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OBTINEREA FRUCTELOR APOMICTICE. STUDII EMBRIOLOGICE SI CITOLOGICE LA
FRUCTELE APOMICTICE. STUDIUL DESCENDENTEI PRIN MARCHERI BIOCHIMICI

Mate rialul biologic

Experientele au fost amplasate la Universitatea din Craiova (SCDP Vilcea: 45°07' latitudine
nordica 24°22'21" longitudine estica, foto 1-3). Au fost folosite soiuri de origine diferita si hibrizi apomictici,
incluzand toate tipurile de dihogamie: protandrie, protoginie, homogamie.

Foto 1-3: Imagmni din campul de cercetare

Metode de lucru

Din literatura de specialitate, reiese faptul ca apomixia este influentata 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 inregistrat stadiile reper, folosind ca element de comparatie stadiile reper elaborate de Bergaugnoux si
Grospierre (1975). Pentru determinarea procentului de apomixie, izolarea florilor a fost efectuata inainte de
bifurcarea stigmatelor. S-a folosit hartia de pergament, o mare parte din pungi se distrug partial in timpul
ploilor si vanturilor ce au loc in perioada de inflorire a nucului. Desfacerea pungilor a fost efectuata cand
stigmatele erau complet uscate (foto 4-5).

. HEE & EEEEEE IS
Foto 4-5: Desfacerea pungilor de izolare (imagini camp)

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.

Pentru studiul diversitatii genetice, s-a elaborat protocolul de lucru pentru utilizarea polifenolilor in
analiza taxonomicad. Obiectivul a fost sd dezvolte o metodd cromatograficd care sa permitd identificarea
fructelor apomictice si clasificarea taxonomica, metodd bazatd pe analiza HPLC si compararea profilurilor
de fenoli, iar pe baza acestora stabilirea diversitatii genetice. Pentru identificarea si cuantificarea
polifenolilor liberi s-a adoptat tehnica cromatografiei lichide de inalta performanta in faza inversa, HPLC-
RP. Pentru analiza si interpretarea datelor s-a folosit programul Microsoft Excel (descriptive statistics),
NCSS (analiza cluster / dendograma) si XLSTAT 2007 (PCA Analysis).

Rezultate obtinute
Nucul, fiind o plantd monoicd, la care fenomenul de dihogamie este bine exprimat, cercetarile au
pus in evidentd faptul cd variatia factorilor climatici in perioada deschiderii florilor masculine au o
importantd majora. Au fost luate in studiu soiuri de origini diferite; tipul de inflorire si fructificare, vigoarea



de crestere sunt prezentate in tabelul 1. Pentru somurile roménesti predomina tipul protogin, la soiurile straine
tipul protandru. Tipul de fructificare predominant este cel terminal. In zona de cercetare, inflorirea soiurilor
de nuc are loc, de obicei, intre 04 aprilie si 21 mai (media pe o perioada de cinci ani). In aceasta perioadd nu
se finregistreaza ingheturi tarzii. Intre soiurile cu fructificare laterald si cele cu fructificare terminald nu
existd mai mult de 4 pana la 10 zile diferenta de sincronizare la inflorire.

Tabelul 1: Tipul de inflorire si fructificare la soiuri de nuc studiate

Nr.crt Soi Origine Vigoarea Tip de dihogamie Tipul de fructificare
1 ’Sarmis’ Romania Mare Protogin terminal
2 "Sibise] 44° Romania Mare Protogin terminal
3 "Valcor’ Romania Mare Protogin terminal
4 ’Valmit’ Romania Mare Protogin terminal
5 "Valrex’ Romania Mare Protogin terminal
6 ’Jupanesti’ Romania mare Protogin terminal
7 ’Argesean’ Romania Foarte mare Protogin terminal
8 ’Geoagiu 65’ Romania Foarte mare Protogin terminal
9 ’Germisara’ Romania Medie Protogin intermediar
10 "Muscelean’ Romania Mare Protandru terminal
11 ’Orastie’ Romania Medie Protogin terminal
12 "Velnita’ Romania Medie Protogin terminal
13 "Franquette’ Franta Mare Protandru terminal
14 "Ferjean’ Franta Mare Protandru lateral
15 "Fernette’ Franta Mare Protandru lateral
16 "Fernor’ Franta Mare Protandru lateral
17 "Lara’ Franta Mare Protandru lateral

