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Cuvinte cheie: hibrizi intergenerici Fragaria x Potentilla, in vitro, lastarire axilara,

organogeneza directa, organogeneza indirecta, stabilitatea genetica.

Introducere

Privind retrospectiv, toate beneficiile oferite de catre plante umanitati au reprezentat
fundamentul activitatilor de ameliorare a plantelor, initiate cu aproximativ 10 000 de ani in urma
si culminand astazi cu aplicarea si exploatarea intensiva a biotehnologiei in scopul cresterii
cantitati de material saditor si imbunatatirii calitati acestuia. In plus, izolarea, clonarea si
secventierea ADN genomic, in scopul identificarii genelor si a rolului acestora sau pentru
determinarea si evaluarea polimorfismului genetic, au devenit activitati de rutind, mai usor
accesibile si mai putin costisitoare.

Capsunul se numara printre putinele specii caracterizate de o ratd inaltda de inlocuire
a soiurilor si sortimentelor, strans dependenta de cerintele consumatorilor, activitatea extensiva
de ameliorare oferind posibilitatea cultivarii capsunului din zonele temperate pana in regiunile
subtropicale si zonele de taiga din emisfera boreala. Obiectivele majore urmarite prin
desfasurarea programelor de ameliorare a capsunului cultivat sunt bazate, in general,
pe identificarea fenotipurilor superioare, urmatd de hibridarea acestora si selectia
descendentilor ce pot fi omologati ca soiuri noi sau ce vor fi utilizati ca genitori in generatia
urmatoare.

Totusi, ca urmare a unei diversitati genetice limitata, observata intre soiurile de Fragaria x
ananassa (Graham si colab., 1996), se presupune ca obtinerea unor combinatii favorabile
de caractere ce pot fi intrunite de soiurile si varietatile noi de capsun, va fi posibila numai prin
cresterea numarului genitorilor apartinand germoplasmei exotice (Hancock si colab., 2002) sau
genurilor inrudite.

Daca mult timp, hibridarea intergenerica a fost considerata inutilizabila Tn cazul speciilor
cu grad diferit de ploidie (Evans, 1974), progresele inregistrate in ultimii ani, In ceeea
ce priveste manipularile de ploidie gi perfectionarea tehnicilor de hibridare si recuperare
a embrionilor zigotici rezultati din hibridarile indepartate au determinat o reconsiderare aproape
radicala a utilitafii practice a acestei metode pentru ameliorarea genetica a capsunului cultivat.

Hibrizii intergenerici Fragaria x Potentilla cunoscuti sub denumirea de capsun ornamental,
se Imbina armonios cu exigentele prezentului si au o valoare comerciala crescand din ce in ce
mai mult. Astfel, producerea la nivelul necesar a cantitatilor de material pentru plantat, stoloni
garantati din punct de vedere al autenticitatii, valorii biologice si intr-un interval scurt de timp,

este esentiala.



Mai mult, hibridarea speciilor ornamentale se afla in mod constant, in cautare de noi
tehnologii, care ar putea oferi un ajutor substantial ih ceea ce priveste reducerea costurilor
de productie, cresterea calitatii produsului rezultat, precum si diversificarea sortimentelor sau
varietatilor. Tn acest fel, cresterea productivitatii varietdti nou obtinute este realizatd prin
imbunatatirea caracterelor dorite, precum cregterea greutatii fructelor, culoarea si aroma
acestora, perioada prelungitda de inflorire si fructificare. Astfel, micropropagarea reprezinta,
un sistem general acceptat pentru inmultirea pe scara larga a soiurilor de capsun, in conditiile
utilizarii cu maxima atentie a unor proceduri bine stabilite. Este un fapt incontestabil ca Fragaria
X ananassa a fost una dintre speciile de pionierat ale aplicarii pe scara larga a tehnicilor
de cultura in vitro (Jungnickel, 1988; Popescu, 1998). Cultura de meristeme, utilizata ca metoda
de micropropagare are deja o istorie de trei decenii la capsun. In ceea ce priveste inducerea
formarii de lastari adventivi, de la prima incercare de inducere a formarii de calus din meristeme
si regenerare de plante (Nishi si Oosawa, 1973), gama tipurilor de explant testate s-a largit
considerabil, incluzdnd frunza, petiolul, radacina, embrionii imaturi, cotiledoanele, anterele,
receptaculul, petalele, etc. Protocoluri eficiente pentru regenerarea de lastari adventivi din
calusul cultivat in vitro au fost insa puse la punct doar in ultimele doua decenii. Rezultatele
experimentale au aratat ca, In general, capacitatea de formare de calus si raspunsul
regenerativ sunt influentate de tipul de explant, sursa de explante, tipul si concentratia
regulatorilor de crestere, conditiile de cultura si genotip. Foarte adesea, conditile standardizate
pentru un soi nu sunt optime pentru altele. Aceasta ilustreaza probabil interactiunea dintre
nivelele de fitohormoni endogeni si exogeni in determinarea raspunsului regenerativ. Intrucat
a devenit evidenta existenta unei puternice interactiuni intre explante, regulatorii de crestere
si conditiile de cultura, aceste variabile trebuie sa fie luate in consideratie simultan la elaborarea
unui sistem de regenerare pentru un soi comercial de capsun.

Pe de alta parte, este deja de multi ani recunoscut faptul ca plantele de capsun regenerate
prin cultura de celule si fesuturi in vitro nu sunt intotdeauna uniforme, astfel ca in elaborarea
unui protocol de multiplicare in vitro este imperios necesara determinarea stabilitatii genetice
a regenerantilor, cu ajutorul markerilor moleculari.

Pe baza celor constatate mai sus, in cercetarile care au facut obiectul prezentei teze
de doctorat, am avut ca obiective principale determinarea capacitatii de multiplicare in vitro
a doua genotipuri de capsun ornamental, care sunt hibrizi intergenerici Fragaria x Potentilla,
utilizand diferite tehnici de micropropagare, precum si determinarea stabilitdti genetice

a regenerantilor, folosind tehnici moleculare.



1. OBIECTIVELE CERCETARII, MATERIALELE S| METODELE UTILIZATE
IN EXPERIMENTE

1.1. OBIECTIVELE CERCETARILOR

Avand ca principal obiectiv elaborarea unui protocol optim, care sa& permita obtinerea unei
eficiente ridicate de micropropagare a celor doua genotipuri de capsun ornamental prin
stimularea lastaririi axilare si prin stimularea regenerarii de lastari direct din explante somatice
sau via calus, concomitent cu mentinerea uniformitatii genetice a plantelor micropropagate
in vitro, Tn cercetarile realizate au fost abordate urmatoarele obiective secundare:

= alegerea mediilor de cultura si a tipului de explant adecvate pentru obtinerea unei rate
de micropropagare ridicata, asociata cu uniformitatea clonala a regenerantilor.

= stabilirea compozitiei mediilor de cultura, a tipului de hormoni si a concentratiilor acestora,
care sa favorizeze obtinerea de neoplantule, cresterea si proliferarea lastarilor in vitro.

= determinarea potentialului genetic de multiplicare in vitro caracteristic hibrizilor
intergenerici Fragaria x Potentilla

= stabilirea compozitiei mediilor de cultura, a tipului de hormoni si a concentratiilor acestora,
care sa favorizeze inradacinarea in vitro a microlastarilor

= determinarea capacitatii de aclimatizare a vitroplantelor, dupa faza de inradacinare in vitro

= identificarea primerilor capabili s& determine existenta polimorfismului la nivel molecular

= confirmarea identitatii genetice a plantelor multiplicate in vitro folosind markerii RAPD

= evidentierea eventualelor diferente genetice aparute intre plantulele regenerate de novo
din explante somatice via calus si plantele-mama din care au provenit, prin analizd RAPD.

Cercetarile initiate de noi, constituie, primele incercari de micropropagare si identificare
a stabilitatii genetice prin metoda RAPD, la genotipurile de capsun ornamental ‘Pink Panda’

si ‘Serenata’, absenta unor studii analoage fiind relevanta in acest sens.

1.2. MATERIALUL BIOLOGIC

Materialul biologic investigat a fost reprezentat de doua genotipuri de capsun ornamental,
respectiv ‘Pink Panda’ si ‘Serenata’, provenite din Colectia Nationald de Specii si Soiuri
de Fragaria, de la Institutul de Cercetare-Dezvoltare pentru Pomicultura, Pitesti — Maracineni.

Hibridul intergeneric ‘Pink Panda’, este un genotip ornamental de Fragaria, caracterizat

de o inflorire continud, cu flori de culoare roz.

Hibridul intergeneric ‘Serenata’ este o varietate distinctd de capsun ornamental, cu flori

de culoare roz intens. Ambii hibrizi au abilitatea de a forma fructe de marime si cu aroma

acceptabile.
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1.2.1. Materialul biologic utilizat in experien tele de micropropagare in vitro

a hibrizilor intergenerici  Fragaria x Potentilla

Materialul biologic utilizat pentru initierea culturilor in vitro a fost reprezentat de apexuri
caulinare, pentru ambele genotipuri de capsun ornamental, respectiv ‘Pink Panda’ gi ‘Serenata’.

