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INTRODUCERE

Atat tehnologia de cultura a vitei de vie cét si oenologia sunt activitatile
oamenilor inci din cele mai Tnaintate timpuri. Tn Europa, in clasamentul tarilor cu
viticultura si vinificatie, Romania, fiind tara vitivinicola, se afla pe locul cinci ca
suprafata viticold (dupa Spania, Franta, Italia, Portugalia), locul sase in ceea ce
priveste productia de struguri si locul sase in productia de vin.

Tn prezent, in interiorul granitelor noastre se gisesc circa 190.000 ha de
vita de vie, reprezentand aproximativ 3% din suprafata viticold mondiala. Tn
fiecare an pe teritoriul tarii noastre se produc aproximativ 5 mil. hectolitri de vin.

Tn practica oenologica veriga de bazi o reprezinti calitatea procesului
fermentativ ce asigura obtinerea vinurilor de clasa superioara care reflecta
personalitatea si tipicitatea arealului viticol. Studierea levurilor indigene si
implicit utilizarea acestora in tehnologie reprezinta 0 permanentd preocupare n
domeniul cercetarii. Insd pentru a putea discuta despre calitatea procesului
fermentativ si a levurilor din flora spontand se considera necesara studierea
factorilor externi asupra diversitatii si distributiei microbiotei levurice in cadrul
plantatiilor viticole.

Biodiversitatea levurilor prezintd o importantd majora in naturd jucand
rol de balanti intre ciuperci si bacterii. In sol indeosebi, drojdiile ajuti la cresterea
plantelor si prezintd rol semnificativ in formarea agreagatelor si mentinerea
structurii  solului. Celulele levurice reprezintd sursa nutritivd pentru alte
microorganisme contribuind astfel in derularea proceselor ecologice esentiale, ca
de exemplu mineralizarea materialului organic si dispersarea compusilor
rezultati, respectiv carbonul si energie in straturile solului. (Botha A., 2011).

Conform Lopez-Pineiro A, et al.,2013, din totalitatea microroganismelor
existente 1n sol, levurile prezintd dependenta evidenta fatd de fazele fenologice
ale vitei de vie si implicit fatd de dezvoltarea zaharurilor fermentescibile din
struguri pana la momentul recoltarii.

Microbiota solului prezinta fluctuatii direct proportionale cu schimbarile
climatice si dinamica fenofazelor vitei de vie.

Cunoasterea si analiza stadiilor fenologice ale vitei de vie prezintd o
importanta deosebita si n tehnologia de cultura intrucat ofera informatii privind
aplicarea tratamentelor pentru combaterea bolilor si daunatorilor, aplicarea

13



schemei de fertilizare si de asemenea executarea optima a lucrarilor necesare in
plantatiile de vita de vie.

Prin urmare sunt necesare cercetari in domeniul viti-vinicol avand ca
principal obiectiv factorii tehnologici ce prezinta influenta directa asupra
dezvoltarii si distributiei levurilor atat in solul cét si pe struguri pana la momentul
culesului.

Tn aceeasi directie, scopul si obiectivele lucrarii de doctorat constau n
determinarea influentei tratamentelor fitosanitare asupra diversitatii si distributiei
levurilor in conditiile Centrului viticol Copou Iasi.

Rezultatele studiului confirma ndeplinirea obiectivelor si atingerea
scopului propus aducand in prim plan informatii de real interes in ceea ce priveste
izolarea si selectionarea unor suse levuriene din microflora indigena si gradul de
influenta a factorilor fitosanitari asupra acestora in conditiile pedoclimatice
specifice arealului viticol studiat.

**k*k

Atat in activitatea de cercetare si elaborare a tezei de doctorat cadt si in
formarea si pregatirea individuald am avut parte de sprijin, deplind intelegere,
inteleapta si competentd sfatuire si indrumare stiintifica acordate de catre
Domnul Prof. univ. dr. Eugen ULEA cdruia doresc pe aceasta cale sa ii
multumesc si cu deosebita consideratie sa il asigur de toatd recunostinta si
pretuirea mea.

Gratitudine si alese recunostinte domnului Conf. dr. Florin Daniel
LIPSA pentru sprijinul acordat permanent, Increderea, indrumadrile si sfaturile
constante pe toatd perioada cercetarii, realizarii analizelor si elaborarii tezei de
doctorat.

De asemenea doresc sa multumesc

o conducerii Universitdtii de Stiintele Vietii ,, lon lonescu de la Brad” lasi,
personal Domnului Rector, Prof. univ. dr. Gerard JITAREANU, Domnului
Presedinte al Senatului, Prof. univ. dr. Vasile VINTU pentru crearea conditiilor
de realizare a activitatilor de cercetare stiintificd.

o conducerii Scolii Doctorale, Domnului Prof. univ. dr. Valeriu V. COTEA
pentru spirijnul si sfaturile acordate pe parcursul cercetarii doctorale.
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o conducerii Facultdtii de Agricultura, personal Domnului Decan, Conf.
univ. dr. Denis TOPA pentru sprijinul informational si logistic oferit pe parcursul
anilor de pregatire doctorala.

o intregului corp didactic al disciplinei de Fitopatologie din cadrul
Facultatii de Agricultura, pentru sprijinul si sfaturile acordate pe toatd perioada
de cercetare si de elaborare a tezei de doctorat si evidentiez sustinerea primita
din partea doamnei Sef lucr. dr. Andreea-Mihaela FLOREA si a domnului Asist.
dr. Andrei-Mihai GAFENCU.

o domnului Prof univ. dr. Mihai TALMACIU de la disciplina de
Entomologie pentru sfaturile si indrumarile constante.

o dnei. lonela BULEI din cadrul laboratorului de Fitopatologie a
Facultatii de Agricultura pentru tot sprijinul si sustinerea acordata in realizarea
analizelor de laborator.

o domnului ing. Petru POPA din cadrul Fermei Didactice ,, Vasile
Adamachi” lasi pentru sprijinul permanent, increderea si indrumarile acordate
pe toatd perioada desfasurarii activitatii de doctorat.

Multumesc de asemenea si celorlalte cadre didactice ce nu au fost
nominalizate dar care au contribuit la pregatirea si formarea mea personald §i
profesionala.

Si nu in ultimul rand adresez profunde multumiri si alese recunostinte
sotului, parintilor, surorii si familiei pentru toatd intelegerea, sustinerea i
increderea oferitd pe parcursul doctoratului si tuturor celor care mi-au fost
alaturi si m-au ajutat sa ma dezvolt, atét pe plan profesional, cdt si personal.
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INTRODUCTION

Since ancient times, both vine growing technology and oenology were
practiced. In Europe, in the country ranking with viticulture and winemaking,
Romania ranks 5th in terms of wine area (after Spain, France, Italy, Portugal), 6th
place in what regarding grape production and 6th place in wine production.

Currently, within our borders there are about 190,000 ha of vines,
representing approximately 3% of the world's wine-growing area. In every year
on the territory of our country, approximately 5 million hectoliters of wine are
produced.

In oenological practice, the basic link is the quality of the fermentative
process that ensures the obtaining of high-class wines that reflect the personality
and typicality of the viticulture area. Study of indigenous yeasts and their use in
technology represent a permanent concern in field of research. In order to explain
the quality of the fermentative process and yeasts activity from the spontaneous
flora it is considered necessary to study the effects of external factors on the
diversity and distribution of yeast microbiota within the vineyard.

Yeast biodiversity is of major importance in nature having a balancing
role between fungi and bacteria. In soil in particular, yeasts help plant growth and
have a significant role in aggregate formation and maintaining soil structure.
Yeast cells represent a nutrient source for other microorganisms, thus contribute
to the development of essential ecological processes, such as mineralization of
organic material and dispersion of the resulting compounds, namely carbon and
energy in the soil layers. (Botha A., 2011).

According to Lopez-Pineiro A. et al., 2013, from all the soil
microorganisms, yeasts show an obvious dependence on the phenological phases
of the vine and on the development of fermentable sugars in the grapes until
harvesting time.

The soil microbiota exhibits fluctuations directly proportional to climate
changes and the dynamics of vine phenophases.

The analysis of the phenological stages of grapevine is also of particular
importance in viticulture technology as it provides information on the application
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of treatments to combat diseases and pests, the application of the fertilization and
also the optimal execution of the work required in the grapevine.

Therefore, research is needed in field of viticulture, having as main
objective the influence of technological factors on the development and
distribution of yeasts both in the soil and on the grapes until harvesting time.

In the same direction, the aim and objectives of the doctoral thesis consist
in determining the influence of phytosanitary treatments on the diversity and
distribution of yeasts in Copou lasi Viticulture Center.

The results of the study confirm the fulfillment of the objectives and the
achievement of the aim, bringing to the fore information regarding the isolation
and selection of some yeast strains from the indigenous microflora and the
influence of the phytosanitary factors on them in the pedoclimatic conditions
specific to the studied viticultural area.

**k*k

Both in the research and in the elaboration of the doctoral thesis I had
the support, full understanding, wise and competent advice and scientific
guidance given by PhD, Prof. Eugen ULEA, whom | would like to thank in this
way and with special consideration to assure him of all my gratitude and
appreciation.

Gratitude and special thanks to PhD, Assoc. Prof. Florin Daniel LIPSA
for the constant support, trust, guidance and constant advice during the entire
period of research, analysis and elaboration of the doctoral thesis.

Special thanks go to the board of the University of Life Sciences "lon lonescu de
la Brad" lasi, the Rector, PhD, Prof. Gerard JIT. AREANU, to the President of the
Senate, PhD, Prof. Vasile VINTU for creating the conditions for carrying out
scientific research activities.

Consideration and special thanks to the board of the Faculty of Agriculture, the
Dean, PhD, Assoc. Prof. Denis TOPA for the informational and logistical support
provided during the research study.

Special gratitude to the entire teaching staff of the Phytopathology discipline
within the Faculty of Agriculture, for the support and advice given during the
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entire period of research and development of the doctoral thesis, and | emphasize
the support offered especially by PhD, Lect. Andreea-Mihaela FLOREA and
PhD, Asist. Prof. Andrei-Mihai GAFENCU. | would like to express my gratitude
to PhD, Prof. Mihai TALMACIU from Entomology discipline for his constant
advice and guidance.

I also want to emphasize all the support and encouragement given during the
laboratory analyzes of Ms. lonela BULEI from Phytopathology laboratory of the
Faculty of Agriculture. Special gratitude and special thanks to Eng. Petru POPA
from "Vasile Adamachi" Didactic Farm, lasi, for permanent support, trust and
guidance given throughout the duration of the doctoral activity.

Special thanks go also to the other professors and collaborators who are not
nominated but who contributed to my personal and professional training and
education, and to whom, | assure them of my gratitude.

I would like to express my deep thanks and gratitude to my husband, parents,
sister and family for all the understanding, support and trust offered throughout
this period and to all those who have been with me and helped me to develop both
professionally and personally.
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REZUMAT

Cuvinte cheie: vita de vie, fenofaze, tratamente fitosanitare, izolare levuri,
analiza morfologica, colonii, identificare taxonomica, secventiere ADN

Tn practica oenologica veriga de bazi o reprezinta calitatea procesului
fermentativ ce asigura obtinerea vinurilor de clasd superioara care reflecta
personalitatea si tipicitatea arealului viticol. Studierea levurilor indigene si
implicit utilizarea acestora in tehnologie reprezinta 0 permanenta preocupare in
domeniul cercetarii. Insd pentru a putea discuta despre calitatea procesului
fermentativ si a levurilor din flora spontana se considerd necesara studierea
factorilor externi asupra diversitatii si distributiei microbiotei levurice in cadrul
plantatiilor viticole.

Teza de doctorat cu tema ,,Studii privind influenta tratamentelor
fitosanitare asupra diversitdtii si distributiei levurilor in conditiile Centrului
viticol lasi” cuprinde rezultatele activitatii de cercetare realizatd in perioada
2021-2022.

Experienta a fost realizata in cadrul Statiunii Didactice — Ferma ,,Vasile
Adamachi” lasi. Majoritatea analizelor au fost efectuate Tn laboratorul de
Fitopatologie a Facultatii de Agricultura, din cadrul Universitatii de Stiintele
Vietii ,,Jon Tonescu de la Brad”, lasi, iar identificarea taxonomica a tulpinilor de
levuri izolate s-a realizat in cadrul Laboratorului BMR Genomics din Padova,
Italia, laborator specializat in secventierea ADN.

Scopul prezentei teze de doctorat constd in stabilirea influentei
tratamentelor fitosanitare asupra diversitatii si distributiei levurilor in conditiile
centrului viticol lasi. Studierea diversitatii si distributiei levurilor in domeniul
vitivinicol se afld in tendintele de cercetare stiintifica, atat la nivel national cat si
international.

Pentru a raspunde scopului propus s-au stabilit urmatoarele obiective:

aplicarea tratamentelor fitosanitare la cultura vitei de vie
conform calendarului corelat cu fenofazele de dezvoltare a plantelor;

izolarea si selectionarea suselor levuriene prelevate din sol si
planta in diferite faze de dezvoltare a plantelor;

stabilirea influentei factorilor experimentali asupra diversitatii si
distributiei levurilor in arealul viticol studiat;
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stabilirea particularitatilor morfologice si fiziologice a tulpinilor
de levuri izolate;

identificarea taxonomica a levurilor selectionate prin metode de
extractie si secventiere ADN (Metoda PCR).

Pentru atingerea obiectivelor propuse Tn cadrul prezentei teze, activitatea
de cercetare a fost organizata pe trei directii:

-aplicarea tratamentelor fitosanitare conform tratamentului in functie de fenofaza
de dezvoltare a plantei.

-prelevarea probelor de sol si planta in fenofaze si adancimi ale solului diferite.
-caracterizarea suselor levuriene izolate din sol si de pe plante la nivel de laborator
in vederea caracterizarii morfologice si taxonomice a acestora.

Pentru realizarea activitatii de cercetare s-au ales soiurile Feteasca
Neagra, Feteasca Alba, Busuioacd de Bohotin si Feteasca Neagrda din cadrul
colectiei ampelografice a Fermei ,,Vasile Adamachi” lasi. Alegerea soiurilor luate
n studiu s-a realizat in vederea maririi diversitatii studiului si in baza raspandirii
destul de largd a acestora in podgoriile Romaéniei.

Factorii experimentali luati in studiu au fost:
oFactorul A: soiul de struguri, cu 4 graduari:

a; — Feteasca Alba;

a; — Busuioaca de Bohotin;

az — Feteasca Neagra;

a4 — Feteascd Neagra colectie;
oFactorul B: sursa levurilor, cu 2 graduari:

b1 — boabe/planta; b, — sol
oFactorul C: fenofaza de prelevare a levurilor, cu 3 graduari:

C1 — lastar 5-7 cm;

¢z —finalul infloritului;

C3— maturitate deplina

Probele din sol si plante au fost prelevate in trei fenofaze diferite de
dezvoltare, dupa cum urmeaza: lastar 5-7 cm, finalul infloritului si maturitate
deplina. Aceste fenofaze au fost alese prin prisma importantei lor in planul
aplicarii tratamentelor cat si in procesul dinamicii incarcaturii levuriene.

In vederea analizei pe verticald a microbiotei solului, prelevirile au mers
pe 3 adancimi: 5-10 cm, 10-15 cm, 15-20 cm.

In vederea stabilirii influentei tratamentelor fitosanitare asupra
diversitatii si distributiei levurilor s-au realizat in fenofaza de lastar 5-7 cm doua
prelevari de sol la diferenta de 10 zile astfel:

20



* o0 serie de probe prelevate cu 3 zile Tnainte de tratamentul cu produsul
comercial Dithane® M-45 in doza de 0,2% (2021) si Acrobat® MZ 69 WG 1in
dozad de 0,22% (2022) ce prezinta actiune asupra agentilor patogeni Plasmopara
viticola si Botrytis cinerea ce provoaca Mana si Putregaiul cenusiu al vitei de vie.
Trebuie precizat faptul ca atat Dithane® M-45 cat si Acrobat® MZ 69 WG contin
ca substanta activa 60-80% mancozeb.

- a doua prelevare de probe dupa 7 zile de la tratamentul impotriva Manei
si Putregaiului cenusiu.

Ulterior s-au mai realizat alte doua prelevari, de data aceasta si din sol si
de pe plantd, la finalul infloritului si la maturitatea deplina.

In vederea izolarii levurilor caracteristice arealului viticol probele
prelevate n cele trei fenofaze au fost prelucrate conform metodologiei standard
si a protocolului experimental rezultdnd astfel ca surse de izolare:

o sol curdtat de impuritati si mojarat
o apa de spalare a inflorescentelor (la finalul Infloritului)
o apa de spalare a bacelor (la maturitatea deplina).

Tn cei doi ani de studiu din sol s-au izolat 18 suse din sol, din apa de
spalare a inflorescentelor au rezultat 5 suse iar din apa de spélare a strugurilor au
fost selectionate 11 suse.

Atat in anul 2021 cat si in 2022 susele izolate au fost analizate din punct
de vedere macro- si microscopic stabilindu-se caracteristicile specifice ale
coloniilor (forma, profilul, suprafata si culoarea) respectiv aspectul celulelor la
microscop.

In etapa urmitoare susele izolate si analizate morfologic au fost
identificate taxonomic prin secventiere ADN. In urma prelucririi genomice s-au
identificat sase tulpini de levuri ce au prezentat diversitate atat din punct de vedere
al soiurilor de struguri din care au fost prelevate cat si din punct de vedere al
sursei, a fenofazei si al anului izolarii.

Din punct de vedere structural, teza de doctorat cuprinde 177 pagini, 53
de figuri si 27 de tabele.

Prima parte, ,,Stadiul actual al cercetarilor” cuprinde 4 capitole,
Tnsumand 53 de pagini, ce relateaza istoricul vitei de vie, importanta, sistematica
si ecologia plantatiilor viticole, situatia culturii vitei de vie pe plan mondial si
national si nu in ultimul rand importanta si taxonomia levurilor in sectorul
vitivinicol.

A doua parte, ,,Contributii proprii” este structuratd in 5 capitole
insumand 124 pagini. in aceasta parte se evidentiaza informatii privind cadrul
natural Tn care s-a desfasurat activitatea de cercetare, scopul si obiectivele propuse
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in cadrul tezei, materialul si metodele de cercetare folosite, rezultate privind
observatiile fenologice si masurdtorile biometrice realizate in camp, rezultate
privind analizele cantitative si calitative ale suselor izolat, identificarea
taxonomica tulpinilor selectionate precum si analiza filogenetica a acestora.

Tn primul capitol este prezentati pe scurt istoria vitei de vie, atat la
nivel national cat si international.

Capitolul al doilea prezinta sistematica vitei de vie, importanta acesteia
si ecologia plantei. In acest capitol sunt descrise pe scurt modalititile de
clasificare a soiurilor si cerintele vitei de vie in vederea adaptabilitatii in diferite
areale viticole.

Al treilea capitol prezinta situatia vitei de vie in ultimii 21 de ani atéat la
nivel mondial cat si european si national.

Tn al patrulea capitol sunt prezentate aspecte privind importanta
levurilor in sectorul vitivinicol, taxonomia levurilor oenologice, prezentarea
caracteristicilor genomice ale levurilor Intalnite in vinificatie. De asemenea sunt
descrise aspecte despre metabolismul levurian.

Tn al cincilea capitol se realizeaza descrierea cadrului natural in care s-
au efectuat experimentele, facand referire la:

e Asezarea geograficd a cdmpului experimental,

e Geomorfologia, hidrografia si hidrologia zonei;

e Conditiile climatice Inregistrate In perioada cercetarilor, cu referire la

regimul termic si regimul pluviometric inregistrat in anii experimentali
In al saselea capitol sunt prezentate obiectivele si scopul tezei de

cercetare, materialul biologic utilizat, organizarea experientei si metodele
utilizate.
In acest capitol metodele de lucru au fost impértite pe metode de analiza in camp
si metode de cercetare 1n laborator.

Metodele de cercetare in laborator au cuprins:

e izolarea suselor de levuri din sol

e izolarea suselor de levuri de pe plante

e analiza cantitativa a coloniilor levuriene

e determinarea caracteristicilor macro- si microscopice a tulpinilor de
levuri selectionate

e identificarea taxonomica a suselor levuriene prin metoda PCR.

Al saptelea capitol cuprinde rezultate privind observatiile fenologice si
masuratorile biometrice in cazul celor patru soiuri luate n studiu.

Sunt prezentate detaliat rezultate precum:
e observatii fenologice
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e masurdtori biometrice (fertilitate si productivitatea lastarilor,

cresterea lastarilor)

Acesti parametri, au fost urmariti pe intreaga perioada de vegetatie in
anii de experimentare, prezentandu-se rezultatele obtinute pe fiecare an
experimental in parte, dar si media anilor.

Tn capitolul opt sunt prezentate rezultatele privind incircatura levuriana
a probelor prelevate, atat din sol cat si de pe inflorescente si struguri aflati la
maturitatea deplina.

Analizatd din punct de vedere al fenofazei de prelevare si al sursei de
izolare, microbiota probelor a prezentat diversitate.

Comparand cele patru soiuri luate in studiu, incarcatura levuriand a
probelor prelevate din sol a fost superioara atat inainte de tratament cat si dupa
tratament 1n cazul soiului Feteascd Neagra Colectie, care a Inregistrat un prag
maxim de 26 x 106 UFC/g sol inainte de tratament, respectiv 24 x 106 UFC/g sol
dupa tratament.

In impartirea pe verticald a levurilor in sol numarul de microorganisme
prezinta panta descendenta invers proportionala cu adancimea de prelevare, astfel
se poate deduce ca scaderea constantd a activitatii microbiotei din straturile
inferioare este caracterizata prin lipsa oxigenului, scdderea cantitatii de substante
nutritive si bineinteles alcalinizarea treptata a solului.

Diferentele semnalate intre factorii experimentali ai studiului (adancimi
de prelevare, soiuri, fenofaze de prelevare) evidentiaza faptul ca solul reprezinta
o reala sursa microbiana bogata si diversificatd. Numarul levurilor Intr-un anume
loc este influentat direct de cantitatea de carbon si substante nutritive necesare
dezvoltarii.

In cazul probelor de pe inflorescente respectiv bace la maturitate deplini
S-a observat o evolutie ascendentd sfarsitul infloritului pand la maturitatea
deplina, evolutie constanta in cazul celor patru soiuri luate Tn studiu.

Variatiile privind incarcatura microbiana intre cele patru soiuri Tn diferite
fenofaze de dezvoltare a plantei ne indica faptul ca microbiota plantatiilor viticole
este dependentd de ritmul si dinamica dezvoltarii fiecarui soi de vita de vie in
parte, corelata bineinteles cu dinamica transferdrii si dezvoltarii levurilor din sol
si conditiile climatice ale anului luat in studiu.

Aceste rezultate confirma studiile din literatura de specialitate conform
carora cantitatea levurilor din plantatiile viticole cresc proportional cu
acumularea de zaharuri fermentescibile in bace influentand astfel pozitiv procesul
dezvoltarii microbiotei viticole.
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Capitolul noua cuprinde rezultate privind identificarea taxonomica a
levurilor izolate si caracterizarea acestora din punct de vedere morfologic.

In urma prelucririi genomice s-au identificat sase tulpini de levuri ce au
prezentat diversitate atat din punct de vedere al soiurilor de struguri din care au
fost prelevate cat si din punct de vedere al sursei, a fenofazei si al anului izolarii.

Tulpinile izolate apartin genurilor Solicoccozyma, Hanseniaspora,
Rhodotorula, Filobasidium, Cystobasidium si Cryptococcus.

Ponderea cea mai mare o detine specia Solicoccozyma aeria cu 47,22 %
din total fiind regasita in toate fenofazele de prelevare atét in sol cét si pe plante
indiferent de anul de studiu. Specia Hanseniospora uvarum s-a regasit in sol doar
in fenofaza de maturitate deplind iar pe plantd a fost prezentda atat la finalul
infloritului cat si la maturitatea deplina.

Specia Rhodotorula glutinis s-a regasit atat in fenofaza de maturitate
deplina cat si pe inflorescente si bace in sol.

Specia Filobasidium floriforme a detinut un procent de 11,7 din totalul
speciilor selectionate regasindu-se atat in sol cat si pe struguri la maturitatea
deplina a acestora.

Speciile Cystobasidium pinicola si Cryptococcus aeris s-au intalnit in cel
mai mic procent Tn arealul viticol luat n studiu. Tn timp ce specia genului
Cryptococcus a fost prezenta in sol la adancimea de 15-20 cm in fenofaza de lastar
5-7 cm specia Cystobasidium pinicola s-a regasit la finalul infloritului pe
inflorecente.

Comparénd cele sase specii selectionate observam ca Solicoccozyma
aeria este prezenta atat in cazul tuturor adancimilor de prelevare cat si pe organele
vegetative ale plantelor in timp ce celelalte cinci specii se regasesc preferential
pe surse si adancimi de recoltare.

Din punct de vedere morfologic coloniile tulpinilor izolate au prezentat
profil convex si plat, suprafatd lucioasd, mata si in unele cazuri aspect mucoid,
coloratiile variind de la alb pana la crem si portocaliu.

Teza de doctorat se Tncheie cu un capitol destinat concluziilor ce au fost
trasate pe baza rezultatelor si interpretarii acestora.

Bibliografia insumeaza 171 de titluri din literatura de specialitate, atat
nationale cat si internationale.
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ABSTRACT

Keywords: grapevine, phenophases, phytosanitary treatments, isolation
yeasts, morphological analysis, colonies, taxonomic identification, DNA
sequencing.

In oenological practice, the basic link is the quality of the fermentative
process that ensures the obtaining of high-class wines that reflect the personality
and typicality of the viticulture area. Study of indigenous yeasts and their use in
technology represent a permanent concern in field of research. In order to explain
the quality of the fermentative process and yeasts activity from the spontaneous
flora it is considered necessary to study the effects of external factors on the
diversity and distribution of yeast microbiota within the vineyard.

The thesis "Studies regarding the influence of phytosanitary treatments
on the diversity and distribution of yeasts in Copou lasi Vineyard" includes the
results of the research activity carried out in the period 2021-2022.

The experience was carried out at the Research Station - "Vasile
Adamachi" Farm Iasi. Most of the analyzes were carried out in the
Phytopathology laboratory of the Faculty of Agriculture, from "lon lonescu de la
Brad" University of Life Sciences, lasi, and the taxonomic identification of the
isolated yeast strains was carried out in the BMR Genomics Laboratory in Padua,
Italy, laboratory specialized in Sanger sequencing.

The purpose of the doctoral thesis is to establish the influence of
phytosanitary treatments on the diversity and distribution of yeasts in lasi
viticultural center. Studying the diversity and distribution of yeasts in the
viticultural field is in the scientific research trends, both at the national and
international level.

In order to fullfil the aim of this doctoral thesis, the following objectives
were established:

e the application of phytosanitary treatments to vine culture
correlated with the plant development phenophases;

e jsolation and selection of yeast strains from soil samples and
plant samples in different plant development phases;

e establishing the influence of experimental factors on the diversity
and distribution of yeasts in the studied wine-growing area;

e establishing the morphological and physiological characteristics
of isolated yeast strains;

e taxonomic identification of yeasts selected by DNA extraction
and sequencing (PCR) methods.
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To achieve the objectives proposed, the research activity was organized in
three directions:

e the application of phytosanitary treatments according to the treatment
depending on the phenophase of the plant's development.
sampling of soil and plants in different phenophases and soil depths.
testing of yeast strains isolated from soil and from plants in order to
characterize them morphologically and taxonomically.

In the research activity, were chosen four grape varieties Feteasca Neagra,
Feteasca Alba, Busuioaci de Bohotin and Feteasca Neagrd from the
ampelographic collection of "Vasile Adamachi" Farm, lasi. The varieties were
selected with the aim of increasing the diversity of the study and based on their
fairly wide spread in Romanian vineyards.

The experimental factors studied were:
o0 Factor A: grape variety:

al — Feteasca Alba;

a2 — Busuioaca de Bohotin;

a3 — Feteasca Neagra;

a4 — Feteasca Neagra collection,;

o Factor B: source of yeasts:

b1 — grain/plant;

b2 — soil

o Factor C: the phenophase of yeast sampling:
¢l — shoot 5-7 cm;

c2 — the end of blooming;

c3 — full maturity.

Soil and plant samples were collected in three different development
phenophases: shoot 5-7 cm, end of flowering and full maturity (before
harvesting). These phenophases were chosen by their importance on the
application of treatments as well as the dynamics process of yeast loading.

In order to analyze the soil microbiota, the samples were taken at 3
depths: 5-10 cm, 10-15 cm, 15-20 cm. To determine the influence of
phytosanitary treatments on the diversity and distribution of yeasts, 2 soil samples
were taken in the 5-7 cm shoot phenophase at 10-day intervals as follows:

e a series of samples taken 3 days before the treatment with the
commercial product Dithane ® M-45 using a dose of 0.2% (2021)
and Acrobat® MZ 69 WG (2022) which shows action on the
pathogens Plasmopara viticola and Botrytis cinerea that causes
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downy mildew and gray mold of grape. It should be noted that
both Dithane ® M-45 and Acrobat ® MZ 69 WG contain 60-80%
mancozeb as active substance.

e the second sampling after 7 days from the treatment against
downy mildew and gray mold.

Subsequently, 2 more samples were taken, both from soil and from plant, at
the end of blooming and at full maturity before harvesting.

In order to isolate the yeasts, the samples were processed according to the
standard methodology and the experimental protocol, thus resulting as sources of
isolation:

e soil cleaned of impurities and plastered

e inflorescence washing water (at the end of flowering)

e berry washing water (when fully ripe).

In this study, 18 strains were isolated from soil, 5 strains were obtained from
the washing water of the inflorescences and 11 strains were selected from the
washing water of the grapes.

Both in 2021 and in 2022, the isolated strains were macro- and
micromorphological analyzed, establishing the specific characteristics of the
colonies (shape, profile, surface and color) and the appearance of the cells.

In the next step, the isolated strains were taxonomically analyzed by Sanger
sequencing. Following the genomic processing, 6 yeast strains were identified
that showed diversity both in terms of grape varieties and in terms of the source,
the phenophase and the year of isolation.

Structurally, the doctoral thesis comprises 177 pages, 53 figures and 27
tables.

The first part, "The current stage of research” includes 4 chapters, summing
up 40 pages, which incribe the history of the grapevine, the systematic importance
and ecology of wine plantations, the situation of grapevine culture on a global
and national level, and the importance and taxonomy of yeasts in the wine
industry.

The second part, "Personal contributions” is structured in 5 chapters
summing 115 pages. This part highlights the climatic conditions in which the
research activity was carried out, the aim and objectives proposed in the thesis,
the research material and methods used, results regarding the phenological
observations and biometric measurements, results regarding the quantitative and
gualitative analyzes of isolated strains as well as their taxonomic identification.