Procentul fructelor apomictice obtinute a fost sub 10% la toate Soiurile, ceea ce confirma faptul ca
la nuc nu se pot astepta productii economice prin apomixie. Literatura de specialitate aratd faptul ca la
soiurile protandre apomixia este mai frecventd decat la cele protogine. La soiurile roménesti se manifesta

- frecvent fenomenul de protoginie, ceea ce poate fi o explicatie a procentului de
fructe apomictice destul de scazut. In legaturd cu perioada de inflorire, este
cunoscut faptul cd genotipurile cu inflorire tardivd formeaza mai des fructe
partenocarpice decat cele cu inflorire timpurie. Acest lucru poate explica
fenomenul de formare a fructelor la soiuri altoite din pepiniera, ce au o
inflorire tarzie (foto 6), cand se constatd, de regula, lipsa de polen.

La nuc, formarea fructului are loc in paralel cu parcurgerea proceselor
de embriogeneza si endospermogeneza. Fotografiile 7-11 prezintd sectiuni prin
fructul polenizat si fructul apomictic la soiul Jupanesti. La fructul apomictic
(foto 9), soiul 'Jupanesti', epiderma este unistratificata si prevazuta cu cuticula
groasd. Celulele taninifere patrund in mezocarp (foto 11). Mezocarpul este
alcatuit din celule sferoidale siovoidale cu mici spatii intre ele si cu numeroase
cloroplaste in interior (foto 8 si 10). Nu se observa diferente semnificative intre
fructul apomictic si polenizat.

Foto 6: Formarea
fructelor apomictice

Foto 7: Soiul Foto 8: Soiul Foto 9: Soiul Foto 10: Smul Foto 11:Soiul Jupéanesti'
'Jupéanesti' 'Jupanesti' 'Jupanesti’ 'Jupanesti' (apomictic): cuticula,
(polenizat): (polenizat): portiune (apomictic): (apomictic): epiderma, epicarp, celule
epiderma si de mezocarp mirita epiderma, epicarp, mezocarp (40x10) taninifere, mezocarp
cuticula, epicarp, (40x10) celule taninifere (40x10)
mezocarp ( 40x10) (40x10)




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

Chemotaxonomia este o ramurd a taxonomiei care urmareste clasificarea plantelor pe criterii
chimice. Marcherii chimici au fost pe larg utilizati in studii de botanicd chemosistematica. Posibilitatea de a
folosi compusi fenolici ca markeri chimici a fost printre primele mentionate de Hubacek si Lachman (1977).
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 marcheri au fost pe larg raportate. Principalul
motiv pentru popularitatea lor este extractia lor rapida si simpld din materialul vegetal. De asemenea, acestia
sunt relativ usor de separat prin cromatografie si sunt usor identificati prin reactivi de locatie (Smith 1976).
Fenolii prezenti 1n tesutul plante lor sunt caracteristice speciilor, $ide aceea au valoare taxonomica.

