MINISTERUL EDUCATIEI CULTURII SI CERCETARII

GRADINA BOTANICA NATIONALA (INSTITUT)
»+ALEXANDRU CIUBOTARU”

Cu titlu de manuscris

C.Z.U: 581.14/.16:634.717(478)(043.2)

LOZINSCHII MARIANA

MORFOBIOLOGIA ST MICROPROPAGAREA SOIURILOR DE
MUR FARA SPINI iN REPUBLICA MOLDOVA

164.01 - BOTANICA

Autoreferatul tezei de doctor 1n stiinte biologice

CHISINAU, 2019



Teza a fost elaborata in Laboratorul de Embriologie si Biotehnologie al Gradinii Botanice
Nationale (Institut) ,,Alexandru Ciubotaru”

Conducator stiintific:

CIORCHINA Nina, doctor in stiinte biologice, conferentiar cercettor.
Consultant stiitific:

CALALB Tatiana, doctor habilitat in stiinte biologice, conferentiar universitar.

Referenti oficiali:

Pintea Maria — doctor habilitat in stiinte biologice, conferentiar cercetator, Institutul
Stiintifico-Practic de Horticulturd si Tehnologii Alimentare

Bucatel Vasile — doctor in stiinte biologice, conferentiar cercetator, Gradina Botanica
Nationala (Institut), ,,Alexandru Ciubotaru™.

Componenta consiliului stiintific specializat:
Postolache Gheorghe, presedinte, doctor habilitat in stiinte biologice, prof. univ.,
Coltun Maricica, secretar stiintific, doctor in stiinte biologice, conf. cercetator,
Grati Vasile, doctor habilitat in stiinte biologice, prof. univ.,
Salaru Victor, doctor habilitat in stiinte biologice, prof. univ.,
Celac Valentin, doctor habilitat in stiinte biologice, conf. cercetator,
Rosca Ion, doctor in stiinte biologice, conf. cercetator,
Ghendov Veaceaslav, doctor in stiinte biologice, conf. cercetétor,
Comarova Galina, doctor in stiinte biochimice, prof. univ.

S

Sustinerea va avea loc la 15 martie, ora 10%, in sedinta Consiliului stiintific specializat,
D 164.01-06 din cadrul Gradinii Botanice Nationale (Institut) ,,Alexandru Ciubotaru” a
Ministerului Educatiei Culturii si Cercetarii, or. Chiginau, str. Padurii, 18.

Teza de doctor si autoreferatul pot fi consultate la biblioteca Gradinii Botanice Nationale

(Institut) ,,Alexandru Ciubotaru” si pe pagina web a ANACEC

Autoreferatul a fost expediat la 15 februarie 2019

Secretar stiintific al Consiliului stiintific specializat,
Coltun Maricica, doctor 1n stiinte biologice, conferentiar cercetdtor

Conducator stiintific:
CIORCHINA Nina, doctor in stiinte biologice, conferentiar cercetator.

Consultant stiitific:
CALALB Tatiana, doctor habilitat in stiinte biologice, conferentiar universitar.

Autor

Lozinschii Mariana
©Lozinschii Mariana, 2019



REPERE CONCEPTUALE ALE CERCETARII

Actualitatea cercetarilor. Republica Moldova produce o cantitate impunatoare de fructe
(mere, prune, caise, pere etc.), dar necesitatea in fructe de mur, considerate importante pentru
alimentatia sanatoasa si echilibrata, care conform OMS, constituie un component alimentar
important cu proprietati antioxidante, antiradiante, vitaminoase, ramane actuald [7, 17].
Extinderea diversitatii culturilor pomicole poate fi efectuatd prin introducerea in cultura a unor
soiuri productive, provenite de la specia Rubus fruticosus L.: ‘Arapaho’, ‘Triple Crown’, ‘Loch
Ness’, ‘Black Satin’, ‘Polar’, Chester’, ‘Thornfree’, ‘Smoothstem’, ‘Reuben’, inclusiv a soiului
‘Thornless Evergreen’, in baza speciei R. laciniatus Willd [16]. Studierea particularitatilor de
dezvoltare ale acestor culturi si determinarea cerintelor fata de factorii ecologici, ar constitui 0
posibilitate de a le introduce pe sectoare de producere in agricultura Republica Moldova [1]. in
ultimele decenii pentru a satisface necesitatile crescande ale populatiei in fructele de mur, se
investeste in ameliorarea genotipurilor de mur cu caracteristici biologice valoroase, adaptate la
tehnologii moderne de crestere, cu proprietati gustative si terapeutice inalte [11].

Situatia in domeniul de cercetare. Fructele soiurilor de mur pot servi ca aliment sianatos
si 0 sursa reala de materie prima pentru industria alimentara si farmaceutica [14, 16]. Astazi sunt
oportune lucrdrile stiintifice complexe si de cooperare ale specialistilor din diferite domenii de
activitate pentru extinderea soiurilor de mur in practica agricola nationala [5, 12]. R. Moldova
este la o etapd incipientd in domeniul dezvoltarii sectorului de pomusoare. Organizatiile
,Pomusoarele Moldovei”, ,,Agricultura performantd in Republica Moldova”, ,,Centrul de
consultantd in afaceri”, proiectul ,imbunititirea productivitatii in cultivarea arbustilor fructiferi
si a capsunului” contribuie substantial la sustinerea si dezvoltarea acestui domeniu. Unul din
obiectivele principale ale acestor organizatii este asistenta producatorilor, privind tehnologiile
moderne de producere a materialului saditor, prin suport informational specializat. Dezvoltarea
sectorului de pomusoare din R. Moldova genereaza o cerere mare a materialului saditor, calitatea
caruia influenteaza productivitatea plantelor. Sectorul de pomusoare, in special cultura murului,
este foarte atractiv, suprafetele de plantatii cresc an de an. Pentru dezvoltarea si sustinerca
pepinierelor de arbusti fructiferi, care comercializeaza soiuri autorizate de pomusoare
performante si potrivite conditiilor climatice ale R. Moldova, o solutie ar fi multiplicarea
plantelor prin microtehnici in vitro, care asigura obtinerea culturilor sandtoase si viguroase intr-o
perioada de timp mai redus, decét prin metode traditionale.

Datorita continutului sporit in compusi chimici naturali, fructul de mur este un produs
inalt apreciat si frecvent solicitat, atat pe piata autohtoni, cét si cea mondiald [14, 17]. In R.

Moldova sunt solicitate soiurile de mur fara spini, rezistente la inghet, seceta si cu diferite
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perioade de coacere a fructelor, in special timpurie. Alte criterii de apreciere al fructelor de mur
sunt fermitatea, productivitatea, aspectul si gustul. Cultivarea soiurilor de mur fara spini in R.
Moldova, va contribui la dezvoltarea industriei, alimentare, farmaceutice si cosmetice bazate pe
materie prima locala de calitate.

Problema de cercetare: analiza situatiei din domeniu consta in testarea, Selectarea si
introducerea in culturda a unor soiuri productive de mur fara spini si inmultirea lor prin
vitroplantule.

Scopul tezei: Elaborarea biotehnologiilor de micropropagare si microclonare ale soiurilor
de perspectivd de mur fard spini si studiul biomorfologic in conditiille pedoclimatice ale
Republicii Moldova.

Pentru realizarea acestui scop au fost trasate urmatoarele obiective:

1. Identificarea soiurilor de mur donatoare de explanti pentru initierea culturilor in vitro.

2. Testarea factorilor biologici, fizici si chimici pentru cultura in vitro la soiurile de mur
introducente. Elaborarea formulelor mediilor nutritive optime pentru calusogeneza si
morfogeneza (caulogeneza, rizogeneza) fiecarui Sol.

3. Studierea particularitatilor biologice ale vitroplantulelor obtinute la soiuri de mur,
determinarea conditiilor de aclimatizare in sera si de initiere a plantatiilor in teren.

4. Studiul anatomic si biochimic comparativ (flavonoide, taninuri, acid ascorbic) la soiurile
de mur.

5. Elaborarea schemei tehnologice de micropropagare a materialului saditor la soiurile de
mur de perspectiva si contributia la fortificarea genofondului GBNI (crearea colectiei de
soiuri de mur).

Noutatea stiintifica a rezultatelor obtinute

S-a elaborat schema tehnologiei de microclonare in vitro a materialului saditor
necontaminat si uniform. S-au testat si selectat soiurile de mur fara spini, rezistente la conditiile
pedoclimatice ale R. Moldova, cu calitati tehnologice valoroase pentru infiintarea plantatiilor
industriale. S-au optimizat microtehnicile de cultivare in vitro ale calusogenezei si
organogenezei la soiuri de mur fara spini de perspectiva. S-au obtinut plantule de mur din masa
calusala generata din fragmente de frunza iar plantulele au fost cultivate in conditiile in vitro si
ex vitro.

S-a determinat complexul de structuri anatomice cu caracter diagnostic pentru
identificarea soiurilor de mur fara spini. Au fost identificate structurile anatomice cu potential

adaptiv la conditiile pedoclimatice ale R. Moldova. Au fost determinate caracteristicile



biochimice (flavonoide, taninuri, acid ascorbic) in frunzele si fructele speciilor si soiurilor de
mur.

Problema stiintificaA importanta solutionatd constda in elaborarea tehnologiei de
obtinere In vitro a materialului saditor sanatos si omogen la soiurile de mur fara spini ‘Arapaho’,
‘Triple Crown’, ‘Loch Ness’, ‘Black Satin’, ‘Polar’, Chester’, ‘Thornfree’, ‘Smoothstem’,
‘Reuben’, ‘Thornless Evergreen’ de perspectiva pentru R. Moldova, care a permis infiintarea de
plantatii moderne in R. Moldova cu materialul saditor obtinut prin cultura in vitro si crearea in
GBNI a colectiei din 10 soiuri de mur. Rezultatele obtinute au determinat evidentierea si
recomandarea soiurilor valoroase de mur fara spini, cu potential adaptiv la conditiile climatice
ale R. Moldova.

Importanta teoretici. Rezultatele experimentelor biotehnologice au confirmat notiunea
de bioentitate organospecificd, bazata pe principiul totipotentei celulare in culturile in vitro
pentru regenerarea vitroplantulelor (prin organogeneza si embriogeneza somatica).

Valoarea aplicativa a cercetarilor. A fost elaboratd schema biotehnologicd de obtinere a
materialului saditor sdnatos si omogen la soiuri de mur fara spini de perspectiva pentru R.
Moldova. Rezultatele cercetarilor sunt utilizate in Laboratorul de Embriologie si Biotehnologie a
GBNI. Materialul saditor obtinut a servit ca sursa pentru a initia colectia din 10 soiuri de mur din
GBNI: ‘Loch Ness’, ‘Chester’, ‘Arapaho’, ‘Triple Crown’, ‘Polar’, ‘Black Satin’, ‘Thornfree’,
‘Smoothstem’, ‘Reuben’ si ‘“Thornless Evergreen’. Plantele de mur multiplicate in vitro au fost
utilizate in calitate de material saditor pentru infiintarea plantatiilor de mur pe arii extinse in R.
Moldova.

