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"[Apomixis este] un instrument in curs de dezvoltare cu impact revolutionar
pentru agricultura secolului 21."

"[Apomixis is] an emerging tool of revolutionary potential impact for the
agriculture of the 21st century."

(Savidan, 2000)

REZULTATE OBTINUTE 2009
(Sinteza)

Obiectivele proiectului pentru anul 2009 au fost:
1. Aprofundarea cunostintelor fundamentale, proiectareca modelului experimental si elaborarea
modelului de lucru.
2. Iventarierea bazelor de date din domeniu. Studii, analize, determinari privind apomixia la nuc.
3. Obtinerea fructelor apomictice. Studii embriologice si citologice la fructele apomictice.

Interpretarea rezultatelor si valorificarea.

Cuvantul ,,apomixie” provine din limba greaca si Inseamna "fara amestec" (apo = "departe" si
mixis = "amestec"). Conceptul este folosit In sens ingust ca sinonim pentru agamospermie, care inseamna
formarea de seminte fard fertilizare. Termenul de apomixie este folosit ca fiind sinonim cu Inmultirea
vegetativa. Asker si Jerling (1992) folosesc termenul de inmultire asexuata prin seminte.

Apomixia ofera diferite beneficii de Tmbunatatire a culturilor in agricultura. Aceasta permite
reproducerea vegetativa, prin seminte si, astfel, poate avea un impact major nu numai la culturile ce se
inmultesc prin seminte, dar si in culturile ce se Tnmultesc vegetativ. Apomixia are potentialul de a
revolutiona productia vegetald prin maximizarea productiei si prin fixarea vigorii hibride.

Cercetari Intreprinse la nuc, privind formarea fructului, au aratat cd unele soiuri pot forma
polenizare la nuc, in conditii obisnuite, au prezentat un interes deosebit pentru cercetitorii biologiei
infloritului si formarii semintelor. Formarea fructelor prin apomixie, prezintd importantd teoretica si
practica, embrionul fiind homozigot transmite fidel caracterele plantei mama.

Materialul biologic

Pentru realizarea obiectivelor proiectului, experientele au fost amplasate la SCDP Valcea. In
studiu au fost folosite soiuri de nuc, altoite pe portaltoi de Juglans regia ('Germisara’, "Jupanesti’,
"Franquette’, "Vina’, "Valcor”) si hibrizi apomictici proveniti din cercetari anterioare. Au fost folosite
soiuri §i hibrizi incluzand toate tipurile de dichogamie: protandrie, protoginie, homogamie.

Materialul biologic folosit in experienta poate fi impartit astfel:
1. Soiuri aflate in cultura, altoite pe selectii portaltoi Juglans regia, la care se determina

posibilitatea de formare a fructelor apomictice (foto1).



2. Hibrizi considerati apomictici, la care se va urmari posibilitatea de formare a fructelor
apomictice si studiul descendentei (chemotaxonomia).
3. Material biologic (altoit) in pepinierd — se va urmari modul de formare a fructelor in pepiniera

(precocitate de rodire, Inflorire tarzie, lipsd polen) si studiul descendentei (foto 2-5).

Foto 2-5: Imagini din pepiniera (precocitate de rodire, inflorire tarzie)

Metode de cercetare

Din literatura de specialiate, reiese faptul cd apomixia este influentatd si de perioada de
inflorire, dar si de factorii de mediu. Pentru a determina particularitatile fenologice ale mugurilor micsti
femeiesti si mugurilor amenti, au fost efectuate observatii fenologice in camp, stabilindu-se datele
calendaristice la care s-au inregistart stadiile reper, folosind ca element de comparatie stadiile reper
elaborate de Bergaugnoux si Grospierre (1975).

Pentru sectiuni prin fructul apomictic si fructul normal dezvoltat, au fost recoltate fructele, fixate
in fixatorul FAA (80% etanol : 10% acid acetic glacial : 10% formol) si tinute la frigider. Sectiunile
transversale si longitudinale au fost vizualizate la microscop si fotografiate.

S-a elaborat protocolul de lucru pentru polifenoli in scopul folosirii markerilor chimici in
identificarea fructelor apomictice (chemotaxonomie). Pentru identificarea si cuantificarea polifenolilor
liberi s-a adoptat tehnica cromatografiei lichide de inaltd performanti in faza inversa, HPLC-RP. In acest
sens a fost utilizat un sistem HPLC-SURVEYOR Plus, produs de firma Thermo Electron, configurat cu
pompa cuaternara si degazor de vid incorporat SRVYR-LPMPP, autosampler termostatat Peltier
SRVYR-ASP, detector UV-VIS cu sir de diode si celuld in flux de 5 cm, SRVYR-PDASP, coloana
Chromsep HPLC (250x4.6 mm, Hypersil 5 BDS) si software CHROMQUEST pentru controlul

instrumentului, diagnostic, achizitia si procesarea datelor.

Rezultate obtinute.

