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ADNOTARE

Lozinschii Mariana, ,,Morfobiologia si micropropagarea soiurilor de mur fira spini in
Republica Moldova” teza de doctor in stiinte biologice, Chisindu, 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 1n 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 fard spini de perspectiva si studiul biomorfologic in conditiile pedoclimatice ale Republicii
Moldova.

Obiectivele tezei: identificarea 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, rizogenezd) 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; studiul 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 micropropagare
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 stiintifica solutionata consta in elaborarea tehnologiei de obtinere in vitro a
materialului saditor sandtos si omogen la soiurile de mur fard 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 de mur
fara spini, valoroase cu potential structural-adaptiv la conditiile climatice ale R. Moldova.

Semnificatia teoretica: 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 biotehnologica de obtinere a
materialului saditor sanatos si omogen la soiuri de mur fara 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.



AHHOTANIUA

Jlo3unckuii Mapuana, ,,Mop¢}po0uo010russ 1 MUKpOpPa3MHOKeHHe Oe3INITHBIX COPTOB
e;keBuku B PecnyOosiimke MosgoBa”. Jluccepranusa Ha COMCKaHUWE YYE€HOM CTENEHU JOKTOP
Ouonoruueckux Hayk, Kummnay, 2019.

CTpykTypa amccepraluM: BBEJEHUE, 4 IJaBbl, BBIBOJbBI, IPAKTUYECKUE PEKOMEHIALNH,
ouomorpadus u3 184 maumenoBanuid, 118 cTpanun ocHoBHOrO Tekcra, 10 mpunoxxenui, 19
tabsmn u 60 ¢puryp, botorpaduii u nuarpamm. [lomydeHHBIC pe3yIbTATHI OBLTH OIMYOIUKOBAHBI B
23 Hay4HBIX paboTax.

KuoueBble cjI0Ba: KalTyCOreHEe3, OpraHOreHe3, pU30oreHes, KyJIbTypa in Vitro, KyisTypa ex
Vitro, onTuMabHbIC TUTATENIbHBIC Cpe/Ibl, Onoxumusi, anaromus, Rubus fruticosus L.

ConeunaabHocts. 164.01 — Boranuxa.

Heanb: OuorexHonoruyeckas pa3zpaboTKa MHUKPOPA3ZMHOXKEHHUS M MHUKPOKJIOHUPOBAHMS
OC3IIMITHBIX, TEPCICKTUBHBIX COPTOB €XKEBHKH M H3yYeHHE HUX OHOMOP(HOIOTHUECKUX
0COOEHHOCTEH B KIIMMaTuyeckux ycinoBusix P. Mongosa.

3agaum: omnpeneneHue COPTOB €XKEBUKM B KAaueCTBE JOHOPOB il MHULMALUU
KyJbTUBHUPOBAHHUS IN VItr0; TeCTUPOBaHUE OUOIOTHYCCKUX, PU3HUCCKUX K XUMHUECKUX (PaKTOPOB
OE3IINITHBIX COPTOB €KEBUKH; Pa3padOTKa ONTUMAIIbHBIX MUTATENBHBIX CPEJ TSl KallycoreHe3a
U MopdoreHesa A KaXI0ro copra; u3ydeHrue OMOIOrHUYeCKUX 0COOEHHOCTEH BUTPOKYIBTYP U
OTpeJieJICHUEe YCJIOBUM aKKIMMaTH3allud B TEIUIUIE W MHUIMupoBaHue kosuiekiuu B HBCU;
CPaBHHUTEIFHOE aHATOMUYECKOE U OMOXUMHUYECKOE UCCIIEIOBAHU COPTOB €KEBUKH.

Hayuynass HOBM3HA W  OpPMIHHAJMHOCTBL. Obula  pa3paboTaHa  TEXHOJOTHUS
MHUKpPOPa3MHOXEHHUS KaueCTBEHHOT'O IMOCAJOYHOTO MaTepHuasia, U3ydeHbl MPOIECChl KaLTyco U
Mopcorene3a. BrepBbie MeTOIOM KyIbTypbl TKaHedl OBbLUTM pPa3MHOXKEHBI NEPCIEKTUBHbBIE
Oe3IIMIHBIE COpPTa €XEBUKU JUIS [POMBIILICHHOTO  KylIbTHBUpOBaHUS. [IpoBeneHo
CPaBHHUTEIBPHOE aHATOMUYECKOE M OMOXMMHUYECKOE HCCJIEI0BAaHUE COPTOB E€XKEBUKH C
aJJanTUBHBIMU IIPU3HAaKaMu K ycioBusMm P. Mongosa.

Pemiénnass HayuyHasi npo0iema: pa3paboTaHa TEXHOJOTHS IMOJYYEHUS OJIHOPOIHOTO,
0OE€3BUPYCHOTO TOCATOYHOTO MaTepHayia, y TEPCHEKTUBHBIX COPTOB, IS BBIpAIlUBaHUS B
ycnoBusix P. Mosnosa. [Tocaounslii MaTepualt, OIy4deHHbIH METOIOM KYJIBTYpHI iN Vitro, numeer
HECOMHEHHO Ba)XHOE 3HAYEHHE B CO3JaHUU COBPEMEHHBIX IUIAHTAllUd M WHUIMUPOBAHUM B
borannueckom Cany KoJJIEKIMH U3 OE3MIMITHBIX COPTOB €KeBHUKHU. [lomydeHHBIE pe3ysbTaThl
MO3BOJIMJIM BBISIBUTH TPOJYKTUBHBIE, IIEHHBIE COPTA C BBICOKUM aJIallTUBHBIM IMOTEHLIUATIOM.