Aprobarea rezultatelor. Rezultatele tezei au fost publicate in 23 de lucrari stiintifice,
inclusiv 7 in reviste recenzate. Comunicdrile stiintifice au fost prezentate si aprobate in
rapoartele anuale ale consiliului stiintific al GBNI in perioada studiilor doctorale (2013-
2016). Rezultatele obtinute au fost relatate in cadrul conferintelor stiintifice internationale:
Mexnynapoanas Hayunas Kondepenuus. k 200-neruro HBC, "Ponp botanuueckux CanoB B
Coxpanennn PasnooOpasust Pacrenuit", Slnta, Ykpauna; 2012. FO6uneitnas MexayHapoaHas
Hayuno-IIpaktuueckass Koudepenuusi, mnocesiiennas 100-neturo  bortanmyeckoro Cana,
barymu, 2013; 12" International Symposium “Prospects for the 3 Millennium, Agriculture”,
Cluj-Napoca, Romania, 2013; International Symposium "Conservation of plant diversity"”, 3
edition, Chisinau, 2014; Conferinta Stiintificd Internationala a Doctoranzilor: "Tendinte
contemporane ale dezvoltarii stiintei: Viziuni ale Tinerilor Cercetdtori", editia a III-a,
Chisinau 2014, editia a IV-a, 2015, editia a V-a, 2016; International Symposium, dedicated to

the 65" anniversary of the Botanical Garden (Institute) of the Academy of Sciences of Moldova
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,conservation of Plant Diversity”, Chisindu, 2015; Conferinta nationald cu participare
internationald “Stiinta in Nordul Republicii: realizari, probleme, perspective” (editia a ll-a)
Balti, 2016; Simpozionul stiintific ,,Conservarea diversitatii plantelor in situ si ex situ”, Iasi,
2016;, Simpozionul national cu participare internationala, ,,Biotehnologii avansate” — Realizari
si Perspective editia a IV-a, Chisinau 2016; International Symposium "Conservation of plant
diversity”, 5™ edition, Chisinau, 2017.

CONTINUTUL LUCRARII
1. ISTORICUL, ORIGINEA SI TEHNOLOGIILE DE CULTIVARE IN VITRO A

GENULUI RUBUS L.

1.1. Etimologia si scurt istoric al taxonilor

Genul Rubus L. face parte din familia Rosaceae. Numele deriva de la cuvantul latin
,fuber” ceea ce inseamna rosu. Acest gen cuprinde zmeurul, murul si alte specii producatoare de
fructe de tip polidrupa, deseori numite pomusoare. Fructele sunt carnoase, imature — rosii si
acrisoare, ulterior negricioase si dulci la coacere [16, 17]. Genul Rubus cuprinde multe specii
arbustive si subarbustive cu tulpinile prevazute cu ghimpi. Fructele de padure au constituit
primul aliment pentru om inca de la inceputul evolutiei sale, iar murul a fost intrebuintat in
Europa inca din antichitate. Obtinerea si selectia soiurilor de mur, hibridizarea si introducerea lor
in cultura au o istorie nu prea lunga. Soiuri noi ce apartin genului Rubus au fost inregistrate in
America de Nord inca la inceputul anilor 1800, ulterior cele de perspectiva au cucerit tarile
europene si asiatice.
1.2. Tehnologii de multiplicare si cultivare a soiurilor de mur de perspectiva

Lucréri stiintifice privind micropropagarea in vitro a murului in literatura din domeniu,
sunt limitate [9, 15]. In prezent, metoda culturii tisulare si celulare in vitro a creat o posibilitate
reala pentru obtinerea unui material saditor de calitate inalta [13]. Biotehnologia in vitro aplicata,
[2, 3] are un rol important in obtinerea materialului saditor sanatos, omogen si in cantitati
nelimitate pentru infiintarea plantatiilor industriale contemporane. S-a constatat, ca toate tipurile
de celule pot fi cultivate pe medii nutritive artificiale in laborator [4]. Cultivarea in vitro a celulei
vegetale este capabild si regenereze o plantd noua, bazata pe totipotentd, ce std la baza
biotehnologiilor moderne de multiplicare a materialului saditor in agricultura moderna.

Cultura de tesuturi in vitro, aplicata la mur, s-a dovedit a fi o cale eficienta si rapida de obtinere
a materialului saditor in R. Moldova [13]. Aceastd tehnicd este utilizata in special cand materialul
biologic micropropagat este bine selectat si lipsit de virusuri [4-6]. Micropropagarea murului consta in
fragmentarea lastarilor proliferati din mugurii apicali si axilari. Aceasta tehnica este cea mai eficienta

metoda pentru proliferarea rapida si evita variatia somaclonala [3].



2. CARACTERISTICA MATERIALULUI BIOLOGIC SI METODE DE
INVESTIGATIE

In calitate de material biologic au servit soiurile speciei Rubus fruticosus L. (agsp.):
‘Arapaho’, ‘Triple Crown’, ‘Loch Ness’, ‘Polar’, ‘Black Satin’, ‘Reuben’, ‘Chester’,
‘Thornfree’, ‘Smoothstem’ si soiul ‘Thornless Evergreen’ care provine de la specia R. laciniatus
Willd. Toate soiurile au origine americand, exceptie constituie soiurile ‘Polar’ de origine
poloneza si ‘Loch Ness’ de origine scotiand. Prin colaborare in cadrul proiectului bilateral a fost
facut schimbul de material biologic de la Statiunea de Cercetare si Dezvoltare in Pomicultura din
orasul Cluj-Napoca si USAMV, Romania.

Cercetarile de micropropagare, microclonare in vitro, aclimatizarea vitroplantulelor au
fost efectuate in Laboratorul de Embriologie si Biotehnologie al GBNI. Studiile biomorfologice
au fost realizate in sera si pe lotul experimental al GBNI, care a stat la baza infiintarii colectiei
(10 soturi de mur fara spini). Studiul anatomic si biochimic al unor clase de compusi (flavonoide,
taninuri, acid ascorbic) a fost efectuat la Catedra de farmacognozie si botanica farmaceutica a
USMF “Nicolae Testemitanu”.

Pregitirea materialului vegetativ si prelevarea explantului. Au fost selectate
microtehnicile si reagentii sterilizanti, au fost determinate conditiile optime de prelevare a
explantilor (meristeme apicale, muguri apicali si axilari, fragmente de limb foliar) si de
sterilizare, pastrand viabilitaca celulara.

Compozitia si prepararea mediilor nutritive. Prin multiple experimentari
biotehnologice au fost elaborate si testate medii nutritive pentru cresterea si dezvoltarea culturii
in vitro la speciile genului Rubus si a soiurilor luate in cercetare. Ulterior, au fost selectate si
testate 25 medii nutritive, MS suplinite cu doze (0,1-2,0 mg/l) a diferitor regulatori de crestere
(auxinici, citochininici, giberilinici) pentru initierea calusogenezei in vitro, obtinerea
organogenezei din calus, micropropagare si multiplicare. Procesele de dezvoltare in vitro sunt
dirijate, in special, de doza si coraportul regulatorilor de crestere administrati in mediu nutriv de
baza MS.

3. MICROPROPAGAREA SI DEZVOLTAREA IN VITRO A SOIURILOR
VALOROASE DE MUR FARA SPINI

Pentru evidentierea caracteristicelor biologice si tehnice, in investigatiile stiintifice
comparative, au fost mobilizate soiurile introducente de mur inaculeate ‘Arapaho’, ‘Triple

Crown’, ‘Black Satin’, ‘Reuben’, ‘Chester’, ‘Thornfree’, ‘Smoothstem’ de origine americana,



‘Polar’ — origine poloneza, ‘Loch Ness’ — origine scotiana provenite de la specia R. fruticosus
L., sisoiul ‘Thornless Evergreen’ al speciei R. laciniatus, familia Rosaceae [16].
3. 1. Initierea culturilor avirotice de mur

Pentru initierea culturilor in vitro a fost prelevat materialul biologic de la plantele de mur.
Materialul in conditii de laborator a fost supus procedurilor de asepsizare primara, dupa care s-au
transferat In incaperi aseptice pentru asepsizarea propriu zisd si inocularea pe medii nutritive
[13]. Pentru initierea vitroculturilor de mur surse de explanti au servit: meristeme apicale cu
primordii ale lastarilor si meristeme laterale cu primordii.

Pentru a eficientiza asepsizarea materialuilui biologic au fost testati mai multi agenti
sterilizanti: hipocloritul de natriu comercial, alcoolul etilic, clorura de mercuriu. Sterilizantul
optim a fost clorura de mercuriu 0,1%, care asigura rata de viabilitate a plantulelor 75%.
Conditiile de utilizare a clorurii de mercuriu (0,1%) in calitate de reagent aseptic sunt: 7 minute
de expunere — meristeme apicale si laterale succesatd de 3 clatiri cu apa autoclavata si solutie de
3% de peroxid de hidrogen (H20,). Pentru initierea culturilor, pe mediu MS modificat (acid
ascorbic si BAP) au fost inoculate cate 36 fitoinoculi de fiecare tip de explant, la fiecare soi in
trei repetari.

3.2. Morfogeneza in vitro la soiurile de mur

Morfogeneza in vitro este un proces morfoanatomic si fiziologic complex, asociat cu
fenomenul de diferentiere, din care rezulta constituirea unui organism integru [3]. Au fost testate
diferite tipuri de explante prelevate de la vitroculturile de mur, utilizate in calitate de material
biologic de initiere a calusului. Rezultate eficiente s-au obtinut pentru explantele din frunza,
colectate de la plantule crescute in vitro. Inoculii s-au fragmentat in forma de triunghi cu
dimensiuni 0,6-0,8 mm, inoculate pe medii nutritive, astfel partea abaxiala si cele laterale ale
limbului fiind in contact cu mediul nutritiv. Acest experiment a fost efectuat in 3 repetari, la 10
soiuri de mur (‘Arapaho’, ‘Triple Crown’, ‘Loch Ness’, ‘Polar’, ‘Black Satin’, ‘Reuben’,
‘Chester’, ‘Thornfree’, ‘Smoothstem’, ‘Thornless Evergreen’) a cate 36 probe. Mediile nutritive
pentru calusogeneza si organogeneza au fost preparate conform metodelor de specialitate [3, 4].
Mediul de baza pe care s-au plasat fragmentele de limb foliar MS 100% modificat, cu 5 g/l agar,
25 g/l zaharoza, pH 6,0, suplinit cu diferite doze de regulatori de crestere. Pentru obtinerea
calusului regenerant, 15 variante de medii nutritive s-au suplinit cu diferite concentratii de
auxine si citochinine in diferite combinatii si proportii: BAP (2,0 mg/l; 1,50 mg/1;1,0 mg/l); BAP
1,0 mg/I+ANA (0,2 mg/l; 0,5 mg/l; 1,0 mg/l); BAP 1,0 mg/I+AlA (0,2 mg/l; 0,5 mg/l; 1,0 mg/l);
KIN (1,50 mg/I;1,0 mg/l); KIN 1,0 mg/I+ANA 0,1 mg/l; 2,4-D (0,5 mg/l; 0,75 mg/l; 1,0 mg/l).