Utilizarea polifenolilor ca marcheri in chemotaxonomie, care sa permita diferentierea dintre familii i
chiar cultivari, a fost in prealabil demonstratd (Van Sumere si colab. 1993; Venkataraman, 1994) la specii
diferite. Jay-Allemand si colab. (1988) a gasit trei rapoarte intre cinci polifenoli, care au fost asociate cu
reintinerirea la nuc. Ulterior, Claudot si colab. (1992) a constatat ca glucoside hydrojuglone si myricitrin sunt
marcheri buni de varsta fiziologicd la nuc. Principalele criterii de diferentiere a soiurilor la nuc, folosite
frecvent, au fost caracteristicile morfologice si agronomice, caracteristici influentate in mare parte de
conditiile de mediu. Prasad (2003) considera ca fructele de nuc sunt bogate in compusi fenolici. Compozitia
in polifenoli este in principal determinata de factori genetici (Solar et al., 2006), cu toate acestea, continutul
de fenoli este influentat si de locatia geograficd, de conditiile climatice (Amaral, 2008). Continutul in
polifenoli este influentat si de fenofaza de vegetatie, acesta find mai scazut catre sfarsitul perioadei de
maturitate in mezocarpul fructelor mature (Cosmulescu et al, 2010).

Pornind de la aceastd idee, al utilizirii polifenolilor in analiza taxonomica, obiectivul a fost sa
dezvolte o metodd cromatografica care sa permitd identificarea fructelor apomictice si clasificarea
taxonomicd, metoda bazatd pe analiza HPLC si compararea profilurilor de fenoli, iar pe baza acestora
stabilirea diversitagii genetice.

S-a realizat extractia, identificarea si cuantificarea polifenolilor liberi din frunze si mezocarp de nuc
de la sapte soiuri diferite. Probele au fost recoltate la inceputul lunii septembrie si au fost conservate prin
congelare la temperatura de -40 °C. Probele, formate din produsele vegetale fin miruntite, in cantitate de 500
mg cantarite 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
centrifugh HERMLE Z 233 MK-2. Supernatantele au fost filtrate prin
membrane de poliamidd 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 inaltd performantd in faza inversa, HPLC-
RP. In acest sens a fost utilizat un sistem HPLC-SURVEYOR Plus, produs
de firma Thermo Electron (Foto 12), configurat cu pompa cuaternara si
degazor de vid incorporat SRVYR-LPMPP, autosampler termostatat
Peltier SRVYR-ASP, detector UV-VIS cu sir de diode si celula in flux de 5
cm, SRVYR-PDAS5P, coloana Chromsep HPLC (250x4.6 mm, Hypersil 5
BDS) si software CHROMQUEST pentru controlul instrumentului,

4 diagnostic, achizitia si procesarea datelor.

- S-au utilizat urmatoarele standarde externe: acid ferulic (Fluka
Chemie GmbH) , acid vanilic(Sigma-Aldrich Chemie GmbH), acid
coumaric(Sigma), acid elagic(Fluka), myricitind (Sigma) si juglona, 5-
hydroxy-1,4-naphthoquinone (Aldrich). Pentru faza mobild s-a folosit
acetonitril (Baker) acid acetic (Merck) si apa ultrapura obtinuta cu un sistem SG-Water. Solutiile etalon sau
obtinut prin dizolvarea standardelor in metanol (Merck) si metanol:acetonitril 50:50 (v/v) in cazul acidului
elagic. Faza mobila a fost filtrata printr-o membrana de poliamida 0,2 um si degazata cu ajutorul uneibaide
ultrasunete DK 102p Bandelin. Tnainte de injectare, probele au fost filtrate prin filtre de seringd din nylon
CRS 045 pum. Pentru identificare s-a realizat scanarea si inregistrarea spectrului in domeniul 230-450 nm,
determinarea timpului de retentie pentru fiecare standard si compararea cu datele obtinute in cazul probelor
reale. Cuantificarea s-a realizat prin metoda standardului extern sau interpolarea pe baza curbei de calibrare
stabilitd pentru fiecare compus, in domeniul 0-40 p.p.m. Au fost masurate probe reale si probe cu adaos
cunoscut de substante etalon. Conditiile de lucru cromatografice au fost stabilite pe baza metodei Schieber si
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Foto 12: Sistemul HPLC-
SURVETOR Plus




colab. (2001) la care au fost ficute mici modificari. S-a aplicat un regim gradient, in care solventul A este
apa cu 5% (v/v) acid acetic, solventul B acetonitril:apa 50:50(v/v) cu 0,5% acid acetic. Probele si coloana au

fost termostatate la 25 °C, debitul de eluent stabilit la ImL/min, iar volumul de injectie 20 pL.