In the first chapter, the history of the grapevine is briefly presented, both at
national and international level.
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The second chapter presents the systematics of the vine, its importance and
the ecology of the plant. In this chapter, the ways of classifying the varieties and
the requirements of the vine for adaptability in different wine-growing areas are
briefly described.

The third chapter presents the situation of the grapevine in the last 21 years
at global, European and national level.

In the fourth chapter, are presented aspects regarding the importance of
yeasts in the winemaking industry, the taxonomy of oenological yeasts, the
presentation of the genomic characteristics of yeasts found in winemaking.
Aspects of yeast metabolism are also described.

In the fifth chapter, the experimental field is described, referring to:

e Geographical location of the experimental field,;
Geomorphology, hydrography and hydrology of the area;
The climatic conditions, with reference to the thermal regime and the
rainfall regime recorded in the experimental years.

In the sixth chapter, the aim and objectives of the research thesis, the
biological material used, and the methods used are presented. In this chapter, the
research methods were divided into field analysis methods and laboratory
research methods.

Laboratory research methods included:

isolation of yeast strains from the soil

isolation of yeast strains from plants

guantitative analysis of yeast colonies determination of macro-

and micromorphological characteristics of selected yeast strains

e taxonomic identification of yeast strains by the PCR method.

The seventh chapter includes results regarding phenological observations and
biometric measurements in case of the 4 grape varieties studied. Results are
presented such as:

e phenological observations
e hiometric measurements (fertility and shoot productivity, shoot
growth)
These parameters were studied throughout the vegetation period in the years of
experimentation, showing the results obtained for each experimental year
separately, as well as the average of the years.
In the eighth chapter, the results regarding the yeast load of the samples

both from soil and from inflorescences and fully ripped grapes, are presented.
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The samples microbiota showed diversity by analyzing the phenophase of
sampling and the source of isolation.

Comparing the 4 varieties studied, the yeast load of soil samples was
higher both before treatment and after treatment in the case of Feteasca Neagra
Collection variety, which recorded a maximum threshold of 26 x 10 6 CFU/g soil
before treatment respectively 24 x 10 6 CFU/g soil after treatment.

In the vertical division of the yeasts in the soil, the number of
microorganisms shows a downward slope proportional to the sampling depth, so
it can be deduced that the constant decrease in the activity of the microbiota in
the lower layers is characterized by the lack of oxygen, the decrease in the amount
of nutrients and the alkalinization of the soil.

The variations regarding the microbial load between the 4 grape varieties
in different phenophases of plant development indicate that the microbiota of the
wine plantations is dependent on the rhythm and dynamics of the development of
each vine variety, correlated of course with the dynamics of the transfer and
development of yeasts from the soil and the climatic conditions of the research
year.

These results confirm the studies published in the literature according to
which the amount of yeasts in the wine plantations increases proportionally with
the accumulation of fermentable sugars in the berries, thus positively influencing
the process of wine microbiota development.

Chapter nine includes results regarding the taxonomic identification of
isolated yeasts and their morphological characterization.

Following the genomic processing, 6 strains of yeasts were identified that
showed diversity both in terms of the grape varieties from which they were taken
and in terms of the source, the phenophase and the year of isolation. The isolated
strains belong to Solicoccozyma, Hanseniaspora, Rhodotorula, Filobasidium,
Cystobasidium and Cryptococcus genera. The largest share is held by
Solicoccozyma aeria species with 47.22% of the total, being found in all sampling
phenophases both in soil and on plants, regardless of the year of study. The
species Hanseniospora uvarum was found in the soil only in the phenophase of
full maturity and on the plant it was present both at the end of flowering and at
full maturity.

The species Rhodotorula glutinis was isolated both from soil in the
phenophase of full maturity and on inflorescences and berries.

Filobasidium floriforme species had a percentage of 11.7 from total
species selected, being found both in the soil and on the grapes at their full
maturity. The species Cystobasidium pinicola and Cryptococcus aeris were found
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in the lowest percentage in the vineyard area studied. While the species of the
genus Cryptococcus was present in the soil at the depth of 15-20 cm in the shoot
phenophase 5-7 cm, the species Cystobasidium pinicola was found at the end of
flowering on the inflorescences. Comparing the 6 selected species, we notice that
Solicoccozyma aeria is present both in case of all sampling depths and on the
vegetative organs of plants, while the other 5 species are preferentially found on
sources and harvesting depths.

On a morphological basis, the colonies of the isolated strains presented a
convex and flat profile, a glossy, matte surface and in some cases a mucoid
appearance, the colors varying from white to cream and orange.

The doctoral thesis ends with a chapter assigned to the conclusions drawn
based on the results and their interpretation.

The bibliography includes 171 titles from national and international literature.
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PARTEA |: STADIUL ACTUAL AL CERCETARILOR

PART I: THE PRESENT STATE OF RESEARCH

1. ISTORICUL VITEI DE VIE
1. BRIEF HISTORY OF VINE

Pe teritoriul tarii noastre viticultura este prezenta ca o activitate
importanta, atat in prezent cat si in trecut, avand o istorie indelungata.

Din cele mai cunoscute timpuri pdna acum se apreciaza ca primele
inceputuri legate de cultura vitei de vie ar fi avut loc in neolitic prin partile Asiei
Mici cu aproape 8-9 mii de ani inainte de epoca pe care o traim (Teodorescu I.C.
si colab., 1966).

Tn evolutia ei de pani acum, cultura vitei de vie marcheazi etape
importante legate nemijlocit de popoare si epoci istorice. Astfel de la Sumerieni
si Hititi apreciati ca fiind pionierii vitei de vie i de preparare a vinului ne-au
ramas primele idei cu referire la denumirea de origine (Oprea S, 2001).

Surse precum imagini, inscriptii, desene marcheaza inceputurile vitei de
vie la poporul egiptean cu aproximativ sase mii de ani in urma, in epoca primilor
faraoni. Grecii antici ce au locuit coastele oceanelor au extins in paralel si
Suprafetele cu vitd de vie cultivate, astdzi apartinand tarilor precum: Spania,
Germania, Italia, Franta si litoralul Marii Negre.

Cunoscuta ca o activitate importantd pentru poporul nostru, atat in trecut
cat si In prezent, cultura vitei de vie are o istorie interesanta pe teritoriul romanesc
si, mai mult decat atat, extrem de Indelungata.

In perioada secolelor XVIII-XIX se formeazi si se consolideazi
viticultura ca stiintd. Evenimentul major care s-a petrecut a fost introducerea
filoxerei in Europa - Franta in anul 1863. Aparitia filoxerei a marcat trei etape
distincte in evolutia viticulturii europene: etapa prefiloxerica, etapa filoxerica si
etapa postfiloxerica .

Etapa prefiloxerica este cea mai indelungata si a durat pana la aparitia
filoxerei. In aceasta etapd vita de vie se cultiva pe radicini proprii nealtoitd, iar
podgoriile erau constituite din sortimente de soiuri locale. Practica viticold era
bazata pe ecosisteme de tip traditional.

Etapa filoxerica a durat pana in jurul anului 1900. Podgoriile europene
au fost decimate, rand pe rand de filoxera. Pentru refacerea lor s-a recurs la
aducerea vitelor roditoare americane, rezistente la filoxera.
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Deoarece acestea s-au dovedit in scurt timp de a fi inferioare soiurilor de
vitd europene, a trebuit sd renunte la ele. Solutia tehnica adoptata a fost altoirea
vitelor europene pe vite americane rezistente la filoxera. Cultura vitei de vie prin
altoire a reprezentat o tehnologie mult mai complexa, care necesita cunostinte noi
din partea viticultorilor. Pentru rezolvarea numeroaselor probleme care s-au ivit
a fost nevoie de multe cercetari si studii, contributia cea mai insemnata fiind adusa
de viticultorii francezi. Au fost aduse in Europa speciile de vite americane
rezistente la filoxera, pentru a fi folosite ca portaltoi: actiunea s-a petrecut in anul
1874, cand 1n sudul Frantei a fost folosita pentru prima oara la altoire specia Vitis
riparia. Prin lucrarile de selectie care au urmat, s-au obtinut soiurile de vite de
portaltoi pe baza carora s-a putut reface viticultura europeana.

Etapa postfiloxericd este caracterizatd prin trecerea la plantatii de vii
altoite, restructurarea sortimentelor vechi de soiuri in podgorii si amplificarea
lucrarilor de ameliorare a vitei de vie. Plantatiile viticole s—au refacut repede,
astfel cd in anul 1910 suprafata cultivatd cu vita de vie pe glob ajunse la 6,795
mil. ha, din care circa 60% reprezentau plantatiile viticole de vii altoite. A fost
organizat un sector pepinieristic viticol, fard de care refacerea si dezvoltarea
viticulturii europene nu putea fi conceputd. Treptat s-a renuntat la ecosistemele
viticole de tip traditional si a fost generalizat ecosistemul industrial de cultura a
vitei de vie, bazat pe mecanizare, chimizare, irigare si soiuri de mare
productivitate. Cercetarea stiintifica si-a largit preocuparile prin studiile asupra
vitelor portaltoi, selectia soiurilor de vitd roditoare si de portaltoi, influenta
ingrasamintelor asupra productiei de struguri, combaterea bolilor si daunatorilor
in plantatiile viticole, imbunatatirea lucrarilor culturale ale vitei de vie. Se pun
bazele stiintifice ale viticulturii, prin editarea cartilor si tratatelor de specialitate,
in tot mai multe tari: Tratat de viticultura de Brezeau V. (1902), in Romania;
Etude generale de la vigne de Gillon M. (1905), in Franta; Foundation of
american grape culture de Munson V.T. (1909), iIn America; Trattato di
viticoltura moderna de Carpantier F. (1930), in Italia.

Pentru coordonarea actiunilor tehnice, economice si legislative din
domeniul agriculturii a fost infiintat, in anul 1927, Oficiul International al Viei si
Vinului (O.1.V.) cu sediul la Paris, ca organism interguvernamental, la care au
aderat toate tarile viticole.

Perioada contemporand a dus viticultura la nivelul cel mai nalt de
dezvoltare. Cultura vitei de vie a ajuns la circa 9 mil. ha. §i s-a extins pana in zona
ecuatorului (Peru, Columbia, Venezuela). In majoritatea tarilor cultivatoare, s-a
renuntat la sistemul de cultura joasa, clasic, la vita de vie si s-au adoptat sistemele
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moderne de culturd cu forme inalte de conducere a vitelor in plantatii §i cu
distante mari de plantare care sa permitd mecanizarea lucrarilor.

Prof. Teodorescu I.C. (1964) afirma ca in tara noastra vita de vie s-a aflat
la ea acasa in regiunile carpatice, nu numai in forma salbatica, obisnuita ci si in
una evoluatd, din care se trage vita nobilda europeand astdzi. Geto-dacii au
dezvoltat in mod deosebit aceasta cultura pe ambele versante ale Carpatilor, unde
devine o culturd pur locala. Ea s-a dezvoltat gratie existentei In stare naturald a
vitelor In zona din apropierea Dunarii si a Marii Negre. Pe baza rezultetelor
relevate de arheologi se considera ca cele dintai urme de activitate viticold pe
teritoriul tarii noastre dateazd din neolitic, cind triburile de culegatori si de
vandtori devin stabile, practicand agricultura si cresterea animalelor (Tudor D.,
1979). Populatiile indigene tracice s-au ocupat intens de cultura vitei de vie
inainte chiar de colonizarile grecesti din secolele VII-VI 1.H. Se poate considera
ca 1n unele parti ale Transylvaniei si in cele din Oltenia si Muntenia acesta era si
mai veche, datand din epoca bronzului (Bulencea A., 1975). In tara noastra
viticultura a cunoscut trei etape de dezvoltare.

1.1. Etapa prefiloxerica

S-a desfasurat de la Inceputuri pana cand a aparut filoxera in anul 1884.

Pe vremea geto-dacilor vita de vie luase o extindere atat de mare incat
dupa parerea lui Strabo-regele Burebista (70-40 i.H.), organizatorul primului stat
centralizat dac, a ordonat, sfatuit de marele preot Deceneu, distrugerea
plantatiilor, cu scopul de a stavilii incursiunile insotite de jaf ale altor populatii
atrase de avutiile Daciei, printre care si zonele viti-vinicole.

Vita de vie a fost cultivata in continuare si pe vremea lui Decebal, incat
la venirea romanilor ea a fost gasita pe aceste teritorii. Romanii nu au facut decat
sd continue dezvoltarea viticulturii autohtone, marind suprafetele cultivate,
introducand noi soiuri. Importanta viticulturii in dacia romana rezulta si din unele
emisiuni monetare. Cea mai elocventa dovada ne-o aduce moneda Dacia Felix,
batuta de imparatul roman Decius (249-251 d.H ), care prezenta o femeie daca si
doi copilasi care-i duceau struguri si spice de grau.Atat de la daci cat si de la
romani, ne-au ramas o serie de termeni in domeniul viticulturii ca: strugure,
butuc, curpen (de la daci ) si vitd de vie, lamurusca, must, vin, vinars, calcator,
poama (de la romani).

Cultura vitei de vie s-a infiltrat in locurile cele mai favorabile din zonele
submontane si intramontane. Dovada sunt toponimiile de insperatie viticola din
aceste zone ale tarii: Dealul Viilor, Podgoria, Viigsoara, Cornatel, Viile. (Tardea
C, Dejeu L., 1995). Continuitatea culturii vitei de vie in timpul migratiei
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popoarelor este dovedita si prin pastrarea lexicului viticol de origine latina format
in timpul ocupatiei romane. (Mihalcha Al si Lazea E., 1990). In epoca moderna
si in perioada dupa unire, proprietatile viticole s-au extins considerabil,ajungand
n 1884 la 300.000 pogoane (aprox. 150.000 ha).

In aceasta perioada care a fost cea mai lunga s-au creat multe soiuri
roditoare, cu sortimente proprii fiecarei podgorii. Interventia statului era
neinsemnata si lipsita de coordonare, cel care dadea aprobare pentru culesul viilor
era paharnicul cel mare, in schimbul unui dar. Legile intireau privilegiile
stapanitorilor de vii (Pop N., 2003).

1.2. Etapa filoxerica

Incepe odati cu aparitia filoxerei in tara noastra si ajunge pana in preajma
primului razboi mondial. Oficial aparitia filoxerei este consemnata in anul 1884,
cand plantatiile viticole erai infestate in masa. La data respectiva suprafata
cultivata cu vita de vie in Regatul Romaniei era de 137-176 mii hectare (Drufu
Gh., 1900).

Primele focare filoxerice apar la Bucov (judetul Prahova) si Valea
Cilugareasca, mai apoi la Scdeni, totalizind 916 hectare. Atacul filoxerei in
decursul a 11 ani, din 1884 pana in anul 1895, s-a ajuns la o suprafata de 44.310
hectare, respectiv 22,6% din suprafata tarii. Fatd de rapiditatea dezastrului
provocat de filoxerd, se institue Comisia filoxerica in 1884, ce avea sarcina de a
studia intensitatea si evolutia atacului, masurile pentru protectia viilor
nefiloxerate. Masurile ce au fost implementate nu au dat rezultatele directe, prin
urmare cercetatorii au recurs la masuri indirecte adica folosirea hibrizilor direct
producdtori si vitelor americane ca portaltoi.

Astfel in anul 1888, a fost facut primul import de hibrizi direct
producdtori si s-au pus bazele primelor pepiniere din tara noastra la Strehaia in
judetul Mehedinti si Tintea in judetul Prahova. In Transilvania, sectorul
pepinieristic a fost organizat mai devreme, astfel n anul 1885, s-au pus bazele
primei pepiniere la Baratca-Paulis, unde s-au replantat primele suprafete de vii
altoite in verde.

Deoarece materialul produs era insuficient s-a recurs la importarea vitelor
din Franta, Algeria, Austria. Importul de vite altoite aduce in tara o serie de soiuri
valoroase ca: Chardonay, Sauvignon, Pinot-urile, Merlot, din cele de vin si Afuz
Ali, Muscat de Hamburg, Chasselas, din cele pentru masa.

Lupta impotriva filoxerei a insemnat in final lupta pentru aparitia
viticulturii moderne in Romania, altoirea inlocuind butasirea, pepinierele viticole
si industrializarea producerii materialului saditor devine o necesitate in practica
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viticola. In reconstructia viticulturii roméanesti, suprafata ocupata de catre hibrizii
direct producdtori a crescut foarte repede, ajungand in 1930 la circa 50% din
suprafata viticold a tarii. Acestia sunt hibrizi intre soiurile nobile si vitele
americane (Vitis labrusca) exemplu: Noah, Castel, Othello, Taylor, Clinton.

Pana in apropierea celui dintdi Razboi Mondial (1915- 1917 ), a urmat
refacerea viticulturii in tara noastra.

1.3. Etapa postfiloxerica

Este cuprinsa de la primul Razboi Mondial pand azi §i prezintd o
dezvoltare si extindere a suprafetelor de vii si pepiniere care in perioada
recontructiei socialiste ajunge la 300.000 hectare, reprezentand circa 2% din
terenul agricol al tarii. In anul 1957 a fost infiintat Institutul de Cercetari penru
Viticultura si Vinificatia cu sediul la Valea Cilugareascd, cu un numar de 12
statiuni. In perioada anului 1990, suprafata viticola a tarii era de 3% din totalul
agricol si reprezenta 25% din valoarea economiei nNationale. Desi tendintele dupa
schimbarile determinate de revolutia din 1989 erau incurajatoare privind
modernizarea plantatiilor, mentinerea patrimoniului in jur a 300.000 de ha, si
sporirea productiei la circa 10 t/ha la soiurile de vin si la 20 t/ha la cele de struguri
de masa, in urmatorii 10 ani (1990-2000), s-a constatat ca suprafetele au scazut
cu aproape 100.000 de hectare. Au avut loc o serie de defrisari necontrolate. Acest
fapt a determinat specialistii sa ia atitudine, astfel cd in anul 1997 a fost data
Legeanr. 67 a Viei si a Vinului si a fost aprobata de Parlament in anul 1999. Prin
reconstituirea proprietatii private in agricultura, s-au creat noi conditii pentru o
viticultura competitiva, pe plan international, organizata si exploatata conform
legilor generale ale biosferei (Pop N., 2003) .
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2. VITA DE VIE — IMPORTANTA SI SISTEMATICA
2. THE GRAPE VINE CULTURE - IMPORTANCE AND
SYSTEMATICS

2.1. Importanta vitei de vie

Cultivarea vitei de vie prezintd un real interes Tn aproximativ toate
zonele ce se caracterizeaza prin conditii pedoclimatice corespunzatoare acestei
culturi. Prin prisma plasticitatii sale ecologice, vita de vie reprezinta o cultura ce
se poate adapta pe terenuri cu soluri nisipoase, pe versanti, terenuri ce nu se
preteaza cultivarii altor plante agricole.

Din punct de vedere al productiei, viticultura ocupa o ramura importanta
in domeniul agricol deoarece are un coeficicent ridicat in ceea ce priveste
valorificarea terenurilor. Din punct de vedere financiar, productia ce se realizeaza
pe un hectar de vita de vie se ridicd la valoarea a aproximativ 10-15 hectare
cultivate cu cereale.

La nivel economic, viticultura si oenologia reprezinta baza de productie
pentru obtinerea vinurilor si a distilatelor, avand pondere insemnata n
alimentatie.

Strugurii au o structura complexa, prezentand efect energetic,
vitaminizant, mineralizant la care putem adduga si insusiri terapeutice si dietetice.
Compozitia chimicd a strrugurilor prezintd in concentratia cea mai ridicatd apa
urmati de zaharuri. In perioada de parga, continutul in zaharuri a bacelor poate
varia intre 14-35%, aproximativ 140-350 g/l la nivel de must (Térdea C. si colab.
2010).

Vinul prezinta in compozitia sa vitamine in cantitdti mici, insa
complexitatea si actiunea acestora prezintd importantd in alimentatie Tntrucat
asigura cca. 10% din necesarul zilnic al omului.
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Tabel 2.1/Table 2.1

Compozitia chimici a strugurilor — valori exprimate in % din greutatea proaspati

Chemical composition of grapes —%o of fresh weight

(dupa Tardea C. si colab. 2010/acording to Tardea C. and colab. 2010)

Componentele Tn ciorchini Tn boabe

chimice pielite pulpi seminte

Apa 78-80 75-80 80-85 25-45

Zaharuri

-Glucoza - - 7-12,5 -

-Fructoza - - 8-13 -

-Zaharoza - - 0,1-0,15 -

-Pentozani 0,5-1,5 0,5-1 0-0,1 4-5

Acizi organici

-acid tartric 0,5-15 0,2-0,5 0,3-0,8 -

-acid malic 0,1-0,5 0,01-0,02 0,05-0,1 -

-acid citric - - 0,02-0,09 -

Polifenoli

-taninuri 3-5 0,5-1 0,01-0,02 5-8

-antociani - 0-2 soiuri -
tinctoriale

Substante azotate

-aminoacizi - 0,02-0,1 0,5-1 -

-polipeptide 1-1,2 0,2-0,3 0,01-0,2 0,5-2

-proteine 0,5-0,8 0,05-0,1 0,01-0,1 0,2-0,5

-amine biogene - - 0-0,02 -

Lipide

-acizi grasi 0,01-0,02 0,08-0,2 0,01-0,05 9-18

-fitosteroli - 0,01-0,04 - -

Materii pectice

-protopectine - 0,01-005 - -

-pectine - - 0,5-0,2 -

-gume - 0,02-0,1 0,01-0,5 -

Substante 2-3 0,5-1 0,2-0,3 2-4

minerale

Polizaharide

-Celuloza 5-10 3-4 0,1-0,2 44-57

Vitamine - - 0,01-0,08 -

(B,H,PP,C)

Enzime - Pectolaze  Oxido -
reductaze
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2.2. Sistematica vitei de vie

Din punct de vedere botanic, vita de vie face parte din familia Vitaceae
(Lindl)/Ampelidaceae (Kunth). Aceasta familie este reprezentatd de 12 genuri,
conform mai multor autori, iar altii sunt de parere ca sunt 14 sau chiar 18 genuri
si aproximativ 1100 de specii, cu o raspandire geografica extrem de complexa.

Dintre toate acestea, genul Vitis prezinta cea mai importanta raspandire
intrucat este caracterizat prin specii de vita de vie cultivate pentru productia de
struguri sau pentru portaltoi. Tn zonele temperate, tropicale si subtropicale din
Europa, America de Nord, America de Sud, America Centrala si Asia se intalnesc
108 specii dintre care identificate concret sunt doar 60: intre care includem si
specia Vitis vinifera (Pop N., 2003b)

Genul Vitis este caracterizat prin cca. 60 de specii dioice repartizate n
America si Asia, fiind considerate surse de gene rezistente la agentii patogeni.
(Mullins M.G. et al., 1992).

Tn anul 1887 Planchon J.E. a impartit genul Vitis in doud sectii sau
subgenuri:

- Subgenul Muscadinia ce cuprinde vitele de vie cultivate in zonele
tropicale si subtropicale ale Americii de Sud si de Nord. Acest subgen prezintd
struguri cu boabe putine, mici, ce au un proces de maturizare succesiv. Cantitatea
de suc si zaharuri din bace este mica iar semintele sunt rotunde.

- Subgenul Euvitis (Vitis) fiind caracterizat prin speciile de vitd de vie
»adevarata”, cultivate in zonele temperate ale Asiei, Europei si Americii.

Specia Vitis vinifera este cea mai raspandita avand in prezent aproximativ
12.987 de soiuri de vita de vie nobild, conform VIVC (Vitis International Variety
Catalogue).

In scopul clasificarii soiurilor de vita de vie s-au utilizat diferite criterii:
anatomice, fenologice, ecologice, tehnologice, morfologice, etc.

Din punct de vedere morfologic, ih 1804 Frege C. face o clasificare a
soiurilor Tmpartindu-le in doua mari grupe: soiuri cu bace sferice si soiuri cu bace
alungite.

In anul 1926, Edler von Vest clasifica soiurile de vita de vie pornind de
la caracterele morfologice ale bacelor (culoare si forma) si morfologia frunzelor
(numarul de lobi, porozitate).

In functie de etapele fenologice s-au luat in calcul perioada de maturare
a strugurilor, faza dezmuguritului si momentul infloritului.
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O alta clasificare a soiurilor se realizaeaza de catre Puillat V. in 1879 si
Gasparin F. 1n 1886 plecand de la perioada de maturare a soiului reper Chasselas
doré, in functie de care s-au stabilit patru epoci distincte universale de maturare a
soiurilor de struguri.

Tabel 2.2/Table 2.2
Gruparea soiurilor de struguri in functie de soiul reper Chasselas

Grouping of grape varieties according to the benchmark variety Chasselas
(dupia Gasparin F. 1886 si Puillat V. 1879/acording to Gasparin F. 1886 and Puillat V. 1879)

Epoca de Grupa de Perioada
maturare soiuri maturarii
| timpurii cu 5 zile Tnainte
cu5zile de Chasselas
nainte si mijlocii odata cu
dupi Chasselas
Chasselas tarzii cu 5 zile dupa
Chasselas
1 timpurii cu 10 zile dupa
10 - 20 zile Chasselas
dupa mijlocii cu 15 zile dupa
Chasselas Chasselas
tarzii cu 20 zile dupa
Chasselas
i timpurii cu 25 zile dupa
25 -35 zile Chasselas
dupa mijlocii cu 30 zile dupa
Chasselas Chasselas
tarzii cu 35 zile dupa
Chasselas
v timpurii cu 40 zile dupa
40 - 45 zile Chasselas
dupa mijlocii cu 45 zile dupa
Chasselas Chasselas
tarzii peste 45 zile dupa
Chasselas

Plecand de la epoca de maturare a soiului de struguri luat drept reper,
Chasselas doré, Constantinescu G. in anul 1958 realizeaza o clasificare a in
functie de conditiile climatice din tara noastrd, Impartind soiurile de struguri in
sapte epoci de maturare.
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Tabel 2.3/Table 2.3
Clasificarea soiurilor de struguri in functie de perioada de maturare a soiului Chasselas

doré
Classification of grape varieties according to the ripening period of the Chasselas doré
variety
(dupa Constantinescu G. 1958/acording to Constantinescu G. 1958)
Epoca maturirii Interval Perioada de
maturare
Epoca | 15-31 iulie 30 de zile inainte de
maturare Chasselas
extratimpurie
Epoca a ll-a 1-15 august 15 de zile inainte de
maturare timpurie Chasselas
Epocaalll-a 15-31 august odati cu Chasselas
maturare mijlocie
Epoca alV-a 1-15 septembrie 15 zile dupa Chasselas
maturare prenormala
Epoca a V-a 15-30 30 zile dupa Chasselas
maturare normala septembrie
EpocaaVl-a 1-15 octombrie 45 zile dupa Chasselas
maturare tarzie
EpocaaVll-a 15-30 octombrie peste 45 zile dupa
maturare foarte tarzie Chasselas

2.3. Ecologia vitei de vie

Ecologia viticolad se ghideaza pe doua directii: factorii pedo-climatici ce
alcatuiesc arealul viticol si influenta acestora asupra vitei de vie.
Factorii pedoclimatici ce influenteaza dinamica si dezvoltarea vitei de vie pot fi:
-climatici: radiatia solard, temperatura medie a aerului, lumina, umiditatea
aerului, vantul si regimul pluviometric;
-edafici: insusirile solului;
-orografici: expozitia terenului, inclinatia pantei, forma de relief;

Factorii climatici ce pot influenta dezvoltarea si cresterea vitei de vie pot
fi radiatia solard, temperatura aerului, umiditatea atmosfericd si regimul
pluviometric.
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In ceea ce priveste radiatia solara, aceasta poate varia in functie de panta
si expozitia terenului, anotimp si relief. Nivelul radiatiei influenteaza cantitatea
de compusi organici acumulati in bace si implicit nivelul productiei.

In Dealurile Moldovei valorile radiatiei solare in perioada vegetatiei sunt
cuprinse Tntre 80-82 kcal/cm? cu o medie anuald de 85 kcal/cm?. (Oslobeanu M.
etal., 1991)

Un factor extrem de important in dezvoltarea vitei de vie este temperatura
care conditioneaza declansarea fenofazelor de dezvoltare. Temperatura minima
la care vita de vie isi incepe etapa de vegetatie este 10 °C, prag la care planta
incepe dezmuguritul. Tn cazul Infloririi pragul minim este de 15°C. (Staudt G.,
1982.). Tn schimb, temperaturile mai mari de 35°C, in lunile mai-iulie blocheaza
procesul de fotosinteza si acumularea glucidelor in struguri.

Tn lunile iunie-iulie vita de vie necesita temperaturi de 20-25°C Tn vederea
formarii inflorescentelor.

In ceea ce priveste regimul pluviometric, vita de vie prezintd cerinte
moderate de umiditate. Pentru o crestere optima a plantei, volumul de umiditate
trebuie sa fie cuprins intre 500-700 mm. Abaterile negative sau pozitive de la
acest volum influenteaza cresterea vitei de vie, rezistenta acesteia la atacurile
bolilor si daunatorilor.

Din punct de vedere al solului, vita de vie prefera solurile cu fragmente
calcaroase profunde (60-100 cm), ce le faciliteazd dezvoltarea radiculara si
aprovizionarea cu apa. Porozitatea si aeratia solurilor din arealele viticole
influenteaza activitatea radiculara si ajutd aprovizionarea butucilor cu substante
nutritive si apa.

Temperatura solului prezinta o influentd majord in cresterea si
dezvoltarea vitei de vie. Pentru declangarea perioadei de vegetatie temparatura la
nivel radicular trebuie sa atinga pragul de 6-8°C. Temperatura optima pentru
dezvoltarea radacinilor este de 25°C, procesul fiind incetinit la temperaturi mai
mici de 6°C si mai mari de 30°C.

