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Introducere 

Abordarea eficientă a conservării plantelor presupune combinarea metodelor de 

conservare in situ şi ex situ, având ca obiectiv principal menţinerea unei diversităţi 

genetice corespunzătoare speciei sau speciilor vizate. Conservarea ex situ reprezintă o 

alternativă viabilă în cazul în care un taxon devine puternic periclitat în habitatul natural 

sau poate completa măsurile de conservare in situ.  

Scopul acestei teze de doctorat îl reprezintă studiul taxonului Dianthus giganteus 

subsp. banaticus în ambientul lui natural şi conservarea lui ex situ.  

Principalele obiective ale tezei sunt: 

- descrierea ambianţei eco-cenotice a taxonului Dianthus giganteus ssp. 

banaticus; 

- introducerea taxonului in vitro şi stabilirea unui protocol de micropropagare cu 

randament optim; 

- crioconservarea materialului micropropagat (în azot lichid la -196°C) pentru 

stocarea pe termen lung; 

- verificarea apariţiei unei eventuale variabilităţi somaclonale  induse de metodele 

de conservare ex situ. 

Tema propusă se încadrează într-un proiect de cercetare mai amplu, PN II 31-

008/2007 (acronim CONEXITVARPER, director CS II Dr. Victoria Cristea), cu titlul 

„Consolidarea biodiversităţii prin conservarea ex situ şi evaluarea variabilităţii 

somaclonale prin tehnici moleculare de analiză genomică la taxoni endemici sau cu 

statut periclitat din siturile NATURA 2000”. Acest proiect s-a derulat în cadrul 



 4

Programului de cercetare 4: “Parteneriate în domeniile prioritare”, subdomeniul 

„Fundamentarea ştiinţifică, proiectarea şi dezvoltarea reţelei de arii protejate „Natura 

2000”, pe teritoriul României, precum şi a planurilor de management adaptiv care 

garantează conservarea diversităţii biologice şi ecologice”. Susţinerea financiară pe 

parcursul studiilor doctorale a fost posibilă prin bursele oferite de UBB în cadrul  

proiectului POSDRU 6/1.5/S/3 – „STUDIILE DOCTORALE: PRIN STIINŢĂ SPRE 

SOCIETATE”. 

 

1.1 Descrierea şi corologia taxonului  Dianthus giganteus ssp. banaticus 

Taxonul luat în studiu, Dianthus giganteus D’Urv. subsp. banaticus (Heuff.) 

Tutin, face parte din familia Caryophyllaceae,  este endemic pentru sud-vestul 

Carpaţilor, considerat de unii autori ca taxon vulnerabil în România (Dihoru şi Dihoru, 

1994, Sârbu şi colab., 2003), iar de alţii ca rar (Olteanu şi colab., 1994). Acesta a fost 

descris pentru prima dată de Heuffel în „Enumeratio Plantarum in Banatu Temesiensi 

sponte crescentium et frequentius cultarum” (1858), astfel: capitul cu multe flori dense, 

scvame involucrale cu margine ondulată, caliciu de 1,5 cm lungime, lamina petalelor 

sanguinee sau purpurie, tulpina patrunghiulară, în partea inferioară scabră. De asemenea, 

Heuffel nu a încadrat taxonul la specia D. giganteus, ci la D. carthusianorum.  

 
Fig.1 D. g. subsp. banaticus, iunie 2009, pe Valea Mraconiei (foto. L. Jarda). 

 

Dianthus giganteus ssp. banaticus, sau garofiţa bănăţeană, este o plantă perenă, 

de 25-60 cm înălţime, cu lamina petalelor sanguinee sau purpurie, înfloreşte în lunile VI-

VII. Se întâlneşte în pajişti, pe grohotişuri şi pe stâncării, pe sol scheletic calcaros, în 

judeţele Caraş-Severin şi Mehedinţi.  Uneori, această specie seamnă atât de bine cu 

Dianthus giganteus subsp. giganteus, încât cu greu se poate deosebi, mai ales când 
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mărimea caliciului este aceeaşi şi culoarea este roşietică şi nu verde, ca de obicei. În 

acest caz, deosebirea dintre cele două specii se poate face pe baza scvamelor calicine 

interne, astfel: la banaticus scvamele interne sunt aristate, pe când la giganteus sunt mai 

acute sau acuminate. De asemenea, numărul mai mic de flori, petalele de două ori mai 

mari şi suprafaţa lor acoperită cu peri la banaticus, este o altă serie de deosebiri între cele 

două speci, respectiv subspecii (Prodan, 1953). 

Statutul acestui taxon este ridicat la nivel de specie în lucrarea lui Ciocârlan 

(2009): D. banaticus (Heuffel) Borbás, dar noi l-am păstrat pe cel din Flora Europaea. 

