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Problema mulliplicarii si propagirii unor soiurt valoroase, de inalta
productivitate si calitate superioard, constituie un obiectiv major al horti-
cultorilor ce-si gisesle rezolvarea, in cele mai optime conditii, prin tehnici
moderne de inmulfire vegetativa a plantelor, prin cultivarea ,in’ vitro“ a
tesuturilor sau a celulelor. Aceste tehnici au ajuns la o dezvoltare de tip indus-
trial si au ca obiectiv principal obtinerea, intr-un ritm exploziv de duplicate,
de copii fidele ale unor clone, rezultate prin cercetéri asidui de ameliorare.

Un aspecl care derivd din problema inmultirii vegetative a plantelor,
prin tehnica cultivarii .in vitro™ a tesuturilor sau a celulelor, este acela al eco-
nomisirii de material biologic valoros intrucit pentru replicare se folosesc frag-
mente de ordin microscopic (meristem sau masive tisulare), ceea ce prein-
timpind sacrificarea plantei mamé, care continuind s vegeteze va constitui
un donator permanent.

Prin culturile de meristeme, potrivit descoperirilor lui Morel C. (1960),
se poate realiza insdndtosirea malerialului vegetativ printr-o devirozare a
plantelor, deoarece virusurile nu sint prezente in celulele meristematice.
Astfel, prin tehnici ,,in vitro“ se poate obtine material saditor de calitate con-
trolata, liber de atac fitopatogen, fapt care prezintd avantaje economice deose-
bite. O plantuld crescutd in mediu aseptic poate sa fie propagatd ,in vitro®
mentinindu-si insusirile ereditare mostenite de la planta mama de la care s-a
prelevat tesutul, operatiune numitd micropropagare. Cercetarile lui Morel,
C, au condus (la orhidee) ca prin tehnici de propagare ,in vitro“ (dintr-un
meristem) intr-un an s se ob{ind 4 milioane de plante (dupd Murashige T.,
1978); 1a Saintpaulia o singura persoana poate realiza 80.000 plante, pornindu-se
de la un explant de frunzd cu o suprafatd de 1 cm? (Jacob M. si col., 1980).
La garoafe, crizanteme, gerbera si la o serie de alte plante horticole (cipsuni,
cartof, sfecld etc.) s-au tipizat si standardizat operatiunile de multiplicare
»i vitro“ obtinindu-se material inmultitor de calitate superioara (liber de
viroze), si creindu-se astfel linii industriale. In tara noastra, pind in prezent,
materialul saditor de aceastd provenien{d este importat.

Considerentele mentfionate au stat la baza cercetarilor noastre privind
modalitatile de cultivare ,in vitro“ a explantelor tisulare de crizanteme,
prelevate de la organe diferite, precum si a realizérii unui proces de multi-
plicare si de micropropagare a acestei specii, pe medii aseptice.
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Material si metoda

La crizanteme se cunosc doudi modalitdti principale de multiplicare
»in vitro“ pornindu-se de la fragmente flor ale (Matsubara si col.—1971;
Hill —1968 ; Bush si col.— 1974 ; Roest si Bokelmann-— 1973; Roest— 1977) sau
din fragmente caulin are (Hill— 1968; Ben-Jaacov si Langhans — 1970,
1972 ; Earle si Langhans— 1974). In cazul experimentelor noastre explan-
tele au fost prelevate de la diferite nivele ale plantelor de crizanteme, soiul
Super Yellow, cultivate in serele Gradinii botanice din Cluj-Napoca (de la
plante cu o talie de cca 40 cm). Recoltarea s-a facut in diferite perioade ale
anului, potrivit cu experimentul urmirit. Materiaiul biologic a fost aseptizat
in solutie de hipoclorit (de calciu sau de natriu) in concentratie de 5%;, timp
de 20 minute, dupa care a fost spilat, de repetate ori cu apa distilata sterila,
Explantele au fost confectionate avindu-se in vedere indepartarea tesuturilor
distruse de céitre dezinfectant. Inocularea explantelor s-a ficut in eprubete
(de 12 cm inditime cu un diametru interior de 16 mm) con{inind 5 ml mediu
de cultura. Sterilizarea eprubetelor cu mediu a fost facutd prin autoclavare la
1 atmosferd timp de 25 mi.ute. Mediul de culturd continea macroelemente
Muraschige-Skoog, microelemente Heller, vitamine (piridoxind si acid nico-
tinic 100 mg/1), FeEDTA (dupd Homes), zaharozd 20 g/fl, agar-agar 6 g/l.
Balanta hormonald a variaf in functie de diferitele variante experimentate,

