ETAPA DE EXECUTIE NR. 3

ETAPA I1I COLECTAREA RESURSELOR GENETICE AUTOHTONE
VALOROASE INTR-O NOUA COLECTIE AMPELOGRAFICA (ME II),
CONSERVAREA SI MONITORIZAREA CELOR EXISTENTE IN ME I,

DISEMINAREA REZULTATELOR OBTINUTE

OBIECTIVELE GENERALE:

1. Colectarea de noi surse de germoplasma (soiuri noi si clone, biotipuri, varietati
mugurale, varietati locale, autohtone), inmultirea si introducerea lor in colectii;

2. Conservarea resurselor genetice viticole existente in colectiile ampelografice
(banca de gene) din estul si sud-estul tarii;

3. Monitorizarea fondului de germoplasma;

4. Realizarea de colectii ampelografice, numai cu genotipuri autohtone valoroase
din zona de est si sud - est a Romaniei, creatii romanesti (soiuri noi si clone), elite

clonale si hibride pentru conservarea potentialului genetic si biodiversitatii lor.

OBIECTIVELE ETAPEI DE EXECUTIE:
1. Catalogarea genotipurilor nou identificate;

2. Stabilirea autenticitatii gentotipurilor existente in colectii in vederea eliminarii
sinonimiilor;

3. Elaborare, proiectare si realizarea modelului experimentat ME II -
documentatie de realizare;

4. Experimentari in colectile ampelografice existene (ME 1) sub aspectul
autenticitatii soiurilor, sanatatii fitosanitare si virusologice, aplicarea de masuri culturale
adecvate, asigurarea densitatii plantatiei.

5. Diseminarea rezultatelor obtinute prin participari la manifestari tehnico -
stiintifice din domenii specifice proiectului, publicatii.

6. Realizarea paginei WEB pentru conectarea la retele de cercetare nationale si
internationale.

Intretinerea modelului experimental existent ( colectia ampelografica);



ACTIVITATILE ETAPEI DE EXECUTIE:

Activitate II1.1 Formularea si verificarea de ipoteze. Raport de cercetare
privind catalogarea genotipurilor nou identificate, utilizdnd metoda descriptorilor, cluster,
si/sau metode statistico-matematice moderne

Activitate II1.2 Studii si analize. Raport de cercetare. Studii si analize privind
stabilirea autenticitatii genotipurilor existente in colectiile partenerilor implicati in proiect
in vederea elimindrii sinonimiilor

Activitate III.3 Elaborare model experimental (ME II). Documentatie de
realizare a colectiei ampelografice (model experimental II) cu sursele noi de
germoplasma care au fost identificate si catalogate.

Activitate III.4 Proiectare model experimental (ME II). Documentatie de
proiectare a noilor colectii ampelografice cu genotipurile noi (studii asupra ecosistemului
viticol din noul model experimental, organizarea terenului, amplasarea, soiurilor pe
directii de productie).

Activitate II1.5 Realizarea modelului experimental (ME II). Documentatie
de realizare a noilor colectii ampelografice (ME II) pe o suprafata minima de 1 ha, cu
genotipurile noi, varietati locale autohtone valoroase din punct de vedere a potentialului
genetic, fiecare reprezentat de minim 20 de plante.

Activitate II1.6 Experimentarea modelelor experimentale ME I. Raport de
experimentare-analize, observatii si determinari privind monitorizarea resurselor genetice
sub aspectul autenticitatii lor, sanatatii fitosanitare si virusologice, aplicarea de masuri
culturale adecvate, asigurarea densitatii plantatiei etc.

Activitatea III.7 Participarea la manifestari tehnico - stiintifice din
domenii specifice proiectului. Articole stiintifice, brosuri privind conservarea, colectare
si monitorizarea resurselor genetice viticole autohtone din zona de est si sud-est a
Romaniei. Participarea la simpozioane nationale si internationale din domenii specifice
proiectului.