Deşi, după Oprea (2005), taxonul este citat din judeţele Caraş-Severin, Cluj, 

Braşov, Iaşi, Mehedinţi şi Sibiu, se pare că prezenţa sa este confirmată numai în judeţele 

Caraş-Severin şi Mehedinţi (Dihoru şi Pârvu, 1987; Ciocârlan 2009; Sârbu şi colab., 

2003). Probabil, că această subspecie a fost confundată cu alte speciii ale genului 

Dianthus, iar datele au fost preluate ca atare, în unele publicaţii ulterioare (Dihoru şi 

Pârvu, 1987; Oprea, 2005). În ceea ce priveşte ambianţa în care creşte taxonul Dianthus 

giganteus subsp. banaticus, acesta a fost inclus de diversele surse bibliografice, doar în 

patru asociaţii vegetale: Cystio-Festucetum rupicolae Peia 1981, Stachyo nitens-

Cachrysetum ferulaceae  Sanda et Popescu, 1999 (Matacă, 2005); Melico-Phleetum 

montani  Boşcaiu et al., 1996; Acantho longifolii-Quercetum pubescentis Jakucs et 

Fekete, 1958 (Matacă, 2003). 

 
Fig. 2 Răspândirea taxonului D. g. subsp. banaticus, (după datele lui A.Oprea, 2005). 
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Dezvoltarea societăţii şi creşterea impactului activităţilor umane asupra naturii, 

determină destabilizarea echilibrului ecologic atât regional, cât şi global. Plantele deţin 

un rol important în menţinerea acestui echilibru, dar exploatarea lor necontrolată poate 

determina, pe lângă pierderea echilibrului ecologic, deteriorarea genofondului vegetal. 

Cunoaşterea anumitor factori de mediu, precum şi legăturile care se stabilesc între 

diferitele comunităţi de plante fac posibilă o exploatare raţională a resurselor vegetale.  

Din aceste considerente, ne-am oprit şi la cunoşterea ambianţei eco-cenotice a 

taxonului luat în studiu, cu insistenţă asupra aprecierii gradului de creştere şi dezvoltare 

ca un indiciu a corelaţiei dintre exigenţele sale ecologice şi oferta diverselor habitate în 

care este prezent. 

2. MATERIAL ŞI METODE 

 

2.1. Ambianţa eco-cenotică a taxonului Dianthus giganteus subsp. 

banaticus 
- s-au efectuat relevee fitosociologice după metoda Braun-Blanquet, cel puţin două 

relevee/ populaţie (subpopulaţie); 

- tehnica efectuării releveelor şi a aprecierilor calitative şi cantitative s-a realizat 

ţinând cont de recomandările autorilor Borza şi Boşcaiu (1965) şi Cristea, Gafta şi 

Pedrotti (2004); 

- suprafaţa analizată a fost de 25mP

2
P pentru fiecare releveu; 

- cele 24 de relevee fitosociologice propri au fost analizate şi reunite pe asociaţii 

vegetale, în conformitate cu metodologia şcolii clujene.   

2.2 Conservarea ex situ a taxonului Dianthus giganteus subsp. 

banaticus 
- s-a realizat atât în aer liber, pe o stâncărie special amenajată în Grădina Botanică 

„Al. Borza”, cât şi prin cultură in vitro şi crioconservare. 

a. Cultura in vitro clasică 

Pentru iniţierea culturii in vitro la taxonul Dianthus giganteus subsp. banaticus, 

materialul vegetal a fost sterilizat prin utilizarea mai multor metode prezentate în tabelul 

1. Prealabil aplicării metodelor de sterilizare materialul vegetal a fost supus presterilizării 

prin spălare în apă de robinet, clătire în soluţie de Domestos 5 %, urmate de o clătire 

scurtă în alcool sanitar 80 %. 
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Tabel. 1.Variante de sterilizare utilizate pentru dezinfecţia materialului vegetal 

Variante de sterilizare Lăstari/tulpini florifere 

a 10 min. Domestos 20 % 

b 10 min. HgClB2B 0,2 % 

c 
5 min. Domestos 10 %, 

5 min. HgClB2B  0,2 % 

 

După 30 de zile de la iniţiere explantele au fost trecute pe mediu de multiplicare-

stabilizare (D2), ce conţine mediu bazal Murashige&Skoog cu vitamine, cu 20g/l 

zaharoză şi o balanţă hormonală în favoarea citochininelor (BA 1mg/l, ANA 0,1 mg/l), 

pentru a stimula multiplicarea. 

Plantele obţinute din cultura in vitro au fost utilizate pentru studii de optimizare a 

ratei de multiplicare şi de rizogeneză. În acest sens am utilizat diferite medii de cultură, 

cu balanţă hormonală în favoarea citochininelor pentru multiplicare şi cu balanţa 

hormonală în favoarea auxinelor pentru rizogeneză, iar pentru control s-a utilizat 

mediul  Murashige&Skoog cu vitamine (tab. 2 şi 3). Creşterea culturilor s-a realizat la 

temperatura de 24°C în regim fotoperiodic de 16 h lumină şi o intensitate luminoasă de 

3000 - 3500 de lucşi. 