Am testat, comparativ, capacitatea regenerativa, organogeneza si viteza
de crestere a explantelor prelevate din peduncul floral, frunze, nod si inter-
nod (prelevate de la cele doud extremitéti ale plantei) si a meristemelor cauli-
nare (apicale sau laterale). In cazul experimentului efectuat cu meristeme si cu
fragmente caulinare, mediul de culturd a fost completat cu mezoinozito!l
100 mg/l, iar balanta hormonald a fost urmatoarea: V, = NAA 0,2 mg/l 4
+ K2 mg/l 4+ GA; 0,2 mg/l, V, = NAA 2 mg/l 4+ K 2 mg/l.

Dupa inoculare, eprubetele au fost inchise cu folie de polietilena incolora
si au fost mentinute la un regim termic de cca 27°C ziua si 22—24°C noaptea,
la o intensitate luminoasid de 2 600 Ix, realizata prin lumina de tuburi fluores-
cente. Fotoperioada adoptatd a fost de 12 ore lumin&/24 ore.

Rezultate si discutii

Intr-o primi etapa experimentald am reusit obtinerea de plantule, neofor-
mate ,in vitro“ utilizind fragmente de penduncul floral (de cca
0,5—0,8 cm lungime) prelevate in luna noiembrie, sectionate longitudinal,
potrivit metodei descrise de ciitre RoestS. (1977). In functie de balanta hor-
monald prezentd in mediul de culturd dintr-un explant s-au diferenfiat una
sau mai multe plantule, procesele de organogenezd fiind abundente atit in
ceea ce priveste rizogeneza cit i a formirii de neoplantule (fig. 1.). Aceastd
metoda s-a dovedit a fi eficientd in realizarea unui proces rapid de micropro-
pagare ,,in vitro“ (Lazir M. si col., 1981). In cazul in care din tesutulinoculat
s-au format mai multe neoplantule, acestea, pentru a fi inrddacinate, seimpune
si fie desprinse de pe explantul mama si pasate pe un mediu de bazi, gelozat,
continind un miligram la litru auxind, {ard citochinine ; in acest mod se
induc procesele de rizogeneza. Plantulele neoformate ,in vitro“ sint miniatu-
vizate, dar prezintd o organizare completd si pot suporta usor acomodarea
la viata din mediul aseptic, luindu-se, pentru o perioada de timp masuri de
protectie in ceea ce priveste evitarea agentilor stressanfi (deshidratarea
solului sau a aerului ori socurile termice) motiv pentru care plantulele (de
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cca. 3 cm) formate pe mediu aseptic si trecute in ghivece (pe substrat de
foioase) trebuie sa fie acoperite, temporar, cu recipiente de sticla.

O alta metoda practicatid de noi a fost aceea a cultiviiii pe medii asep-
tice 2 meristemelor caulinare, apicale sau axiale. Dupd cca 6
saptdmini, din meristeme cultivate ,in vitro“ s-au diferentiat plantule. Explon-
tele meristematice prelevate din apexul plantelor au dus la neoformarea
de plantule cu o talie de cca 4¢cm, iar in cazul celor diferentiate din meristem
lateral, talia a fost de cca 1,5 cm., Aceste experimente au reliefat (fig. 2.)
diferentele de capacitate regenerativi existente intre meristemul apical si cel
lateral. In general, meristemul apical a dovedit o crestere si o capacitate rizo-
gend superioard tuturor celorlalte tipuri de explante. In cazul in care meris-
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Fig. 1. Plantule neoformate din fragmente de peduncul. floral (eprubeta 1 = mediu de bazi

fird hormoni ; eprubeta 2 mediu de bazi + NAA 0,2 mg/l + K 2 mg/l +
GA; 0,2 mg/l ; eprubeta 3 = NAA 2 mg/l + K 2 mg/l).