Microlastarii (originari din apexuri) obtinuti dupa 4 subculturi succesive, au reprezentat
materialul biologic utilizat pentru studiul capacitati de inradacinare in vitro a celor doua
genotipuri de capsun ornamental. Plantulele inradacinate au fost transferate pentru aclimatizare,
in conditii de sera.

In studiile privind inducerea calusogenezei si regenerarea de lastari via calus sau prin
organogeneza directa, au fost utilizate tesuturi somatice, respectiv segmente de petiol

si fragmente de frunza, recoltate de la plantulele micropropagate in vitro.

1.3. MEDIILE DE CULTURA UTILIZATE
1.3.1. Mediile de baz a utilizate

1. Pentru initierea culturii in vitro de apexuri caulinare a fost utilizat mediul de baza
Lee — Fossard (1977), modificat de noi, clorura de calciu (CaCl,) fiind adaugata inh mediu intr-o
concentratie de 330,0 mg/I, iar solidificarea mediului a fost realizata cu 7,0 g/l agar-agar.

2. Pentru multiplicarea microl astarilor regenera ti din apexurile caulinare, am utilizat
mediile de baza Murashige — Skoog (1962) si Lee — Fossard (1977), modificate de noi in mod
similar etapei anterioare. Intr-o primd etapa de verificare a capacitati de micropropagare
a genotipurilor de capsun ornamental, ‘Pink Panda’ si ‘Serenata’, a fost testat si mediul de baza
Knop (1965).

3. Pentru initierea culturii in vitro utilizand explante de frunz a si petiol am utilizat
aceleasi medii de bazd MS si LF, modificate asa cum am prezentat in etapele anterioare.
Mediile de cultura au fost utilizate fie in stare lichida, prevazute cu punti din hartie de filtru,
fie gelificate cu agar-agar. In toate experimentele organizate, mediile de cultur lipsite regulatori

de crestere au reprezentat varianta experimentala martor.

1.3.2. Regulatorii de cre stere utiliza ti

Variantele experimentale au fost organizate in functie de combinatia si concentratia
regulatorilor de crestere introdusi in mediile de cultura, precum si in functie de obiectivul urmarit,

dupa cum urmeaza:
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1. Pentru initierea culturii in vitro utilizadnd apexuri caulinare  mediul de baza LF a fost
suplimentat cu 3,2 mg/l Kin si 2,7 mg/l AlA.

2. Pentru multiplicarea | astarilor regenera ti din apexuri caulinare mediile de baza MS
si LF au fost suplimentate fiecare cu AlA, AIB, BAP, GA; si Kin, Tn sase variante experimentale,
care sunt prezentate in tabelul 1.

3. Pentru inducerea form arii de calus si regenerarea de | astari din explante somatice
fragmentele de frunze si segmentele de petiol au fost cultivate pe mediile de baza MS si LF,
fiecare fiind suplimentat cu diverse combinatii si concentratii ale 2,4 - D, AIB si BAP( tabelul 2).

4. Pentru regenerarea de | astari din explante somatice prin organogenez  a direct a
fitohormonii 2,4 - D sau AlA, impreuna cu TDZ, au fost utilizati pentru suplimentarea mediului
de baza MS, in sase combinatii diferite, prezentate in tabelul 3.

5. Inradacinarea in vitro a lastarilor obtinuti a fost stimulata prin suplimentarea mediului

de baza solidificat, contindnd ¥2n macroelemente MS, ¥2n microelemente LF si vitamine MS,

cu diferite concentratji ale auxinelor AIB si AIA, impreuna cu 0,1 mg/l GA; (tabelul 4).

Tabelul 1.
Combinatiile si concentratiile regulatorilor de crestere utilizati in compozitia chimica a mediilor

de cultura pentru multiplicarea Iastarilor regenerati din apexuri caulinare.

Codificarea , Regulatorii de cre stere utiliza ti si concentra tia
: Mediul de CE 3 S '
variantelor baz3 acestora in mediul de cultur _a (mg/l)
experimentale BAP AlB AIA GA 3 Kin
MM1 MS, LF 0,5 0,1 - 0,1 -
MM2 MS, LF 1,0 0,2 - 0,1 -
MM3 MS, LF 0,5 - 0,5 0,1 -
MM4 MS, LF 1,0 - 1,0 0,1 -
MM5 MS, LF 2,0 - 1,0 - -
MM6 MS, LF 1,0 - - 2,0 0,5
Tabelul 2.

Combinatiile si concentratiile regulatorilor de crestere utilizati in compozitia chimica a mediilor

de cultura pentru stimularea proliferarii celulare si regenerarii de lastari prin organogeneza

indirecta.

Codificarea , Regulatorii de cre stere utiliza ti si concentra tia
. Mediul de PR PV ;

variantelor baz3 acestora in mediul de cultur a (mg/l)

experimentale 24-D AIB BAP

CiM1 MS, LF 0,5 - 3,0
CIM 2 MS, LF 1,0 - 3,0
CIM 3 MS, LF 1,0 - 5,0
CIM 4 MS, LF - 0,5 3,0
CIM 5 MS, LF - 1,0 3,0
CIM 6 MS, LF - 1,0 5,0
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Tabelul 3.

Combinatiile si concentratiile regulatorilor de crestere utilizati in compozitia chimica a mediilor

de cultura n scopul regenerarii de lastari prin organogeneza directa.

Codificarea . Regulatorii de cre stere utiliza ti si concentra tia
; Mediul ; > 3V ;

variantelor < acestora in mediul de cultur a (mg/l)
; de baza

experimentale 24-D AIB TDZ

DO 1 MS 0,5 - 0,5
DO 2 MS 1,0 - 1,0
DO 3 MS 1,0 - 1,5
DO 4 MS - 0,5 0,5
DO 5 MS - 1,0 1,0
DO 6 MS - 1,0 1,5

Tabelul 4.

Compozitia mediului de cultura utilizat pentru inradacinarea in vitro a lastarilor micropropagati

prin lastarire axilara

Codificarea
variantelor

Mediul de baz a

Hormonii de cre stere si
concentra tia acestora in
mediul de cultur a (mg/l)

experimentale AlB AlA GA 5
o .

RM?2 Macroelelr_nFeP/;[en’I\/I\/Sita/?nri]r,ule\/lll\(/l:rsocrellemente 05 ) 0.1
. .

1.4. MATERIALUL BIOLOGIC UTILIZAT IN EXPERIEN TELE DE ANALIZ A GENETICA

Plantele donoare, de la care au fost prelevate apexurile caulinare cu care au fost initiate

culturile in vitro, impreuna cu microlastarii obtinuti dupa o serie de subculturi succesive pe medii

de multiplicare, precum si somaclonele regenerate din explantele de frunza si petiol, au servit

ca material biologic pentru studierea stabilitatii genetice in cultura in vitro a genotipurilor

de capsun ornamental ‘Pink Panda’ si ‘Serenata’. Particularitatile de metodica prin care au fost

obtinuti microlastarii si somaclonele, compozitia mediilor de cultura, precum si varsta culturilor

in vitro sunt prezentate in tabelul 5. Fiecarei somaclone, respectiv fiecarui microlastar i-a fost

atribuit un cod, care se va regasi in imaginile produsilor de amplificare.
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Tabelul 5.

Plantele control, microplantulele si somaclonele investigate in scopul evidentierii stabilitatii

genetice.
Genoti Microl astari Condi tiile de Metoda de micropropagare/ CL}I/SJrrSiitain
p si somaclone cultur a in vitro tipul de explant vitro
S1 Colectia de germoplasm a
MS (mediu agarizat)
S92 - 1,0mg/I BAP, Lastarire axilara / apex 120 de
- 1,0 mg/l AlA, caulinar Zile
- 0,1 mg/l GA;3
LF (mediu agarizat)
S3 - 1,0mg/I BAP, Lastarire axilara / apex 120 de
o - 1,0 mg/l AlA, caulinar Zile
§ - 0,1 mg/l GAs3
o LF (mediu agarizat) N
3 sS4 - 0,5 mg/l AIB, Or?rz”‘r’ﬁeer?ézge'?mezcéta/ 90 de zile
; - 3,0 mg/l BAP 9
LF (mediu agarizat) Organogeneza indirecta /
S5 - 0,5 mg/l AIB, fragmente de petiol 90 de zile
- 3,0 mg/l BAP
MS (mediu agarizat) A -
S6 - 1,0 mg/l AIB, Or?rzn?ff:tizge'?gﬁga / 90 de zile
- 3,0 mg/l BAP 9
MS (mediu lichid) e s
s7 - 1,0 mg/l AIB, Organogeneza ndrecta’ | 7 ge e
- 3,0 mg/l BAP 9
MS (mediu lichid) e s
S8 - 1,0 mg/l AIB, Orgsincﬁjsgizgéndé;?;ta / 70 de zile
- 3,0 mg/l BAP 9 Pel
PP1 Colectia de germoplasm a
MS (mediu agarizat)
- 1,0mg/I BAP, Lastarire axilara / apex .
PP2 - 1,0 mg/l AlA, caulinar 90 de zile
- 0,1 mg/l GAs
o LF (mediu agarizat)
2 - 1,0mg/l BAP Lastarire axilara / apex :
C ) )
g PP3 - 1,0 mg/l AIA, caulinar 90 de zile
x - 0,1 mg/l GA;
= MS (mediu lichid) Organogeneza indirecta /
PP4 - 1,0 mg/l AIB, e dle frunes 70 de zile
- 3,0 mg/l BAP 9
MS (mediu lichid) e s
PP5 - 1,0 mg/l AIB, Orgsae”%ﬁ’gr’]‘fezgénd;?;ta/ 70 de zile
- 3,0 mg/l BAP 9 Pel
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1.5. INITIEREA CULTURII IN VITRO

