UNIVERSITATEA DIN CRAIOVA
FACULTATEA DE HORTICULTURA

REZUMAT TEZA DE DOCTORAT

,CONTRIBUTII LA STABILIREA BIOTEHNOLOGIEI DE iINMULTIRE IN VITRO A
UNOR SPECII HORTICOLE - PARUL (PYRUS COMMUNIS L.) S| GUTUIUL
(CYDONIA OBLONGA MILL.)”

Doctorand,

Ing. Gheorghe Aurelia Corina

CONDUCATOR STIINTIFIC,
Prof. dr. d.h.c. IOAN MILITIU
Membru al Academiei

de Stiinte Agricole si Silvice
Gh.lonescu-Sisesti

-2008-



INTRODUCERE

Necesitatea modernizarii tehnologiilor de producere a materialului saditor la cele doua
specii, la nivelul solicitarilor actuale, este determinata si de alte numeroase considerente, cum
sunt:
- sporirea densitatii pomilor in plantatii si trecerea la sisteme de cultura intensive, in care
selectiile de noi portaltoi (predominant vegetativi), crearea si introducerea de noi soiuri, alaturi
de modernizarea conducerii si taierii pomilor, lasd sa se intrevada o noua “era” in cultura
acestor doua specii, desigur conditionata de asigurarea rapida a unor cantitati tot mai mari de
material saditor.
- contributii la inlocuirea rapida a sortimentelor neeconomice din vechile plantatii si
introducerea ntr-un ritm alert a noilor soiuri de par de vigoare mijlocie-mica, cu intrare rapida pe
rod, care au compatibilitate cu gutuiul si toleranta la focul bacterian; de asemenea, a portaltoilor
(par si gutui) de vigoare redusa, cu inmultire vegetativa.

Scopul cercetarilor

Utilizand tehnologia in vitro pentru producerea materialului saditor se are in vedere:

- obtinerea unor cantitati sporite de material saditor;

- reducerea timpului de producere a acestuia comparativ cu metodele clasice, ceea ce are
ca efect introducerea mai rapida in cultura a noilor soiuri;

- substituirea unor secvente din fluxul tehnologic clasic in care se inregistreaza cele mai
mari ,pierderi” si anume altoirea. Este vorba de obtinerea portaltoilor prin microinmultire in vitro
si utilizarea acestora in continuare ,in situ” dupa tehnologia clasica si microinmultirea soiurilor
de par pe radacini proprii, fara altoire (pentru inlaturarea fenomenului de incompatibilitate cu
gutuiul).

Obiectivele cercetarilor proprii

Pentru realizarea scopurilor cercetarilor s-au stabilit ca obiective principale urmatoarele:

» aprofundarea aspectelor anatomo-morfologice, fiziologice si biochimice ale tesuturilor
meristematice ale parului si gutuiului ca baza teoretica a procesului de microinmultire in vitro.

P stabilirea comportarii unor soiuri de par si gutui in procesul de organogeneza.

> stabilirea epocii optime pentru recoltarea materialului biologic si de prelevare a
explantelor, stiut fiind faptul ca factorii endogeni (variabili functie de sezon) joaca un rol
predominant in conservarea viabilitatii i a totipotentialitatii celulelor tesuturilor explantate.

» determinarea mediilor nutritive specifice soiurilor si de par si gutui, in diferitele etape ale
procesului de micropropagare.

» determinarea conditilor de mediu optime pentru diferitele etape ale procesului de
microinmultire.

» propunerea unei scheme de micromultiplicare a soiurilor de par si gutui.

MATERIALUL BIOLOGIC $I METODOLOGIA DE LUCRU

Materialul biologic folosit

Soiurile gi portaltoii utilizati sunt asigurati din campurile experimetale ale
|.C.D.P.P.Pitesti-Maracineni (plantatii mama, marcotiere); varsta pomilor a variat intre 5-15 ani
(tab.1).

Materialul biologic folosit a fost constituit din ramuri de un an, cu lungimea de 30-50 cm
de pe care s-au efectuat prelevarile explantelor.