Conditiile oprime pentru mentinerea culturilor calusale in vitro la soiurile cercetate au fost
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temperatura 23+2 °C, fotoperiodismul de 16 ore lumina, 8 ore obscuritate si umiditatea aerului in
incdpere nu mai joasa de 65%.

Calusogeneza

Perioada de calusogeneza si a fazelor componente coreleaza cu natura tesutului si
apartenenta sistematici a taxonului antrenat 1in cultura in vitro. Prin experimentare
biotehnologica a fost determinata durata perioadei de calusogeneza si organogeneza din frunzele
prelevate de la vitroculturile de mur. Initierea si dezvoltarea proeminentelor de celule calusale pe
toate mediile de culturd s-a constatat dupa 5 zile de la inoculare. in rezultatul cercetarilor
efectuate asupra dezvoltarii calusului pe mediile mentionate S-a demonstrat, ca toate au proliferat
masa calusala, insa nu tot a fost morfogen. Regulatorul de crestere cu cele mai bune rezultate in
inducerea calusului a fost BAP (2,0 mg/I; 1,50 mg/l; 1,0 mg/l). Alt regulator care a generat calus
a fost 2,4-D (1 mg/l in combinatie cu KIN 1 mg/1). Calusul dezvoltat din limb foliar pe toate
mediile testate, suplinite cu alti regulatori, variaza ca forma, culoare, consistentd, in dependenta
de tipul regulatorului de crestere, precum si doza, cantitatea cu care mediul nutritiv a fost
suplimentat. Pe mediile nutritive MS 100%, cu adaos BAP (1,0 mg/l si 1,5 mg/l) dupa 11 zile de
la plasarea pe mediile cercetate, fragmentele de limb foliar au devenit gofrate si S-au extins in
dimensiuni, manifestand o diferentiere a calusului de culoare alb-verzuie, translucid si cu o
consistentd mai laxa. Acest calus s-a dovedit a fi non-morfogen si constd din celule mari si
vacuolizate. Pe mediile suplimentate cu citochinina BAP, in combinatii cu auxine (BAP 1,0
mg/I+ANA (0,2 mg/l; 0,5 mg/l; 1,0 mg/l); BAP 1,0 mg/lI+AlA (0,2 mg/l; 0,5 mg/l; 1,0 mg/l);
calusul derivat este albicios, unele conglomerate de celule fiind de culoare alb-laptoasa, cu
consistenta friabila, in totalitate non-morfogen, dupa 35-40 zile necrozeaza. Mediile suplinite cu
2,4-D in diferite concentratii (0,5 mg/l; 0,75 mg/l; 1,0 mg/l) prezintd un efect inhibitor non-
regenerant, ceea ce si confirma datele din literatura de specialitate [15]. Pe mediile suplinite cu
citochinina KIN (1,50 mg/I;1,0 mg/l); KIN 1,0 mg/I+ANA 0,1 mg/l; variantele experimentale nu
au dat raspuns morfogen pozitiv. Un numar redus de probe (2%) dupa 35-40 zile au devenit cu
productivitatea sporitd in masa calusala de culoare alb-verzuie si galben-brun cu o consistenta
calusala preponderent friabild, non-morfogena.

Organogeneza

Mediul nutritiv Nr. 1, suplinit cu BAP (2,0 mg/l) a provocat calus morfogen si procesul
organogen s-a initiat dupd 30 de zile de la inocularea fragmentelor de limb foliar. S-a constatat,
ca centrele morfogene se afla la suprafata masei calusale, iar la periferii sunt protejate de celulele
parenchimatice ale calusului cu peretii putin ingrosati. Plantulele din fragmente de limb foliar se

formeaza pe calusul initiat pe fragmentele din frunze dupa 30 de zile de la inoculare. Rezultatele
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cercetarilor asupra calusului morfogen, initiat din fragmente de limb foliar, au aratat ca din masa
calusala deriva meristemoizi din care se dezvolta tulpina si frunza. Pentru o dezvoltare completa
a plantulelor, meristemoizii sunt transferati pe mediu nutritiv MS modificat, proaspat pregatit.

Dintre soiurile cercetate se evidentiaza soiurile ‘Chester’ cu un numar de 10,02 plantule
jar ‘Black Satin® — 9,4 plantule din explantul de limb foliar. Soiurile ‘Triple Crown’ si
‘Smoothstem’ au generat 8 plantule per explant. Cu 7,5 plantule generate s-au evidentiat
fragmentele de limb ale soiurilor ‘Thornless Evergreen’ si ‘Arapaho’, iar cu 6,5 plantule generate
— soiul ‘Loch Ness’. Un numar mai redus de plantule au generat soiurile ‘Polar’ si ‘Reuben’ (6,2
si 6,3 explanti per limb). Plantulele obtinute din masa calusala, pe mediul suplinit cu BAP (2,0
mg/l), sunt sanatoase, robuste, viguroase, nu se contamineaza in cultura in vitro dupa pasari
ulterioare si nici la transfer ex vitro. In decurs de 7 zile se formeaza un sistem radicular bine
dezvoltat, iar tulpina din cateva internoduri. Dezvoltarea acestor plantule depaseste cu 50%
cresterea si formarea rizogenezei, comparativ cu plantele obtinute traditional din meristeme prin
micropropagare. Aceste date confirma faptul ca plantule initiate din masa calusala sunt avirotice
si au un potential mai mare de regenerare si dezvoltare la primele pasdri, comparativ cu
plantulele obtinute din tesut meristematic.
3.3. Micropropagarea si multiplicarea in vitro
3.3.1. Elaborarea si testarea mediilor nutritive eficiente pentru inocularea, cresterea,
dezvoltarea, mentinerea si inradacinarea explantilor

Inmultirea in vitro a plantelor de multiplicare vegetativa asigurd obtinerea unui
randament superior, in comparatie cu alte procedee practicate pana in prezent [3, 5, 6,]. Au
fost elaborate si testate 35 variante de medii nutritive, fiind selectate 11 variante optime si
eficiente pentru multiplicare si microclonare si 4 variante de medii nutritive pentru
inocularea explantelor (Tabelul 3.1).

Tabelul 3.1 Medii nutritive eficiente in regenerarea si multiplicarea murului

Nr. Medii nutritive testate

dlo Initierea plantulelor Microclonarea Rizogeneza plantulelor
1. MS 100% BAP (0,3; 0,5; 0,7 mg/l). MS 50%

2. MS+AIA 0,1 mg/l BAP+AIB+GA; MS 100%

3. MS+ANA 0,1 mg/l BAP+AIA+GA; MS AIA 0,2 mg/l
4. MS+BAP (0,1; 0,3; 0,5 mg/l) BAP+ANA+AG;) MS AIB 0,2 mg/I
5. - - MS ANA 0,2 mg/I

Mediile nutritive pentru multiplicarea fost suplinite cu diferite concentratii de

citochinine (0,3; 0,5; 0,7 mg/l); suplinite cu auxine (0,2 mg/l), giberiline (0,1 mg/l) au fost
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utilizate balante ale regulatorilor de crestere cu combinatii de citochinine, auxine si giberiline.
Au fost testate mediile MS 100% modificat si MS 50% (cantitatea de vitamine, micro-,
macroelemente injumatatita) lipsite de regulatori de crestere. Pentru rizogeneza
micropropagulelor a fost utilizat mediul lichid MS in doua variante experimentale: 100% si
50%. Astfel, in dependenta de scopul propus au fost utilizate urmatoarele medii: 1) Pentru
initierea culturii in vitro la soiurile aflate in studiu; 2) Medii pentru microclonare (proliferarea
lastarilor); 3) Medii pentru rizogeneza plantulelor.
3.3.2. Influenta regulatorilor de crestere asupra procesului de multiplicare
Pentru initierea si optimizarea morfogenezei au fost analizate o gama variata de medii
nutritive. Mediul de baza pentru inducerea morfogenetica este mediul MS, aditionat cu 30 g/l
zaharoza, BAP 0,5 mg/l, agar 5 g/l si pH-ul 5,8. Pentru crestere si multiplicare eficienta s-a
folosit MS suplinit de regulator de crestere. Toate soiurile de mur luate in cercetare, au fost
micropropagate pe mediul de baza MS 100% cu adaos de regulatori de crestere BAP, AIB,
ANA, AIA, AGs. Pentru determinarea potentialului de inradacinare la soiurile luate in studiu s-
au folosit diferite medii nutritive si procedee: 1. Inridicinarea in conditii aseptice pe medii
nutritive, fara regulatori de crestere; 2. Utilizarea mediului nutritiv. MS, suplimentat cu
regulatori de crestere. In calitate de suport, explantele (plantulele), se amplaseazi pe punti din
hartie de filtru, astfel incat, partea bazala a tulpinii sa fie incorporata in solutie, maxim 1,0 cm.
3.3.3. Microclonarea

Microclonarea este faza in care se urmareste proliferarea si dezvoltarea mugurilor laterali,
adventivi si regenerarea rapida a lastarilor [8]. Lastarii de mur, care ating dimensiuni de 2,0-2,5
cm, pot fi utilizati pentru: trecerea la faza de inradacinare si in calitate de sursa de explant la alte
subcultivari. Raportul dintre numarul de lastari supusi multiplicérii si cei obtinuti la sfarsitul
fazei reprezinta rata de multiplicare, care este in corelatie cu compozitia Substratului, doza si
tipul regulatorului de crestere.

Substratul de culturi. In Laboratorul de Embriologie si Biotehnologie au fost testate
mai multe medii nutritive in scopul optimizarii lor pentru declansarea procesului de
morfogeneza. Mediul de baza pentru inducerea morfogenetica este mediul MS, suplimentat cu
30 g/l zahar alimentar, 5 g/l de agar si pH 5,6-5,8.