in faza de initiere a culturii, au fost folosite apexuri caulinare cu 2 - 3 primordii foliare si cu
dimensiuni cuprinse intre 0,1 si 0,3 mm, care au fost inoculate pe mediu de cultura solidificat
in plan inclinat. Asepsizarea materialului biologic s-a realizat in doua etape, prima etapa
constand in imersia filamentelor in alcool etilic 94°timp de 1 - 2 minute, iar Tn a doua etapa,

in hipoclorit de calciu 6%, timp de 14 minute, urmate de 3 clatiri cu apa distilata sterila.

1.6. Experimente realizate pentru determinarea capa citatii de micropropagare prin

|astarire axilar a

Microlastarii obtinuti dupa faza de initiere a culturii in vitro au fost divizati si transferati
pe medile de multiplicare, In sase variante experimentale determinate de combinatia

si concentratia hormonilor de crestere (Tabel 1).

1.7. Experimente realizate pentru determinarea capa citatii de micropropagare prin

organogenez a direct a si indirect a

In cadrul experimentelor de inducere a calusogenezei si regenerarii de Iastari via calus la
genotipurile de capsun ornamental ‘Serenata’ si ‘Pink Panda’, cultura de calus a fost initiata atat
din segmente de petiol (0,3 — 0,5 cm lungime), céat si din fragmente de frunza (0,3 — 0,5 cm
diametru), recoltate de la plantule regenerate in vitro. In acest sens, microlastarii regenerati din
explante meristematice au fost transferati pe mediul de baza LF suplimentat cu 0,5 mg/l BAP,
0,5 mg/l AIB si 0,2 mg/l GA;. Acest pretratament a fost realizat pentru ca microplantulele sa
asimileze o cantitate mai mare de fitohormoni, sa creasca (permitand astfel recoltarea unor
explante somatice de dimensiuni mai mari) si pentru ca explantele sa aiba un potential ridicat
de regenerare de lastari (Sorvari si colab., 1993). Potentialul regenerativ al explantelor somatice,
a fost determinat si in conditiile utilizarii mediilor de cultura gelificate cu agar, precum si in
conditiile utilizarii mediilor de cultura lichide prevazute cu punte din hartie de filtru, dupa metoda
propusa de Blidar (2004).

1.8. Experimente realizate pentru determinarea infl uentei pretratamentului

la Tntuneric asupra exprim arii poten tialului regenerativ al explantelor somatice

Utilizand exclusiv medii de cultura lichide, prevazute cu punti din hartie de filtru, am initiat

un studiu comparativ, dupa cum urmeaza:
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- Intr-o serie de variante experimentale durata pretratamentului la Tntuneric a fost de 21 de zile,
dupa care culturile au fost transferate in conditiile unui fotoperiodism de 16 ore lumina / 8 ore
ntuneric, cu o intensitate a luminii de aproximativ 40 pmol m? s™;

- Intr-un grup similar de variante experimentale pretratamentul la intuneric cu durata de 42 de
zile, a fost urmat de transferul vitroculturilor in conditiile unui fotoperiodism de 16 ore lumina / 8
ore intuneric, dar la o intensitate relativ scazuta a luminii, obtinuta prin acoperirea cu planse din

héartie alba a recipientelor pentru cultura.

1.9. Experimente realizate pentru studiul stabilit  atii genetice a plantelor inmul tite

clonal in vitro
1.9.1. Selectia primerilor utiliza ti in studiul stabilit atii genetice

Generarea polimorfismului, claritatea, luminozitatea si numarul mare de benzi al produsilor
de amplificare au reprezentat criterile de selectie a celor 10 primeri decanucleotidici (produsi
de Mycrosinth), care au fost utilizati pentru determinarea stabilitatii genetice a plantulelor

regenerate in vitro (tabelul 6).

1.9.2. Extrac tia de ADN 1in vederea execut arii analizelor RAPD

Pentru toate somaclonele, extractia de ADN genomic s-a realizat utilizand DNEasy Plant

Mini Kit (metoda Qiagen) si urmarind protocolul producatorilor.

Tabelul 6.

Primerii utilizati in amplificarea ADN

NR. PRIMER SECVENTA (5’-3’)
1 OPA02 TGCCGAGCTG
2 OPAO7 GAAACGGGTG
3 OPA20 GTTGCGATCC
4 OPBO05 TGCGCCCTT
5 OPB10 CTGCTGGGAC
6 OPB17 AGGGAACGA
7 OPCO05 GATGACCGCC
8 OPCO06 GAACGGACTC
9 OPCO08 TGGACCGGTG

10 OPCO010 TGTCTGGGT
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1.9.3. Amplificarea RAPD

Reactia de amplificare s-a desfasurat intr-un aparat TC-512 Gradient Thermocycler (Bibby
Scientific Ltd), programat 2 minute la 95°C pentru denaturarea preliminara a ADN, urmata de
45 de cicluri cu urmatorul profil de temperatura: 30 secunde la 92°C — denaturare; 25 secunde

la 36°C — fixarea primerilor; 74 secunde la 72°C — extensie; 7 minute la 72°C — extensia finala.

1.9.4. Electroforeza in gel de agaroz a

Migrarea gelurilor s-a realizat in cuva de electroforeza orizontala, in tamponul Tris-borat

0,5 x (TBE). Produsii PCR au fost colorati cu bromura de etidiu (10,0 mg/ml), adaugata in gel.

1.9.5. Preluarea imaginilor

Vizualizarea produsilor de amplificare s-a realizat in lumina UV, iar fotografiile gelurilor

au fost realizate cu aparatul Gene Flash Syngene Bio Imaging.

1.9.6. Analiza imaginilor

Benzile au fost detectate cu ajutorului programului Lablmage, care stabileste si marimea
fragmentelor de ADN amplificate prin compararea acestora cu un ADN standard (Ladder ADN
100 pb), care a constat din 14 de fragmente cuprinse intre 100 si 3000 pb. De asemenea, a fost
calculata distanta genetica dintre genotipurile ‘Pink Panda’ si ‘Serenata’, utilizand indicele
de similaritate Jaccard prin programul FreeTree, metoda UPGMA (Unweighted Pair Group

Method based on Arithmetic mean).

1.10. METODE STATISTICE DE CALCUL SI INTERPRETARE A REZULTATELOR

Utilizand programul de analiza statistica SPSS for Windows (Statistical Package for the
Social Science), versiunea 16.0 (2007), s-a aplicat modelul ONE-WAY ANOVA in cazul
comparatiilor intre trei sau mai multe variante. Semnificatia diferentelor dintre efectele factorilor
experimentali sau a interactiunii dintre acestia, pentru care F calculat a avut valori semnificative
la un nivel de confidentd de 95%, a fost notatd cu litere mici. Pentru siruri multidimensionale
de date, a caror dependenta statistica este de naturd probabilistica s-a calculat coeficientul

corelatiei simple si s-a determinat regresia datelor.
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2. REZULTATE $I DISCUTII

2.1. CAPACITATEA DE MICROPROPAGARE PRIN L ASTARIRE AXILARA A UNOR
HIBRIZI INTERGENERICI FRAGARIA x POTENTILLA

2.1.1. Capacitatea de regenerare de | astari din apexuri caulinare

Pornind de la premisa ca plantele regenerate prin lastarire axilara sunt caracterizate,
in general, de o mai mare uniformitate genetica si ca rata de multiplicare poate fi mentinuta
la un nivel ridicat pe parcursul mai multor subculturi, intr-o prima etapa a cercetarilor, am optat
pentru un sistem de micropropagare a hibrizilor intergenerici Fragaria x Potentilla, bazat pe
multiplicarea microplantulelor regenerate din apexuri caulinare.

Pentru ambele genotipuri investigate, frecventa de regenerare de lastari din apexurile
caulinare a fost de 100%, iar aparitia primilor lastari a fost notata la aproximativ 16 zile,
dupa initierea culturii. In figura 1 sunt prezentati microlastari de capsun ornamental regenerati

din apexuri caulinare prelevate de la filamente, recoltate de la plante mature din camp.

Figura 1. Plantule regenerate din apexuri caulinare.