Teopernueckoe 3HAYeHHMe. pE3yNbTaThl  OMOTEXHOJOTHYECKHX  JKCIEPUMEHTOB
MOATBEPXKJIAIOT HOBH3HY OpraHocrnenuuKkd, OCHOBAaHHOW Ha NPHUHIUIE KICTOYHOU
TOTHUIIOTEHTHOCTH KYJIBTYPHI iN VItro pereHepanuu BUTPOKYIbTYp (IOCPEACTBOM OpraHoreHesa u
COMAaTHUYECKOT0 SMOPHUOTEHE3a).

IpukaaaHoe 3HaYeHne: pa3paboTaHa U ONMKCaHa MUKPOTEXHUKA MYJIbTUILTAIIUPOBAHHS iN
VItr0 TeCTHPOBAaHHBIX OE3IIMITHBIX COPTOB E€KEBUKH. Pe3yibTaThl HCCIEIOBAHUN MIMPOKO
UCTIIONB3YIOT B Nabopatopuu buorexnonorun u Imopuonoruu (b. C.). [locamounslii matepuar,
MOJIYYCHHBIN B pe3yIbTaTe UCCIICIOBAHUN, UCTIOIB30BAIH [T MHUITMUPOBAHUS KOJUIEKIUU 13 10
HanOoJIee MePCIIEKTUBHBIX COPTOB. Takke pacTeHuUs KyAbTYpHI iN VItro ObLIx mpe1oCcTaBIeHbI IS
WHUIIUUPOBAHUS POMBIIUICHHBIX TUTaHTalui B Pecmyonuke MoinoBa.

BHeapenue Hay4YHBIX Pe3yJbTATOB MCCJAEIOBAHUI. €XKETOAHBIE OTUYETHI BKIIOYAIH
pa3paboTKy TEXHOJIOTUH PA3MHOKEHUS KA9Y€CTBEHHOTO MOCaI0YHOT0 MaTepuana. OcyIiecTBuIn
P KOMMEPYECKUX KOHTPAKTOB C SKOHOMUYECKUMHU areéHTaMu U MPOEKT BHEPEHUS! TEXHOJIOTHH
13.824.14.178T coBmecTHO ¢ AreHtcTBoM 1o MHHOBanusm u Bueapenuto Texnonoruii u SRL
"Rotor". Matepuansl uccienoBaHus OyIyT UCIOJIB30BAHbI TSl TIPOMBIIUIEHHOTO PA3MHOKCHHUS
KaueCTBEHHOT'0 MOCaJOYHOI0 MaTepuaa.



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 NBGI, 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.



LISTA ABREVIERILOR

2,4-D — acid 2,4 — diclorfenoxiacetic

ABTS — 2,2azinobis 3-etilbenzotiazolin 6-acid sulfonic
AGs— acid giberilinic

AlA —acid 3-indolilacetic

AIB — acid 3-indolilbutiric

ANA — acid -naftilacetic

ARN — acid ribonucleic

BAP (BA) — benziladenina (sau 6-benzilaminopurind)
CGE — echivalent catehin galic

CLIP — cromatografie de lichide de inaltd performanta
CSS — Cromatografia pe strat subtire

GAE— echivalent al acid galic

GBNI — Gradina Botanica Nationala Institut

KIN (KN) — kinetina

MS — Murashige-Skoog

OMS - Organizatia Mondialad a Sanatatii

ORAC - capacitate de absorbtie a radicalilor de oxigen
R. Moldova — Republica Moldova

RE — echivalent rutin

SUA - Statele Unite ale Americii

TDZ — thiadizuron

Zea — zeatina



INTRODUCERE

Republica Moldova traditional produce o cantitate impunatoare de fructe (mere, prune, caise,
pere etc.) dar necesitatea in fructe de mur, considerate importante pentru alimentatia sanatoasa si
echilibrata, si conform OMS, constituie un component important antioxidant, antiradiant
vitaminizat, ramane actuala [169-171]. Extinderea diversitatii culturilor pomicole poate fi
efectuata prin introducerea in culturd a unor soiuri, provenite de la specia Rubus fruticosus L.:
‘Arapaho’, ‘Triple Crown’, ‘Loch Ness’, ‘Black Satin’, ‘Polar’, Chester’, ‘Thornfree’,
Smoothstem’, ‘Reuben’, inclusiv a soiului ‘Thornless Evergreen’ care provine de la specia R.
laciniatus Willd [15, 25, 75, 76, 78]. Studierea particularitatilor de dezvoltare ale acestor culturi si
determinarea cerintelor fatd de factorii ecologici ar constitui o posibilitate reala de cultivare pe
sectoare de producere in agricultura R. Moldova [38, 71, 80, 93]. in ultimele decenii, pentru a
satisface necesitdtile crescande ale populatiei cu fructe de mur, se investeste in ameliorarea
genotipurilor de mur cu caracteristici biologice valoroase, adaptate la tehnologii moderne de
crestere si cu proprietati gustative si terapeutice inalte [75, 76, 78].