Fig. 2. Explante meristematice prelevate din apexul tulpinei (T = mugure terminal) si
explante din mugure lateral (L = mugure lateral).

Fig. 3. a. — meristem caulinar crescut pe mediu cu 5 mg/l BA + AIA 1 mg/l; b. =
meristem terminal crescut pe mediu cu 1 mg/l BA si 1 mg/l ATA.

Fig. 4. Meristem apical crescut pe mediu cu BA 5 mg/l.

Fig. 5. idem fig. 4. — colonia de plantule desmembrati in propagule.
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temul a fost inoculat pe un mediu cu o balantd hormonalad echilibrati (sub
raport auxinic, citochinetinic) din fiecare t{esut s-a format o plantuld, prezen-
tind un sistem radicular bine dezvoltat (fig. 3). Dacd mediul contine o cito-
chinetind (de exemplu BA 5 mg/l) procesele regeneratoare inclind syre dife-
rentierea, per un explant de mei multe formatiuni caulinare (fig. 3 si 4), ceea
ce impune individualizarea plantulelor neoformate fn cadrul unei colonii,
in propagule (fig. 5.), care f'ind eliptice de ridacini pot s fie subcultivate
pentru o perpetud multiplicare <au pot fi pa-ate pe mediul rizogen fira chine-
tind si cu un miligram la litru, auxind pentru a obtine un bun material sadi-
tor. Cultura de meristem, in comparatie cu evolutia altor tipuri ds explante
are avantajul de a diferentia rapid plantule, cu o organizare completd, plan-
tule ce dovedesc o vitezd ridicata de crestere. (fig. 3 a).

Intrucit in liter2turd nu am intilnit un studiu comparativ cu referire la
testarea potentialititii regenerative a explantelor tisulare, prelevate din alte
portiuni ale tulpinilor de crizanleme. ne-am propus ca obiectiv de cercetare,
investigarea capacitiitii de organogenez o explentelor cauvlinare si am
prelevat tesuturi de tulpini, din zona apicald sau din portiunca bazald a plan-
telor (fig. 6 si 8) ori din frunzi. Astfel am prelevat si am trecut pc medii
aseptice nodul apical si cel caulinar bazal, internodul din
imediata vecinitate, respectiv primul si penullimul internod (fasonat la dimen-
siuni de cca 0,5-0,8 cm), fragmen'e de frunze: teacd, petiol, limb
(bazd, mijloc, vitf si margine). In paralel s-au inoculst si meristeme caulinare
terminale si {aterale Mediul nutritiv 2 fost preparat dupda modelul
celorlalte experimente intreprinse de noi (Lazdr M. si col. 1981\, Balants hor-
monald a mediului a fost variatd.

In afard de meristeme, pe un al doilea loc in ceea ce priveste capaci-
tatea regenerativi a explantelor, se situeazé teaca si petiolul. De regula, explan-
tele caulinare dau nastere la un calus masiv, verde, care con'inud sd crea~ca
$i dupd pasarea lui pe mediu proaspat, Dar procesele de morfo si organogenezi
la nivelul calusului sin? mult mai lente in raport cu cele inregistrate la meris-
teme. Abia dupd 3 —4 luni de 1a inocuiare, procesele de morfogeneza la nivelul
explantelor caulirare, de alt tip decit meristemele, se concretizeazi prin for-
marea a una pind la cinci plantule, per un explant (fig. 9). De cele mai multe
ori se constatd §i aparitia radacinilor. Explan‘ele de limb foliar adesea ramin
la stadiul de calus, chiar $i dupd paséri repetate pe alte medii, cu toate cd in
literatura de specialitate se mentioneazd, lo crizanteme, ob{inerea de neoplan-
tule via calus (Hill — 1968). calus provenit incd din apexuri caulinare, Deci,
capacitalea morfogeneticd a calusului, provenit din frunze de crizanteme,
este foarte scdzutd, singurele exceptii s-an intilnit in cazul calusurilor din
explonte prelevate din zona mediand a limbului, continind nervura principala,
Din punct de vedere aplicativ, exceptind meristemele, prelevarea unor explante
din alte zome caulinsre este mai putin rentabild, intrucit procesele regenera-
toare sint extrem de lente (de ordinul a 3 —4 luni).