 
Tabel 2. Variantele mediilor de cultură utilizate pentru optimizarea multiplicării 

Variante Componente 

M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 

Macroelemente, microelemente 

şi vitamine 

MS MS MS MS 

 

MS MS MS MS MS 

ANA 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 - 

K 0,1 1 - - - - - - - 

BA - - 0,1 1 - - - - - 

2iP - - - - 10 15 - - - 

Hormoni 

(mg/l) 

TDZ - - - - - - 0,01 0,05 - 

Zaharoză ( g/l) 20 20 20 20 20 20 20 20 20 

Agar  (g/l) 7,8 7,8 7,8 7,8 7,8 7,8 7,8 7,8 7,8 
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Tabel 3. Variantele mediilor de cultură utilizate pentru optimizarea rizogenezei 

Variante Componente 

R1 R2 R3 R4 

Macroelemente, 

microelemente şi vitamine 

MS MS MS MS 

AIA - - - 1 

ANA - 0,1 1 - 

Hormoni 

(mg/l) 

K - 0,5 0,5 0,5 

Zaharoză ( g/l) 20 20 20 20 

Agar  (g/l) 7,8 7,8 7,8 7,8 

 

b. Cultura in vitro fotoautotrofă şi microscopie 

Pentru culturile fotoautotrofe (PA) s-au utilizat explate obţinute prin cultură in 

vitro clasică, după 12 luni de la iniţierea culturilor. Mediul de cultură a fost mediu bazal 

Murashige&Skoog cu vitamine şi hormoni (ANA – 0,1 mg/l; K – 0,5 mg/l), dar fără 

zaharoză pentru varianta fotoautotrofă (PA) şi cu 20 g/l zaharoză pentru varianta 

control.  S-au folosit vase de cultură de tip Erlenmeyer, de 100 ml, cu gura largă. 

Vasele, pentru varianta PA au fost închise cu  folii „suncap” (folii de polipropilenă 

prevăzute cu filtru  cu diametrul de 6 mm şi porozitate de   0,02 µm) care permit 

schimbul de gaze cu mediul ambiant dar nu permit pătrunderea agenţilor patogeni. 

Pentru varianta control, vasele de cultură au fost închise cu folie de polipropilenă 

normală. S-au inoculat câte 4 explante/vas de cultură. Sistemul a fost menţinut în 

camera de vegetaţie la o temperatură de 25±1P

o
PC, la o fotoperioadă de 16 ore lumină/8 

ore întuneric şi la o intensitate luminoasă de 4500-5000 lucşi.  

Materialul utilizat pentru studiile de microscopie a fost reprezentat de: 

i) lotul martor – frunzuliţe prelevate de la unul din indivizii din Grădina Botanică;  

ii) lotul cultură in vitro – frunzuliţe de la acelaşi individ din cultura in vitro clasică; 

iii) lotul cultură PA – frunzuliţe de la acelaşi individ din cultura fotoautotrofă 

(0,03% CO B2 B). 

S-au efectuat atât investigaţii structurale (de microscopie optică), pentru observaţii de 

ansamblu asupra întregului mezofil al limbului foliar, cât şi investigaţii ultrastructurale 

(de microscopie electronică), pentru observaţii de detaliu, în primul rând asupra 

cloroplastelor. 
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c. Aclimatizare 

Materialul vegetal obţinut prin cultură in vitro, după etapa fotoautotrofă de 

preaclimatizare, a fost introdus apoi în cultura ex vitro, aclimatizându-se la condiţiile 

din afara vaselor de cultură: umiditate mai redusă decât in vitro, alt substrat de cultură, 

altă compoziţie a atmosferei decât cea din vasele de cultură, influenţa pregnantă a 

factorilor ambientali, etc. Acestea au fost trecute pe două variante de substrat: perlit şi 

perlit+pământ (50%-50%). Următoarea etapă, în procesul de aclimatizare, a fost 

trecerea plantelor de pe cele două variante de substrat, pe un singur tip de substrat, 

pământ, pe vase mai mari menţinute în sera încălzită. După o perioadă de 30 de zile de 

cultură în mediul protejat (în seră), s-a considerat că plantele sunt stabile şi se poate 

realiza transferul în aer liber. Astfel, plantele au fost scoase în răsadniţă şi menţinute în 

ghivece încă 30 de zile, după care au fost transferate pe o stâncărie în Grădina Botanică 

„Al. Borza”. 

d. Crioconservarea 

Meristeme apicale cu 2 - 4 perechi de primordii foliare, având o lungime de 

aproximativ 3 – 4 mm au fost utilizate pentru experimentele de crioconservare (= 

apexuri caulinare). Culturile stoc de plante in vitro au fost crescute în recipiente de 

polipropilenă de 500 ml pe un mediu Murashige şi Skoog (1962) (MS) modificat. 

Compoziţia mediului nutritiv a constat din: macro- şi microelemente MS; 0,1 mg/lBA; 

0,01 mg/lANA; 30 g/l zaharoză şi 7 g/l agar. pH-ul mediului a fost ajustat la 5,7 

prealabil autoclavării. Creşterea culturilor s-a realizat la temperatura de 24°C în regim 

fotoperiodic de 16 h lumină şi o intensitate luminoasă de 3500 lucşi.  

Pentru regenerarea plantelor după crioconservare a fost utilizat acelaşi mediu, însă 

cu un conţinut mai redus de agar (5 g/l agar).  

Apexurile au fost izolate în condiţii aseptice la o lupă binoculară cu ajutorul acelor 

hipodermice sterile. Apexurile au fost incubate în cutii Petri (diametru 5 cm) pe hârtie 

de filtru umectată cu 2,5 ml mediu lichid, timp de 24 h la 24°C.  Apexurile au fost 

ulterior incubate timp de 24 h în medii MS cu zaharoză în diferite concentraţii (0,25, 0,5 

şi 0,75 M). Incubarea s-a realizat în cutii Petri (diametru 5 cm) pe hârtie de filtru 

umectată cu soluţiile de zaharoză menţionate anterior.  