Fructele soiurilor, a populatiilor hibride noi de mur pot servi ca aliment sandtos si o sursa
reald de materie prima pentru industria farmaceutica [70, 141, 143, 172]. Astazi sunt oportune
lucrarile stiintifice complexe si de cooperare ale specialistilor din diferite domenii de activitate

pentru extinderea soiurilor de mur 1n practica agricola a R. Moldova [1, 6, 15, 19, 48, 49].

Actualitatea si importanta problemei abordate

R. Moldova este la o etapa incipientd in domeniul dezvoltirii pomusoarelor, organizatiile
,Pomusoarele Moldovei”, ,,Agricultura performanta in R. Moldova”, iar ,,Centrul de consultanta
in afaceri”, proiectul ,.Imbunititirea productivititii in cultivarea arbustilor fructiferi si a
capsunului” contribuie substantial la sustinerea si dezvoltarea acestei ramuri.

Unul din obiectivele comune ale acestor organizatii si proiecte 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 carui va influenta si productivitatea plantelor. Sectorul de
pomusoare, in special cultura murului, este foarte atractiva, iar suprafetele cultivate cresc an de
an. Pentru dezvoltarea si sustinerea pepinierelor de arbusti fructiferi, care comercializeaza soiuri
autorizate de pomusoare valoroase si potrivite conditiilor climaterice ale R. Moldova, o solutie ar
fi multiplicarea plantelor prin microtehnici in vitro, care ar asigura obtinerea culturilor sandtoase
si viguroase intr-o perioada de timp mai scurt. Cultura in vitro are mai multe avantaje: plantulele

obtinute sunt devirusate, cu 0 pondere scazuta a bolilor, este 0 metoda rapida si eficientd de



multiplicare, comparativ cu cea traditionald, de la o planta-donor se obtin mai multi inoculi
omogeni cu calitati determinate si identice plantei-donor, cu o ratd de multiplicare si rentabilitate
economica sporita, indiferent de cotatia sezoniera [2, 3, 7, 53, 54].

Murul este un arbust fructifer productiv, cu fructe de calitate nutritionala avansata. Fructele
de mur dispun de un continut bogat de compusi naturali pretiosi, sunt solicitate pe piata, nu doar
in calitate de aliment cu continut sporit de substante nutritive si antioxidante, dar si pentru calitatile
gustative, aroma, aspectul atragator si apetisant. Datorita continutului sporit de nutrienti, fructul
de mur este un produs inalt apreciat si frecvent solicitat, atit pe piata autohtond, cat si pe cea
mondiala [94, 95]. In R. Moldova sunt solicitate soiurile de mur fara spini, rezistente la inghet si
secetd, cu diferite perioade de coacere. Alte criterii de apreciere a fructelor de mur sunt fermitatea
sporita a fructului si gustul dulce-acrisor.

Cultivarea soiurilor de mur de perspectiva va contribui la dezvoltarea industriei nationale,

alimentare, farmaceutice, cosmetice, bazata pe materie prima locala, naturala si de calitate.

Scopul tezei: Elaborarea biotehnologiilor de micropropagare si microclonare a soiurilor de

mur fara spini de perspectiva si studiul biomorfologic in conditiile pedoclimatice ale R. Moldova.

Pentru realizarea acestui scop au fost propuse 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) la fiecare soi;

3. studierea particularitdtilor biologice ale vitroplantulelor obtinute la soiurile de mur si
determinarea conditiilor de aclimatizare In serd si de initiere a plantatiilor in teren;

4. studiul anatomic si biochimic comparativ (flavonozide, taninuri, acid ascorbic) la soiurile
de mur;

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

Metodologia cercetirii stiintifice. Pentru realizarea tezei au fost utilizate metode de
cercetare a plantelor in cultura in vitro si ex vitro. Metode de studii anatomice si biochimice [42,
44]. La micropropagarea soiurilor de mur in cultura in vitro au fost utilizate metode biotehnologice
[9, 10]. Vesela utilizata pentru cultivarea plantei a fost sterilizata conform metodelor elaborate in
cadrul Laboratorului de Biotehnologie si Embriologie al GBNI. Calcularea indicilor statistici s-a

efectuat prin metoda dupa Marusteri M. (2006), programul Statistic 7 si MS Excel.

10



Noutatea stiintifica a rezultatelor obtinute

S-a elaborat schema biotehnologiei 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 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 si S-au obtinut plantule de mur din masa calusara generata
din fragmente de frunza, care au fost cultivate in conditiile in vitro si ex vitro.

Studiul anatomic al frunzelor de mur a scos in evidenta structurile cu caracter diagnostic de
identificare a soiurilor de mur fara spini, adaptiv la conditiile pedoclimatice caracteristice R.
Moldova. Au fost determinate unele caracteristici biochimice ale fructelor si frunzelor soiurilor de

mur.

Problema stiintifica solutionata consta in elaborarea tehnologiei de obtinere in vitro a
materialului saditor sandtos 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 plantatiilor moderne cu
materialul saditor obtinut prin cultura in vitro in R. Moldova 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 structural-adaptiv la conditiile R. Moldova.

Importanta teoretica
Rezultatele experimentelor biotehnologice au confirmat notiunea de bioentitate
organospecifica, bazatd pe principiul totipotentei celulare la culturile in vitro pentru regenerarea

vitroplantulelor (prin organogeneza si embriogeneza somatica).

