstock cvs. “Fercal 240" and “SO4-4” are the most tolerant to the
salt stress, among the investigated genotypes,

d) the overall results of the study showed that the methods of in vitro and
ex vitro stress selection involving the use of NaCl are highly reliable and,
therefore, can be applied for screening of cultivated grapevine for their
resistance or tolerance to such stress factors. These methods can be applied for
selection of new genotypes with genetic resistance or tolerance to salinity,
resulted either from breeding or genetic improvement programs, or from
exploiting the potential of inducing genetic variation during in vitro culture in
various systems.

Dintre numeroasele tipuri de factori de mediu care afecteaza cresterea si
dezvoltarea plantelor, stresul osmotic indus de salinitate, temperaturi extreme si
secetd, limiteazi serios productia vegetald. In tara noastrd statisticile arati ci
aproximativ 10% din suprafata cultivatd cu vita de vie este afectatd de sératurare
datorita in special drenajului deficient din aceste areale. Studiile recente au aratat
ca salinitatea are efecte osmotice (Dawnton et al. 1990), toxice §i nutritionale asupra
vitei de vie (Sivritepe si Eris 1999). Desi este consideratd moderat tolerantd la
saraturi, vita de vie este afectatd fiziologic de concentratiile crescute de sare din
sol prin incetinirea proceselor de crestere, perturbarea proceselor metabolice,
necrozari ale aparatului foliar i scaderea cantitatii si calitatii strugurilor. Gradul
de afectare a plantelor depinde de nivelul de sariturare al solului, de stadiul de
dezvoltare al butucilor si de tipul de soi (folosit ca altoi, sau ca portaltoi). Cultura
in vitro a explantelor de vita de vie, respectiv stres selectia in vitro, s-a dovedit a
fi 0 metoda eficientd de testare a gradului de tolerantd a genotipurilor la un astfel
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de stres (Skene si Barlass 1988) si de obtinere de genotipuri cu rezistenta sporita la
factori abiotici (Lebrun et al. 1985, Vallania et al 1994).

Testari in vitro privind potentialul de adaptabilitate al portaltoilor de vita de
vie au fost efectuate inca din anul 1999 la S.C.D.V.V Stefanesti, iar plantele
regenerate au fost verificate in conditii de culturd in camp. Obiectivul principal al
investigatiilor efectuate a constat in evidentierea particularitatilor morfologice si
citologice ale unor genotipuri de portaltoi in functie de concentratia de NaCl din
compozitia mediilor de culturd. In acelasi scop, s-a incercat perfectionarea si
marirea eficientei metodei de stres-selectie in vitro si ex vitro In vederea reducerii
perioadei de alegere (selectie) a genotipurilor de vitd de vie cu toleranta la factori
abiotici, folosind ca agent de stres clorura de sodiu.

MATERIALUL BIOLOGIC $I METODA DE LUCRU

S-au recoltat varfuri de crestere de la portaltoi apartindnd urmatoarelor clone:
Cr. 26 (Berlandieri x Riparia Créciunel 26), 5 BB (Berlandieri x Riparia Kober 5 BB),
Fercal 240 (Berlandieri x Colombard) x (Cabernet Sauvignon x Berlandieri) si SO4-4
(Berlandieri x Riparia Selectia Oppenheim 4, clona 4). Materialul vegetal a fost
sterilizat astfel: sub jet de apa timp de 30 minute, solutie de hipoclorit de calciu 9 %
(70 % s.a.) timp de 7 minute, clatiri repetate cu apa distilata sterila. S-au inoculat cate
50 apexuri pe mediul de culturd optim pentru diferentiere din astfel de explante:
mediul Mirashige-Skoog (1962) suplimentat cu 1,5 mg I'" benzil-amino-purina (BA),
0,2mg I’ acid indolil-acetic (AIA) si 3 % zaharoza, constituind proba martor (Vo).

in paralel au fost inoculate cate 50 de explante pe acelasi mediu de culturd,
suplimentate cu 1.0, 2.0 si respectiv 2.5 g/l NaCl, corespunzand variantelor:

Varianta martor — VO: Murashige&Skoog (1962) + 1 mg/| BAP + 0.5 mg/l AIB

V1: VO + 17 mM NaCl; V2: VO + 34 mM NacCl; V3: VO + 43 mM NaCl

Lastarii regenerati in vitro au fost utilizati pentru determinarea procentului de
multiplicare si pentru studiul structurii epidermei frunzelor la martor si la plantele
diferentiate in prezenta NaCl. Pentru aceasta, au fost desprinse frunze de dimensiuni
aproximativ egale de la |astarii regenerati in vitro, din fiecare variantd de mediu; s-a
aplicat cu o pensula un strat subtire de colodiu (4%). Dupa 10 minute s-a desprins de
pe frunza stratul de film cu amprenta membranei inferioare si a fost analizata la
microscopul optic. in paralel s-a determinat marimea stomatelor prin observatii la
microscopul optic, utilizadnd indicele micrometric pentru combinatia 15x 40 si calculat
la 2,3 um./1 diviziune de pe micrometrul ocular.