2.2. Capacitatea de multiplicare in vitro

2.2.1. Influen ta genotipului (A) asupra ratei de multiplicare in vitro

Din multitudinea de factori implicati in procesul regenerativ, genotipul se situeaza in prim
plan, hibridul intergeneric ‘Serenata’ mentinand avantajul genotipului cu capacitate superioara

de multiplicare in vitro, pe parcursul tuturor celor patru subculturi.
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Din datele prezentate in figura 2, se observa ca determinarea numarului mediu de lastari
regenerati dupa cele patru subculturi succesive a evidentiat un potential de regenerare de 1,96
ori mai mare al genotipului ‘Serenata’ (pentru care a fost determinat un numar mediu de 14,69
lastari formati per explant initial), comparativ cu ‘Pink Panda’ (pentru care a fost calculat

un numar mediu de 7,49 lastari formati per explant initial).

Ca urmare a problemelor asociate cu stabilitatea genetica a plantelor multiplicate clonal
prin proliferarea mugurilor axilari Tn subculturi succesive (Rosati, 1993), Tn cadrul cercetarilor
initiate de noi s-a limitat transferul lastarilor pe medii proaspete de multiplicare, nedepasindu-se

4 subculturi.

25 )

Numarul mediu de lastari /explant

‘Serenata’ ‘Pink Panda’

‘ O Subcultura 1 O Subcultura 2 @ Subcultura 3 @ Subcultura 4 B Media I

S v

Figura 2. Influenta genotipului (A) asupra ratei de multiplicare in vitro, la genotipurile ‘Pink
Panda’ si ‘Serenata’ (barele reprezinta abaterea standard; a, b, c, d: interpretarea semnificatiei

diferentelor, cu ajutorul testului Duncan, p<0,05).

2.2.2. Influen ta mediului de baz a (B) asupra ratei de multiplicare in vitro

Rezultatele inregistrate in experimentele de regenerare de lastari la hibrizii intergenerici
Fragaria x Potentilla, reflectd cu claritate rolul important pe care compozitia mediului de cultura
il detine in ansamblul factorilor care determina exprimarea potentialului regenerativ, o dovada
concludentad in acest sens fiind efectul diferit al acelorasi combinatii de hormoni in medii

de baza cu compozitie sensibil diferitd in saruri.

19



Indiferent de combinatia regulatorilor de crestere, compozitia mediului de bazad Knop
a influentat negativ capacitatea de regenerare in vitro a hibrizilor intergenerici Fragaria
x Potentilla. in acest sens, trebuie mentionat faptul ca, rata de multiplicare redusa (2 - 5 I&stari
formati per explant initial la genotipul ‘Pink Panda’, respectiv 4 - 8 lastari per explant initial
la genotipul ‘Serenata’) a fost asociata, in fiecare subcultura, cu o vigoare redusa a lastarilor
Si cu uscarea prematura a unui procent semnificativ de lastari in cazul genotipului ‘Pink Panda’
(Fig. 3), care nu au putut face obiectul studiilor ulterioare, privind capacitatea de ihradacinare
in vitro si de aclimatizare la conditiile din sera. Tn mod similar, rata de multiplicare a fost scazuta
in cazul variantelor martor, absenta regulatorilor de crestere din mediile de cultura reflectandu-
se In incapacitatea regenerativa a unui numar mare de explante, incepand cu cel de-al doilea
transfer al lastarilor pe medii nutritive proaspete. Pornind de la aceste constatari, in studiile
de determinare a capacitatii de multiplicare a lastarilor regenerati din apexuri caulinare, au fost

utilizate exclusiv mediile de baza MS si LF.

Figura 3. Influenta mediului de bazé Knop asupra ratei de multiplicare in vitro la genotipurile

‘Pink Panda’ si ‘Serenata’ (a doua subcultura).

in figura 4 sunt prezentate rezultatele de sinteza privind influenta mediului de baza asupra
numarului de lastari obtinuti, relevanta in acest sens fiind diferenta de 2,1 lastari formati per
explant initial calculatéd intre variantele experimentale definite de mediul MS, respectiv LF,
la genotipul ‘Serenata’. Diferenta de numai 1,11 lastari formati per explant initial determinata
intre cele doua medii de baza, la genotipul ‘Pink Panda’, dezvaluie influenta decisiva

a interactiunii genotip x mediu de baza asupra multiplicarii.
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Figura 4. Influenta mediului de baza (B) asupra ratei de multiplicare in vitro, la genotipurile ‘Pink
Panda’ si ‘Serenata’ (barele reprezinta abaterea standard; a, b, c, d, e, f, g: interpretarea

semnificatiei diferentelor, cu ajutorul testului Duncan, p<0.05).

2.2.3. Influen ta combina tiei si concentra tiei regulatorilor de cre stere (C) asupra ratei

de multiplicare in vitro

Dat fiind faptul ca divizarea si transferul lastarilor pe medii de cultura proaspete, pastrand
corespondenta variantelor experimentale, a evidentiat interactiunea favorabilda dintre
genotipurile de capsun ornamental studiate cu formule specifice ale hormonilor de crestere,
am optat pentru reprezentarea grafica a rezultatelor obtinute dupa fiecare subcultura a lastarilor
si in final a mediilor calculate dupa cele patru subculturi succesive (Fig. 5).

Suplimentarea mediului de culturd cu BAP, intr-o concentratie de 0,5 mg/l, in combinatie
cu 0,1 mg/l AIB si 0,1 mg/l GA; a condus la rezultate favorabile la genotipul ‘Serenata’,
multiplicarea realizdndu-se cu o ratd egalda cu 15,93 lastari formati per explant initial
per subculturd. Aceeasi combinatie a hormonilor de crestere, dar in concentratii mai mari,
respectiv 1,0 mg/l BAP, in combinatie cu 0,2 mg/l AIB si 0,1 mg/l GA; a condus la cea mai Tnalta
rata de multiplicare la genotipul ‘Pink Panda’, egala cu 5,88 lastari formati per explant initial per
subcultura.

Desi numarul mediu de lastari formati per explant initial a fost ridicat si in varianta
experimentala 2,0 mg/l BAP + 0,5 mg/l Kin + 2,0 mg/l GAs, aceasta balantd hormonala nu este
indicata datorita vitrificarii lastarilor. De asemenea, balanta hormonala 1,0 mg/| BAP + 1,0 mg/I
AlA + 0,1 mg/l GA;, caracterizata de o concentratie mai mare de auxina, a indus formarea

de calus, aspect ce nu o recomanda pentru lucrarile de multiplicare clonala in vitro.
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Figura 5. Influenta combinatiei si concentratiei hormonilor de crestere (C) asupra ratei de multiplicare in vitro, la genotipurile ‘Pink Panda’

si ‘Serenata’ (barele reprezinta abaterea standard; a, b, c, d, e: interpretarea semnificatiei diferentelor, cu ajutorul testului Duncan, p<0,05).



2.2. CAPACITATEA DE REGENERARE DE L ASTARI PRIN ORGANOGENEZA
INDIRECTA UTILIZAND MEDII DE CULTUR A AGARIZATE

2.2.1. Capacitatea de calusogenez a a explantelor de frunz & si petiol cultivate

pe medii de cultur a agarizate

Pentru a preveni efectul negativ al unui stadiu de dezvoltare “ante” sau “post” celui dovedit
a fi optim, plantulele (originare din apexuri caulinare), utilizate ca sursa de explante, au fost
supuse pretratamentului propus de Sorvari si colab. (1993), care a vizat sporirea nivelului
de hormoni endogeni, anterior momentului recoltarii de explante somatice. In acest context,
este important de semnalat ca, in studiile preliminare pe care le-am realizat cu scopul inducerii
organogenezei la hibrizii intergenerici Fragaria x Potentilla, Tn absenta pretratamentului
de ameliorare a starii fiziologice a plantulelor utilizate ca sursa de explante, procesele
de calusogeneza si morfogeneza au esuat, semnalandu-se necroza explantelor dupa 7 - 10 zile
de la initierea culturii.

De asemenea, absenta hormonilor de crestere din mediile de cultura, in varianta martor,
a fost semnificativa, Tn numai 14 zile fiind observate primele procese necrotice, care au fost
initiate in zona de ranire a fragmentelor de frunza si a segmentelor de petiol, dupa urmatoarele
20 de zile, necroza explantelor somatice fiind totala.

Un calus friabil, morfogen a fost bine dezvoltat dupa aproximativ 40 - 45 zile

de la inocularea in vitro a explantelor somatice.

2.2.1.1. Influen ta genotipului (A) asupra capacit atii de calusogenez a a explantelor

de frunz & si petiol cultivate pe medii de cultur ~ a agarizate

Pe baza datelor de ansamblu obtinute in experimentele de determinare a potentialului
de calusare, a fost calculat un procent mediu de 59,83% de explante somatice (fragmente
de frunza si segmente de petiol) care au format calus, pentru genotipul ‘Serenata’ si de numai
40,5% pentru genotipul ‘Pink Panda’ (Fig. 6), diferenta fiind semnificativa pentru p<0,05,
conform testului T — independent. Acest rezultat reprezinta o confirmare a potentialului diferit
de micropropagare al celor doua genotipuri, semnalat in subcapitolele anterioare.