Ulterior apexurile au fost tratate cu soluţia de vitrificare PVS2 (Sakai şi colab., 

1990) timp de 10 - 30 minute la temperatura camerei. În vederea congelării apexurile au 

fost transferate pe folii de aluminiu (2 x 0,5 cm în lungime, sterilizate în prealabil) într-o 
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picătură de soluţie de vitrificare PVS2, după care au fost transferate în tuburi de 

polipropilenă de 2 ml în vederea congelării.  

Congelarea s-a realizat prin imersia directă în azot lichid a tuburilor conţinând 

apexurile. După 2 h de stocare în azot lichid, decongelarea probelor s-a efectuat în 

mediu lichid la temperatura camerei.  

După decongelare apexurile au fost transferate pe medii de cultură semisolide (5 

g/l agar). Stocarea în vederea regenerării s-a realizat în condiţiile de lumină şi 

temperatură menţionate anterior pentru creşterea şi multiplicarea plantelor in vitro. 

 

2.3 Studiul variabilităţii somaclonale la Dianthus giganteus. subsp. banaticus 

Materialul utilizat în studiile moleculare a fost reprezentat de frunze ale indivizilor 

(i) înainte de iniţierea culturilor in vitro, (ii) după menţinerea timp de 24 de luni în 

cultură pe diferite medii de cultură (tabel 2 şi 3). Izolarea ADN-ului genomic din frunze 

s-a realizat utilizând CTAB după Doyle şi Doyle (1987). S-au utilizat două tipuri de 

markeri moleculari ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) şi SSR (Simple Sequence 

Repeat). 

3. REZULTATE SI DISCUŢII 

 

3.1 Ambianţa eco-cenotică a taxonului Dianthus giganteus subsp. 

banaticus 
Au fost identificate 10 asociaţii vegetale, în care se dezvoltă taxonul luat în studiu, 

care aparţin la cinci clase de vegetaţie, ceea ce ilustrează amplitudinea ecologică mai 

largă a acestui taxon, faţă de numai 4 asociaţii menţionate de literatura de specialitate: 

 A. Agrostio tenuis-Festucetum rupicolae Csűrös-Káptalan (1962) 1964 

 B. Agrostio-Danthonietum provincialis Soó 1947 

 C. Arrhenatheretum elatioris (Br.-Bl. 1919) Scherrer 1925 

 D. Thymo pannonici-Chrysopogonetum grylli Doniţă et al., 1992  

 E. Festucetum rupicolae Burduja et al., 1956, Klika, 1931 

 F. Rhinantho rumelici-Brometum erecti Sanda et Popescu, 1999 

 G. Achnatheretum calamagrostis Br.-Bl. 1918 

 H. Thymo comosi-Galietum albi Sanda et Popescu 1999 

 I. Festucetum xanthinae Boşcaiu 1971 

 J. Cotino-Carpinetum orientalis Csűrös et al. 1968  
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Fig. 3 Media numărului de indivizi de D. g. subsp. banaticus şi media AD în asociaţiile 

vegetale studiate 
                                                                                  

Cea mai bună prezenţă a taxonului este în asociaţia Agrostio tenuis-Festucetum 

rupicole (A), iar cea mai slabă în asociaţia Rhinantho rumelici-Brometum erecti (F) (fig. 

3). În asociaţia Thymo comosi-Galietum albi (H) se observă că abundenţa-dominanţa este 

mai mare decât numărul de indivizi din fitocenoze, aceasta se datorează faptului că aici 

indivizii prezintă o creştere şi dezvoltare bună, cu număr mare de tulpinii florifere, 

realizând o acoperire mai mare.  

 

 

3.2 Conservarea ex situ a taxonului Dianthus giganteus subsp. 

banaticus 

 
a. Conservarea ex situ în sectorul fitogeografic al Grădinii Botanice “Al. 

Borza” 

Pentru realizarea colecţiei ex situ, în Grădina Botanică, s-a utilizat o stâncărie 

dezafectată. În măsura în care a fost posibil, colectarea din teren s-a realizat cu balotul 

de sol aferent, sol care a fost folosit în momentul plantării în Grădina Botanică. S-au 

plantat indivizi de D. g. subsp. banaticus din 3 populaţii, câte 3 din fiecare popolaţie, în 

total 9 indivizi ai acestui taxon. Unii indivizi aduşi cu boboci sau flori au format 

seminţe. Alţi indivizi au înflorit pe stâncărie şi au format seminţe viabile, acestea au fost 

recoltate şi se află în baza de germoplasmă a grădinii botanice. Din cei 9 indivizi 

plantaţi, momentan mai există, pe stâncăria special amenajată, 8 indivizi care în fiecare 

an, din 2008 când au fost plantaţi, înfloresc şi produc seminţe (fig. 4) 
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Fig. 4 D. g. subsp. banaticus la un an (2009) după plantarea pe stâncăria din Grădina 

Botanică 
 

b. Cultura in vitro clasică 

Multiplicarea ex situ şi reintroducerea în habitatele naturale pot ajuta la 

menţinerea, consolidarea şi chiar extinderea populaţiilor naturale. Pe de altă parte, 

menţinerea mai multor genotipuri în colecţii ex situ, provenite din locaţii diferite conferă 

un plus de siguranţă pentru conservarea unei anumite specii. De-a lungul timpului, 

mijloacele tradiţionale de stocare a resurselor genetice atât sub formă de seminţe, cât şi 

sub forma colecţiilor de plante în teren au contribuit la conservarea fondului genetic al 

planetei. La ora actuală, metodele moderne avansate ale biotehnologiilor vegetale sunt 

aplicate pe o scară tot mai largă pentru conservarea resurselor genetice vegetale. 