Din punct de vedere climatic, vita de vie prezinta o buna adaptabilitate in
diferite areale fiind conditionatd doar de doud insusiri: durata perioadei de
vegetatie si rezistenta la inghet. Amplasarea soiurilor de struguri intr-un areal ce
nu le permit parcurgerea completd a tuturor fenofazelor de dezvoltare poate
conduce la productii de calitate slaba, productii reduse cantitativ si pieirea in timp
a butucilor.
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3. SITUATIA CULTURII VITEI DE VIE PE PLAN
MONDIAL ST NATIONAL
3. THE GRAPEVINE SITUATION ON GLOBAL AND
NATIONAL LEVEL

3.1. Situatia vitei de vie la nivel mondial

Urmarind evolutia suprafetelor ocupate cu vita de vie in ultimii 19 ani
(figura 3.1.), se poate observa cd aceasta cultura a ocupat in fiecare an o suprafata
mai mare de 6,5 milioane de hectare, minimul fiind de 6,729 milioane ha in anul
2021 iar maximul de 7,390 milioane ha n anul 2003, inregistrandu-se o panta
descendenta intre anii 2006-2012, ulterior osciland suprafetele pana la 7,151
milioane ha Tn anul 2018 urmata de o a doua panta descendenta intre anii 2019-
2021.
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Figura 3.1 Evolutia suprafetelor plantatiilor cu viti de vie, la nivel mondial, in perioada
2000-2021
Figure 3.1 The evolution of the areas of vine plantations, worldwide, in the period 2000-2021
(https://www.fao.orq)

Din punctul de vedere al productiilor obtinute la nivel mondial (figura
3.2.), se obtin peste 60 de milioane tone anual, minimul in ultimii 19 ani fiind in
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2001, cand s-a inregistrat o productie de 60,862 milioane tone, iar n anul 2018
s-a atins un prag maxim de 80,015 mil.tone.
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Figura 3.2 Evolutia productiilor de struguri, la nivel mondial, in perioada 2000-2021
Figure 3.2 The evolution of grape production, worldwide, in the period 2000-2021
(https://www.fao.orq)
De asemenea, o crestere insemnata a avut loc in perioada 2012-2013 cand

productia a crescut cu aproximativ 7,5 milioane de tone.
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Figura 3.3 Ponderea productiilor de struguri pe continente (media anilor 2000-2021)
Figure 3.3 Share of grape production by continent (2000-2021 average)
(https://www.fao.orq)
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Dacé analizam ponderea productiilor de struguri pe continente (figura
3.3), observam ca un loc fruntas il ocupa Europa cu 40,9%, urmata de Asia cu
30,1% iar pe ultimul loc, se afla Australia cu doar 2,9% din productia mondiala
de struguri (pentru toate tipurile de utilizari).

3.2. Situatia pe plan European si national
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Figura 3.4 Suprafetele plantate cu viti de vie in Europa (2000-2021)
Figure 3.4 Area cultivated with vines in Europe (2000-2021)
(https://www.fao.orq)

Pe teritoriul Europei, suprafetele plantate cu vita de vie (figura 3.4) au
atins Tn anul 2000 pragul de peste 4,20 milioane de ha, ulterior teritoriul destinat
podgoriilor scazand an de an, ajungand la un minim de cca. 3,43 milioane de ha
in anul 2014. Dupa acest declin, dinamica suprafetelor destinate vitei de vie au
inregistrat o crestere de aproximativ 18 mii de ha, pana in anul 2018. Tn perioada
urmatoare, 2018-2021, suprafata plantata cu vitd de vie S-a mentinut aproximativ
constanta.
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Figura 3.5 Productia de struguri in Europa (indiferent de utilizare) (2000-2021)
Figure 3.5 Production of grapes in Europe (regardless of use) (2000-2021)
(https://www.fao.org )

In ceea ce privesc productiile de struguri din Europa, indiferent de
utilizare, Tn ultimii 19 ani (Figura 3.5.) anul 2004 a inregistrat pragul cel mai
ridicat cu aprox. 32 milioane de tone, in partea opusa fiind productia din anul
2012, cand s-au realizat doar cca. 24 milioane de tone de struguri. Deasemenea,
nu putem neglija productia din anul 2018, ce s-a ridicat la aprox. 30 milioane de
tone, realizandu-se o crestere record de peste 4,5 milioane de tone fata de anul
precedent, 2017.

W Tari non-membre UE ~ ETdri membre UE

Tari non-
membre UE
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Figura 3.6 Suprafata si ponderea plantatiilor de viti de vie in Europa (media anilor 2000-
2021)
Figure 3.6 Area and share of vine plantations in Europe (2000-2021 average)
(https://www.fao.orq)
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in tarile membre ale Uniunii Europene, vita de vie ocupa aproximativ 3,5
milioane ha (figura 3.6.), ceea ce reprezinta cca. 91% din suprafata totald a
podgoriilor, in timp ce tarile non membre UE detin doar 350 000 ha la nivel
continental.

=@=Suprafata totald (mii.ha):
o ; s

Figura 3.7 Dinamica suprafetelor plantatiilor de vitii de vie in Roméania (2000-2021)

Figure 3.7 The dynamics of the areas of vine plantations in Romania (2000-2021)
(https://www.fao.org)

Tn Romania, cultura vitei de vie in ultimii 21 de ani a cunoscut fluctuatii
importante in privinta suprafetelor ocupate (figura 3.7.), atingdnd un maxim n
anul 2000 (peste 240 mii de ha) si un minim in anul 2021 (164 mii de ha). Tn
perioada 2003-2008 s-au inregistrat scaderi considerabile privind numarul de
hectare cultivate cu vitd de vie pe teritoriul tarii noastre. Daca in anul 2003 erau
aproximativ 205 mii ha de vita de vie in 2007 aceasta cultura acoperea doar 174
mii ha.

46


https://www.fao.org/

Tn ceea ce priveste productia de struguri din tara noastr, aceasta a atins
un prag maxim de cca. 1,3 mil. tone in anul 2000 iar in anul 2005 productia a
scazut la jumatate, aprox. 500 mii tone.

Productie (mii. tone.

Figura 3.8 Productiile de struguri (indiferent de utilizare) la nivel national in anii 2000-2021
Figure 3.8 Grape production (regardless of use) at national level in the years 2000-2021
(https://www.fao.orq)

A urmat o perioada de fluctuatii, intre anii 2006-2016, ulterior
nregistrandu-se o panta ascendentd, pana la valoarea de 1,1 mil. tone Tn 2018.
Intre anii 2018 si 2021 productia de struguri s-a mentinut aproape de valoarea de
1 mil de tone.
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4. LEVURILE TN SECTORUL VITI-VINICOL -
IMPORTANTA SI TAXONOMIE
4. OENOLOGICAL YEASTS — IMPORTANCE AND
TAXONOMY

4.1. Importanta levurilor in sectorul viti-vinicol

Dovada necesitatii unor germeni pentru a provoca fermentatia fusese
facutd de Pasteur. Dar unde se aflau acestia (in interior sau pe pielita bobului de
strugure), cand si de unde veneau ei, erau Inca intrebari ce asteptau raspuns pentru
a explica fermentatia spontana a mustului de struguri (Popa A., 2004).

Prin experinte simple dar ingenios concepute, tot el demonstreaza in mod
decisiv ca in interiorul bobului sucul nu fermenteaza datorita absentei levurilor Ci
nu a aerului cum se credea initial. Levurile se aflad pe pielita boabelor, dar nu de
la formarea lor ci numai cand incep sa se coacd, pe cele verzi fiind absenti. De
asemenea, s-a demonstrat ca este necesar ca strugurii sa se afle in aer liber, nu
inchisi 1n recipiente sau spatii aseptice. Dar Pasteur nu putea preciza cauza
diseminarii levurilor si de ce era nevoie ca strugurii copti sa fie in aer liber (Popa
A., 2004).

Ulterior, Muller-Thurgau arata ca in aer nu sunt levuri si ca solul este
locul in care acestea ierneaza si in care se gasesc levuri (in medie de 25x103
celule/g) pana la o adancime de aproximativ 30-40cm.

Apoi diverse studii realizate dovedesc faptul ca insusi solul viilor,
incarcat cu levuri de la boabele cdzute la cules, poate provoca fermentatia
alcoolica a mustului. S-a constatat ca particulele de pamant purtate de vant nu au
importanta pentru imprastierea levurilor.

Adevaratii agenti purtdtori ai levurilor sunt insa stropii de ploaie cazuti
pe sol, care raspandesc fragmente mici de pamant pe ciorchinii de la baza
butucilor, apoi insectele ce intervin de cand strugurii incep sa se coaca, sa contina
mult zahar si sd emane miros atragator.

La sfarsitul culesului o mare parte din levuri mor, altele rezista in sol in
stare de spori, altele sunt preluate de insectele hibernante (albine, viespi,
drosophile) n retragerea lor de iarna, iar in anul urmator populeaza din nou
mediul.
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Un studiu detaliat al repartitiei levurilor pe diferite parti ale strugurelui a
aratat ca pe tija se intalnesc putine levuri, dar pe suprafata pedicelului si a pielitei
bobului numarul lor este mare.

Atat cantitatea cat si calitatea levurilor de pe boabele de struguri sunt in
functie de conditiile climatice.

Figura 4.1 Imagine microscopici a celulelor de Saccharomyces cereviasiae
Figure 4.1 Microscopic image of Saccharomyces cerevisiae cells
(http://genome.ucsc.edu)

Levurile sunt definite ca ciuperci unicelulare apartinand
subincrengaturilor Ascomycotina si Deuteromycotina ce se inmultesc n principal
pe cale vegetativa prin inmugurire sau fuziune (Kurtzman C.P. and Fell J.W.,
1998). In prezent existi aproximativ 1500 de specii levuriene identificate iar
marimea acestora poate varia in functie de specie, masurand in medie un diametru
de 3-4 um, unele specii ajungand chiar si la cca. 40 pm diametru.

Din punct de vedere oenologic, levurile nesporogene precum Kloeckera,
Candida, Torulospora, Kluyveromyces pornesc si conduc procesul fermentatiei
alcoolice pana aproape de pragul alcoolic de 5-7% vol. alc., moment in care
speciile Saccharomyces devin dominante, preludnd astfel dirijarea fermentatiei.
(Fleet G.H., Heard G.M., 1993; Romancino D. et al., 2008; Sabate J. et al., 1998;
Demuyter C. et al., 2004).

4.2. Taxonomia levurilor oenologice
4.2.1. Grupa levurilor Saccharomyces sensu stricto

Genul Saccharomyces se poate clasifica in functii de criterii complexe in
doua grupe: sensu stricto si sensu lato conform Barnett J., 1992. Levurile sensu
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stricto reprezinta speciile strans inrudite cu Sacch. cerevisiae cum ar fi: Sacch.
cerevisiae, Sacch. bayanus, Sacch. paradoxus, Sacch. kudriavzevii si Sacch.
mikatae (Kurtzman C.P., Robnett C.J., 2003).

Dintre levurile din grupul sensu stricto, implicate Tn domeniul industriei
alimentare, specia Sacch. cerevisiae este regasita in oenologie, panificatie, si
industria berii, Sacch. bayanus prezinta interes in fermentatia vinurilor si a
cidrului Tn timp ce Sacch. pastorianus este responsabil de fermentatia berii lager
(Rainieri S. et al., 2006).

4.2.2. Caracteristicile genomice ale levurilor intilnite in vinificatie

Grupa levurilor sensu stricto este caracterizata prin 16 tipuri de
cromozomi diferiti, de dimensiuni diferite, fiecare specie avand aparent un
cariotip unic (Vaughan-Martini A., et al., 1993). ADN-ul mitocondrial al
acestora variaza ca marime intre 64-85 kb si contine un numar de G+C clustere,
printre care trei pana la noua dintre ele sunt secvente tip ORI (Piskur J. et al.,
1998, Mechali M., 2010).

Polimorfismul molecular este larg raspandt in randul drojdiilor sensu
stricto, mai ales Tn cazul tulpinilor levurilor oenologice (Vezinhet F. et al., 1990),
si aproape fiecare drojdie izolata prezinta un cariotip caracteristic (Piskur J. etal.,
1998).

La nivel de laborator, speciile sensu stricto pot fi imperecheate la o
frecventa joasa astfel ludnd nastere alti descendenti viabili. (Naumov G.I., 1996).

Specia caracteristica utilizata in prepararea berii lager, Sacch. patorianus
(sin. Sacch. carlsbergensis) este un amfitetraploid partial ce a aparut dintr-0
interfuziune de incrucisare specifica intre doua drojdii diferite (Kielland-Brandt
M. et al., 1995). Dintre tulpinile parentale ale acestei incrucisari au fost S.
cerevisiae iar a doua a specie se considera a fi S. monacensis (Hansen J., Kielland-
Brandt M., 1994; Pedersen M., 1986; Piskur J. et al., 1998). Tn caracterizarea
tulpinii Sacch. patorianus (sin. Sacch. carlsbergensis), ambele seturi de
cromozomi parentali sunt prezente dar ADNmt (ADN mitocondrial) a fost
mostenit doar de la partea parentalda reprezentata de Sacch.. monacensis
(Kielland-Brandt M. et al., 1995).

4.2.2.1.ADN-ul cromozomial al speciei Saccharomyces cerevisiae.

Saccharomyces cereviasiae prezintd un genom relativ mic, un numar
mare de cromozomi, putini introni si ADN repetitiv (Petering J. et al., 1991).
Tulpinile levuriene haploide contin aproximativ 12-13 mb de ADNn, impartiti
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de-a lungul a 16 cromozomi liniari. Fiecare cromozom in parte reprezintd o
moleculd de ADN cu lungimea cuprinsa intre 200-2200 kb.

Genomul unei tulpini de Saccharomyces cereviasiae a fost complet
secventiat in laborator si s-a constatat ca prezinta aproximativ 6000 de gene ce au
proprietati in codificarea proteinelor (Goffeau A. et al., 1996). Genomul speciei
S. cerevisiae, care este relativ imbogatit in guanina si citozina (39-41% G+C),
este mult mai compact in comparatie cu genomul altor celule eucariote (Pretorius
1., 2000).

4.2.2.2. Elementele extracromozomiale ale speciei Saccharomyces cerevisiae

Se cunoaste ca exista mai multe elemente genetice neereditare in nucleu,
mitocondrii si citoplasma. Genomul speciei Sacch. cerevisiae prezinta cca. 35-55
de copii de retrotranspozoni. Aceste elemente transpozabile se misca dintr-0
locatie genomica in alta prin ARNt folosind transcriptaza inversa. Plasmida ADN
de 2 mm reprezinta singura plasmida nucleara circulara aparuta in mod natural si
mentinutd stabil in genomul tulpinii Sacch. cerevisiae. Acest element
extracromozomial este de asemenea mostenit in mod non-mendelian (neereditar),
si desi majoritatea tulpinilor de Sacch. cerevisiae contin cca. 50-100 de copii al
acestui segment de 2 mm de ADN per celuld, functia sa biologica nu a fost
deocamdata descoperita (Friedl A. et al., 2010).

4.3. Metabolismul levurian

Levurile prezinta un proces biochimic de asimilare pe parte anabolica si
disimilare pe parte catabolica a nutrientilor prin reactii enzimatice. Procesele
anabolice cuprind procese reductive ce conduc la producerea de material celular
nou in timp ce partea catabolicd prezintd procese oxidative ce au rolul de a
produce energie. in cadrul acestor procese se utilizeazi NADP (nicotinamid
adenin dinucleotid fosfat) sau NAD (nicotinamid adenin dinucleotid) cu rol de
coenzime.

Majoritatea levurilor folosesc zaharuri ca principala sursa de carbon si
energie, Insd existd §i anumite specii ce pot utiliza surse de carbon
neconventionale.

In ceea ce priveste metabolismul azotului, majoritatea speciilor levuriene
sunt capabile sd asimileze surse de azot simplu prin biosinteza aminoacizilor si a
proteinelor. In privinta metabolismului fosforului si a sulfului precum si aspecte
ale metabolizarii altor compusi anorganici, specia Sacch. cerevisiae a fost
predominant studiatd in detrimentul celorlalte specii levuriene.
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4.3.1. Metabolismul energetic al levurilor

In cazul speciei Sacch. cerevisiae principala sursi de energie este
glucoza, iar glicoliza este principala cale de transformare a glucozei n piruvat.
Astfel, producerea de energie sub forma de ATP (Adenozin trifosfat) este corelata
cu producerea de compusi intermediari si reduce capacitatea de biosintezd a
NADH (Nicotinamid adenin dinucleotid forma redusa).

Din punct de vedere glicolitic si enzimatic pe parcursul procesului
mecanismele de control ale carbonului si metabolismului energetic sunt adaptate
nevoilor fiecarei specii sau tip de celula. Organismele aerobe respirad piruvatul
complet pana la CO. si O, ca acceptor terminal de electroni, astfel utilizand la
capacitate maxima transformarile de energie pentru obtinerea de ATP (Pretorius
I., 2000). Cu toate acestea, organismele facultativ anaerobe se pot adauga in
procesul de fermentatie pentru producerea de energie rapida.

Ca de exemplu, glucoza este transformatd in acid lactic in tesutul
muscular uman. Tn mod similar, levurile oenologice trec la un metabolism
fermentativ aerob rezultdnd ca produs principal etanolul de indatd ce glucoza
depdseste concentratia de 0, mM (Verduyn C. et al., 1984) prin urmare, Sacch.
cerevisiae alege procesul aerob in principal in functie de nivelul de zahar.

In timpul fermentatiei alcoolice a zaharurilor, levurile reoxideazi NADH
la NAD in doua etape din piruvat, care este pentru inceput decarboxilat de enzima
piruvat decarboxilaza urmat apoi de reducerea acetaldehidei catalizatd de alcool
dehidrogenaza (ADH). Concomitent , se formeaza glicerol din dihidroaceton-
fosfat. Glicerolul este un produs secundar folosit la osmoreglarea levurilor
osmotolerante care prezinta capacitatea de a se dezvolta in medii bogate in zahar
sau sare. Exista drojdii ce se pot dezvolta pe mediu cu glicerol ca unica sursa de
carbon in conditii aerobe, insa glicerolul este o sursd de carbon nefermentabila
pentru multe alte specii, inclusiv Sacch. cerevisiae.

Glicerolul este sintetizat prin reducearea dihidroxiaceton-fosfatului la
glicerol 3-fosfat care este catalizat de NADH sub actiunea ctGPD (dehidrogenaza
citosolici NAD* dependentd) urmata defosforilarea glicerol-3-fosfatului de catre
o fosfataza specifica -GPP (Gacendo C. et al., 1968). Aceasta cale se pare a fi
singura forma de producere a glicerolului in celula de Sacch. cerevisiae.

4.3.2. Compusii secundari ai fermentatiei

Compusii secundari ai fermentatiei sunt cei ce decurg din procesul de
vinificatie, de obicei un rezultat al metabolismului levurian. Desi etanolul,
glicerolul si dioxidul de carbon sunt superioare din punct de vedere cantitativ si
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joacd un rol fundamental in aroma vinului, contributia acestora la aroma
secundari este relativ limitata (Esteve-Zarzoso B. et al., 2000).

Acizii grasi volatili, alcoolii superiori, esterii §i intr-o micd masura,
aldehidele, au o contributic mai mare la aroma secundara (Rapp A., Versini G.,
1991).

Acizii grasi volatili

Principalul acid gras volatil este acidul acetic care reprezinta aproximativ
90% din total (Radler F., 1993). Restul acizilor grasi, cum ar fi acidul propanoic
si butanoic, se gasesc in cantitati mici ca compusi ai metabolismului levurian.
Acizii grasi cu catend lunga (C16 si C18) sunt precursori esentiali pentru sinteza
vin dar se regisesc in produsele distilate in prezenta drojdiilor. In schimb, acidul
gras cu catend intermediara (C8, C10 si C12) sunt prezenti aldturi de esterii lor
etilici in vin.

Delfini C. si Cervetti F. Tn 1991 au clasificat speciile de levuri din genul
Saccharomyces in trei clase in functie de productia lor de acid acetic astfel: nivel
mic (0-0,3 g/L), nivel mediu (0,31-0,60 g/L) si nivel ridicat (0,61 g/L). In oricare
din cele trei cazuri prezentate mai sus, acestea reprezintd un aspect nedorit pentru
calitatea senzoriald a vinului.

Alcoolii superiori

Alcoolii superiori sunt compusi din alcooli alifatici si aromatici cum ar fi
propanolul, alcoolul izobutilic si alcoolul amilic; din cei mai mai importanti
alcooli aromatici amintim alcoolul fenetilic. Alcoolul izoamilic reprezinta
principalul alcool alifatic sintetizat de celulele levuriene in procesul de
fermentatie. Alti alcooli superiori importanti sunt alcoolul izobutilic si
propanolul. Alcoolii superiori sunt de asemenea predecesori importanti in
producerea esterilor (Soles R. et al., 1982) iar esterii alcoolilor superiori sunt
raspunzatori de aromele placute ale vinurilor.

Esterii

Esterii reprezintd o grupa de compusi volatili intalniti in vin ce imprima
acestora un miros placut. Majoritatea esterilor gasiti in bauturile alcoolice sunt
produsi de levuri in timpul fermentatiei ca produsi secundari ai metabolismului
glucidelor si reprezintd printre cele mai importante clase de compusi ce
influenteaza aroma (Engan S., 1974; Peddie B., 1990). Cu toate acestea, o insusire
particulara de aroma poate fi asociatda extrem de rar cu un ester specific (Van
Rooyen P. et al., 1982). Tn general, concentratia de esteri din vinuri este peste
pragul de perceptie (Salo P., 1970).
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PARTEA a |l -a: CONTRIBUTII PROPRII
PART Il: PERSONAL CONTRIBUTIONS

5. CARACTERIZAREA CADRULUI NATURAL IN
CARE S-AU EFECTUAT EXPERIMENTELE
5. NATURAL ENVIRONMENT CHARACTERIZATION
WHERE EXPERIMENTS WERE CARRIED OUT

5.1. Asezarea geografica a campului experimental

Podgoria Copou Iasi este in N-E Podisului Moldovei, pe cele 7 coline ale
lasului ce leaga Platoul Central al Moldovei de Campia colinarda a Moldovei.

Dintre centrele viticole ale podgoriei lasi, reprezentative sunt
urmatoarele: Copou-Sorogari (Valea Lupului, Rediu, Copou-Breazu, Aroneanu,
Sorogari), Bucium (Vladiceni, Pietraria, Barnova, Bucium, Visan), Uricani
(Uricani si Gaureni), Comarna (Comarna si Curagau), Covasna (Cozia, Costuleni,
Covasna, Hilita), Galata (Miroslava, Valea Adanca, Balciu, Cetatuia, Hlincea si
Galata), Bohotin (Isaia, Raducaneni, Bohotin).
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Figura 5.1 Structura pedologici a judetului Iasi
Figure 5.1 Pedological structure of lasi County

(www.anpm.ro)
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Experienta din prezenta tezd de cercetare s-a realizat in Statiunea
Didactica Tasi, Ferma ,,Vasile Adamachi” . Ferma se afla amplasatd in partea
nord-vestica a municipiului lasi, fiind invecinata din punct de vedere cadastral cu
Municipiul lasi (N-E), USV Iasi (S-E), Gradina Botanica lasi (S), SC Vinicom
lasi (S-V) si Colegiul Agricol si de Industrie Alimentara ,,Vasile Adamachi” lasi

(N).

5.2. Geomorfologia, pedologia si hidrografia fermei

Campia Moldovei din punct de vedere structural se incadreazd in
Platforma Moldoveneasca, fiind cea mai veche platforma unitara din tara.

Zona este structurata pe doua paliere, unul superior si altul inferior. Etajul
inferior prezintd subdiviziuni 1n stil precambrian, avand in constitutie sisturi
sedimentare cristaline. Nivelul de suprafata este alcatuit din roci sedimentare de
proportii mari. Acest nivel, numit fundament, a trecut prin diverse schimbari ce
au provocat sedimentarea si remodelarea stratului, masurand in prezent o grosime
de 100m. Din punct de vedere a compozitiei, stratul este eterogen, prezentand
parti de nisipuri cu gresii, marne si argile.

Din punct de vedere al habitatului vitei de vie, Centrul viticol Copou Iasi
intruneste conditiile atat lito-morfopedologic cat si bioclimatic.

Relieful prezinta terase (platouri) cu inclinari usoare spre S, vai adancite si zone
cu eroziuni areolara. Panta versantilor este de cca. 12-21% iar curbele de nivel
sunt cuprinse ntre 90 cm si 170 cm.

Tn cadrul centrului viticol Copou, solurile s-au format sub influenta
reliefului deluros, a climatului de silvostepa si a actiunilor antropice.

Tn cadrul fermei, 75% din suprafati este definiti prin sol cernoziom
degradat sever.

De asemenea, o principala cauza a alunecarilor de teren este reprezentata
de apele de suprafatd sub forma izvoarelor de coasti. In scop preventiv s-au
realizat lucrari de drenaj la baza versantilor, zona caracterizatd cu umiditate
excesiva din cauza panzei freatice, astfel captandu-se izvoarele. Tn urma acestei
actiuni, apa rezultatd este directionatd catre irigarea culturilor legumicole,
pomicole si viticole, iar surplusul este dirijat in reteaua de scurgere.

Solul prezinta o reactie alcalina (0-140 cm) cu pH cuprins intre 7,66 si
8,6 iar carbonatul de calciu se gaseste de la o adancime de aprox. 30 cm.

Din punct de vedere hidrografic, ecosistemul viticol din Podgoria lasi
prezinta deficit atat calitativ cat si cantitativ.

Principalele rauri, Bahlui si Prut colecteaza paraiase cu debite limitate precum:
Ciric, Valea Lunga, Carlig, Breazu, Rediu, Nicolina, Valea Lupului, Cetituia,
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Vladiceni, Tomesti, Tatarca, Comarna, Covasna, Cozia, Mosna. Intr-un an
agricol, in perioada primavara-vara se notificd ape mari si in toamna-iarna secari
tranzitorii.

Lacurile din aceasta zona prezinta antropicitate, fiind utilizate in irigari
si alte scopuri diverse. In zona Iasului, principalele lacuri sunt: Ciric, Carlig,
Valea Lupului, Rediu, [ezareni, Chirita si Ciurbesti.

Analizand chimismul hidrologiei, acesta se prezinta bicarbonatic, ionii
de Mg si Ca preveniti din sedimentarea rocilor traversate ocupa rol principal. Apa
raurilor Bahlui si Prut intrd in clasa a I11-a de calitate, de aceea utilizarea acesteia
n sens industrial, gospodaresc si agro-viticol impune epurarea apei.

In ceea ce priveste vegetatia spontand, stepa se intilneste zonal, in
proximitatea Bahluiului si a Prutului si insular pe pantele insorite din preajma
gramineelor: Agropyrum cristatum (pirul cristat), Poa Bulbosa (firuta), Festuca
valesiaca, Festuca pseudovina (paius), Stipa lessingiana (colilia).

Silvostepa se regaseste in toate colinele din Campia Moldovei de Sud.
Principalele specii de buruieni ce ataca plantatiile de vita de vie sunt: Agropyron
repens (pir tarator), Convolvulus arvensis (volbura), Amaranthus retroflexus
(stir), Setaria viridis (mohor verde), Cirsium arvense (palamida).

5.3. Conditiile climatice inregistrate in perioada experimentala
5.3.1. Regimul termic Tn anii de experimentare

Anul agricol 2020-2021 s-a caracterizat ca fiind un an calduros, dar
ploios, conditiile climatice fiind favorabile pentru majoritatea culturilor agricole.

Tn acest an agricol, cea mai ridicata temperatura lunara s-a inregistrat in
luna iulie, 22,2°C, cu o0 abatere pozitiva fatd de media multianuala de +0,9°C.
Temperatura medie lunara cea mai scazuta s-a inregistrat in luna februarie -0,8°C,
cu o abatere de 1,1°C fatd de media multianuala (tabelul 3).

Luna ianuarie a inregistrat cea mai ridicata abatere pozitiva fata de media
multianuald, de 2,9°C. Temperatura maxima a anului agricol 2020-2021 a fost
inregistrata in luna iulie, aceasta fiind de 32,8°C, iar in luna ianuarie a fost
inregistrata temperatura minima, care a fost de -8,3°C.

Toamna anului 2020 s-a caracterizat ca fiind mai calduroasa in
comparatie cu media multianuald. Luna octombrie a fost mai cdlduroasa cu 2,6
°C fata de normala termica.

larna a fost mai calduroasa fata de media multianuala, pe parcursul celor
trei luni de iarnd s-au Tnregistrat abateri cuprinse intre 1,1 °C in luna februarie si
2,9°C in luna ianuarie.
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Primévara anului agricol 2020-2021 a fost mai racoroasa fatd de normal,
cu abateri negative de 0,2°C (martie), 2,3°C (aprilie) si 1,2°C (mai). In aceste luni
s-au Inregistrat diferente mari de temperatura de la zi la noapte, dar si de la o zi
la alta, cu influente negative asupra cresterii si dezvoltarii plantelor de cultura.

Lunile iunie, iulie si august au fost calduroase. Temperatura maxima a
anului agricol 2020-2021 a fost inregistrata in luna iulie, aceasta fiind de 32,8°C.

Luna septembrie a fost mai racoroasa fatd de media multianuala (cu 1,9
°C mai putin fatd de normal termica).

Anul 2021-2022 s-a caracterizat prin temperaturi ridicate comparativ cu
anul precedent. Temperatura medie lunard cea mai mare a fost inregistrata in luna
a 7-a (23°C) prezentand o abatere fatd de media multianuala de 1,7°C.

Tn tabelul nr. 5.1 sunt prezentate mediile lunare pentru anii agricoli 2020-
2021 respectiv 2022 si abaterile temperaturilor lunare de la media multianuala.
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Tabel 5.1/Table 5.1
Temperaturile Tnregistrate Tn perioada de cercetare (2021-2022)
Temperatures recorded during the research period (2021-2022)

Specificare X XI X1l | 1 i v \% Vi VIl VI IX Media
Anul agricol 2020-2021

Temperaturi 12,7 3,9 1,7 -0,7 -0,8 3,1 7,8 14,9 19,8 22,2 20,9 14,4 10,0
medii

Medii 10,1 41 -0,8 -3,6 -1,9 3,3 10,1 16,1 194 21,3 20,6 16,3 9,6
multianuale
Abaterea + - 2,6 -0,2 2,5 29 1,1 -0,2 23 -1.2 0,4 0,9 0,3 -1,9 0,4

Anul agricol 2021-2022
Temperaturi 13,4 6,69 0,79 0,69 3,63 3,09 1025 16,5 21,58 23,01 22,77 1564 11,50
medii
Medii multi 10,1 41 -0,8 -3,6 -1,9 3,3 10,1 16,1 19,4 21,3 20,6 16,3 9,6
anuale

Abaterea + - 3,3 2,28 159 429 553 -021 015 04 218 1,71 217 -0,59 1,9



Comparativ cu anul precedent lunile aprilie, mai si iunie ale anului 2022
au Tnregistrat valori termice superioare prezentand abateri de la media
multianuald de pana la 2,18 °C in luna iunie, 0,4°C in mai si 0,15°C in luna
aprilie.

Luna august a celui de-al doilea an de studiu a prezentat o medie termica
de 23°C si o abatere de la media multianuala de 1,71°C.
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media multianuala

Figura 5.2 Regimul termic in anii de experienti
Figure 5.2 Thermal regime in years of experience

Toamna anului 2021-2022 a fost mai calduroasa decat media multianuala
si mai secetoasa.

larna celui de-al doilea an de studiu a fost mai blanda comparativ cu anul
precedent prezentand abateri pozitive aat in luna decembrie cat si in luna ianuarie
fata de media multianuala.

