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Abstract. The inoculation procedures, the method of achieving aseptic conditions for the biological material
and the optimal size of the explant are described in this article. The conditions of development of Hydrangea
aspera ,,Hot chocolate ” in tissue culture are also described. For microcloning, growth medium MS — 100%
supplemented with BAP — 0.5 mg/l was used, the pH of the growth medium was adjusted to 5.6-5.8. Optimally
effective rhizogenesis occurred on growth medium MS — 50%, supplemented with IBA — 0.05 mg/I and food
sugar (15 g/l).
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Introducere

Biotehnologiile vegetale reprezintd una din principalele realizari ale stiintei si tehnicii secolului
XX, cu un rol deosebit in dezvoltarea agriculturii si horticulturii moderne. Micropropagarea in vitro
este ramura biotehnologiei vegetale care reprezinta un ansamblu de metode de inmulgire a plantelor
prin utilizarea culturilor in vitro de celule, tesuturi si organe vegetale [5, p. 6].

Micropropagarea este metoda de Inmultire incomparabil mai eficientd decat metodele
conventionale de inmultire (butasire, diviziunea tufei, marcotaj, altoire), indiferent de sezon, deoarece
se realizeaza 1n conditii controlate de lumind si temperaturd, in camere de crestere climatizate.
Plantele se afla intr-un proces de crestere si multiplicare activa indiferent de anotimp, fara sa existe
timpi morti in procesul de productie [4, p. 9].
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Explantele vegetale (organe, tesuturi, celule ori protoplasti) pot fi mentinute in viatd, dupa
desprinderea lor din organismul matern prin inocularea si cresterea acestora pe medii aseptice (in
vitro). Mediile de cultura au o compozitie complexa. De foarte multe ori reusita cultivarii in vitro a
explantelor vegetale depinde, Tn mare masurd, de realizarea acestor amestecuri nutritive care sa
corespunda necesitatilor vitale ale tesuturilor inoculate spre a compensa lipsa celor mai importanti
factori endogeni de care depinde existenta celulelor respective, in tesutul plantei [1, p. 44].

Mediile nutritive utilizate pentru microclonarea speciei Hydrangea aspera ,,Hot chocolate”
au fost suplinite cu citochinina 6-benzilaminopurina (BAP).

Citochininele constituie un grup de substante cu efect in inducerea diviziunilor celulare. La
culturile in vitro citochininele servesc in mentinerea viabilitatii celulelor, sustinand capacitatea de
supravietuire a tesuturilor inoculate, favorizand dediferentierea si stimuland multiplicarea celulara [1,
p. 58]. O citochinind sinteticd deosebit de eficienta in culturile in vitro este benziladenina
(benzilaminopurina), abreviat BA sau BAP. Aceasta este mult utilizata in micropropagare, fiind foarte
puternici si ieftind. In multe cazuri induce o proliferare abundenta a lastarilor axilari la concentratii
sub 1 mg/l. Citochininele sunt in marea lor majoritate stabile chimic, BAP si chinetina (Kin) fiind
autoclavate in mediu nutritiv, nu-si pierd influenta asupra tesuturilor vegetale [4, p. 60].

Pentru inducerea procesului de rizogeneza la aceasta specie, mediile nutritive au fost suplinite
cu auxina acid indolilbutiric (AIB) in concentratii reduse.

Auxinele au un rol esential in sinteza proteicd, alungirea celulelor, stimularea formarii de
radacini in vitro, dediferentierea celulelor si stimularea diviziunii cu formare de calus. Auxinele
inhiba generarea de lastari si cresterea lor [4, p. 60]. Regulatorii de crestere de tipul auxinelor, naturale
sau de sinteza, executa un rol cert, stimulator, asupra rizogenezei [1, p. 28]. Acidul indolilbutiric
(AIB) este utilizat frecvent pentru inradacinarea in vitro a lastarilor sau fragmentelor de lastari
rezultati in faza de multiplicare [4, p. 60].

Materiale si metode

Cercetarile au fost realizate in Laboratorul de embriologie si biotehnologie al Gradinii Botanice
Nationale (Institut) ,,Alexandru Ciubotaru” a USM. Scopul cercetarilor a fost multiplicarea in vitro a
acestei culturi si obtinerea materialului saditor necontaminat, genetic omogen, de calitate inalta, intr-
un timp relativ scurt. In calitate de material biologic au fost utilizate fragmente de lastari cu mugurele
apical ale soiului ,,Hot chocolate”.

Hydrangea aspera ,,Hot chocolate” este un soi nou in randul hortensiilor, interesanta si
fabuloasa datorita contrastului spectaculos intre culoarea inchisa a frunzelor (ciocolatii) si florile in
nuante de roz-albastru, violet-metalic. Infloreste din iulie pana in septembrie, atit pe ramuri mature
cat si pe lastarii tineri.