Perioada de inflorire, dichogamia, calitatea polenului

Literatura de specialitate arata ci la soiurile protandre apomixia este mai frecventa decat la cele
protogine. Perioada de inflorire a fost studiata si analizata pe 3 ani calendaristici. Referitor la perioada de
inflorire, se constatd ca 1inflorirea nucului, in zona subcarpatica a Olteniei, are loc in a doua jumatate a
lunii aprilie — prima jumatate a lunii mai, strans legatd de oscilatiile factorilor climatici din perioada

deschiderii florilor barbatesti si femeiesti. In functie de perioada de inflorire, soiurile studiate au fost
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grupate 1n 4 clase de inflorire si anume: timpuriu (20-30 aprilie), semitimpuriu (1-5 mai), semitarziu (6-10
mai), trziu (dupa 10 mai). Perioada si durata de inflorire se schimba de la un an la altul la acelasi soi, in
stransad corelatie cu factorii de mediu. S-a constatat cad manifestarea fenomenului de dichogamie este
influentatd intr-un anumit grad si de alti factori, cum ar fi: umiditatea relativa a aerului, intensitatea si
durata luminozitatii, vantul, etc. in perioada studiatd, temperatura medie a variat intre 11,2 - 16,3 °C in
perioada de inflorire a florilor femeiesti si intre 10,2-17,8 °C in perioada de inflorire a amentilor. Cea
mai mare parte a soiurilor si-au desfasurat perioada de inflorire la temperaturi de peste 13,7°C. Se
constatd cd pentru zona studiatd, soiurile de nuc isi desfdsoard perioada de inflorire la temperaturi
cuprinse intre 11,2-16,3 °C. Calculand distributia procentuala a soiurilor in functie de temperatura medie
si durata de inflorire a amentilor, se constatd cd acestea se repartizeazd in 5 clase de frecventa si ca
inflorirea amentilor are loc cu preponderenta la temperaturi cuprinse in intervalul 14-15,9 °C (44,45%).
Tipul de inflorire se mentine an de an, intr-un anumit grad, strans legat de conditiile climatice din
perioada respectiva. In conditiile unor oscilatii mari ale temperaturii si umiditatii relative a aerului, gradul
de dichogamie este mai mult sau mai putin constant, sau variaza destul de mult.

Calitatea polenului, la nuc, este un element important de care depinde fecundarea. La soiurile
analizate au fost efectuate determinari privind marimea graunciorilor de polen, viabilitatea si germinarea
»in vitro”.  Diametrul minim al graunciorilor de polen la cele 6 soiuri, a avut o valoare medie in anii de

cercetare de 37,51, cu limite intre 37,7 p si 39,0 p. Diametrul mediu a fost de 41,6 p cu limite intre 40,2 p

si 34,1 p. Diametrul maxim a fost in medie de 44,7 pu , cu limite intre 42,7 p si 48,7 u (foto 6,7.8).
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Foto 6: Mairimea | Foto 7: Mirimea | Foto 8  Marimea | Foto 9: Polen germinat,

graunciorilor de polen | graunciorilor de polen | graunciorilor de polen | soiul Jupanesti (20x)
soiul Roxana (40x) soiul Jupanesti (40x) soiul Mihaela (40x)

Procentul de germinare mediu, a inregistrat valori de peste 60% (foto 9).

Obtinerea fructelor apomictice. Studii embriologice si citologice la fructele apomictice.
Dupa innegrirea stigmatelor si desfacerea pungilor a fost calculat procentul de fructe
apomictice. Valorile obtinute au fost mici, sub 5% la toate soiurile, ceea ce confirma faptul ca la nuc nu
se pot astepta productii economice prin apomixie. Fotografiile (10-19) au fost realizate in perioada de
inceput a cresterii fructului si pun in evidenta fructele apomictice aflate in diferite stadii de dezvoltare la

soiurile si hibrizii luati in studiu.



Foto 10-19: Fructe apomictice obtinute in campul

de cercetare

P

FRUETE  apamieTICE

Cercetarile au fost extinse si asupra materialului biologic altoit din pepiniera. De remarcat
este faptul, ca in pepiniera, soiuri altoite pe selectii portaltoi din Juglans regia (VL203 PO),
leaga fructe fara polenizare, deoarece inflorirea si fecundarea au loc intr-o perioada cand sursa de
polen lipseste (foto 20-22). Formarea fructelor partenocarpice la soiuri cu inflorire tarzie este
sustinutd si de literatura de specialitate, care sustine ca soiurile cu inflorire tirzie formeaza mult
mai des fructe partenocarpice decat cele cu inflorire timpurie. Se va urmadri s se identifice §i s
se stabilileasca modul de formare a fructelor obtinute in pepinierd, corelatia dintre procentul de

fructe obtinute si tipul de inflorire.

Foto 20-22: Imagini din pepiniera (soiul 'Valrex' altoit pe selectia portaltoi VL203 PO)
Pentru determinarea modului de formare a fructului apomictic si a diferentelor morfologice

fruct normal/fruct apomictic, au fost realizate sectiuni prin fruct, fructe aflate in perioada de crestere (Foto



23-26). De obicei, dimensiunile fructelor apomictice sunt mai mici decit cele obtinute prin polenizare

libera.

