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Resilience of some highbush blueberry (Vaccinium corymbosum L.) cultivars to abiotic stresses under in-
vitro conditions

Introducere

Afinul cu tufa naltda (Vaccinium corymbosum L.) este o specie din genul
Vaccinium fiind cel mai frecvent cultivats, cea mai importanta din punct de vedere
comercial si mai valoroasi din punct de vedere biologic. In ultimii ani, afinele au
devenit din ce In ce mai populare in randul consumatorilor din intreaga lume datorita
aromei lor, valorii nutritionale ridicate si beneficiilor pentru sinitate (RUZIC si colab.
2012, MAZUREK si colab., 2021; MUNOZ-FARINA si colab., 2023; SHI si colab., 2023).

In acelasi timp, afinul este una dintre cele mai sensibile specii la deficitul de
apa din sol datorita sistemului radicular superficial, lipsit de perisori absorbanti ce
patrunde pana la maxim 60 cm in sol (BRYLA & STRIK, 2007; SANDOVAL si colab.,
2024), avand nevoie de irigare chiar si in climat umed. De asemenea, salinitatea solului
devine o problema din ce in ce mai mare pentru aceasta specie (BRYLA si colab., 2021;
MURALITHARAN si colab., 1992), afinul fiind deosebit de vulnerabil la nivelul ridicat
de sare din sol. Prin urmare, crearea de varietdti mai tolerante la seceta si la saraturi
pot contribui la eficientizarea plantatiilor comerciale in conditiile climatice din ce in ce
mai severe.

Este cunoscut faptul ca identificarea si selectia in teren a genotipurilor care
prezinti toleranta la secetd implica timp si resurse si poate fi afectati de sezon. in plus,
evaluarea tolerantei la salinitate in cAmp poate fi perturbatda de clima sau poate fi
nesigura din cauza problemelor combinate de salinitate si stres hidric. (KHENIFI, si
colab., 2011). Datorita acestor incoveniente au fost dezvoltate tehnici de selectie mai
fiabile folosind tehnologia culturilor in vitro (screening in vitro). Pentru inducerea
stresului hidric, mediile de cultura se suplimenteaza cu diferite substante osmotice cu
greutate moleculara mare, cum ar fi polietilenglicolul (PEG) iar stresul salin este
simulat prin adaugarea de NaCl. Utilizarea culturilor in vitro oferd o serie de avantaje
in comparatie cu metodele traditionale de evaluare tolerantei la seceta si salinitate in
camp, cum ar fi: obtinerea rapida a rezultatelor, eliminarea perturbarilor climatice,
uniformitatea experimentelor, efectuarea unui numar mare de experimente simultan si
intr-un spatiu mic precum si economie de for{a de muncs, sol sau apa.

Conditia de screening in vitro este considerata beneficd in comparatie cu
screening-ul pe teren, desi efectul stresului poate sa nu fie replicat in toate etapele de
dezvoltare prin aceasta metoda. Screening-ul in vitro ofera rapoarte preliminare care
pot prezice raspunsul plantei la stres, iar validarea ulterioara a raspunsurilor la stres
poate fi efectuata in conditii de teren (SAHU et al., 2023). Prin urmare, aceasta metoda
este utilizata, in special, pentru a face o evaluare timpurie a raspunsului genotipurilor
la diferite tipuri de stres iar datele colectate pot sta la baza viitoarelor programe de
ameliorare.
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Pentru a Intelege raspunsul plantelor la conditiile de stress abiotic sunt
abordate o serie de studii interdisciplinare (fiziologice, biochimice, genetice,
moleculare, fizice s.a).

Alaturi de modificarile morfologice ale plantelor aflate sub stres abiotic, unii
parametri biochimici precum pigmentii fotosintetici, compusii antioxidanti, markerii
de stres oxidativ sau osmolitii pot defini raspunsul plantelor la stresul de seceta
(COSKUN, 2023; EISA si colab., 2023; HABUS JERCIC; si colab., 2023). De asemenea,
aplicatiile spectroscopiei de rezonantd paramagnetica electronica (EPR) in cercetarea
plantelor permit caracterizarea diferentelor dintre genotipurile sensibile si cele
tolerante atunci cand sunt expuse la diferite conditii de stres hidric sau de sare
(LABANOWSKA si colab., 2013; STEFFEN-HEINS si STEFFENS, 2015, FILEK si colab.,
2016). Spectroscopia EPR permite investigarea tesuturilor biologice datorita prezentei
diferitilor centri paramagnetici, cum ar fi manganul (Mn), fierul (Fe) si cuprul (Cu),
care se gasesc In enzime si alte structuri biologice.

