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Agar

INTRODUCERE

Biotehnologiile vegetale reprezinta una din principalele realizdri ale stiintei i tehnicii
secolului XX, cu un rol deosebit in dezvoltarea agriculturii §i horticulturii moderne.

Micropropagarea in vitro este ramura biotehnologiei vegetale care reprezintd un
ansamblu de metode de inmultire a plantelor prin utilizarea culturilor in vitro de celule, tesuturi
si organe vegetale. Utilizarea acestei tehnici permite sporirea considerabild a randamentului la
nmultire a diferitelor specii, fiind totodata si o metoda de eliberare de agentii patogeni din
materialul saditor.

Micropropagarea este un instrument cu un potential imens pentru conservarea
biodiversitatii, prin utilizarea culturilor in vitro se pot inmulti multe specii rare, protejate, de
exemplu specii endemice de Dianthus (Cristea, 2010) si, de asemenea, specii si soiuri de plante
de cultura care sunt putin utilizate §i se afld pe cale de disparitie. Micropropagarea are o
deosebitda importantd in domeniul ameliorarii plantelor, culturile in vitro sunt indispensabile
pentru domeniul ingineriei genetice vegetale.

Dezvoltarea unor protocoale eficiente de inmultire prin culturi in vitro a speciilor
pomicole, mai ales a celor cu dificultati la inmultirea clasica, pot sprijini dezvoltarea industriei
pepinieristice in Romania pentru a produce material saditor la standarde europene, in contextul
necesitatii reconversiei in plantatiile pomicole.

Cultivarea pe scard mai largd a arbustilor fructiferi si mai ales a speciilor mai putin
cultivate abordate in cadrul acestei lucrari si anume: Amelanchier canadensis — Fam. Rosaceae ,
Lonicera kamtschatica — Fam. Caprifoliaceae, Lycium barbarum — Fam. Solanaceae, Rubus
fruticosus — Fam. Rosaceae, Vaccinium macrocarpon — Fam. Ericaceae este motivata in special
de importanta alimentara a acestora, datorata continutului mare de vitamine, saruri minerale,
antioxidanti dar si de rezistenta unora (amelanchier, goji si mai ales lonicera) la temperaturi
foarte scazute precum si capacitatea lor de a valorifica terenuri mai slab productive.

In acest context, teza de doctorat “Optimizarea tehnicilor de micropropagare « in
Vitro » a unor soiuri de arbusti fructiferi si ornamentali” abordeaza aspecte privind modul in
care se preteaza la inmultirea in vitro cele cinci specii de arbusti fructiferi si ornamentali, cu
scopul de a elabora protocoale eficiente de micropropagare, utile pentru producerea de material
saditor.

Elaborarea unor protocoale optime in vederea obtinerii unei eficiente ridicate la
micropropagarea acestor specii, prin stimularea ratei de multiplicare, imbunatatirea procesului de
rizogeneza in Vvitro si/sau ex vitro si a tehnicilor de aclimatizare concomitent cu mentinerea
uniformitatii genetice a plantelor micropropagate, este justificatd atat din punct de vedere
stiintific cat si din punct de vedere economic.

Din punct de vedere stiintific lucrarea aduce date noi in literatura de specialitate prin
studiile de micropropagare ale acestor specii. Metodele de aclimatizare aplicate, respectiv
aclimatizarea in hidroculturd prin flotatie (“float hydroponics™) si aclimatizarea in perlit flotant
sunt, de asemnea, un element de noutate si originalitate in domeniu. Din punct de vedere
economic lucrarea furnizeazd cinci protocoale eficiente care pot fi aplicate cu succes in
pepinierele pomicole dotate cu laboratoare de culturi in vitro, in vederea producerii de material
saditor containerizat.

Structura lucririi. Lucrarea contine 275 pagini fiind redactata in 9 capitole structurate
in doua parti:
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Prima parte cuprinde 55 de pagini si sintetizeaza aspecte privind stadiul actual al
cercetarilor din domeniul micropropagarii cu referire exacta la inmultirea in vitro a specii de
arbusti fructiferi si ornamentali care fac obiectul de studiu al acestei lucrari.

Partea a Il-a a tezei, extinsd pe 185 pagini, cuprinde cercetarile proprii, respectiv:
obiectivele urmdrite, materialele si metodele de cercetare utilizate, rezultatele obtinute si
discutiile aferente, precum si concluziile §i recomandarile rezultate in urma efectuarii studiului.

I. SCOPUL SI OBIECTIVELE CERCETARILOR

Scopul cercetarilor a fost de a elabora protocoale optime in vederea obtinerii unei
eficiente ridicate la micropropagarea unor noi soiuri de arbusti fructiferi si ornamentali din
genurile Amelanchier, Lonicera, Lycium, Rubus si Vaccinium, prin stimularea ratei de
multiplicare, imbunatatirea procesului de rizogeneza in Vitro si/sau ex vitro si a tehnicilor de
aclimatizare concomitent cu mentinerea uniformitatii genetice a plantelor micropropagate.

Tn acest sens s-a urmirit crearea de tehnologii optimizate de multiplicare in vitro bazate
pe metode simple, accesibile, eficiente, utilizate in prezent pe scara largd in domeniul
micropropagarii, respectiv minibutasirea in vitro prin utilizarea de fragmente de lastari cu mai
multi muguri axilari.

Obiective urmarite

Pentru realizarea scopului propus, prin cercetdrile intreprinse au fost abordate
urmatoarele obiective:

e stabilirea tipurilor de explante pentru cultura in vitro a speciilor studiate, atit pentru
fazele de initiere si multiplicare in vitro cit si pentru cea de inradacinare in vitro;

e stabilirea mediilor bazale si a diverselor combinatii de hormoni pentru cultura in vitro a
acestor specii pentru etapele de initiere, multiplicare si rizogeneza in Vitro;

e testarea unor agenti de gelificare noi pentru diferitele medii de cultura;

e studiul fazei de rizogeneza ex Vitro si aclimatizare ex Vitro in substraturi solide (turba,
perlit etc.);

e testarea tehnicilor de aclimatizare ex vitro in hidrocultura, a metodei “float hydroponics”
si a metodei de inradacinare directda ex Vitro si aclimatizare in perlit flotant la speciile
luate n studiu;

e elaborarea de protocoale eficiente de micropropagare in vitro pentru cele cinci specii de
arbusti, de care sd beneficieze producatorii de material sdditor pomicol.

Motivarea alegerii temei de cercetare

Alegerea temei de cercetare Optimizarea tehnicilor de micropropagare in vitro a unor
soiuri de arbusti fructiferi §i ornamentali a fost motivata in primul rand de faptul ca
micropropagarea speciilor luate in studiu este mai putin prezentatd in literatura de specialitate,
speciile fiind, de asemenea, recent introduse in culturd atat la noi in tara cat si in unele tari din
Europa.

Aceste specii se remarca atat prin valoarea lor alimentara datoritd continutului mare de
vitamine, sdruri minerale §i antioxidanti dar si printr-o rezistenta ridicatd atat la temperaturile
scazute din anotimpurile reci cat si la cele ridicate din cursul verii, valorificad, de asemenea, si
solurile mai putin fertile.

Avand in vedere faptul cd aceste specii sunt mai putin cultivate in prezent, dificultatea
producerii de material sdditor poate fi un impediment pentru infiintarea de plantatii comerciale.

In acest context, elaborarea unor protocoale eficiente pentru producerea de material
saditor prin micropropagare la aceste specii va permite introducerea rapida in cultura a somurilor
nou create sau cerute pe piatd. Pe de altd parte, importanta stiintifica a temei de cercetare
abordate constd in dobandirea de noi cunostinte morfologice, anatomice, fiziologice referitoare
la comportamentul speciilor studiate in cultura in vitro si in faza de inradacinare si aclimatizare
ex vitro.
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Il. CONSIDERATII TEORETICE
2.1. Scurt istoric al culturilor in vitro de explante vegetale si al micropropagarii

Acest subcapitol prezinta, cronologic, evolutia cercetarilor din domeniu, remarcandu-se
faptul ca, primele cercetari in domeniul culturilor in vitro de tesuturi si organe vegetale au fost
efectuate in secolul al XIX-lea, cand unii botanisti au incercat sa cultive embrioni §i tesuturi
vegetale, sursa lor de inspiratie fiind culturile in vitro de microorganisme ale lui Louis Pasteur
(Gautheret, 1937). Gautheret scric despre cercetatorii Van Tieghen (1878), Brown si Morris
(1890), Hanning (1904), Buckner si Kastle (1917), Andronescu (1917), Dietrich (1924),
Esenbeck si Suessenguth (1925) si White (1932), care au izolat si cultivat embrioni imaturi,
uneori obtinand o crestere considerabila (Gautheret, 1937).

Este de remarcat cd in anii '30, in Romania, la Universitatea din Cluj, Solacolu si
Constantinescu (citati de Gautheret si de Shi-Tao Yie si Jui-Sen Yang) au efectuat culturi in vitro
de embrioni maturi din seminte negerminate (Gautheret 1937, 1957). De asemenea, prima
lucrare din lista bibliograficd din cartea lui Gautheret din 1937 este cea a lui Craciun, de
asemenea cercetator de origine romana. Deci, cercetatorii romani au activat in domeniul
culturilor in vitro de explante vegetale inca din perioada interbelica si chiar in timpul Primului
Rédzboi Mondial.

Utilizarea tehnicilor de cultura in vitro pentru producerea de material saditor debuteaza in
1922, cand Lewis Knudson a reusit germinatia asimbioticd a semintelor de orhidee pe un mediu
nutritiv compus din apa, sdruri minerale, zahdr si solidificat cu agar. Descoperirea lui Knudson a
dus la posibilitatea producerii masive, la un pret relativ scdzut, a orhideelor, prin tehnica
germinatiei in vitro, care este mai ieftina decat germinatia simbiotica. Mediul nutritiv Knudson C
este utilizat s1 comercializat i in prezent.

In 1962 Toshio Murashige si Folke Skoog au publicat reteta unui mediu nutritiv
optimizat pentru cultura in vitro a tesuturilor de Nicotiana tabacum (Murashige si Skoog, 1962),
care s-a dovedit a fi foarte potrivit pentru cultura si multiplicarea in vitro la 0 mare varietate de
specii. In prezent acest mediu nutritiv este utilizat in majoritatea laboratoarelor de
micropropagare, fiind adecvat pentru enorm de multe specii ierboase si unele specii lemnoase.
Mediul nutritiv Murashige & Skoog (MS) a facut posibild aparitia si dezvoltarea micropropagarii
la scara industriala a speciilor horticole.

Ulterior, o serie de cercetatori au pus la punct diverse medii nutritive pentru inmultirea in
vitro a unor specii lemnoase: Prunus (Quoirin si Lepoivre, 1977), azalee (Anderson, 1978),
Kalmia latifolia (Lloyd s1 McCown, 1981), nuc (Driver si Kunyuki, 1984).

2.2. Stadiul actual al cercetarilor privind inmultirea in vitro a unor specii de arbusti
fructiferi si ornamentali

In cele cinci subcapitole sunt prezentate, pentru fiecare specie luati in studiu, cercetirile
de micropropagare efectuate si publicate de divesi cercetdtori din tara si strainatate.

Micropropagarea la Amelanchier sp. a fost abordata de un numar mic de cercetatori. La
Amelanchier laevis s-a reusit multiplicarea in vitro pe medii cu BAP si ANA utilizind muguri
apicali ca si1 explante, obtindndu-se rate de proliferare de ordinul zecilor de lastari/explant.
Lastarii au fost inradacinati in vitro pe medii cu AIB (Lineberger, 1981).

La Amelanchier grandiflora, soiul Princess Diana au fost testate diverse tipuri de vase de
culturd si sisteme de culturd. Bioreactoarele cu imersie temporard au dat cele mai bune rezultate
privind numarul de lastari/plantula, biomasa plantulelor si lungimea lastarilor (Krueger si colab.,
1991).