Hydrangea aspera ,,Hot chocolate” este un arbust ornamental din familia Hydrangeaceae
Dumort, originar din padurile dese din regiunea dintre Himalaya, din sudul Chinei, pand in Taiwan.
Termenul ,,aspera” provine din limba latind si inseamna ,,cu texturd aspra”, ceea ce se referd la
aspectul catifelat (suprafata pufoasd) al frunzelor. Acest arbust stufos este usor de cultivat pe
majoritatea tipurilor de sol, in cazul acestei specii culoarea florilor nu este influentata de pH-ul
solului. Taierile anuale permit ca planta sa atingd o Tndltime de pand la 120-150 cm. Pentru a mentine
planta tanara si sandtoasa, anual este necesar sa fie taiate 1/3 din ramurile vechi, tijele ce au inflorit
in anul precedent. Aceastd specie se dezvoltd bine pe terenuri insorite sau semiumbrite, pe sol umed.
O indica si denumirea genului, Hydrangea L. (provine de la cuvantul grecesc ,,hydra”), solul insa
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trebuie sa fie bine drenat. In perioada caldd a anului aceastd specie necesitd irigare zilnica, insi
surplusul de umiditate provoacd putrezirea radacinilor. Rezista la temperaturi de pana la -29°C.
Hortensia nu necesitd un program intens de fertilizare, este dezirabild utilizarea unui fertilizant
natural, care nu trebuie aplicat in primele doua luni dupa plantarea butasului. Perioada optima pentru
plantarea acestei specii este toamna.

Cercetarile de multiplicare in vitro au fost elaborate prin procedee de sterilizare a mediilor de
cultura, materialului vegetal, pregatirea si testarea mediilor de culturd si mentinerea culturii de
Hydrangea aspera ,,Hot chocolate” in conditii in vitro. Au fost determinate caracteristicele
biometrice, numarul i lungimea lastarilor proliferati si indltimea plantulelor.

Rezultate si discutii

Pentru inocularea Hydrangea aspera ,,Hot chocolat”, explantele au fost prelevate de la
plantele-donator in perioada de vegetatie si crestere activa a lor. Materialul biologic a constat din
fragmente de lastari cu mugure apical. Dupa prelevare, materialul vegetal a fost adus in laborator,
unde a urmat fragmentarea lui si spalarea sub jetul de apad rece de la robinet pentru Inldturarea
impuritatilor mecanice si a prafului. A urmat spalarea cu solutie de detergent cu ajutorul unui borcan
cu capac, dupa care explantele au fost clatite bine si plasate in solutie de KMnQOg4 (de circa 3%), in
care s-au adaugat 2-3 picaturi de Tween, pentru 10-15 min.

La a doua etapa, materialul biologic a fost transferat in boxa, clatit de 3-4 ori cu apa distilata
sterila (autoclavata) si dezinfectat cu solutie de diacid de 0,1%. A urmat clatirea cu apa distilata sterila
(4 clatiri), apoi plasarea materialului biologic in solutie de H2O> de 3% (timp de 1-2 min.) si clatirea
repetatd (de 4 ori) cu apa distilatd sterild. Dupd asepsizare, materialul biologic a fost fragmentat sub
laminar i inoculat In eprubete, pe mediu nutritiv agarizat.

In urma cercetarilor, a fost stabilit ci cea mai beneficd metodi de asepsizare pentru Hydrangea
aspera ,,Hot chocolate’ este cea cu diacid de 0,1%, timp de expunere de 5 minute, iar dimensiunea
optimd a explantului inoculat este de 5-7 mm. In urma procesului de inoculare, dupa eliminarea
explantelor infestate $i necrotizate, am obtinut vitroplantule viabile, care au fost transferate pe medii
nutritive, pentru inducerea procesului de microclonare. Pentru mentinerea explantelor, in cultura in
vitro s-au creat conditiile necesare: fotoperiodismul 16 ore lumina / 8 ore obscuritate; temperatura
aerului de 23-25°C, intensitatea luminii de 2400-2500 lucsi si umiditatea aerului de 70-80%.

Pentru initierea procesului de microclonare, au fost testate mai multe variante ale mediului
nutritiv. Murashige-Skoog (MS) agarizat, suplinit cu citochinina 6-benzilaminopurind (BAP) in
diferite concentratii:

Nel MS —100%, BAP — 2,0 mg/1, zaharoza — 30 g/l, agar — 5 g/l, pH — 5,6-5,8;

Ne2 MS —100%, BAP — 1,0 mg/1, zaharoza — 30 g/l, agar — 5 g/l, pH — 5,6-5,8;

Ne3 MS —100%, BAP — 0,5 mg/1, zaharoza — 30 g/l, agar — 5 g/l, pH — 5,6-5,8;

Ne4 MS — 100%, BAP — 0,5 mg/l, acid ascorbic — 2 mg/l, glutamin — 10 mg/1, zaharoza — 20
g/l, agar — 5 g/l, pH — 5,6-5,8.