Prin acest studiu s-a urmarit capacitatea de adaptare a afinului cu tufa fnalta la
stresul hidric si salin utilizdnd culturile in vitro iar evaluarea radspunsurilor
morfologice si biochimice obtinute ofera date importante pentru a intelege
mecanismele prin care aceste cultivaruri pot tolera acesti factori abiotici.

Structura tezei de doctorat

Teza de doctorat insumeaza 136 pagini si contine 7 capitole, 8 tabele, 19 figuri
si 219 bibliografice, fiind structurata in doua parti:
e Stadiul actual al cunoasterii - 24 pagini
e Contributia personala - 61 pagini
Prima parte (Stadiul actual al cunoasterii) prezintda aspect generale privind
Vaccinium corymbosum. si factorii de stres biotic si abiotic ce apar in cultura, fiind
structurata intr-un capitol.
A doua parte a tezei (Contributia personald) este structurata in 6 capitole care
prezintd, obiectivele, metodele de cercetare, rezultate si discutii, concluzii si
recomandadri, originalitatea si contributiile inovative ale cercetarii.

Rezultate si discutii

Cercetarea realizata in cadrul tezei de doctorat a fost publicata in 3 articole
publicate in reviste ISI si este prezentata in teza de doctorat in capitolele 3, 4 si 5.

Capitolul 3. Obiectivul prezentului capitol a fost evaluarea efectelor secetei
asupra cresterii si dezvoltarii plantelor la cinci soiuri de afin (Bluecrop, Brigitta Blue,
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Duke, Goldtraube si Hortblue Petite) in conditii de stres hidric indus in vitro prin
suplimentarea mediilor de cultura cu diferite concentratii de PEG 6000.

Rezultatele obtinute au aratat ca cresterea concentratiei de PEG a dus la o
scadere a pigmentilor fotosintetici pentru toate soiurile studiate. Este de remarcat
faptul ca, din punct de vedere al acestor parametri, Goldtraube a fost cel mai sensibil la
stresul hidric indus de PEG.

Lastarii din mediul de cultura fara PEG (pentru toate cultivarurile) au
prezentat cel mai Tnalt nivel 1n toti pigmentii fotosintetici ceea ce demonstreaza faptul
ca exista o legatura puternica intre starea generald de sanatate a plantelor de afin si
nivelurile de clorofila a, clorofila b si carotenoide. Cele mai mari valori au fost
inregistrate la soiul Bluecrop: 1,91 + 0,04 mg/g FW Chlorofilal a, 0,75 * 0,04 mg/g FW
Chlorofila bsi 1,19 + 0,02 mg/g FW carotenoide.

Capitolul 4 a avut ca scop evaluarea tolerantei la salinitate a sapte soiuri de
afin cu tufa 1nalta folosind tehnica in vitro de inducere a stresului salin prin
suplimentarea mediilor de cultura cu patru concentratii de NaCl

Raspunsul la stresul salin s-a determinat prin cuantificarea urmatorilor
parametri: numdrul de lastari obtinuti/explant, lungimea lastarilor, greutatea
proaspata, greutatea uscata si continutul de apa pentru sapte cultivaruri de afin
american in absenta si prezenta NaCl, In etapa de multiplicare in vitro. De asemenea, s-
au calculat urmatorii indici de toleranta la salinitate. : indicele de toleranta la stres
(ITS) siindicele McKinney (MKI).

in plus, s-a incercat descoperirea comportamentului celor sapte cultivaruri de
afin sub stres salin, utilizand spectroscopie de rezonanta paramagnetica electronica
(EPR). Spectrul EPR caracterizat de prezenta complexului Mn (II) la diferite
concentratii ale factorului de stres NaCl arata o limitare importanta a modalitatilor
conformationale de legare a ionilor de mangan odata cu cresterea concentratiei de
NaCl in probele biologice studiate.

Rezultatele acestui studiu au aratat ca stresul salin indus in culturile in vitro
de afin prin addugarea de NaCl la mediul de cultura a redus numarul de lastari obtinuti
si lungimea lastarilor la toate soiurile de afin studiate si sub toate concentratiile de
sare.

Atat modificarile morfologice, cat si indicii de toleranta la stres, precum si
spectrul EPR au aratat ca ,,Goldtraube” a aratat cea mai mare toleranta la stresul salin.

Capitolul 5 a avut ca scop studiul modificarilor biochimice alaturi de cele
morfologice, care au la soiului Hortblue Petite cultivat in vitro in conditii de stres hidric
indus cu ajutorul PEG 6000. Cei mai semnificativi parametri morfologici si biochimici
care au raspuns la stresul cauzat de seceta au fost: lungimea lastarilor, numarul
lastarilor, continutul de pigmenti fotosintetici, prolina, malondialdehida si peroxid de
hidrogen. O reducere a lungimii lastarilor proliferati si o crestere a numarului de
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lastari au fost observate pe mediul de cultura WPM + 1 mg/l Z suplimentat cu 10, 20,
30,40 si 50 g/1 PEG. Continutul de pigmenti fotosintetici a scazut, in timp ce continutul
de prolina, malondialdehidd si peroxid de hidrogen a crescut odata cu cresterea
concentratiei de PEG 6000 in mediul de cultura.