Activitatea III.8 Conectarea la retele de cercetare nationala si
internationala. Pagina web cu diseminare rezultate privind conservarea, colectare si
monitorizarea resurselor genetice viticole autohtone din zona de est si sud-est a

Romaniei.



Activitatile efectuate in etapa a III-a au avut ca scop realizarea obiectivelor
specifice fazei de executie din planul de realizare al proiectului si au vizat:

> catalogarea genotipurilor utilizand metoda descriptorilor ampelografici, metode
statistico matematice moderne bazata pe principiile ampelometriei si analiza
biochimica prin folosirea analizei enzimatice;

> stabilirea autenticitatii genotipurilor existente in colectiile partenerilor implicati in
proiect in vedea eliminarii sinonimiilor;

> elaborarea, proiectarea si realizarea modelului experimental (ME II) la partenerii
CO, P2 si P3;

> experimentdri in colectiile ampelografice existente si cele nou infiintate privind
mentinerea autenticitatii soiurilor, a starii fitosanitare si virusologice;

> participari la manifestari tehnico - stiintifice din domeniul proiectului, elaborarea
de publicatii stiintifice privind conservarea, colectarea si monitorizarea resurselor
genetice viticole din zona de est si sud est a Romaniei;

» conectarea la retele de cercetare nationale si internationale prin realizarea paginii

WEB a proiectului.

In vederea descrierii si identificarii soiurilor de vitd de vie este necesard utilizarea
unui limbaj mondial comun, pentru o mai buna gestionare si conservare a genofondului
viticol existent. Aceasta a devenit posibila prin elaborarea de catre O.I.V., U.P.O.V. si
Bioversity a Listei descriptorilor varietatilor si speciilor genului Vitis., editia a II-a (2002),
cand s-a realizat o ajustare aproape completa a descriptorilor utilizati in acest scop.

Adaugarea in Lista descriptorilor OIV a celor 18 descriptori ampelometrici,
intregeste metodologia de descriere a soiurilor, reconsiderand totodata metoda
ampelometrica.

Pentru catalogarea genotipurilor autohtone valoroase, dar si a celor nou create, a
unora din sortimentul mondial sau a unor soiuri locale mai putin cunoscute au fost
utilizate mai multe metode folosite azi la descrierea soiurilor de vita de vie.

Metoda descriptorilor ampelografici a fost folosita la caracterizarea a 15 genotipuri
autohtone valoroase, multe dintre ele stand la baza sortimentului viticol din anumite
podgorii.

Utilizarea metodelor ampelometrice in descrierea si caracterizarea soiurilor si in
stabilirea gradului de similaritate si disimilaritate intre soiuri revine in actualitate in
conditiile dezvoltarii informaticii si multiplelor posibilitati de prelucrare a datelor,
obtinandu-se informatii pretioase in legatura cu apartenenta soiurilor la diferite
sortogrupuri, a gradului de inrudire intre soiuri precum si la diferentierea lor.

In acest sens s-au folosit urmatoarele metode de analizd multidimensional3 in

ampelometrie.



Analiza in componenti principali (ACP), a cdrui principiu se bazeaza pe studiul
covariantei sau al corelatiilor dintre variabile, permite diferentierea si gruparea soiurilor
de vita de vie mai ales dupa marimea si forma frunzelor in functie de pozitionarea
factorilor pe directia axelor principale. Aceasta metoda a fost aplicatd la un numar de 38
de genotipuri.

Analiza cluster (AC) prin care se verifica apartenenta unui individ la grupa de
soiuri din care face parte permite Tmpartirea soiurilor studiate in ramuri conform
principiului disimilaritatii sau similitutidinilor existente. Au fost analizate 84 de genotipuri
apartinind tuturor partenerilor implicati in proiect, din care 13 au fost comune.

O alta metoda utilizata in catalogarea soiurilor de vita de vie a fost analiza
izoenzimatica care diferentiaza soiurile intre ele prin intensitatea activitatii izoenzimatice.