Un mod eficient de a multiptica in vitro“ crizantemele este acela al
fragmentérii plantulelor neoformate“ ,in vitro“ in minibutagi, metoda
practicatd la garoafe (dupd Rudelle M. — 1977). Plantulele crescute pe medii
aseptice pind la o talie de 9—10 cm (prezentind 7 —8 noduri), au fost divizate
in noduri si internoduri compenente, iar minibutasii rezultati au fost amplesati
pe medii sterile, proaspat preparate (dupad reteta descrisi dec mnoi anterior).
In scurt timp de la inocularez minibutasilor ,in vilro” s-au declansat procese
regenerative soldate cu neoformerea de 1—5 plantule la nivelul explantelor
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nodale, si @ mai mullor mugurasi, la ure din extremitatile interno-
dului (dispus peralel cu suprafata mediului de cul*urd). Se remarcd o maxi-
ma capacitate de crestere si de rizogenezd la nivelul mugurelui apical, a carui
dezvoltare depésea, pe departe cresterea formatiunilor caulinare de la ceilalti
microbutasi confectionati din restul zonelor plantulelor neoformate in vitro“.
Pe medii bogate in benzil adenind numaérul plantulelor formate de novo era
mai ridicat, chiar si in cazul mugurelui apical, in comparatie cu evolutia mini-
butssilor cultivati pe mediul de bazi, lipsit de hormoni, sau cu o balanti hor-
monald echilibrata (sub raport auxind/chinetini). Experimentele au fost
incununate cu succes (Maria Laziir si Dorina Cichitd, C. 1981) si s-a
reusit ,in vitro“, atingerea unui deosebit de ridicat indice de inmulfire clo-
nald a speciei in cauzd, intrucit s-a indus diferentierea de neoplantule, atit
din nodurile, cit si din internodurile plantulelor neoformate in conditii aseptice.

Am trecut in revistd ansamblul conceptiei experimentale privind cer-
cetdrile intreprinse de noi, axate pe problematica multipiicarii ,in vitro“la
crizanteme, pentru a avea un tablou complet al preocupdrilor noastre in
aceastd directie. Astfel, se poate aprecia rezerva biologicd a fragmentelor
de organe' prelevate de la crizanteme $i misura in care se pnate valorifica,
exploata la maximum, o clond ce s¢ doreste a fi multiplicatd rapid si efi-
cient, in mii de exemplare.

R : i ik : : i
Fig. 6. Fxplante caulinare prelevate din diferite zone ale plantei in mediu natural (a. = in-
ternod ; b. zond nodald).
Fig. 7. si 8 Formarea de neoplantule din zona nodali si internodald (a. = nod; b. =
internod).
Fig. 9. Minibutagi crescuti ,in vitro“ (a. = apexul neoplantulei).
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Concluziti

Comparind diferitele metode de multiplicare ,in vitro“ a crizantemelor

apreciem ca fiind cea mai eficientd, in realizarea unei inmultiri rapide a clonei
dorite, metoda cultivirii pe medii aseptice a meristemelor. Apoi din plantulele
neoformate ,,in vitro“ se vor secfiona minibutasi ce vor fi subcultivati pe medii
sterile. Mectoda fragmentelor de minibutasi poate fi consideratd o a doua
metoda eficientd si rapidd de multiplicare ,in vitro“ a crizantemelor.
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