Rezultatele obtinute sugereaza ca tehnica de screening in vitro a afinului cu
tufa inalta pentru toleranta la seceta si salinitate utilizand PEG, respectiv NaCl ca agenti
de stres ar putea servi ca metoda alternativa pentru selectia mai rapida a soiurilor
tolerante la acesti factori abiotici iar evaluarea raspunsurilor morfologice si biochimice
obtinute oferd date importante pentru a intelege mecanismele prin care aceste soiuri
pot tolera acesti factori abiotici.

Cu toate acestea, pentru o validare precisa, cercetarea de teren este
recomandata in conformitate cu practicile pentru alte specii.

Concluzii generale si recomandari

Teza de doctorat are la se bazda pe patru studii de cercetare dupa cum
urmeaza:

Capitolul 1 prezinta starea actuala si perspectivele industriei de afin,
provocarile cresterii afinului din cauza factorilor biotici si abiotici si a conditiilor
recomandate de crestere.

Capitolul 3 prezinta un studiu care a testat potentiala toleranta la seceta a
cinci varietati de afine (Duke, Bluecrop, Brigitta Blue, Goldtraube si Hortblue Petite)
supuse unor conditii de stres asemadnatoare secetei create prin adaugarea a cinci
concentratii de PEG 6000 (10, 20, 30, 40 si 50 g/1 PEG.) in mediile de cultura in vitro,
examinandu-le parametrii morfologici, fiziologici si biochimici. Rezultatele obtinute au
aratat ca cresterea concentratiei de PEG a dus la o scadere a pigmentilor fotosintetici
pentru toate cultivarurile studiate.

Capitolul 4 prezinta o investigatie a tolerantei la salinitate a sapte cultivaruri
de afine (Bluecrop, Blueray, Brigitta Blue Duke, Goldtraube, Hortblue Petite si Patriot)
in conditii in vitro. Conditiile de stres salin au fost create prin adaugarea a patru
concentratii de NaCl (10, 50, 100 si 150 mM) in mediul de cultura in vitro. Parametrii
monitorizati au fost numarul de lastari obtinuti/explant, lungimea lastarilor, greutatea
proaspata, greutatea uscata si continutul de apa. Pentru o analiza aprofundats, au fost
calculati indicele de toleranta la stres (ITS) si indicele McKinney (MKI). Frunzele
proaspete obtinute in vitro au fost utilizate pentru masuratorile rezonantei electron
paramagnetice (EPR) pentru a evalua comportamentul celor sapte varietati de afine
sub stres salin folosind spectroscopia de rezonanta electronica paramagnetica (EPR).

Capitolul 5 prezinta modul in care markerii biochimici implicati in rezistenta
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plantelor la stresul abiotic pot furniza date despre mecanismele de raspuns la stresul
de seceta ale varietatii de afin Hortblue Petit. Cei mai semnificativi parametri
biochimici care au raspuns la stresul cauzat de secetd au fost: continutul de pigmenti
fotosintetici (Chl a, Chl b, Caro), compusi fenolici totali (TPC), continutul total de
flavonoizi (TFC), prolina (Pro), malondialdehida (MDA) si peroxid de hidrogen (H202).

Principalele concluzii obtinute in urma cercetarii efectuate au fost:

e La toate cultivarurile de afine studiate, urmatorii indicatori de crestere -
lungimea lastarilor (SL), numarul mediu de lastari per ghiveci de cultura (NS),
rata de proliferare (PR) si greutatea proaspata (FW) - au fost influentati de
stresul de secetd simulat in vitro prin PEG 6000.

e Unsingur indicator de crestere (SL) a scazut odata cu cresterea concentratiilor
de PEG in toate cele cinci varietati, indicand efectele daunatoare ale stresului
de secetd indus de PEG.

e Concentratia crescuta de PEG a dus la o scadere a pigmentilor fotosintetici
pentru toate cultivarurile studiate.

e Goldtraube a fost cel mai sensibil la stresul hidric in vitro indus de PEG 6000.

e Culturile in vitro de afin expuse la NaCl (10, 50, 100 si 150 mM) timp de 10
saptamani au aratat diferente statistice in ceea ce priveste numarul de lastari,
lungimea lastarilor, greutatea proaspata si uscata si continutul de apa, chiar si
la cea mai mica concentratia de sare in mediul de cultura (10 mM NaCl).