Important de menţionat este faptul că, aceste metode moderne nu exclud conservarea 

tradiţională in situ sau ex situ, ci constituie mijloace complementare de conservare. O 

gamă largă de metode moderne, cum sunt biotehnologiile in vitro, metodele moleculare 

de analiză a genomului, protocoalele de crioconservare sau metodele de diagnostic 

imunologic sunt utilizate actualmente atât pentru caracterizarea colecţiilor de plante, cât 

şi pentru propagare şi multiplicare, indexarea bolilor, conservarea, distribuirea sau 

schimbul de resurse vegetale. 

Sterilizarea materialului vegetal cu detergent Domestos (varianta a), a fost mai 

puţin eficientă (18,18 – 63,64 % explante sterile), faţă de clorura mercurică (varianta b) 
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(37,93 – 84 % explante sterile), iar metoda combinată (varianta c) a dat rezultatele cele 

mai bune (60 – 92 % explante sterile), făra a afecta viabilitatea (fig. 5). 
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Fig. 5 Media explantelor sterile de D. g. subsp. banaticus, rămase viabile după aplicarea 

metodelor de sterilizare a=detergent Domestos, b=HgCl B2 B, c=detergent domestos+ 
HgCl B2 B). 

 

Observaţiile realizate la 30 şi 60 de zile de la transferul pe mediu D2 (mediu MS 

cu vitamine, cu 20g/l zaharoză, BA 1mg/l, ANA 0,1 mg/l), sugerează că, dacă la 30 de 

zile populaţiile au multiplicat relativ uniform, la 60 de zile se observă o diferenţă între 

cele 3 populaţi (fig. 6). Numărul de neolăstari a somaclonelor aceluiaşi individ prezintă 

o variabilitate mare, rata de multiplicare oscilând între 10 şi 135 neolăstari/inocul în 

cadrul aceluiaşi individ (fig. 7). Menţionăm că somaclonele sunt reprezentate de 

explantele provenite de la aceeşi vitroplantulă.  
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Fig. 6 Multiplicarea indivizilor de D. g. subsp. banaticus pe mediul D2 (1.1, 1.2, 1.3= 

ind. pop. 1; 2.1, 2.2, 2.3=ind. pop.2; 3.1, 3.2, 3.3=ind. pop.3).   
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Fig. 7 Multiplicarea somaclonelor individului 1.1, la 60 de zile de la transferul pe 
mediul D2 
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Fig. 8   Influenţa mediului de cultură asupra multiplicării la D. g. subsp. banaticus, la 40 

de zile de la inoculare: M1=K 0,1mg/l, M2=K 1mg/l, M3=BAP 0,1mg/l, M4=BAP 
1mg/l, M5=2iP 10mg/l, M6=2iP 15mg/l, M7=TDZ 0,01mg/l, M8=TDZ 0,05mg/l, 

M9=MS. 
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Fig. 9 Influenţa mediului de cultură asupra multiplicării la D. g. subsp. banaticus, la 110 

de zile de la inoculare: M1=K 0,1mg/l, M2=K 1mg/l, M3=BAP 0,1mg/l, M4=BAP 
1mg/l, M5=2iP 10mg/l, M6=2iP 15mg/l, M7=TDZ 0,01mg/l, M8=TDZ 0,05mg/l, 

M9=MS. 
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Este cunoscut faptul că, uneori, mediile de cultură lipsite de fitohormoni 

stimulează rizogeneza, şi de multe ori permit şi o multiplicare in vitro satisfacătoare. În 

acest sens, s-a montat un experiment în care să se compare evoluţia explantelor pe medii 

de cultură cu fitohormoni (tabelul 2 şi 3) şi pe un mediu MS lipsit de fitohormoni. 

Media numărului de lăstari după 40 de zile de la inoculare (fig. 8) pe cele opt medii 

de cultură cu hormoni şi unul fără hormoni,  demonstrează faptul că, în cazul 

citochininelor, K (M1 şi M2) şi TDZ (M7 şi M8), o concentraţie mai mare a hormonului 

în mediu de cultură (1mg/l K şi respectiv 0,05mg/l TDZ) determină o rată de 

multiplicare mai bună spre deosebire de BA (M3 şi M4) şi 2iP (M5 şi M6) care 

determină o multiplicare mai bună la o concentraţie mai scăzută (0,1 mg/l BA şi 

respectiv 15mg/l 2iP). În ceea ce priveşte mediul lipsit de hormonii (M9), acesta 

determină formarea unui număr redus de lăstari, dar inoculii de pe acest mediu prezintă 

numeroase rădăcini.  