Desi, recalcitranta in vitro a genotipului ‘Pink Panda’ s-a mentinut in experimentele
de inducere a formarii de calus, s-a observat insd ca, o datd declansat procesul
de calusogeneza, proliferarea celularad s-a desfasurat mai intens, calusurile formate fiind mai
mari, comparativ cu cele obtinute prin inocularea explantelor somatice pe aceleasi medii

de cultura, la genotipul ‘Serenata’.
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O ‘Pnk
Panda’;
40,5

Figura 6. Influenta genotipului (A)

asupra frecventei calusogenezei

‘Serenata’ ;

indusa pe mediu de cultura agarizat 50,83

2.2.1.2. Influen ta combina tiei si concentra tiei regulatorilor de cre stere (C) asupra

capacit atii de calusogenez a a explantelor de frunz a si petiol cultivate pe medii

de cultur a agarizate

Din datele prezentate in figura 7, se remarca influenta favorabild a mediului de cultura
suplimentat cu 2,4 - D si BAP intr-un raport egal cu 0,16 (varianta CIM1) asupra calusogenezei
la genotipul ‘Serenata’, corespunzator acestei balante hormonale determinandu-se formarea
de calus la 94% dintre explantele de frunza, acelasi procent mediu fiind calculat si in cazul
segmentelor de petiol.
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“Serenata” “Pink Panda”
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/ Numarul explantelor careau format calus / numarul totaﬁ

J

Figura 7. Influenta combinatiei si concentratiei hormonilor de crestere (C) asupra capacitatii
de calusogeneza a explantelor de frunza si petiol cultivate pe medii de cultura agarizate (barele
reprezinta abaterea standard; a, b, ¢, d, e: interpretarea semnificatiei diferentelor, cu ajutorul
testului Duncan, p<0,05).
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Pe de altd parte, AIB este o auxind cu eficientd ridicatd in inducerea procesului
proliferativ si formarea de calus din explante somatice la genotipul ‘Pink Panda’. Astfel, 82%
dintre segmentele de petiol, respectiv 46% dintre fragmentele de frunza plasate pe mediile
de cultura suplimentate cu 0,5 mg/l AIB + 3,0 mg/l BAP (varianta CIM4) au format calus.
Comparativ, la ‘Serenata’, rezultate favorabile au fost marcate la o concentratie de 1,0 mg/l AIB,
adaugat in mediul de cultura impreuna cu 3,0 mg/l BAP (varianta CIM5), respectiv 80% dintre
explantele de frunza si 54% dintre segmentele de petiol au format calus.

De asemenea, la ‘Serenata’ a fost remarcata formarea calusului verde, secundar
din calusul brunificat, derivat din fragmente de frunza, exclusiv pe variantele de mediu
continand 2,4 - D (Fig. 8).

‘Serenata’

Figura 8. Formarea de calus verde din calus brunificat obtinut prin cultura explantelor de frunza
pe varianta de mediu CIM2, definitad de balanta hormonala 1,0 mg/l 2,4 - D + 3,0 mg/l| BAP

(c.v.-calus verde; c. br. - calus brunificat).

2.2.2. Potenftialul regenerativ al calusului men  tinut pe mediu de cultur a agarizat

2.2.2.1. Influen ta genotipului (A) asupra frecven tei de regenerare de neoplantule

din calusuri men tinute pe medii de cultur & agarizate

Numarul calusurilor care au regenerat lastari, precum si numarul plantulelor neoformate
a fost determinat dupa cinci luni de cultura in vitro, cand a fost remarcata imbatranirea calusului,

iar frecventa de regenerare de lastari nu a mai inregistrat nicio modificare.
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Influenta genotipului s-a dovedit a fi extrem de importanta in procesul de organogeneza
indirecta la hibrizii intergenerici Fragaria x Potentilla, reflectand inca o data potentialul superior
de regenerare in vitro al hibridului intergeneric ‘Serenata’.

Comparativ cu inducerea si proliferarea calusului, caulogeneza s-a desfasurat
cu o frecventa relativ scazuta la genotipul ‘Serenata’, procentul mediu al explantelor care
au condus la regenerarea de muguri si lastari adventivi fiind de 11,33%. Mai mult, la genotipul
‘Pink Panda’, frecventa de regenerare de lastari a fost nula, indiferent de tipul de explant
si de formula mediului de cultura. De altfel, la genotipul ‘Serenata’, regenerarea de |astari a fost
obtinutd doar in cazul explantelor care au format calus intr-o proportie semnificativ ridicata.
Astfel, cea mai inalté frecventd de regenerare de 36%, a fost calculatd pentru calusul derivat
din fragmente de frunza plasate pe varianta de mediu CIM4 si doar 10% din segmentele
de petiol care au format calus in aceleasi conditii, au condus la formarea de lastari (Tabel 7).

Important de semnalat este si faptul ca, secretia de antociani, observata la nivelul
calusului derivat din explante de frunza si petiol la genotipul ‘Serenata’, nu a influentat negativ
procesul de regenerare de lastari (Fig. 9).

Tabel 7.
Frecventa de regenerare de lastari din calusul derivat din explantele de frunza si petiol

la genotipul de capsun ornamental ‘Serenata’.

Formula Frecven ta de regenerare Num arul neoplantulelor
o Mediul . de lastari (%) regenerate
= < hormonilor
o de baza d Fragmente | Segmente de | Fragmente Segmente
c . e cre stere N . o )
S ’ de frunza petiol de frunza de petiol
o= g’g mg/LIA'B N 36,0 10,0 6.8 3.4
2 LF ,0 mg/l BAP ; ; ' ’
g ﬁ (CIM4) +23a tlla +09a +0,32c
= 1,0 mg/l AIB +
S ' 22,0 9,6
= MS 3,0 mg/l BAP ’ - ’
I 1

(CIM5) +16b +0,06 b

* Fiecare valoare reprezintd media + ES. In fiecare coloana, diferentele dintre oricare doua
variante urmate de cel putin o litera comuna sunt nesemnificative pentru p<0,05, conform
testului Duncan.
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‘Serenata’

Figura 9. Regenerarea de lastari via calus din fragment de frunza imatura plasata pe mediu

de cultura agarizat.

2.2.2.2. Influen ta combina tiei si concentra tiei regulatorilor de cre stere (C) asupra
frecven tei de regenerare de neoplantule din calusuri men  tinute pe medii de cultur a

agarizate

Pentru fiecare genotip si pentru fiecare etapa de micropropagare se impune definirea unor
formule adecvate ale hormonilor de crestere ce pot fi adaugate mediilor de culturd agarizate.
O dovada concludentd in acest sens, este aceea ca auxina 2,4 - D intr-o concentratie
de 0,5 mg/l a fost eficientd Th promovarea si sustinerea procesului de calusare la genotipul
‘Serenata’, dar regenerarea de lastari a fost stimulatd de AIB intr-o concentratie de 0,5 mg/I,
frecventa de regenerare a lastarilor adventivi fiind de 36%. In cazul genotipului ‘Pink Panda’,
auxina AIB s-a dovedit a fi mai eficientd in stimularea proliferarii celulare, dar nu a sustinut

procesele regenerative.

2.2.2.3. Influenta tipului de explant (E) asupra frecven tei de regenerare

de neoplantule din calusuri men tinute pe medii de cultur a agarizate

La genotipul ‘Serenata’, capacitatea de formare de calus a fragmentelor de frunza
(57,66%) inoculate pe medii de cultura agarizate a fost inferioara celei a segmentelor de petiol
(62%), dar potentialul de regenerare de lastari din explante de frunza (58%) a fost net superior
celei a explantelor de petiol (10%), ceea ce sugereaza ca nu a existat o corelatie stransa intre
competenta pentru proliferarea celulard a explantelor somatice si cea pentru regenerarea

de lastari.

27



In acest context, in figura 10 este ilustratid regenerarea de lastari din calusul derivat
din explante de frunza, la genotipul ‘Serenata’, acestea prezentdnd o ratd mai scazuta

de calusogeneza.

Figura 10. Regenerarea de lastari din
calusul derivat din explant de frunza

(l.a. — lastar adventiv).

geegyn . ~ ‘Serenata’
etbiibbe, i

2.3. CAPACITATEA DE REGENERARE DE L ASTARI PRIN ORGANOGENEZ A
DIRECTA UTILIZAND MEDII DE CULTUR A AGARIZATE

In incercérile de a nvinge recalcitranta genotipului ‘Pink Panda’ la organogeneza, precum
si de a obtine o frecventd a regenerarii de lastari mai ridicatad la hibrizii intergenerici luati
in studiu, am optat pentru suplimentarea mediilor de culturd agarizate cu tidiazuron (TDZ),
in combinatie cu AIB sau 2,4 — D. inlocuirea BAP cu TDZ a condus la obtinerea unor rezultate
surprinzatoare, regenerarea de lastari fiind obtinutd in numai 14 zile direct din tesuturile
somatice, fard formarea calusului, la ambele genotipuri de capsun ornamental investigate.
Aceasta reactivitate a genotipurilor de capsun ornamental investigate este atribuita,
fara ndoiala tidiazuronului, care poate induce o diversitate de raspunsuri morfogenice,
de la proliferarea celulara la formarea de lastari adventivi sau embrioni somatici.