Regulatori de crestere. Mediul MS modificat, lichid (lipsit de agar), suplinit cu
regulatori de crestere a fost eficient in procesul de multiplicare la mur. Rezultate bune s-au
obtinut in cazul suplinirii cu doze (0,3; 0,5; 0,7 mg/l ) de BAP. S-au testat si doze mai mari de
citochinind (0,9 si 1,0 mg/l), nsa ele provoaca cresterea neomogend a lastarului. Rezultatele

denota ca cresterea cea mai buna a fost pe MS suplinit cu BAP 0,5 mg/Il. Pe acest mediu au fost
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micropropagate toate soiurile de mur. Rezultate eficiente s-au obtinut la toate soiurile de mur,
deosebirea consta doar in numarul de lastari obtinuti si vigurozitatea acestora. Cu cat numarul de
lastari formati per inocul este mai mare, cu atat vigurozitatea explantului este mai mica. Astfel au
fost selectate pentru microclonare dozele optime de BAP (0,3; 0,5; 0,7 mg/l). Pe mediul cu o
concentratie de BAP (0,3 mg/l), numarul cel mai mare de lastari s-a atestat la soiul ‘Loch Ness’
(16 lastari per explant inoculat). Soiurile ‘Triple Crown’ si ‘Polar’ au proliferat pe acest mediu
15 lastari per explant, fiind urmate de soiul ‘Smoothstem’, Chester’ si ‘Arapaho’ cu 14 lastari.
Tot pe acest mediu soiurile ‘Thornless Evergreen’ si ‘Thornfree’ genereazd 12 lastari per
explant, ‘Black Satin” — 13. Cele mai eficiente rezultate de multiplicare pe mediul suplinit cu
BAP 0,5 mg/l au fost pentru soiurile ‘Loch Ness’ cu 29 lastari proliferati si 24 la soiul ‘Polar’.
Soiul de mur ‘Smoothstem’ genereaza in mediu 23 lastari, fiind urmat de soiul ‘Chester’ cu 22
lastari adventivi per explant. Soiurile ‘Arapaho’ si ‘Thornless Evergreen’ genereazd in mediu 19

lastari adventivi, pe cand soiul ‘Triple Crown’ 21 lastari (Figura 3.2).

Numaérul de lastari proliferati

BAP 0,3 ~ BAP 0,5 mBAP 0,7

Fig. 3.2. Numarul lastarilor proliferati de mur pe medii nutritive cu diferite concentratii

de BAP (0,3; 0,5; 0,7 mg/l)

Pe mediul pentru multiplicare aditionat cu BAP 0,7 mg/l cele mai bune rezultate s-au
remarcat la soiul ‘Loch Ness’ cu 34 lastari adventivi generati, fiind urmat de soiurile ‘Chester’
cu 30 lastari generati si soiul ‘Polar’ cu 29 lastari adventivi. Soiurile de mur ‘Triple Crown’si
‘Smoothstem’ dezvolta cate 26, iar ‘Arapaho’— 27 lastari adventivi. La plasarea pe mediile de
cultura aditionate cu BAP, se mareste considerabil inducerea mugurilor laterali pe axul plantulei,
ceea ce favorizeaza 0 lastarire multipla, ce serveste ca sursa de material biologic pentru
micropropagare si sporirea masei vegetative. Marirea concentratiei de BAP (0,7 mg/l) induce un
numar sporit de lastari adventivi, care ating lungimea de 4-6 cm, ulterior sunt supusi fragmentarii
si micropropagirii pastrandu-si potentialul morfogenetic. In functie de concentratie, BAP-ul

favorizeaza si stimuleaza la soiurile de mur formarea de mugurasi si tulpinite (caulogeneza), fapt
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ce constituie o modalitate de obtinere rapida a unui numar sporit de minibutasi de o uniformitate
genetica, multiplicati prin tehnici in vitro.
3.3.4. Influenta balantei hormonale asupra cresterii si multiplicarii vitroculturilor de mur

Toate soiurile de mur au fost micropropagate pe mediul de baza MS 100%, suplimentat
cu formule hormonale din grupul citochininelor (BAP), auxinelor AIB, ANA, AIA, si
giberilinelor (AGs). Studiul efectuat asupra soiurilor de mur cu combinatia de trei tipuri de
regulatori de crestere din grupul auxinelor, citochininelor, giberilinelor (BAP+AIB+GA;,
BAP+AIA+ GA3; BAP+ANA+AG3;) in doze 0,3; 0,2; 0,1 mg/l au dat rezultate promitatoare.
Auxinele selectate (ANA, AIB, AlA), pe langa rolul de stimulare a rizogenezei, favorizeaza si
dezvoltarea plantei in ansamblu. Toate tipurile de auxine s-au luat in concentratie mai diminuata
de 0,2 mg/l. Giberilina in doza de 0,1 mg/l este un regulator, care favorizeaza cresterea in
lungime a internodurilor.

Pe mediul Nr. 4 MS 100% suplinit cu 0,3 mg/l BAP si 0,2 mg/l AIB si 0,1 mg/l AG3
prevaleaza cu circa 3,0 lastari proliferati soiurile ‘Arapaho’, ‘Loch Ness’, ‘Triple Crown’, ‘Black
Satin’, ‘Thornfree’, un numar mai mic de lastari de circa 2,66 se formeaza la soiurile ‘Polar’,
‘Smoothstem’, ‘Chester’, ‘Thornless Evergreen’ si ‘Reuben’. Cea mai redusd crestere pe mediul
Nr. 4 este la soiul ‘Smoothstem’ (Tabelul 3.1).

Tabelul 3.1. Rolul balantelor regulatorilor de crestere in multiplicarea in vitro la mur

N Medii nutritive cu diferite combinatii si doze a regulatorilor de crestere
r.
dio Soiul Nr. 4 —BAP+AIB+GA; | Nr. 5—BAP +AIA+ GA; | Nr. 6 — BAP+ANA+GA;
0,3+0,2 +0,1 mg/I 0,3+0,2+0,1 mg/I 0,3 +0,2 +0,1 mg/l
Lungimea | Numérul | Lungimea | Numirul de | Lungimea | Numirul de
lastarului, | de lastari | lastarului, lastari lastarului, lastari
cm cm cm
1. | ‘Arapaho’ 8,00+£0,62 | 3,00+1,52 | 9,00+0,27 | 2,66+1,54 | 10,00 +0,24 3,00+0,0
2. | “Triple 8,66+0,97 3,00+1,0 7,00+0,61 2,00+1,0 9,00+0,73 2,00+1,0
Crown’
3. | ‘Loch Ness’ 8,00+1,73 | 3,00+1,52 | 6,33+0,57 1,66+1,54 7,66+0,57 2,33+1,52
4. | ‘Polar’ 7,66 0,49 | 2,66+1,0 | 8,33+0,62 1,66+1,54 8,33 £0,62 2,00+0,0
5. | ‘Black Satin’ 7,33+0,51 3,00£1,0 8,60+0,33 3,00£1,0 9,00+0,27 3,00+0,0
6. | “Thornless 7,00+£0,35 | 2,66£1,54 | 7,33+0,39 | 3,33+1,52 8,33 £0,12 4,00+1,0
Evergreen’
7. | ‘Reuben’ 7,66+0,3 2,66+1,54 | 7,00+0,35 3,33+1,52 8,00+0,35 3,334+2,08
8. | ‘Chester’ 9,66+£0,64 | 2,66+1,52 | 9,66 +0,53 | 3,33+0,57 9,33 +0,61 4,00+1,0
9. | ‘Thornfree’ 7,66+£0,49 | 3,00£2,64 | 9,33 +0,30 | 2,66+0,57 8,33+0,45 3,334£2,08
10. | ‘Smoothstem’ | 5,66+0,67 2,66+1,0 940,55 1,33+0,57 | 10,00 +0,24 2,83+1,54

Pe mediul de cultivare Nr. 5, suplinit cu BAP (0,3 mg/l), AIA (0,2 mg/l), AG;3 (0,1 mg/l)

cea mai dezvoltatd proliferare se evidentiazd la soiurile ‘Chester’, ‘Thornless Evergreen’,
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‘Reuben’ de 3,33 lastari. O pondere mai scazutd este la soiul ‘Black Satin’ — 3 lastari, iar cate
2,66 lastari se dezvolta la soiurile ‘Arapaho’ si ‘Thornfree’. Cea mai mare lungime s-a constatat
la soiurile ‘Chester’ de 9,66 cm per explant si soiul ‘Thornfree’ cu o lungime de 9,33 cm Pe
mediul Nr. 6 combinatia BAP — 0,3 mg/l, ANA — 0,2 mg/l, AG; — 0,1 mg/l au fost urmatoarele
rezultate: cate 4 lastari, au proliferat soiurile ‘Thornless Evergreen’ si ‘Chester’, soiurile
‘Thornfree’ si ‘Reuben’ au dezvoltat doar 3,33 lastari. Soiul ‘Arapaho’ a produs 3 lastari, iar
soiul ‘Smoothstem’ a proliferat 2,83 lastari, mai putin soiul ‘Loch Ness’ — 2
,33 lastari, iar soiurile ‘Polar’ si ‘Triple Crown’ cate 2,0 lastari pentru fiecare soi in parte. Cea
mai mare indltime au atins soiurile ‘Arapaho’ si ‘Smoothstem’ de circa 10 cm, urmate de soiul
‘Chester’ cu 9,33 cm . A fost elaborata schema subcultivarilor pentru micropropagarea in vitro a
soiurilor de mur.

Analiza datelor obtinute ne permite sa afirmam, ca prin experimentele efectuate cu
combinarea diferitor regulatori din grupul citochininelor, auxinelor, giberilinelor, a fost creata o
balanti hormonald in raport de 3:2:1. In dependentd de scopul propus — pentru sporirea

materialului biologic se respecta toate etapele (Figura 3.4).

SUBCULTIVARILE
[ 1 1l \V
MS+BAP+ANA MS+ANA
/ multiplicare —> rizogeneza
T UNAS 10004

MSlOO/O MS+BAP +AIA MS+AIA
i T multeteare [T rsogenera
\4 MS+BAP+ AIB MS+AIB

multiplicare —> rizogeneza

Fig. 3.4. Schema subcultivarilor pentru micropropagarea in vitro a soiurilor de mur

Astfel s-a demonstrat ca prezenta in mediul de cultura a citochininei alaturi de o auxina,
stimuleaza selectiv procesul de proliferare a lastarilor, dezvoltarea lor si procesul de rizogeneza.
Suplinirea mediilor cercetate cu giberilind s-a efectuat cu scopul de a contribui la alungirea
internodurilor si cresterea in lungime a plantulelor de mur.