Luna februarie a prezentat abeterea cea mai mare fatd de media
multianuala (5,53°C), media termica inregistrata fiind de 3,63°C.

5.3.2. Regimul pluviometric Tn anii de experimentare

Din punct de vedere al precipitatiilor, suma anuald pentru conditiile
Statiunii Didactice, Iasi este de 517,8 mm iar suma lunara a anului agricol 2020-
2021 a fost de 691,8 mm, cu 174 mm mai mult, abaterile lunare au fost cuprinse
ntre -28,8 mm in luna octombrie si 98 mm in luna august.Lunile octombrie si
noiembrie au fost mai secetoase, prezentand abateri negative de 28,8 mm si 20,4
mm 1n comparatie cu media multianuala.
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Tabel 5.2/Table 5.2

Precipitatiile Tnregistrate in perioada de cercetare (2021-2022)
Rainfall recorded during the research period (2021-2022)

Specificare X Xl Xl | 1 11 v \Y Vi Vil VI IX Suma
Anul agricol 2020-2021
Precipitatii 5,6 142 588 268 228 655 564 8 1074 80,3 1556 124 6918
Tnregistrate
Medii 34,4 34,6 289 289 274 28,1 40,3 525 751 69,2 57,6 40,8 517,8
multianuale
Abaterea+- -288 -204 299 -21 -46 37,4 16,1 335 323 111 98 -28,4 174
Anul agricol 2021-2022
Precipitatii 5,6 14,2 588 144 164 16 80,6 24 24,6 12 53 78 397,6
Tnregistrate
Medii 34,4 34,6 289 289 274 28,1 40,3 525 751 69,2 57,6 40,8 517,8
multianuale
Abaterea+- -28,8 -204 299 -145 -11 -12,1 40,3 -285 -50,5 -572 -46 37,2 -174.2
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Tn tabelul nr. 5.2 sunt prezentate numeric precipitatiile inregistrate in
perioada de cercetare (2021-2022) si abaterile lunare de la mediile multianuale.

Cele mai mici cantitati de precipitatii s-au inregistrat in lunile octombrie
(5,6 mm cu o abatere negativa de 28,8 mm fata de media multianuald), noiembrie
(14,2 mm cu o abatere negativa de 20,4 mm fata de media multianuald), ianuarie
(26,8 mm, cu o abatere negativa de 2,1 mm fatd de media multianuala), februarie
(22,8 mm, cu o abatere negativa de 4,6 fatd de media multianuald) si septembrie
(12,4 mm, cu o abatere negativa de 28,4 mm fatd de media multianuala).

Din punct de vedere pluviometric pe parcursul iernii s-a inregistrat
deficit, exceptie fiind luna decembrie unde s-a inregistrat diferenta pozitiva de
29,9 mm fatd de media multianuala.

Primavara anului agricol 2020-2021 a fost mai ploioasa fatd de normal,
prezentand diferente pozitive de 37,4 mm (martie), 16,1 mm (aprilie), 33,5 mm
(mai).

Lunile iunie, iulie si august au avut o abateri pozitive, de 32,3 mm, 11,1
mm, respective 98,0 mm.

Luna septembrie a fost mai secetoasa, inregistrand abateri negative fata
de media multianuala (cu 28,4 mm mai putin fatd de normal).
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Figura 5.3 Regimul pluviometric Tn anii de experient:i
Figure 5.3 Rainfall regime in years of experience
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Suma lunard a primului an luat 1n studiu a inregistrat o valoare de 691,8
mm cu aprox. 174 mm mai mult, abaterile lunare fiind Tn intervalul -28 mm in
luna a X-a si 98 mm in luna a VIll-a. Cantitatile minime de precipitatii au fost in
lunile octombrie, noiembrie, ianuarie, februarie si septembrie, abaterile de la la
media multianuald cuprinzandu-se intre -2,1 mm in ianuarie si -28 mm
octombrie.

Anul 2021-2022 a prezentat 0 suma anuala pluviometrica de cca. 397,6
mm inregistrand o abatere negativa de 120,2 mm comparativ cu suma multianuala
a regimului pluviometric al Statiunii Didactice Iasi. Pe parcursul lunilor abaterile
au fost intre -57,2 mm in luna a 7-a si 40,3 mm in luna a IV-a.

Cel mai mic regim de precipitatii a fost Inregistrat in lunile octombrie si
noiembrie prezentand caractere secetoase cu abateri negative de -28,8 mm si -
20,4 mm comparativ cu media multianuala.

Lunile de iarna au inregistrat deficit de precipitatii cu exceptia lunii
decembrie unde a fost un surplus de precipitatii de 29,9 mm fatd de media
multianuala.

Primele doud luni ale anului 2022 au prezentat precipitatii minime cu
valori cuprinse intre 16 mm si 24 mm. Contrat acestor valori, solul a prezentat in
luna aprilie o umiditate echilibrata, luna in care nivelul de precipitatii s-a ridicat
la o valoare de 80,6 mm.

Lunile de vara ale anului 2022 au fost secetoase, sarace in precipitatii,
prezentand abateri negative cuprinse intre -50,5 mm in iunie si -4,6 mm in august.

Abateri pozitive fatd de media multianuala s-au inregistrat in luna
septembrie unde nivelul de umiditate a Tnregistrat 78 mm, cu 37,2 mm superior
fata de media multianuala.
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6. SCOPUL, OBIECTIVELE, MATERIALUL SI
METODELE DE CERCETARE
6. AIMS, OBJECTIVES, MATERIAL AND METHODS

6.1. Scopul, obiectivele si importanta cercetarilor realizate
6.1.1. Scopul cercetarilor

Scopul prezentei teze de doctorat constd in stabilirea influentei
tratamentelor fitosanitare asupra diversitatii si distributiei levurilor in conditiile
centrului viticol lasi.

Studierea diversitatii si distributiei levurilor in domeniul vitivinicol se
afld in tendintele de cercetare stiintifica, atat la nivel national cat si international.

Atat tehnologia de cultura a vitei de vie cat si oenologia, sunt activitatile
oamenilor inca din cele mai Tnaintate timpuri.

Tn Europa, Tn clasamentul tirilor cu viticultura si vinificatie, Romania,
fiind tara vitivinicola, se afla pe locul cinci ca suprafata viticola (dupa Spania,
Franta, Italia, Portugalia), locul sase in ceea ce priveste productia de struguri si
locul sase Tn productia de vin.

Tn prezent, in interiorul granitelor noastre se gisesc circa 190.000 ha de
vitd de vie, reprezentand aproximativ 3% din suprafata viticolda mondiala (FAO-
The Food and Agriculture Organization).

Tn fiecare an pe teritoriul tarii noastre se produc aproximativ 5 mil.
hectolitri de vin.

Producerea pe scard larga a bauturilor alcoolice, imbunatatirea si
pastrarea calitatii acestora reprezintd o permanentd preocupare. Fermentatia
alcoolica a mustului constituie o veriga extrem de importanta in practica vinicola,
ea fiind asiguratd de microflora levuriana.

Pentru combaterea daunatorilor si agentilor patogeni ai vitei de vie se
folosesc diferite fungicide si insecticide, care sunt compusi chimici anorganici
sau organici. Este tot mai important de cunoscut, din punct de vedere oenologic,
actiunea secundara a acestora, intrucat o parte pot ramane pe struguri si trec apoi
in must. Prezenta unor astfel de compusi chimici remanenti pe struguri inhiba de
multe ori activitatea si capacitatea de Inmultire a levurilor, chiar in concentratii
mici. Drept urmare, pornirea fermentatiei mustului este intirziatd, iar
desfasurarea procesului fermentativ este mult incetinitd; uneori vinul rezultat
capata gust si miros strain. Astfel de consecinte se resimt mult mai intens cind nu
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se respectd in cadrul calendarului de tratamente fitosanitare perioada minima
recomandatd pana la recoltarea strugurilor.

6.1.2. Obiectivele cercetarii
Pentru realizarea scopului propus au fost stabilite urmatoarele obiective:
: aplicarea tratamentelor fitosanitare la cultura vitei de vie
conform calendarului corelat cu fenofazele de dezvoltare a plantelor;
' izolarea si selectionarea suselor levuriene prelevate din sol si
planta in diferite faze de dezvoltare a plantelor;
' stabilirea influentei factorilor experimentali asupra diversitatii si
distributiei levurilor in arealul viticol studiat;
stabilirea particularitatilor morfologice si fiziologice a tulpinilor
de levuri izolate.
identificarea taxonomica a levurilor selectionate prin metode de
extractie si secventiere ADN (PCR)
6.2. Materialul de lucru si metodele de cercetare in camp

6.2.1. Materialul biologic folosit in experienta

Activitatea de cercetare s-a realizat in cadrul Fermei didactice ,,Vasile
Adamachi,, Iasi in perioada 2020-2022.

In cadrul prezentei lucriri de cercetare doctorald au fost luati in studiu 3
soiuri de struguri pentru vin: Feteasca Neagra, Feteasca Alba si Busuioaca de
Bohotin.

Flgu ra 6.1 Vitis V|n|fera (A) Feteasca Alba, (B) Feteasca Neagra, (C) Busuioaci de
Bohotin
Figure 6.1 Vitis vinifera (A) Feteasci Albi, (B) Feteasci Neagri, (C) Busuioaci de Bohotin
(foto originala/original foto)
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Busuioaca de Bohotin

Reprezinta un soi de struguri pentru vinuri rosii superioare, originar din
Bohotin, judetul Iasi. La nivel international este cunoscut si sub urmaétoarele
denumiri: Busuioacd de Moldova, Muskat violet de Madeira (Rusia), Muscat
violet de Madere (Franta), Muscatto violetto (Italia), Moscatel gordomorado
(Spania) si Muskateller violtter (Germania).

Din punct de vedere botanic, lastarul este de culoare verde cu striatii
cafenii, inflorescentele fiind fixate de lastari la nodurile 5 si 6. Strugurii prezinta
forma cilindrica avand bacele Ingramadite si usor tesite in ciorchine. Diametrul
bobului este de cca. 17 mm, avand nuante de de violet inchis cu tente vinetii.

Pe latura rezistentei biologice, acest soi de struguri este sensibil la excesul
de umiditate din sol si la seceta.

Analizand etapele fenologice, Busuioaca de Bohotin dezmugureste in
luna aprilie iar la finalul lunii mai-prima decada a lunii iunie inregistrandu-se
inflorirea. Faza de parga incepe in luna august, strugurii ajungand la maturitatea
deplina dupa mijlocul lunii septembrie (epoca a IV-a)

Sub aspect tehnologic, la maturitatea deplina strugurii prezintd o medie
de 220-240 g/l zaharuri si o aciditate de 4 g/l H>SO,. Busuioaca de Bohotin
prezinta o productivitate medie de 8 t/ha (Rotaru L., 2009)

Feteasca Neagra

Este un soi de struguri pentru vin rosu autentic romanesc, cultivat in tara
noastrd si in Republica Moldova. International este intdlnit sub urmatoarele
denumiri: Poama fetei nagrd, Coada randunicii, Fetyaska Chernaya, Leanyka
Fekete, etc.

Sub aspect botanic, lastarii prezintd o coloratie rosie, intensa la noduri,
inflorescentele fiind inserate pe lastari la nodurile 5 si 6. Lungimea internodurilor
este de 12-14 cm. Strugurii prezinta o forma conico-cilindrica, de 1,5 cm
diametru.

Din punct de vedere fenologic, dezmugurirea incepe in prima decada a
lunii aprilie iar infloritul la finalul lunii mai-inceputul lunii iunie. Perioada de
parga Incepe in luna august ajungand la maturitatea deplind 1n a doua decada a
lunii septembrie (Rotaru L., 2009)
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Fetasca alba

Acest soi de struguri pentru vinuri superioare albe este considerat a fi
printre cele mai redutabile soiuri romanesti, avand vechime de mii de ani
rezultdnd n urma selectiei din Feteasca neagra.

Din punct de vedere botanic, prezinta struguri mici-mijlocii de 90-100 g
de forma cilindrica si conio-cilindricd de o coloratie verde-galbuie. Lastarii sunt
de culoare verde cu noduri slab roscate.

Sub aspect fenologic, dezmugurirea incepe relativ devreme, in prima
decada a lunii aprilie iar perioada de parga se initiaza in luna august ajungand la
maturitatea deplina la finalul lunii septembrie (epoca a IV-a).

Pe latura tehnologica, soiul Feteascd Alba acumuleaza 180-200 g/l
zaharuri prezzentand o aciditate cuprinsa intre 4,5-7 g/l H2SO.. Productiile medii
se situeaza in intervalul 9-14 t/ha (Rotaru L., 2009)

Tabel 6.1/Table 6.1
Principalele insusiri tehnologice ale soiurilor luate in studiu
The main technological characteristics of the studied varieties
(dupa L.S.T.LS., Rotaru L., 2009/ according to 1.S.T.1.S., Rotaru L., 2009)

Caracteristici Soiul
Busuioaca de Bohotin Feteasca alba  Feteasca neagra
Greutatea 147 133 130
medie a unui
strugure (Q)
Indice de 114 92 92
productivitate
relativ (g)
Greutatea a 195 137 141
100 de boabe
9)
Concentratia 196,2 198,7 210
Tn zaharuri
(9/)
Aciditatea 6,1 5,2 55
totala in must
(9/1 H2S0.)
Productia de 10 12 7,5

struguri (t/ha)
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6.2.2. Organizarea experientei

Pentru atingerea obiectivelor propuse Tn cadrul prezentei teze, activitatea
de cercetare a fost organizata pe trei directii:

-aplicarea tratamentelor fitosanitare conform tratamentului in functie de fenofaza
de dezvoltare a plantei.
-prelevarea probelor de sol si plantd conform tabelului nr. 6.2.

Probele din sol si plante au fost prelevate in trei fenofaze diferite de
dezvoltare, dupa cum urmeaza: lastar 5-7 cm, finalul infloritului si maturitate
deplina (inainte de cules). Aceste fenofaze au fost alese prin prisma importantei
lor in planul aplicarii tratamentelor cat si in procesul dinamicii incarcaturii
levuriene.

-izolarea suselor levuriene din sol si de pe plante la nivel de laborator in vederea

caracterizarii morfologice si taxonomice a acestora.
Tabel 6.2/Table 6.2
Protocol de prelevare probe de sol si de pe plante
Soil and plant sampling protocol

Lastar 5-7 cm

Sol
5-10cm 10-15cm 15-20cm
Sfarsitul infloritului

Sol Planta/bace

5-10cm 10-15cm 15-20cm
Maturare deplina

Sol Planta/bace

5-10 cm 10-15cm 15-20cm

Factorii experimentali luati 1n studiu au fost:
oFactorul A: soiul de struguri, cu 4 gradudri:

a; — Feteasca Alba;

az — Busuioaca de Bohotin;

az — Feteasca Neagra;

as — Feteasca Neagra colectie;
oFactorul B: sursa levurilor, cu 2 graduari:

b1 — boabe/planta; b, — sol
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oFactorul C: fenofaza de prelevare a levurilor, cu 3 graduari:
C; — lastar 5-7 cm;
C. —sfarsitul Infloritului;
C3— maturitate deplina

Cercetarile din camp au fost realizate in cadrul Fermei didactice ,,Vasile
Adamachi” Tasi Tn perioada 2021-2022 metoda de recoltare a probelor fiind cea
a blocurilor randomizate 1n trei repetitii.

Plantatia de vita de vie Insumeazd 12,48 ha, fiind infiintatd in perioada
toamna-iarna a anului 2014 precum si primédvara-vard a anului 2015.

Soiuri de struguri pentru vin (ha)

Feteasca Feteasca Alba
Neagra 1,35
1,89
Pinot Noir
0,67 Feteasca
Regala

Cabernet 2,49
Sauvignon |

1,40

auvignon
Blanc

Busuioaca de

Bohotin 1,11
0,22 Muscat Ottonel Chardonnay
185 1,50
1 Feteascd Alba Feteasca Regald Sauvignon Blanc
i Chardonnay i Muscat Ottonel [ Busuioaca de Bohotin

Figura 6.2 Ponderea soiurilor de struguri pentru vin in Ferma didactica ,,Vasile Adamachi”
Figure 6.2 Share of grape varieties for wine in the ""Vasile Adamachi'* research farm

in cadrul parcelei se intalnesc urmatoarele distante de plantare:
o 2,3 mintre randuri (D)
e 1,20 mintre plante pe rand (d)
Asadar, cunoscand aceste distante se poate calcula suprafata de nutritie a
plantelor astfel:
Dxd = 2,3x1,20 = 2,76 m.
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De asemenea, raportdndu-ne la suprafata de nutritie si la suprafata
destinata fiecarui soi aflim numarul de butuci pentru fiecare soi luat Tn studiu.
Tabel 6.3/Table 6.3
Suprafata pentru soiurile luate in studiu
Cultivated area for studied grape varieties

Nr. Soiul Suprafata Nr. butuci

crt. (ha)

1 Feteasca Alba 1,35 4 891

2 Busuioaca de Bohotin 0,22 797

3 Feteasca Neagra 1,89 6 849
Total 12,48 45 216

6.2.3. Metode de cercetare in cdmpul experimental

Plantatiile viticole luate in studiu au fost analizate Tn vederea stabilirii
dinamicii evolutiei fiecarui soi, Inregistrand astfel observatii privind fazele de
dezvoltare a plantelor, aparitia eventualelor atacuri de boli si daunatori precum si
tehnologia de aplicare a tratamentelor fitosanitare necesare.

6.2.3.1. Observatii fenologice

Pe toata perioada de vegetatie s-au realizat observatii privind dinamica
dezvoltarii plantelor precum si perioada principalelor fenofaze, observatiile
realizandu-se pe cate 25 butuci din fiecare soi.

S-au analizat urmatoarele faze de dezvoltare:

o Dezmugurit — reprezinta o caracteristica a soiului fiind direct influentata
de factorii climatici. In tara noastrd aceastd fenofazi incepe in prima decadi a
lunii aprilie necesitdnd o suma a temperaturilor cuprinsa intre 120-160°C cu o
temperatura medie mai mare de 10°C o perioada de minimum 10 zile (Galet P.,
1991). Vitele portaltoi sunt cele ce initiazd dezmugurirea, fiind urmate
Tndeaproape de soiuri hibrizi direct producatori.

o Cresterea lastarilor — initiazd cu Ingrosarea si cresterea mugurelui
principal si se realizeaza prin distantarea internodurilor formate in stadiul de
mugure —max 15 internoduri.

Cresterea lastarului este determinatd de hormonul din apex AIA (auxind) ce
se regaseste in cantitati mai ridicate pe jumatatea Insorita a lastarilor.

Aceasta fenofaza dureaza in medie 120-140 de zile.
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o Inflorit — aceasta fenofazi incepe dupa aproximativ 55-65 de zile de la
dezmugurit. Din punct de vedere fenologic, inceputul infloritului se marcheaza
prin desfacerea primei flori. Calendaristic, fenofaza de inflorire are loc intre 20
mai si 15 iunie (Irimia L., 2012)

o Péarga — in acest moment, pielita bacelor isi schimba coloratia,
compactarea boabelor creste. La finalul perioadei de maturare, bacele au
greutatea medie caracteristica soiului. Parga apare in aproximativ 24 ore de la
maturarea bacelor fiind caracterizatda prin cresterea si acumularea rapida a
zaharurilor. Aceasta faza de dezvoltare apare 1n prima sau a doua decada a lunii
august, functie de soi.

o Maturarea deplind a strugurilor coincide cu momentul in care bacele
ajung la greutatea maximd conform soiului, cantitatea zaharurilor rdmane
constanta iar semintele din punct de vedere fiziologic sunt mature. Maturitatea
deplina apare dupa aproximativ 3-4 saptamani de la inceputul pargai.

o Caderea frunzelor — aceastd faza de dezvoltare a vitei de vie marcheaza
Tnceputul repausului vegetativ ce apare de obicei la scaderea temperaturilor sub
pragul minim de 10°C. n functie de soi aceasti fenofaza apare incepand cu a
doua decada a lunii octombrie-prima decada a lunii noiembrie.

6.2.3.2. Masuratori realizate in vegetatie

Pentru masuratorile biometrice din vegetatie, s-au luat in studiu 10 butuci
din fiecare soi si s-au determinat prin urmatoarele metode:

Fertilitatea lastarilor a fost determinata dupa finalizarea infloritului,
numarand inflorescentele, lastarilor fertili si totali.
Coeficientul de fertilitate absolut (c.f.a.) se calculeaza impartind numarul total de
inflorescente de pe butuc la numarul lastarilor fertili (Dejeu L.C., Georgescu M.,
2005).
Coeficientul de fertilitate relativ (c.f.r.) se calculeazd raportdnd numarul
inflorescentelor de pe butuc, la numarul total de lastari fie cd prezintd
inflorescente sau nu (Pop N., 2010).

Pentru fiecare soi s-au luat n studiu 5 butuci realizandu-se media atat
pentru valoarea c.f.r. cét si pentru c.f.a.

Productivitatea soiurilor s-a calculat in faza de maturitate deplina a
bacelor, cand strugurii au atins greutatea maxima.
Indicele de productivitate relativ si indicele de productivitate absolut se
calculeazd prin inmultirea masei medii a unui strugure cu coeficientul de
fertilitate relativ, respectiv absolut (Dobrei A., 2003).
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Greutatea medie a unui strugure s-a determinat prin cantarire in cadrul
fiecdrui soi in 3 repetitii, probele luate spre cantarire fiind alese aleatoriu din
diferite puncte ale parcelei. Rezultatul Tn cazul fiecarui soi luat in studiu a fost
media celor 3 repetitii.

Determinarea cresterii lastarilor

S-au realizat un numar de 3 masuratori in perioada iunie-iulie a celor doi
ani de studiu. S-a determinat prin masurarea cu ruleta in momentul cresterii
intensive a lastarilor si pana in perioada de crestere regresiva-a doua decada a
lunii iulie dupa finalizarea infloritului cand cresterile intensive stagneaza. In cazul
fiecarui soi s-au luat in studiu 10 butuci, iar de la fiecare butuc s-au masurat 10
lastari.

6.2.3.3. Aplicarea tratamentelor fitosanitare

Plantatiile de vitd de vie luate in studiu au fost tratate conform
protocolului de tratamente fitosanitare din Ferma didactici ,,Vasile Adamachi”
lasi.

Protocolul de tratamente fitosanitare a insumat un total de 8 tratamente ,
conform tabelului nr. 6.5, cu scopul de a realiza combaterea integrata a bolilor si
ddundtorilor in cultura vitei de vie.

Tratamentele fitosanitare au fost realizate cu ajutorul masinii de stropit
ATOM 1000 tip Bontida in agregat cu tractor DT de 55CP.

Figura 6.3 Masina pentru tratamente fitosanitare ATOM 1000
Figure 6.3 ATOM 1000 phytosanitary treatment machine
(foto originala/original photo)

Tn tabelul nr. 6.5. sunt prezentate treptat tratamentele fitosanitare realizate
in anii de studiu in conditiile Centrului Viticol Copou lasi.
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Tabel 6.4/Table 6.4

Produsele fitosanitare utilizate in plantatiile viticole in anii 2021-2022 in Ferma Didactici ,,Vasile Adamachi” Iasi
Phytosanitary products used in the vineyards in 2021-2022 in the Didactic Farm *"Vasile Adamachi** lasi

Tratament
Polisulfura de Calciu
Acrobat® MZ 69 WG

Bumper®250 EC
Vertimec®1.8 EC

Mikal Flash®

Decis® 25 WG

Ridomil Gold® MZ 68 WG

Curzate®F

Topsin® 70 WDG
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Compotzitie

Sulf 18%

Hidrocid de calciu 10%
Dimetomorf 9%
Mancozeb 60 %
Propiconazol 25%l

Abamectin 1,8%

Fosetil de aluminiu 50%
Folpet 25%
Deltametrin 25%

Mancozeb 64%
Mefenoxam 4%

Folpet 38%

Cimoxanil 3,8%
Tiofenat metil 70%

Concentratie

2%
0,22%

0,02%

0,07- 0,1 %

3%

3%
0,25 %

0,25%

0,10%

Spectru de actiune

Fungicid -
Uncinula necator, Botritys cinerea

Fungicid -

Plasmopara viticola
Fungicid —
Uncinula necator
Insecticid — Lobesia Botrana (Eudemis)
Eriophyes vitis (Acarianul galicol)
Fungicid — Plasmopara viticola

Insecticid — Lobesia Botrana (Eudemis)

Fungicid — Plasmopara viticola

Fungicid — Plasmopara viticola

Fungicid — Uncinula necator



Folpan® 80 WDG

Kumulus® DF

Melody compact® 49 WG
Dithane® M-45

Fusilade Forte® 150 EC

Cropmax®

Folpet 80% 0,15%
Sulf 80% 0,3%
Oxiclorura de Cupru 41% 0,15

Iprovalicarb 8%

Mancozeb 80% 0,2%
Fluazifop-p-butil 15% 0,1%
N: 0,2% 0,1%
P:0,4%

K: 0,02%

Fe: 0,02%

Mg: 0,04%

Cupru: 0,003%
Aminoacizi organici
Enzime vegetale
Stimulatori de crestere

Fungicid — Plasmopara viticola
Botrytis cinerea
Fungicid — Uncinula necator

Fungicid — Plasmopara viticola

Fungicid - Plasmopara viticola
Botrytis cinerea
Erbicid — Buruieni monocotiledonate
anuale si perene

Ingrasamant foliar
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Produsele comerciale ce au fost utilizate la tratamente sunt:

o  Polisulfura de Calciu tip MIF intalnita si sub denumirea de zeama
sulfocalcica. Acest produs are actiune fungicida de contact.

o Acrobat® MZ 69 WG (BASF) - prezintd actiune fungicida, sub forma de
granule dispersabile in apa. Acest fungicid contine dimetomorf ce face parte din
clasa morfinelor si mancozeb din clasa ditiocarbonatilor.

o Bumper® 250 EC (ADAMA) — prezintd actiune fungicidd avand ca
substanta activa propiconazolul, din grupa triazolilor.

o Vertimec® 1.8 EC (SYNGENTA) — insecticid sub forma de concentrat
emulsioabil.

o Mikal Flash® (BAYER) — are actiune fungicida sub forma de granule
dispersabile in apa.

o Decis® 25 WG (BAYER) — prezintd actiune insecticid, intdlnindu-se
sub forma de granule dispersabile in apa.

o Ridomil Gold® MZ 68 WG (SYNGENTA) — reprezintd un fungicid cu
actiune acropetal si de contact, fiind gasit sub forma de granule dispersabile in
apa.

o  Curzate® F —prezintd actiune fungicida sistemica sub forma de suspensie
concentrata.

o Folpan® 80 WDG (ADAMA) — reprezintd un fungicid din clasa
ftalimidelor avand actiune de contact.

o Topsin® 70 WG - fungicid cu actiune sistemica sub forma de granule
dispersabile in apa.

o  Kumulus® DF (BASF) - reprezinti un fungicid pe baza de sulf sub forma
de granule dispersabile in apa.

o  Cropmax®(HOLLAND FARMING) — acest produs este un stimulator de
crestere foliar ce are la baza combintia Intre microelemente, aminoacizi, vitamine
si polizaharide. Prezinta o actiune sistemica.

o  Melody Compact 49 WG® (BAYER) — sub forma de granule dispersabile
in apa, este un fungicid de contact si sistemic.

o  Zeama bordoleza tip MIF — utilizat ca fungicid sub forma de pulbere
umectabila.

o Dithane M-45- fungicid de contact cu actiune curativa si preventiva.

o Fusilade Forte 150 EC® (SYNGENTA) - reprezintd un erbicid
postemergent impotriva buruienilor monocotiledonate anuale si perene.
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Schemai tehnologica de aplicare a tratamentelor fitosanitare in conditiile Fermei didactice ,,Vasile Adamachi” Iasi in anii 2021-2022

Tabel 6.5/Table 6.5

Technological scheme for the application of phytosanitary treatments under the conditions of the research farm "Vasile Adamachi" Iasi in the

Nr. Anul Fenofaza Scala
crt. aplicarii BBCH
1. 2021
2022
00
2. 11-19
2021
11-19
2022
3.
2021 51-53
2022 =
= -.c»{
Lastar 20-40 cm
4,
2021 57-60

years 2021-2022

Spectru de actiune Produsul utilizat

Uncinula necator (fainearea vitei de vie) ~ Polisulfura de Calciu
Botritys cinerea (putregaiul cenusiu al vitei
de vie)

Plasmopara viticola (mana vitei de vie)
Botritys cinerea (putregaiul cenusiu al vitei
de vie)

Dithane® M-45

Acrobat® MZ 69
WG

Bumper® 250 EC

Plasmopara viticola (mana vitei de vie)

Uncinula necator (fainearea vitei de vie)

Plasmopara viticola (mana vitei de vie) Mikal Flash®

Melody compact® 49
WG

Plasmopara viticola (mana vitei de vie)

Doza
%
2

0,2

0,22

0,02

0,15
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2022

2021
2022

2021
2022

2021

2022

Tnainte de inflorit

70-75
Finalul
nfloritului
77-79
|
L |
Compactarea
ciorchinilor
80-85

Lobesia Botrana (Eudemis)

Buruieni monocotiledonate anuale si perene

Plasmopara viticola (mana vitei de vie)
Uncinula necator (fainearea vitei de vie)

Plasmopara viticola (mana vitei de vie)

Lobesia Botrana (Eudemis)

Eriophyes vitis (Acarianul galicol)

Ingrasamant foliar

Uncinula necator (fainearea vitei de vie)

Plasmopara viticola (mana vitei de vie)

Plasmopara viticola (mana vitei de vie)
Botritys cinerea (putregaiul cenusiu al vitei

de vie)

Plasmopara viticola (mana vitei de vie)

Decis® 25 WG
Fusilade Forte® 150
EC

Ridomil Gold® Mz
68 WG
Topsin® 70 WDG

Folpan® 80 WDG
Vertimec®1.8 EC

Cropmax®

Kumulus® DF

Curzate®F

Dithane® M-45

Acrobat® MZ 69
WG

3
0,1

0,25
0,10

0,15
0,1

0,1
0,3

0,25

0,2

0,22



6.2.3.4. Prelevarea probelor din sol si de pe plante

Prelevarea probelor de sol din plantatiile luate in Studiu
Atat 1n primul an de studiu (2021) cat si in al doilea an (2022) s-au realizat
preleviari de probe de sol in diferite fenofaze de dezvotare a plantei In vederea
izoldrii susgelor levuriene specifice arealului viticol.
Prelevarea probelor de sol s-a realizat pe 3 adancimi, a cate 3 repetitii pentru
fiecare din cele 4 soiuri de struguri
Adancimile luate Tn studiu au fost:
% 5-10cm
% 10-15cm
% 15-20cm
In cazul fiecirei adancimi de prelevare pentru fiecare soi s-au realizat 3
probe partiale de aceeasi greutate (aproximativ 100g). Punctele de prelevare a
probelor partiale s-au realizat prelevand prin metoda zig-zag (figura 6.7) ce
asigurd o uniformitate ridicatd a prelevarii. Probele partiale au fost ulterior
amestecate in vederea obtinerii probei medii. Schema de prelevare a solului a
exclus zonele marginale ale parcelelor/randurilor.
S-au efectuat 4 prelevari de solconform protocolului experimental dupa
cum urmeaza:
I. Primele probe au fost prelevate cu 3 zile Thainte de aplicarea primului tratament
la vita de vie in fenofaza de lastar 5-7 cm (BBCH 53).