După 110 zile de la inoculare se păstrează aceleaşi rapoarte, ca şi la 40 de zile, în 

ceea ce priveşte multiplicarea în funcţie de balanţă hormonală utilizată, dar dezvoltarea 

cea mai bună este realizată de inoculii de pe medile de cultură M1, M2, M3 şi M9 (fig. 

9), atât în ceea ce priveşte numărul de lăstari precum şi lungimea acestora, de asemenea 

rădăcinile sunt numeroase la inoculii de pe aceste medii. 
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Fig. 10   Influenţa mediului de cultură asupra rizogenezei la D. g. subsp. banaticus, la 

70 de zile de la inoculare: R1=MS, R2=ANA 0,1mg/l, R3=ANA 1mg/l, R4=AIA 
1mg/l. 
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Fig. 11 Influenţa mediului de cultură asupra rizogenezei la D. g. subsp. banaticus, la 
140 de zile de la inoculare: R1=MS, R2=ANA 0,1mg/l, R3=ANA 1mg/l, R4=AIA 

1mg/l. 
 

Deşi, uneori, rădăcinile formate în perioada de cultură in vitro sunt fragile şi se pot 

distruge uşor în momentul trecerii la faza de aclimatizare, este  preferată obţinerea lor 

încă din faza de vitro, pentru facilitarea trecerii de la un mediu cu umiditate de 100% la 

unul cu umiditate mai scăzută. Pentru inducerea formării rădăcinilor, încă din faza de 

cultură in vitro, se utilizează un mediu de cultură cu o balanţă hormonală în favoarea 

auxinelor. În studiul nostru, de decelare a unui mediu de cultură optim pentru formarea 

rădăcinilor la D. g. subsp. banaticus, s-au utilizat două tipuri de auxine (ANA şi AIA) în 

diferite concentraţii, dar şi un mediu de cultură fără hormoni.  

Observaţiile în ceea ce priveşte rizogeneza au fost efectuate la 70 şi 140 de zile de 

la inoculare şi au urmărit numărul rădăcinilor şi lungimea lor, dar şi a lăstarilor. La 

observaţiile efectuate la 70 de zile (fig. 10) se poate observa o bună dezvoltare a 

rădăcinilor pe toate mediile de cultură. La 140 de zile de la inoculare (fig. 11), se 

menţine un echilibru în ceea ce priveşte numărul de rădăcini/inocul la toate variantele 

de mediu.  

Kovac (1995), studiind multiplicarea in vitro la Dianthus arenarius subsp. 

bohemicus a obţinut cea mai bună rată de multiplicare şi rizogeneză pe mediu fără 

hormoni cu 15% zaharoză şi ½ MS. De asemenea, Dace şi colab., (2004) a obţinut o 

rată bună de multiplicare şi rizogeneză, la mai multe specii, pe mediu MS fără hormoni. 

În cazul studiului nostru, pe mediu fără fitohormoni (mediu R1=MS), de asemenea au 

fost obţinute rezultate comparabile cu cele de pe mediile cu auxine.  
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c. Cultura in vitro fotoautotrofă şi microscopie 
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Fig. 12 Conţinutul în pigmenţi asimilatori la D. g. subsp. banaticus pentru cele 

două variante de cultură in vitro. 
 

În cazul experimentelor noastre de inducere a culturilor in vitro fotoautotrofe, s-a 

urmărit conţinutul de pigmenţi asimilatori la cele două variante de culturi (fotoautotrofă 

şi control), la 60 de zile de la iniţierea culturilor. Rezultatele evidenţiază (fig. 12) un 

conţinut mai ridicat la plantele din cultura fotoautotrofă faţă de cultura in vitro clasică. 

Un aspect asemănător este redat şi de Cristea şi colab., 1999, la crizantemă.  

În urma investigatiilor structurale (fig.13) şi ultrastructurale (fig. 14), se observă că 

apar numeroase modificări în structura limbului foliar, între cele trei tipuri de culturi. 

Aceste modificări, induse de cultura in vitro, sunt însă reversibile. După o perioadă de 

menţinere a plantelor în cultura fotoautotrofă aceste modificări se atenuează.  

 

 
Fig. 13 Aspecte structurale la frunzele celor trei tipuri de culturi: A-plante din habitatul natural, B-plante 

din cultura in vitro clasică, C-plante din cultura fotoautotrofă. 
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Fig. 14 Ultrastructura cloroplastului la frunzele celor trei tipuri de culturi: A-plante din habitatul natural, 

B-plante din cultura in vitro clasică, C-plante din cultura fotoautotrofă. 
 

d. Crioconservarea 

În cazul experimentelor  de crioconservare, se poate remarca (fig. 15) o scădere a 

capacităţii regenerative odată cu creşterea concentraţiei de zaharoză. În cazul apexurilor 

care au fost crioconservate, cele mai ridicate valori privind menţinerea viabilităţii şi 

regenerarea au fost înregistrate ca urmare a unui tratament cu soluţie de zaharoză de 0,5 

M. Durata tratamentului cu soluţia de vitrificare a avut efecte diferite. Astfel, s-a 

remarcat o scădere a capacităţii regenerative odată cu creşterea duratei de incubare în 

soluţia de vitrificare în cazul apexurilor control (- azot lichid). În cazul apexurilor 

crioconservate (+ azot lichid) cele mai ridicate procente de regenerare au fost 

înregistrate la o durată de incubare de 15-20 minute în soluţia de vitrificare (fig. 16). 