Valoarea aplicativa a cercetarilor: a fost elaboratda schema biotehnologica de obtinere a
materialului saditor sandtos si omogen la soiuri de mur fara spini de perspectiva pentru. Moldova.
Rezultatele cercetarilor sunt utilizate in Laboratorul de Biotehnologie si Embriologie 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 servit

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
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consiliului stiintific al GBNI in perioada studiilor doctorale (2013-2016). Cele mai importante
rezultate au fost prezentate in cadrul conferintelor stiintifice internationale: MexnynapoaHas
Hayunas Kondepenuun. K 200 Jletuto HBC, "Pons boranmueckux CanoB B CoxpaHeHUH
PasnooOpasus Pacrenmii", fAnra, Ykpawmna; 2012; HOOwieitnas Mexaynapoanas Hayuno-
[Tpaktuyeckas Kondepennus, nocsmennas 100-netuto borannyeckoro Cama, 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 Internationald a Doctoranzilor: "Tendinte contemporane ale
dezvoltarii stiintei: Viziuni ale Tinerilor Cercetatori", editia a I1I-a, Chisindu 2014, editia a [V-
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 Conservation of Plant
Diversity, Chisinau, 2015; Conferinta Nationala cu participare internationala ”Stiinta in Nordul
Republicii: realizari, probleme, perspective” (editia a II-a) Balti, 2016. Simpozionul stiintific
,Conservarea diversitatii plantelor in situ si ex situ”, lasi, 2016; Simpozion national cu
participare internationald ,,.Biotehnologii avansate — Realizari si Perspective”, editia a IV-
a,Chisinau 2016; International Symposium "Conservation of plant diversity" 5" edition,
Chisinau, 2017.

Sumarul compartimentelor tezei

in capitolul 1 este descrisa valoarea speciei in aspect biochimic, taxonomia, originea si aria
geografica de raspandire a murului. Este prezentat un scurt istoric al murului ca planta de cultura,
sunt evidentiate avantajele economice inclusiv pentru R. Moldova. Tot aici sunt descrise
biotehnologiile de cultivare in vitro cunoscute in lume, indeosebi la plantele producatoare de fructe

suculente.

in capitolul 2 sunt elucidate materialele biologice si metodele de cercetare. Sunt
caracterizate soiurile de mur luate in studiu si descrise metodele biotehnologice (conditiile de
sterilizare, inoculare, subcultivare, formulele chimice ale mediilor nutritive, caracteristica
factorilor fizici, tehnologici, morfo-anatomici, biochimici (analiza calitativa si cantitativd a
flavonozidelor, taninurilor si acidului ascorbic), activitatea antioxidanta si prelucrarea statistica a
datelor.

in capitolul 3 sunt prezentate rezultatele cercetirilor proprii, studiul microtehnicilor de
cultivare tisulare in cultura in vitro. Sunt elaborate formule hormonale si stabilite mediile nutritive
optime pentru caulogeneza, calusogeneza, microclonare, micropropagare, sunt evidentiate

interactiunile dintre mediul de cultura, explant si regulatorii de crestere. Sunt descrise procesele

12



calusogenezei si organogenezei la soiurile de mur, si dinamica de dezvoltare a inoculilor obtinuti.
Au fost selectate si determinate substraturile de cultivare ale plantulelor de mur ex vitro, stabilite
st descrise conditiile pentru aclimatizarea si calirea plantulelor regenerate (cerintele fatd de factorii

de mediu), eficienta aclimatizarii. Sunt descrise aspecte agrotehnice de cultivare a murului.

in capitolul 4 s-a descris studiul anatomic al frunzelor si evidentiate structurile anatomice
cu caracter diagnostic pentru identificarea soiurilor si a fost determinat complexul de indicatori cu
potential structural adaptiv la actiunea conditiilor mediului.

Studiul biochimic al fructelor si frunzelor a scos in evidentd prezenta flavonozidelor,
taninurilor, acidului ascorbic si continutul lor comparativ. Fructele de mur care provin de la plante
multiplicate biotehnologic poseda activitate antioxidanta inalta si pot fi recomandate ca aliment

sandtos si materie primd in domeniul, cosmetic si farmaceutic.

Concluziile generale si recomandarile practice. Sunt formulate 7 concluzii generale si 3
recomandari practice care elucideaza pe deplin rezultatele obtinute in realizarea scopului si

obiectivelor trasate.
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1. ISTORICUL, ORIGINEA SI TEHNOLOGIILE DE CULTIVARE IN VITRO A
GENULUI RUBUS L.

1.1. Etimologia si scurt istoric al taxonilor

Rubus L. este un gen de plante care face parte din familia Rosaceae. Numele deriva de la
cuvantul latin ,,ruber” ceea ce inseamna rosu [34]. Acest gen cuprinde zmeurul, murul si alte fructe
de padure. Fructele acestui gen deseori numite pomusoare de tip polidrupa, sunt alcatuite din
numeroase drupeole. Fructele sunt suculente, rosii si acrisoare, ulterior negricioase si dulci la
coacere [43].