Figura 6.4 Fenofaza de listar 5-7 cm, in conditiile Fermei Didactice ,,Vasile Adamachi” Iasi
Figure 6.4 Shoot phenophase 5-7 cm, under the conditions of the ""Vasile Adamachi*
Research Farm Iasi
(foto originala/original photo)
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I1. Cea de a doua prelevare de sol s-a realizat la 7 zile dupa aplicarea tratament
ului impotriva agentilor patogeni Plasmopara viticola si Botrytis cinerea ce
provoaca Mana respectiv putregaiul cenusiu al vitei de vie.

I11. Al treilea rand de probe de sol s-a realizat la sfarsitul infloritului (BBCH 69).

will M« /
t : . g » i Y

. \ e e

Figura 6.5 Finalul infloritului, in conditiile Fermei Didactice ,,Vasile Adamachi” Iasi

Figure 6.5 The end of flowering, under the conditions of the Research Farm ""Vasile

Adamachi" Iasi
(foto originala/original photo)

IV. Ultimele probe de sol au fost prelevate in fenofaza de maturitate deplind a
strugurilor (BBCH 89).

Probele de sol au fost prelevate cu ajutorul sondei pedologice pentru
analia solului. (figura. 6.6). Solul prelevat a fost colectat Tn pungi de hartie sterile
si transportat la Laboratorul de Microbiologie al Universitatii de Stiintele Vietii
,,Jon Ionescu de la Brad” lasi.

Figura 6.6 Sonda pedologici pentru prelevare sol
Figure 6.6 Pedological probe for soil sampling
(https://agrointel.ro/)
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Prelevarea probelor de pe plantele tratate

Tn ceea ce privesc probele de pe plante, acestea au fost prelevate in douz
fenofaze diferite de dezvoltare: la finalul infloritului si la maturitatea deplina.

Colectarea probelor a constat in prelevarea partilor din planta in functie
de fenofaza (finalul infloritului — flori respectiv maturitate deplina — bace) din
minim 3 randuri diferite ale plantatiei, fiind exclusi butasii si randurile marginale.

La fel ca in cazul probelor de sol, prelevarea plantelor s-a realizat prin
stabilirea punctelor de prelevare a probelor partiale cu scopul de a spori
uniformitatea prelevarii. In cadrul fiecirei probe medii, corelata fiecirui soi, s-au
colectat cate 3 probe partiale prin metoda zig-zag (figura 6.7.).

La finalul infloritului fiecare proba partiala a continut 2 flori cu
capisoanele cizute. In cadrul fiecirui soi proba medie a fost alcatuitd din 6 flori
prelevate din diverse puncte ale randurilor si parcelelor.

La maturitatea deplind, probele partiale au continut 2 ciorchini de
aproximativ aceeasi greutate. Proba medie pentru fiecare soi a constat in 6
ciorchini de aproximativ aceeasi greutate.
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Figura 6.7 Metoda de prelevare a probelor partiale in zig-zag
Figure 6.7 The zig-zag sampling method
(https://agrointel.ro/)

Atat in cazul probelor recoltate la finalul infloritului cat si la maturitatea
deplind s-au prelevat si luat in studiu doar partile sanatoase ale plantelor, fara
urme vizibile de atacuri de daunatori sau boli.

Probele prelevate au fost colectate in pungi de hartie sterile si transportate
la Laboratorul de Microbiologie al Universitatii de Stiintele Vietii ,,Jlon lonescu
de la Brad” lasi.
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6.3. Metode de cercetare in laborator

Probele recoltate din plantatiile viticole au fost prelucrate prin diferite
metode conform protocolului de lucru in vederea obtinerii culturilor pure de
levuri.

Analizele de insamantare, multiplicare si izolare s-au realizat n
laboratorul de cercetare aferent disciplinei de Microbiologie si Fitopatologie al
Universitatii de Stiintele Vietii ,,Jlon Ionescu de la Brad” Iasi.

Tulpinile levurice izolate din microflora spontana 1n conditiile Centrului
Viticol Copou au fost prelucrate si analizate in vederea secventierii genomice prin
tehnica PCR in cadrul Laboratorului BMR Genomics din Padova, Italia, laborator
specializat in secventierea Sanger.

6.3.1. Izolarea suselor de levuri din probele de sol si plante

Probele prelevate Tn cdmp au fost prelucrate la nivel de laborator in
vederea insamantérii pe mediu nutritiv.

Metoda utilizatd pentru insdmantarea suselor levuriene a fost cea a
dilutiilor succesive, folosind astfel ca surse de izolare sol curdtat si mojarat
respectiv apa de spalare a inflorescentelor/bacelor.

1.0mL 1.0mL 1.0mlL 1.0mL 1.0ml 1.0mlL

Colony-forming units
(unknown concentration)

9.0 mL broth
(- ”
1110

1:100 1:10% 1104 1:10% 1:10°

we] 1 1 | [ |

Colonies: | |

|—|—, 285 colonies 27 colonies 3 colonies 0 colonies

Too many to count

Figura 6.8 Metoda dilutiilor succesive
Figure 6.8 The method of successive dilutions
(https://microbeonline.com/serial-dilution-method/)
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Pregatirea probelor de sol
Solul prelevat a fost supus operatiei de zvantare timp de 24h, apoi a fost
curatat de eventuale impuritati si resturi vegetale.

e ]
Figura 6.9 Etapa de zvantare a probelor de sol
Figure 6.9 The stage of shaking soil samples
(foto originali/original photo)

Apoi solul a fost sfaramat si omogenizat cu ajutorul unui mojar cu pistil.
Figura 6.10 Etapa de mojarare a solului

Figure 6.10 The stage of mortaring the soil
(foto originale/original photos)
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Pregatirea probelor din plante

Bacele sanitoase si fara urme de atacuri de daundtori si boli au fost
numdrate, fiind utilizate 50 de boabe din proba medie de la fiecare din cele 4
soiuri. In ceea ce priveste inflorescentele, s-au utilizat 2 ciorchini din fiecare
proba medie.

Figura 6.11 Izolarea levurilor prin metoda de spilare a bacelor
Figure 6.11 Yeasts isolation by the berry washing method
(foto originala/original photo)

Probele prelevate din plante au fost spalate cu apa distilata. In urma
acestei operatii rezultand ca surse de izolare apa de spalare a bacelor respectiv a
inflorescentelor/ciorchinilor.

Figura 6.12 Izolarea levurilor prin metoda de spilare a inflorescentelor
Figure 6.12 Yeasts isolation by the inflorescence washing method
(foto originali/original photo)
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In vederea obtinerii dilutiilor, s-a cAntrit cite 1g de sol respectiv 1ml din
apa de spalare a boabelor urmarind protocolul conform metodologiei standard de

obtinere a dilutiilor (figura 6.8).

insém?mgérile s-au realizat conform tabelului 6.5 utilizand dilutiile10°73,
104, 10° si 10°® in diverse repetitii.

Sursa de

prelevare

Sol
5-10 cm
(A)

Sol
10-15cm

(B)

Sol
15-20 cm
©)

Planta
Bace/inflo

rescente

(P)

Busuioaca de

Bohotin
(B)
10° 3 repetitii
10* 3 repetitii
10° 2 repetitii
10 2 repetitii
10° 3 repetitii
10* 3 repetitii
10° 2 repetitii
10 2 repetitii
10° 3 repetitii
104 3 repetitii
10 2 repetitii
10 2 repetitii
10° 3 repetitii
104 3 repetitii
105 2 repetitii
106 2 repetitii

Soiuri

Feteasca Alba

103
10+
10°
10
103
10+
10
10
103
10*
10°
10
103
10*
10°
10

(A)

3 repetitii
3 repetitii
2 repetitii
2 repetitii
3 repetitii
3 repetitii
2 repetitii
2 repetitii
3 repetitii
3 repetitii
2 repetitii
2 repetitii
3 repetitii
3 repetitii
2 repetitii
2 repetitii

Tabel 6.6/Table 6.6

Distributia dilutiilor pe soiuri si surse de prelevare
Distribution of dilutions by varieties and sampling sources

Feteasca
Neagra
(N)

10° 3 repetitii
10* 3 repetitii
10° 2 repetitii
10 2 repetitii
10° 3 repetitii
10* 3 repetitii
10° 2 repetitii
106 2 repetitii
10° 3 repetitii
104 3 repetitii
10 2 repetitii
106 2 repetitii
10° 3 repetitii
104 3 repetitii
105 2 repetitii
108 2 repetitii

Feteasca
Neagra
Colectie (C)
10° 3 repetitii
10* 3 repetitii
10° 2 repetitii
10 2 repetitii
10° 3 repetitii
10* 3 repetitii
10° 2 repetitii
10 2 repetitii
10° 3 repetitii
104 3 repetitii
10 2 repetitii
108 2 repetitii
10° 3 repetitii
104 3 repetitii
105 2 repetitii
108 2 repetitii
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Insimantarea s-a realizat pe mediul de culturdi GPCA (Glucose Peptone

Chloramphenicol Agar) prin adaugarea unui ml de dilutie in fiecare placid Petri
prin incorporare in mediu.

Figura 6.13 Realizarea dilutiilor si inocularea in plici Petri
Figure 6.13Making dilutions and inoculating in Petri dishes
(foto originale/original photos)

Dupa insamantare in mediu nutritiv, probele au fost introduse la termostat
la 28°C timp de 3-5 zile in vederea dezvoltarii microorganismelor.

0 ) VL T R A

Figura 6.14 Inocularea dilutiilor in mediu GPCA
Figure 6.14 Inoculation of dilutions in GPCA medium
(foto originale/original photos)



6.3.2. Analiza cantitativa a coloniilor levuriene

Dupa 4 zile s-a calculat numarul de unitati formatoare de colonii (UFC)
prin metoda cuantificarii. Metoda presupune numaérarea propriu-zisa a coloniilor
dezvoltate pe placa Petri.

Pentru numararea usoara si precisa a coloniilor s-a utilizat placa de
numarare Wolfhigel cu ajutorul careia numarul coloniilor s-a realizat semi-
automat prin atingerea placii cu markerul pe zona fiecérei colonii. (figura 6.15)

Figura 6.15 Placa de numiirat colonii Wolfhiigel
Figure 6.15 Wolfhigel Colony Counting Board
(foto originala/original photo)
Determinarea UFC se realizeaza in functie de numarul dilutiei dupa
urmatoarea metoda de calcul:
De exmplu pentru dilutia 1/1000 (102) s-au gasit 50 colonii. Astfel,
putem spune cd intr-un ml din dilutia 1/1000 s-au gasit 50x1000 = 50000
germeni/ml. Acest rezultat se exprima in UFC.
Rezultatele calculate au fost prezentate ca media repetitiilor pentru
fiecare dilutie in parte.
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6.3.3. Analiza taxonomica si morfologica a suselor levuriene
6.3.3.1. Caracterizarea morfologica a tulpinilor de levuri selectionate

Coloniile din placile Petri au fost analizate din punct de vedere
macromorfologic izoland astfel coloniile distincte de pe fiecare placa Petri.

Pentru analiza morfologica a coloniilor s-au realizat culturi pure
levuriene prin metoda epuizarii incarcaturii ansei. (figura 6.16).

Coloniile distincte au fost transferate in placi Petri pe mediu nutritiv
GPCA (Glucose Peptone Chloramphenicol Agar) si termostatate la termperatura
de 28°C.

Figura 6.16 Tehnica insamantirii prin epuizarea incirciturii ansei
Figure 6.16 Technique of seeding by depleting the load of the hook
(https://eurekabrewing.wordpress.com/)

Dupa 4 zile fiecare colonie izolata a fost analizata vizual urméarind forma,
culoarea, profilul si suprafata coloniilor.
De asemenea susele izolate au fost analizate la microscop determinand forma
celulor levuriene.
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Figura 6.17 Analiza microscopica a suselor izolate
Figure 6.17 Microscopic analysis of isolated strains
(foto originala/original photo)

6.3.3.2. Identificarea taxonomica a tulpinilor de levuri selectionate

Caracterizarea taxonomicd a levurilor implica identificarea acestora pe
familii si specii. Identificarea reprezinta procesul de Inregistrare a caracteristicilor
organismelor cu scopul de a fi incadrate intr-un plan taxonomic global.

Celulele levuriene prezintd o categorie taxonomica complexa si
heterogena cu microorganisme eucariote ce se inmultesc prin inmugurire, ca
reproducere generald si ca particularitate prin spori pe cale asexuata si sexuata.

Dintre metodele diverse utilizate n caracterizarea taxonomica a levurilor,
cea mai precisa ramane identificarea genetica prin metoda PCR.

Reactia de polimerizare in lant prezintd o tehnologie in vitro ce copiaza
capacitatea de replicare a ADN-ului si astfel genereaza multiple copii a unei
secvente de nucleotide dintr-o gena (ARN sau ADN). Cu fiecare ciclu de
amplificare creste la nivel exponential si numarul de copii, Intrucat orice secventa
de nucleotide nesintetizata reprezinta o posibila matrice pentru obtinerea unei noi
copii. Procesul de copiere se realizeazd sub actiunea unei enzime ADN
dependente ce are rol de legare a nucleotidelor complementare cu ADN-ul catenar
mama. In vederea obtinerii catenei noi pe langa ADN-ul mama se folosesc doua
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secvente polinucleotidice monocatenare, complementare cu ADN-ul mama, ce
poarta denumirea de primeri.

Produsul PCR obtinut prin copierea ADN/ARN original poarta
denumirea de amplicon.

XXX
|

DENATURARE
5 S 3
g 5
HIBRIDIZARE
5 3
9 g . ADN Polimeraza Taq
l Primeri
ELONGATIE
5 Fs'
3 5

Figura 6.18 Etapele metodei PCR
Figure 6.18 The PCR method steps
(https://eurekabrewing.wordpress.com/)

Metoda PCR prezintd ca avantaj o exactitate precisd in detectarea
concentratiilor scazute ale secventei (Jost P., 1975). Un alt avantaj al acestei
metode o reprezinta capacitatea de obtinere a unei cantitati superioare de material
genetic dintr-o singura secventd nucletotidica, astfel aceste molecule pot fi
analizate ulterior fard a mai fi necesar realizarea unei clonari in prealabil.

Analizele de secventiere a regiunii amplificate s-au realizat in laboratorul
BMR Genomics din Padova, Italia din culturi pure ale suselor izolate din
plantatiile viticole.
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Tn cadrul metodei PCR s-au utilizat ca primeri:
olTS1: 5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG -3’ (White T. J. et al., 1990,
Montrocher et al.1998)
olITS2: 5’ - GCTGCGTTCTTCATCGATGC -3’ (White T. J. et al., 1990,
Montrocher et al.1998)
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Figura 6.19 ADN polimerazi Taq
Figure 6.19 Taq DNA polymerase
(https://www.thermofisher.com/)

In vederea obtinerii amestecului de reactie (tabelul 6.7) s-au utilizat
urmatoarele componente:

o ADN extras din proba in etapa de prelucrare

o enzima ADN polimerazaTaq — enzima izolata din Theromophilus
aquaticus ce are rol in sinteza lantului nucleotidic (figura 6.19)

o primerii (ITSI si ITS2) — reprezintd secvente scurte cu lungimea de
20-20 nucleotide

o deoxinucleotide specifice (dUTP, dATP, dGTP, dCTP) ce au rol in
sinteza catenei noi ADN atasandu-se la capatul primerilor

o amperaza — o enzima ce amplifica selectiv ADN-ul sau ARN-ul tinta

Tabel 6.7/Table 6.7
Componentele amestecului de reactie
The reaction mixture components

Componente Cantitate (pl)
Solutie tampon 2,5
MgSO4 1
Primer primar (ITS1/ITS2) 1
Reverse primer 1
ADN polimerazaTaq 0,2
Apa 13,8
Secventa ADN 5
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Probele levuriene au fost pregatite in vederea extragerii ADN-ului
(deproteinizarea cu solventi organici, precipitarea acizilor nucleici, indepartarea
moleculelor de ARN din extract si dizolvarea sedimentului de ADN). Ulterior
ADN-ul a fost supus operatiei de amplificare.

Operatia de amplificare s-a realizat in analizatorul Thermal cycler (figura 6.20).

Figura 6.20 Amplificator (thermal cycler)
Figure 6.20 Amplifier (thermal cycler)
(foto originala/original photo)

Amplificarea s-a desfasurat astfel:

o 1 ciclu = denaturare: 94°C timp de 1 min

o 25 de cicluri = 94°C timp de 30 sec + 55°C timp de 30 sec. + 68°C timp
de 45 sec.

o1l ciclu= 68°C timp de 10 min.

Identificarea speciilor s-a realizat prin compararea secventei nucleotidice cu
informatiile din baza de date genetice NCBI. Rezultatele de similaritate ale
cercetarii au  fost  obtinute prin  software-ul  Blast  2.14.0+
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi (Zhang Z., et al., 2000; Morgulis A. et al.,
2008)
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7. REZULTATE PRIVIND CRESTEREA SI
DEZVOLTAREA VITEI DE VIE

7. RESULTS ON VINE GROWTH AND DEVELOPMENT

7.1. Rezultate privind observatiile fenologice

Cresterea si dezvoltarea vitei de vie este influentatd de o serie de factori
de ordin genetic, areal, conditiile climatice ale anului si nu in ultimul rand
capacitatea plantelor de a se adapta acestor conditii.

Fazele fenologice au fost observate Tn cei doi ani de cercetare respectiv
anii agricoli 2020-2021 si 2021-2022. Cei doi ani de experimentare au inregistrat
conditii climatice diferite. Analizdnd la modul general perioada de referintd
(2020-2022), s-au evidentiat conditii de ierni blande ce nu au provocat ingheturi
viilor.

Primul an de experimentare a fost unul favorabil din punct de vedere al
regimului pluviometric Tn schimb al doilea an a fost un an secetos. Al doilea an a
nregistrat abateri negative in lunile mai-august, (-28,5, -50,5, -57,2 si -4,6),
cantitatea de apa din sol scazand drastic, aparand astfel conditiile de seceta ce au
un impact negativ in fazele de dezvoltare a vitei de vie.

Suma temperaturilor globale a atins pragul de 3923°C Tn anul 2021 iar
temperaturile utile au fost scdzute in anul 2022 cu valori de 1249°C, intarziind
momentul de maturare a strugurilor si cresterea concentratiei in zaharuri.
Temperaturile medii lunare in perioada de vegetatie au atins 19,5°C in anul 2021
respectiv 16,5°C in 2022.

In ceea ce priveste regimul pluviometric, suma anuald in conditiile
Fermei Didactice ,,Vasile Adamachi” lasi este de de 517,8 mm iar suma lunara
pentru anul agricol 2020-2021 a atins pragul de 691,8 mm, cu 174 mm mai mult
regasindu-se abateri intre 28,8 mm in luna octombrie si 98mm in august. Anul
agricol 2021-2022 a inregistrat un nivel inferior de precipitatii exceptie facand
luna aprilie cand precipitatiile au atins o valoare de 80mm Tnregistrandu-se o
abatere pozitiva de 40,3 fata de media multianuala.

In urma acestor variatii climatice soiurile luate in studiu s-au comportat
diferit, declansarea fenofazelor si dinamica dezvoltarii vitei de vie realizandu-se
esalonat in functie de soi si anul de experimentare.

Caracteristicile fenologice analizate completeaza insusirile cunoscute ale
soiurilor din privinta cultivarii acestora in centrul viticol Copou-lasi (tabel 7.2).
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Tabel 7.1/Table 7.1
Durata fenofazelor in cei doi ani de studiu
The phenophases therm during the two years of study

Soiul Anul Dezmugurit Lastar Inflorit Parga Total

- 5-7cm - - perioada

Lastar 5-7 - Parga Maturitate de

cm Tnflorit  (zile) deplind  vegetatie

(zile) (zile) (zile)

Busuioaca 2021 30 27 57 38 170
de

Bohotin 2022 40 35 60 35 183

Feteasca 2021 31 25 60 39 173
Alba

2022 35 30 58 40 180

Feteasca 2021 30 25 60 37 171
Neagra

2022 40 31 57 35 185

Feteasca 2021 28 25 58 38 169
Neagra

Colectie 2022 41 35 60 40 185

Un mare impact asupra dinamicii de dezvoltare a organelor vegetative il
constituie declansarea fenofzaei de inflorire, cand peste 50% din plante au deja
corola si capisoanele desprinse observandu-se cele 5 stamine libere. Acest
moment fenologic influenteaza in mare masura ritmul de crestere si dezvoltarea
organelor vegetative ulterioare.

Din punct de vedere al perioadei de vegetatie, in cazul tuturor celor 4
soiuri acestea au insumat mai multe zile de vegetatie in anul 2022 comparativ cu
anul 2021. Toate cele 4 soiuri analizate au prezentat o inflorire tardiva in al doilea
an de studiu, evolutia acesteia incadrandu-se intr-o medie de 3 zile.

Acest lucru este datorat conditiilor climatice inferioare a lunilor
aprilie,mai si iunie a anului 2022 comparativ cu anul precedent.

Analizand cele 4 soiuri luate in experienta pe fiecare an de studiu, acestea
nu au inregistrat diferente insemnate in ceea ce priveste numarul total de zile de
vegetatie media fiind de 171 zile in anul 2021 respectiv 183 zile in 2022.
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Tabel 7.2/Table 7.2
Momentele principalelor fenofaze ale soiurilor luate Tn studiu
The main phenophases moments of the studied varieties

Soiuri
Fen(_)faze Anul Busuioaca Feteasca Feteasca Feteasca
analizate de Bohotin Alba Neagri Neagra
Colectie
2021 28.1vV-04.V 23-29.1IV 25-30.1IV 23-301V
Dezmugurit
2022 04 -10.V 01-10.V 04-10.V 05-10.V
2021 23.V-04.VI 25.V-06.VI 24.V-04.VI 24.V-05.VI
Lastar 5-7
cm
2022 10-18.ViI 9-15.VI 12-20.VI 12-20.V
inflorit 2021 20 - 24.VI 18-22.VI 23-26.VI 24-28.VI
deplin
2022 05-09. VI 01-06.VII 08-12.VIi 08-11.VII
2021 15-29.VIlI 10-25.VIil 12-26.VIlI 06-19.VIII
Parga
2022  20.VII-02.1X 15-31.XIlI 21.XI111-01.1X 18-31.XIlI
Maturitate 2021 24-27.1X 23-26.1X 20-25.1X 22-27.1X
deplina
2022 01-09.X 29.1X-05.X 04-10.X 04-10.X

In ceea ce priveste soiurile luate in studiu, atat in primul an de studiu cat
si in al doilea an Feteasca Alba a ajuns la Inflorire deplind inaintea celorlalte 3
soiuri Tnregistrand un avans de aproximativ 5 zile.

Pe parcursul celor doi ani, soiurile luate in experienta au prezentat un
decalaj de aproximativ 10 zile intre pragul de maturitate deplina din anul 2021 si
cel din 2022. Aceste decalaj raméne aproximativ constant in valoare de la
fenofaza de dezmugurit a anului 2021 respectiv 2022 si pana la perioadele de
parga si maturitate deplina a celor doi ani. Diferenta este justificata prin conditiile
climatice ale anului 2022, in care episoadele de secetd din lunile iunie-august si
temperaturile scazute din aprilie-mai si-au ldsat amprenta asupra dinamicii
dezvoltarii vitei de vie.

93



In ceea ce priveste momentul recoltarii, cele 4 soiuri analizate au ajuns
aproximativ odata la maturitate deplind, atat in primul an cat si in al doilea an de
studiu.

Analizand dinamica evolutiei fenofazelor in anul 2022, putem concide ca
toate cele 4 soiuri de struguri din cadrul experimentului s-au adaptat cu usurinta
conditiilor climatice dificile ale anului agricol marcat de seceta si temperaturi
scazute la debutul in vegetatie.

7.2. Rezultate privind masuritorile biometrice

Tn vederea evidentierii capacittii de fructificare in cadrul fiecirui soi s-
au efectuat analize determiniand numadrul de lastari/butuc, numarul de lastari
fertili/butuc, numarul de lastari sterili/butuc, numarul de inflorescente/butuc,
valoarea coeficientilor de fertilitate absolut respectiv relativ precum si indicii de
productivitate absolut si relativ. In aceeasi directie masuritorile au urmarit analiza
determinarii cresterii lastarilor, analiza realizata in a doua decada a lunii august a
fiecarui an experimental.

Rezultate privind fertilitatea i productivitatea

In ceea ce priveste nivelul productivititii, caracteristici ce este
dependentd de marimea strugurilor, a rezultat ca soiul Feteasca alba in conditiile
anilor 2021-2022 a prezentat cel mai ridicat indice de productiviate urmat
indeaproape de soiul Busuioacd de Bohotin. Pragul minim de productivitate 1-a
atins Feteasca neagra colectie, avand o medie a productivitatii relative de numai
76,5 fiind caracterizat printr-un numar mai mic de inflorescente pe lastar.
Diferentele semnificative dintre productivitatea soiului din colectie si cel din
plantatia tanard sunt justificate atdt prin conditiile pedoclimatice specifice
parcelelor cat si de perioada ontogenetica a vitei de vie.

Analizand coeficientii de fertilitate si indicii de productivitate in anul
2021 respectiv 2022 putem observa ca regimul climatic secetos al anului 2022 nu
a influentat capacitatea de productivitate si fertilitate a soiurilor luate in studiu,
diferentele fiind nesemnificative.
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Tabel 7.3/Table 7.3

Fertilitatea si productivitatea soiurilor de struguri luate in studiu (2021-2022)
Fertility and productivity of the grape varieties studied (2021-2022)

Elemente
analizate

Lastari
fertili (%)

Anul

2021

2022

Media 2021-2022

cfa*

2021

2022

Media 2021-2022

cfr*

2021

2022

Media 2021-2022

i.p.a**

2021

2022

Media 2021-2022

i.p.r.**

2021

2022

Media 2021-2022

Greutatea
medie a
unui
strugure

(¢))

2021

2022

Media 2021-2022

Soiul
Busuioaca Feteasca  Feteasca Feteasca Neagra
de Bohotin Alba Neagra Colectie
80 78 60 45
75 75 55 40
77,5 76,5 57.5 42,5
1,4 1,9 15 0,9
13 1,7 13 0,8
1,35 1,8 1,4 0,85
1.3 1,5 13 0,6
1,2 1,6 11 0,6
1,25 1,55 1,2 0,6
205,8 250,8 225 1215
197,6 219,3 188,5 96
201,7 235,05 206,7 108,75
191,1 198 195 81
182,4 206,4 159,5 72
186,7 202,2 177,2 76,5
147 132 150 135
152 129 145 120
149,5 130,5 147,5 127,5

*c.f.a — coeficientul de fertilitate absolut, c.f.r. — coeficientul de fertilitate relativ
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**i.p.a. — indicele de productivitate absolut, i.p.r. — indicele de productivitate
relativ

Procentul lastarilor fertili la soiurile luate in cercetare s-a mentinut in
acelasi interval cu exceptia soiului din colectie Feteasca Neagra Colectie, care a
prezentat o valoare procentuala scazutd (42,5%) comparativ cu celelalte 3 soiuri
(aprox. 75,5%), atat in primul an cat si in al doilea an de studiu.

Rezultate privind cresterea lastarilor

Lastarii reprezintad cresteri vegetative anuale de care se insereaza
frunzele. Raportat la dinamica dezvoltarii vegetative, aceasta caracteristica a vitei
de vie Incadreaza soiurile pe vigori de crestere. De asemenea, in viteza de crestere
si dinamica dezvoltarii intervin si conditiile pedoclimatice ale anului agricol,
asezarea parcelei, etc., ce pot avea efect pozitiv sau negativ dupa caz.

Cresterea lastarilor incepe imediat dupa dezmugurire in ritm progresiv
(1-1.5 cm/zi timp de 2-3 saptamani), iar in a doua decada a lunii mai incepe
cresterea in ritm intensiv datorita frunzelor tinere ce au atins un procent de 30%
din suprafata lor tottala si exporta glucide catre varful lastarului. Aceasta perioada
dureaza aproximativ 30 zile si ritmul de crestere se intensifica la 5-6 cm/zi. Pana
in momentul infloririi 1astarii ajung la aproximativ 60% din lungimea totala.

140
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Feteasca Neagra Feteasca Neagra Colectie

Figura 7.1 Dinamica cresterii listarilor in anul 2021
Figure 7.1 The dynamics of shoot growth in 2021
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Tn anul experimental 2021 cele 4 soiuri au prezentat nivele apropiate de
crestere a lastarilor in cadrul primei masuratori (01.06.2021). Analizand dinamica
de crestere a celor 4 soiuri observam ca in perioada 01.06.2021-20.06.2021
Feteasca Neagra si Feteasca Neagrad Colectie au inregistrat cresteri mai intensive
comparativ cu soiurile Busuioaca de Bohotin si Feteasca Alba.

Intre a doua si a treia masuratoare dinamica dezvoltarii lastarilor in cazul
celor 4 soiuri luate in studiu s-a mentinut constanta prezentand o panta ascendenta
pana la finalul infloritului.
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Figura 7.2 Dinamica cresterii lastarilor in anul 2022
Figure 7.2 The dynamics of shoot growth in 2022

in al doilea an de studiu dinamica dezvoltarii lastarilor a pastrat valori
apropiate 1n cazul soiurilor Busuioacd de Bohotin, Feteascd Neagra si Feteasca
Neagra Colectie, exceptie facand soiul Feteasca Alba care a Tnregistrat un nivel
de crestere inferioard comparativ cu celelalte soiuri, atdt in perioada 15.06.2022-
01.07.2022 cat si intre 01.07 si 20.07.2022.

Tn cazul soiurilor luate in experimentare cele mai mari cresteri ale
lastarilor indiferent de an s-au regasit la soiul Feteascd neagra cu o medie de
104cm urmat de Feteasca Neagra Colectie ce a iInsumat o medie de 102 cm.