Soiurile de par si gutui luate in studiu
Tabel 1

SPECIA SOIUL

Argessis
Pyrus communis L. Monica

Republica

Cydonia oblonga Mill. Moldovenesti
Aurii
Aromate




Metodologia de lucru

Experimentarile s-au desfasurat in perioada 2005-2007. Datoritd complexitatii aspectelor
urmarite si a lipsei de informatii in literatura referitoare la obiectivele stabilite, s-a impus cu
necesitate o serie de experiente de tatonare in cadrul fiecarei faze de cultura in vitro. Tatonarile
s-au efectuat asupra tuturor celor 6 soiuri de par si gutui luate in studiu, numarul de explante
prelevate de la fiecare pentru initierea culturii in vitro fiind de 10 muguri, in cate 3 repetitii.

Cele 4 medii de cultura (de baza) luate in studiu sunt: Murashige-Skoog (MS) , Fossard
(F), Lepoivre (L) , Woody Plant Medium (WPM).

» Mediile nutritive folosite pentru initierea culturii: mediile de baza au fost aditionate
cu: dextroza (40 g/l); IBA (0,1 ml/l); AGs (1 mi/l); Na Fe EDTA (3,2 mi/l).

» Mediile nutritive folosite pentru multiplicarea in vitro: mediile de baza au fost
aditionate cu: dextroza (40 g/l); AG3 (1 ml/L), BAP (10 ml/L), ANA (2ml/L), Na Fe EDTA (3,2
ml/L).

» Mediile nutritive folosite pentru inradacinarea in vitro: macroelemente M&S (1/2),
microelemente M&S (1/2), vitamine L-S (1/1), acid indolilbutiric (0,5 mg/l), acid giberelic (0,1
mg/l), Na Fe EDTA (3,2 ml/L), dextroza (40 g/l).

» Substraturile nutritive folosite pentru aclimatizarea in conditii de seré a plantelor
obtinute in vitro sunt urmatoarele:

1. Perlit;
2. Perlit + Turba rosie (1:1);
3. Perlit + Turba rogie (2:1)

Variantele experimentale pentru faza de initiere a culturilor in vitro
S-a studiat capacitatea de crestere a explantelor de par gi gutui in functie de componenta

mediului nutritiv, genotip si faza de vegetatie a materialului biologic din care s-au prelevat
explantele. Experienta este trifactoriala.

Variantele experimentale pentru faza de multiplicare
S-a studiat capacitatea de multiplicare in vitro a parului $i gutuiului in functie de componenta
mediului nutritiv, genotip si faza de vegetatie a materialului biologic din care s-au prelevat
explantele. Experienta este trifactoriala.

Variantele experimentale pentru faza de inradacinare in vitro
S-a studiat capacitatea de Tnradacinare in vitro a parului in functie de genotip si fotoperiodism.
Experienta este bifactoriala. Fotoperiodism (factorul B):
B.1= Fotoperiodism 16 ore, timp de 35 zile; B.2 = Fotoperiodism 14 ore, timp de 35 zile; B.3
Pretratament intuneric primele 9 zile + Fotoperiodism 16 ore, timp de 35 zile; B.4
Pretratament intuneric primele 9 zile + Fotoperiodism 14 ore, timp de 35 zile

Variantele experimentale pentru faza de aclimatizare
S-a studiat influenta substratului nutritiv asupra procesului de aclimatizare a parului gi gutuiului.
Experienta este bifactoriala.

Interpretarea statisticia a datelor s-a facut prin testul Duncan si reprezentarea
grafica a corelatiilor intre factorii experimentali.

REZULTATE OBTINUTE

Faza de initiere a culturii in vitro
Modul de actiune a mediului nutritiv este in general asemanator in cazul fiecaruia dintre
cele trei soiuri de par si gutui studiate. Pe mediul nutritiv B.1 (MS) s-au obtinut cele mai bune



rezultate la soiurile de par si gutui luate in studiu, rolul determinant revenind complexului
vitaminic utilizat si balantei hormonale realizata de acidul giberelic 1 mg/l si IBA 0,1 mg/I.

Soiul de par Monica se detaseaza fata de celelalte doua soiuri pe media substraturilor
nutritive cu 55% explante crescute, exceland pe mediul nutritiv B.2 (F) cu 68% explante
crescute.

Intre soiurile de gutui se detaseazi Moldovenesti pe media substraturilor nutritive cu
65% explante crescute, exceland pe mediul nutritiv B.4 (WPM) cu 75% explante crescute.

Influenta soiului se estompeaza pe mediul nutritiv B.1 unde diferenta dintre cele trei
soiuri de par studiate se reduce foarte mult. Situatia nu se regaseste la gutui.