Primele semne de regenerare a apexurilor după congelare în azot lichid au fost 

observate după 7-15 zile (fig. 17).  
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Fig. 15  Influenţa concentraţiei de zaharoză asupra capacităţii regenerative a apexurilor 

control şi crioconservate. 
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Fig. 16 Influenţa duratei de expunere la soluţia de vitrificare asupra regenerării  

apexurilor caulinare control şi crioconservate. 
 

 
Fig. 17 Aspecte privind multiplicarea in vitro a apexurilor după crioconservare şi 

transferul acestora pe medii de regenerare (A- plante in vitro; B-meristeme în picătură 
de PVS2; C, E, F- plante pe mediu de regenerare; D-apex la 7 zile după decongelare). 

 

3. 3 Studiul variabilităţii somaclonale la Dianthus giganteus subsp. 

banaticus  

Variabilitatea somaclonală este definită ca variabilitatea indusă de diferitele 

variante ale culturilor de celule şi ţesuturi (Bairu şi colab., 2010). Din 1958, când Braun 

făcea primele remarci privind variabilitatea somaclonală, ea a rămas una din problemele 

culturilor de celule şi ţesuturi. Creşterea şi dezvoltarea plantelor prin micropropagare 

este un proces asexuat ce nu ar trebui să producă variabilitate (Bairu şi colab., 2010), ci 

din contră, teoretic, ar trebui să fie un proces de clonare (Larkin, 1998).  

Variabilitatea somaclonală indusă prin cultura in vitro este un proces folosit în 

manipularea genetică a unor culturi, dar atunci când vorbim despre conservarea unui 
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taxon şi despre oportunitatea reintroducerii acestuia în siturile de origine, apariţia 

variabilităţi somaclonale este un proces nedorit, iar plantele care au suferit o astfel de 

mutaţie, nu pot fi folosite pentru reconstrucţia/reconstituirea ecologică a unui sit. 

În vederea conservării unor taxoni de importanţă fitogeografică, periclitaţi sau 

endemici, este necesară realizarea unor investigaţii ce au la bază metodele de biologie 

moleculară, care completează datele obţinute cu ajutorul tehnicilor convenţionale. 

Astfel, înaintea implementării unui program de conservare este necesară identificarea 

materialului biologic ce va fi conservat. Următorul pas este cunoaşterea variabilităţii 

genetice în populaţiile taxonului ce va fi supus conservării şi verificarea variabilităţii 

somaclonale la sfârşitul perioadei de conservare ex situ, înainte de reintroducerea în 

natură (Butiuc-Keul, 2006). 

Analiza ADN-ului cu markerii ISSR (amorsa BC809) arată un polimorfism genetic 

ridicat al indivizilor taxonului Dianthus giganteus subsp. banaticus (fig. 18). Prin 

amplificarea ADN cu amorsa MS-DINCARACC (marker SSR) s-au identificat două 

fragmente, primul (având 200 pb) este prezent la toţi indivizii analizaţi, indiferent de 

populaţie, spre deosebire de al doilea (având aproximativ 75 pb) evidenţiat foarte slab la 

unii indivizi din populaţiile 2 şi 3 (fig. 19, 20). 

 

 
Fig. 18 Modelul de benzi obţinut cu amorsa BC 809 la indivizii de D. g. subsp. banaticus din habitatul 

natural şi cei conservaţi: in vitro, pe termen mediu şi crioconservare. 
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Fig. 19 Modelul de benzi obţinut cu amorsa MS-DINCARACC la indivizii de D. g. subsp.  banaticus din 

habitatul natural şi cei conservaţi: in vitro, pe termen mediu şi crioconservare. 

 
Fig. 20 Modelul de benzi obţinut cu amorsa MS-DINCARACC la indivizii de D. g. subsp.  banaticus din 

habitatul natural şi cei conservaţi: in vitro, pe termen mediu şi crioconservare. 
 

Tehnicile moleculare sunt instrumente valoroase utilizate în analiza variabilităţii 

somaclonale la plantele micropropagate. Markerii moleculari sunt capabili să identifice 

anumite fragmente din secveţa ADN, asociate cu părţi din genom, iar comparaţiile se 

fac, de obicei, în ceea ce priveşte prezenţa/absenţa acestor fragmente (Gostimsky şi 

colab, 2005). Studiile de evaluare a variabilităţii somaclonale la D. giganteus subsp. 

banaticus semnalează unele modificării în ceea ce priveşte prezenţa/absenţa unor 

fragmente, la unii indivizii, dar cât de mult este afectat genomul în acest caz rămâne un 

subiect de discutat.  

Studii asemănătoare efectuate la Dictyospermum ovalifolium (Chandrika şi colab., 

2008) indică de asemnea, apariţia unei variabilităţi la plantele micropropagate prin 

absenţa/prezenţă unor fragmente, în schimb la Nothapodytes foetida (Chandrika şi 

colab., 2010),  patternu-rile de bezi obţinute cu fiecare amorsă au fost uniforme cu cele 
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ale plantei mamă, dar cu toate acestea ambele specii au fost aclimatizate şi reintroduse 

în habitatul natural.  