In vederea stabilirii autenticitdtii soiurilor existente in colectiile ampelografice s-
au efectuat lucrari de selectie negativa si fitosanitara vizuala indepirtandu-se de la
fnmultire butucii care nu corespundeau soiului, precum si cei care prezentau simptome
de boald. Au fost efectuate analize virusologice la un numar de 10 genotipuri mai putin
cunoscute.

Pentru conservarea resurselor genetice valoroase in noi colectii ampelografice s-a
elaborat documentatia de proiectare si realizare a acestora. Au fost identificate parcelele
de teren ce urmeaza a plantate, s-a obtinut materialul saditor viticol necesar plantarii si
au fost plantate efectiv 26 genotipuri la SCDVV lasi (coordonator proiect) si 97 la SCDVV
Bujoru (Partener 2).

In modelele experimentale existente si in cele nou infiintate s-au efectuat
observatii privind autenticitatea soiurilor, starea fitosanitara si s-au aplicat masuri
culturale adecvate pentru intretinerea acestora.

In anul 2010 in vederea disemindrii rezultatelor obtinute s-a participat la
simpozioane nationale cu referate stiintifice din cadrul proiectului, acestea fiind publicate
in reviste de specialitate.

Pentru conectarea la retele nationale si internationale, precum si pentru cresterea
vizabiltatii cercetarilor efectuate in cadrul proiectului a fost elaborata pagina WEB a
proiectului.

Toate activitatile specifice acestei etape au fost realizate in confimitate cu planul

de realizare al proiectului.



Rezultatele obtinute in cercetarile efectuate in aceasta faza de executie, au
condus la urmatoarele concluzii:

1. Patrimoniul genetic viticol aflat in colectiile ampelografice ale partenerilor
implicati in realizarea proiectului insumeaza 870 de genotipuri, grupate astfel:

> 335 genotipuri exixtente 1in colectile ampelografice sunt comune tuturor

partenerilor, aspect deosebit de important pentru salvarea fondului genetic si a
conservarii resurselor;
53 sunt soiuri autohtone;
25 sunt genotipuri, locale, autohtone, mai putin cunoscute ;
soiuri si clone noi 92 genotipuri;
118 sunt genotipuri cu rezistenta biologica, din care 64 HPD;

96 soiuri de portaltoi;
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150 genotipuri din sortimentul mondial.

2. Prin utilizarea metodei descriptorilor ampelografici in catalogarea soiurilor s-au
intocmit fisele de caracterizare a 15 soiuri autohtone, care alcatuiesc conveerul varietal al
unor podgorii renumite si care certifica faptul ca genotipurile pot fi catalogate ca soiuri

autentice.

3. Pentru aplicarea analizelor statistico-multidimensionale, au fost executate
masuratori ampelometrice la frunza matura ca principal organ ampelogreafic la un numar
de 84 genotipuri de la toti partenerii implicati in proiect, din care 13 au fost comune, iar

datele obtinute au fost prelucrate prin analiza in componenti principali si analiza cluster.

4. Analiza in componenti princiupali care separa cel mai bine ansamblu de soiuri
studiate a fost folosita in cadrul a doua grupe mari de genotipuri si a pus in evidenta
urmatoarele grupuri antagoniste: Mustoasa de Maderat (+6,9480) - Galbena de Odobesti
(+6,4497) - Zghihara de Husi (+5,3086), fata de soiul Feteasca alba (-5,1940), separate de
factorul 1 (axa 1); soiurile Feteasca regala (+4,8553) si Grasa de Cotnari (+3,0362), fata de
soiurile Berbecel (-4,5634), Coarna alba (-4,4306) determinate de factorul 2 (axa 2), in
cazul primului grup si soiurile Verde de Moldova (5,4940), Gordan (5,4847), Om rau
(4,2927) si Aligoté (4,1820) fata de Tita caprei neagra (-6,6307), Ferdinand de Lesseps
(-5,4874) si Ananas (0,5575), separate de factorul 1 (axa 1); soiurile Coarna rosie
(6,0763), Ceaus roz (5,6225), Ceaus alb (4,1935) fata de Alb rominesc (-3,2854),
determinate de factorul 2 (axa 2). Prin aceasta separare antagonista a soiurilor a rezultat
ca grupele respective au foarte putine caractere comune.