Atat in primul an de studiu cat si in al doilea an, Tn perioada celor trei
masurdtori rata de crestere s-a mentinut constantd la toate cele 4 soiuri din
experienta.
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8. REZULTATE PRIVIND ANALIZA CANTITATIVA A
SUSELOR LEVURIENE

8. YEASTS QUANTITATIVE ANALYSIS RESULTS

Atat pe pielita bacelor cat si pe celdlalte organe vegetative ale vitei de vie
si in solul plantatiilor se intalnesc diverse microroganisme (fungi, bacterii,
levuri), incarcatura acestora fiind influentata de fenofaza de dezvoltare a plantei,
conditiile pedoclimatice ale arealului precum si de diversele lucrari agrotehnice
si fitosanitare aplicate in perioada de vegetatie.

Biodiversitatea levurilor prezintd o importantd majora in natura jucand
rol de balanti intre fungi si bacterii. In sol indeosebi, levurile ajuti la cresterea
plantelor si prezintd rol semnificativ in formarea agreagatelor si mentinerea
structurii solului. Celulele levuriene reprezintd sursa nutritivd pentru alte
microorganisme contribuind astfel in derularea proceselor ecologice esentiale, ca
de exemplu mineralizarea materialului organic si dispersarea compusilor
rezultati, respectiv carbonul si energie in straturile solului (Botha A., 2011).

Microbiota solului prezina fluctuatii direct proportionale cu schimbarile
climatice si dinamica fenofazelor vitei de vie.

Conform Lopez-Pineiro A, et al.,2013, din totalitatea microroganismelor
existente in sol, levurile prezinta dependentd evidenta fata de fazele fenologice
ale vitei de vie si implicit fatd de dezvoltarea zaharurilor fermentescibile din
struguri pana la momentul de recoltare.

Rezultatele privind incarcatura levurica atét a solului cat si a plantelor in
diferite faze de vegetatie au fost exprimate prin numérul de UFC raportate la 1g
de sol sau 1ml solutie.

8.1. Rezultate privind incarcatura levuriana din sol

Solul reprezintd mediu eterogen asupra caruia factorii fizici, chimici si
biologici actioneaza 1n scopul de a crea habitatul optim pentru dezvoltarea si
proliferarea microroganismelor (Dumbrell A.J.et al, 2010; Campos A.C. et al,
2012)

Totodata, in cazul levurilor, solul nu este un mediu propice pentru
inmultirea si cresterea activa a acestora, prezintand doar un rol de ,,depozitare”,
locul unde celulele levurice pot fi pastrate in stare viabild. Pe parcursul perioadei
de vegetatie solul plantatiilor viticole lucreaza ca o sursd de spori ce ajutd la
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imbogatirea microbiotei strugurilor si a organelor vegetative a vitei de vie.
(Bayraktar V.N., 2014).

Rezultate privind incarcatura levuriand in fenofza de lastar de 5-7 cm

Conform protocolului experimental, Tn data de 28.05.2021 s-a efectuat
tratamentul cu fungicidul comercial Dithane® M-45, s.a. 80% mancozeb, cu
spectrul impotriva agentilor patogeni Plasmopara viticola si Botrytis cinerea ce
provoaca Mana respectiv Putregaiul cenusiu al vitei de vie.

In scopul de a determina influenta tratamentelor aplicate in vegetatie

asupra dezvoltdrii si implicit distributiei levurilor in plantatiile viticole in
conditiile centrului viticol Copou Iasi, s-au prelevat probe de sol cu 3 zile Tnainte
de aplicarea tratamentului si dupa 7 zile de la tratament.
Conform datelor din tabelul nr. 8.1, tratamentul fitosanitar aplicat in fenofaza de
lastar 5-7 cm 1n primul an de experientd a avut un impact negativ asupra
dezvoltarii levurilor, Incarcatura levuriana din sol 1n cazul celor trei adancimi de
prelevare fiind inferioara comparativ cu cea anterioara tratamentului la toate cele
4 soiuri luate Tn experienta.

Tabel 8.1/Table 8.1
Influenta factorilor experimentali asupra incércaturii levuriene din sol, Tn anul 2021
The influence of experimental factors on the yeast load in the soil, in the year 2021

Fenofaza de liastar 5-7 cm (2021)

Soiul Adancimea Cu3zileTnaintede  Dupai 7 zile de la
de tratament tratament
prelevare UFC/g UFC/g

Feteasca Neagra A* 0,15+ 26 x 10° 0,10 £ 24 x 10°
Colectie B** 0,13 + 15 x 10° 0,13 +12 x 10°
CH** 0,1+12x10° 0,09 +9 x 10°

Feteascd Neagra A* 0,1+18x10° 0,1+15x 10°
B** 0,09 +10 x 10° 0,08 +9 x 10°

CH** 0,07 +8 x 10° 0,07 +6 x 10°

Feteasci Alba A* 0,12 +21 x 108 0,1+18x10°
B** 0,09 +12x10° 0,07 + 10 x 10°

CH** 0,08 +8 x 108 0,06 +7 x 108

Busuioaca de A* 0,13 +21x 10° 0,10 + 18 x 10°
Bohotin B** 0,09 + 13 x 108 0,08 + 10 x 108
CH** 0,09 +9x 108 0,07 +6 x 108

*adancime de prelevare 5-10 cm; **adancime de prelevare 10-15 cm;

***adancime de prelevare 15-20 cm.
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Comparand cele 4 soiuri luate in studiu, incarcatura levuriana a fost

superioard atit inainte de tratament cét si dupa 7 zile de la tratament in cazul
soiului Feteasca Neagrd Colectie, care a inregistrat un prag maxim de 26 x 10°
UFC/g sol Tnainte de tratament, respectiv 24 x 10% UFC/g sol dupa tratament.

A1,B1,C1 - adancimile de prelevare inainte de tratament

A2,B2,C2 - Adancimile de prelevare dupa tratament

C2(15-20 cm) 3,15

C1(15-20 cm) 4,00

B2 (10-15 cm) 4,08

B1 (10-15 cm) 5,08

A2 (5-7 cm) 7,35

Al (5-7 cm)

0.00 5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00
UFC/g sol x 108
B Soiul Feteasca Neagra M Soiul Feteasca Alba
M Soiul Busuioaca de Bohotin Soiul Feteascd Neagra Colectie

Figura 8.1 Influenta factorilor experimentali asupra incéarcaturii levuriene din sol, Tnh anul

2021

Figure 8.1 The influence of experimental factors on the yeast load in the soil, in the year

2021

Conform figurii 8.1 se poate observa ca nr. UFC/g sol scade pe masura

ce creste adancimea de prelevare a probelor. Aceste rezultate atesta studiile din
literatura de specialitate potrivit cdrora microbiota solului este raspandita
Tndeosebi in adancimile superficiale ale solului, atat din punct de vedere cantitativ
cat si in ceea ce priveste diversitatea microorganismelor.
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De asemenea, comparand incarcatura levuriana dinaintea tratamentului
cu rezultatele dupa 7 zile de la aplicarea fungicidului observam o scadere a nr de
UFC de aproximativ 1 x 10° UFC/g sol in cazul celor 3 adancimi luate n studiu.

Putem concide astfel ca aplicarea tratamentului fitosanitar a avut impact
asupra viabilitatii celulelor levuriene atét la nivelul superficial al solului cét si in
straturile din profunzime.

Comparativ cu anul 2021, in anul 2022 se observa o usoara scadere a
numarului UFC in cazul tuturor celor 4 soiuri luate in studiu.

In tabelul nr. 8.2. este prezentati diferenta dintre incarcitura microbiani
aprobelor de sol prelevate cu 3 zile inainte de tratament si cea a probelor prelevate
dupa 7 zile de la tratament in al doilea an de studiu.

Se observa ca nr. UFC/g sol in ambele prelevari este invers proportional
cu adancimea de prelevare, pragul maxim atingdndu-se cazul soiului Feteasca
Neagra Colectie, care a inregistrat un nr. de cca. 24 x 10° CFU/g sol.

Tabel 8.2/Table 8.2
Influenta factorilor experimentali asupra incarciturii levuriene din sol, Tn anul 2022
The influence of experimental factors on the yeast load in the soil, in the year 2022

Fenofaza de lastar 5-7 cm (2022)

Soiul Adancimea Cu3zileTnaintede  Dupai 7 zile de la
de tratament tratament
prelevare UFCl/g UFCl/g
Feteasci Neagra A* 0,14+ 24 x 108 0,10 + 24 x 10°
Colectie B** 0,12 + 16 x 10° 0,13+ 12 x 10°
C*** 0,1+10x10° 0,09 +9x 10°
Feteasci Neagri A* 0,1+15x 108 0,1+15x 108
B** 0,08 +9x10° 0,07 +6 x 10°
C*** 0,07 +9x10° 0,07 +6 x 10°
Feteasca Alba A* 0,11 +19 x 106 0,1+17x10°
B** 0,08 +10x 10° 0,07 +9x 108
C*** 0,06 +8 x 10° 0,06 +8 x 10°
Busuioaci de A* 0,12 + 20 x 106 0,10 + 18 x 106
Bohotin B** 0,08 + 12 x 106 0,08 + 10 x 106
C*** 0,05+ 8,5 x 10° 0,05 +6 x 10°

*adancime de prelevare 5-10 cm; **adancime de prelevare 10-15 cm;
***adancime de prelevare 15-20 cm.
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TIncarcatura microbiana a prezentat o panti descendenta constanti atat in
cazul adancimii de prelevare de 5-10 cm cat si de 10-5 cm si 15-20 cm Tintre
probele prelevate inainte de tratament si cele prelevate dupda efectuarea
tratamentului.

c2(as20cm) [ EEEIR0RE 3,15

cras20cm) | EEENEEE 355

s2 (10-15cm) | EEEEEN 36

p1(10-15cm) [N 46

v SN
g

A1,B1,C1 - adancimile de prelevare inainte de tratament
A2,B2,C2 - Adancimile de prelevare dupa tratament

0.00 5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00
UFC/g sol x 106
B Soiul Feteasca Neagra B Soiul Feteasca Alba
M Soiul Busuioaca de Bohotin Soiul Feteasca Neagra Colectie

Figura 8.2 Influenta factorilor experimentali asupra incéarcaturii levuriene din sol, Tnh anul
2022
Figure 8.2 The influence of experimental factors on the yeast load in the soil, in the year
2022

Tn Tmpértirea pe verticald a levurilor in sol conform figurii nr. 8.4. se
poate constata cd numarul de microorganisme prezintd pantd descendenta invers
proportionala cu adancimea de prelevare, astfel se poate deduce cad scdderea
constanta a activitatii microbiotei din straturile inferioare este caracterizata prin
lipsa oxigenului, scdderea cantitatii de substante nutritive si bineinteles
alcalinizarea treptata a solului.

Tn cei doi ani de studiu compozitia si numérul microbiotei levuriene in
fenofaza de ldstar 5-7 cm a inregistrat variatii cantitative intre factorii
experimentali luati 1n studiu: soiurile, adancimile de prelevare respectiv faza de
prelevare (Tnainte si dupa tratament).
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Rezultate privind incarcatura levuriana din sol la finalul infloritului si la maturitatea deplina a bacelor

Fenofaza
de
prelevare

Factori
de influenta

Feteasca A (5-10cm)

Neagra B (10-15 cm)
Colectie

C (15-20 cm)

Feteasca A (5-10cm)
Neagrd g (10-15 cm)
C (15-20 cm)

Feteasca A (5-10cm)
Alba B (10-15 cm)
C (15-20 cm)

Busuioaci A (5-10cm)
de B (10-15 cm)
Bohotin C (15-20 cm)

2021

UFC/g x 10°
0,19+15
0,15+10
0,127
0,15+11
0,11+9
0,09+6
0,11+12
0,09+9
0,09+6
0,11+10
0,09+8
0,09+6

Finalul infloritului

2022

UFC/g x 10°
0,2+12
0,14+11

0,1+8
0,12+ 10
0,17
0,08 +6
0,12+ 10
0,089
0,06 £7
0,12+9
0,097
0,085

Tabel 8.3/Table 8.3

Influenta factorilor de experienti asupra dinamicii incircaturii levuriene in anii de studiu
The influence of experience factors on the dynamics of yeast load during the study years

Maturitate deplina

Media 2021 2022 Media
UFC/g x 10° UFC/g x 10° UFC/g x 10° UFC/g x 10°
0,2+135 0,2+16 0,2+17 0,2+16,5
0,15+10,5 0,13+11 0,15+10 0,13+10,5
0,11+75 0,11+8 017 0,1+75
0,14 £10,5 0,16 £ 15 0,13+ 15 0,13+ 15
0,11+8 0,1+8 0,1+8 0,1+8
0,09+6 0,09+5 0,07+8 0,07+75
0,12+11 0,10+ 14 0,12+ 15 0,1+145
0,09+9 0,09+9 0,1+£10 0,09+95
0,08+6.5 0,087 0,09+8 0,08+75
0,12+95 0,1+15 0,2+14 0,1+145
0,09 +7,5 0,098 0,1+9 0,09 +8,5
0,09 £6,5 0,08+6 0,09+5 0,08 £7,5
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In tabelul nr. 8.3. este prezentati cantitativ incarcatura levuriana din sol
la finalul infloritului si la maturitatea deplina in cei doi ani de studiu.

Comparand probele din cele doua fenofaze de prelevare se poate observa
0 crestere constantd a numadrului coloniilor din stratul superficial al solului
(adancimea de 5-10 cm) pana la o valoare maxima atinsa la maturitatea deplina a
strugurilor. Aceste trend s-a evidentat atat in primul an de studiu cat si in al doilea
an. Astfel se poate presupune ca odatd cu cresterea microbiotei de pe plantad pe
parcursul fenofazelor de dezvoltare pana la maturitatea deplind a bacelor,
numarul de microorganisme din stratul superficial al solului prezinta si el o panta
ascendenta.

Tn ceea ce priveste incarcitura levuriana a straturilor inferioare a solului
s-a evidentiat o constanta a numarului de unitati formatoare de colonii intre finalul
infloritului si maturitatea deplina a strugurilor.

In fenofaza de maturitate deplind in straturile superficiale ale solului
pragul maxim UFC a fost atins de soiul Feteasca Neagra Colectie, cu o medie de
cca. 16,5 x 10° UFC/g sol, urmat indeaproape de soiul Feteasca Neagra cu medie
de 15 x 10%° UFC/g sol. Soiurile Feteasci Albd si Busuioacd de Bohotin la
maturitatea deplind a strugurilor au inregistrat o medie de 14,5 x 10° UFC/g sol
n stratul superficial.

Diferentele semnalate intre factorii experimentali ai studiului (addncimi
de prelevare, soiuri, fenofaze de prelevare) evidentiaza faptul ca solul reprezinta
o reald sursa microbiana bogata si diversificata. Numarul levurilor intr-un anume
loc este influentat direct de cantitatea de carbon si substante nutritive necesare
dezvoltarii.

De asemenea, variatiile privind incarcatura microbiana intre cele 4 soiuri
in diferite fenofaze de dezvoltare a plantei ne indica faptul ca microbiota solului
este dependentd de ritmul si dinamica dezvoltdrii fiecarui soi de vita de vie in
parte, corelatd bineinteles cu nivelul calitatii solului si conditiile climatice ale
anului luat Tn studiu.

n urma rezultatelor exprimate si corelate cu factorii experimentali se
constatd cd Incarcatura levuricd din solul plantatiilor viticole in conditiile
Centrului Viticol Copou lasi este influentatd de raspandirea pe verticald a
microorganismelor, soiul vitei de vie, fenofaza de dezvoltare a plantei si nu in
ultimul rnd de diversele tratamente aplicate in vegetatie culturilor viticole.
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8.2. Rezultate privind incarcéitura levuriana de pe plante

Microbiota aflatd pe pielita Strugurilor joaca un rol esential in procesul
oenologic in vederea obtinerii unor vinuri de calitate superioara. Procesul
fermentativ este direct influentat de numarul si diversitatea celulelor levurice
aflate in mod natural pe bace si pe alte organe vegetative ale plantatiilor viticole.
Complexitatea levurilor aflate pe struguri, flori, frunze respectiv in sol reprezinta
cea mai importantd influentd asupra calitatii senzoriale si organoleptice ale
vinului (Fleet G.H. et al, 2002). Alti factori ce influenteaza calitatea vinurilor sunt
conditiile climatice, soiul de struguri, starea de sanatate a fructelor, aplicarea
diverselor fungicide, procesul de vinificatie in sine $i nu in ultimul rand
fermentatia malolactica (Chavan U.D.et al., 2009, Raspor P.et al., 2006).

Calitatea si cantitatea microorganismelor existente pe pielita strugurilor
sunt influentate de perioada ontogentica in care se afla vita de vie, gradul de
coacere, conditiile pedoclimatice ale zonei.

Pe parcursul fazelor fenologice microbiota din plantatiile viticole
prezintd modificari, atat din punct de vedere al numarului de microorganisme cat
si din punct de vedere al locului unde se dezvolta. in primele stadii de vegetatie,
cantitatea cea mai ridicatd de microorganisme se regaseste in sol, in diverse
straturi pana la cca. 30 cm adancime in timp ce spre inceputul infloritului si pana
la maturitatea deplind a bacelor microorganismele migreazad pe organele
vegetative ale plantei, loc unde prolifereaza in scopul dezvoltarii microbiotei
necesare dirijarii procesului de fermentatie ulterioara.

In vederea determindrii cantititii si diversitatii microbiotei levurice Tn
conditiile Fermei Didactice ,,Vasile Adamachi” Iasi, s-au prelevat probe de pe
planta la finalul infloritului si in stadiul de maturitate deplind. Atat in primul an
de studiu cat si in al doilea an, probele prelevate au constat in inflorescente
respectiv bace maturate 1n functie de fenofaza de recoltare.

Ca sursa de izolare s-a utilizat apa de spdlare a inflorescentelor respectiv
a bacelor aflate la maturitate deplina.

Tn tabelul nr. 8.4. sunt prezentate valorile UFC/ml pentru cele 4 soiuri
luate Tn studiu: Feteasca Neagra Colectie, Feteasca Neagra, Feteasca Alba si
Busuioaca de Bohotin, probe prelevate in august-septembrie 2021.
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Tabel 8.4/Table 8.4
incircitura levuriani in cazul probelor prelevate de pe plante, in anul 2021
The yeast load of the plants samples, in the year 2021

Fenofaza de prelevare

Soiul Finalul infloritului Maturitate deplina
UFC/mlI UFC/ml
Feteasca 0,09 + 12 x 10° 0,19 + 40 x 10°
Neagra
Colectie
Feteasci 0,08 + 2 x 10° 0,19 + 15 x 106
Neagra
Feteasca 0,08 +4 x 108 0,2 +18 x 108
Alba
Busuioaci 0,07 + 6 x 10° 0,9+ 30 x 108
de Bohotin

Comparand incarcatura microbiand a probelor prelevate in cele doua
fenofaze, se observa o crestere de aproximativ 4 ori a unitatilor formatoare de
colonii, la finalul infloritului inregistrandu-se o valoare maxima de 12 X
10°UFC/ml in timp ce in fenofaza de maturitate deplind numarul unitatilor
formatoare de colonii atinge un prag superior de 40 x 106 UFC/ml.

Atat la finalul infloritului cat si la maturitatea deplind, soiul Feteasca
Neagra colectie a prezentat valoarea cea mai ridicatd de celule levurice viabile.

Cel mai mic numar de UFC s-a regasit in cazul soiulului Feteasca Neagra
care a atins un prag de 2 x 10° UFC/ml la finalul infloritului respectiv 15 x 10°
UFC/ml pe boabele strugurilor copti.

In figura 8.3. este prezentati dinamica evolutiei incircaturii levurice
plecand de la finalul infloritului si pand nainte de recoltarea strugurilor la
maturitatea deplina.
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Figura 8.3 Dinamica evolutiei incirciturii levuriene a probelor de pe plante, din stadiu de
inflorescenti la bace mature, Tn anul 2021
Figure 8.3 The evolution dynamics of the yeast load of plant samples, from the inflorescence
stage to mature berries, in the year 2021

Se poate observa ca Incarcatura levurica prezintd o evolutie ascendenta
sfarsitul infloritului pana la maturitatea deplind, evolutie constanta in cazul celor
4 soiuri luate Tn studiu.

Atat in cazul soiului Feteasca Neagra Colectie, ce a prezentat pragul
maxim privind microbiota intalnitd pe plante cat si in cazul soiului Feteasca
Neagra din plantatia tanard dinamica dezvoltarii microbiotei strugurilor s-a
pastrat aproximativ constanta.

De asemenea, variatiile privind incarcatura microbiana intre cele 4 soiuri
in diferite fenofaze de dezvoltare a plantei ne indicd faptul cd microbiota
plantatiilor viticole este dependenta de ritmul si dinamica dezvoltarii fiecarui soi
de vita de vie in parte, corelata bineinteles cu dinamica transferarii si dezvoltarii
levurilor din sol si conditiile climatice ale anului luat in studiu.

Aceste rezultate confirma studiile din literatura de specialitate conform
carora cantitatea levurilor din plantatiile viticole cresc proportional cu
acumularea de zaharuri fermentescibile 1n bace influentand astfel pozitiv procesul
dezvoltarii microbiotei viticole.

Luénd Tn calcul conditiile climatice ale anului 2021, putem concide ca
temperaturile ridicate ale lunilor august-septembrie din anul 2021 au influentat
dinamica dezvoltarii plantelor in diferitele fenofaze analizate si implicit cantitatea
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si calitatea microorganismelor din plantatiile viticole, in conditiile Fermei
didactice ,,Vasile Adamachi” Iasi.

In tabelul nr. 8.5. sunt exprimate valorile unitatilor formatoare de colonii
(UFC/ml) ale probelor recoltate in anul 2022 de pe inflorescente respectiv
boabele de struguri aflati la maturitatea deplina.

Comparand cele 4 soiuri luate Tn experimentare observam ca si In anul
2022 soiul Feteasca Neagra Colectie a detinut pragul maxim in ceea ce priveste
incarcatura levuriana atat Tn stadiu de final de Tnflorit cat si la maturitatea deplina.

Soiurile Feteasca Albd si Feteascd Neagra din plantatia tanara au
nregistrat valori maxime de 1,5 respectiv 3,5 x 108 UFC/ml la finalul infloritului,
valori ce au crescut pand la maturitatea deplind la 20 x 10° UFC/m.

Tabel 8.5/Table 8.5
incircitura levuriani in cazul probelor prelevate de pe plante in anul 2022
The yeast load in case of the samples taken from the plants in the year 2022

Fenofaza de prelevare

Soiul Finalul infloritului Maturitate deplina
UFC/ml UFC/ml

Feteasci Neagra 0,08 + 9 x 108 0,19 + 41 x 108
Colectie

Feteascd Neagri 0,07 +1,5x 10° 0,1+20x10°

Feteasca Alba 0,07 £3,5x 10° 0,18 + 20 x 10°

Busuioaca de 0,06 + 6 x 10° 0,18 + 35 x 10°
Bohotin

In ceea ce priveste dinamica dezvoltirii microbiotei intre cele doui
fenofaze luate n studiu, in figura 8.6. putem observa cresterea constantd a
numarului de celule levurice in cadrul celor patru soiuri, Tnregistrandu-se
modificari cantitative, atat Tn cazul soiurilor din plantatia tanara, cat si in cazul
soiului Feteasca Neagra Colectie.
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Figura 8.4 Dinamica evolutiei incirciturii levuriene a probelor de pe plante din stadiu de
inflorescenta la bace mature in anul 2022
Figure 8.4 The dynamics of the evolution of the yeast load of samples from plants from the
inflorescence stage to mature berries in the year 2022

Tn urma rezultatelor anului 2022, in ceea ce priveste incarcitura
microbiana de pe plante in etapele de vegetatie putem concluziona, conform
studiilor din literatura de specialitate, ca ritmul si dinamica dezvoltarii levurilor
pe bace se realizeaza concomitent cu cresterea continutului de zaharuri din fructe
pand la momentul optim pentru recoltare respectiv maturitatea deplina.

De asemenea analizdnd microbiota celor patru soiuri luate Tn studiu, atat
in anul 2021 cat si in anul 2022 soiul Feteasca Neagrd Colectie a inregistrat
pragurile maxime privind numarul de unitati formatoare de colonii, diferentele
fata de celelalte trei soiuri fiind considerabile.

Conform literaturii de specialitate, solurile si implicit bacele din
plantatiile tinere prezintd microbiotd sdracd din punct de vedere al diversitatii
acesteia, in timp ce vita de vie mai avansata din punct de vedere ontogenetic
prezinta o paletd largd de microorganisme si un numar ridicat de celule viabile.
Acest fapt poate fi datorat numarului de cicluri vegetative a vitei de vie si implicit
cantitatea de fructe ce au cdzut an de an In contact cu solul, loc unde
microorganismele se conserva in perioada de repaus a plantei.
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Figura 8.5 Influenta factorilor experimentali asupra incérciturii levuriene de pe plante, in
cei doi ani de studiu
Figure 8.5 The influence of the experimental factors on the yeast load on the plants, during
the two years of the study

Analizand dezvoltarea microbiotei de pe plante in anii luati in studiu,
2021 respectiv 2022 observam ca temperaturile ridicate din vara anului 2022 si
decalarea fenofazelor cu aproximativ doua saptamani fata de anul precedent, au
determinat o dezvoltare mai accentuata a microbiotei de pe plante.

De asemenea se poate observa in figura 8.5. ca factorii experimentali luati in
studiu: soiul de struguri, fenofaza de prelevare, anul de studiu, au prezentat o
influenta considerabild asupra incércaturii microbiene din plantatiile viticole ale
Fermei didactice ,,Vasile Adamachi” lasi.

Daca punem in comparatie influenta evolutiei microbiotei din sol in cei doi
ani de studiu asupra incarcaturii levurice a plantelor putem concluziona ca
indiferent de soiul luat in studiu si de anul de prelevare, numarul de
microoganisme din sol este direct proportional cu evolutia si dinamica dezvoltarii
levurilor de pe organele vegetative ale plantei, respectiv inflorescente, frunze si
struguri.

In functie de stadiul de vegetatie si sursa din care se preleveazi probe
incarcatura microbiana poate caracteriza plantatia viticola din punct de vedere al
calitatii si distributiei microorganismelor, atat din sol, cat si de pe planta.
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9. REZULTATE PRIVIND CARACTERIZAREA
TAXONOMICA SI MORFOLOGICA A LEVURILOR
IZOLATE
9. RESULTS REGARDING THE TAXONOMIC AND
MORPHOLOGICAL CHARACTERIZATION OF THE
ISOLATED YEASTS

9.1. Rezultate privind identificarea taxonomici a tulpinilor de levuri
izolate

Izolarea si identificarea levurilor din microflora spontana reprezintd in
prezent o preocupare continud a oenologilor Th scopul de a identifica tulpinile
levuriene care reusesc sa transmita in calitatea vinului in cel mai original mod
caracteristicile arealului viticol si implicit sa confere produsului finit o tipicitate
anume. In aceste directii se urmareste identificarea suselor de levuri care prezinti
capacitatea de a produce fermentarea controlatd a zaharurilor si obtinerea
caracteristicilor superioare ale vinurilor.

Utilizarea in procesul oenologic a culturilor starter Saccharomyces
cerevisiae reprezinta avantajul unei fermentari alcoolice controlate insa duce la
obtinerea vinurilor cu deficiente din punct de vedere al profilului aromatic. in
procesul fermentativ aromele sunt produse de enzimele extracelulare secretate de
celulele levurice. Astfel, in cazul fermentatiei spontane procentul enzimelor
extracelulare este mult mai variat intervenind in procesul fermentativ, atat levuri
Saccharomyces, cat si non-Saccharomyces (Nechita A. et al., 2020).

Studiul taxonomiei levuriene a fost obiectivul multor cercetiri in
domeniu, atat nationale, cét si internationale (BarnettJ.A., 1983, Magyar I, etal.,
2006; Naumov G.l. et al., 2011; Beleniuc G., 2013; Abdullabekova D.A. et al.,
2014; Boynton P.J. , Greig D., 2014; ; Abdullabekova D.A. et al, 2020; etc.) insa
in domeniul taxonomiei levurilor din plantatiile viti-vinicole ca referintd raméane
cercetarea realizata de Lodder J., Kreger-Van Rij J.N. in anul 1952.

Lucrarea de cercetare prezenta a avut pe lista obiectivelor identificarea
taxonomica a levurilor izolate n functie de factorii experimentali in conditiile
Centrului viticol Copou lasi.
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Astfel Tn anii de studiu 2021-2022 s-au urmarit izolarea, identificarea,
clasificarea si analizarea influentei factorilor externi asupra procesului de
dezvoltare si diversificare a microbiotei levuriene din plantatiile viticole.

In urma recoltarii probelor si prelucrarii acestora la nivel de laborator prin
metoda dilutiilor succesive si izolarea in culturd purd au fost selectate 34 de suse
care s-au evidentiat prin caracterele morfologice complexe. Susele selectionate
au fost identificate prin metoda PCR in vederea caracterizarii taxonomice a
acestora.

Tn urma prelucrarii genomice s-au identificat sase tulpini de levuri ce au
prezentat diversitate atat din punct de vedere al soiurilor de struguri din care au
fost prelevate cat si din punct de vedere al sursei, a fenofazei si al anului izolarii.

Tulpinile izolate apartin genurilor Solicoccozyma, Hanseniaspora,
Rhodotorula, Filobasidium, Cystobasidium si Cryptococcus.

Desi probele au fost prelevate esalonat pe fenofaze de dezvoltare si din
diferite surse — sol respectiv organele plantei, rezultatele au pastrat o constanta in
ceea ce priveste dinamica si diversitatea taxonomica a arealului viticol.

Trebuie mentionat faptul cd in urma analizelor de izolare si identificare
toate tulpinile au confirmat tipicitatea levuriana a arealului viticol conform
studiilor efectuate anterior prezentei teze de cercetare si toate speciile identificate
se regdsesc deja in colectia de microorganisme a Universitatii de Stiintele Vietii
,,Jon Tonescu de la Brad” din lasi.

Din punct de vedere taxonomic susele izolate au fost impartite pe familii,
ordine, clase si subincrengaturi. In tabelul 9.1. sunt prezentate speciile izolate din
microflora Centrului viticol Copou lasi in conditiile anilor agricoli 2020-2021
respectiv 2021-2022 impartite pe unitati sistematice.

Analizand numeric materialul levurian intre unitétile sistematice se
observa ca speciile izolate fac parte din doud subincrengaturi diferite:
Ascomycotina cu o singura specie reprezentdnd 16,6% din total si
Basidiomycotina cu cinci specii cu aproximativ 83,4%.