Pentru analiza diversitatii genetice au fost folosite datele obtinute prin analiza frunzelor de la 5 soiuri
(Germisara, Jupanesti, Valcor — soiuri romanesti i Franquette, Vina- soiuri straine) si doi hibrizi apomictici
(H.ap.5 si H.ap.28). Myricitina a furnizat cele mai multe informatii, a urmat (in ordinea descrescétoare a
continutului) juglona, acidul vanilic, acidul coumaric, acidul syringic si in cele din urma, acidul ferulic
(tabelul 2). Profilurile fenolice sunt suficient de specifice pentru cele 7 probe (tabelul 2, figura 1,2,3,4), astfel
incat 1n functie de masura euclidiand, afinitatea din punct de vedere taxonomic poate fi determinatd distinct.

Tabelul 2: Compozitia fenolicd a frunzelor de nuc” (mg/100 g proba)

Compusul / Myricitin Acid Acid Acid Acid ferulic | Juglona
Genotipul vanilic syringic coumaric
Germisara 25.475 1.966 2.342 0.271 0.972 22.824
Jupanesti 46.119 3.369 2.073 1.722 2.333 5.443
Franquette 16.052 1.504 1.379 0.620 0.367 15.208
Vina 17.066 1.611 1.550 0.483 0.629 12.552
Valcor 29.189 3.565 2.382 2.442 1.427 5.418
H.ap.5 29.344 4.395 2.362 3.210 0.341 7.883
H.ap.28 29.536 3.965 2.565 2.044 1.684 8.165
Media 27.540 2.910 2.093 1.541 1.107 11.070
Abatere standard (SD) 10.009 1.191 0.455 1.115 0.743 6.320
Minimum 16.052 1.504 1.379 0.271 0.341 5.418
Maximum 46.119 4.395 2.565 3.21 2.333 22.824
Confidence level(95.0%) 9.256 1.102 0.421 1.031 0.687 5.845
Coeficient de variatie 36,34 40,92 21,73 72,35 67,11 57,09

SD = standard deviation; Valorile reprezinta media a trei determinari pentru fiecare compus

O prima grupd de compusi fenolici, cu timpul de retentie cuprins intre 14,41 si 25,07 min, cuprinde
compusii acid vanilic, acid syringic, acid coumaric si acid ferulic (figura 1, 4) Datele spectrale s-au acumulat
la 280 nm. La 34,90 min si 340 nm a fost identificatd myricitina (figura 2), iar juglona la 420 nm si 48,73
min (figura 3). Continutul de myricitind s-a gasit in cele mai mari concentratii (16,052-46,119 mg/100g),
urmat de juglona (5,418-22,824 mg/100g). Pe de altd parte, continutul de acid ferulic a variat intre 0,341 —
2,333 mg/100 g, acidul vanilic intre 1,504 — 4,395 mg/100 g, acidul syringic intre 1,379-2,565 mg/100 g,
acidul cumaric intre 0,271-3,210 mg/100g, acestea gasindu-se in cele mai mici concentratii.