REZULTATE SI DISCUTII

a. Particularitdtile de diferentiere in vitro a structurilor meristematice sub
influenta cresterii concentratiei de NaCl.

In comparatie cu varianta martor in care, dupa 3 saptiméani de culturd, toate
explantele au format lastari si au multiplicat, in variantele de mediu suplimentate
cu NaCl diferentierea apexurilor a fost afectatd Tn mod diferit in functie de
genotip si concentratia de sare. Dintre portaltoii luati in studiu, Kober 5BB a fost
cel mai mult afectat, caracterizdndu-se prin numar redus de lastari si necrozari in
proportii de 80-90% din totalul explantelor inoculate. O evolutie aseménatoare a
prezentat Craciunel 26. Aceste doud clone au format structuri amorfe la baza
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structurilor organogene, iar indltarea i Inradacinarea lastarilor au fost mai lente
comparativ cu ceilalti portaltoi.

Fercal 240 s-a caracterizat prin formare de structuri compacte, de culoare galben-
deschis la baza minilastarilor. Detasarea acestor structuri amorfe si transferul lor pe mediu
cu raport echilibrat de citochinind/auxind a favorizat diferentierea de lastari prin
organogeneza directa.

SO4-4 a prezentat o evolutie asemanatoare, la zona de sectionare a formatiunilor
organogene formandu-se calus verde, compact, din care, ulterior au diferentiat lastari
anormali, cu frunze partial necrozate, sau vitrifiate. S-au obtinut plante viabile din
variantele cu 1,0 si 2,0 g/l NaCl.

Pe variantele de mediu cu concentratii mici de NaCl, portaltoii Fercal 240 si SOy.4,
au avut rate de multiplicare relativ bune. Din contra, lastari mici, cu necrozari partiale ale
frunzelor au fost obtinuti pe variantele cu concentratii mari de NaCl. Lastarii selectati din
toate variantele de tratament au fost transferati pe medii specifice pentru inrddacinare, fara
adaos de sare, obtindndu-se in final plante normale, apte pentru transfer la conditii ex
vitro.

b. Influenta tratamentului ex vitro asupra plantelor regenerate pe mediu salin §i udate cu
solutii de NaCl

Plantele regenerate in vitro din variantele de mediu suplimentate cu sare au fost
trecute la ghivece, in conditii de serd, iar apoi au fost supuse aceluiasi stres prin udare cu
apa continand cantitati diferite de sare (3; 4; 6 g/l). In functie de concentratia de sare si
durata tratamentului, suprafata foliara activa s-a etiolat treptat si a necrozat incepand de la
baza plantelor, in proportii diferite:

=S04-4 de 1a 25,5 pana la 82,8 % afectare a aparatului foliar;

=KS5 BB de 1a 24,5 1a 70,1 % afectare a aparatului foliar;

=F 240 de la 19,2 1a 67,9 % afectare a aparatului foliar;

=Craciunel 26 de la 17,7 la 100 % afectare a aparatului foliar.

Aspectele morfologice ale dezvoltarii structurilor vegetale in vitro, cat si ale
plantelor aclimatizate supuse in continuare stresului cu sare, par sa arate acelasi grad de
tolerantd al portaltoilor. Astfel, ca si in cazul culturii in vitro, plantele aclimatizate udate
cu apa sarata au fost caracterizate dupa cum urmeaza :

= portaltoii Kober 5BB si Craciunel 26 s-au dovedit a fi sensibili;

= SO4.4 a exprimat o tolerantd moderata;

= Fercal 240 s-a dovedit a fi rezistent la tratamentul salin.

Totusi, toleranta structurilor meristematice (apexurile cultivate in vitro) si a
plantelor intregi se exprima la nivele diferite de organizare. Astfel, regenerantii selectati in
vitro la toti portaltoii au suportat un stres salin in vitro de pana la 43 mM,
corespunzatoare dozei de 2,0 g/l NaCl, in timp ce, plantele aclimatizate din acesti
regeneranti s-au dovedit cd isi pot pastra viabilitatea pana la o concentratie de 103 mM
NaCl (tratament ex vitro cu 4,0 g/l ). Se poate considera de aceea, cd aceastd marire a
tolerantei la concentratii mai mari de sare, este rezultatul unui efect cumulat cu consecinte
asupra proceselor metabolice adaptative ale plantelor. Evident trebuie luat in consideratie
si factorul genetic, adica cele prezentate sunt valabile pentru soiurile testate.