Frecventa de regenerare de lastari prin organogeneza directa din explante somatice a fost
calculata la sfarsitul celor doud saptamani de incubatie la intuneric. Tn acest context,
este important de mentionat ca, pentru prima data de la initierea experimentelor care au vizat
micropropagarea prin organogeneza a hibrizilor intergenerici Fragaria x Potentilla, a fost
profilata actiunea inhibitoare a fotoperiodismului de 16 ore lumina / 8 ore intuneric, avand
in vedere ca transferul vitroculturilor la lumind a intrerupt orice proces regenerativ la nivelul

explantelor somatice, la ambii hibrizi intergenerici.
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2.3.1. Influenta genotipului (A) asupra frecven tei de regenerare de | astari

prin organogenez a direct a

Influenta genotipului s-a manifestat si de aceastd data, procentul mediu de lastari
regenerati calculat pentru genotipul ‘Serenata’ find de 7,75% si de numai 5,22% lastari
regenerati, corespunzator genotipului ‘Pink Panda’ (Fig. 11). Desi genotipul ‘Serenata’
si-a mentinut avantajul genotipului cu potential superior de regenerare in vitro, frecventa
de regenerare de lastari prin organogeneza directa a fost extrem de redusa, avand in vedere
chiar si rezultatele inregistrate in cazul organogenezei indirecte.

De altfel, TDZ este recunoscut ca un regulator de crestere extrem de eficient in inducerea
proceselor proliferative, Tnsa modul de actiune al regulatorilor de crestere, implicit

al tidiazuronului este Tnalt dependent de factori genetici specifici (Passey si colab., 2003).

‘Serenata’;
5,22

Figura 11 . Influenta genotipului
(A) asupra frecventei de
regenerare de lastari prin Pink Pl

organogeneza directa -

2.3.2. Influen ta interac tiunii dintre mediul de baz a (B) si combina tia si concentra tia
regulatorilor de cre stere (C) asupra frecven tei de regenerare de | astari

prin organogenez a direct a

Analizand datele prezentate in figura 12 privind influenta interactiunii dintre mediul
de baza si formula hormonilor de crestere asupra capacitatii de regenerare de lastari prin
organogeneza directa, se observa ca suplimentarea mediului de baza cu concentratii moderate
si mari de TDZ a influentat pozitiv frecventa de regenerare de lastari din explante de petiol,

cultivate pe mediul de baza LF, fara formare de calus.
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2.3.3. Influen ta tipului de explant (D) asupra frecven tei de regenerare de | astari

prin organogenez a direct a

in experientele care au vizat stimularea regenerarii de |astari prin organogeneza, dintre
cele doua tipuri de explante somatice testate doar explantele de petiol au manifestat potentialul
de regenerare de lastari, fara formare de calus (Fig. 13). In acest sens, este important
de semnalat ca Foucault (1990) a raportat ca, in cazul folosirii TDZ, procentele de explante
foliare regenerative au fost similare sau chiar inferioare celor induse de BAP.

Punctele de initiere a organogenezei au fost intotdeauna la extremitatile segmentelor
de petiol, probabil ca o consecinta a acumularii hormonilor endogeni la nivelul sectiunilor
cu reactii de cicatrizare, precum si ca urmare a posibilitatii de preluare a nutrientilor din mediu,

necesari pentru sustinerea procesului de regenerare, prin zonele de ranire.

\
/

N
o
|

| total de explante (%)

Numarul explantelor regenerative /
numaru

MS LF MS LF
“Serenata” “Pink Panda”

'ODO1 BDO2 @BDO3 @DO4 @DO5 MDOG |

Figura 12. Influenta interactiunii dintre mediul de baza (B) si combinatia si concentratia
regulatorilor de crestere (C) asupra frecventei de regenerare de l|astari prin organogeneza
directéd (barele reprezintd abaterea standard; a, b, c, d, e, f, g: interpretarea semnificatiei

diferentelor, conform testului Duncan, pentru p< 0,05).
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‘Serenata’

Figura 13. Regenerarea de lastari prin organogeneza directd, din explantele de petiol,
inoculate pe mediul de baza MS, suplimentat cu 1,0 mg/l AIB + 1,0 mg/l TDZ (l.a. — lastar
adventiv; seg. p. — segment de petiol).

2.4. CAPACITATEA DE REGENERARE DE L ASTARI PRIN ORGANOGENEZ A
INDIRECTA UTILIZAND MEDII DE CULTUR A LICHIDE PREVAZUTE CU PUNTE
DIN HARTIE DE FILTRU

2.4.1. Influen ta pretratamentului la intuneric (F) asupra capacit  atii de calusogenez a
a explantelor de frunz a si petiol cultivate pe medii de cultur a lichide prev azute cu

punti din hartie de filtru

Dupa transferul culturilor mentinute timp de 21 zile la intuneric, la o intensitate a luminii
de aproximativ 40 umol m? s in conditiile unui fotoperiodism de 16 ore lumin& / 8 ore intuneric,
proliferarea calusurilor a stagnat, indiferent de genotip, de tipul de explant sau de compozitia
mediilor de cultura lichide, procesele de necroza ludnd amploare intr-o perioada de timp mai
scurtd de 10 zile. Inca o data, durata pretratamentului la intuneric a reprezentat un factor critic
in procesele de proliferare a calusului si de regenerare de lastari via calus, chiar si in absenta
tidiazuronului, cunoscut a avea o influenta favorabild asupra calusogenezei si morfogenezi
in vitro, in special, in conditiile mentinerii explantelor somatice la intuneric (Landi si Mezzetti,
2006). Se impune precizarea ca la sfarsitul pretratamentului la intuneric cu durata de 42 de zile,
intre cele doud genotipuri de capsun ornamental nu au mai fost evidentiate diferente
semnificative cu privire la procentele medii ale explantelor somatice care au format calus
(Fig. 14).
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Astfel, Tn cazul variantei experimentale CIM5, definita de formula 1,0 mg/l AIB
+ 3,0 mg/l BAP, procentul explantelor somatice care au format calus a fost maxim (100%),
pentru ambele genotipuri de capsun ornamental. Pe de altd parte, cea mai scazuta frecventa
a calusogenezei a fost inregistrata in cazul fragmentelor de frunza in varianta experimentala
CIM6, la genotipul ‘Pink Panda’ proliferarea celulara fiind evidentiata la numai 40% dintre

explantele de frunza, respectiv 38,8 % la genotipul ‘Serenata’.
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Figura 14. Influenta pretratamentului la intuneric (E) asupra capacitati de calusogeneza
a explantelor somatice cultivate pe medii nutritive lichide, prevazute cu punte din hértie de filtru
(barele reprezinta abaterea standard; a,b, c, d, e, f, g: interpretarea semnificatiei diferentelor

dintre cele doua genotipuri, cu ajutorul testului Duncan, p<0,05).

2.4.2. Potentialul regenerativ al calusului men tinut pe medii de cultur a lichide

prev azute cu punte din hartie de filtru

2.4.2.1. Influen ta genotipului (A) asupra frecven tei de regenerare de | astari din

calusuri men tinute pe medii de cultur a lichide prev azute cu punte din hartie de filtru

Mentinerea culturilor de tesuturi somatice la Tntuneric pentru o perioada de 42 de zile,
in camera de crestere, a condus la aparitia primelor procese regenerative, observate dupa
aproximativ 27 de zile de la inocularea explantelor de petiol, respectiv 30 de zile in cazul
explantelor de frunza, la genotipul ‘Serenata’. La hibridul intergeneric ‘Pink Panda’ primii muguri
adventivi s-au format din fragmente de frunza, in absenta luminii, dupa aproximativ 38 zile de la
initierea culturilor (Fig. 15).
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Transferul culturilor de explante somatice la lumina de intensitate redusa a fost asociat
si cu stimularea secretiei de antociani in celulele parenchimatice, de la suprafata masei
de calus, derivat atat din segmente de petiol, cat si din fragmente de frunza. Mai mult,
pigmentatia rosie, caracteristica antocianilor, a fost observatd cu precadere in celulele
parenchimatice din alcatuirea calusurilor cu capacitate regenerativa ridicata.

Influenta favorabila a intensitatii luminoase relativ scazute a fost confirmata si prin
cresterea frecventei de regenerare de lastari atat la genotipul ‘Serenata’, cét si la ‘Pink Panda’.
De altfel, acestea au fost conditile care au condus pentru prima data la regenerarea de lastari
adventivi din explante de petiol la genotipul ‘Pink Panda’, intr-o perioada relativ scurta de timp,
de aproximativ 50 de zile si in absenta divizarii si transferului calusului pe medii de cultura
proaspete (Fig. 15).