Genul Rubus cuprinde multe specii arbustive sau subarbustive cu tulpinile prevazute cu
ghimpi [122, 132]. Datarea in timp a momentului de cand omul a inceput sa cultive diferite specii
agricole si pomicole este foarte veche. Domesticirea plantelor pomicole s-a produs in momentul
in care triburile au renuntat la viata nomada si au devenit sedentare. Fructele de padure au constituit
primordial primul aliment pentru om inca de la inceputul evolutiei sale [86, 131] .

Dovezi ale utilizarii fructelor in hrana oamenilor sunt numeroase si dateaza de la sfarsitul
epocii de piatra [61, 65]. Exista multiple informatii si dovezi materiale cum ar fi: fructe
carbonizate, sculpturi si basoreliefuri de pe vechile monumente, scrieri vechi religioase, inscriptii,
legende religioase, istorice si mitologice 1. Hr. (inainte de Hristos) etc. Pomii si arbustii fructiferi
au fost introdusi in cultura mai intai la popoarele din Orient, Egipt (pe valea Nilului), Mesopotamia
(pe valea Tigrului si Eufratului), Fenicia, Palestina, Persia, India, China [78, 79]. Dezvoltarea
impetuoasa a stiintelor naturii a determinat importante progrese in agricultura care a devenit o
ramurd de productie mai rentabila [19, 20, 25]. Alaturi de cultura extensivad a plantelor
agroalimentare se dezvoltd rapid productia intensiva horticola, cu deosebire pomicultura si
legumicultura. Primele informatii referitoare la cultura arbustilor fructiferi se gasesc in limba
stramosilor nostri daco-romani [43].

Murul este nativ din Asia, Europa, America de Nord, Australia, Africa si America de Sud
are originea geograficd cea mai raspanditd [81, 98]. Conform manuscriptelor au fost identificate
imagini ale genului Rubus din antichitate si pana in epoca Renasterii, care sunt descrise si evaluate
pentru informatii botanice si horticole [78, 81]. Cea mai veche specie europeana supravietuitoare
de mur este R. fruticosus L. [79]. Imaginile ei se gasesc in Codexul Juliana Anicia (Codex
Vindobonensis) din 512 d. Hr. (dupa Hristos), care contine copii ale mai multor texte mai vechi
inclusiv un ilustrat iluminat revizuire, partiala alfabetica in Materia Medica [98]. Cu privire la
aspectele medicale ale genului gasim lucrari scrise in primul secol de Pedanius Dioscorides. in

aceste lucrari sunt comparatiile imaginilor plantelor de mur existente cu cele de mai Tnainte, si sunt
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redate date despre identificarea filogenetica a murului de Dioscoridean in Codexul revizuiri
Neapolitanus (sec. VII d. Hr.), Morgan (secolul X d. Hr.), Grecian (sec. al V1ll-lea d. Hr.) si Arabe
(sec. al Xlll-lea d. Hr.). Sunt redate imagini ale g. Rubus L. din perioada medievala in revizuirile
lui Apuleius Platonicus: Leyden Apuleius, Book of Bald si Bodley [98]. Murul in calitate de planta
alimentara si medicinala se intalneste in descrierile artistice si stiintifice din perioada sec. XIV-
XIX d. Hr. Astfel putem conchide ca murul a fost cultivat 1n diferite regiuni specifice in mare parte
ca derivat a speciilor indigene din regiunile respective [98, 182].

Murul a fost Intrebuintat in Europa de peste 2000 de ani. Fructele erau consumate ca sursa
de hrana, uneori folosite in scopuri medicinale. Frecvent erau plantate in garduri vii pentru a se
proteja de intrusi [5, 43, 81].

Obtinerea si selectia soiurilor de mur, hibridizarea si introducerea lor in culturd are o istorie
nu prea lunga. Zmeurul R. idaeus L. a inceput sa fie introdus in cultura in Anglia in 1500. Soiuri
noi ale g. Rubus au fost obtinute in America de Nord la inceputul anilor 1800 [81, 182].
Exploatarea speciilor sdlbatice de mur are loc pand in zilele noastre servind ca material biologic
initial in practica amelioratorilor pentru crearea de soiuri, hibrizi cu caracteristici gustative,
terapeutice si tehnologice avantajoase celor preexistente [102-104].

in SUA, Rubus allegheniensis Porter, R. argutus L., R. cuneifolius Pursh si R. canadensis L.
au fost importante in obtinerea principalelor soiuri de mur, inclusiv ale unor taxoni lipsiti de spini
[78-80]. In sud-estul SUA, R. trivialis Michx. a fost utilizat pentru a conferi rezistenta la frig si
boli, cum ar fi soiul ‘Brazos’. In Europa, R. laciniatus Willd. a fost prima specie domesticita.
Ulterior aceasta specie a fost exportata in nord-vestul Pacificului (anul 1860), unde a fost creat
unul dintre principalele soiuri pentru aceasta regiune, ‘Thornless Evergreen’. Specia R. ursinus
Cham. & Schlecht. este nativa Pacificului de Nord-Vest si a fost folosita la obtinerea soiurilor care
se dezvolta in aceasta regiune [79, 81].