La Amelanchier alnifolia, soiurile Northline, Pembina, Smoky si Thiessen, Pruski si
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colaboratorii (1990) au testat diverse medii bazale pentru initiere, obtindnd rezultate optime cu
MS. Au testat BAP ca si regulator de crestere, obtindnd rezultate optime privind proliferarea in
Vitro si calitatea plantulelor la concentratii apropiate de 2 mg/1.

Micropropagarea in vitro la Lonicera sp.

Din lucrarile prezentate rezulta ca speciile de Lonicera si in special L. kamtschatica
reprezinta o provocare pentru domeniul micropropagarii, datorita ratelor de proliferare relativ
scazute, a lastarilor relativ scurti, a unor efecte nedorite (necroza a apexurilor, hiperhidricitate in
cazul utilizarii unor concentratii mai ridicate de BAP in scopul stimularii proliferarii in vitro),
ceea ce necesita optimizarea in continuare a tehnologiilor de micropropagare la aceasta specie.

Micropropagarea la Goji (Lycium barbarum) reprezinta o reala provocare pentru ca nu
s-au gasit in literatura de specialitate lucrari privind multiplicarea in vitro la aceasta specie prin
procedee clasice de minibutasire prin culturi de fragmente de lastari.

Culturile in vitro au fost initiate utilizand seminte. S-a realizat regenerarea de lastari din
explante foliare prin organogeneza directd (Hu si colab., 2001) si embriogeneza somatica via
calus pornind de la explante radiculare (Hu si colab., 2008).

Micropropagarea la mur (Rubus fruticosus.) a fost studiata de diversi cercetatori din
tard si striinitate. In general, pentru multiplicare au fost utilizate mai ales variante de mediu
nutritiv MS cu regulatori de crestere, in special BAP la diverse concentratii, in general 1-3 mg/I,
auxine (AIB sau ANA) la concentratii mici si GAs. Pentru inradacinare s-au testat de obicei
medii nutritive cu auxine (in special AIB) sau fara regulatori de crestere (Bobrowski si
colab.,1996; Erig si colab., 2002; Najaf-Abadi si Hamidoghli, 2009; Ruzi¢ si Lazi¢, 2006; Villa
si colab., 2006, 2009). La specia Rubus laciniatus, soiul Thornless Evergreen pentru multiplicare
in vitro s-au utilizat concentratii de BAP sub 1 mg/l, farda auxine, obtindndu-se rate de
multiplicare foarte mari (Fira si colab., 2009, a, b; Fira si colab., 2010).

Lastarii de mur regenerati in faza de multiplicare pot fi inradacinati direct ex vitro (Botéar
si Székely, 1985; Mihalache, 1996; Lepse si Laugale, 2009), in turba si perlit. La soiul de mur
Gazda citochinina CPPU a dat rezultate optime in faza de multiplicare, lastarii fiind ulterior
inradacinati direct ex vitro in pastile Jiffy7 (Vescan si colab., 2012).

La soiurile de mur Thornless Evergreen si Loch Ness s-a reusit inradacinarea direct ex
vitro in hidrocultura, utilizandu-se apa de robinet ca si substrat de inradacinare (Fira si colab.,
2010, 2011).

Micropropagarea unor specii de Vaccinium a necesitat utilizarea de medii nutritive
speciale, puse la punct pentru inmultirea in vitro a ericaceelor (WPM, Economou & Read,
Anderson, Zimmermann & Broome) si citochinine mai neobisnuite (zeatina, 2-1p, TDZ).

Debnath (2011) a pus la punct un protocol eficient de micropropagare la trei genotipuri
de afin cu tufd joasa (Vaccinium angustifolium) pe mediu solid si pe medii lichide, in
bioreactoare RITA cu imersiune temporara automata.

Marcotrigiano si McGlew (1993) au realizat micropropagarea la Vaccinium macrocarpon
in doar doua faze: 1) faza de initiere-multiplicare, in care au indus proliferare abundentda de
lastari pe medii cu concentratii ridicate de 2-Ip si concentratii scazute de auxine si 2) faza de
inradacinare ex Vitro si aclimatizare, in care lastarii regenerati in vitro au fost inradacinati ex
vitro Tn diverse substraturi.

2.3.Tehnici speciale utilizate in micropropagare

Tn acest subcapitol sunt descrise unele tehnici speciale utilizate in micropropagare cum ar
fi: utilizarea bioreactoarelor in micropropagare, utilizarea mediilor lichide statice cu sau fara
suport mecanic, sterilizarea chimica a mediilor de cultura fara autoclavare si sterilizarea in
cuptorul cu microunde, folosirea unor agenti de gelificare alternativi, folosirea unor fertilizanti

eyt

conservare in vitro, tehnici speciale de aclimatizare sau rolul roboticii in micropropagare.
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Specialistii de la CIRAD au pus la punct sistemul RITA (Recipient & Immersion
Temporaire Automatique sau “Recipientul cu Imersie Temporara Automata”) un sistem relativ
complex alcatuit dintr-un numar variabil de bioreactoare de plastic, vase rigide de mici
dimensiuni, conectate prin tuburi la un sistem automat de alimentare cu aer comprimat.

Sistemul SETIS produs in Belgia si bioreactoarul Plantform se bazeaza pe utilizarea de
flacoane de material plastic de dimensiuni mai mari si opereaza dupa principiul imersiei
temporare automate, similar cu sistemul RITA.

Mediile lichide statice au dat rezultate bune la germinatia semintelor si cresterea
plantulelor la orhideea Doritaenopsis (Tsai si Chu, 2008), micropropagarea speciilor Picrorhiza
kurroa (Sood si Chauhan, 2009), Stevia rebaudiana (Kalpana si colab., 2009).

Teixeira si colaboratorii (2006) au testat hipocloritul de sodiu ca si sterilizant pentru
mediile nutritive, la Ananas comosus. Mediile cu clor activ de minimum 0,0003 % au dat
procent de contaminare zero si o rata de proliferare optima, de 13,4, la martorul autoclavat
aceasta fiind de doar 6,6. Cardoso si da Silva (2012) au testat sterilizarea chimica a mediilor
nutritive folosind bioxid de clor, la specia Gerbera jamesonii, in faza de multiplicare
contaminarea fiind zero, iar varianta cu 0,0050 % bioxid de clor a dat rezultate optime privind
rata de multiplicare.

Robotii sunt utilizati in prezent la firma Vitroplus pentru manipularea plantulelor de
feriga. Robotul de tip Pic-0-Mat se foloseste pentru transferul din faza de multiplicare in faza de
inradacinare in vitro in cadrul tehnologiilor Vitrotray si Vitroplug sau pentru transferul ex vitro in
faza de aclimatizare.

Cercetari cu o deosebitd importantd practica pentru micropropagare, vizand utilizarea
unor agenti de gelificare alternativi, sunt legate de numele cercetétorilor indieni Shashi Babbar si
Ruchi Jain (Jain si Babbar 2002, 2011), ei obtinand rezultate foarte bune cu produsul Isubgol
(tarate de Psyllium) si guma guar la specia de orhidee Dendrobium chrysotoxum.

Unii cercetatori au testat tehnici noi, neobisnuite, de aclimatizare ex vitro. La Curcuma
longa s-a realizat aclimatizarea ex vitro in vase cu solutie hidroponicd Hoagland, umiditatea
aerului fiind mentinuta la valori ridicate (Zapata si colab., 2003).

La SCDP Cluj au fost elaborate mai multe tehnici de aclimatizare noi, radical diferite
prin faptul ca nu necesita aer cu umiditate ridicatd. Una din noile metode se bazeaza pe cultura
plantelor in vase cu apa (Fira si Clapa 2009) alta se bazeaza pe cultura plantulelor in placi
alveolare puse sa pluteasca pe suprafata unor minibazine cu apd, iar a treia consta in cultura
lastarilor neinradacinati sau a plantulelor inradacinate, intr-un strat de perlit care pluteste pe
suprafata apei din bazin (Clapa si colab., 2013).

2.4. Importanta practica, avantajele si dezavantajele micropropagarii

Importanta micropropagarii si principalele sale avantaje comparativ cu multiplicarea
vegetativa clasica sunt (dupa Cachita - Cosma, 1987; Stanica si colab., 2002) :

- Posibilitatea de a obtine plante libere de agenti patogeni, in special viroze, prin culturi de
meristeme;

- Eficacitatea si productivitatea imensd, inegalabila in prezent, datoritd ratelor de
multiplicare imense, in progresie geometrica, in mai multe cicluri pe an;

- Potentialul rol in ameliorarea plantelor, datorita faptului cd o selectie valoroasa poate fi
multiplicatd extrem de rapid si introdusa in cultura la scard mare;

- Nu este dependenta de anotimp si de intemperii, datoritd faptului ca se realizeaza in
incinte cu climat controlat;

- Se face economie de spatiu;

- Ofera posibilitatea conservarii unor genotipuri valoroase in spatii mici;

- Usurinta transportului unei cantitati mari de germoplasma independent de masurile de
carantina fitosanitara;
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- Ofera posibilitatea multiplicarii eficiente la unele specii la care multiplicarea prin metode
traditionale este dificild sau neeconomica;

- Ofera o posibilitate reala pentru a salva i inmulti specii de plante rare.

Micropropagarea are si unele dezavantaje:

- Este mai complicata §i mai sofisticatd decat metodele traditionale si necesitd pregatire
speciala;

- Costurile initiale pentru realizarea unei unitati de micropropagare sunt relativ mari;

- Este nevoie de aparatura, utilaje si echipamente speciale, precum si de substante chimice
costisitoare si de puritate ridicata;

- Existd pericolul invadarii pietei cu soiuri si specii care sunt “la moda” sau care sunt usor
de Tnmultit in vitro, in detrimentul altor specii si soiuri.

In afard de acestea, micropropagarea prezinta toate avantajele si dezavantajele producerii de
material sdditor containerizat, deoarece in marea majoritate a cazurilor produsul final, plantele
inmultite prin micropropagare se prezinta ca $i material saditor containerizat (plantat la ghiveci).
Acestea sunt (dupa Stanica si colab., 2002):

- Tehnicile culturale permit mecanizarea si standardizarea lucrarilor;

- Plantele sunt mai usor de manevrat comparativ cu cele cultivate in solul din cdmp, nu

trebuie scoase din pamant cu ocazia transplantarii sau livrarii;

- Plantele containerizate pot fi transportate, vandute, livrate si plantate pe tot parcursul
anului, cu exceptia perioadelor foarte reci sau foarte calde;

- Valorificarea mai buna a terenului datorita densitatii foarte mari a plantelor pe unitatea de
suprafatd;

- Radacinile plantelor containerizate sunt bine dezvoltate, forméind o retea relativ densa in
balotul de pamant din container, ceea ce asigura un procent foarte mare de prindere, de
aproape 100 %;

- Se elimind necesitatea stratificarii sau a depozitdrii in conditii speciale, prin stratificare
sau ingropare.

2.5. Particularitati biologice si importanta culturii speciilor de arbusti luate in studiu

Speciile de Amelanchier (Fam. Rosaceae, subfam. Maloideae) sunt ornamentale prin
florile albe, marunte, aparute primavara devreme si frunzele frumos colorate toamna. Majoritatea
speciilor sunt originare din America de Nord. Produc de asemenea fructe comestibile, gustoase.
Acestea sunt bogate in vitamina C, minerale si antioxidanti in special antociani (Jurikova si
colab., 2012).

Lonicera kamtschatica (Fam. Caprifoliaceae) provine din nordul Siberiei si Peninsula
Kamceatka. Este o specie extrem de rezistentd la ger. Fructele de Lonicera contin cantitati
insemnate de vitamine si compusi fenolici cu rol antioxidant (Palikova si colab., 2008;
Malodobry si colab., 2010), extractele de fructe avand capacitate mare de a neutraliza radicalii
liberi (Rop si colab., 2011).