5. Analiza cluster care admite existenta grupurilor politetice (grupuri similare de
soiuri dar nu pentru toate caracterele), a fost folosita la patru grupuri de soiuri ce au
inglobat 84 de genotipuri de la toti partenerii, din care 13 au fost comune. Principul

acestei metode se bazeaza pe impartirea soiurilor dintr-un grup in patru ramuri conform



disimilaritatii sau similitudinilor existente. Au rezultat mai multe grupuri (ramuri)
politetice de soiuri, dupa cum urmeaza:

a) In_cazul soiurilor studiate la Universitatea de Stiinte Agricole si Medicina

Veterinara lasi:

- grupul A alcatuit din soiurile Tamaioasa romaneasca, Busuioaca de Bohotin,
Francusd, Babeasca neagra, Coarna alba si Berbecel, ca fiind cel mai putin omogen,
valoarea indicelui de disimilaritate fiind cea mai mare 12,1520;

- grupul B format din soiurile Feteasca neagra, Coarna neagrad, Feteasca alba,
Feteascd regald si Grasa de Cotnari, cu stabilitate medie, valorea indicelui de
disimilaritate fiind de 8,9445;

- grupul C constituit din soiurile Galbena de Odobesti, Mustoasa de Maderat,
Zghihara de Husi si Batuta neagra este cel mai omogen, valoarea indicelui de
disimilaritate fiind de 6,6457.

b) in cazul soiurilor studiate la Statiunea de Cercetare Dezvoltare pentru

Viticultura si Vinificatie Iasi:

> grupa A este alcatuitd din soiurile Sauvignon, Babeasca neagra, Ananas, Creata,
Akermanski, Ceaus roz, Ceaus alb, Coarna rosie, Batuta neagra si Negru
romanesc. Acesta este cel mai putin omogen grup, agregarea avand loc la cea mai
mare valoare a indecelui de disimilaritate de 74,036. si cuprinde soiuri cu frunze
foarte diferite ca forma, de la orbiculare sau cuneiforme pind la orbiculare
tronconice sau rotunde;

> grupa B ceva mai omogend, cu valoarea indicelui de disimilaritate de 30,976,
cuprinde soiurile Tutca, Coarna vinata, Muscat Ottonel, Frincusa, Alb de Belgorod,
Ferdinand de Lesseps si Jita caprei neagra cu frunze cu arhitectura mai apropiata,
iar valorile masuratorilor ampelometrice brute mijlocii.

» grupa C are cea mai mare omogenitate, cu valoarea indecelui de disimilaritate de
13,963, fiind formata din soiurile Aligote, Chardonnay, Gordan, Verde, Alb
romanesc si Om rau, frunzele avand caracteristi comune mai multe.

c) In_cazul soiurilor studiate la Statiunea de Cercetare Dezvoltare pentru

Viticultura si Vinificatie Bujoru

» grupa A cuprinde soiurile Azur, Coarna neagra selectionata, Muscat Ottonel,
Babeasca neagra, Coarna alba, Codana Cardinal;

> grupa B este alcatuita din 2 subgrupe: subgrupa 1 - Astra, Aligote, Chardonay,
Blasius, Selena, subgrupa 2 - Brumariu, Negru aromat, Silvania, Cioinic,
Transilvania, Cetatuia;

d) in_ cazul soiurilor studiate la Statiunea de Cercetare Dezvoltare pentru

Viticultura si Vinificatie Odobesti




» ramura (grupul) A este alcatuita din inlantuirea soiurilor: Babeasca gri, Babeasca
neagra, Tata vacii, Codana, Busuioaca de Bohotin, Milcov, Balada, Feteasca
neagra, Tata caprei, Feteasca alba, Sarba si Muscat Ottonel.