Figura 1: HPLC-RP
profilul fenolic la nuc
(curba rogie- mezocarp,
curba albastrd — frunze),
(cv. Franquette). Detectie
la 280 nm: acid vanilic,
acid syringic, acid
coumaric, acid ferulic

Figura 2: HPLC-RP
profilul fenolic la nuc
(curba rosie - mezocarp,
curba albastra - frunze),
(H.ap.5). Detectie la 340
nm: myricitina

Figura 3: Fig 2: HPLC-RP
profilul fenolic la nuc
(curba rosie - mezocarp,
curba albastra - frunze),
(cv. Germisara). Detectie
la 420 nm: juglona

Figura 4: HPLC-RP
phenolic profile in walnut
(red curve- green husk,
blue curve - leaves), (cv.
Jupanesti). Detectie la 280
nm: acid vanilic, acid
syringic, acid coumaric,
acid ferulic

Pentru analiza diversitatii, in cadrul celor 5 soiuri (Germisara, Jupanesti, Valcor — soiuri romanesti si
Franquette, VVina- soiuri straine) S-a folosit analiza PCA si analiza cluster (dendograma).

Graficul stabilit in conformitate cu primele doud axe PCA (Figura 5), sugereaza existenta a trei
grupe de soiuri. Grupa I, formata din cultivarele Franquette” si "Vina cu cel mai mic procent de juglona



(13.95% si respectiv 9.45%) si un continut mai mic de myricetind (22.23% si respectiv 13.80%). Grupa I,
cuprinde cultivarul "Germisara’, caracterizate prin cel mai mare procent (74.15%) din juglona si cel mai
scazut continut (5.43%) din myricetind. Grupa 111, cuprinde cultivarele "Jupanesti” si "Valcor” caracterizate
prin cel mai scazut continut juglona (0,06% si respectiv 2,36%) si continut mediu de myricetina (35.26 si

respectiv 23.26%), (Tabelul 3).
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Figura 5: Graficul repartitiei
soiurilor in functie de principalii doi
componenti (F1 si F2)

Figura 6: Graficul repartitiei soiurilor
sihibrizilor in functie de principalii

doicomponenti (F1 §iF2)

Figura 7: Analiza cluster bazata pe
markeri biochimici (polifenoli)

Prin reprezentarea F1 (myricetin) in functie de F2 (juglond), soiurile analizate se grupeaza in functie
de origine. Astfel, se poate vedea ca soiurile Franquette” si "Vina sunt grupate in zona de valori negative
pentru ambele componente principale. Soiurile romanesti (Germisara, Jupanesti, Valcor) sunt, in principal
grupate in zona de valori pozitive pentru cel putin una din cele doua componente principale care au fost
analizate (Figura 5). Analiza PCA (Principal Component Analysis), pentru continutul de polifenoli din
frunzele celor 5 soiuri (Germisara, Jupanesti, Valcor — soiuri romanesti si Franquette, Vina- soiuri straine) Si
2 hibrizi apomictici (H.ap.5, H.ap.28), a aratat ca principalii doi componenti (myricetina si juglona) au

reprezentat 65,45 % sirespectiv 18,77% din variatia totala in cadrul setului de date analizat (Figura 6).

Tabelul 3: Contributia procentald a componentilor la obtinerea observatiilor pentru cele 5 soiuri

Genotipul F1 (Myricitin) F2 (Juglona) | F3 (Vanillic Acid) | F4 (Syringic Acid)
Germisara 5.431 74.154 0.367 0.048
Jupanesti 35.264 0.069 44.286 0.381
Franquette 22.239 3.957 0.195 43.609
Vina 13.804 9.457 0.779 55.960
Valcor 23.263 2.362 54.373 0.002

Graficul stabilit in conformitate cu primele doud axe PCA (F1 si F2) sugereaza existenta a patru
grupe de soiuri. O primd grupa de soiuri, formatd din "Vina" si 'Franquette’, cu o contributie procentuala
ridicata la myricitina (19,14%, respectiv 28,13%) si scazutd la juglona (0,061% respectiv 1,44%). Grupa II,
cuprinde soiul Germisara, caracterizat printr-un continut procentual mediu la juglona si myricitina (9,01 %
respectiv 10,24%), (Tabelul 4).