Foto 23-26: Fructe obtinute prin polenizare libera si fructe apomictice

Au fost realizate sectiuni prin fructe apomictice si fructe obtinute Tn urma polenizarii, (figura
27-32). La fructul apomictic (foto 27), soiul 'Jupanesti', epiderma este unistratificatd si prevazuta cu
cuticula groasd. Celulele taninifere patrund in mezocarp (foto 27, 31). Epicarpul este format din 2-3
straturi de celule cu peretii usor colenchimatizati (foto 29), iar sub el se gadsesc numeroase celule
taninifere, unele fiind mari, alungite 1n sens radial si patrund In mezocarp. Mezocarpul este alcdtuit din
celule sferoidale si ovoidale cu mici spatii intre ele si cu numeroase cloroplaste in interior. In mezocarp se
gasesc fascicule conducatoare libero-lemnoase mai mici decét la forma polenizatd (foto 30) si dispuse
oarecum ordonat pe doud cercuri, unul dispus sub epicarp si celalalt la exteriorul endocarpului, iar in alte

zone sunt dispuse neordonat.
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Foto 28: Soiul 'Jupanesti' (fruc - a8 : %
polenizat), sectiune realizata prin | Foto 29: Vedere de ansamblu —
endocarp si samantd (40x10) la  soiul 'Jupanesti (fruct
apomictic)(4x10)

-
0 27:Soiul 'Jupanesti' (fruct

Fot

apomictic) sectiune realizata
prin endocarp si saimanta

Foto 30: Vedere de ansamblu — t(';! 31: C,eiule taninifere, la | FOto 32 Epiderma, epicarp,

epicarp, mezocarp, endocarp si | goiul 'Jupanesti’ (fruct mezocarp la soiul 'Fernet' (fruct
samanta la soiul 'Jupanesti' apomictic)(40x10) apomictic)(40x10)
(4x10)

La soiul 'Fernet', sectiune prin epidermd, epicarp si o parte din mezocarp prin fructul

apomictic (foto 32), pune in evidenta o epiderma unistratificata, prevazuta cu o cuticula foarte subtire si



numerosi peri pluricelulari alungiti, maciucati. Fructul se afla in perioada imediat dupa fecundare
(stigmate innegrite). In aceastd etapa de dezvoltare, epicarpul este putin diferentiat, alcatuit din 4-5
straturi de celule cu pereti subtiri si usor alungite in sens tangetial. Mezocarpul format din celule
sferoidale si ovoidale fara cloroplaste in interior. Fasciculele conducatoare sunt in curs de diferentiere si
sunt dispuse neordonat. Endocarpul este nediferentiat si nu se poate face deosebirea intre mezocarp,

endocarp si simanta. In unele zone se observa epiderma interna a ovarului.

Studiul descendentei prin markeri chimici (chemotaxonomie). Stabilirea protocolului de
lucru.

Din punct de vedere taxonomic, fenolii s-au dovedit a fi cei mai popular tip de metabolit
secundar (Smith, 1976), iar numarul de studii chemosistematice pe baza acestor markeri au fost pe larg
raportate. S-a realizat extractia, identificarea i cuantificarea polifenolilor liberi din frunze si mezocarp de
nuc de la sapte soiuri si hibrizi. Probele au fost recoltate in perioada 15.08-15.09 si au fost conservate prin
congelare la temperatura de -40 °C. Probele, formate din produsele vegetale fin maruntite, in cantitate de
500 mg cantdrite cu precizie de 0,0001, introduse in vase conice impreund cu 20 mL metanol cu 1%
BHT(2,6-di-tert-butyl-4-methylphenol), acoperite cu parafilm si folie de aluminiu, s-au mentinut la
temperatura de 25 °C pe o baie cu ultrasunete timp de 40 minute. Extractele s-au separat prin centrifugare
la 1200 g folosind o centrifugd HERMLE Z 233 MK-2. Supernatantele au fost filtrate prin membrane de
poliamida cu diametrul porilor de 0,22 um si stocate la temperatura de -20 °C.

Pentru identificarea si cuantificarea polifenolilor liberi s-a adoptat tehnica cromatografiei lichide
de inalta performantd in fazi inversi, HPLC-RP. In acest sens a fost utilizat un sistem HPLC-
SURVEYOR Plus, produs de firma Thermo Electron, configurat cu pompa cuaternara si degazor de vid
incorporat SRVYR-LPMPP, autosampler termostatat Peltier SRVYR-ASP, detector UV-VIS cu sir de
diode si celuld in flux de 5 cm, SRVYR-PDASP, coloand Chromsep HPLC (250x4.6 mm, Hypersil 5
BDS) si software CHROMQUEST pentru controlul instrumentului, diagnostic, achizitia si procesarea

datelor.
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Figura 34: Cromatogramﬁ pentru juglona (soiul
Germisara)

Figura 33: Cromatograma pentru acid vanilic,
acid syringic,acid coumaric, acid ferulic (soiul
Germisara)
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Figura 35: Cromatogrgfna pentru myricitina
(soiul Germisara)