Soiurile de par si gutui luate Tn studiu se manifesta diferit in faza de crestere a
explantelor pentru momente diferite de prelevare a explantelor. La efectul mediu al celor doua
momente de prelevare se evidentiaza la par soiul Monica cu 55% explante crescute iar la gutui
soiul Moldovenesti, cu 65% explante crescute.

Cele mai bune rezultate la par sunt obtinute la soiul Monica cu 60% explante crescute,
cand pentru initierea culturii s-au folosit inoculi prelevati de la ramuri aflate in iegirea din repaus
vegetativ (februarie=C.2).

Cele mai bune rezultate la gutui sunt obtinute la soiul Moldovenesti cu 73% explante
crescute, cand pentru initierea culturii s-au folosit inoculi prelevati de la ramuri aflate in iegirea
din repaus vegetativ (februarie).

Cele mai bune rezultate s-au obtinut de la explantele prelevate in faza de iesire din
repaus vegetativ (februarie). Prin utilizarea acestor explante s-au obtinut valori de 60% explante
crescute la soiul Republica si 55% la soiurile Monica si Argessis. La gutui s-au obtinut valori de
73% explante crescute la soiul Moldovenesti, 53% la soiul Aurii $i 20% la soiul Aromate.

Mediul nutritiv influenteaza procesul de crestere a explantelor pentru diferite momente
de prelevare a explantelor. Raportat la valorile medii a celor doua momente de prelevare a
explantelor cele mai bune rezultate se obtin pe mediul nutritiv B.1 (MS) si anume 68% explante
crescute la par, respectiv 53% explante crescute la gutui.

in interactiunea factorilor mediu nutritiv x momentul de prelevare a explantelor (B x C) se
constata ca pe mediul nutritiv B.1(MS) pentru momentul de prelevare in faza de iesire din
repaus vegetativ (februarie) se obtin cele mai bune rezultate de 80% explante crescute fata de
57% explante crescute, la soiurile de par studiate gi respectiv 60% explante crescute fata de
47% explante crescute, la soiurile de gutui studiate, pe acelasi mediu nutritiv dar utilizat pentru
initierea culturii in vitro cu explante prelevate in faza de intrare Tn repaus vegetativ
(noiembrie=C.1). Momentul prelevarii explantelor se manifesta foarte evident pentru fiecare
mediu nutritiv experimentat. Cele mai bune rezultate la soiurile de par studiate, de 80%
explante crescute s-au obtinut de la inoculii prelevati in faza de iesire din repaus vegetativ
(februarie) pentru mediul nutritiv B.1 (MS). Cele mai bune rezultate la soiurile de gutui studiate,
de 60% explante crescute s-au obtinut de la inoculii prelevati in faza de iesire din repaus
vegetativ (februarie) pentru mediul nutritiv B.1(MS).
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Variatia numarului de explante crescute (%) in functie de mediul nutritiv, pentru soiurile de par
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Rezultatele cercetarilor cu privire la faza de multiplicare in vitro a parului si
gutuiului

Cele mai ridicate valori ale ratei de multiplicare s-au obtinut la par, la toate soiurile si
anume 12,0 lastari/ explant, iar la gutui 14,2 lastari/ explant.

La soiul de gutui Moldovenesti rata de multiplicare cea mai mare a fost de 12 lastari/
explant iar la soiul Aromate de 6 lastari/ explant.

Variantele cu cele mai bune rezultate pentru soiul Argessis au ca medii nutritive B.2 (F)
si B.3 (L), pentru soiul Monica mediile nutritive B.1 (MS), B.2 (F) si B.4 (WPM) si pentru soiul
Republica mediile nutritive B.1(MS) si B.2 (F).

Pentru gutui varianta cu cel mai bun rezultat pentru soiul Aurii s-a Tnregistrat pe mediul
nutrtiv B.2 (F).

Se confirma ca mediul nutritiv ca factor abiotic in procesul de multiplicare are o foarte
mare importanta.

Rezultate deosebit de valoroase ale ratei de multiplicare s-au obtinut in faza de iegire
din repaus vegetativ (februarie = C.2).

Din rezultatele obtinute se confirma ca soiul reprezinta cel mai important factor biotic in
procesul de multiplicare in vitro a soiurilor. In aceleasi conditii de mediu nutritiv cele trei soiuri
studiate au avut o comportare diferita cu finalitate in nivele diferite ale ratei de multiplicare. De
asemenea, influenta soiului s-a manifestat foarte evident si in interactiunea acestuia cu
momentul prelevarii explantelor. Diferentele datoritd caracterului de soi sunt de la simplu la
dublu pentru acelasi nivel al momentului prelevarii explantelor.