In cazul plantelor trecute la ghivece si udate cu apa sirati, au fost evidente:
scaderea ritmului de crestere al lastarilor, decolorarea treptata a frunzelor, micsorarea
grosimii limbului §i necrozarea tot mai accentuatd a aparatului foliar. Simptomele de
necrozd, considerate efecte ale toxicitdtii clorului din solutie, au fost mai evidente la
frunzele din etajul inferior §i s-au accentuat odatd cu cresterea numarului de udari cu
solutii saline.
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Evident, suprafata foliard ramasa functionald a trebuit si suplineasca activitatea
fotosinteticd prin modificarea dimensiunilor stomatelor, astfel incat sa se coreleze
schimbul de apd (transpiratia) cu concentratia de sare din apa de udare si intretinerea
functiilor fotosintetice (Tabel 1). La toate clonele de portaltoi luate in studiu masuratorile
efectuate la microscop au aratat cd media lungimii stomatelor a crescut pe masurd ce
concentratia de sare a crescut, in paralel cu scaderea, in aceleasi proportii, a diametrelor
stomatelor.

Este de remarcat faptul ca dintre cei patru portaltoi, singurul la care suprafata
foliard nu a fost afectatd, sau a fost afectatd foarte putin, a fost portaltoiul Fercal 240.
Intensificarea proceselor de crestere a aparatului foliar au asigurat o suprafatd optima de
fotosinteza, suprafatd care a functionat activ, fapt demonstrat de faptul ca la acest genotip
marimea stomatelor, respectiv a suprafetei de schimb a gazelor, a fost foarte
semnificativa.

Tabelul 1
Efectul NaCl din apa de udare asupra suprafetei active fotosintetice
si a suprafetei de schimb a gazelor

Trata- | Suprafata Marimea Suprafata de
Genotipul ment foliara stomatelor (u) schimb
gll afectata : . 2/.amp optic
NaCl (%) Lungime p | Latimep | M pop
Mt 0 291 221 4508.8
3 25.8 30.2 20.4 39145 oo
SO 4-4 4 28.8 325 19.6 39608 00
6 82.8 36.9 20.2 3353.2 ooo
Mt 0 31.4 23.5 4141.9
3 24.5 35.8 23.2 4164.6 ns
Kober 5BB 4 52.0 327 18.5 3178.3 000
6 98.0 - - -
Mt 0 30.8 21.6 3054.5
Craciunel 26 3 17.7 32.8 21.0 27213 o
4 49.6 33.3 201 27079 o
6 100.0 - - -
Mt 0 33.0 22.7 4272.0
Fercal 240 3 19.2 35.0 24.9 4958.8 «x
4 40.0 34.4 21.0 4267.3 ns
6 67.9 37.8 26.9 5606.3 xxx

Aceste rezultate sugereaza faptul ca este posibila selectia portaltoilor cu toleranta
mai mare si stabila la stresul cu sare in conditii in vitro. In cazul unui astfel de test, pentru
siguranta rezultatelor obtinute sunt esentiale citeva conditii pentru asigurarea reusitei
procedeului:

= sid se foloseasca la testare soiuri utilizate pentru aceeasi directie de productie
(soiuri portaltoi sd se compare intre ei, soiuri altoi sd se compare intre ei, niciodata
combinat);

= si se foloseascd numai sistemul de regenerare din tesuturi meristematice, nu din
cele somatice care induc un anumit grad de variabilitate geneticd in raspunsul de
diferentiere in vitro;

= pentru cultura in vitro este de recomandat sd nu se depaseasca cantitatea de 50
mM NaCl /1 mediu;
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= selectia pentru toleranta la sare a plantelor regenerate pe medii suplimentate cu
NaCl, trebuie continuatad si verificatd in conditii ex vifro, iar comparatia sa se facd cu
plante martor provenite din acelasi tip de tesuturi (metistematice), dar regenerate pe medii
normale (fara NaCl) si care au fost supuse aceluiasi stres salin numai ca plante ex vitro.
c. Influenta tratamentelor in vitro §i ex vitro cu NaCl asupra absorbtiei elementelor
minerale in plante

In cele doua sisteme de cultura procesele metabolice si adaptarea lor la conditiile
de stres sunt total diferite (Tabelul 2). Rezultatele obtinute aratd cd toate elementele
chimice, cu exceptia calciului, sunt absorbite in cantitati “foarte semnificative mai mari”
in cultura in vitro si de toate genotipurile analizate. Conditiile in vitro favorizeaza
absorbtia si retinerea Mn, Mg si Na in planta, In timp ce tratamentele ex vitro stimuleaza
absorbtia de Ca.