Din punct de vedere al diversitatii subincrengatura Basidiomycotina este
cea mai heterogena speciile izolate fiind incadrate in doua clase, patru ordine,
cinci familii si cinci genuri distincte. Analizdnd structura subincrengaturii
Basidiomycotina observam ca in clasa Tremellomycetes se regaseste cea mai mare
diversitate fiind incluse trei ordine, patru familii si patru genuri diferite
reprezentand astfel 80% din totalul speciilor apartinand subincrengaturii
Basidiomycotina.
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impﬁrtirea speciilor de levuri izolate pe unititi sistematice
Division of isolated yeast species into systematic units

Subincr. Clasa Ordin Familie
Ascomycotina Saccharomycetes =~ Saccharomycetales =~ Saccharomycodaceae
Filobasidiales Piskurozymaceae

Filobasidiaceae

Basidiomycotina Tremellomycetes  Cystofilobasidiales ~ Cystofilobasidiaceae

Tremellales Cryptococcaceae
Microbotrymycetes Sporidiobolales Sporidiobolaceae
3 clase 5 ordine 6 familii

2 subincrengaturi

Gen

Hanseniaspora
Solicoccozyma
Filobasidium
Cystobasidium
Cryptococcus

Rhodotorula

6 regnuri

Tabel 9.1/Table 9.1

Specie

H. uvarum
S. aeria
F. floriforme
C. pinicola
C. aerius
R. glutinis

6 specii

Nr.
suse

7
16
4
1
1
5

34
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Tn tabelul nr. 9.2. sunt prezentate tulpinile de levuri raportate la factorii
experimentali luati 1n studiu.

Se poate observa ca ponderea cea mai mare o detine specia
Solicoccozyma aeria cu 47,22 % din total fiind regasita in toate fenofazele de
prelevare atat in sol cat si pe plante indiferent de anul de studiu. Specia
Hanseniospora uvarum s-a regasit in sol doar in fenofaza de maturitate deplina
iar pe planta a fost prezenta atat la finalul infloritului cat si la maturitatea deplina.

Specia Rhodotorula glutinis s-a regasit atat in fenofaza de maturitate
deplina cat si pe inflorescente si bace in sol.

Specia Filobasidium floriforme a detinut un procent de 11,7 din totalul speciilor
selectionate regasindu-se, atat in sol, cat si pe struguri la maturitatea deplina a
acestora.

Speciile Cystobasidium pinicola si Cryptococcus aeris s-au intalnit in cel
mai mic procent Tn arealul viticol luat Tn studiu. Tn timp ce specia genului
Cryptococcus a fost prezenta in sol la adancimea de 15-20 cm in fenofaza de lastar
5-7 cm specia Cystobasidium pinicola s-a regasit la finalul infloritului pe
inflorecente.

Tabel 9.2/Table 9.2
Levuri izolate din microflora indigena a centrului viticol Copou , in diverse fenofaze in anii
2021-2022
Isolated yeasts from the indigenous microflora of the Copou vine center, in various
phenophases in the years 2021-2022

Tulpini izolate

Nr. Sol Planta
Crt.  Genul si specia  Nr. tulpini % Nr. tulpini/fenofaza
L. L F M F M
1. | Solicoccozyma 16 4722 5 5 2 2 1 1
aeria
2. Hanseniaspora 7 205 - - - 1 1 5
uvarum
3. Rhodotorula 5 14,7 - - - 1 1 3
glutinis
4, Filobasidium 4 11,7 - - - 1 1 2
floriforme
5. Cystobasidium 1 2,94 - - - - 1 -
pinicola
6. Cryptococcus 1 294 1 - - - - -
aeris

L, - Lastar 5-7 cm Tnainte de tratament; L, — Lastar 5-7 cm dupa
tratament; F — finalul infloritului; M — maturitate deplina
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Analizand diversitatea levuriana in cadrul fenofazelor luate in studiu se
observa cé in stadiu de lastar 5-7 cm cel mai des a fost intilnitd specia S. aeria
prezentand o dinamica constanta atat inainte de tratament ca si dupa tratament.

De asemenea numarul de suse apartinand speciei S. aeria scade in cazul
probelor recoltate de pe plante comparativ cu cele din sol. Tn stadiu de maturitate
deplina probele recoltate de pe planta prezinta o diversitate mai ridicata in ceea
ce priveste numarul si varietatea speciilor comparativ cu probele de sol prelevate
in aceeasi fenofaza.

Specia S. aeria se regdseste preponderent Tn sol, atat la adancimea de 5-
10 cm, cat si la 10-15 cm si 15-20 cm in fenofaza de lastar 5-7 cm. Pe masura ce
planta se dezvoltd numarul tulpinilor apartinand acestei specii scade gradual pe
plante la maturitatea deplina incidenta lor fiind minima comparativ cu celalalte
Specii.

Din punct de vedere al dinamicii dezvoltarii, specia Rhodotorula glutinis
a fost intalnita Tn straturile superficiale ale solului la maturitatea deplind dar
ponderea cea mai mare a fost pe planta inainte de recoltare.

Comparand ponderea celor sase suse levuriene Tn functie de fenofaza de
prelevare si sursa de izolare observam ca ponderea si diversitatea cea mai mare
de microorganisme o regasim nainte de recoltare atat in sol cat si pe struguri.

Tabel 9.3/Table 9.3
Repartizarea suselor levuriene selectionate in functie de sursa de izolare
Distribution of selected yeast strains according to source of isolation

Nr. Tulpina izolata Sol Planta
rt 5-10cm  10-15cm  15-20cm

1. Solicoccozyma aeria 3 6 5 2

2. Hanseniaspora uvarum 1 - - 6

3. Rhodotorula glutinis 1 - - 4

4. Filobasidium floriforme 1 - - 3

5. Cystobasidium pinicola - - - 1

6. Cryptococcus aeris - - 1 -
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in tabelul nr. 9.3 sunt prezentate tulpinile selectionate pe categorii de
surse de izolare. Din punct de vedere cantitativ in cazul celor trei adancimi de
prelevare luate in studiu regdsim céate sase suse selectionate pe fiecare etaj
indiferent de specia din care fac parte. Insa analizand microbiota levuriana din sol
pe verticala diversitatea speciilor se observa ca aceasta este invers proportionala
cu adancimea de prelevare. Astfel ca la adancimea de 15-20 cm s-au regésit doar
doua specii si anume Solicoccozyma aeria respectiv Cryptococcus aeris in timp
ce in stratul superficial al solului microbiota levuriand cuprinde patru specii de
levuri: Solicoccozyma aeria, Hanseniaspora uvarum, Rhodotorula glutinis si
Filobasidium floriforme.

Comparénd cele sase specii selectionate observam ca Solicoccozyma
aeria este prezenta atat in cazul tuturor adancimilor de prelevare cat si pe organele
vegetative ale plantelor in timp ce celelalte 5 specii se regésesc preferential pe
surse si adancimi de recoltare.

Trebuie mentionat de altfel faptul cd din speciile regasite in stratul
superficial al solului toate s-au intalnit si pe organele vegetative ale plantelor.
Acest lucru confirma rezultatele din literatura de specialitate conform carora
levurile prezente pe struguri provin din straturile superficiale ale solului pe
parcursul desfasurarii perioadei de vegetatie sub actiunea vectorilor (insecte,
conditii climatice, etc.)

Singura specie ce a fost Intalnita doar in sol la addncimea de 15-20 cm si
nu s-a regasit in probele recoltate de pa plante a fost Cryptococcus aeris iar specia
Cystobasidium pinicola nu a putut fi depistatd in sol insa a fost prezentd pe
inflorescente la finalul Infloritului.

Daca analizdm diversitatea microbiand a solului la diverse adancimi cu
cea a plantelor putem concide ca ponderea si complexitatea levurilor de pe plante
este mult mai ridicatd comparativ cu cea a solului indiferent de fenofaza si anul
de prelevare a probelor.

Probele prelevate de pe plante (struguri sau inflorescente) au insumat un
total de cca. 47% din totalul suselor selectionate In timp ce in straturile solului
regdsim un procent de aproximativ 17,5% pe fiecare adancime din totalul de 34
de suse.
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In figura 9.1. sunt prezentate speciile levuriene selectionate in anul 2021
comparativ cu anul 2022. La o prima vedere se poate observa ca intre cei doi ani
de studiu au variat atit incidenta speciilor cat si diversitea acestora in cadrul
arealului viticol luat in studiu.

Tn anul 2021 s-a regasit o pondere de 50% din totalul suselor analizate
insumand un numar de 4 specii diferite: Solicoccozyma aeria, Hanseniaspora
uvarum, Rhodotorula glutinis si Filobasidium floriforme.

Pragul maxim a fost atins de specia Solicoccozyma aeria cu 11 suse
urmati de Hanseniaspora uvarum cu 4 suse. 1n anul 2021 cele 11 suse din specia
Solicoccozyma aeria au fost distribuite atat in sol pe diverse adancimi cat si pe
plante. Din punct de vedere al fenofazei in anul 2021 Solicoccozyma aeria s-a
ntélnit Tn in sol toate stadiile de dezvoltare ale plantei. Totodata in anul 2021
specia mai sus mentionatd a avut monopol in cadrul probelor prelevate din sol
indiferent de adancime. Conform acestor rezultate, Tn anul 2021, specia
Solicoccozyma aeria a prezentat cea mai dezvoltata diversitate si distributie in
arealul viticol analizat.
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sol planta sol planta
Anul 2021 Anul 2022
[ Hanseniaspora uvarum Solicoccozyma aeria Rhodotorula glutinis
Filobasidium floriforme Cryptococcus aeris Cystobasidium pinicola

Figura 9.1 Levuri izolate din microflora vinicoli a centrului viticol Copou, Podgoria Iasi in
anii 2021-2022
Figure 9.1 Distribution of selected yeast strains according to source of isolation
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Tn anul 2022 s-au intalnit toate cele 6 specii selectionate fiind distribuite
atat in diferitele adancimi ale solului cat si pe struguri si inflorescente. Din punct
de vedere al incidentei specia Solicoccozyma aeria a detinut si in acest an recordul
insumand un nr de 5 suse urmata de specia Rhodotorula glutinis cu 4 suse si
speciile Hanseniaspora uvarum si Filobasidium floriforme cu cate 3 suse.

Comparand anii luati Tn studiu, al doilea an a prezentat o diversitate atat
din punct de vedere a numadrului de specii regasite cat si din punct de vedere al
distributiei acestora in sol si pe plante.

Comparativ cu anul precedent, anul 2022 a prezentat o repartizare
uniforma a speciilor levuriene, atat pe organele plantei, cat si in solul plantatiilor.

In cadrul prezentei lucriri de cercetare s-a evidentiat ca factor de
experimentare si soiul de struguri, acest factor avand 4 graduari: Feteascd Neagra
Colectie, Feteasca Neagra, Feteasca Alba si Busuioaca de Bohotin.

Diversitatea si distributia speciilor izolate in cadrul celor 4 soiuri este
prezentata in figura nr. 9.2.

55 5
4
& 3
o)
(%]
g
2 2
11 1 1 11 1 1
Feteasca Neagra Feteasca Neagra Feteasca Alba Busuioaca de Bohotin
Colectie
[0 Hanseniaspora uvarum [ Solicoccozyma aeria Rhodotorula glutinis

@ Filobasidium floriforme @ Cystobasidium pinicola & Cryptococcus aeris

Figura 9.2 Distribuirea suselor izolate in cadrul soiurilor de struguri luate in studiu
Figure 9.2 Distribution of isolated strains within the studied grape varieties
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Comparand cele 4 soiuri luate Tn studiu, la Busuioaca de Bohotin s-au regasit
aproape toate speciile, singura specie ce nu a fost intilnita la acest soi fiind
Cystobasidium pinicola. In ceea ce priveste specia Solicoccozyma aeria, aceasta
s-a Intalnit n cazul tuturor soiurilor atingand pragul maxim de suse izolate.

Desi la Feteasca Neagra Colectie nu s-au identificat toate cele 6 specii
acest soi a prezentat cea mai mare distributie a microbiotei atat in sol cat si pe
plante pe parcursul procesului fenologic al vitei de vie. Din punct de vedere
numeric soiul Feteasca Neagrd a insumat doar 3 suse selectionate apartinand
speciilor Hanseniaspora uvarum, Solicoccozyma aeria respectiv Rhodotorula
glutinis.

9.2. Rezultate privind analiza filogenetica a tulpinilor izolate

Clasificarea traditionald pe baza caracteristicilor morfologice ale suselor
levuriene prezintd dezavantajul unei caracterizéri incomplete si de lunga durata
(Klich A., 2002). De asemenea cercetarile moleculare bazate pe analiza ADN au
evidentiat cd secventierea ofera o identificare mai rapida si fiabila a speciilor
decat metodele traditionale (Hinrikson H.P. et al., 2005). Au fost efectuate
diverse cercetdri privind regiunea genei ARNr ca tintd 1n identificarea moleculara
( lwen. P.C., 2002), inclusiv primerii ITS1 (localizat intre genele ARNr 188S si
5.8S) si ITS2 (situat intre gene ARNr 5.8S si 28S). In diverse cercetiri,
diversitatea secventierii regiunilor ribozomale a fost analizata utilizand metoda
PCR (reactia de polimerizare in lant) urmata de analiza lungimii fragmentelor
(Turenne C.Y. et al., 1999) sau hibridizarea ADN (Meletiadis J., et al., 2003) .
Asadar lucrarea de cercetare prezentd a avut pe lista obiectivelor identificarea
taxonomica a levurilor izolate in functie de factorii experimentali in conditiile
Centrului viticol Copou Iasi , In urma secventierii PCR a probelor dar si analiza
filogenetica a secventelor ADN rezultate.

Secventele ADN ale celor sase tulpini levuriene identificate au fost
analizate folosind VectorBuilder 2.1.

Pentru calcularea distantei genetice dintre cele 6 suse izolate s-a utilizat
coeficientul de corelatie Jaccard iar relatiile filogenetice sunt reprezentate in
figura 9.3 dupa metoda UPGMA (Sokal R., Michener C., 1958). Metoda UPGMA
prezinta este o tehnica de clustering ce utilizeaza media aritmetica neponderata a
distantelor, evitand in acest mod caracterizarea disimilaritatii prin valori extreme
(minime sau maxime) intre secventele analizate.

119


javascript:;

R. glutinis

B 54,5%
H. uvarum
S. aeria
98 8%
C. aerius
| I

67,9%
C. Linicula _

|

07, 7%
F. filiforme

Figura 9.3 Dendrogrami generati de programul TreeView (Page, 1996), alcituiti pe bazi
matricei similarititii dupa metoda UPGMA folosind coeficientul Jaccard
Figure 9.3 Dendrogram generated by TreeView program (Page, 1996), based on the
similarity matrix according to the UPGMA method using the Jaccard coefficient

Tn figura 9.3 putem observa ca intre cele sase tulpini izolate din Centrul
viticol Copou lasi existd o similaritate cuprinsa intre 98,8% si pana la 54,4%.

Tntre cele sase suse levuriene s-au format doua subclustere: primul a
cuprins speciile Rhodotorula glutinis si Hanseniaspora uvarum ce au prezentat
un procent de similaritate de 54,5% iar al doilea subcluster este alcituit din
speciile: Solicoccozyma aeria, Cryptococcus aerius, Cystobasidium pinicola si
Filobasidium floriforme. Tn cadrul celui de al doilea subcluster procentul de
similaritate a fost 67,7%.

Din punct de vedere al similaritatii primul loc il ocupid speciile
Solicoccozyma aeria si Cryptococcus aerius ce au prezentat un indice de
similaritate de 98,8%. Speciile cele mai indepartate filogenetic au fost
Rhodotorula glutinis si Hansiaspora uvarum avand un indice de similaritate de
doar 54,5%.
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Tabel 9.4/Table 9.4
Matricea simetrici conform coeficientului Jaccard (% similitudine) intre cele 6 tulpini

izolate din conditiile Centrului Viticol Copou Iasi

The symmetrical matrix according to the Jaccard coefficient (% similarity) between the 6

strains isolated from the conditions of the Copou Iasi vine Center

Tulpina C. C. F. H. R. S. aeria

aerius  pinicola filiforme uvarum  glutinis

C. aerius 100

C. pinicola 67,9 100

F. filiforme 55,4 67,7 100

H. uvarum 56,2 55,5 55,8 100

R. glutinis 49,4 52,1 65,6 54,5 100

S. aeria 98,8 67,8 65,2 54,9 59,3

55
46

108
94

151
148
21
199
271
250
331
319
332
368
433
417
435
467
541
509
596
561

100

Comparand rezultatele din tabelul nr. 9.4 observam ca tulpinile S.aeria si
C.aerius prezinta procentul de similaritate cel mai ridicat (98,8%), urmate de C.
pinicola si C. aerius care au prezentat similaritate de 67,9% in timp ce nivelul
minim de similaritate s-a regasit intre tulpinile Rhodotorula glutinis si
Cryptococcus aerius ce au Tnregistrat un procent de similaritate de doar 49,4%.
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Figura 9.4 Compararea secventelor ADN ale suselor izolate prin programul VectorBuilder

2.0

Figure 9.4 Comparison of DNA sequences of isolated strains by VectorBuilder 2.0 program
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9.3. Rezultate privind studierea morfologica a suselor de levuri izolate

Analiza morfologicd a levurilor este dirijatd pe doua directii:
caracterizarea macroscopica si cea microscopica.

Din punct de vedere macroscopic au fost analizate caracteristicile
coloniilor dezvoltate in urma insamantarii pe mediu nutritiv solid GPCA (Glucose
Peptone Chloramphenicol Agar) si anume: forma, profilul, structura si culoarea
coloniei.

Dupa perioada de incubare la 28°C timp de 3-5 zile coloniilor formate n
placile Petri au fost analizate in functie de particularitatile generale si
caracteristicile microscopice ale celulelor au fost izolate pe mediu nutritiv
coloniile distincte pentru a putea analiza si descrie concret caracteristicile
morfologice ale acestora.

Tn urma acestor analize s-au izolat 17 suse levurice din anul 2021 (7 de
pe plante si 10 din sol de la diferite adancimi) si 17 din anul 2022 (9 de pe plante
si 8 din sol).

Fiecare susa levurica izolata din sol si de pe planta a fost codificata prin
litere si cifre in vederea analizarii si interpretarii rezultatelor intr-un mod mai
facil. Astfel cele 34 de suse izolate in cei doi ani de studiu au fost numerotate de
la 1 la 34 in ordine aleatorie si codificate folosind o literd pentru fiecare din
soiurile caror apartin dupa cum urmeaza: A (Feteasca Alba), N (Feteasca Neagra),
C (Feteasca Neagra Colectie) si B (Busuioaca de Bohotin)

9.2.1. Caracteristicile morfologice ale suselor levuriene izolate in anul 2021

In urma prelevarilor atat din sol cat si de pe plante in fenofazele de
vegetatie ale anului 2021 au fost izolate 17 suse levurice ce prezinta caracteristici
morfologice distincte din punct de vedere al structurii si culorii coloniei.

Tn tabelul nr. 9.5. sunt descrise caracteristicile morfologice ale coloniilor
levuriene selectionate in anul 2021 din Centrul viticol Copou lasi.
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Codu.l
susei
Cl
C2
C3
Cc4
A5
B6
N7

C8

B9
B10
B11
B12
C13
Ci14
C15
B16

B17

Tabel 9.5/Table 9.5

Caracteristicile morfologice ale coloniilor levurilor izolate in anul 2021

Morphological characteristics of isolated yeast colonies in 2021

Sursa de izolare

Feteasca Neagra
Colectie
Feteasca Neagra
Colectie
Feteasca Neagra
Colectie
Feteasca Neagra
Colectie
Feteasca Alba

Busuioaca de
Bohotin
Feteascad Neagra

Feteasca Neagra
Colectie

Busuioaca de
Bohotin
Busuioaca de
Bohotin
Busuioaca de
Bohotin
Busuioaca de
Bohotin
Feteascd Neagra
Colectie
Feteasca Neagra
Colectie
Feteascd Neagra
Colectie
Busuioaca de
Bohotin
Busuioaca de
Bohotin

Forma
coloniei
rotunda
rotunda
rotunda
rotunda
rotunda
rotunda

rotunda

rotunda

rotunda

rotunda

rotunda

rotunda

rotunda

rotunda

rotunda

rotunda

rotunda

Profilul
coloniei
convex
convex
convex
convex
convex
putin convex

putin convex

putin convex

convex
convex
putin convex
putin convex
convex
putin convex
convex
convex

plat

Suprafata
coloniei
lucioasa

lucioasa
lucioasa
lucioasa

mata usor
mucoida
mata

mata usor
mucoida
mata usor
mucoida

mata

mata usor
mucoida
mata usor
mucoida
mata

mata usor
mucoida
mata

mata usor
mucoida
lucioasa

lucioasa -
mucoida

Culoarea
coloniei
Alb-crem
Alb-crem
Alb-crem
Alb-crem
Crem
Crem

Crem-gri

Crem

Crem
Crem
Crem

Crem-
galbui
Crem

Crem

Crem-
gélbui
Rosie-
portocalie
Alb-roz
deschis
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Primele patru suse izolate codate C1-C4 prezinta un profil convex,
suprafata coloniei fiind lucioasd iar coloratia este alb spre crem. Analizate la
microscop, celulele celor patru suse prezinta forma usor apiculata.

Figura 9.5 Caracterele morfologice ale suselor C1-C4 - (a) aspectul coloniei, (b) aspectul
celulei la microscop
Figure 9.5 Morphological characters of strains C1-C4 - (a) colony appearance, (b) cell
appearance under microscope
(foto originale/original photos)

Analizand caracteristicile coloniilor si forma celulelor la microscop
putem ncadra aceste patru suse in genul Hanseniaspora. in urma analizelor de
secventiere genomicd §i caracterizare taxonomicd rezultatele confirma
apartenenta tulpinilor C1-C4 in genul Hanseniaspora specia H. uvarum.

Cele patru suse au fost prelevate in fenofaza de maturitate deplina de pe
struguri din soiul Feteasca Neagra Colectie.
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Urmatoarele 11 (A5-C15) suse izolate din soiurile Feteasca Neagra,
Feteasca Neagra Colectie, Feteasca Alba si Busuioaca de Bohotin (figura 9.4)
au prezentat caracteristici morfologice asemanatoare respectiv: suprafata
coloniei este mata, usor mucoida la unele suse, profilul convex, margini intregi
iar coloratia coloniilor a variat de la alb murdar pana la crem-gri.

Figura 9.6 Caracterele morfologice ale suselor A5-C15 - (a) aspectul coloniei, (b) aspectul
celulei la microscop
Figure 9.6 Morphological characters of strains A5-C15 - (a) colony appearance, (b) cell
appearance under microscope
(foto originale/original photos)

Analizate la microscop, celule prezintd forma ovoid-elipsoidala
inmultirea acestora realizandu-se prin inmugurire. Avand aceste caracteristici
macro- si microscopice analizele morfologice confirma identificarea genomica si
incadreaza cele 11 suse in genul Solicoccozyma specia S. aeria. Din punct de
vedere al sursei de izolare aceastd specie a prezentat in anul 2021 o larga
diversitate Tn ceea ce privesc factorii experimentali luati in studiu.
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A 16-a susa — B16 a fost izolata de pe struguri la maturitatea deplina a
soiului Busuioacd de Bohotin. Aceasta tulpina a prezentat o coloratie portocalie
a coloniei (figura 9.7 a.), suprafata lucioasa usor mucilaginoasa putand fi cu
usurinta incadrata in genul Rhodotorula.

Privite la microscop (figura 9.7. b.)celulele au prezentat forma ovoidala,
inmultirea realizandu-se prin inmugurire.
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microscop
Figure 9.7 Morphological characters of strain B16 - (a) colony appearance, (b) cell
appearance under the microscope
(foto originale/original photos)

In urma analizelor genomice, tulpina B16 a fost incadratd in genul
Rhodotorula specia R. glutinis. Aceasta specie a fost Th anul 2021 doar la soiul
Busuioaca de Bohotin pe struguri Tnainte de recoltare.
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Ultima tulpina selectionata (B17) n anul 2021 din arealul viticol luat in
studiu s-a caracterizat printr-o suprafata lucioasd mucilaginoasa cu o coloratie
alb-sidefat spre roz pal, profil convex si forma coloniei fiind rotunda (figura 9.8.
a.).

Figura 9.8 Caracterele morfologice ale susei B17 - (a) aspectul coloniei, (b) aspectul celulei la
microscop
Figure 9.8 Morphological characters of strain B17 - (a) colony appearance, (b) cell
appearance under the microscope
(foto originale/original photos)

Privite la microscop (figura 9.8. b.) celulele prezinta forma ovoidala si
elipsoidala fara urme de Tnmugurire.

9.2.2. Caracteristicile morfologice ale suselor levuriene izolate in anul 2022

Tn cel de-al doilea an de studiu s-a selectionat un nr de 17 suse in functie
de caracteristicile micro- si macromorfologice ale acestora. In tabelul nr. 9.6. sunt
prezentate caracteristicile morfologice ale coloniilor izolate Tn anul 2022.
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Codul
susei
B18

N19
C20

N21

A22
A23

A24
C25

N26
B27
B28
C29
B30
C31
A32
A33

B34
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Tabel 9.6/Table 9.6

Caracteristicile morfologice ale coloniilor levurilor izolate Tn anul 2022

Morphological characteristics of isolated yeast colonies in 2022

Sursa de izolare

Busuioaca de
Bohotin
Feteasca Neagra

Feteasca Neagra
Colectie
Feteasca Neagra

Feteasca Alba

Feteasca Alba

Feteasca Alba

Feteasca Neagra
Colectie

Feteasca Neagra

Busuioaca de
Bohotin
Busuioaca de
Bohotin
Feteascd Neagra
Colectie
Busuioaca de
Bohotin
Feteascd Neagra
Colectie
Feteasca Alba

Feteasca Alba

Busuioaca de
Bohotin

Forma
coloniei
rotunda

rotunda

rotunda

rotunda

rotunda

rotunda

rotunda

rotunda

rotunda

rotunda

rotunda

rotunda

rotunda

rotunda

rotunda

rotunda

rotunda

Profilul
coloniei
convex

convex

convex

convex

convex

convex

convex

putin convex

convex
convex
convex
convex
plat
plat
plat
convex

convex

Suprafata
coloniei
lucioasa

lucioasa

lucioasa

mata usor
mucoida
mata

mata usor
mucoida
mata

mata usor
mucoida

lucioasa
lucioasa
lucioasa
lucioasa

Mata -
mucoida
Mata -
mucoida
Mata -
mucoida
lucioasa

lucioasa

Culoarea
coloniei
Alb-crem

Alb-crem

Alb-crem
Crem

Crem

Crem

Crem

Crem-gri

Rosu-
portocaliu
Rosu-
portocaliu
Rosu-
portocaliu
Rosu-
portocaliu
Alb-roz
deschis
Alb-roz
deschis
Alb-roz
deschis
Roz-
deschis
alb



Primele trei suse de levuri izolate din anul 2022 (B18-C20) prezinta
colonii (fig. 9.9 a.) cu suprafata lucioasa cu o coloratie ce variaza de la alb la
crem si un profil convex. Cele trei suse prelevate in anul 2022 prezinta aceleasi
caracteristici morfologice ca susele C1-C4 din anul 2021.

b)

Figura 9.9 Caracterele morfologice ale suselor B18-C20 - (a) aspectul coloniei, (b) aspectul
celulei la microscop
Figure 9.9 Morphological characters of strains B18-C20 - (a) colony appearance, (b) cell
appearance under microscope
(foto originale/original photos)

Privite la microscop (figura 9.9 b.) prezinta celule de forma apiculata
caracteristice genului Hanseniaspora. Analizele de secventiere genomica prin
metoda PCR au confirmat apartenenta suselor codate B18, N19 si C20 la genul
Hanseniaspora, specia H.uvarum.

Trebuie precizat faptul ca susele prezentate anterior au fost prelevate la
finalul infloritului si in stadiu de maturitate deplind a bacelor, atat de pe
inflorescente si struguri, cat si din sol din stratul superficial (adancimea de 5-10
cm).
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O parte din susele selectionate din soiurile Feteascd Alba, Feteasca
Neagra si Feteasca Neagra Colectie stadiul de maturitate deplind, finalul
infloritului si lastar 5-7 cm in anul 2022 au prezentat caracteristici morfologice
asemanatoare. Tulpinile izolate codate N21, A22, A23, A24 si C25 prezinta
colonii de coloratia alb-crem, margini ntregi si suprafata mata usor mucoida in
cazul unor suse (figura 9.10 a.)

Figura 9.10 Caracterele morfologice ale suselor N21-C25 - (a) aspectul coloniei, (b) aspectul
celulei la microscop
Figure 9.10 Morphological characters of strains N21-C25 - (a) colony appearance, (b) cell
appearance under microscope
(foto originale/originl photos)

in urma identificarii prin metoda secventierii PCR cele cinci suse
analizate mai sus au fost incadrate Tn genul Solicoccozyma specia S. aeria
alaturi de celelate 11 suse selectionate in anul 2021 ce apartin tot aceleiasi
Specii.
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Susele codate N26, B27, B28 si C29 au prezentat caractere morfologice
asemenatoare respectiv: suprafata lucioasa, coloratie portocalie specifica genului
Rhodotorula (figura 9.11. a.). Comparand caracterele morfologice cu susele
izolate Tn anul 2021, aceste patru suse se pot inacadra cu usurinta in acelasi gen
cu susa B16.

celulei la microscop
Figure 9.11 Morphological characters of strains N26-C29 - (a) colony appearance, (b) cell
appearance under microscope
(foto originale/original photos)

Analizate la microscop, susele au prezentat celule de forma ovoidala
(figuranr.9.11. b))

in urma analizelor secventierii genomice, tulpinile N26-C29 au fost
incadrate Tn genul Rhodotorula specia R. glutinis.Aceasta specie in anul 2022 a
prezentat o distributie mai ridicata intre soiurile de struguri analizate comparativ
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cu anul 2021 fiind identificata atat la soiul Busuioaca de Bohotin cat si la Feteasca
Neagra si Feteasca Neagra Colectie.