Lycium barbarum (Fam. Solanaceae) are rol medicinal. Scoarta radacinii de Lycium
barbarum contine kukoamina (Funayama si colab., 1995), care are efect hipotensiv.

Murul (Fam. Rosaceae, subfam. Rosoideae sau Ruboideae) are importanta alimentara
foarte mare datoritd fructelor bogate in antociani, taninuri (Lee si colab., 2012) si vitamine.
Acestea contin cantitdti mult mai mari de vitamina C ca si afinele sau merele (The Vitamin C
Foundation, 2013) dar sunt depasite de unele legume.

Soiul de mur Loch Ness este unul din cele mai bune din lume. S-a constatat ca fructele au
o aroma deosebitd si sunt de foarte buna calitate, soiul este foarte productiv, fiind pe locul 3 in
ceea ce priveste producta/plantd dupa soiurile Chester Thornless si Black Satin, are fructe foarte
mari, fiind pe locul trei dupa Black Butte si Karaka Black (Wojcik-Seliga si Wojcik-Gront,
2013) conform unor cercetari in care s-a testat un numar mare de soiuri.
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La merisor (Vaccinium macrocarpon, Fam. Ericaceae) se remarca de asemenea cantitatea
mare de polifenoli, in comparatie cu alte alimente solide sau lichide. Astfel, la sucul de merisor
concentratia de polifenoli este cu cca 4 mai mare decat la mustul din struguri sau vinul rosu
(The Cranberry Institute, 2013). Fructele de Vaccinium macrocarpon au efect bacteriostatic si
bactericid. Extractul de fructe a avut efect bactericid asupra lui Escherichia coli in carnea tocata
(Wu si colab., 2009).

I11. MATERIAL SI METODE DE CERCETARE

Acest capitol, prin cele sapte subcapitole ale sale, descrie speciile si soiurile studiate,
conditiile de cultura, procedurile generale din etapele de micropropagare comune celor cinci
specii precum si procedurile specifice pentru fiecare specie in parte in fazele de intiere a
culturilor in vitro, stabilizarea culturilor in vitro, multiplicarea, inradacinarea si aclimatizarea.

Experimentele s-au desfasurat in perioada 2010-2013 in cadrul Laboratorului de culturi
in vitro al Statiunii de Cercetare Dezvoltare pentru Pomicultura Clu;.

Materialul biologic investigat este reprezentat de 6 soiuri din 5 specii de arbusti fructiferi
dupa cum urmeaza:

- Amelanchier canadensis — Fam. Rosaceae - soiul Rainbow Pillar.

« Lonicera kamtschatica — Fam. Caprifoliaceae - soiurile Duet si Atut
« Lycium barbarum — Fam. Solanaceae - soiul Ning Xia N1.

« Rubus fruticosus — Fam. Rosaceae - soiul Loch Ness

« Vaccinium macrocarpon — Fam. Ericaceae - soiul Pilgrim.

3.2.Proceduri generale comune utilizate pentru toate speciile studiate

Mediile nutritive utilizate au fost mediul Murashige & Skoog 1962 (MS) modificat
(Tabelul 1) pentru Amelanchier canadensis, Lonicera kamtschatica, Lycium barbarum si Rubus
fruticosus si Woody Plant Medium, dupa Lloyd si McCown (WPM) modificat. pentru
Vaccinium macrocarpon (Tabelul 2).

Tabelul 1. Compozitia mediului bazal MS modificat

MSa MSa/2™ MSs MSsq
Componenta Concentratia Concentratia Concentratia Concentratia
Macroelemente concentratie concentratie la concentratie
MS intreaga jumatate intreaga
Microelemente MS  concentratie concentratie concentratie concentratie

intreaga intreaga intreaga intreaga

FeNaEDTA 36,7 mg/l 36,7 mg/l 36,7 mg/l -
FeNaEDDHA - - - - 100 mg/I
(Sequestrene 138)
Myo-inozitol 100 mg/I 100 mg/I 100 mg/I 100 mg/I
Vitamina B1 1 mg/l 1 mg/l 1 mg/l 1 mg/l
Vitamina B6 0,5 mg/l 0,5 mg/l 0,5 mg/l 0,5 mg/l
Acid nicotinic 0,5 mg/l 0,5 mg/l 0,5 mg/l 0,5 mg/l
Zahar 30 g/l 30 g/l 30 g/l 30 g/l
Plant Agar 6 g/l 6 g/l - -
Amidon de grau - - 50 g/l 50 g/l

pH ajustat la 5,8

"MSa — mediu MS modificat, gelificat cu agar
MSa/2 - mediu MS modificat, gelificat cu agar, macroelemente reduse la jumétate
MSs — mediu MS modificat, gelificat cu amidon

Kkkk

MSsq - mediu MS modificat, gelificat cu amidon si sursa de fier Sequestren 138
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Tabelul 2. Compozitia mediului bazal WPM modificat

Concentratia
Componenta WPM WPMm
Macroelemente WPM concentratie intreaga concentratie intreaga
Microelemente WPM concentratie intreaga concentratie intreaga
FeNaEDTA 36,7 mg/l -
FeNaEDDHA - 100 mg/I
Myo-inozitol 100 mg/I 100 mg/I
Vitamina B1 2 mg/l 2 mg/l
Vitamina B6 1 mg/l 1 mg/l
Acid nicotinic 1 mg/l 1 mg/l
Zahar 30 g/l 30 g/l
Plant Agar 5q/l 5 gl

Tipul de vas utilizat pentru initierile de culturi in vitro: eprubete de sticla, cu cca 5 ml
mediu. Pentru toate speciile, in faza de initiere si stabilizare a culturilor in vitro mediile de
cultura au fost gelificate cu agar care, datorita transparentei, permite observarea infectiilor.

Metoda de dezinfectie a materialului vegetal: clitirea cu amestec de 20 % inalbitor ACE
cu apa deionizata sterila, urmatd de minimum 4 spalari.

Pentru faza de multiplicare la toate speciile au fost utilizate borcane cu capac cu filet,
prevazut cu filtru antibacterian.

Metodele de aclimatizare utilizate cu precadere la toate speciile luate in studiu au fost
cele doua metode elaborate la SCDP Cluj: metoda hidroculturii prin flotatie si metoda
aclimatizarii in perlit flotant.

Analiza statistica. Pentru analiza statistica a datelor s-a utilizat ANOVA monofactorial (p<0.05).
Programul utilizat a fost Gnumeric (produs de The Gnome Foundation). Barele de eroare din
grafice reprezintA erorile standard, iar a, b, ¢, d indici semnificatia statisticd a diferentelor dintre
variantele experimentale.

In vederea elaboririi unor protocoale eficiente pentru fiecare specie au fost stabilite
metodele de cercetare si variantele experimentale pentru fiecare faza a micropropagarii (faza de
initiere si stabilizarea culturilor, faza de multiplicare si faza de inradacinare si aclimatizare).

13

Rezumatul tezei de doctorat



_ Rezumatul tezei de doctorat

REZULTATE SI DISCUTII

IV. INMULTIREA IN VITRO A SPECIEI AMELANCHIER CANADENSIS

4.1. Initierea si stabilizarea culturilor in vitro

Initierea culturilor in vitro de Amelanchier canadensis s-a efectuat in luna iunie,
pornindu-se de la plante mature. Tipul optim de explant a constat din fragmente de ramuri
contindnd mugurele apical.

In faza de stabilizare a culturilor, MSa suplimentat cu 1 sau 2 mg/I BAP a determinat
regenerarea de lastari axilari scurti, slab dezvoltati, scaderea concentratiei de BAP la 0,5 sau 0,7
mg/1 in primele faze asigurand proliferarea intensa de lastari axilari bine dezvoltati, cu lungimea
de 2-5 cm. S-a observat ca plantulele regenerate din minibutasi constand din fragmente de lastari
din portiunea apicald a lastarilor axilari au fost mai bine dezvoltate, mai viguroase decat cele
provenind din portiunea bazala a lastarilor axilari.

4.2. Multiplicarea

Mediul nutritiv MSs suplimentat cu 0,5 sau 0,7 mg/l BAP (Fig. 1) a determinat rate de
proliferare foarte ridicate, acestea depasind 100 de lastari/explant.

Tipul optim de explant in faza de multiplicare, s-au dovedit a fi minibutasii constand
din fragmente de lastari din portiunea apicala a lastarilor axilari, contindnd mugurele apical.

In cazul utilizarii de lastari axilari intregi, de 4-5 cm lungime imersati oblic In masa de
mediu nutritiv MSs, doud explante/vas de cultura s-au dovedit a fi numarul optim, concentratia
optima de BAP fiind 0,3 mg/l in acest caz, aceasta asigurand regenerarea de lastari dezvoltati
normal §i un procent mare de lastari de dimensiuni standard, de peste 2 cm lungime.
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Fig. 1. Vitroplantule de 2 luni de Amelanchier canadensis pe mediu MSs cu 0,7 mg/l BAP, din
explante din portiunea apicala: A — vas de culturd; B — plantule transferate ex vitro;
C — lastari proveniti dintr-o singura plantula

Dintre alte tipuri de citochinine testate, BAR si mT s-au dovedit a fi adecvate pentru
multiplicarea in vitro la Amelanchier canadensis (Tabelul 3), de asemenea si 2-lIp la
concentratiile de 10 si 20 mg/l, insd 2-lIp a determinat rate de multiplicare inferioare celor
obtinute cu BAP. Chinetina s-a dovedit a fi inutilizabila, intrucat nu a determinat regenerarea de
plantule viabile. In cazul citochininei BAR se recomandi 0,48 mg/I.
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Tabelul 3. Rezultate privind influenta BAP, BAR si mT asupra proliferarii in vitro la
Amelanchier canadensis - numar mediu de lastari axilari regenerati/vitroplantula

Varianta* Nr. total lastari  Nr. lastari de Nr. lastari de 4- Nr lastari >6  Rata de
<2cm 2-3,9 cm 59cm cm proliferare

Al. 0,3 mg/l BAP 0 29,4 9,5 0,8 39,7

A2. 0,5 mg/l BAP 0 32 9.8 15 43,3

A3. 0,7 mg/l BAP 119,3 47,2 48 0,5 52,5

A4. 1 mg/l BAP 35,2 55,9 12,2 0,9 62

Al'. 0,48 mg/I 10,9 25,6 7 0,6 33,2

BAR

A3'. 1,11 mg/l BAR 49,3 68,4 16,8 3,2 88,4

A4'. 1,59 mg/I 80,3 84,4 14,8 0,6 99,8

BAR

Al1". 0,32 mg/IMT 2,4 3,3 0,9 0 4,2

A2".0,54 mg/l MT 1,7 48 22 1 8

A3". 0,75 mg/l MT 7,2 15,3 8 2,2 25,5

A4". 1,07 mg/l MT 164 157 49 12 21,8

*Diferentele dintre A1" si A2" privind ratele de proliferare au fost semnificative statistic si, de asemenea, cele dintre
A2" si A4" (p<0,05).