Astazi cei mai importanti producatori de fructe de mur sunt anume pe teritoriul statelor
Mexico si Oregon (SUA), si in Serbia unde se cultiva soiuri erecte, semierecte si repente [6, 15,
76]. La nivel mondial se cultivd urmatoarele soiuri de mur fara spini: ‘Apache’, ‘Hull’,
‘Thornfree’, ‘Black Satin’, ‘Arapaho’, ‘Navaho’, ‘Triple Crown’, ‘Chester’ si ‘Boysenberry’ [170-
172]. Productia globala comerciala a fost suplinita si de soiurile de mur cu spini: ‘Austin-Mayes’,
‘Shawnee’, ‘Kiowa’, ‘Choctaw’, ‘Cherokee’, ‘Cheyenne’, ‘Ouchita’ [78]. In statul Mexico cel mai
cultivat soi este “Tupy’. In Oregon si Chile, pe scard larga sunt cultivate preponderent pentru
procesare soiurile ‘Marion’, ‘Black Diamond’, ‘Thornless Evergreen’, ‘Silvan’, ‘Boysenberry’.
Pentru comercializarea in stare proaspita cel mai solicitat este soiul de mur ‘Obsidian’. In Australia

si Noua Zeelandi frecvent este cultivat soiul cu spini ‘Karaka Black’ [86]. In Rusia este solicitat
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soiul ‘Lawton’ [78]. In Romania s-au adaptat mai bine soiurile de mur fara spini ‘Thornfree’,
‘Smoothstem’, ‘Loch Ness’ care au un potential de productie foarte mare. Soiurile de mur lipsite
de spini, care au dat rezultate apreciabile In Romania, sunt in totalitate provenientd americana, [89,
90]. Astfel, ele sunt recomandate pentru multiplicare gratie diferitor particularitati biologice:
‘Navaho’, ‘Chester’, ‘Triple Crown’, ‘Thornfree’, ‘Smoothstem’, ‘Thornless Evergreen’, ‘Hull
Thornless’, ‘Logan-berry’, ‘Black Satin’ si ‘Loch Ness’[80, 93]. Dintre soiurile cu ghimpi
recomandate sunt: ‘Darrow’, ‘Wilson Early’ si ‘Comanchee’ sau ‘Gazda’ cu ghimpi putini [89-

91].

1.2. Caracteristica taxonomica si botanica a genului Rubus L.

Genul Rubus L. cuprinde numeroase specii variate de arbusti si subarbusti, prezente in
ambele emisfere ale Terrei, greu de delimitat din punct de vedere sistematic [51, 86, 122].
Conform sistemului de clasificare Takhtajan [149] genul Rubus L. are urmatoarea incadrare

sistematica (Figura 1.1):

Cormobionta
Magnoliophyta
Magnoliopsida
Rosales
Rosaceae
Rosoideae
Rubus
Fig. 1.1. Incadrarea sistematicd a genului Rubus.

Genul Rubus cuprinde mai mult de 250 specii, raspandite pe Terra dar mai frecvent in
regiunile cu clima temperata din emisfera nordica. Identificarea si delimitarea lor de-a lungul
anilor a fost foarte dificila din cauza hibridarii naturale si artificiale extinse ce a avut loc. In plus
soiurile au fost obtinute prin hibridare interspecifica, in special pe teritoriul Eurasiei si Americii
de Nord [24, 39, 43].

Murul comun sau murul european, cuprinde un numar mare de specii inrudite care, in
literatura contemporana de specialitate este tratat sub numele latinesc Rubus fruticosus [100, 132,
149, ].

La scara mondiala, taxonul complex sau agregatul R. fruticosus cuprinde aproximativ 2000
de denumiri de subspecii. Identitatea si denumirile corecte ale taxonilor subgenici in cadrul acestui

agregat necesita clarificari [122, 132, 152]. Deosebirea taxonilor specifici in cadrul genului Rubus
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este, de regula, problematica, deoarece diversitatea morfologica este foarte inalta, iar hibridizarea
interspecificd este larg raspanditd. Dupa Evans si al, 2007; Morin si al, 2012 termenul "R.
fruticosus aggregate” este folosit pentru a diferentia murul european de speciile care vegeteaza in

America de Nord [86, 96, 182].

Descrierea morfologica a genului Rubus L.

Arbusti cu tulpini bi- sau multianuale, mai rar plante subfrutescente sau erbacee, anuale.
Tulpini erecte, arcuit aplecate in jos sau repente, aculeate, uneori cu peri setacei, cu glande stipitate
sau glabre [78, 122]. Lastarii sunt de 1-3 m lungime, cu tulpina arcuita, rareori taratoare, acoperita
de ghimpi drepti sau recurbati. Frunzele sunt palmat-compuse, cu marginile neregulat serate, cu
nervuri paroase si proeminente pe fata interioara. Frunze, de regula digitat sau pedat-compuse, mai
rar penat-compuse sau simple si lobate, petiolate, stipelate, glabre, paroase sau tomentoase, de
obicei cu spini pe nervura dorsala si pe petioli [132, 169]. Florile bisexuate, rar monoice sau dioice,
albe, roze sau rosii, de obicei adunate in inflorescente cu putine sau multe flori, cu aspect de racem
simplu sau compus sau panicula si foarte rar solitare si terminale. Corola cu 5 petale de forma si
marimi diferite, rareori lipsesc. Receptacul plan sau concav dilatat, de obicei alungit convex.
Stamine numeroase, asezate in mai multe cercuri, fixate de marginea receptaculului, uneori mai
lungi decat stilele, mai scurte, sau egale cu acestea [153, 167]. Carpele numeroase, libere (gineceu
apocarpic), rareori numai 1-6, inserate pe receptaculul convex, cu cate 2 ovule, dintre care unul
degenereaza. Stil filiform, asezat aproape de varful ovarului, cu stigmat simplu. Fruct apocarpic,
compus din drupeole libere, zemoase, pe receptacul, cdzdnd impreuna cu receptaculul sau fara
acesta [39, 51, 86].