Tulpinile B30, C31 si A32 izolate din soiurile Busuioacd de Bohotin,
Feteasca Neagra Colectie si Feteascd Alba la finalul infloritului respectiv
maturitatea deplind a bacelor prezinta caractere morfologice asemanatoare fiind
reprezentate prin colonii de forma rotunda, profil convex, Suprafatd lucioasa,
structurd mucilaginoasa si coloratie ce variaza de la alb pana la roz pudra in cazul
unor suse (figura 9.12. a).

b) Ik

Figura 9.12 Caracterele morfologice ale suselor B30-A32 - (a) aspectul coloniei, (b) aspectul
celulei la microscop
Figure 9.12 Morphological characters of strains B30-A32 - (a) colony appearance, (b) cell
appearance under microscope
(foto originale/original photos)

Comparand morfologia suselor mai sus mentionate cu cele izolate in
2021 observam ci acestea se pot incadra in acelasi gen cu tulpina B17. Tn urma
analizelor de secventiere ADN prin metoda PCR acest lucru s-a confirmat, toate
cele 4 suse selectionate incadrandu-se Tn genul Filobasidium specia F. floriforme.
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Tulpina A33 izolatd din probele prelevate la finalul infloritului din
inflorescentele soiului Feteascd Alba prezinta caractere morfologice diferite fata
de toate celelalte suse selectionate atat in 2022 cét si in anul precedent. Din punct
de vedere al caracteristicilor coloniilor a prezentat o coloratie roz deschis cu
suprafata lucioasa, un profil convex si forma coloniei rotunda (figura 9.13. a.)

Figura 9.13 Caracterele morfologice ale susei A33 - (a) aspectul coloniei, (b) aspectul celulei
la microscop
Figure 9.13 Morphological characters of strain A33 - (a) colony appearance, (b) cell
appearance under the microscope
(foto originale/original photos)

Celulele susei A33 vazute la microscop au prezentat forma ovoidald cu

urme de inmugurire. Rezultatele analizei secventierei ADN au incadrat aceasta
susa in genul Cystobasidium cu specia C. pinicola
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Ultima susa izolata din cel de-al doilea an de studiu a prezentat caractere
macro- si micromorfologice distincte comparativ cu celelalte suse analizate si
identificate mai sus. Tulpina B34 s-a remarcat prin colonii de coloratie alba pana
la crem deschis, suprafata lucioasa si forma rotunda (figura 9.14).

) ; i 5 | S : % :
Figura 9.14 Caracterele morfologice ale susei B34 - (a) aspectul coloniei, (b) aspectul celulei
la microscop
Figure 9.14 Morphological characters of strain B34 - (a) colony appearance, (b) cell

appearance under the microscope
(foto originale/originl photos)

Tulpina B34 a fost izolatd din soiul Busuioacad de Bohotin
probele prelevate din sol (adancimea 15-20 cm). In urma secventierii ADN si
compararea cu informatiile din baza de date genetice NCBI aceasta tulpina a fost
incadrata in genul Cryptococcus specia C. aerius.
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CONCLUZII

Concluzii generale privind rezultatele obtinute in cadrul tezei de cercetare

Tn practica viti-vinicola verigile de bazi in vederea obtinerii vinurilor de
inalta clasa sunt strugurii ce trebuie sa respecte standardele de calitate
atat tehnologic cat si din punct de vedere al starii de sanatate si levurile
selectionate din microbiota vinicola a podgoriei ce au capacitatea de a
reflecta personalitatea si tipicitatea arealului viticol.

Tn cadrul prezentei teze de doctorat rezultatele obtinute aduc contributii
semnificative Tn cunoasterea si identificarea influentei factorilor
pedoclimatici si fitosanitari asupra diversitatii si calitatii microbiotei
levuriene din cadrul arealului viticol studiat.

Administratrea tratamentelor fitosanitare in anii luati in studiu a prezentat
o influentd minora asupra diversitatii si distributiei microbiotei in sol si
pe organele vegetative ale plantatiilor influentd inregistratad in cazul
tuturor celor 4 soiuri analizate.

De asemenea activitatea de cercetare a adus in prim plan informatii
remarcabile in ceea ce priveste izolarea si selectionarea unor suse
levurene din microbiota indigend in conditiile pedoclimatice specifice
Centrului viticol Copou lasi.

Din punct de vedere al conditiilor climatice anul 2022 a inregistrat nivele
termice si pluviometrice propice atit pentru cresterea si dezvoltarea
plantatiilor viticole cat si pentru cresterea diversitatii si distributiei
levurilor.

Concluzii privind observatiile fenologice

Cunoasterea si analiza stadiilor fenologice ale vitei de vie prezintd o
importanta deosebita in tehnologia de culturd intrucat oferd informatii
privind aplicarea tratamentelor pentru combaterea bolilor si daunétorilor,
a fertilizantilor si bineinteles in calculul estimativ al calitatii si cantitatii
productiei.

In functie de variatiile climatice dintre cei doi ani luati in studiu soiurile
analizate s-au comportat diferit, declansarea fenofazelor si dinamica
dezvoltarii vitei de vie realizandu-se esalonat.
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Din punct de vedere al perioadei de vegetatie, in cazul tuturor celor 4
soiuri acestea au insumat mai multe zile de vegetatie in anul 2022
comparativ cu anul 2021. Toate cele 4 soiuri analizate au prezentat o
inflorire tardiva in al doilea an de studiu, evolutia acesteia incadrandu-se
ntr-o medie de 3 zile.

Pe parcursul celor doi ani, soiurile luate in experientd au prezentat un
decalaj de aproximativ 10 zile intre pragul de maturitate deplina din anul
2021 si cel din 2022. Aceste decalaj rdmane aproximativ constant in
valoare de la fenofaza de dezmugurit a anului 2021 respectiv 2022 si pana
la perioadele de parga si maturitate deplina a celor doi ani

Analizand cele 4 soiuri luate In experienta pe fiecare an de studiu, acestea
nu au inregistrat diferente insemnate in ceea ce priveste numarul total de
zile de vegetatie media fiind de 171 zile in anul 2021 respectiv 183 zile
n 2022.

Analizdnd dinamica evolutiei fenofazelor in anul 2022, putem
concluziona cd toate cele patru soiuri de vita de vie din cadrul
experimentului s-au adaptat cu usurintd conditiilor climatice dificile ale
anului agricol marcat de seceta la debutul in vegetatie.

Concluzii privind masuratorile biometrice realizate in camp
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In ceea ce priveste nivelul productivititii, caracteristici ce este
dependentd de marimea strugurilor, a rezultat ca soiul Feteasca alba in
conditiile anilor 2021-2022 a prezintat cel mai ridicat indice de
productiviate urmat indeaproape de soiul Busuioacd de Bohotin. Pragul
minim de productivitate I-a atins Feteasca neagra colectie, avand o medie
a productivitatii relative de numai 76,5 fiind caracterizat printr-un numar
mai mic de inflorescente pe lastar.

Procentul lastarilor fertili la soiurile luate in cercetare s-au mentinut in
acelasi interval cu exceptia soiului din colectie Feteasca Neagra, care a
prezentat o valoare procentuala scdzuta (42,5%) comparativ cu celelalte
3 soiuri (aprox. 75,5%), atat in primul an cat si in al doilea an de studiu.
Tn anii 2021-2022 cele 4 soiuri au prezentat nivele apropiate de crestere
a lastarilor in cadrul primei masuratori . Din punct de vedere al dinamicii
de crestere a celor 4 soiuri in perioada 01.06.2021-20.06.2021 Feteasca
Neagra si Feteasca Neagra Colectie au Inregistrat cresteri mai intensive
comparativ cu soiurile Busuioacd de Bohotin si Feteasca Alba.

In cazul soiurilor luate in experimentare cele mai mari cresteri ale
lastarilor indiferent de an s-au regésit la soiul Feteascd neagrd cu o medie



de 104cm urmat de Feteasca Neagra Colectie ce a insumat o medie de
102 cm.

Atat in primul an de studiu cat si in al doilea an, in perioada celor trei
masuratori rata de crestere s-a mentinut constanta la toate cele 4 soiuri
din experienta.

Concluzii privind analiza cantitativa a levurilor izolate

Tratamentul fitosanitar aplicat in fenofaza de lastar 5-7 a avut un impact
negativ asupra dezvoltarii levurilor, incarcatura levuriana din sol in cazul
celor trei adancimi de prelevare fiind inferioard comparativ cu cea
anterioara tratamentului la toate cele 4 soiuri luate in experienta.

In impartirea pe verticald a levurilor in sol se constatd ci numdirul de
microorganisme prezintd pantd descendentd invers proportionald cu
adancimea de prelevare, astfel se poate deduce cd scdderea constanta a
activititii microbiotei din straturile inferioare este caracterizatd prin
lipsa oxigenului, scaderea cantitatii de substante nutritive si bineinteles
alcalinizarea treptata a solului.

De asemenea, variatiile privind Incarcatura microbiana intre cele 4 soiuri
in diferite fenofaze de dezvoltare a plantei ne indica faptul ca microbiota
solului este dependenta de ritmul si dinamica dezvoltarii fiecarui soi de
vitd de vie in parte, corelatd bineinteles cu nivelul calitdtii solului si
conditiile climatice ale anului luat in studiu.

Diferentele semnalate intre factorii experimentali ai studiului (adadncimi
de prelevare, soiuri, fenofaze de prelevare) evidentiaza faptul ca solul
reprezintd o reald sursd microbiana bogatd si diversificatd. Numarul
levurilor ntr-un anume loc este influentat direct de cantitatea de carbon
si substante nutritive necesare dezvoltarii.

In urma rezultatelor exprimate si corelate cu factorii experimentali se
constata cd Incdrcdtura levurica din solul plantatiilor viticole in conditiile
Centrului Viticol Copou lasi este influentata de raspandirea pe verticala
a microorganismelor, soiul vitei de vie, fenofaza de dezvoltare a plantei
si nu In ultimul rand de diversele tratamente aplicate in vegetatie
culturilor viticole.

In ceea ce priveste dezvoltarea microbiotei de pe plante in anii luati in
studiu, 2021 respectiv 2022 s-a observat ca temperaturile ridicate din vara
anului 2022 si decalarea fenofazelor cu aproximativ 2 saptdmani fata de
anul precedent, au determinat o dezvoltare mai accentuatd a microbiotei
de pe plante.
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Daca punem in comparatie influenta evolutiei microbiotei din sol in cei
doi ani de studiu asupra incarcaturii levurice a plantelor putem
concluziona ci indiferent de soiul luat in studiu si de anul de prelevare,
numarul de microoganisme din sol este direct proportional cu evolutia si
dinamica dezvoltarii levurilor de pe organele vegetative ale plantei,
respectiv inflorescente, frunze si struguri.

In functie de stadiul de vegetatie si sursa din care se preleveazi probe
incarcdtura microbiand poate caracteriza plantatia viticold din punct de
vedere al calitatii si distributiei microorganismelor atat din sol cat si de
pe planta.

Concluzii privind taxonomia suselor izolate
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In urma prelucrarii genomice s-au identificat 6 tulpini de levuri ce au
prezentat diversitate atat din punct de vedere al soiurilor de struguri din
care au fost prelevate cat si din punct de vedere al sursei, a fenofazei si
al anului izolarii. Tulpinile izolate apartin genurilor Solicoccozyma,
Hanseniaspora, Rhodotorula, Filobasidium, Cystobasidium si
Cryptococcus.

Analizand numeric materialul levurian Intre unitatile sistematice speciile
izolate fac parte din doua subincrengaturi diferite: Ascomycotina cu o
singura specie reprezentdnd 16,6% din total si Basidiomycotina cu 5
specii cu aproximativ 83,4%.

Trebuie mentionat faptul cd in urma analizelor de izolare si identificare
toate tulpinile au confirmat tipicitatea levurica a arealului viticol conform
studiilor efectuate anterior prezentei teze de cercetare si toate speciile
identificate se regasesc deja in colectia de microorganisme a Universitatii
de Stiintele Vietii ,,Jon lonescu de la Brad” din lasi.

Ponderea cea mai mare o detine specia Solicoccozyma aeria cu 47,22 %
din total fiind regasita in toate fenofazele de prelevare atét in sol cét si pe
plante indiferent de anul de studiu.

Specia Rhodotorula glutinis a acumulat un numar de 5 tulpini izolate atat
din sol in fenofaza de maturitate deplina cat si pe inflorescente si bace iar
specia Filobasidium floriforme a detinut un procent de 11,7 din totalul
speciilor selectionate regédsindu-se atdt in sol cét si pe struguri la
maturitatea deplind a acestora.

Speciile Cystobasidium pinicola si Cryptococcus aeris s-au intalnit in cel
mai mic procent in arealul viticol luat Tn studiu. Tn timp ce specia genului
Cryptococcus a fost prezenta in sol la adancimea de 15-20 cm Tn fenofaza



de lastar 5-7 cm specia Cystobasidium pinicola s-a regasit la finalul
infloritului pe inflorecente.

Trebuie mentionat de altfel faptul ca din speciile regasite in stratul
superficial al solului toate s-au intalnit si pe organele vegetative ale
plantelor. Acest lucru confirma rezultatele din literatura de specialitate
conform carora levurile prezente pe struguri provin din straturile
superficiale ale solului pe parcursul desfasurarii perioadei de vegetatie
sub actiunea vectorilor (insecte, conditii climatice, etc.)

Singura specie ce a fost intalnita doar in sol la adancimea de 15-20 cm si
nu s-a regasit in probele recoltate de pe plante a fost Cryptococcus aeris
iar specia Cystobasidium pinicola nu a putut fi depistata in sol insa a fost
prezenta pe inflorescente la finalul infloritului.

Comparand anii luati in studiu, al doilea an a prezentat o diversitate atat
din punct de vedere a numarului de specii regasite cat si din punct de
vedere al distributiei acestora in sol si pe plante. Se observa o repartizare
uniforma a speciilor pe planta si sol in anul 2022 lucru ce nu se regéseste
n anul 2021.

Comparand cele 4 soiuri luate in studiu, la Busuioaca de Bohotin s-au
regasit aproape toate speciile, singura specie ce nu a fost intalnita la acest
soi fiind Cystobasidium pinicola. In ceea ce priveste specia
Solicoccozyma aeria, aceasta s-a intalnit in cazul tuturor soiurilor
atingand pragul maxim de suse izolate.

Desi la Feteasca Neagra Colectie nu s-au identificat toate cele 6 specii
acest soi a prezentat cea mai mare distributie a microbiotei atét in sol cat
si pe plante pe parcursul procesului fenologic al vitei de vie. Din punct
de vedere numeric soiul Feteascd Neagrd a insumat doar 3 suse
selectionate apartinand speciilor Hanseniaspora uvarum, Solicoccozyma
aeria respectiv Rhodotorula glutinis.

Concluzii privind caracterele morfologice ale tulpinilor izolate

Coloniile tulpinilor izolate au prezentat profil convex si plat, suprafata
lucioasd, mata si in unele cazuri aspect mucoid, coloratiile variind de la
alb pana la crem si portocaliu.

Tulpinile speciei Solicoccozyma aeria au prezentat coloratie de la alb
pind la crem-gri, suprafatd mata iar la nivel micrsocopic celulele au forma
ovoid-elipsoidala.
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Specia Hanseniaspora uvarum a fost caracterizata prin colonii cu
suprafata lucioasa si o coloratie alb-crem. Privite la microscop, celulele
levuriene au prezentat forma apiculata caracteristica genului.

Tulpinile levurice ce au prezentat exceptie de la coloratia alba au fost cele
din specia Rhodotorula glutinis fiind portocalii cu o suprafata lucioasa
usor mucilaginoasa.

In concluzie tulpinile izolate in anii de experientd din Centrul viticol
Copou lasi au prezentat diversitate atdt din punct de vedere al
caracteristicilor macro- cat si cele micromorfologice.



CONCLUSIONS

General conclusions regarding the results obtained within the research thesis

In the viticulture practice the basic links in order to obtain high-class
wines are the grapes that must comply with quality standards both
technologically and from the point of view of health and the selected
yeasts from the vineyard's wine microbiota that have the ability to reflect
the personality and typicality of the wine-growing area.

In this research thesis, the obtained results bring significant contributions
to the knowledge and identification of the influence of pedoclimatic and
phytosanitary factors on the diversity and quality of the yeast microbiota
within the studied viticultural area.

The administration of phytosanitary treatments in the studied years
influenced the diversity and distribution of the microbiota in the soil and
on the plants, recorded an negative influence for all grape varieties
analyzed.

Also, the research activity brought to the fore remarkable information
regarding the isolation and selection of some yeast strains from the
indigenous microbiota in the pedoclimatic conditions specific to the
Copou lasi vine Center.

The year 2022 recorded thermal and rainfall levels positive both for the
growth and development of wine plantations and for increasing the
diversity and distribution of yeasts.

Conclusions on phenological observations

The knowledge and analysis of the phenological stages of the vine
presents an particular importance in technology because it provides
information on the application of treatments to combat diseases and pests,
fetilizers and certainly estimation of the quality and quantity of
production.
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Depending on the climatic variations between the two studied years, the
analyzed grape varieties behaved differently, the initiation of the
phenophases and the dynamics of the vine development being staggered.
The vegetation period, in the case of all studied grape varieties totaled
more vegetations days in 2022 compared to 2021. The grape varieties
analyzed presented a late flowering in the second year of the study, its
evolution falling within an average of three days.

During the two vyears, the tested varieties presented a gap of
approximately 10 days between the threshold of ripeness stage in 2021
and that of 2022. This gap remains approximately constant from the
budding phenophase of 2021 and 2022 respectively until at the leverage
and ripeness stage of the two years .

By analyzing the four grape varieties tested in each year of the study, they
did not register significant differences in terms of the total number of days
of vegetation average being 171 days in 2021 and 183 days in 2022.

By analyzing the dynamics of the evolution of the phenophases in 2022,
we can conclude that all the grape varieties studied easily adapted to the
difficult climatic conditions of the agricultural year marked by drought at
the beginning of stages vegetation.

Conclusions regarding biometric measurements taken in the field
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Regarding productivity level, a characteristic that is dependent on the size
of the grapes, it turned out that Feteasca Alba variety in the conditions of
2021-2022 presented the highest productivity index followed closely by
Busuioaca de Bohotin variety. The minimum productivity threshold was
reached by Feteascd Neagra Colectie with an relative productivity
average of only 76,5, being characterized by a smaller number of
inflorescences per shoot.

The fertile shoots percentage in the grape varieties taken in the research
remained in the same range with exception of the Feteascd Neagra
Colectie variety, which presented a low percentage (42,5%) compared to
the other three grape varieties (approx. 75,5%), both in the first year and
in the second year of study.

In the years 2021-2022, the studied grape varieties showed similar levels
of shoot growth during the first measurement. The growth dynamics of
the analyzed grape varieties in the period 01.06.2021-20.06.2021
Feteascd Neagrd and Feteasca Neagra Colectie have registered more



intensive growth compared to the Busuioaca de Bohotin and Feteasca
Alba varieties.

In the case of the experimental varieties, the highest growth of the shoots,
regardless of the year, was found to Feteasca Neagra variety with an
average of 104 cm, followed by Feteasca Neagra Colectie, which
summed up an average of 102 cm.

Both in the first year of the study and in the second year, during the three
measurements, the growth rate remained constant to all grapes varieties
taken into study.

Conclusions regarding the quantitative analysis of isolated yeasts

The phytosanitary treatment applied in the 5-7 cm shoot phenophase had
a negative impact on yeast development, the yeast load in the soil in case
of three sampling depths being lower compared to the one before the
treatment in all grape tested varieties.

In the vertical division of the yeasts in the soil, it is found that the number
of microorganisms shows a downward slope proportional to the sampling
depth, thus it can be deduced that the constant decrease in the activity of
the microbiota in the lower layers is characterized by the lack of oxygen,
the decrease in the amount of nutrients and of course gradual
alkalinization of the soil.

Also, the variations regarding the microbial load between the four grape
varieties in the different plant’s development show us that the soil
microbiota is dependent on the rhythm and dynamics of the development
of each vine variety correlated with the level of soil quality and the
climatic conditions of the year under study.

The reported differences between the experimental factors of the study
(sampling depths, grape varieties, sampling phenophases) highlight the
fact that the soil represents a rich and diverse microbial source. The yeasts
number in a particular place is directly influenced by the amount of
carbon and nutrients required for development.

Following the results expressed and correlated with the experimental
factors, it was found that the yeast load in the soil of vineyard Copou lasi
is influenced by the vertical spread of microorganisms, the grape variety,
the phenophase of plant development and by the various treatments
applied in vegetation to wine crops.

Regarding the development of the microbiota on the plants in the years
under study, it was observed that the high temperatures in the summer
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2022 and the shift of the phenophase by approximately two weeks
compared to the previous year, determined a more pronounced
development of the microbiota on the plants.

If we compare the influence of the microbiota evolution in the soil during
the two years of study on the yeast load of the plant, we can conclude that
regardless of the variety taken in the study and the year of sampling, the
number of microorganisms in the soil is directly proportional to the
evolution and dynamics of yeast depelopment on the vegetative organs
of the plant namely inflorescences and grapes.

Depending on the stage of vegetation and the source from which samples
are taken, the microbial load can characterize the vineyard in terms of the
quality and distribution of microorganisms both in the soil and on the
plant.

Conclusions regarding isolated strains taxonomy
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Following the genomic processing, six yeast strains were identified that
showed diversity both in terms of the grape varieties and the source, the
phenophase and the year of isolation. The isolated strains belong to the
genera Solicoccozyma, Hanseniaspora, Rhodotorula, Filobasidium,
Cystobasidium and Cryptococcus.

Analyzing the yeast material between the systematic units, the isolated
species belong to two different subphylum: Ascomycotina with a single
species representing 16,6% of the total and Basidiomycotina with five
species with approximately 83,4 %.

It should be mentioned that, following the isolation and identification
analyses, all the strains confirmed the yeasts typicality of the vine area
according to the studies carried out before the research thesis and all the
identified species are already found in the microorganism collection of
the ”Ion Ionescu de la Brad” University of Life Sciences from lasi.

The largest share is held by the species Solicoccozyma aeria with 47,22
% of the total, being found in all sampling phenophases both in soil and
on plants regardless of the study year.

The species Rhodotorula glutinis accumulated a number of five isolated
strains both from the soil in the phenophase of full maturity and on the
inflorescences and grapes and the species Filobasidium floriforme had a
percentage of 11,7% of the total selected species found both in the soil
and on grapes at their ripeness



The species Cystobasidium pinicola and Cryptococcus aeris were found
in the lowest percentage in the vineyard area studied. While the species
of the genus Cryptococcus was present in the soil at the depth of 15-20
cm in the shoot phenophase 5-7 cm, the species Cystobasidium pinicola
was found at the end of flowering on the inflorescences.

It should also be mentioned that all the species found in the surface layer
of the soil, were also found on the vegetative organs of the plants. This
confirms the results from the sresearch literature according to which the
yeasts present on grapes come from the superficial layers of the soil
during the vegetation period under the action of vectors (insects, climatic
conditions, etc.)

The only species that was found only in the soil at a depth of 15-20 cm
and was not found in the samples collected from plants was Cryptococcus
aeris and the species Cystobasidium pinicola could not be detected in the
soil but was present on the inflorescences at the end of flowering.
Comparing the studied years, the second year presented a diversity both
of the number of species found and of their distribution in the soil and on
plants. A uniform distribution of species on plant and soil is observed in
2022, something that is not found in 2021.

Comparing the four studied varieties, almost all species were found at
Busuioaca de Bohatin, the only species that was not found in this variety
being Cystobasidium pinicola. As for the species Solicoccozyma aeria, it
was found in all varieties reaching the maximum threshold of isolated
strains.

Although not all six species were identified at Feteasca Neagra Colectie,
this variety presented the highest distribution of microbiota both in soil
and on plants during the phenological process of the vine.The Feteasca
Neagra variety summed up only three selected strains belonging to the
species Hanseniaspora uvarum, Solicoccozyma aeria and Rhodotorula
glutinis.

Conclusions regarding the morphological characters of the isolated strains

Colonies of the isolated strains showed convex and flat profile, glossy,
matte surface and in some cases mucoid appearance, colors ranging from
white to cream and orange.
The strains of the species Solicoccozyma aeria showed a coloration from
white to cream-gray, matte surface, and microscopically, the cells have
an ovoid-ellipsoidal shape.
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The species Hanseniaspora uvarum was characterized by colonies with
a glossy surface and a cream-white coloration. Viewed under a
microscope, the yeast cells showed the characteristic apiculate shape of
the genus.

The yeast strains that showed an exception to the white coloration were
those from the Rhodotorula glutinis species, being orange with a slightly
mucilaginous glossy surface.

In conclusion, the strains isolated during the years of experience from the
vineyard Iasi presented diversity both in terms of macro- and
micromorphological characteristics.
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Anexa nr. 3

Secventa Cryptococcus aerius

AAGGATCATTAGTGAATTAAACATGCTTGGTGTCTTCGCTTCGGCAAGGCCCTTGCTTAACTCACATCCCAACACCTGTG
AACTGTAAGGCGCATGACTAGGTTCGCCCAAGTCATCGTCTGCCCTTTTTAACAAACAATTAATGTAACAAACGTAGTCT
TATTATAACCTAATAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTA
ATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCTTTGGTATTCCGAAGAGCATGCCTGT
TTGAGTGTCATGAAAATATCAACCTTGACTTGGGTTTTGTGCTCTAGTCTCGGCTTGGAATTGGGTGCTTGCCGCTTTTA
CGAGCGGCTCACCTTAAATGTATTAGCTGGATCTGTCTTTGAGACTTGGTTTGACTTGGCGTAATAAGTATTTCGCTAAG
GACATTCTTCGGAGTGGCCTCGTTTCTAGGACGCTTGTCCGCTTTCCAATACAAGTTCCACCTTGTGGACATGACTTTTT
ATTATCTGGCCTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAA

Secventi Cystobasidium pinicola

AAGGATCATTAATGAATTTTAGGACTCTCTTTTTAGAGGTCCGACCCTTTCATTTCCTTACACTGTGCACACACTTCTTT
TCACACATTTTAACACTATAGTATAAGAATGTAACAGTCTCTTTATTGAGCATAAATAAAAATAAAACTTTCAGCAACGG
ATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAATTGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGA
ATCTTTGAACGCACCTTGCACTCTTTGGTATTCCGAAGAGTATGTCTGTTTGAGTGTCATGAAACTCTCAACCCCCCTAT
TTTGTAATGAGATGGGCGTGGGCTTGGATTATGACTGCTGTCGGCGTAATTGCCGGCTCAGTTGAAATACACGAGCAACC
CATTTGAAATAAACGGCTTGACTCGGCGTAATAATTATTTCGCTGAGGACGTTTTCTTCAAAAGTAAGAGGTGCTTCTAA
TGCGCTTTTATAGCATTTATATTTTAGACCTCAAATCAGTCAGGACTACCCGCTGAACTTAA
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Secventa Filobasidium floriforme

AAGGATCATTAATGAATAAAGGTATCACGCCTCACGGCTGTGTGTTGGATCATTGTGCAATAGTCTTTGATCCACTTCCT
ATCATATCCATAACACCTGTGCACTGTTGGATGCTTGCATCCACTTTTAAACTAAACATTATTGTAACAAATGTAGTCTT
ATTATAACATAATAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAA
TGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAGGAGCATGCCTGTT
TGAGTGTCATGAAACCCTCAAACCCAAGTTTTGGATTTCGATCCATGCTTGAGTTTGGATTTGGATGTTTGCCGGTGATG
AACCGACTCATCTTAAAAGTATTAGCTTGGATCTGTCTATATGACTGGTTTGACTTGGCATAATAAGTATTTTGCTGAGG
ACATCTTCGGATGGCCAGGACCTAGACTACTGTCTGCTAACTAAACCATCACTTTAAGTGCATCTTTGGATGTTACTCAT
TGTGTAACTTTGACATCTGGCCTCAAATCAAGTAGGACTACCCGCTGAACTTAA

Secventa Hanseniaspora uvarum

AAGGATCATTAGATTGAATTATCATTGTTGCTCGAGTTCTTGTTTAGATCTTTTACAATAATGTGTATCTTTATTGAAGA
TGTGCGCTTAATTGCGCTGCTTCTTTAGAGTGTCGCAGTAGAAGTAGTCTTGCTTGAATCTCAGTCAACGCTACACACAT
TGGAGTTTTTTACTTTAATTTAATTCTTTCTGCTTTGAATCGAAAGGTTCAAGGCAAAAAACAAACACAAACAATTTTAT
TTTATTATAATTTTTTAAACTAAACCAAAATTCCTAACGGAAATTTTAAAATAATTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCT
TGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAATTGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGATACTCGTGAATCATTGAATTTTT
GAACGCACATTGCGCCCTTGAGCATTCTCAGGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCCTTCTCAAAAGATAATTTATTAT
TTTTTGGTTGTGGGCGATACTCAGGGTTAGCTTGAAATTGGAGACTGTTTCAGTCTTTTTTAATTCAACACTTAGCTTCT
TTGGAGACGCTGTTCTCGCTGTGATGTATTTATGGATTTATTCGTTTTACTTTACAAGGGAAATGGTAACGTACCTTAGG
CAAAGGGTTGCTTTTAATATTCATCAAGTTTGACCTCAAATCAGGTAGGATTACCCGCTGAACTTAA
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Secventa Rhodotorula glutinis

AAGGATCATTAGTGAATCTAGGACGTCCAACTTAACTTGGAGTCCGAACTCTCACTTTCTAACCCTGTGCATCTGTTAAT
TGGAATAGTAGCTCTTCGGAGTGAACCACCATTCACTTATAAAACACAAAGTCTATGAATGTATACAAATTTATAACAAA
ACAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCA
GAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATG
AAATCTTCAACCCACCTCTTTCTTAGTGAATCTGGTGGTGCTTGGTTTCTGAGCGCTGCTCTGCTTCGGCTTAGCTCGTT
CGTAATGCATTAGCATCCGCAACCGAACTTCGGATTGACTTGGCGTAATAGACTATTCGCTGAGGATTCTAGTTTACTAG
AGCCGAGTTGGGTTAAAGGAAGCTCCTAATCCTAAAGTCTATTTTTTGATTAGATCTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCT
GAACTTAA

Secventa Solicoccozyma aeria

GGATCATTAGTGAATTAAACATGCTTGGTGTCTTCGCTTCGGCAAGGCCCTTGCTTAACTCACATCCCAACACCTGTGAA
CTGTAAGGCGCATGACTAGGTTCGCCCAAGTCATCGTCTGCCCTTTTTAACAAACAATTAATGTAACAAACGTAGTCTTA
TTATAACCTAATAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAAT
GTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCTTTGGTATTCCGAAGAGCATGCCTGTTT
GAGTGTCATGAAAATATCAACCTTGACTTGGGTTTTGTGCTCTAGTCTCGGCTTGGAATTGGGTGCTTGCCGCTTTTACG
AGCGGCTCACCTTAAATGTATTAGCTGGATCTGTCTTTGAGACTTGGTTTGACTTGGCGTAATAAGTATTTCGCTAAGGA
CATTCTTCGGAGTGGCCTCGTTTCTAGGACGCTTGTCCGCTTTCCAATACAAGTTCCACCTCGTGGACATGACTTTTTAT
TATCTGGCCTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAAC
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