Dintre agentii de gelificare alternativi (agar fibre, Psyllium, guma guar, amestec de
amidon si Phytagel) toate au dat rezultate bune. Phytagel la 2,2 g/l a fost neadecvat, acesta
determinand regenerarea de plantule slab dezvoltate, vitrificate. Rezultate spectaculoase s-au
obtinut cu guma guar la 20 g/l (Fig. 2, Fig. 3), care a determinat proliferare intensa de lastari
axilari subtiri dar foarte bine dezvoltati, lignificati, care s-au inradacinat si aclimatizat in procent
de peste 90 % in pat de perlit flotant, similar cu lastarii proveniti de pe MSs cu 0,5 mg/l BAP.
Rata de proliferare asiguratd de mediul cu guma guar a fost pe departe cea mai ridicata, de 108,1
lastari/explant, urmatd de cea asigurata de varianta cu amidon, de 86,4 lastari/explant (Fig. 2).

m Rata de proliferare (nr. 1astari =2 cm)

G5. Amidon + Gelrite ¢

G4. Isubgol d

G3. Gumaguar a

G2. Amidon b

Variantele experimentale
L

G1. Agar fibre ~|b

0 20 40 60 80 100 120

) o ) ~ Rata de proliferare
Fig. 2. Rezultate privind proliferarea in vitro sub influenta diversilor agenti de gelificare
la Amelanchier canadensis
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Fig. 3. Vitroplante de Amelanchier canadensis de 2 luni cultivate pe mediu MSm suplimentat cu
0,5 mg/l BAP si gelificat cu: A, Al - Agar fibre; B) Phytagel; C, C1, C2 — amidon de grau; D,
D1, D2 - amidon de grau + Phytagel, E, E1, E2 - guma guar; F, F1, F2 — Psyllium; tipul de
inoculi initiali: fragmente de 2 cm din portiunea apicala a lastarilor axilari
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4.3. Inradacinarea si aclimatizarea

Pentru inradacinarea in vitro la Amelanchier canadensis mediul nutritiv optim a fost
MSs suplimentat cu 0,5 mg/l AIB, acesta asigurand procente de inradacinare de peste 90 %. Fig.
4 prezintd informatii privind caracteristici biometrice la plantulele regenerate.

Aclimatizarea ex vitro in hidrocultura prin flotatie a dat rezultate bune, procente de
viabilitate de peste 80 % la plantulele inradacinate in vitro pe MSs suplimentat cu 0,5 mg/l AIB.

Inradacinarea ex vitro in perlit flotant la Amelanchier canadensis a fost de o eficienta
covarsitoare, obtinandu-se procente de inradacinare si aclimatizare de peste 90 % in majoritatea
cazurilor, astfel eliminandu-se necesitatea inradacinarii in vitro. Pentru inradacinare directa ex
vitro in perlit flotant se recomanda lastari excizati din plantule care au fost cultivate timp de trei
luni pe mediile de multiplicare.
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Fig. 4. Rezultatele privind lungimea tulpinii, lungimea fasciculului de radacini (A) si numarul de
radacini principale/plantula (B) la Amelanchier canadensis inradacinat in medii MSs cu AIB;
perioada de cultura in vitro a fost de 30 de zile

V. INMULTIREA IN VITRO LA LONICERA KAMTSCHATICA

5.1. Initierea si stabilizarea culturilor in vitro

In faza de initiere tipul optim de explant s-au dovedit a fi apexurile excizate din
mugurele apical. Mediile de cultura utilizate pentru initierea culturiilor in vitro la L kamtschatica
au fost MS sau WPM suplimentate cu 0,5 mg/l BAP, gelificate cu agar.

Pentru stabilizarea culturilor in vitro si inducerea proliferarii s-a testat mediu nutritiv
MSs suplimentat cu 0,5 mg/l BAP. Datorita fenomenelor evidente de cloroza de la nivelul
frunzelor plantulelor a fost testat un mediu MSsq (sursa de fier FeNaEDTA s-a inlocuit cu 100
mg/l Sequestrene 138 - FeNaEDDHA) Dupa transferul pe mediu MS modificat, cu
FeNaEDDHA ca si sursd de fier (Sequestrene 138), plantulele au dobandit un aspect sanatos,
fiind de culoare verde intens, fenomenul de cloroza fiind redus.

5.2. Multiplicarea

In faza de multiplicare, dintre citochininele testate, BAP s-a dovedit a fi utilizabil la
concentratia de 1 mg/l dar a asigurat rate de multiplicare mediocre (5,53 minibutasi/explant
initial la soiul Atut) iar CPPU la 0,5 si 1 mg/l s-au dovedit a fi mult mai eficienta la aceasta

17



_ Rezumatul tezei de doctorat

specie. Meta-topolina si zeatina nu se recomanda pentru multiplicare la aceasta specie, prezenta
lor in mediile de culturd determina rate de multiplicare mici (Tabelul 5) si genereaza calus la
baza plantulelor (Fig. 5).

Tn urma experimentelor efectuate s-a constatat ci si tipul de inoculi are influenti asupra
ratei de multiplicare la L. kamtschatica. Astfel, pentru faza de multiplicare, lastarii sau
fragmentele de lastari de minimum 2 cm cu 3 noduri, 5-6 inoculi/vas de culturd au dat rezultate
bune (Tabelul 4), de asemenea, lastarii laterali cu 1-2 noduri si mugure apical sunt explante
foarte viabile pentru multiplicarea in vitro.

Pentru gelificarea mediilor de culturd in faza de multiplicare se recomanda utilizarea
amidonului de grau 1n concentratia de 50 g/l, mediul gelificat cu Plant Agar (MSa) dovedindu-se
neadecvat pentru faza de multiplicare.

Tabelul 4. Influenta tipului de explant asupra multiplicarii in vitro la Lonicera kamtschatica,

soiul Atut
Varianta Nr. Semnif.  Nr. Semnif. H Semnif. RP Semnif. RM Semnif.
lastari/ statisticd noculi/ statistica medie statistici medie statistici medie statistica
vas vas (cm)
V1-martor 40 48,14 6,557 8 9,62
V2 60,42 * 73,57 ** 8,04 n.s. 12,09 ** 14,71 ***
V3 38,8 n.s. 50,4 n.s. 589 * 7,76 * 10,08 n.s.

n. s. - nesemnificativ statistic, *semnificativ statistic (p<0,05),** distinct semnificativ statistic
(p<0,01), *** foarte semnificativ statistic (p<0,001)

(V1-fragmente de lastari cu 3 noduri (martor) ; V2-Lastari scurti, cu 3-5 noduri; V3-lastari
ntregi, de 5 cm)

Tabelul 5. Rezultatele privind multiplicarea in vitro la Lonicera kamtschatica, soiul Atut, sub
influenta a diverse citochinine (valorile medii per variantd experimentala)

Varianta Media Semnif. Media Semnif. RP Semnif. RM Semnif.  Plantule Semnif.
nr. statistici  nr. statistici medie statisticdi medie statistici viabile  statistica
lastari/ inoculi/ (%)
vas vas

V1 17,5 27,66 3,5 5,53 100

(martor)

V2 9 00 16,66 00 1,8 000 3,33 000 100 n. s.

V3 6 00 8,33 0 1,2 000 1,66 000 90 0

V4 42,33 n.s. 50,83 n.s. 8,466 * 10,16 * 90 *

V5 58,83 n.s. 71,83 n.s. 11,76  ** 1436 * 66,66 n.s.

n. s. - nesemnificativ statistic, *semnificativ statistic (p<0,05), ** distinct semnificativ statistic
(p<0,01) — valori mai ridicate comparativ cu martorul; 0 - semnificativ statistic (p<0,05), 00 -
distinct semnificativ statistic (p<0,01), 000 - foarte semnificativ statistic (p<0,001) - valori mai
scazute comparativ cu martorul

(V1 -1 mg/l BAP (martor); V2 -1 mg/l mT; V3-1 mg/l ZEA; V4-0,5 mg/l CPPU; V5-1 mg/I
CPPU)

Proliferarea intensa de lastari axilari este asiguratd de prezenta in mediile de cultura
gelificate cu amidon din grau a citochininei CPPU. Concentratia optima de CPPU s-a dovedit a
fi de 0,7 mg/l (Tabelul 6). Aceasta concentratie asigura rate de proliferare si de multiplicare
optime, de peste 10 inoculi rezultati/plantula la ambele soiuri, Duet si Atut, in conditiile aplicarii
el atat la inoculii de dimensiuni standard, de minimum 2 cm cu 3 noduri, cat si la lastarii laterali
de mici dimensiuni.
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Fig. 5. Cultur} in vitro de Lonicera kamtschatica, soiul Atut ; A, 1 pe mediul de cultura
cu 1 mg/l BAP B, B1 — pe mediul de cultura cu 1 mg/1 zeatina; C, C1, C2 — pe mediul de cultura
cu cu 1 mg/l CPPU.
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Tabelul 6. Rezultatele privind proliferarea in vitro de lastari axilari la Lonicera kamtschatica sub
influenta celor doud concentratii adecvate de CPPU

Varianta Iniltimea Semnif.  Nr. Semnif.  Nr. Semnif. RP Semnif. RM Semnif.
plantulei  statisticd lastari statistica  inoculi statistica statistica statistica
(cm) rezultati/ rezultati/
vas vas
V1 9,16 38 48 7,6 9,6
V2 6,74 ko 80,29 ko 94,85 e 16,06 *** 18,97 ***
V3 5,28 30,71 35,85 6,14 7,17
V4 6,12 n.s 62,85 ko 68,57 * 12,57 *** 13,71 ***
V5 7,78 36,42 45,71 7,28 9,14
V6 8,21 n.s 56,57 n.s 71 n.s 11,31 n.s 142 *
V7 7,46 29 37,85 58 7,57
V8 7,26 n.s 53 ol 63,85 ol 106 * 12,77 *

n. s. - nesemnificativ statistic, *semnificativ statistic (p<0,05),** distinct semnificativ statistic
(p<0,01), *** foarte semnificativ statistic (p<0,001)

(V1 Atut, 0,5 mg/l CPPU, minibutasi; V2 Atut, 0,7 mg/l CPPU, minibutasi; V3 Duet, 0,5 mg/I
CPPU, minibutasi; V4 Duet, 0,7 mg/l CPPU, minibutasi; V5 Atut, 0,5 mg/l CPPU, lastari laterali scurti;
V6 Atut, 0,7 mg/l CPPU, lastari laterali scurti; V7 Duet, 0,5 mg/l CPPU, lastari laterali scurti; V8 Duet,
0,7 mg/l CPPU, lastari laterali scurti).

5.3. Inradacinarea si aclimatizarea

Inradacinarea ex vitro in perlit flotant la L. kamtschatica a fost nesatisfacatoare
datorita procentelor mici de plante viabile obtinute. La soiul Atut din totalul de 817 plantule
plantate in perlitul flotant doar 475 s-au inradacinat, respectiv 58.14 %, iar la soiul Duet
procentul de inradacinare a fost de 53,91 %

Pentru etapa de aclimatizare si inradacinare a lastarilor de Lonicera kamtschatica in perlit
flotant recomandam utilizarea auxinei AIB Tn concentratia de 1 mg/l la ambele soiuri, Atut si
Duet. Aceasta a asigurat procente de inrddacinare si aclimatizare de peste 60 %.

VI. INMULTIREA IN VITRO A SPECIEI LYCIUM BARBARUM

6.1. Initierea si stabilizarea culturilor in vitro

In cazul initierii de culturi in vitro prin germinarea aseptici a semintelor de goji din soiul
Ning Xia N1 procentul de germinatie in vitro al semintelor a fost de 50 %. Nu s-au observat
contamindri. Plantulele au crescut 5-8 cm ntr-o luna.