Tabelul 2.
Efectul NaCl asupra continutului in elemente minerale la plantele
de vita de vie in vitro si la plantele aclimatizate

ELEMENT Mn Mg Ca K Na
SPECIFICATIE ppm % % % %
GENOTIPUL X XX XX X XX
SO 44 4597 x 0.279 1.252 1.678 0.293
CRACIUNEL 26 41.67 0.295 0 1.314 xxx 1.617 0.267 00
KOBER 5BB 40.90 0.274 000 1.287 x 1.612 0.251 000
FERCAL 240 43,75 x 0.325 xxx 1.250 1.762 x 0.293
TIPUL DE
CULTURA XXX XXX XXX XXX XXX
IN VITRO 59.86 xxx 0.345 xxx 1.212 1.999 xxx 0.339 xxx
EX VITRO 26.29 0.245 1.340 xxx 1.336 0.213

La toate genotipurile de portaltoi analizate, cultura in vitro a indus cresterea
continutului de K si Na in plante, in timp ce la plantele la ghivece, solutia salind a
determinat scdderea cantitatii acestor elemente. Sathish si colaboratorii sai
considera ca raportul dintre K si Na se coreleazi direct cu toleranta la sare. in
cazul experientei noastre, cu exceptia portaltoiului Kober 5BB, raportul dintre K
si Na a scazut la materialul in vitro si a crescut la plantele la ghivece udate cu apa
saratd, comparative cu plantele martor netratat cu solutii saline.

Caracteristic, si in acelasi timp total diferit, a fost cazul portaltoilor SO,4 si
Fercal 240 la care amplitudinea raportului K/Na a variat intre 2.4 (SO44) si 2.3
(Fercal 240) la plantele de la ghivece si intre 4.2 (SO44) si 6.3 (Fercal 240) la
plantele din vitro, adicd cu valori mai mari comparativ cu ceilalti doi portaltoi.

CONCLUZII

1. Selectia in vitro pentru rezistentd la sare, si implicit pentru stabilirea
pragului de toleranta la mediu salin, s-a dovedit a fi o medoda eficienta pentru
selectia genotipurilor de portaltoi la vita de vie.

2. Mecanismele de tolerantd la cantititi crescute de sare in substrat
(gelificat pentru cultura in vitro, sau sol pentru cultura ex vitro), sunt activate in
mod diferit in cele doua sisteme de culturd analizate.
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3. Absorbtia majoritatii elementelor chimice in cultura in vitro este mai
intensa si mai rapida datoritd nivelului initial de organizare a sistemului biologic
supus stresului. Ca urmare, limita de toleranta la NaCl este mai scazuta (50 mM)
pentru materialul vegetal in cultura in vitro, comparativ cu plantele aclimatizate si
plantate la ghivece (100 mM).

4. Procesele metabolice de adaptare la stresul salin sunt diferite de la un
genotip la altul, fiind evidentiate prin gradul variat de afectare al aparatului foliar
(valori distincte ale procentelor de uscare ale aparatului foliar), care se coreleaza
direct cu cantitatile diferite ale elementelor chimice absorbite.

5. Portaltoii F 240 si SO4-4 s-au remarct prin cantititi mai mari
(“semnificativ”’ sau “distinct” semnificativ) de elemente chimice de Mn, Mg, K si
Na, in timp ce KSBB si Craciunel 26 se disting prin cantitati “semnificativ”,
respectiv. “distinct” semnificativ mai mari de calciu si valori “foarte”
semnificative mai mici de Na.

6. Dintre clonele de portaltoi luate in studiu, atat in cultura in vitro, cat si la
ghivece, s-au remarcat prin parametrii favorabili unei adaptari mai bune la
cantitdti ridicate de sare, si implicit tolerantd mai buna la stresul salin,
genotipurile Fercal 240 si SO4-4, confirmédndu-se astfel datele din literatura si
implicit demonstrand valabilitatea si eficienta metodei experimentate de noi.

7. Selectia in vitro pentru toleranta la salinitate, desi implicd mecanisme de
inducere diferite manifestate la nivele diferite decat selectia ex vitro, este
consideratd o metodd mai usoard, care necesitd timp mai scurt si, in plus, permite
o analiza a factorilor genetici implicati in conditii perfect controlate.

8. Experienta efectuatd a demonstrat posibilitatea utilizarii culturii in vitro
ca metoda eficienta si corectd de obtinere de genotipuri cu rezistentd la diferiti
factori abiotici. De asemenea, aceasta tehnicd permite selectia explantelor cu
tolerante diferite la astfel de factori i totodatd analiza detailata si intelegerea
proceselor biochimice si fiziologice implicate in tolerantd si rezistenta la factori
de stres.
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