3.3.5. Influenta auxinelor asupra rizogenezei si cresterii vitroplantulelor la soiurile de mur

Au fost cercetate mediile nutritive suplinite cu 3 tipuri de regulatori de crestere din grupul
auxinelor (AIB, AIA, ANA). Rezultatele cercetarilor denota diferente in ceea ce priveste

lungimea lastarului (Figura 3.5), dezvoltarea frunzelor, vigurozitatea lastarului, formarea
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procesului de rizogeneza. Aceste caracteristici s-au manifestat bine la toate soiurile, abateri

inregistrandu-se la lungimea lastarului si formarea masei calusale la baza lastarului.
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Fig. 3.5. Influenta regulatorilor auxinici asupra lungimii lastarilor (cm) la diferite soiuri de mur
fara spini

Cel mai frecvent a fost sesizata dezvoltarea masei calusale pe mediile suplinite cu AIB,
iar pe cele sulplinite cu ANA s-a obtinut calus verde la baza lastarului. Pe mediile nutritive
suplimentate cu AIA nu s-au observat formatiuni calusale, procesul rizogenetic a avut conditii de
dezvoltare eficient. Prelucrarea si analiza datelor statistice a scos in evidenta variatia lungimii
lastarilor de mur micropropagati pe medii suplinite cu auxine. Pentru soiul ‘Arapaho’ cea mai
efectiva crestere a fost pe mediul suplimentat cu ANA (0,2 mg/l), unde lastarul atinge 13,0 cm
lungime cu formatiuni calusare verzi, pe mediul suplimentat AIB (0,2 mg/l) inregistreaza o
scadere in cresterea lastarului de 9,66 cm, la baza radacinii prezentand formatiuni calusale albe,
iar pe mediul nutritiv suplimentat cu ANA (0,2 mg/l), lungimea lastarului atinge 9,0 cm, planta
fiind viguroasa, fara formatiuni calusale la baza.

Pentru micropropagarea minilastarilor a fost testat mediul lichid (MS) in doua variante
experimentale: 100% si 50%. Prima varianta de mediu s-a utilizat pentru a obtine cantitati mai
sporite de material vegetal. Varianta MS 50% este utilizatd ca mediu de inrdddcinare, dar si ca
mediu pentru mentinerea plantulelor. Aparitia primelor radacinute s-a observat la a 10-a zi dupa
transfer pe acest mediu. In perioada de 21 zile planta atinge o lungime de 4 cm, sistem radicular
alcatuit din 5-6 radacinute cu o lungime de 2,0-2,5 cm. Pe mediul nutritiv MS 100%, cu pH 5,8-
6,0 s-a observat initierea radacinutelor in decurs de 14 zile de la transferul in vitro, peste 20-30
de zile se remarca o crestere considerabild a plantulei, care deja poate fi folosita ca material de

butagire pentru o pasare ulterioara, partea inferioara a plantulei este transferata ex vitro.
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Fig. 3.6. Influenta mediilor nutritive de cultivare MS (50%, 100%) asupra lungimii lastarilor la
diferite soiuri de mur

Lastarul cultivat pe mediul nutritiv, cand atinge lungimea de 8,0-10,0 cm este butasit si
transferat pe alte medii nutritive pentru microinmultirea ulterioara. In acest mod, in intervalul de
30-40 zile randamentul de material biologic se mareste de 4-5 ori. Astfel, s-a stabilit ca mediul
optim, MS 100%, lipsit de regulatori de crestere este rentabil si binevenit pentru rizogeneza
soiurilor de mur.
3.4. Aclimatizarea materialului multiplicat in vitro

Aclimatizarea reprezinta o treapta de pregatire a plantulelor pentru trecerea la conditiile
ex vitro (sera si camp). La transplantarea plantulelor multiplicate in vitro, la ex vitro se tine cont
in mare masurd de substratul in care se planteaza. Este necesar de a respecta unele conditii
optimale (gradul de umiditate si afanare a substratului, valoarea pH, compozitia substratului,
expozitia si gradul de iluminare). Plantulele in vitro sunt crescute la intensitate mai redusa a
luminii artificiale (2000 lucsi) si temperatura aerului mai scazutd (23+2°C). Aclimatizarea
murului s-a efectuat in 3 etape in decursul a 40-50 de zile. Au fost testate si utilizate 3 tipuri de
substrat: 1) substrat steril alcdtuit din sol de gazon, turba, perlit, nisip, in proportii de
1:1:0,25:0,25; 2) substrat steril din sol de gazon si turbd comerciald in raport 1:1; 3) substrat
alcatuit doar din turba comerciala.
3.5. infiintarea colectiei de mur in Gridina Botanici Nationali (Institut)

Actiunea de infiintare a unei plantatii de mur este de importanta majora. Pe lotul

experimental al GBNI plantatia, a fost fondata cu scopul de a mobiliza si diversifica cele mai
valoroase si productive soiuri introducente de mur (Figura 3.8). In primavara si toamna anului

2014 s-au plantat soiurile de mur fara spini luate in cercetare, completata ulterior in anul 2015.
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Infiintarea colectiei de mur in GBNI s-a initiat pe un teren cu acces la sursa de apa pentru
irigare, adapostit de vanturi puternice, situat in apropierea fasiilor de arbori (pruni, tei, nuci).

Cultura s-a infiintat in perioada de conversie de 3 ani pentru a imbogati terenul cu humus.
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Fig. 3.8. Schema colectiei de mur in Gradina Botanica

P — ‘Polar’, Ar — ‘Arapaho’, Th —‘Thornfree’, Sm — Smoothstem, LN — ‘Loch Ness’, TC—
“Triple Crown’, BS — ‘Black Satin’, Ch — ‘Chester’, TE — ‘Thornless Evergreen’, R — ‘Reuben’,
2,0 m — disanta dintre randuri (pentru toate soiurile),1,5 m — distanta dintre soiurile semierecte,
repente , distanta dintre plante la soiurile erecte — 1,0 m, lungimea randului 20 m.

In continuare, s-au trasat drumuri principale si s-a facut pichetarea si parcelarea, tinandu-
se cont de orientarea randurilor (obligatoriu sa fie pe directia nord-sud pentru crearea unui regim

favorabil de iluminare si aerisire a lotului). Lotul pentru colectie a suportat un complex de lucrari

agrotehnice: afanarea solului, distrugerea buruienilor, nivelarea, irigarea.

4.0. PARTICULARITATILE MORFO-ANATOMICE SI BIOCHIMICE ALE
SOIURILOR DE MUR
4.1. Descrierea morfologici a soiurilor de mur multiplicate in vitro pe lotul experimental al
Gradinii Botanice Nationale (Institut)
Analiza rezultatelor, privind studiul biomorfologic al taxonilor de mur féra spini a scos in
evidenta caracteristicile distinctive: portul arbustului (erecte — ‘Arapaho’, ‘Reuben), semierecte —

‘Chester’, ‘“Thornfree’, ‘Triple Crown’, ‘Loch Ness’ si plagiotrope — ‘Thornfree’); perioada de
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coacere (timpurii — ‘Arapaho’, ‘Reuben’, medii — ‘Triple Crown’, ‘Black Satin’, ‘Loch Ness’
‘Thornless Evergreen’, moderat-tardive — ‘Thornfree’, ‘Polar’, ‘Chester’, ‘Smoothstem’; gradul
de fermitate al fructelor (sporita — ‘Arapaho’, ‘Triple Crown’, ‘Loch Ness’ ‘Thornless
Evergreen’, destinate comercializarii in stare proaspata, medie — ‘Thornfree’, ‘Polar’, ‘Chester’,
redusd — ‘Black Satin’, ‘Reuben’, pentru consumul proaspat si prelucrare in industria alimentar3,
vinicold, cosmetica si farmaceutica.

4.2. Studiul anatomic comparativ al frunzelor unor specii si soiuri de mur

A fost efectuatd anatomia frunzelor (pe sectiuni trasversale si preparate superficiale din
material javelizat) la urmatorii taxoni de mur: specia R. fruticosus L. si soiurile derivate
‘Arapaho’ (erect), ‘Chester’, ‘Thornfree’ (semierect), iar soiul ‘Thornless Evergreen’ (repent),
apartine speciei R. laciniatus Willd. Studiul a fost realizat in baza unui complex de indici
anatomici: tipul anatomic al frunzei, tipul stomatelor, perilor, cristalelor de oxalat de calciu si
modul de distribuire, tipul cuticulei si fasciculelor conducétoare, prezenta/absenta tesutului
mecanic etc. Screening-ul rezultatelor anatomice a scos in evidenta indici structurali cu caracter
de indentificare a taxonilor de mur.

Astfel, pentru frunzele de R. candicans sunt specifici: peri tectori in manunchi cu aspect
stelat pe nervuri/limb si pe ambele epiderme, mezofil dorso-ventral, cuticula extern-interna, limb
amfistomatic cu stomate de tip anizocitic, druze de oxalat de calciu in teaca si in mezofil,
fascicul conducator colateral inchis, insotit de elemente mecanice. Aceleasi structuri anatomice
sunt caracteristice si pentru ceilalti taxoni studiati, doar cu mici diferente: soiul ‘Arapaho’
dezvolta doar 2 tipuri de peri tectori solitari (I — scurti si drepti, 2 — lungi, incolaciti cu celule
bazale), druze mari din abundentd; soiul ‘Chester’ — cuticuld externa, un tip de peri tectori, rari,
solitari, lungi, incolaciti, cu soclu bazal, druze, preponderent, in teaca fasciculard; soiul
‘Thornfree’ — peri tectori in manunchi si solitari, ultimii in soclul bazal brunificat, soiul
‘Thornless Evergreen’ — peri solitari si anomostozati cate 2-5, preponderent pe nervuri, druze in
nervuri si mezofil, colenchim dezvoltat in zona nervurilor.

4.2.2. Anatomia comparati a frunzelor taxonilor studiati (conditii de seri si teren)

Pentru identificarea taxonilor cu potential structural adaptiv la conditiile pedoclimatice de
teren ale R. Moldova s-au efectuat masuratori ale componentelor limbului foliar si analizat
coraportul lor la plantele de mur din sera si de pe lotul experimental.