La materialul vegetal obtinut in faza de initiere, subcultivat pe mediul MSa fard hormoni
explantele contindnd mugurele apical au crescut generand plantule bine inradacinate, cu
lungimea de pana la 10 cm, in timp ce minibutasii constand din fragmente nodale de 2-3 noduri
au generat plantule mai slab dezvoltate, cu lastari scurti (de 1-3 cm), rosiatice. Pe mediile MSs
fara hormoni, din fiecare minibutas (cu sau fara mugure apical) a crescut cate un lastar principal
de peste 10 cm lungime si 1-5 lastari secundari mai scurti. Rata medie de proliferare a fost de
3,95, iar procentul de inradacinare a fost de 100 %. Datorita calitatii lor, plantulele cultivate pe
MSs fara hormoni au fost ulterior utilizate pentru infiintarea de experimente de multiplicare in
vitro.
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6.2. Multiplicarea in vitro

Rezultatele obtinute in urma experimentelor de multiplicare la L. barbarum aratd ca
amidonul de grau ca si agent de gelificare a avut un rol hotarator pentru succesul fazei de
multiplicare in vitro. Concentratia de 0.3 mg/l BAP s-a dovedit a fi optima pentru aceasta faza,
asigurand rate de multiplicare si de proliferare mari si lastari bine dezvoltati, explantele optime
fiind minibutasii cu 4 noduri (Fig. 6). V1, V2, V3 reprezinta variantele cu minibutasi cu doua
noduri, respectiv MSs + 0,1 mg/l BAP ; MSs +0,3 mg/l BAP ; MSs +0,5 mg/l BAP. V1', V2si
V3 reprezintd variantele cu minibutasi cu 4 noduri, respectiv: MSs + 0,1 mg/l BAP ; MSs +0,3
mg/l BAP ; MSs +0,5 mg/l BAP. Explantele inserate vertical Tn masa de mediu nutritiv au
determinat proliferare mai intensa decat cele plasate orizontal pe suprafata mediului (Tabelul 7).

Ca si explante pentru noi cicluri de multiplicare cele mai bune rezultate le-au dat lastarii
sau fragmentele de lastari de 2 cm (4 inoculi/vas de culturd) sau lastari de 4 cm lungime (2
inoculi/vas de culturd). Acestia din urma pot fi inoculati in diverse moduri in mediul nutritiv,
dand rezultate bune in toate variantele utilizate: plasati orizontal pe suprafata mediului, inserati
oblic in mediu, inserati vertical in mediu. Fig. 7 prezinta plantule regenerate din lastari lungi.

Inaltimea(cm) MBilomasa(g) ®RP ERM Inaltimea(cm) MBiomasa(g) ®RP ERM
L 3 60
= ‘5 50 T
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V1-0,1mg/l V2-0,3mg/l V3-0,5mg/l V1'-0,1 mg/l V2'-0,3mg/l V3'-0,5mg/l
BAP BAP BAP BAP BAP BAP
Variantele experimentale Variantele experimentale
A B

Fig. 6. Influenta diverselor concentratii de BAP asupra proliferarii si multiplicarii in vitro la
Lycium barbarum, la seriile experimentale cu cele doua tipuri de minibutasi: A - minibutasi cu
doua noduri; B - minibutasi cu 4 noduri; ciclul de multiplicare a fost de 2 luni

V1, V2, V3 - minibutasi cu doud noduri, respectiv MSs + 0,1 mg/l BAP; MSs + 0,3 mg/I
BAP ; MSs + 0,5 mg/l BAP; V1', V2, V3, minibutasi cu 4 noduri, respectiv: MSs + 0,1 mg/I
BAP ; MSs + 0,3 mg/l BAP; MSs + 0,5 mg/| BAP

Tabelul 7. Rezultatele privind multiplicarea in vitro la cele doua variante experimentale — inoculi

plasati orizontal si inoculi inserati vertical (valorile medii/variantd).

Varianta Inaltimea Biomasa () Ratele de Ratele de
plantulelor (cm) proliferare multiplicare

Hs-orizontal 2,99 2,74 16,94 21,22

V-vertical 5,07*** 5,72%** 32,47** 46,56***

*** Diferente foarte semnificative statistic (p<0,001); ** diferente distinct semnificative statistic
(p<0,01)
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Fig. 7. Vitroplantule de Lycium barbarum provenite din culturi in vitro de lastari de 5 cm
lungime pe MSs suplimentat cu 0,3 mg/1 BAP, durata ciclului de cultura fiind de 2 luni: A - vas
de cultura; B — plantule scoase din vas; C — lastari proveniti de la o singura plantula

6.3. Inradacinarea si aclimatizarea

L. barbarum este o specie la care se preteaza inradacinarea in vitro. Mediul nutritiv
pentru inradicinare in vitro este MSs fara regulatori de crestere. Explantele consta din lastari
sau fragmente de lastari de 1,5-2 cm proveniti din etapa de proliferare de pe medii nutritive
gelificate cu amidon din grau. Se recomanda utilizarea a 40 de minibutagi/vas de culturd, aceasta
varianta asigurand plantule mai bine dezvoltate comparativ cu varianta cu 60 de inoculi/vas (Fig.
8). Fig. 9 reprezinta culturi cu 60 de inoculi/vas. Faza de inradacinare in vitro are o durata de 3
saptdmani, procentul de inradacinare este de peste 90 % si rezultd plantule bine dezvoltate, de
cativa cm lungime, cu un sistem radicular bogat.
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Hplantulei Hplantulei L radacinilor L radacinilor
(cm) 60 (cm) 40 (cm) 60 {cm) 40
moculi/vag  inoculi/vag  inoculi/vas  inoculi/vas

Valorile biometrice (cim)

Variantele experimentale

Fig. 8. Rezultatele privind dimensiunile plantulelor inradacinate in vitro (valori medii/plantuld),
la variantele experimentale cu 60, respective 40 de minibutasi/vas de cultura, durata fazei de
inradacinare in vitro fiind de 21 de zile; a, b indica semnificatia statistica a diferentelor dintre
variantele experimentale (p<0,05)
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Plantulele inradacinate in vitro au fost aclimatizate ex vitro in hidrocultura prin
flotatie in placi alveolare flotante. Procentul de aclimatizare a fost de 94,07 %. iar plantele
aclimatizate au avut un procent de prindere la ghiveci de 90 %.

Ca si alternativa la inrddacinarea in vitro urmata de aclimatizare ex vitro se poate utiliza
Tnradacinarea directa ex vitro in pastile Jiffy7 a lastarilor proveniti din faza de multiplicare.
Lastarii se separa din tufele provenite de pe mediul de multiplicare i o portiune albicioasa de 3-
5 mm este excizatd de la baza lastarilor. Apoi, de la baza lastarilor se elimina frunzele de pe o
portiune de 4-5 mm. Minibutasii rezultati se planteaza in pastile Jiffy7 introduse in tavi Multi
Purpose Tub si se acopera cu acelasi tip de tava, pe post de capac, pentru mentinerea umiditatii
aerului. Aclimatizarea se poate realiza in camera de vegetatie sau in sera.

Fig. 9. Plantule de Lycium barbarum inradacinat in vitro: A — Vase de cultura cu 60 de inoculi; B
— plantule inradacinate transferate ex vitro; C- detaliu radacini

VII. TNMULTIREA IN VITRO A SPECIEI RUBUS FRUTICOSUS
7.1. Initierea si stabilizarea culturilor in vitro

Utilizarea de muguri axilari proveniti de la cresteri anuale semilignificate (aprilie-
septembrie) asigura reusita fazei de initiere la soiul de mur Loch Ness. Mugurii axilari, dupa ce
n prealabil au fost dezinfectati, se excizeaza la lupa binoculara si se indeparteaza orice urma de
lemn i scoartd si 1-2 straturi de frunzulite. Mugurii se insera in mediul nutritiv MSa + 0,7 mg/|
BAP, in eprubete cu cca 5 ml mediu/eprubeta. in faza de initiere 71,42 % dintre explante au
supravietuit si au generat plantule. Lastarii transferati pe medii MSa proaspete au generat
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plantule bine dezvoltate, ramificate, cu lastari vigurosi.

In faza de stabilizare a culturilor in vitro ratele de proliferare au depasit cu putin
valoarea de 20, iar numarul de lastari/vas de culturd au oscilat in jurul valorii de 150 pe mediul
nutritiv MSa + 0,5 mg/l BAP.

7.2. Multiplicarea in vitro

Tn faza de multiplicare s-au facut o serie de variante experimentale pentru a stabili mediul
de culturda optim, vasele de culturd pretabile pentru aceasta etapa, tipul de inoculi adecvati
precum si agentul de gelificare care sa asigure rate de proliferare economice si lastari
aclimatizabili. De asemenea, s-a testat posibilitatea utilizarea sterilizarii chimice cu NaDCC ca si
alternativa la autoclavarea mediilor nutritive.

Pentru multiplicarea murului, mediul nutritiv MSm cu 0,5 mg/l BAP gelificat cu
amidon din grau sau agar s-a dovedit a fi deosebit de eficient pentru multiplicarea soiului de mur
Loch Ness.

Tipul optim de inoculi pentru faza de multiplicare a soiului de mur fara spini Loch Ness
s-a dovedit a fi lastarii sau fragmentele de lastari de 2 cm lungime, cu 4-5 noduri, fragmentele
cu 1 sau 2 noduri fiind neadecvate (Tabelul 8 si Fig. 10). Numarul optim de inoculi/vas a fost 4.
Un numar mai mare de inoculi/vas determina suprapopulare si crestere si proliferare neuniforma.

Un rol important in etapa de multiplicare il are si pozitia explantului in mediul de
cultura. In cazul in care minibutasii au fost inoculati vertical in mediul nutritiv gelificat cu 50 g/
amidon de grau ratele de proliferare si de multiplicare au fost superioare comparativ cu
variantele unde inoculii au fost plasati orizontal pe mediul nutritiv.

Fig. 10. A, Al, A2) Culturi din
fragmente uninodale ; Al-
plantule transferate ex vitro si
inoculi necrozati ; A2 — lastari
axilari separati din plantule
—viabile ; B, B1) Culturi de
%, - fragmente binodale; C, C1)
Culturi de minibutasi de 2 cm —
varianta standard; C1- plantule
bine dezvoltate, intens proliferate
~transferate ex vitro ; mediul
nutritiv a fost MSa suplimentat
cu 0,5 mg/l BAP, ciclul de
cultura fiind de 2 luni
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Tabelul 8. Rezultatele privind influenta tipului de inoculi asupra ratei de proliferare in vitro
la soiul de mur Loch Ness

Varianta Procent Semnif.  Nr. Semnif.  Nr. Nr. lastari Semnif.  Nr. lastari
plantule statistica lastari/ statistica lastari/  aclimatizabili/ statistica aclimatizabili/
viabile/ vas plantula vas plantula
vas (%)

V1 45,71 000 28,42 000 6,6 4,42 000 0,89

V2 48,57 000 29,28 000 6,29 6,14 000 1,23

V3 100 234,42 46,89 234,42 46,89

(martor)

000 - diferente foarte semnificative in sens negative fatd de martor (p<0,001)
V1- explante cu un nod ; V2- explante cu doua noduri; V3- explante de 2 cm (martor)

Citochinina care a dat rezultate optime privind cresterea si multiplicarea in vitro a fost
BAP la concentratia de 0,5 mg/l. Marirea concentratiei de BAP la 0,7 mg/l a marit rata de
multiplicare dar a cauzat deformari. Citochininele CPPU si TDZ s-au dovedit a fi ineficiente,
plantulele regenrate fiind deformate. Meta-topolina a determinat rate de multiplicare inferioare
celor asigurate de BAP, plantulele fiind, de asemenea, deformate. Fig. 11 prezinta informatii
privind multiplicarea pe medii cu 2-iP sau CPPU.
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Fig. 11. Rezultatele privind ratele de proliferare si ratele de multiplicare in vitro la soiul de mur
Loch Ness sub influenta 2-iP (A) si CPPU (B)
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Pentru gelificarea mediilor de cultura s-au testat urmatorii agenti de gelificare: agar fibre
6.8 g/l, Plant Agar 6 g/l, amidon de gréau 50 g/l, amidon de orez 50 g/l, guma guar 20 g/l
Isubgol (tarate de Psyllium) 15 g/, Phytagel 2,2 g/l, faina de grau 50 g/1 si combinatia amidon de
gréu 50 g/l + Phytagel 500 mg/I.