Astfel, studiul nostru arată că s-a produs variabilitate somaclonală la taxonul 

analizat, dar cât este de importantă, rămâne de cercetat în continuare. 

 

Concluzii 
1. În urma studiului eco-cenotic realizat asupra taxonului Dianthus giganteus 

subsp. banaticus, s-a constat că el este prezent în 10 asociaţii vegetale, dar creşterea şi 

dezvoltarea cea mai bună se realizează în ambianţa fitocenozelor: Agrostio tenuis-

Festucetum rupicolae, Arrhenatheretum elatioris, Thymo pannonici-Chrysopogonetum 

grylli şi Festucetum rupicolae. 

Faţă de literatura de specialitate consultată de noi şi care menţionează doar 4 

asociaţii în care este prezent D. g. subsp. banaticus, studiul nostru evidenţiază o mai 

largă amplitudine eco-cenotică a acestui important taxon. 

Comparând exigenţele ecologice ale acestui taxon, cu nota dominantă a celor 10 

asociaţii, se constată o bună corelaţie cu asociaţia Agrostio tenuis-Festucetum rupicolae 

unde şi numărul de perniţe de D. g. subsp. banaticus, respectiv valorile AD sunt mai 

ridicate. 

Pe lângă valoarea teoretică, acest studiu are o importanţă practică, întrucât 

sugerează posibilitatea reabilitării populaţiilor de D. g. subsp. banaticus în ambianţa 

eco-cenotică oferită de asociaţiile: Agrostio-Danthonietum provincialis, Rhinantho 

rumelici-Brometum erecti şi Thymo comosi-Galietum albi. 

2. În ceea ce priveşte conservarea ex situ, ea s-a realizat atât în aer liber, pe o 

stâncărie special amenajată în Grădina Botanică, cât şi in vitro.  

În cazul culturii in vitro a taxonului studiat, pentru a obţine o rata bună de 

sterilizare a explantelor recomandăm a se folosi o metodă care să combine mai mulţi 

agenţi de sterilizare (ex. Domestos, HgCl B2 B), aceştia acţionând complementar asupra 

diferitelor grupe de agenţi patogeni.  

Comparând influenţa mediului de cultură asupra multiplicării şi rizogenezei in 

vitro la D. g. subsp. banaticus s-a constat că, utilizând un mediu de cultură MS bazal 

fără fitohormoni s-au obţinut rezultate comparabile cu cele de pe medii de cultură cu 

adaos de fitohormoni. Astfel, în cazul în care se doreşte obţinerea de material vegetal 

pentru o eventuală repopulare, este recomandată utilizarea acestui tip de mediu de 
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cultură, reducându-se astfel preţul de cost, precum şi probabilitatea apariţiei 

variabilităţii somaclonale, la plantele obţinute. 

3. În urma investigaţiilor realizate cu ajutorul microscopiei optice, se observă că 

apar numeroase modificări în structura limbului foliar, între cele trei tipuri de culturi. 

Aceste modificări, induse de cultura in vitro, sunt însă reversibile. După o perioadă de 

menţinere a plantelor în cultura fotoautotrofă, aceste modificări se atenuează, după cum 

se observă din asemănările care apar între secţiunile frunzelor de la plantele din natură 

şi cele din cultura fotoautotrofă. 

Investigaţiile ultrastructurale realizate confirmă rezultatele studiului efectuat la 

microscopul optic. Imaginile obţinute pentru frunzele provenite de la lotul din cultura 

fotoautotrofă indică o situaţie foarte apropiată de ultrastructura frunzelor de la lotul 

martor, în sensul că alterările descrise la frunzele plantulelor crescute în condiţii de 

vitrocultură, nu se mai regăsesc aici sau ele sunt minore şi nesemnificative.  

Culturile fotoautotrofe pot înlocui culturile in vitro clasice sau pot fi o etapă a 

acestora, înaintea aclimatizării vitroplantulelor, acestă etapă având rolul de a pregăti 

plantele pentru o nutriţie autotrofă, de a dezvolta aparatul fotosintetic, care la plantele 

din cultura in vitro clasică este slab dezvoltat.   

4. Studiile de crioconservare arată că folosirea metodei de vitrificare în picătură a 

fost eficientă în conservarea taxonului D. g. subsp. banaticus, obţinându-se o rată bună 

de regenerare după păstrarea probelor în azot lichid. Pentru obţinerea unor rezultate cât 

mai bune recomandăm ca meristemele să fie supuse unui tratament cu soluţie de 

zaharoză 0,5M, timp de 24 ore, urmată de un tratament cu soluţie de vitrificare timp de 

20-25 minute. 

5. Studiului variabilităţii somaclonale asupra taxonului studiat indică apariţia unor 

modificări, în ceea ce priveşte numărul de fragmente şi greutatea lor moleculară, între 

indivizi din habitatul natural şi cei conservaţi.  

6. Prin tematică, mod de abordare şi concluzii desprinse, lucrarea noastră răspunde 

la 3 dintre obiectivele Strategiei Naţionale de Conservare a Biodiversităţii. 
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