Dupa 70 zile de la initierea vitroculturilor pe medii nutritive lichide, prevazute cu punti din
hartie de filtru, frecventa caulogenezei nu a mai inregistrat modificari, pentru genotipul
‘Serenata’ determinandu-se un procent mediu de 37,12% calusuri cu regenerare de lastari,
lar la capsunul ornamental ‘Pink Panda’ regenerarea de lastari a fost indusa cu o frecventa
de 28,77%, valorile procentuale prezentate fiind semnificativ diferite pentru p<0,05, conform
testului T - independent (Fig. 16).

In ceea ce priveste numarul lastarilor formati din acelasi calus, intre cele doua genotipuri
nu au existat diferente semnificative, numarul mediu de plantule neoformate per calus fiind

de 8,9 la genotipul ‘Serenata’ si de 8,64 la capsunul ornamental ‘Pink Panda’.

Figura 16 . Influenta genotipului
asupra frecventei de regenerare

o . . . O ‘Pink
de lastari via calus derivat din Panda’
explantele cultivate pe mediu 28,77 B ‘Serenata’;
37,12

nutritiv lichid prevazute cu punte
din hartie de filtru.
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Figura 15. Organogeneza la nivelul calusului obtinut prin vitrocultura explantelor somatice pe medii de culturd lichide, prevazute cu punti din hartie
de filtru, la genotipul ‘Pink Panda’. A - regenerare de lastari din calus derivat din fragmente de frunza; B -regenerare de lastari din calus derivat
din segmente de petiol (f.f. - fragment de frunza; seg.p. - segment de petiol; |.a. - lastar adventiv).



2.4.2.2. Influen ta combina tiei si concentra tiei hormonilor de cre stere (C) asupra
frecven tei de regenerare de neoplantule din calusuri men  tinute pe medii de cultur a

lichide prev azute cu punte din hartie de filtru

Analizand rezultatele de sinteza prezentate in figura 17, se observa ca balanta
hormonala 1,0 mg/l AIB + 3,0 mg/l BAP a indus proliferarea celulara la cel mai mare numar
de explante somatice si a stimulat regenerarea de lastari la cel mai ridicat procent de calusuri,
ceea ce sugereaza necesitatea prezentei in mediul de cultura a unei concentratii mai mari
a auxinei cu cel mai ridicat potential organogenetic, comparativ cu mediile de cultura gelificate
Ccu agar.

Suplimentarea mediilor de cultura lichide cu numai 3,0 mg/l BAP, indiferent
de concentratia AIB (0,5 mg/l sau 1,0 mg/l), a indus formarea de muguri adventivi la un procent
de 52,66%, respectiv 54,66% dintre explantele somatice la ‘Serenata’, la diferente
nesemnificative de valorile procentuale 41% si, respectiv 42,33% (CIM5) calculate la genotipul
‘Pink Panda’.
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Figura 17. Influenta combinatiei si concentratiei hormonilor de crestere (C) asupra frecventei
de regenerare de neoplantule din calusuri mentinute pe medii de cultura lichide prevazute
cu punte din hartie de filtru (barele reprezinta abaterea standard; a,b: interpretarea semnificatiei

diferentelor, cu ajutorul testului Duncan, p<0,05).
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2.5. CAPACITATEA DE INR ADACINARE IN VITRO A UNOR HIBRIZII INTERGENERICI
FRAGARIA x POTENTILLA

2.5.1. Factorii cu influen ta determinant & asupra nivelului de exprimare a capacit  atii

de Tnradacinare in vitro a lastarilor originari din meristeme

Pornind de la ipoteza ca mediul de cultura utilizat pentru multiplicarea lastarilor derivati din
meristeme poate sa influenteze semnificativ procesul de rizogeneza in vitro, experientele care
au vizat determinarea capacitatii de inradacinare a vitroplantelor, au fost organizate in functie
de mediul de multiplicare. Astfel, rata de inradacinare a lastarilor (raportul procentual dintre
numarul lastarilor inradacinati si numarul total de lastari transferati pe mediu de inrddacinare),
numarul si lungimea radacinilor formate au fost determinate diferentiat, fiecarei variante

de mediu de multiplicare corespunzandu-i cele trei variante de mediu de inradacinare.

2.5.1.1. Influen ta genotipului (A) asupra capacit atii de inr adacinare in vitro

Daca in procesele de stimulare a lastaririi axilare si a organogenezei, capsunul
ornamental ‘Serenata’ s-a remarcat printr-o capacitate superioara de regenerare si proliferare
a lastarilor, la genotipul ‘Pink Panda’ a fost evidentiata o capacitate sporitd de inradacinare
in vitro a lastarilor.

Astfel, In timp ce la hibridul intergeneric ‘Pink Panda’ inradacinarea lastarilor a inceput
dupa 10 zile de la initierea culturii si a continuat cu o rata medie de 81,43%, la genotipul
‘Serenata’, procesul de rizogeneza a fost initiat dupa 16 zile de la inocularea lastarilor, iar rata
medie de inradacinare a plantulelor a fost de 36,17%.

Analizand datele prezentate in figura 18 se constata ca la ‘Pink Panda’ intre cele trei
caracteristici analizate (rata de inradacinare, numarul mediu de radacini per lastar, lungimea
medie a radacinilor) exista corelati pozitive, distinct semnificative pentru un prag
de semnificatie de p<0,01. in comparatie, la genotipul ‘Serenata’ (Fig. 19), o corelatie pozitiva,
distinct semnificativa pentru pragul de semnificatie p<0,01, a fost stabilita doar intre rata

de inradéacinare a lastarilor si lungimea medie a radacinilor.
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Figura 18. Corelatia intre lungimea medie a radacinilor si rata de inradacinare, intre numarul
mediu de radacini per lastar si rata de inradacinare si intre numarul mediu de radacini
per lastar si lungimea medie a radacinilor, la genotipul ‘Pink Panda’. (** Corelatia este

semnificativa pentru pragul de semnificatie p<0,01).
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semnificativa pentru pragul de semnificatie p<0,01).

38



2.5.1.2. Capacitatea de Tinr adacinare a microl astarilor regenera ti pe medii

de cultur a cu compozi tie diferit &

Efectul cumulat al continutului endogen de fitohormoni si compozitia mediului de cultura
este semnificativ in procesul de stimulare a rizogenezei. Au fost constate doua cai
de interactiune: pe de o parte, mediul de baza LF suplimentat cu concentratii reduse
ale hormonilor de crestere x mediu de inradacinare suplimentat cu 0,25 mg/l AIB + 0,1 mg/l GA;
si pe de altd parte mediul de baza MS suplimentat cu concentratii mai mari ale hormonilor
de crestere x mediu de inradacinare suplimentat cu 0,5 mg/l AIB sau AIA + 0,1 mg/l GA;,,
care au potentat capacitatea de inradacinare a vitroplantelor.

La genotipul ‘Pink Panda’, analiza de ansamblu a rezultatelor a evidentiat o corelatie
pozitiva intre compozitia minerald a mediului de baza MS folosit pentru multiplicarea explantelor
si capacitatea lastarilor de inradacinare, rata de inradacinare inregistrand valori in intervalul
53,2 - 100%. Comparativ, lastarii multiplicati pe mediul de baza LF au prezentat valori ale ratei
de inradacinare cuprinse intre 40% si 100% (Fig. 20).

Analiza datelor prezentate in figura 21, cu privire la influenta mediului de culturad asupra
ratei de Tnradacinare la genotipul ‘Serenata’, evidentiaza faptul cd asemanator rezultatelor
prezentate anterior, mediul LF folosit pentru multiplicarea lastarilor, indiferent de combinatia
si concentratia hormonilor de crestere, a avut o influentd pozitivda asupra capacitatii
de inradacinare a lastarilor inoculati pe varianta RM1, confirméandu-se astfel, interactiunea
favorabila dintre compozitia mediului de baza LF si concentratia redusa a AIB. O abatere de la
aceasta constatare a fost observata in cazul plantulelor regenerate pe varianta de mediu MM3
si MM4, pentru care cresterea concentratiei AIB de la 0,25 la 0,5 mg/l a determinat o rata

de Tnradacinare de 80%, respectiv 86,6%.