Asa dar, toate soiurile analizate dezvolta frunze cu grosimea limbului mai mare la plantele
din teren, fatd de cele din serd. Grosimea epidermei superioare este mai mare, decat cea
inferioara la toti taxonii analizati, dar indicele coraportului grosimii epidermei

superioare/inferioare, care este si un indicator al rezistentei la actiunea factorilor nefavorabili,
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este cel mai mare pentru sp. R. candicans (2,4) si reprezinta o valoare dubld fatd de soiuri

(Tabelul 4.1).
Tabelul 4.1. Caracteristicile anatomice ale frunzelor unor taxoni de mur
Grosimea epidermelor Indicele coraportului
N Grosimea (um=n) Grosimea grosimii
r Specia, limbului mezofilului | Epiderma
o/ soiul (um=£n) superioarii | inferioard | (um=n) superioara/ | Epiderme | Mezofil
o inferioari /limb /limb
1 | *Rubus 114,0+4,1 | 20,95+1,5 | 8,53+1,2 | 83,74+4,2 2,45 3,87 0,73
candicans
2 | *Arapaho 240,014 | 44,3+£2,7 35,442,0 | 168,2+11 1,2 3,0 0,67
3| **Arapaho | 121,0+7,7 | 29,744,4 | 21,14+£2,6 | 71,4+3,0 1,33 2,32 0,58
4 | *Chester 148,0+£3,8 | 27,4+0,9 | 22,3+1,1 98,943,5 1,22 2,97 0,66
5 | **Chester 130,0+6,2 | 26,6+£1,7 | 22,63+1,3 | 77,5+£3,8 1,17 2,64 0,59
6 | *Thornfree | 191,5£2,6 | 34,3+1,3 29,1+£0,8 | 125,0+£2,4 1,17 3,01 0,65
7| **Thornfree | 117,0+£2,0 | 21,4+1,2 | 11,88+0,4 | 80,0+5,2 1,8 3,51 0,68
8 | *Thornless 170,0+7,7 | 35,0+£1,6 | 27,7+0,7 | 107,0+7.4 1,26 2,7 0,62
Evergreen
9 | **Thornless | 142,0+5.4 25+1,5 18,95+1,5 | 96,0+4,54 1,31 3,23 0,67
Evergreen

Nota: n — abaterea; * — plante din teren; ** — plante din sera

Comparativ, la soiuri valoarea maxima este pentru ‘Thornfree’ si ‘Arapaho’, caracterizate
si cu cuticula de tip extern-intern. Valoarea indicelui coraportului epiderme/limb demonstreaza
capacitatea structurala de adaptare a plantei la conditii de crestere. Astfel, specia R. candicans si
soiurile ‘Thornfree’ si ‘Arapaho’ se deosebesc cu valori maxime ale acestui indice si denota
prezenta unui potential adaptiv inalt. Datele masuratorilor scot in evidenta ca frunzele soiurilor
de mur cultivate in teren au grosimea mai mare a mezofilului frunzei, decat la frunzele sp. R.
candicans. Grosimea epidermelor si mezofilului, coreleaza cu valorile coraportului grosimii
mezofilului fatd de limb. Cea mai mare valoare revine frunzelor de R. candicans (0,73), urmata
de soiurile (in descrestere): ‘Arapaho’ (0,67), ‘Chester’ (0,66) si ‘Thornfree’ (0,65), ceea ce
denota un randament asimilator inalt fotosintetic. Datele anatomice cantitative/calitative si
studiul anatomic comparativ al frunzelor taxonilor studiati printr-un complex de indicatori
anatomici demonstreaza ca toti taxonii dezvoltd un potential structural adaptiv la actiunea
conditiilor mediului suplinit atat de structuri externe: cuticula groasa de tip extern-intern, diferite
tipuri de peri tectori, dimensiunile si gradul de impachetare al celulelor epidermei, coraportul
grosimii epidermelor, cat si de cele interne: gradul de dezvoltate a mezofilului, prezenta si modul
de distribuire a druzelor oxalatului de calciu, coraportul grosimii epidermelor si mezofilului.
Aceste structuri functioneazd sinergic si alcdtuiesc un complex histoanatomic compensator-
protector al limbului [10] la actiunea factorilor nefavorabili (deficit de umiditate, temperaturi

sporite ale solului si aerului pe parcursul perioadei estivale i de iarna).
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4.3. Studiul biochimic comparativ al frunzelor si fructelor la soiuri si specii de mur

A fost efectuat studiul biochimic comparativ la unele clase de compusi chimici naturali
(flavonoide, substante tanante, acid ascorbic) in fructele si frunzele soiurilor noi de mur de
origine americana: ‘Arapaho’, ‘Thornless Evergreen’, ‘Chester’, ‘Thornfree’ si speciei R.
candicans din flora spontana a R. Moldova.

4.3.1. Studiul calitativ si cantitativ al flavonozidelor

Pentru studiul calitativ al flavonoidelor in extractele hidro-alcoolice au fost aplicate
reactii specifice de identificare: reactia cianidolului, solutie de acetat de plumb bazic, solutie de
vanilind + HCI, solutie de amoniac 5%, solutie de FeCl; 2%. De mentionat, ca efectele reactiilor
analitice au avut un caracter gradual (redus, moderat, bun, pronuntat), ce colereleaza cu organul
(fructe sau frunze) si taxonul analizat. Screening-ul efectelor reactiilor analitice denota, gradul
de expresie mai pronuntat pentru extractele din fructele si frunzele soiurilor ‘Thornless
Evergreen’, ‘Arapaho’, ‘Chester’, specia R. candicans, urmate de soiul ‘Thornfree’. Efectele
analitice, au fost mai evidente in extractele din frunzele de R. candicans si din fructele si
frunzele soiului ‘Thornless Evergreen’, comparativ cu celelalte soiuri analizate. In extractele din
fructe au fost evidente efectele analitice pentru antociani, pe langa cele pentru flavone,
flavonone, flavonoli si catehine, care au fost prezenti, atat in fructele, cat si frunzele taxonilor
analizati.

Studiul cantitativ al flavonozidelor, a fost efectuat prin metoda spectrofotometrica [7].
Analiza rezultatelor aratd cd continutul de flavonozide in fructe coreleaza cu taxonul: maxim in
soiul ‘Chester’ (1,983%), urmat de soiurile ‘Thornless-Evergreen’ (1,640%) si ‘Thornfree’
(1,445%) (Tabelul 4.2).

Tabelul 4.2.Continutul (%) de flavonoide, taninuri si acid ascorbic in frunzele si fructele unor
taxoni de mur

Continutul (%)
Nr ] Flavonoide Taninuri Acid ascorbic
dlo Specia,
soiul Frunze Fructe Frunze Fructe Fructe

1. | Rubus 2,893 - 11,24 6,16

candicans
2. | ‘Arapaho’ 2,703 - 10,51 2,12 0,23
3. | ‘Chester’ 3,152 1,983 8,79 2,02 0,26
4. | ‘Thornfree’ 2,950 1,445 10,75 1,22 -
5. | ‘Thornless- 2,725 1,640 8,51 1,19 0,27

Evergreen’

La compararea rezultatelor, privind continutul de flavonozide in fructe si in frunze

observam cd valorile sunt mai mari in frunze, decat in fructe la toti taxonii studiati. Cea mai mare
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cantitate a fost determinata in frunzele soiului ‘Chester’ (3,152%), urmata de soiul ‘Thornfree’
(2,950 %) si specia R. candicans din flora spontani (2,893 %). in frunzele soiurilor “Thornless-
Evergreen’ si ‘Arapaho’, aproape valori egale (respectiv 2,725 si 2,703%).
4.3.2. Studiul calitativ si cantitativ al taninurilor

Analizele rezultatelor reactiilor chimice specifice, aplicate cu solutii de gelatina 1%,
alauni de fier si amoniu, acid acetic + acetat bazic de Pb, FeClz, NaNO, au demonstrat prezenta,
atat a taninurilor condensate, cat si hidrolizabile, dar ultimile prevaleaza in toate extractele
apoase din frunzele si fructele taxonilor analizati. Pe cromatograme, in strat subtire ale
extractelor din fructele si frunzele taxonilor de mur au fost identificati urmatorii constituienti:
catehine (Rf=0,85) in toate extractele, cu exceptia celor din fructele soiurilor ‘Chester’ si
‘Thornless Evergreen’; acid galactoninic (Rf=0,83) in extractele din frunzele soiurilor
‘Arapaho’, ‘Thornless Evergreen’, ‘Chester’ si ‘“Thornfree’; pirogalol (Rf=0,77), in extractele din
frunzele soiurilor ‘Arapaho’, ‘Thornless Evergreen’, si fructelor soiurilor ‘Thornfree’ si
‘Thornless Evergreen’; acid galic (Rf=0,86). Studiul cantitativ al subtantelor tanante a fost
efectuat, prin metoda permanganatometrica [7]. La analiza rezultatelor continutului taninic
(Tabelul 4.2), constatim ca cea mai mare valoare revine frunzelor de R. candicans (11,24%),
putin cedeaza continutul din frunzele soiurilor ‘Thornfree’ (10,75%) si ‘Arapaho’ (10,51%),
urmate de cele ale soiurilor ‘Chester’ (8,79%) si ‘Thornless-Evergreen’ (8,51%). Aceiasi
consecutivitate a descresterii continutului taninic se observa si pentru fructe, doar ca valorile sunt
mult mai mici: la specia R. candicans — 6,16%, soiurile ‘Thornfree’ — 1,22%, ‘Arapaho’ —
2,12%, ‘Chester’ — 2,02% si ‘Thornless-Evergreen’ cu 1,19%.
4.3.3. Analiza cantitativa a acidului ascorbic

Determinarea continutului de acid ascorbic a fost efectuata prin metoda titrimetrica [7],
bazata pe proprietatea acidului ascorbic de a reduce 2,6-diclorfenolindofenolul. Datele obtinute
(Tabelul 4.2.) denota, ca diferente mari in continutul acidului ascorbic la soiurile analizate nu
sunt, dar totusi, cea mai mare cantitate revine fructelor soiului ‘Thornless-Evergreen’ (0,27%),
putin cedeaza fructele soiului ‘Chester’ (0,26%) si cea mai mica cantitate a fost in fructele
soiului ‘Arapaho’ (0,23%).

Astfel, studiile biochimice au demonstrat ca atat frunzele, cat si fructele speciei R.
candicans si soiurile de mur, analizate produc flavonoide, taninuri, acid ascorbic si diferentiat

pot servi ca surse de materie prima pentru valorificarea in industria farmaceutica.
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CONCLUZII GENERALE

A fost elaborata schema biotehnologica de producere a materialului saditor uniform, omogen,
robust, sanatos la soiurile introducente de mur fara spini: ‘Arapaho’, ‘Triple Crown’, ‘Black
Satin’, ‘Loch Ness’, ‘Polar’, ‘Thornfree’, ‘Smoothstem’, ‘Thornless Evergreen’, ‘Reuben’,
‘Chester’ prin microtehnici in vitro. Multiplicarea in vitro a plantulelor prin microbutasire
constituie o metoda eficienta si profitabila in conditii ecologice controlate si cu factori biologici,
chimici, fizici determinati si manipulabili.

Au fost stabilite conditiile optime pentru organogeneza inoculilor,ca sursa de material biologic
au servit meristeme ale lastarilor apicali si laterali. Fortificarea capacitatii de proliferare a
lastarilor pe mediul nutritiv de baza MS suplinit cu diferite doze ale regulatorilor de crestere
BAP (0,3; 0,5; 0,7 mg/l), microclonarea selectivd si crestere a lastarilor a fost obtinuta pe
combinatii ale regulatorilor de crestere (BAP — 0,3; 0,5; 0,7 mg/l; BAP+AIB+AG; ; BAP
+AlA+GA; mg/l; BAP+NAA+GA;— cu dozele de 0,3+0,2+0,1 mg/l) .