Dintre agentii de gelificare testati, Plant Agar si amidonul de gru s-au dovedit a fi
eficienti, cel mai adecvat fiind amidonul de grau la concentratia de 50 g/l, avand in vedere ratele
de proliferare si de multiplicare optime, lipsa vitrificarii plantulelor si pretul de cost scazut.
Adaugarea de 500 mg/l Phytagel la amidon nu a avut efect benefic. Cresterea concentratiei de
amidon la 60 g/l nu a avut efect benefic. Guma guar la concentratia de 20 g/l a determinat
cresterea si multiplicarea intensd a plantulelor, fiind o potentiald alternativd la utilizarea
amidonului ca si agent de gelificare. Fig. 12 prezinta informatii privind multiplicarea soiului de
mur Loch Ness pe medii cu agenti de gelificare alternativi.

Explantele de mur, soiul Loch Ness cultivate pe mediul MSm lichid cu 0,5 mg/l BAP s-
au necrozat In doud saptdmani in proportie de 100 %.
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Fig. 12. Rezultate privind ratele de proliferare si de multiplicare pe mediile cu agenti de
gelificare alternativi

Pentru a stabili tipul optim de vase de cultura pentru micropropagarea murului au fost testate
urmatoarele tipuri de vase: borcane 720 ml si borcane 320 ml din sticla, precum si trei tipuri de vase din
plastic: vase Fresco, vase Jenny, vase Multi Box rotunde si vase de forma lenticulara. Cele mai bune
rezultate s-au obtinut in cazul utilizarii borcanelor de 720 ml cu capac cu filet, prevazut cu filtru
bacteriologic, pentru asigurarea schimbului de gaze (Tabelul 9).

Tabelul 9. Rezultatele privind multiplicarea in vitro in diverse tipuri de vase (valori medii)

Varianta Biomasa/  Nr. Nr. inoculi Biomasa/ RP RM
vas (g) lastari/vas  rezultati/vas  plantula

B 720(martor) 27,93 230,5 388 5,59 46,1 77,6

VF 500 ml 24,61 163,5 270,5 4,92 32,7 54,1

VF 800 ml 29,43 174,5 252 5,89 34,9 50,4

B 320 9,55 71 104 1,91 14,2 20,8
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Pentru a evalua posibilitatea utilizarii sterilizarii chimice ca si alternativa la
autoclavarea mediilor nutritive au fost testate 12 concentratii de NaDCC in mediile de cultura
gelificate cu amidon. La variantele cu 5, 10 si 15 mg/l NaDCC s-au inregistrat procente de
contaminare ridicate. Contaminarile s-au produs progresiv pe durata ciclului de multiplicare. La
varianta 5 mg/l NaDCC procentul de contaminare a fost 70 %, la 10 mg/l NaDCC procentul de
contaminare a fost 50 % si la 15 mg/l NaDCC procentul de contaminare a fost 60 %.

S-au utilizat concentratii de NaDCC de 150-1000 mg/l procentul de contaminare a fost
zero. Fig. 13 prezinta culturi de mur, soiul Loch Ness pe variantele cu 150-1000 mg/l NaDCC.

Variantele cu 150, 250 si 500 mg/l NaDCC prezentau rate de proliferare si de
multiplicare superioare celei de la varianta-martor (Fig. 14), iar la 700 si 1000 mg/l NaDCC s-a
constatat efectul inhibitor al NaDCC asupra proliferarii in vitro. NaDCC la toate concentratii mai
mari (150-1000 mg/l) a inlaturat contaminarile, procentul de contaminare fiind zero dar a avut
efect inhibitor asupra cresterii in indltime a plantulelor in vitro (Fig. 15). S-a manifestat si un
puternic fenomen de vitrificare si deformare a plantulelor i s-a redus numarul de plantule
viabile regenerate/vas fapt pentru care plantulele nu au putut fi aclimatizate.

A B C D E
Fig. 13. Loch Ness cultivat pe medii cu NaDCC:
A- 150 mg/l; B- 250 mg/l; C — 500 mg/l; D — 700 mg/l; E — 1000 mg/I
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Fig. 14. Rezultate privind ratele de proliferare si de multiplicare in vitro la soiul de mur Loch
Ness pe medii sterilizate cu NaDCC
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Fig. 15. Rezultate privind inaltimea plantulelor la soiul de mur Loch Ness pe medii sterilizate cu
NaDCC

7.3. Inradacinarea si aclimatizarea

Lastarii axilari regenerati in vitro s-au inradacinat cu usurintd ex vitro, atat prin metode
conventionale (utilizarea de substraturi solide concomitent cu asigurarea umiditatii atmosferice
ridicate) cat si prin metodele de aclimatizare noi, radical diferite, elaborate la SCDP Clu;.

Inradacinarea si aclimatizarea ex vitro in hidrocultura prin flotatie (Fig. 16) a
lastarilor obtinuti in faza de multiplicare a dat procente de inradacinare si aclimatizare de peste
70 % in conditiile aplicarii acesteia in serd, in camera de vegetatie si in aer liber in conditii de
semiumbra, fara asigurarea umiditatii atmosferice ridicate. Se recomanda plantarea lastarilor de
dimensiuni mici (1,5-2,5 cm) separat de cei de dimensiuni mari (3-5 cm), Tn alveole cu diametrul
de 1 cm.

Fig. 16. Loch Ness inradacinat ex vitro in hidrocultura prin flotatie:
A - plante in hidrocultura ; B — buchete extrase din alveole; C- Plante inradacinate separate din
buchete

Inridacinarea si aclimatizarea ex vitro in perlit flotant a fost foarte eficienta la soiul
de mur Loch Ness, fiind recomandata plantarea de lastari individuali, fir cu fir, aceasta asigurand
procente de inradacinare si aclimatizare de peste 90 %.

Dintre substraturile solide, pastilele Jiffy7, Sol Vit G si amestecul de turba si perlit au dat
procente de inradacinare si aclimatizare de peste 90 % (Fig. 17), fiind recomandabila utilizarea
amestecului de turba si perlit, avand n vedere accesibilitatea, costul redus si eficienta dovedita.
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B
Fig. 17. Procentele de aclimatizare la variantele de amestecuri luate in studiu (A) si
caracteristicile biometrice studiate: lungimea radacinilor si numarul mediu de radacini/plantula

(B)

Hidroponica prin flotatie are potentialul de a deveni o alternativa eficienta la utilizarea
amestecurilor de pamant si a ghivecelor. Pentru cresterea dimensiunilor plantelor aclimatizate n
cultura hidroponica s-a utilizat cu rezultate bune fertilizantul complex Ferticare la 2 g/l, fiind
recomandabila utilizarea, 1n acest caz, a plantelor inradacinate si aclimatizate in pastile Jiffy7.

VIIL INMULTIREA IN VITRO A SPECIEI VACCINIUM MACROCARPON

8.1. Initierea si stabilizarea culturilor in vitro

Initierea culturii in vitro. Studiile preliminare la initierile de culturi in vitro la
Vaccinium macrocarpon au aratat ca la explantele constand din muguri axilari excizati s-au
inregistrat cele mai mari pierderi datorate necrozarii. De asemenea, au fost obtinute rezultate
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foarte slabe la fragmentele uninodale. Pentru initierile de culturi in vitro se recomanda, ca si
explante, fragmente de ramuri cu mai multe noduri, cu frunze intacte, procentele de contaminare
fiind mici, iar lastarii axilari ajung la dimensiuni mari in timp scurt, obtindndu-Se rezultate
practice in 2 luni de culturd. Cresterea concentratiei de 2-iP la 20 mg/l nu a dus la cresterea
proliferarii (Fig. 18).

® Lungimecamedic a cresterilor/plantula (cm)

542
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I\II\I\I
NN N N\
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Smg/l 2-Ip 10 mg/1 2-Ip 20mg/1 2-Ip

B H Rata de preliferare (nr. Lastari/inocul) Rata de multiplicare aparenta

LB

Smg/l 2-Ip 10meg/l 2-Ip 20mg/l 2-Ip

Fig. 18. Rezultatele privind cresterea si proliferarea in vitro in faza de initiere la
Vaccinium macrocarpon, sub influenta 2-iP : A - Lungimea medie a lastarilor/plantula; B -
Ratele de proliferare si multiplicare pe cele trei variante de medii de initiere

8.2. Multiplicarea in vitro

In faza de multiplicare ca si vase de culturi se recomandi borcane de 720 ml cu capac
cu filet, prevazut cu filtru bacteriologic, pentru asigurarea schimbului de gaze, cu 100 ml de
mediu/vas de cultura si 15 inoculi/borcan.

Pentru Vaccinium macrocarpon, soiul Pilgrim mediul de cultura optim este Woody
Plant Medium (dupa Lloyd si McCown) gelificat cu agar. Amidonul de grau (Fig. 19) si guma
guar (Fig. 20) s-au dovedit a fi ineficiente la concentratiile testate, iar mediile nutritive lichide
statice fara suport mecanic au dat rezultate similare cu mediul cu 2-Ip, agarizat, mediile lichide
fiind potentiale alternative la mediul agarizat.

Regulatorii de crestere adecvati sunt 2-izopenteniladenina si zeatina. CPPU la
concentratia de 0.02 mg/1 a dat rezultate similare cu cele de la 5 mg/l 2-iP (Fig. 21) si prezinta
potential pentru a fi utilizat in viitor pentru micropropagarea acestei specii, avand in vedere
rezultatele bune obtinute si pretul de cost scazut.
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Fig. 19. Multiplicarea in vitro la Vaccinium macrocarpon pe medii cu guma guar: 10 G, 20 G
sunt variantele cu 10, respectiv 20 g/l
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Fig. 20. Rezultatele privind multiplicarea in vitro la Vaccinium macrocarpon pe medii nutritive
gelificate cu amidon: V30, V40 si V50 — variantele cu 30, 40, respectiv 50 g/l amidon
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Fig. 21. Influenta CPPU asupra multiplicarii in vitro la Vaccinium macrocarpon
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Particularitati morfologice ale culturii in vitro la Vaccinium macrocarpon. La toate
experimentele de initiere si multiplicare in vitro la inceput au crescut putini lastari din
minibutagii inoculati, in majoritatea cazurilor cate unul singur/explant. A avut loc hipertrofierea
si calusarea inoculului initial si proliferarea de muguri si lastari scurti care s-au alungit progresiv
pe toata durata de 3-4 luni de cultura in vitro, majoritatea atingdnd capacul vasului de cultura,
unii avand Tnaltimi mult mai mari decat cea a vasului de cultura. Baza plantulei se caluseaza si se
hipertrofiaza si apar radacini adventive la baza plantulei si din mugurii axilari de pe lastari, in
mod frecvent de la bazd pand la jumatate din lungimea lastarului, uneori chiar mai sus.
Radacinile respective cresc in lungime, multe ating mediul i in zona de atingere genereaza mici
calusuri verzi in forma de buton, care ulterior cresc n dimensiuni. Calusurile respective, ulterior

......

toate in decurs de cinci saptamani.

8.3. Aclimatizarea

Aclimatizarea §i inraddcinarea ex vitro a lastarilor de V. macrocarpon obtinuti in faza
de multiplicare poate fi facuta in substraturi solide (amestec de turba acida si perlit in raport de
volum 2:1 sau pastile Jiffy7), cu asigurarea umiditatii atmosferice ridicate.

La aclimatizarea ex vitro hidrocultura in placi alveolare flotante s-a dovedit a fi eficienta
doar in cazul plantulelor inradacinate in vitro, cea mai eficientd optiune pentru inradacinarea

lastarilor individuali fiind cultura in perlit flotant (Fig. 22), unde s-au obtinut procente de
inradacinare de peste 90 %.

Fig. 22. Lastari inradacinati in pat de perlit flotant: A) sub forma de buchete; B, C) individual.

IX. PROTOCOALE DE MICROPROPAGARE ELABORATE TN URMA
EXPERIMENTELOR EFECTUATE IN CADRUL PREZENTEI TEZE DE DOCTORAT

Tn acest capitol sunt prezentate protocoalele de micropropagare a celor cinci specii
(Amelanchier canadensis — Fam. Rosaceae, Lonicera kamtschatica — Fam. Caprifoliaceae,
Lycium barbarum — Fam. Solanaceae, Rubus fruticosus — Fam. Rosaceae, Vaccinium
macrocarpon — Fam. Ericaceae) care au fost elaborate pe baza rezultatelor obtinute in
experimentele de initiere, multiplicare, inradacinare si aclimatizare efectuate pe parcursul celor
trei ani de cercetari.