2.6. CAPACITATEA DE ACLIMATIZARE A MICROPLANTULELOR TNRADACINATE
IN VITRO

In faza de aclimatizare, cele dou& genotipuri au manifestat capacitate diferita de adaptare,
la genotipul ‘Pink Panda’, procentul plantulelor care au supravietuit fiind de 86,8%, comparativ
cu 92,4%, in cazul genotipului ‘Serenata’. Dupa aclimatizare, plantele au fost transferate

in ghivece si ulterior in camp.
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Figura 20. Rata de inradacinare a microlastarilor la genotipul ‘Pink Panda’ (barele reprezinta
abaterea standard; a, b, c, d: interpretarea semnificatiei diferentelor, cu ajutorul testului Duncan,
p<0,05).
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Figura 21. Rata de inradacinare a microlastarilor la genotipul ‘Serenata’ (barele reprezinta
abaterea standard; a, b, c, d: interpretarea semnificatiei diferentelor cu ajutorul testului Duncan,
p<0,05).
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2.7. STABILITATEA GENETIC A A PLANTELOR MULTIPLICATE CLONAL IN VITRO,
EVIDENTIATA PRIN ANALIZ A RAPD

In cazul genotipului ‘Serenata’, primerii RAPD selectati au generat un numar total
de 59 benzi, care au fost monomorfice pentru toate plantele analizate, incluzand si planta
martor. Numarul de benzi per primer a variat intre 3 (OPCO05) si 10 (OPCO08), cu o valoare
medie de 5,9 benzi per primer. In ceea ce priveste marimea fragmentelor ADN amplificate,
aceasta a variat intre 2665 pb si 287 pb.

Pentru genotipul ‘Pink Panda’, primerii selectati au generat un numar total de 54 benzi,
de asemenea monomorfice, iar numarul benzilor per primer a variat intre 2 (OPB17)
si 8 (OPA20 si OPCO08), cu o valoare medie de 5,4 benzi per primer. Marimea fragmentelor
ADN amplificate a variat in acelasi interval ca in cazul genotipului ‘Serenata’.

Analiza gelurilor din experientele organizate pentru determinarea stabilitati genetice
a plantelor multiplicate prin subculturi succesive, a evidentiat modele de benzi identice intre
planta martor si lastarii regenerati dupa a patra subculturd, procentul de monomorfism per
genotip fiind de 100%. Numarul cel mai mare de benzi au fost obtinute cu primerii OPAOS,
repectiv 10 benzi, OPA20 si OPBO5 (Fig. 22), repectiv 8 benzi, ceilalti primeri nefiind atat

de eficienti in generarea produsilor PCR succesivi.

Figura 22. Profilul RAPD al genotipurilor ‘Serenata’ si ‘Pink Panda’ (plantele martor
si microlastarii obtinuti dupa a patra subcultura) cu primerii OPA20 si OPB05; L= marker ADN,
100 pb.
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Avand in vedere ca, marea majoritate a variatiei genetice indusa prin cultura de celule
si tesuturi in vitro se produce in faza de calus a procesului, s-a impus identificarea, la nivel
molecular a stabilitatii genetice a neoplantulelor regenerate din explante somatice, inoculate
pe medii de cultura agarizate si lichide. Analiza profilelor RAPD, obtinute prin amplificarea
probelor de ADN cu aceiasi 10 primeri a evidentiat absenta unor diferente de structura genetica,
intre plantele martor si regenerantii corespunzatori. Produsii de amplificare obtinuti cu primerii
OPCO05 si OPCO08 la somaclonele regenerate via calus, pe medii de cultura lichide, prevazute

cu punti din hartie de filtru sunt prezentati in figura 23.
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Figura 23. Profilul RAPD al genotipurilor ‘Pink Panda’ si ‘Serenata’ (planta martor
si somaclonele regenerate din explante somatice cultivate pe medii lichide) cu primerii OPC05
si OPCO08; L= marker ADN, 100 pb.

in ceea ce priveste polimorfismul dintre cei doi hibrizi intergenerici, dintre cele 69 de benzi
generate de primerii selectati, 25 au fost polimorfice. Numarul benzilor polimorfice a variat intre
1 (OPCO5) si 4 (OPCO6 si OPCO08) cu o valoare medie de 2,5 benzi per primer (Tabel 8).
Valoarea coeficientului de similaritate Jaccard a fost de 0,63 ceea ce indica faptul ca, desi
au caracteristici fenotipice similare, hibrizii intergenerici ‘Pink Panda’ si ‘Serenata’ sunt
indepartati din punct de vedere genetic.

Avéand in vedere ca in generarea variatiei somaclonale a fost frecvent semnalata influenta
genotipului, pornind de la stabilitatea genetica a plantulelor regenerate prin lastarire axilara si,
in special a celor neoformate din explante de frunza si petiol, putem considera, pentru inceput,
ca genotipurile de capsun ornamental ‘Serenata’ si ‘Pink Panda’ sunt stabile in conditiile culturii

in vitro.
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Tabel 8.

Nivelul polimorfismului intre genotipurile ‘Pink Panda’ si ‘Serenata’

Primer Secven ta (5-3") Nu(rjn arul tqtal Num é_rul bgnzilor P_rocer_ltul de
; e benzi polimorfice polimorfism (%)

OPA02 TGCCGAGCTG 6 2 33,3
OPAQ07 GAAACGGGTG 7 3 42,8
OPA20 GTTGCGATCC 8 2 25
OPBO05 TGCGCCCTT 8 2 25
OPB10 CTGCTGGGAC 7 2 28,5
OPB17 AGGGAACGA 4 2 50
OPCO05 GATGACCGCC 4 1 25
OPCO06 GAACGGACTC 7 4 57,1
OPC08 | TGGACCGGTG 11 4 36,3
OPC10 TGTCTGGGT 7 3 42,8
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3. CONCLUZII GENERALE

Cercetarile realizate de noi in cadrul Complexului de Culturi de Tesuturi al Institutului
de Cercetare — Dezvoltare pentru Pomiculturd, Pitesti, Maracineni in scopul determinarii
capacitatii de multiplicare in vitro a hibrizilor intergenerici Fragaria x Potentilla, definirii conditiilor
de baza pentru initierea, mentinerea — proliferarea, regenerarea, si inradacinarea explantelor,
si in cadrul Laboratorului de Geneticad si Biologie Molecularda de la Institutul National
de Cercetare - Dezvoltare pentru Biotehnologie in Horticultura, Stefanesti, pentru determinarea

stabilitatii genetice a plantelor micropropagate, au condus la urmatoarele concluzii:

1. Capacitatea de micropropagare in vitro a hibrizilor intergenerici Fragaria x Potentilla
este puternic dependenta de genotip. Referitor la multiplicarea prin lastarire axilara genotipul
‘Serenata’ a manifestat un potential de regenerare de 2,17 ori mai mare, comparativ cu ‘Pink
Panda’. Genotipul cu cea mai ridicata capacitate de reactie la cultura in vitro de explante
somatice a fost de asemenea ‘Serenata’, potentialul de regenerare de lastari al calusurilor
derivate din explante somatice fiind Tn medie de 3,65 ori mai mare, comparativ cu ‘Pink Panda’.

Pe de alta parte, la ‘Pink Panda’ rata de Tnradacinare in vitro a microlastarilor a fost
de 2,22 ori mai mare comparativ cu ‘Serenata’. Potentialul rizogenic superior al genotipului ‘Pink
Panda’ este foarte bine reliefat de corelatia pozitiva, distinct semnificativa, determinata intre

rata de inradacinare, numarul mediu al radacinilor si lungimea medie a acestora.

2. Suplimentarea mediului de cultura cu AIB si BAP, precum si GA; - in cazul
micropropagarii prin lastarire axilara, a condus pe tot parcursul experimentelor la cele mai mari
rate de multiplicare, respectiv la cele mai inalte frecvente de regenerare de lastari adventivi.
Utilizarea mediilor de cultura lichide prevazute cu punti din héartie de filtru a evidentiat
o reactivitate diferita a genotipurilor de capsun ornamental la cultura in vitro de explante
somatice, sugerand necesitatea prezentei in mediul de cultura a unei concentratii mai mari

a auxinei AlB.

3. Rezultatele cercetarilor realizate de noi au relevat in mod concludent ca prin
schimbarea conditiilor de cultura in vitro poate fi controlatd forma de regenerare de lastari din
explantele de petiol. Astfel, prin substituirea citochininei BAP cu compusul TDZ cu actiune
de tipul citochininelor, sunt evitate conditiile care favorizeaza formarea calusului si se ofera
posibilitatea regenerarii de lastari direct din explant, cale considerata sigura in obtinerea

de neoplantule uniforme genetic.



4. Influenta pretratamentului la intuneric al explantelor somatice si mentinerea culturilor
de explante somatice la lumina de intensitate redusa reprezinta un factor critic in inducerea
regenerarii de |astari la genotipul ‘Pink Panda’ si totodata in obtinerea unei frecvente mai mari

de regenerare de lastari adventivi, la ambele genotipuri de capsun ornamental.

5. Analizele genetice cu ajutorul markerilor RAPD, au reliefat uniformitatea genetica
a plantulelor micropropagate clonal prin lastarire axilara, precum si a lastarilor regenerati via
calus derivat din explante somatice plasate la suprafata mediilor de cultura gelificate cu agar

sau sustinute pe punti din hartie de filtru la suprafata mediilor de cultura lichide.
6. Pe baza rezultatelor de ansamblu obtinute in urma cercetarilor care au reprezentat

suportul stiintific al acestei teze de doctorat, au fost elaborate douad protocoale de lucru pentru

micropropagarea in vitro a genotipurilor de capsun ornamental ‘Serenata’ si ‘Pink Panda’.
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