Calusogeneza a fost initiatd gratie actinunii selective a regulatorilor de crestere in suplinirea
mediului nutritiv de baza MS asupra inoculilor din limb foliar: calusogeneza (BAP — 1,50 mg/I
si 1,0 mg/l); BAP 1,0 mg/I+NAA (0,2; 0,5; 1,0 mg/l); BAP 1,0 mg/lI+1AA (0,2; 0,5; 1,0); KIN
(1,50 mg/l ,1,0 mg/l), KIN 1,0 mg/I+NAA 0,1 mg/l;) si initierea plantulelor din calus
(morfogeneza) pe mediul MS suplinit cu (BAP 2,0 mg/l).

Rizogeneza a fost indusa, atat pe mediul de bazd MS suplinit cu regulatori de crestere AIB,
ATA, ANA (0,2 mg/1), cat si pe mediile nutritive MS 100% modificat si MS 50%. Aclimatizarea
ex vitro a fost efectuata in 3 etape prin testarea a 3 tipuri de substrat si optimizarea conditiilor de
adaptare a plantulelor in sera si teren deschis. Soiurile de mur fara spini au fost aclimatizate cu o
ratd de viabilitate de 99%, iar perioada mai potrivitd revine lunilor de primavara-vara.

Studiul anatomic al frunzelor a scos in evidenta indicii structurali specifici taxonilor, iar cel
comparativ al soiurilor de mur in conditii de teren protejat si deschis a evidentiat indicii
anatomici cu caracter adaptiv la actinea conditiilor nefavorabile (excesul de temperaturi, seceta,
inghet): cuticula groasa de tip extern-intern, pubescenta din peri tectori unicelulari scurti, lungi
in soclu bazal brunificat, solitari sau in manunchi, distribuiti pe nervuri si pe toatd suprafata,
druze de oxalat de calciu si modul de distribuire.

Studiul cantitativ al unor clase de compusi chimici arata ca continutul (%) coreleaza cu organul
si taxonul: frunzele acumuleaza mai multe flavonoide si taninuri, decat fructele la toti taxonii
analizati: flavonoide in frunzele soiurilor ‘Chester’ — 3,152 si ‘Arapaho’ — 2,703, iar in fructele

soiurilori ‘Chester’ — 1,983,‘Thornless-Evergreen” — 1,640 si ‘Thornfree’ — 1,445; continutul
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maxim de taninuri a fost in frunzele speciei R. candicans (11,24), urmat de soiurile ‘Thornfree’
(10,75), ‘Arapaho’ (10,51), ‘Chester’ (8,79) si ‘Thornless-Evergreen’ (8,51), iar fructele — 6,16
la specia R. candicans, de 3 ori mai putin la soiurile ‘Arapaho’, ‘Chester’ si de cca 5 ori mai mic
la ‘Thornfree’ si ‘Thornless-Evergreen’. Fructele au aproape acelasi continut (%) de acid
ascorbic la soiurile: ‘Thornless-Evergreen’ — 0,27, ‘Chester’ — 0,26 si ‘Arapaho’ — 0,23.

Au fost stabilite conditiile si elementele tehnologice primare de plantare si ingrijire a plantelor
pentru infiintarea colectiei cu arbusti de mur in GBNI, destinatd extinderii, conservarii
genofondului si cercetarii stiintifice, care cuprinde 10 soiuri adaptate la conditiile pedoclimatice
si sunt de perspectiva pentru ramura agro-industriala a R. Moldova. Au fost stabilite procedeele
agrotehnice in corelatie cu habitusul si potentialul de plasticitate structural-adaptiva pentru
proiectarea, infiintarea si Intretinerea plantatiilor industriale.

A fost intocmit calendarul infloririi si coacerii fructelor soiurilor de mur: ‘Arapaho’ — precoce;
medie — ‘Loch Ness’, ‘Polar’, ‘Black Satin’, ‘Triple Crown’; semitardiva — ‘Thornfree’,
‘Smoothstem’, ‘Thornless Evergreen’, ‘Reuben’ — remontant; ce permite recoltarea esalonata,
asigurand consumatorul pe un termen de circa 20 saptamani (140 zile), cu fructe proaspete

bogate in compusi chimici valorosi si calitati organoleptice inalt apreciate.

RECOMANDARI PRACTICE

1. Se recomanda tehnologia de multiplicare in vitro a plantelor soiurilor introducente de mur
(‘Arapaho’, ‘Triple Crown’, ‘Black Satin’, ‘Loch Ness’, ‘Polar’, ‘Thornfree’, ‘Smoothstem’,
‘Thornless Evergreen’, ‘Reuben’, ‘Chester’) in conditiile pedoclimatice ale R. Moldova cu
scopul obtinerii materialului sdditor omogen, viguros, sanatos pentru infiintarea de plantatii
industriale moderne.

2. Soiurile ‘Arapaho’, ‘Triple Crown’, ‘Black Satin’, ‘Loch Ness’, ‘Polar’, ‘Thornfree’,
‘Smoothstem’ sunt recomandate pentru gradini particulare ca sursa de fructe, iar soiurile
‘Thornless Evergreen’, ‘Reuben’ — in calitate de arbusti decorativi si ca sursa de fructe.

3. Soiurile ‘Arapaho’, ‘Triple Crown’, ‘Black Satin’, ‘Loch Ness’, ‘Polar’, ‘Chester’ sunt
recomandate pentru fondarea de plantatii industriale in R. Moldova. Sunt recomandate
criteriile de selectare a terenului (expozitia, compozitia solului, pH-ul solului), metodologia de
plantare, procedeele agrotehnice (plantarea, lucrarile manuale/mecanice de intretinere a
plantelor, tipurile de suporturi, modul de amplasare si de sprijin, conditiile si modul de irigare,
tehnica si termenii de taiere pentru formarea arbustului si de rod, tehnica si termenii de

recoltare) 1n plantatiile de mur din R. Moldova.
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ADNOTARE

Lozinschii Mariana. ,,Morfobiologia si micropropagarea soiurilor de mur fara spini
in Republica Moldova” teza de doctor in stiinte biologice, Chisinau, 2019.

Structura tezei: Teza consta din introducere, 4 capitole, concluzii generale si recomandari
practice, bibliografie cu 184 de titluri, 10 anexe, 118 pagini text de baza, 19 tabele si 60 figuri.
Rezultatele obtinute sunt publicate in 23 de lucrari stiintifice.

Cuvinte cheie: Calusogeneza, organogeneza, rizogeneza, cultura in vitro, soiuri de mur
cultura ex vitro, medii nutritive, anatomie, biochimie, Rubus fruticosus L.

Domeniu de studiu: 164.01 — Botanica

Scopul tezei: Elaborarea biotehnologiilor de micropropagare si microclonare a soiurilor de
mur farda spini de perspectiva si studiul biomorfologic in conditiile pedoclimatice ale Republicii
Moldova.

Obiectivele tezei: ldentificarea soiurilor de mur donatoare de explant pentru initierea
culturilor in vitro. Testarea factorilor biologici, fizici si chimici pentru cultura in vitro la soiurile de
mur introducente. Elaborarea formulelor mediilor nutritive optime pentru calusogeneza si
morfogeneza (caulogeneza, rizogeneza) la fiecare soi. Studierea particularitatilor biologice ale
vitroplantulelor obtinute din soiurile de mur si determinarea conditiilor de aclimatizare in sera si de
infiintarea a plantatiilor in teren. Studiu anatomic si biochimic comparativ (flavonozide, taninuri,
acid ascorbic) la soiurile de mur. Elaborarea schemei biotehnologice de micropropagare a
materialului saditor la soiurile de mur de perspectiva si contributii la fortificarea genofondului
GBNI (crearea colectiei cu soiuri de mur fara spini).

Noutatea stiintifica si originalitatea: S-a elaborat schema tehnologiei de micropopagare
in vitro a materialului saditor, necontaminat si omogen. S-au testat si selectat soiurile de mur fara
spini rezistente la conditiile pedoclimatice ale R. Moldova si cu calitati tehnologice valoroase
pentru infiintarea plantatiilor industriale. S-au optimizat microtehnicile de cultivare in vitro ale
calusogenezei si organogenezei la soiuri de mur fara spini de perspectiva. Pentru prima data a fost
efectuat studiul biologic complex la soiurile de mur fara spini: (morfologia, anatomia, biochimia).

Problema stiintificad solutionati consta in elaborarea tehnologiei de obtinere in vitro a
materialului saditor sanatos si omogen la soiurile de mur fara spini ‘Arapaho’, ‘Triple Crown’,
‘Loch Ness’, ‘Black Satin’, ‘Polar’, Chester’, ‘Thornfree’, ‘Smoothstem’, ‘Reuben’, ‘Thornless
Evergreen’ de perspectiva pentru R. Moldova. Aceasta a permis infiintarea plantatiilor moderne cu
material saditor obtinut prin cultura in vitro in R. Moldova si crearea in GBNI a colectiei din 10
soiuri de mur. Rezultatele obtinute au permis evidentierea si recomandarea soiurilor de mur fara
spini, valoroase cu potential structural-adaptiv la conditiile R. Moldova.

Semnificatia teoretica: Rezultatele experimentelor biotehnologice au confirmat notiunea
de bioentitate organospecifica bazata pe principiul totipotentei celulare in culturile in vitro pentru
regenerarea vitroplantulelor (prin organogeneza si embriogeneza somatica).

Valoarea aplicativa a cercetarilor: A fost elaboratd schema biotehnologica de obtinere a
materialului saditor sanatos si omogen la soiuri de mur fard spini pentru R. Moldova. Rezultatele
cercetarilor sunt utilizate in Laboratorul de Biotehnologie si Embriologie a GBNI. Materialul
saditor obtinut a servit ca sursa pentru a initia crearea colectiei din 10 soiuri de mur din GBNI:
‘Loch Ness’, ‘Chester’, ‘Arapaho’, ‘Triple Crown’, ‘Polar’, ‘Black Satin’, ‘Thornfree’,
‘Smoothstem’, ‘Reuben’ si ‘“Thornless Evergreen’. Plantele de mur multiplicate in vitro au fost in
calitate de material saditor pentru infiintarea plantatiilor de mur pe arii extinse in R. Moldova.

Implementarea rezultatelor stiintifice: Rezultatele cercetarilor au fost implementate in
cadrul programului de cercetare al GBNI. S-a realizat proiectul de transfer tehnologic
13.824.14.178T cu Agentia de Inovare si Transfer Tehnologic in colaborare cu SRL "Rotor". A fost
elaborata tehnologia de obtinere a materialului saditor avirotic de mur. Au fost realizate contracte
cu beneficiari particulari, gospodarii taranesti si amatori interesati de soiurile de mur fara spini.
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AHHOTAIUA

Jlo3nnckuit Mapuana. ,,Mop¢poonooruss 1 MUKpoOpa3MHOKeHHe Oe3LIHITHBIX COPTOB
exxeBukn B PecnyOsiuke MosmoBa”. Jluccepranus Ha COMCKaHUE YYE€HOW CTENEHU JTOKTOP
ouonornyeckux Hayk, Kummnsy, 2019.