> ramura (grupul) B este rezultatul agregarii soiurilor: Francusa, Furmint, Miorita,
Negru moale, Aligote, Parciu, Galbena de Odobesti, Negru vartos, Zghihara de

Husi, Batuta neagra, Cruciulita si Sauvignon blanc.

6. La Universitatea de Stiinte Agricole si Medicind Veterinara Iasi prin analiza
enzimatica a soiurilor autohtone studiate a rezultat ca fenotipurile peroxidazei pot sa
implice trei loci ai genei ce sintetizeaza enzima, deoarece au fost revelate minim 3 benzi.
Numarul maxim al lor (7) poate fi rezultatul homozigotiei sau heterozigotiei acestor trei
loci. Pe baza zimogramelor obtinute s-au putut verifica ipoteze deja cunoscute ale
inrudirii dintre soiuri:

> Feteasca alba - Feteasca regala - Grasa de Cotnari;
» Tamaioasa romaneasca - Busuioaca de Bohotin;
> Galbena de Odobesti-Zghihara de Husi-Batuta neagra.

In ceea ce priveste zimogramele soiurilor Coarnd albd si Coarnd neagr3,

considerate ca facand parte din acelasi grup s-a dovedit ca fiind foarte diferite,

infirmandu-se inrudirea care ar exista intre aceste doua soiuri.

7. La Statiunea de Cercetare Dezvoltare pentru Viticulturda si Vinificatie Iasi
analizand soiurile in functie de modul cum au fost grupate (un soi din grup este
identificat ca fiind sinonim al celorlalte din acelasi grup, sau au aceiasi origine geografica)
urmarindu-se asemanarile existente intre ele, s-au constatat urmatoarele aspecte:

> In cadrul primului grup format din soiurile Alb de Belgorod, Akermanski si Alb
romanesc (indicat ca sinonim pentru celelalte din grup) soiul Alb de Belgorod,
prezinta o activitate enzimaticd redusa spre medie, deoarece s-au developat doua
benzi, din care P2 cu activitate enzimatica medie, la soiul Akermanski aceasta

activitate lipseste, iar la soiul Alb romanesc, s-au identificat doua benzi cu o

activitate izoezimatica, acesta din urma asemanindu-se din acest punt de vedere

cu soiul Alb de Belgorod;

> In grupul de soiuri Creatd de Moldova si Francusd (sinonim la Creatd de Moldova)
se constata ca din punct de vedere al activitatii izoenzimatice, ele sunt soiuri
diferite, Francusa realizdnd patru benzi enzimatice, din care P2 de intensitate

mare, In timp ce soiul Creata de Moldova, are doar doua benzi (P2, P3), cu o

activitate medie si mica;

> In grupul Verde de Moldova si Om rdu (ultimul sinonim la soiul Verde de Moldova)

sunt asemanatoare, dupa activitatea enzimaticd a benzilor P2 - mare si P3 -



medie, dar soiul Verde de Moldova are numai trei benzi comparativ cu soiul Om
rau cu patru benzi cu activitate izoenzimatica;

In grupul Tita caprei neagrd si Coarnd rosie, soiuri pentru struguri de mas3
(ultimul sinonim la primul), am introdus spre identificare un soi local Coarna
vanata, existent in colectia ampelografica. Primele doua soiuri sunt identice, ele
prezintda o singura banda cu activitate enzimatica slaba, in timp ce soiul Coarna
vanata poate fi considerat un soi de sine statator in cadrul grupului, lipsit de
activitate izoenzimatica;

Pentru grupa de soiuri pentru vinuri albe, Ananas si Ferdinand de Lesspes (ultimul
sinonim la primul), se observa un polimorfism izoenzimatic accentuat, primul soi
avand toate benzile cu activitate izoenzimatica, cu P2 si P3 comune ca activitate
izoenzimaticd, iar la soiul Ferdinand de Lesspes s-au relevat doar doua benzi;