A fost stabilit ca toate mediile nutritive au indus procesul de microclonare la aceasta specie si
cresterea concentratiei de BAP este in directd corelare cu numarul de microcloni obtinuti. Insa pe
mediu nutritiv suplinit cu BAP — 2,0 mg/I plantulele au format un numar mare de microcloni (20-30,
unele chiar si 40), ei fiind mici si firavi pentru a fi transferati pe mediu lichid pentru inducerea
sistemului radicular. In urma cercetarilor efectuate, am stabilit ¢ mediul nutritiv suplinit cu BAP —
0,5 mg/1 si cu concentratia de zaharoza de 20 g/1 (Ne4) este favorabil pentru microclonarea plantulelor

183



11th edition International Scientific-Practical Conference
“Training by research for a prosperous society”

de Hydrangea aspera ,, Hot chocolate”. Acest mediu provoaca proliferarea unui numar optim de
microcloni (8-14) viabili.

Foto 1. Procesul de microclonare Foto 2. Microclonarea la Hydrangea aspera
la Hydrangea aspera ,,Hot chocolate” »Hot chocolate” (BAP — 2,0 mg/l)
(BAP - 0,5 mg/l)

Pentru inducerea procesului de rizogeneza, vitroplantulele au fost plasate pe mediu nutritiv
lichid MS — 50%, suplinit cu auxina acid indolilbutiric (AIB) in diferite concentratii. Pe mediile
nutritive pentru rizogeneza, zaharoza a fost substituita cu zahar alimentar, pentru a micsora sinecostul
mediului nutritiv si, respectiv, a materialului saditor:

Nel MS —50%, IBA — 0,05 mg/1, zahar alimentar — 15 g/l, pH — 5,6-5,8;
Ne2 MS —50%, IBA — 0,1 mg/l, zahar alimentar — 20 g/l, pH — 5,6-5,8;
Ne3 MS —100%, IBA — 0,1 mg/l, zahar alimentar — 30 g/I, pH — 5,6-5,8.

Plantulele de Hydrangea aspera ,, Hot chocolate” au format radacini pe toate mediile rizogene
lichide. Procesul de rizogeneza a avut loc in partea bazalda a minibutasilor si a fost influentat de
temperatura din camera de incubare. Aparitia radacinutelor poate fi remarcatd deja dupa 2-3
sdptamani, dupa transferul pe mediu nutritiv rizogen. lar dupa 1-2 luni, se observd o crestere
considerabila a vitroplantulei si dezvoltarea sistemului ei radicular (Foto 3).

Foto 3. Rizogeneza la Hydrangea aspera ,,Hot chocolate”
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S-a constatat ca procesul de rizogeneza a parcurs mai intens la plantulele plasate pe mediu
nutritiv MS — 50%, suplinit cu AIB — 0,05 mg/l si cu un continut mic de zahar alimentar (15 g/I)
(Nel1). Acest mediu nutritiv a determinat o rata de inradacinare de circa 90-100%. Sistemul radicular
la vitroplantulele plasate pe acest mediu nutritiv a fost cel mai bine dezvoltat, ceea ce a favorizat
procesul de aclimatizare a lor.

Dupa o perioada de dezvoltare, partea apicald a vitroplantulelor este utilizatd pentru un nou
ciclu de pasare, iar partea bazala (cu radacini) este transferata in conditii ex vitro pentru aclimatizare.

Cercetarile efectuate demonstreaza ca Hydrangea aspera ,, Hot chocolate” se preteaza bine
pentru cultura in vitro, fapt care permite obtinerea unor rate mari de multiplicare. Metoda este mai
rentabild si mai rapidd Tn comparatie cu multiplicarea traditionala.

Concluzii

1. In urma cercetirilor, a fost stabilit cd cea mai benefici metoda de asepsizare pentru
Hydrangea aspera ,,Hot chocolate” este cea cu diacid de 0,1 %, timp de expunere de 5 minute, iar
dimensiunea optima a explantului inoculat este de 5-7 mm.

2. A fost stabilitda componenta mediului nutritiv favorabil pentru microclonarea acestei culturi
(mediu de baza MS aditionat cu BAP 0,5 mg/l).

3. Rizogeneza vitroplantulelor a fost stimulatd prin suplinirea mediu nutritiv MS — 50% cu
auxina AIB in diferite concentratii. S-a constatat ca mediul nutritiv MS — 50% suplinit cu IBA — 0,05
mg/l si zahar alimentar (15 g/l) este cel mai rentabil si mai eficient, deoarece ponderea de inradacinare
a fost de circa 90-100%.

4. A fost elaboratd tehnologia culturii in vitro, descrise etapele initierii, microclonarii si
rizogenezei pentru obtinerea materialului saditor necontaminat, genetic omogen, de calitate inalta,
intr-o perioada relativ scurtd de timp.

Cercetarile au fost realizate in cadrul proiectului: 20.80009.19 ,, Introducerea si elaborarea
tehnologiilor de multiplicare si cultivare prin tehnici conventionale si culturi in vitro a speciilor de

’

plante lemnoase noi”.
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