Astfel, la par, soiul Monica inregistreaza o rata de multiplicare de 11,25 Iastari/ explant la
iesirea din repausul vegetativ (februarie) si de 10 lastari/ explant la intrarea in repausul
vegetativ (noiembrie) fatd de soiul Argessis la care rata de multiplicare a fost de 9,25 si
respectiv 6 lastari/ explant.

La gutui, soiul Moldovenesti a inregistrat o rata de multiplicare de 10,75 lastari/ explant
la iesirea din repausul vegetativ (februarie) si de 9,91 la intrarea in repaus vegetativ (noiembrie)
fatd de soiul Aromate la care rata de multiplicare a fost de 5 si respectiv 4,25 |astari/ explant.

Fenomenul de vitrificare a aparut si s-a manifestat foarte sever intre 20 — 80% pe mediul
nutritiv B.3 (Lepoivre) la par.

La gutui fenomenul s-a manifestat intre 5 — 70%, in special pe mediul nutritiv B.3 (L). Ca
o particularitate a gutuiului trebuie mentionatd tendinta de vitrificare a acestuia in faza de



multiplicare, indiferent de mediul nutritiv. Factorul determinant in aparitia si manifestarea
fenomenului de vitrificare la gutui il constituie deci specia.
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Rezultatele cercetarilor cu privire la faza de inradacinare in vitro a parului si
gutuiului

Cele mai bune rezultate la par din cele 12 variante experimentale s-au obtinut la soiul
Argessis si la soiul Monica, la care gradul de inradacinare a fost de 74,0%.

La gutui cele mai bune rezultate s-au Tnregistrat la varianta V.8 (86,0%) pentru soiul
Aurii.

Cele mai bune rezultate s-au obtinut la variantele care au fost supuse la pretratament cu
Tntuneric timp de 9 zile.

Rezultatele obtinute confirma faptul ca auxinele au un rol determinant in declangarea si
sustinerea procesului de rizogeneza.



Analizand interactiunea soi x fotoperiodism se confirma si in aceasta situatie ca
potentialul rizogen se regaseste in zestrea genetica a fiecarui soi, este un caracter genetic
puternic si se manifesta cu aceeasi tendinta indiferent de nivelul fotoperiodismului.

Analizand gradul de inradacinare determinat de nivelele de fotoperiodism experimentale
se constata ca influenta fotoperiodismului este limitata pentru soiurile studiate.

Numarul mediu cel mai mare de radacini la plantele obtinute in vitro se inregistreaza atat
la soiurile de par (2,4 - 3,7) céat si la cele de gutui (2,4 - 5,5) studiate in variantele care au fost
supuse la foroperiodism de 14 ore precedat de tratament cu intuneric timp de 9 zile.

Consider ca diferentele dintre soiuri cu privire la numarul mediu de radacini pe planta
este expresia capacitatii rizogene a fiecarui soi.

Lungimea medie cea mai mare (1,8 — 3,5 cm) a radacinilor pe planta se inregistreaza tot
la plantele obtinute in variantele care au fost supuse la pretratament cu intuneric timp de 9 zile
si consider de asemenea, ca diferentele dintre soiuri cu privire la acest parametru biometric se
datoreste caracterului genetic al soiurilor.
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Corelatia dintre fotoperiodism si soi in procesul de inradacinare a vitroplantelor
de par si gutui

Rezultatele cercetarilor cu privire la faza de aclimatizare a parului si gutuiului

Faza de aclimatizare este recunoscuta ca cea mai dificila secventa a biotehnologiei de
microinmultire a plantelor prin culturi in vitro. Rezultatele cele mai bune obtinute in procesul de
aclimatizare a vitroplantelor apartindnd soiurilor de par sunt cuantificate intre 79,0 — 70,0%
plante aclimatizate la variantele cele mai bune.

Soiurile de gutui au determinat grade de aclimatizare superioare celor de la par, cu
valori cuprinse intre 82,0 — 80,0% la variantele cele mai bune.

Soiurile de par au inregistrat cel mai mare grad de aclimatizare pe amestecul nutritiv B.3
care contine perlit si turba rosie in proportie de 2:1. Prezenta turbei rosii asigura in substratul de
cultura o umiditate optima.

Soiurile de gutui au inregistrat cel mai mare grad de aclimatizare pe amestecul nutritiv
B.1 care contine numai perlit, ridicand astfel costul de productie.