e Latoate varietdtile studiate, numarul de lastari per explant a scazut pe masura
ce concentratia de NaCl din mediul de cultura a crescut.

e  Cultivarul Brigitta Blue a fost cel mai afectat de stresul salin, avand cel mai
mare numar de ldstari per explant pe mediile de cultura fara NaCl iar numarul
de lastari/explant a scazut sub toate concentratiile de NaCl.

e Investigatia asupra influentei concentratiilor de clorura de sodiu (NaCl)
asupra lungimii lastarilor a relevat un impact vizibil, cu efect dependent de
concentratie.

e In mod similar, fatd de numarul de lastari proliferati per explant, lungimea
lastarilor a fost cea mai afectata sub toate concentratiile de sare la varietatea
Brigitta Blue.

e Lastarii de afine expusi in vitro la diferite concentratii de NaCl au prezentat o
scadere semnificativda a FW, in special evidenta la concentratii mari de sare
(100 si 150 mM NacCl). Cel mai afectat cultivar a fost Brigitta Blue.

e Toleranta la sare, asa cum este exprimata prin indicele de toleranta la sare
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(STI), a avut o tendintd generald de a scadea odata cu cresterea nivelurilor de
salinitate. STI a confirmat ca Brigitta Blue a fost cea mai sensibila la stresul de
salinitate, prezentand cele mai scazute valori.

Indicele McKinney (MKI), care indica nivelul de cloroza si necroza a lastarilor,
a aratat o crestere semnificativa a necrozei odata cu cresterea concentratiei de
NaCl la toate varietatile.

Spectrele EPR ale frunzelor proaspete din lastarii de afine cultivati in vitro sub
stres salin au ardtat o schimbare semnificativa a sextetului caracteristic
Mn(ID).

Atat modificarile morfologice, cat si indicii de toleranta la stres, precum si
spectrele EPR au aratat ca cultivarul Goldtraube a prezentat cea mai mare
toleranta la stresul salin.

Markerii de stres oxidativ, malondialdehida (MDA) si peroxidul de hidrogen
(H202), au aratat o crestere semnificativa a lastarilor de afine cultivati pe medii
expuse la toate concentratiile de PEG 6000.

Rezultatele obtinute au aratat o corelatie pozitiva intre acumularea de prolina
si cresterea nivelului de seceta.

In general, continutul total de flavonoide (TFC) si continutul total de fenolici
(TPC) din lastarii de afine au fost reduse la stres usor si au crescut in conditii
de stres intens. Cel mai Tnalt nivel in ambele trasaturi a fost obtinut la lastarii
tratati cu 50 g/1 PEG.

Studiile effectuate au urmarit capacitatea de adaptare a afinului cu tufa inalta
la stresul hidric si salin utilizand culturile in vitro iar evaluarea raspunsurilor
morfologice si biochimice obtinute ofera date importante pentru a intelege
mecanismele prin care aceste cultivaruri pot tolera acesti factori abiotici.
Rezultatele obtinute confirma faptul ca tehnica de screening in vitro poate fi
aplicata si la afinul cu tufa Tnalta si ar putea servi ca metoda alternativa pentru
selectia timpurie a cultivarurilor tolerante stresul hidric si salin .

Recomandari

Rezultatele obtinute arata o sensibilitate crescuta a plantelor de afin cultivate in
vitro la concentratii crescute de NaCl (stres salin) si PEG 6000 (stres hidric), subliniind
necesitatea controlului precis al salinitatii si deficitului de apa in mediul lor de
cultivare.

Utilizarea PEG 6000 si NaCl ca factor de stres in vitro este o modalitate
convenabild de a evalua, in conditii controlate, efectele stresului abiotic asupra
cresterii si dezvoltarii plantelor de afin si s-ar putea dovedi de mare importanta in
reducerea timpului si a costului studiilor ulterioare.
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Se recomanda efectuarea cercetdrilor de teren, urmand practicile folosite la alte
specii, pentru validarea soiurilor de afin tolerante la stresul hidric si salin prin
screening in vitro.

Originalitatea si contributiile inovative ale tezei

Pentru prima data s-a evaluat capacitatea de adaptarea la conditii de stress
hydric indus in vitro cu PEG 6000 a varietatilor de afin Duke, Bluecrop, Brigitta Blue,
Goldtraube, si Hortblue Petite.

Acesta este primul studiu in care este utizata tehnologia culturilor in vitro
pentru a evalua toleranta la salinitate a cultivarurilor de afin Bluecrop, Blueray,
Brigitta Blue Duke, Goldtraube, Hortblue Petite si Patriot.

Spectroscopia electronica de rezonanta paramagnetica (EPR) a fost utilizata
pentru prima data pentru caracterizarea diferentelor dintre varietdtile de afin expuse
la diferite conditii de stres hidric salin.
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