Tabelul 4: Contributia procentualda a componentilor asupra observatiilor (%) la cele 5 soiuri si 2
hibrizi apomictici

F1 F2 F3 F4 F5 F6
Soiul (Myricitin) | (Juglona) | (Acid vanilic) |(Acid syringic) |(Acid coumaric) (Acid ferulic)

Germisara 10.244 9.019 59.708 3.497 3.229 0.016
Jupanesti 15.452 40.379 12.970 16.611 0.125 0.178
Franquette 28.314 1.446 10.459 1.214 4.902 39.380
Vina 19.148 0.061 10.643 5.984 0.555 49.323
Valcor 8.545 1.497 0.558 17.434 49.809 7.872
H.ap.5 8.352 47.555 0.858 25.393 0.398 3.159
H.ap-28 9.945 0.044 4.803 29.867 40.983 0.072




Soiurile "Valcor” si "Jupanesti’, precum si hibrizii apomictici (H.ap.5, H.ap.28) s-au grupat in aria
valorilor pozitive, pentru cel putin unul din componenti. Ca urmare, pot fi identificate 2 grupe. Grupa III,
cuprinde soiul "Valcor” si hibridul H.ap.5, cu o contributie procentuald scdzutd pentru myricitin (8.54%
respectiv 8,35%), scazutd pentru juglond la Valcor (1,49%) si ridicata pentru hibridul H.ap.5 (47,55%).
Grupa IV, cuprinde soiul "Jupanesti” si hibridul H.ap.28, cu continut procentual pentru myricitind de 15,45%,
respectiv 9,94%, iar pentru juglona 40,37%, respectiv 0,044% (Tabelul 4).

In urma acestei analize a datelor s-a constatat ca, prin reprezentarea F1 (myricetind) functic de F2
(juglond), soiurile s-au repartizat in patru grupe in functie de originea geografica. Astfel, soiurile
‘Franquette " si "Vina“ sunt grupate pe zona valorilor negative pentru cele doua componente principale.
Soiuri romanesti ("Germisara’, "Jupanesti’, "Valcor”) sunt in principal grupate in zona de valori pozitive
pentru cel putin unul dintre cele doua componente principale care au fost analizate (Figura 6). Gruparea celor
doi hibrizi apomictici analizati in zona soiurilor romanesti, sugereaza ideea ca pot proveni din acestea.

Pentru a obtine informatii suplimentare despre similitudinea dintre soiurile si hibrizii analizati, s-a
folosit analiza cluster. Analiza cluster a fost folositd cu succes in studiul relatiilor taxonomice la plante.
Analiza grafica (Figura 7) arata ex1sten‘;a a cinci grupurl Asezarea celor cinci soiuri si doi hibrizi apomlctlcl
este similara analizei PCA. O primad grupare a permis asezarea soiurilor si hibrizilor analizati in 2 grupe,
dendogram distance 1,67. Prima grupa cuprinde soiurile ‘Germisara’, "Vina“ si 'Franquette’, soiuri ce se
gasesc, prin analiza PCA, in zona valorilor negative pentru componentul principal myricitind. A doua grupa
cuprinde soiurile "Jupanesti’, "Valcor” si hibrizii H.ap 5, H.ap.28, ce se gisesc in analiza PCA in zona
valorilor pozitive pentru componentul myricitind. In cadrul acestor grupe, se detaseaza soiurile "Vina“ si
‘Franquette’, dendogram distance 0,281; soiul "Valcor” si H.ap.28 dendogram distance 0,344. Diferenta
procentuald dintre acestea este 0,00.

In concluzie, acest studiu sugereaza ca:

-Tehnica descrisa pare a fi destul de utild pentru analiza compusilor fenolici din frunzele de nuc.

-Polifenolii analizati au fost prezenti in toate genotipurile, dar diferentele apar in ceea ce priveste
cantitatea.

-Acest set de compusi, atunci cand sunt determinati calitativ si cantitativ, pot sd defineasca afinitatea
din punct de vedere taxonomic.
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