Conform literaturii [39, 51, 152], in flora spontand a R. Moldova vegeteaza 8 specii din
genul Rubus — R. idaeus L., R. caesius L., R. canescens DC., R. lloydianus Genev., R. tereticaulis
P. J. Muell., R. serpens Weihe ex Lej. et Court., R. nessensis W. Hall si R. candicans Weihe ex
Reichenb. Dintre speciile spontane un interes deosebit din punct de vedere farmaceutic reprezinta
R. candicans Weihe ex Reichenb., care habiteaza in padurile de foioase raspandite in centrul
republicii. Aceasta specie este tratatd diferit de catre taxonomistii scolii est-europene. Conform
literaturii de specialitate (Czerepanov, 1995) specia R. candicans este parte componentd din
taxonul specific complex (agsp.) R. fruticosus L. agsp. candicans (Weihe ex Reichenb.) A. et D.
Love [149, 152].

R. fruticosus L. agsp. candicans (Weihe ex Reichenb.) A. et D. Love, creste spontan in
zona padurilor, pe liziere. Lastarii din partea superioard sunt canaliculati, lungi, zvelti [132].

Frunzele destul de variate, in general mai inguste, cu foliole terminale eliptice, mai rar lat-eliptice,
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ovate sau obovate, adeseori mici, de obicei cu varf alungit, la frunzele superioare ovat-lanceolat.
Foliolele inferioare — scurt petiolulate. Inflorescenta — racem simplu, mai rar panicul. Florile —

albe sau palid roz, rar de un roz viu. Infloreste in lunile iunie-iulie, fructifica in august [122, 170].

1.3. Originea si ariile de cultivare a murului

Murul este originar din Europa, Asia Mijlocie si America de Nord. Datorita faptului ca se
poate aclimatiza foarte usor, aceastd plantd a cucerit aproape toate continentele si zonele
geografice [15, 76, 185]. Speciile native de mur sunt din abundenta intalnite in Europa, Asia de
Vest, America Centrala si de Nord. Frecvent in unele regiuni din America de Sud (Bolivia, Peru)
dar mai rar in alte regiuni ale lumii. In zilele noastre specii de mur sunt intalnite atit in America
de Nord, Europa, Asia, cat si in Australia si Africa (cu exceptia deserturilor) [172, 180, 183].

In Europa murul a inceput si fie utilizat atdt in medicina traditionald, cit si ca planta
ornamentald, cu aproximativ 1800-2000 de ani in urma. In SUA, dupa anii 1800 se incercau
primele aclimatizari ale soiurilor din regiunile nordice, in special soiurile fara spini [173, 174].

Conform cercetarilor unui grup de savanti [78] primul soi de mur a fost ‘Dorchester’ obtinut
in anul 1841, insa primul soi plantat a fost ‘Newrochele’ [79] in anul 1854, mai tarziu a fost
redenumit de American Pomological Society — ‘Lawton’. Ambele soiuri selectate au fost din flora
spontana, la fel ca alte soiuri ‘Auginbaugh’, ‘Eldorado’, ‘Lucretia’, ‘Snyder’ [78].

in anul 1860 in Europa, s-a reusit prima aclimatizare a soiului ‘Thornless Evergreen’. Acest
soi avand un rol important in industria comerciald, mai apoi a fost exportat in regiunea de Vest a
statelor, unde a devenit ulterior principala sursd de mur. Suprafata de cultivarea a soiului
‘Thornless Evergreen’ in statul Oregon (anul 2006) erau de 300 ha, pe cand in anul 1970 a fost de
peste 1000 ha [78]. Selectionerul american Hall in anul 1990 declara ca au fost selectate cu succes
soiuri de mur fara spini, ceea ce constituia o platforma importantd pentru cercetare [78].

Principalii cultivatori de mur la nivel mondial raman a fi cultivatorii din Rusia, Serbia,
Polonia, SUA. Cu cantitati mai modeste se impun pe piata cultivatorii din Ucraina, Canada, Mexic
si Spania. Exportul fructelor de mur si de zmeur in R. Moldova in perioada anilor 2013-2015 a
crescut cantitativ de 111 ori, de la 6,42 tone in 2013 la 712,065 tone, iar importul lor a scazut de
la 0,202 tone in 2013 la 0,086 tone in 2015 [48, 49, 171]. Conform datelor prezentate in Figura
1.1. suprafata terenurilor ocupate cu arbusti fructiferi a crescut de 3 ori in anii 2014-2016
comparativ cu anii 2006-2013. De la o suprafata de 0,9 mii ha (hectare) in anul 2006 la 3,1 mii ha
in anul 2016.
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mii, ha

Fig. 1.1. Dinamica suprafetelor totale cu plantatii de arbusti fructiferi si capsun [1]

In anul 2014, suprafata terenurilor arabile pe Terra constituiau 10,924% din suprafata totala.