In cadrul grupului alcituit din soiurile pentru vinuri albe Gordan si Iordan (ultimul
sinonim la primul), activitatea enzimatica este asemanatoare pentru benzile P2,
P3 si P4, acestea diferentiindu- doar prin banda P1, care lipseste la soiul Iordan,
de unde concluzia ca Iordan este acelasi soi cu Gordan din punct de vedere al
activitatii enzimatice;

Urmatoarele doua soiuri Negru romanesc si Batuta neagra (ultimul sinonim la
primul), pentru vinuri rosii, prezintd un polimorfism izoenzimatic accentuat, soiul
Batuta neagra prezinta o activitate enzimatica intensa (patru benzi) in banda P2 si
una medie in P4, in timp ce soiul Negru romanesc are o activitate enzimatica
foarte redusa la nivelul bandei P2, de unde concluzia ca soiul Negru romanesc nu
este acelasi soi cu Batuta neagra, din punct de vedere al activitatii enzimatice;
Referitor la sortogrupul pentru struguri de masa (Ceaus alb si Ceaus roz) de
origine orientald, aclimatizate in Romania (Moldova), considerate ca soiuri
autohtone, se constata ca cele doua soiuri sunt identice din punct de vedere al
activitatii izoenzimatice, ele prezentand patru benzi din care primele doua sunt
asemanatoare, doar banda P4 fiind diferita, polimorfismul izoenzimatic fiind foarte
scazut, de unde concluzia ca probabil cele doua soiuri au origine genetica comuna,
sau unul a stat la baza obtinerii celuilalt.

Soiul Tutca, un soi local pentru struguri de masa, neidentificat in literatura de
specialitate, existent in colectia ampelografica a SCDVV Iasi, a manifestat o
activitate izoenzimatica intensa, evidentiata prin patru benzi, din care banda P2 si
P4 au activitate mare. Comparand acest soi cu toate celelate soiuri analizate se
constata ca acesta se aseamana cu soiurile Gordan, Frincusa pentru benzile P1, P2
si P3.

Ultimile doua soiuri pentru struguri de masa luate in studiu Suavis si Voskeat,

soiuri care nu se prea intalnesc in alte colectii, au fost analizate din punct de



.....

epocii de maturare a strugurilor, vigorii de crestere a butucilor, etc.

> Rezultatele obtinute aratda ca ambele soiuri prezinta aceiasi activitae
izoenzimatica, dar repartizata diferit (doua benzi). Soiul Suavis cu o activitate
medie in P1 si una redusa in P3, iar Voskeat cu activitate mare in P2 si una medie

in P4, ele putand fi considerate ca soiuri cu identitate proprie.

8. Rezultatele obtinute cu privire la identificarea si catalogarea soiurilor de vita de
vie prin metodele amintite scot in evidenta faptul ca in cadrul genotipurilor studiate
exista o mare variabilitate fenotipica, puternic influentata de factorii de mediu. Metodele
biochimice prin analiza izoenzimatica care diferentiaza soiurile intre ele prin intensitatea
activitatii izoenzimatice trebuie sa fie completate cu analize genetice de investigare a
genomului, la nivelul ADN-cloroplastic prin utilizarea markerilor moleculari, activitate deja

avansata, aflata in plind desfasurare.

9. Dupad elaborarea documentatiilor de proiectare si realizare de noi colectii
ampelografice pentru conservarea resurselor genetice, au fost identificate suprafetele in
care s-au plantat 123 genotipuri autohtone, creatii noi sau din sortimentul mondial,

activitate ce va continua si in anul 2011.

10. Cercetatorii implicatii in proiect au participat la trei simpozioane stiintifice si
au publicat trei lucrari cu rezultate obtinute din proiect, iar cresterea vizibilatatii

cercetarilor efectuate a fost elaborata pagina WEB a proiectului.

11. Toate obiectivele speficifice etapei trei de executie au fost realizate in

conformitate cu planul de realizare al proiectului.
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