Crpykrypa auccepranmu: Bpenenue, 4 riaBbl, BbIBOJbI, NPAKTUYECKUE PEKOMEHAALINH,
oubmmorpadus u3z 184 nammeHoBanuii, 118 crpanur; ocHoBHOTrOo Tekcra, 10 mpumoxeHwii, 19
tabimn u 60 ¢uryp, hotorpaduii u auarpamm. [TosryaeHHBIE pe3yabTaThl OBLIM OITYOJMKOBAHBI B
23 HayyHBIX paboTax.

KaioueBble cjioBa: KaycoreHes, OpraHoreHes, pu30reHes, KyJabTypa in Vitro, KynbTypa ex
Vitro, onTuMaibHbIC TUTATEIbHBIC Cpe/ibl, Onoxumusi, anaromusi, Rubus fruticosus L.

Cneuuaiabnoctb:164.01 — Boranuka.

Hean: buortexnosnormyeckas pa3pabOTKa MHKPOPAa3MHOXKEHHS W MHUKPOKJIOHUPOBAHUS
OE3IIMIHBIX, MEPCIEKTUBHBIX COPTOB €XKEBUKM U U3ydyeHHE HX OnomMopdoraoruueckux
0COOEHHOCTEH B KIIMMaTh4YecKux ycinoBusx P. Momnmosa.

3apgaum: OrmpeneneHue COPTOB ©KEBUKM B KAueCTBE JIOHOPOB Il  WMHHUIIUAIINH
KyJIbTUBUpPOBaHUs IN Vitro. TecTupoBaHue OMOJOTHYECKUX, (PU3NUECKIX U XUMHUYSCKUX (HAKTOPOB
OE3IINITHBIX COPTOB €KEBUKH. Pa3paboTka ONTUMAaNIbHBIX MUTATENbHBIX CPEl AJIsl KAJITycoreHes3a u
Mopdorenesa g KaxJaoro copra. M3yueHue OMOJIOTHYECKHUX OCOOEHHOCTEW BUTPOKYJIBTYpP H
ONpECJICHUE YCIOBUM aKKIMMAaTU3allMd B TEIUIMIE W HHUUMHpoBaHue kosuiekuuu B HBCH.
CpaBHUTENIbHOE aHATOMUYECKOE U OMOXUMUYECKOE UCCIIEIOBAHU COPTOB €KEBUKH.

Hayuynas HoBM3HAa W  opuruHajmHocTb: bbima  pa3paboraHa  TexXHOJOTHUS
MHUKpPOPA3MHOXKEHHSI KauyeCTBEHHOTO MOCAJOYHOTO MaTepHajia, HM3y4eHbl IMPOIECChl KaIyco U
Mopdorene3a. BmepBble MeToJ0M KyJabTYyphl TKaHeW ObUIM Pa3MHOXKEHBI IEpPCHEKTUBHBIE
OE3IINITHbIE COPTA €XKEBUKU Ul MPOMBIIIJIEHHOTO KyJIbTUBHpOBaHUs. [IpoBeseHO cpaBHUTEIBHOE
aHATOMUYECKOE U OMOXMMHUYECKOE HCCIIEI0BAHNE COPTOB €KEBUKH C aalTUBHBIMU NMPU3HAKAMHU K
ycinoBusiM P. MosnoBa.

Pemiénnasi HayuyHasi mpo0jaema: Pa3paGoTaHa TEXHOJIOTHS TOJYYEHHUS OJHOPOJIHOTO,
0€3BUPYCHOTO MOCATOYHOTO MaTepuaa, y NepCleKTUBHBIX COPTOB, ISl BHIPAIIUBAHUS B YCIOBUSIX
P. MomamoBa. Ilocamounblii Marepuain, MOJIYYEHHBIH METOJAOM KyJabTYphl 1IN Vitro, umeer
HECOMHEHHO Ba)XHO€ 3HAYCHUE B CO3JaHUM COBPEMEHHBIX IUIAHTAMM W WHULHUAPOBAHUU B
borannueckom Cany KoJeKUMHM U3 OE3IIMIHBIX COPTOB €XeBUKU. [lomydeHHbIE pe3ynbTaThl
IT03BOJINJIN BBISIBUTH ITPOIYKTUBHBIE, LIEHHBIE COPTA C BBICOKUM aJalTUBHBIM IOTEHIIMAJIOM.

Teoperuueckoe 3HaueHue: Pe3ynbraTbl  OMOTEXHOJOTMYECKUX  OKCIIEPUMEHTOB
MOATBEPKNAIOT  HOBU3HY  OpPraHOCHEelM(UKH, OCHOBAHHOM Ha  MPHUHLIMIE  KIETOYHOM
TOTUIIOTEHTHOCTH KYJBTYPHI IN VItr0 pereHepanuu BUTPOKYIBTYP (MIOCPEACTBOM OpraHoreHesa u
COMAaTHUYECKOTO IMOpHOTECHE3a).

IpukaaaHoe 3HayeHue: Pa3paboTana v onrcaHa MUKPOTEXHHUKA MYJIbTUIUIAIUPOBAHUS IN
VItr0 TecTHpPOBAaHHBIX OC3IIUIHBIX COPTOB €XKEBUKU. Pe3yiabTaThl HCCICIOBAHUN IIHPOKO
UCIOJIL3YIOT B nabopatopun buotexnonorun u Dmbpuonoruu (b. C.). Ilocagounslii marepuai,
MOJIYYEHHBIM B pe3ylbTaTe UCCIEJA0BaHUM, UCIOJIb30BAIM JJI1 MHULMUPOBAHUS KoJulekuuu u3 10
HanboJIee MEePCHeKTUBHBIX COPTOB. TakKe pacTeHUs KyJabTyphl IN VItro ObLIM IpeI0CTaBICHBI IS
WHUIMUPOBAHUS IPOMBIIIICHHBIX TUIaHTalnui B Peciybnuke MomnoBa.

BHenpenue Hay4yHBIX pe3yJabTaTOB MccieaoBanuii: EXXerogHele OTYETHI  BKIIOYAIA
pa3paboTKy TEXHOJOTMH Pa3MHOKEHHMsI KaueCTBEHHOTO MOCaJA04YHOro Martepuana. OcCyliecTBHIN
PAI KOMMEPUYECKMX KOHTPAKTOB C SKOHOMUYECKMMHU areHTaMH W MPOEKT BHEAPEHUS] TEXHOJIOTUU
13.824.14.178T coBmecTtHO ¢ AreHtcTBoM no MHHOBanusm n Brenpenuro Texnomoruit u SRL
"Rotor". Marepuansl uccieqoBaHusi OyayT HCIOIB30BaHBI Ui MPOMBIIIEHHOTO Pa3MHOMKEHUS
KaueCTBEHHOTO NT0CAaI0YHOT0 MaTepHuaia.
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ANNOTATION

Lozinschii Mariana. ,,Morphobiology and micropropagation of thornless blackberry
cultivars in the Republic of Moldova”. PhD Thesis in Biology, Chisinau, 2019.

Thesis structure: The thesis consists of introduction, four chapters, conclusions and
practical recommendations, a bibliography of 184 titles, 10 annexes, 118 basic text pages, 19 tables
and 60 figures. The results obtained are published in 23 scientific papers.

Key words: Calusogenesis, organogenesis, rhizogenesis, in vitro culture, ex vitro culture,
optimal environments, biologically active substances, anatomy, biochemistry, R. fruticosus L.

Field of study: 164.01 — Botany

The aim of the thesis. Elaboration of micropropagation and microcloning biotechnologies
of the perspective cultivars of thornless blackberries and the biomorphological study in the conditions
of the Republic of Moldova.

Objectives of work. The identification of new cultivars of blackberry to be used as donors
of explants for the initiation of in vitro culture. The testing of biological, physical and chemical
factors for the in vitro culture. The elaboration of formulas of growth media optimal for the
callogenesis and the morphogenesis of each cultivars. The study of biological features of plantlets of
newly created varieties of blackberry cultured in vitro and the determination of the necessary
conditions for acclimatization under greenhouse conditions and for the creation of plantations in open
field. The comparative anatomical and biochemical study of blackberry cultivars. The elaboration of
the scheme of the micropropagation technology for the planting material of promising cultivars and
contributions to the improvement of the gene pool of the NBGI.

Scientific novelty and originality. The scheme of the in vitro micropropagation technology

for planting material has been elaborated. Cultivars which are resistant to the pedoclimatic conditions
of R. Moldova and possess valuable technological characteristics for the creation of industrial
plantations, have been tested and selected. The in vitro micropropagation techniques of callogenesis
and organogenesis of promising thornless blackberry varieties were improved. The complex
biological (morpho-anatomical and biochemical) study, of the thornless blackberry varieties has been
carried out for the first time.
The scientific problem solved consists in the development of the in vitro culture technology of a
healthy, uniform and homogeneous planting material of promising thornless blackberry cultivars:
‘Arapaho’, ‘Triple Crown’, ‘Loch Ness’, ‘Black Satin’, ‘Polar’, ‘Chester’, ‘Thornfree’,
‘Smoothstem’, ‘Reuben’, ‘Thornless Evergreen’. This fact has made it possible to create modern
plantations, in the Republic of Moldova, with planting material obtained by in vitro culture and to
create, in the NBGlI, a collection of 10 blackberry cultivars. All these actions allowed highlighting the
valuable varieties with potential for adaptation to the conditions of the Republic of Moldova.

Theoretical significance. The results of biotechnological experiments confirmed the
notion of organospecific bio-entity, based on the principle of cellular totipotency of in vitro cultures
for the regeneration of in vitro plantlets (by organogenesis and somatic embryogenesis).

Applicative value. Establishing in vitro multiplication procedures for blackberry
cultivars. The results of the research are used in the Laboratory of Biotechnology and Embryology of
GBNI. With the plantlets obtained was initiated the collection of 10 blackberry cultivars from GBNI:
'‘Loch Ness', 'Chester’, 'Arapaho’, Triple Crown', 'Polar', '‘Black Satin', 'Thornfree' 'Smoothstem’,
'Reuben’, "Thornless Evergreen'.In vitro multiplied plants have served as planting material for the
establishment of blackberry plantations in the village of Holercani, Dubasari district, in collaboration
with "Rotor" SRL.

Implementation of scientific results. The results of the research were implemented
within the GBNI research program. The technology transfer project 13.824.14.178T was carried out
in collaboration with the Agency for Innovation and Technology Transfer and SRL "Rotor". Have
been developed the technology for obtaining avirotic seedlings. Contracts have been made with
private beneficiaries, farmers and gardeners interested in the thornless cultivars.
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