Amestecul nutritiv are o influenta foarte mica pentru soiurile de par luate in studiu.

Soiurile de gutui au avut o comportare diferitd in faza de aclimatizare, dar influenta
acestora in ceea ce priveste gradul de aclimatizare este mai mica in comparatie cu cea a
amestecurilor nutritive.

Aparitia primelor frunzulite ex vitro a marcat incheierea fazei de aclimatizare. Durata
aclimatizarii a fost de 20 zile.



B1=Perlit Bl1=Perlit
B2=Perlit+turba rogie 1:1 B2=Perlit+turba rogie 1:1
B3= Perlit+turba rosie 2:1 B3= Perlit+turba rosie 2:1
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Moldovenesti Aurii Aromate

Corelatia dintre amestecul nutritiv si soiurile de par si gutui Tn procesul de aclimatizare a
plantelor

CONCLUZII PRIVIND MICROiNMUL]’IREA IN VITRO A PARULUI SI GUTUIULUI

» Cercetarile realizate si rezultatele obtinute creeaza posibilitatea inmultirii soiurilor de par gi
gutui autohtone, nou create in regim industrial pentru satisfacerea nevoilor de piata.
= Principalii parametri stabiliti pentru fiecare faza tehnologica sunt:

a) Pentru initierea culturii gi cregterea explantelor:

® Mediul nutritiv B.1 (Murashige-Skoog) in componenta caruia este un complex
vitaminic format din 5 vitamine, iar ca fitohormoni IBA (0,1 ml/l), AG3 (1 ml/l) s-a dovedit a fi cel
mai bun, atat pentru soiurile de par cat si pentru soiurile de gutui studiate

@® La par cel mai bine s-a comportat in aceasta faza soiul Monica, urmat de soiurile
Republica si Argessis.

@® La gutui cel mai bine s-a comportat in aceasta faza soiul Moldovenesti, urmat de
soiurile Aurii si Aromate.

@ Inoculii prelevati de la ramuri aflate la iegirea din repausul vegetativ (februarie) au
Tnregistrat cele mai ridicate procente de explante crescute.

b) Pentru multiplicarea in vitro:

@® Mediul nutritiv B.2 (Fossard), bogat in vitamine, in care sunt prezente acidul giberelic
1 ml/L + acidul naftilacetic 0,2 mg/l + benzilaminopurina 0,1 mg/l a fost cel mai eficace atat
pentru soiurile de par cat si pentru soiurile de gutui studiate

Se confirma ca mediul nutritiv are o foarte mare importanta in procesul de multiplicare.

® Soiul Monica a inregistrat cea mai ridicata rata de multiplicare, fiind urmat de soiurile
Republica si Argessis.

® La gutui soiul Moldovenesti a inregistrat cea mai ridicata ratéa de multiplicare, fiind
urmat de soiurile Aurii si Aromate.

® Rezultate deosebit de valoroase ale ratei de multiplicare s-au obtinut in faza de iegire
din repaus vegetativ (februarie).

® Ca o particularitate a gutuiului trebuie mentionata tendinta de vitrificare a acestuia in
faza de multiplicare, in special pe mediul nutritiv B.3 (Lepoivre). Pe mediul nutritiv B.3 au
vitrificat si soiurile de par.

c¢)Pentru inrddacinarea in vitro:
® Potentialul rizogen cel mai ridicat se inregistreaza la soiul Argessis, urmat de soiurile
Monica si Republica.
® La gutui potentialul rizogen cel mai ridicat se inregistreaza la soiul Aurii, urmat de
soiurile Moldovenesti si Aromate.



® Fotoperiodismul care a determinat exprimarea cea mai buna a capacitatii de
inradacinare este de 14 ore, precedat de tratament cu intuneric timp de 9 zile.

d) Pentru aclimatizarea plantelor:

® Cele mai bune rezultate la aclimatizare pentru soiurile de par s-au obtinut pe
amestecul nutritiv format din turba rosie + pelit, in proportie de 1:2

@ Pentru gutui cele mai bune rezultate s-au obtinut pe substratul nutritiv continand doar
perlit.

@® Cea mai mare capacitate de aclimatizare a manifestat-o soiul Monica, urmat de
soiurile Argessis si Republica.

® Pentru gutui soiurile Moldovenesti si Aurii au obtinut cele mai bune rezultate urmate,
la mica distanta de soiul Aromate.
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