Aceste protocoale sunt deosebit de eficiente si pot fi aplicate cu succes in pepinierele
pomicole dotate cu laboratoare de culturi in vitro, in vederea producerii de material saditor
containerizat pentru aceste specii.

Cele cinci protocoale sunt reprezentate schematic in figurile 23-27.
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Faza de initiere
pe MSa + 0,5 mg/l BAP
(60 zile)

Proliferare in vitro

pe MSs + 0,3-0,5 mg/l BAP Cicluri de multiplicare

pe mediul de proliferare

(60-90 zile)
Inradacinare in vitro Iinradacinare directa ex vitro Inradacinare directa ex vitro
pe MSs + 0,5 mg/l AIB in perlit flotant (30 zile) in amestec de turba si perlit
(30 zile) (30 zile)

Aclimatizare ex vitro
in hidrocultura prin flotatie
(30 zile)

Transplantarea la ghiveci
sol+turba+mranita 1:1:1

Fig. 23. Protocol de micropropagare la Amelanchier canadensis, soiul Rainbow Pillar
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Faza de initiere pe MSa + 0,5 mg/l BAP
sau WPM + 0,5 mg/l BAP
(60 zile)

Multiplicare in vitro pe mediu MSsq
(MS modificat, sursa de fier FeNaEDDHA
100 mgy/l, gelificat cu amidon de grau)
suplimentat cu 0,7 mg/l CPPU (60 zile)

Cicluri de multiplicare
pe mediul de proliferare

inradacinare directa ex vitro
in perlit flotant preparat cu 1 mg/l AIB
(30 zile)

Transplantare in containere
cu pamant macinat fin

Transplantaf‘ea la ghiveci
sol+turba+mranita 1:1:1

Fig. 24. Protocol de micropropagare la Lonicera kamtschatica, soiurile Atut si Duet
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Faza de initiere pe MSa
fara regulatori de crestere
(30-60 zile)

L

Asigurarea unui stoc de plantule
pe MSs fara regulatori de crestere
(30 zile)

|

Proliferare in vitro

pe MSs +0,3 mg/l BAP Cicluri de multiplicare
(60 zile) pe mediul de proliferare

Inradacinare in vitro

pe MSs fara regulatori de crestere

(21 zile) Iinradacinare directa ex vitro
in pastile Jiffy7 (21 zile)

Aclimatizare ex vitro

in hidrocultura prin flotatie )
(30 zile) Fortificare

(30 zile)

Transplantarea la ghiveci
sol+turba+mranita 1:1:1

Fig. 25. Protocol de micropropagare la Lycium barbarum, soiul Ning Xia N1
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Faza de initiere pe MSa + 0,7 mg/| BAP
(60 zile)

Proliferare in vitro

pe M5Ss +0,5 mg/l BAP ) :
(75 zile) pe mediul de proliferare

Cicluri de multiplicare

Inradacinare directa ex vitro
\P prin metode clasice
inradacinare directa ex vitro  inradacinare directa ex vitro (amestec de turba si perlit
in perlit flotant (30 zile) in hidrocultura prin flotatie sau pastile Jiffy7) - 30 zile

‘ (30 zile) .

\J

Transplantarea la ghiveci
sol+turba+mranita 1:1:1

Fig. 26. Protocol de inmultire in vitro la mur (Rubus fruticosus), soiul Loch Ness
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Faza de initiere pe
WPMm+ 5 mag/l 2-iP

(30zile)

Multiplicare in vitro
pe WPMm + 5 mg/l 2-iP
sau 1-2 mg/l zeatina (90 zile)

Cicluri de multiplicare
pe mediul de proliferare

inradacinare directa ex vitro
prin metode clasice

{amestec de turba si perlit
sau pastile Jiffy7) - 30-45 zile

Iinradacinare directa ex vitro
in perlit flotant (30-45 zile)

Transplantare in containere
cu turba macinata fin

Fortificare

(30-60 zile) Fortificare

(30-60 zile)

Transplantarea la ghiveci,
in turba

Fig. 27. Protocol de micropropagare la Vaccinium macrocarpon, soiul Pilgrim
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CONCLUZII GENERALE SI RECOMANDARI

Tn prezenta teza s-au ficut studii de micropropagare, pentru prima dati la noi in tara, la
speciile Amelanchier canadensis - Fam. Rosaceae - soiul Rainbow Pillar, Lonicera kamtschatica
- Fam. Caprifoliaceae - soiurile Atut si Duet, Lycium barbarum - Fam. Solanaceae - soiul Ning
Xia N1, Rubus fruticosus - Fam. Rosaceae - soiul Loch Ness si Vaccinium macrocarpon - Fam.
Ericaceae - soiul Pilgrim. Metodele de aclimatizare aplicate, respectiv aclimatizarea in
hidrocultura prin flotatie (“float hydroponics”) si aclimatizarea in perlit flotant sunt, de asemnea,
elemente de noutate si de originalitate in domeniu.

Rezultatele cercetarilor efectuate au permis elaborarea protocoalelor de micropropagare
pentru cele cinci specii, protocoale care pot fi aplicate cu succes in pepinierele pomicole dotate
cu laboratoare de culturi in vitro, in vederea producerii de material saditor containerizat pentru
aceste specii.

Astfel, pe baza rezultatelor obtinute Tn urma studiilor efectuate, putem afirma ca:

e Speciile Amelanchier canadensis - Fam. Rosaceae - soiul Rainbow Pillar, Lonicera
kamtschatica - Fam. Caprifoliaceae - soiurile Atut si Duet, Lycium barbarum - Fam.
Solanaceae - soiul Ning Xia N1, Rubus fruticosus - Fam. Rosaceae - soiul Loch Ness si
Vaccinium macrocarpon - Fam. Ericaceae - soiul Pilgrim pot fi inmultite cu succes prin
micropropagare in vitro.

inmultirea in vitro a speciei Amelanchier canadensis soiul Rainbow Pillar

e Pentru initierea culturilor in vitro de Amelanchier canadensis tipul optim de explant il
reprezintd mugurele apical, iar mediul de cultura optim este mediul MS modificat, gelificat
cu agar si suplimentat cu 0,5 mg/l BAP.

e In etapa de multiplicare mediul nutritiv MS modificat gelificat cu amidon din grau si
suplimentat cu 0,5 sau 0,7 mg/l BAP a determinat rate de proliferare foarte ridicate, acestea
depasind 100 de lastari/explant.

e Tipul optim de explant utilizat n etapa de multiplicare s-au dovedit a fi minibutasii constand
din fragmente de 2 cm din portiunea apicald a lastarilor axilari, contindnd mugurele apical.
Pentru regenerarea de plantule bine formate, cu ldstari vigurosi se recomanda lastari de
minimum 2 cm lungime sau fragmente de lastari de cca 2 cm lungime excizate din portiunea
apicala a lastarilor axilari ce s-au regenerat in vitro. Se recomanda inocularea de 4 minibutasi
de 2 cm/vas de cultura (in borcane de 720 ml); cca 2/3-3/4 din partea bazala a minibutasilor
se imerseaza in mediul nutritiv.

e 1In procedurile de micropropagare, pot fi utilizati si lastari de dimensiuni mari, cu lungimea
de cca 4 cm. Tn acest caz se recomandd inocularea de 2 minibutasi de cca 4 cm/vas de
culturd. In cazul utilizdrii de ldstari axilari intregi, de 4-5 cm lungime, acestia trebuie
imersati oblic in masa de mediu nutritiv MSs, concentratia optima de BAP este de 0,3 mg/I,
concentratie ce asigura regenerarea de lastari dezvoltati normal §1 un procent mare de lastari
de dimensiuni standard, de peste 2 cm lungime.

e Citochininele BAR si mT s-au dovedit a fi, de asemenea, adecvate pentru multiplicarea in
vitro la Amelanchier canadensis, iar 2-Ip la concentratiile de 10 si 20 mg/1 a determinat rate
de multiplicare inferioare celor obtinute cu BAP. Chinetina nu a determinat regenerarea de
plantule viabile.

e Agentii de gelificare de tipul agar fibre, Psyllium, guma guar, amestec de amidon s1 Phytagel
au dat rezultate bune. Phytagelul la 2,2 g/l a determinat regenerarea de plantule slab
dezvoltate s1 vitrificate. Cea mai mare rata de proliferare s-a obtinut in cazul mediului
gelificat cu gumd guar, intrucat explantele constand din fragmente de lastari de 2 cm
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continind mugurele apical au generat, in medie, 108,1 lastari/explant, iar la varianta de
mediu cu amidon numarul mediu de exemplare de lastari/plantuld a fost de 86,4.

e Lastarii obtinuti in faza de multiplicare pot fi inradacinati in vitro (mediul nutritiv optim a
fost MSs suplimentat cu 0,5 mg/l AIB, acesta asigurand procente de inrddacinare de peste 90
%) s1 aclimatizati apoi in hidrocultura prin flotatie, sau pot fi inraddcinati si aclimatizati
direct ex vitro, in perlit flotant, sau amestec de turba si perlit in raport de 1:1.

e Aclimatizarea ex vitro, in hidrocultura prin flotatie, a avut un procent de viabilitate de peste
80 % la plantulele in prealabil inradacinate in vitro pe MSs suplimentat cu 0,5 mg/l AlB, dar
pe de alta parte inradacinarea directa ex vitro in perlit flotant a lastarilor regenerati in faza de
multiplicare in vitro, fara aplicarea unei faze de inradacinare in vitro, a determinat procente
de inradacinare si aclimatizare de peste 90 %, eliminandu-se astfel necesitatea inradacinarii
in vitro.

inmultirea in vitro a speciei Lonicera kamtschatica, soiurile Atut si Duet

e In faza de initiere tipul optim de explant este apexul excizat din mugurele apical, iar mediile
de cultura recomandate pentru cultivarea lor in vitro sunt MS sau WPM suplimentate cu 0,5
mg/l BAP si gelificate cu agar.

e Mediul nutritiv optim pentru faza de multiplicare este MSsq suplimentat cu 0,7 mg/l| CPPU
iar ca si vas de cultura recomandam borcane din sticla, de 720 ml cu capac cu filet, prevazut
cu filtru bacteriologic care sa permita schimbul de gaze.

e Pentru gelificarea mediilor de culturd, in faza de multiplicare, se recomanda utilizarea
amidonului de grau, in concentratia de 50 g/l, mediul gelificat cu Plant Agar dovedindu-se
neadecvat pentru faza de multiplicare.

e 1n faza de multiplicare, dintre citochininele testate, CPPU - in concentratie de 0,5 si 1 mg/I -
a fost cea mai eficientd la aceastd specie. BAP s-a dovedit a fi utilizabil la concentratia de 1
mg/l, dar a asigurat rate de multiplicare mediocre (5,53 minibutasi/explant initial la soiul
Atut), iar meta-topolina si zeatina au determinat rate de multiplicare mici si formarea de
calus la baza plantulelor.

e Tipul de inoculi optimi, n faza de multiplicare, s-au dovedit a fi lastarii sau fragmentele de
lastari avand minimum 2 ¢m, cu 3 noduri. Se recomanda inocularea a cate 5-6 minibutasi/vas
de cultura. Lastarii laterali cu 1-2 noduri si mugure apical s-au dovedit a fi, de asemenea,
explante foarte viabile, apte pentru multiplicare in vitro, dar ele determind o proliferare
neuniforma, cu diferente mari de la un explant la altul.

e Perioada de culturd pentru un ciclu de multiplicare este de 2 luni (60 de zile). Nu se
recomanda depasirea acestei perioade, deoarece apar fenomene negative, constand in necroza
apexurilor, ori necroza instalata la nivelul frunzelor i a lastarilor.

e In etapa de aclimatizare si de inradacinare ex vitro a listarilor de Lonicera kamtschatica, in
perlit flotant, la ambele soiuri (Atut si Duet) recomandam utilizarea auxinei AIB 1in
concentratia de 1 mg/l. Aceasta a asigurat procente de inrddacinare §i de aclimatizare a
lastarilor transferati ex vitro ce au depasit 60 %. Se recomanda protectia partiala - prin
acoperirea partiald a bazinelor cu un capac transparent din material plastic.

e Aclimatizarea se face in incinte cu temperatura de 23 + 3 °C, culturile trebuie expuse la
lumina fluorescenta, rece, cu intensitatea de cca 2400 Lux si o fotoperioada de 16 ore/zi.
Lastarii se inradacineaza in cca 3-4 saptamani.

inmultirea in vitro a speciei Lycium barbarum, soiul Ning Xia N1

e Initierea culturilor in vitro pentru Lycium barbarum se realizeaza cu succes din seminte
recoltate din fructe coapte. Dupa ce semintele se dezinfecteaza, ele se inoculeaza pe mediu
nutritiv MS, lipsit de regulatori de crestere, gelificat cu agar, introdus in borcane de 320 sau
720 ml. Inocularea se face prin rdspandirea semintelor pe suprafata mediului nutritiv.
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Procentul de germinatie este de cca. 50 %.

e Pentru stabilizarea culturilor in vitro plantulele provenite din faza de initiere sunt sectionate
in minibutasi cu 2-3 noduri, se elimina frunzele si minibutasii se inoculeaza in borcane de
720 ml cu mediu MSs lipsit de regulatori de crestere (5 explante/vas). Dupa 1-1,5 luni
rezultd plantule viguroase, care, de asemenea, pot fi subcultivate la intervale de 1-1,5 luni.

e Pentru faza de multiplicare in vitro, rezultatele obtinute arata ca, amidonul de grau utilizat ca
si agent de gelificare a avut un rol hotdrator pentru succesul acestei faze. De asemenea,
mediul MS modificat, suplimentat cu o concentratie de 0,3 mg/l BAP s-a dovedit a fi optim
pentru faza de multiplicare, asigurand rate de multiplicare si de proliferare mari si lastari
bine dezvoltati.

e Plantulele rezultate in faza de multiplicare, pe MSs cu 0,3 mg/l BAP, prezinta lastari cu
frunze mici, de cativa mm lungime, internodii scurte si, de reguld, ele nu prezintd radacini.
Acesti lastari sunt foarte eficienti pentru multiplicarea in continuare a speciei respective pe
mediu de aceeasi compozitie. Lastarii de 4-5 cm lungime prezintd o mare versatilitate,
putdnd fi inoculati vertical, orizontal, oblic, se pot utiliza unul sau doi minibutasi/vas
(preferabil doi). Tn cazul utilizarii de lastari scurti, de 1,5-2 cm se recomandi inocularea de
patru minibutasi/vas.

e Dintre agentii de gelificare testati, Isubgolul a determinat rezultate bune, dar inconstante, cu
rate de proliferare si de multiplicare ridicate la unele plantule. Produsul Vege-Gel si fdina de
grau s-au dovedit a fi agenti de gelificare neadecvati pentru multiplicarea in vitro la Lycium
barbarum.

e La specia Lycium barbarum se poate aplica, in mod eficient, inradacinarea in vitro urmata de
aclimatizarea ex vitro in hidrocultura prin flotatie sau inradacinarea directa ex vitro, in pastile
Jiffy7 a lastarilor axilari regenerati faza de multiplicare, caz in care procentele de
inradacinare sunt de peste 90 %.

o Inridicinarea directa ex vitro, in pastile Jiffy7, a lastarilor axilari regenerati In faza de
multiplicare se recomanda a fi practicatd doar in conditii adecvate, in sere sau in camere de
vegetatie performante, lastarii de Lycium barbarum fiind fragezi, sensibili, deshidratandu-se
usor.

e Pentru inradacinarea in vitro a lastarilor, pe mediu MSs lipsit de regulatori de crestere se
recomanda utilizarea a 40 de minibutasi/borcan de sticla de 720 ml, deoarece rezultd plantule
de dimensiuni mai mari, mai bine dezvoltate, mai bine inradacinate, iar manopera este mai
facila. In faza de inradicinare in vitro a lastarilor pe mediu MSs lipsit de regulatori de
crestere internodiile se alungesc, frunzele cresc in lungime si vitroplantulele se
inrddacineaza in proportie de peste 90 %.

e Pentru aclimatizarea ex vitro a plantulelor inrddacinate in vitro se recomanda hidrocultura
prin flotatie, intrucat aceasta s-a dovedit a fi foarte eficientd, asigurdnd un procent de
aclimatizare ridicat, de peste 90 %.

inmultirea in vitro a speciei Rubus fruticosus (mur), soiul Loch Ness

e Pentru faza de initiere a unei vitroculturi, dupa dezinfectarea materialului vegetal, mugurii
axilari se excizeaza la lupa binoculara, se indeparteaza orice urma de lemn si de scoarta si 1-
2 straturi de primordii foliare si mugurii se inoculeaza, aseptic, in mediul nutritiv MSa + 0,5
mg/l BAP, in eprubete cu cca 5 ml mediu/eprubeta.

e 1In faza de multiplicare a soiului de mur Loch Ness s-au obtinut rezultate foarte bune
utilizdnd mediul nutritiv MSa cu 0,5 mg/l BAP, sau MSs cu 0,5 mg/l BAP iar ca si vase de
Cultura se recomanda folosirea borcanelor de sticla de 720 ml cu capac cu filet, prevazut cu
filtru bacteriologic, pentru asigurarea schimbului de gaze. Vasele din polipropilena s-au
dovedit a fi mai putin eficiente.

e Tipul optim de inoculi s-a dovedit a fi minibutasii constdnd din lastari sau fragmente de
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lastari de 2 cm lungime, cu 4-5 noduri, fragmentele cu 1 sau 2 noduri fiind neadecvate,
deoarece determinad procente de viabilitate foarte scazute si regenerarea de plantule slab
dezvoltate. Numarul optim de inoculi/vas a fost de 4. Un numar mai mare de inoculi/vas
determind o suprapopulare a flaconului cu mediu si crestere si proliferare neuniformad a
acestora.

e Rezultatele obtinute in faza de multiplicare in cazul utilizarii citochininelor CPPU si TDZ au
indicat cd acestea sunt ineficiente pentru micropropagarea murului, plantulele regenerate
fiind deformate; si meta-topolina a determinat rate de multiplicare inferioare celor asigurate
de BAP, plantulele fiind deformate.

e Gelificarea mediilor de cultura cu 500 mg/l Phytagel + amidon de grdu nu a avut efect
benefic in faza de multiplicare la mur, de asemenea si cresterea concentratiei de amidon la 60
a/l.

e Guma guar - la concentratia de 20 g/l - a determinat cresterea si multiplicarea intensd a
plantulelor, fiind o potentiala alternativa la utilizarea amidonului de grau ca si agent de
gelificare.

e Din cercetarile noastre privind multiplicarea in vitro la mur, pe medii nutritive sterilizate
chimic cu NaDCC, fara autoclavare, rezulta ca soiul de mur 'Loch Ness' este sensibil la
NaDCC, aparand fenomenul de inhibitie. NaDCC franeaza cresterea in inaltime a plantulelor
la acest soi §1 la concentratii mari determina scaderea ratei de proliferare si, de asemenea,
determina vitrificarea si deformarea plantulelor.

e Lastarii axilari regenerati in vitro in etapa de multiplicare, pot fi inradacinati si aclimatizati
ex Vitro cu usurinta atat prin utilizarea de metode conventionale pe substraturi solide,
concomitent cu asigurarea umiditatii atmosferice ridicate, cat si prin metodele de
aclimatizare noi, radical diferite, elaborate la SCDP Cluj, cum ar fi inradacinarea directa ex
vitro in hidrocultura prin flotatie si in perlit flotant. La testarea metodelor clasice de
inradacinare ex vitro, pastilele Jiffy7, Sol Vit G si amestecul de turba si perlit au dat procente
de inradacinare si de aclimatizare de peste 90 %, fiind recomandabila utilizarea amestecului
de turba si perlit, avand n vedere accesibilitatea, costul redus si eficienta dovedita.

e Inradacinarea ex vitro in hidrocultura prin flotatie, in placi alveolare flotante, a lastarilor
axilari de mur, soiul Loch Ness a dat procente de inradacinare si aclimatizare de peste 70 %,
in conditiile aplicarii acesteia in sera, in camera de vegetatie, sau in aer liber, in conditii de
semiumbra, fard asigurarea unei umiditdti atmosferice ridicate. Se recomanda plantarea
lastarilor de dimensiuni mici (1,5-2,5 cm) separat de cei de dimensiuni mari (3-5 cm), in
alveole cu un diametru de 1 cm.

e Inradacinarea ex vitro in perlit flotant a lastarilor axilari a fost foarte eficienta la soiul de mur
Loch Ness, fiind recomandata plantarea de lastari individuali, fir cu fir, aceasta asigurand
procente de inradacinare si de aclimatizare de peste 90 %.

e Metoda de hidroponicd prin flotatie are potentialul de a deveni o alternativa eficienta la
utilizarea amestecurilor de pamant si a ghivecelor pentru plantele inradacinate si aclimatizate
in pastile Jiffy7. Pentru cresterea dimensiunilor plantelor aclimatizate in cultura hidroponica
s-a utilizat cu rezultate bune fertilizantul complex Ferticare la 2 g/l.

inmultirea in vitro a speciei Vaccinium macrocarpon, soiul Pilgrim

e Pentru initierea de culturi in vitro la Vaccinium macrocarpon se recomanda, ca si explante,
fragmente de ramuri cu mai multe noduri, cu frunze intacte, procentele de contaminare fiind
mici, iar ca mediu de cultura se recomanda utilizarea mediului WPMm + 5 mg/I 2-Ip.

e Dintre variantele de medii nutritive testate in faza de multiplicare, WPMm - continand
zeatind sau 5 mg/l 2-iP- au prezentat rate de proliferare rezonabile si lastari relativ bine
dezvoltati.

e Dintre agentii de gelificare testati, amidonul de grau si guma guar s-au dovedit a fi
ineficiente la concentratiile testate, determinand rate de multiplicare inferioare iar mediile
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nutritive lichide statice fara suport mecanic au dat rezultate similare cu mediul cu 2-iP,
agarizat, astfel cd, acestea sunt potentiale alternative la mediul agarizat.

e 1n faza de multiplicare in vitro a speciei Vaccinium macrocarpon, generarea lastarilor axilari
are loc lent, progresiv, lastarii axilari fiind generati unul dupa altul si, ulterior, se alungesc
repede, majoritatea crescand pana la capacul vasului de culturd, obtinandu-se rate de
proliferare rezonabile in decurs de 3-4 luni de cultura in vitro.

e 1n faza de multiplicare, vitroplantulele pot fi conservate timp de 5 luni, firi a fi subcultivate,
pe mediul de multiplicare, la temperatura laboratorului. Tn acest timp, continu lent procesul
lor de crestere, de proliferare si de inradacinare in vitro.

o Inriddicinarea si aclimatizarea se poate realiza prin metode clasice, in substraturi solide
(amestec de turba acida si perlit, Tn raport de volum de 2:1 sau pastile Jiffy7), cu asigurarea
umiditatii atmosferice ridicate sau in minibazine cu perlit flotant, caz in care procentele de
inrddacinare sunt de peste 90 %.

e Aclimatizarea ex vitro in hidrocultura in placi alveolare flotante s-a dovedit a fi eficienta
doar in cazul plantulelor inradacinate in vitro.
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