Cele mai valorificate sunt terenurile din Europa — 30,35%, in special R. Moldova cu suprafata

terenurilor arabile Tn 2016 de 53,9% din suprafata totala. Anual in lume cresc suprafetele cultivate

cu arbusti fructiferi cu 6% [48].

Din anul 1989 pana in 2003 in Romania erau arii extinse de mur si respectiv, productia era

semnificativa (Tabelul 1.2.) iar incepand cu anul 2004 a inceput sa se reduca simtitor.

Tabelul 1.2.
Producerea fructelor de mur pe perioada 1989-2007 in Romania
Ani
1989 2002 2003 2004 2005 2006 2007
Parametri
Productia (t) 3000 2500 2000 804 109 115 120
Suprafata (ha) 250 150 100 79 63 63 65

Clima generoasa, pamanturile roditoare si oamenii muncitori sunt principalele repere care

au permis aclimatizarea unor soiuri de mur in R. Moldova. Prima plantatie de mur inregistrata

oficial in R. Moldova este cea din raionul Falesti, satul Sarata-Veche [173, 181].

Astazi in R. Moldova sunt inregistrate mai multe plantatii de mur. Una in raionul Ialoveni,

satul Tipala cu 3,7 ha, doua plantatii in raionul Falesti in satele Sarata-Veche si Parlita cu 13 si

respectiv 1,5 ha, rn. Calarasi 2 ha, rn. Orhei 2 ha [30, 173, 179, 181]. Plantatia din satul Holercani,
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raionul Dubasari cu o suprafata de 25 ha, a fost initiata cu material saditor avirotic multiplicat in
vitro, in laboratorul de Biotehnologie si Embriologie a GBNI.

Cultivatorii se bucura de o productivitate sporita cu peste 15 tone la hectar anual. Unicul soi
de mur omologat inregistrat in catalogul de soiuri al R. Moldova este ‘Thornfree’. Soiul un arbust
cu port robust, prevazut cu un sistem radicular puternic si bine dezvoltat, care patrunde pana la 1,5
m adancime 1n sol, din acest motiv planta rezista secetei. Mugurii adventivi de pe radacini asigura
refacerea in fiecare an a partii aeriene si permit inmultirea murului prin butasi de radacina.

Soiul ‘Thornfree’ are crestere repenta, cu ramuri arcuite spre baza, cu o lungime de 180-350
cm, glabre, cu scoarta de culoare verde, fara spini. Mugurii se formeaza in axila frunzei. Frunza
este compusa cu 5 foliole de forma obovata [48].

Florile bisexuate sunt adunate n spic multiflor situat la varful ramurilor laterale crescute in
anul precedent. Corola este de tipul 5, sepale pubescente lungi de 8-12 mm, petale de aceeasi
lungime cu caliciul, de culoare roz-deschis. Stamine numeroase. Fructul — o polidrupa suculenta,
de culoare negricioasd, lucioasd, compusa din drupeole, prevazute cu o samanta pietroasa, la
maturitate se desprinde cu tot cu receptacul [15]. Perioada de inflorire — luna mai; fructele se

maturizeaza in lunile iulie-august ( Figura A.9.7).

1.4. Valoarea nutritiva si terapeutica a fructelor de mur

Fructele constituie primul aliment in hrana omului chiar de la inceputul evolutiei sale [168].
Importanta esentiald a fructelor de mur consta n aceea ca contin compusi naturali cum ar fi:
flavonozide, antociani, taninuri, vitamine, saruri minerale, fibre, acizi organici, pectine [37, 104-
106, 171]. Aceste produse sunt recomandate in primul rand, cadnd hrana omului este saraca in
vitamine. Trebuie de mentionat faptul cd murul este o plantd melifera, deoarece florile sunt
deosebit de bogate 1n nectar, cu o valoare inaltd nutritiva si terapeutica [94, 95].

Substantele biologice din fructele de mur se asimileaza rapid in organism, refac rezerva de
glicogen a ficatului, conferind organismului stare reconfortantd. Consumul fructelor de mur nu
conduce la obezitate [5, 97, 99, 100]. Acizii organici asigura pastrarea mai buna a vitaminei C,
miresc pofta de mancare, potolesc setea si au rol ricoritor. In calitate de aliment sanitos in hrana
omului, fructele de mur sunt utilizate sub forma de gustare sau desert Intre mese, in stare proaspata,
ceea ce permite ingerarea intregii cantitati de vitamine si saruri minerale necesare organismului
uman [102-105].

Fructele de mur pot fi consumate proaspete, uscate, congelate sau procesate [ 174]. Sub forma
de suc unicomponent sau cupajat, pireuri, dulceatd, marmeladd, compoturi, gemuri, bauturi

alcoolice (vin, lichior, rom). Sunt addugate in inghetate, iaurturi, branzeturi, diferite produse de
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patiserie. Plinius cel Batran si Dioscorides Pedanius, doi dintre cei mai cunoscuti savanti antici,
apreciau insusirea astringenta terapeutica a fructelor de mur, iar sucul fiind utilizat contra mai
multor afectiuni [104-106].

Fructele de mur constituie totodatd o sursd importantd de materie prima, deosebit de
valoroasa pentru obtinerea unor produse naturale (pectine, uleiuri, vitamine, taninuri etc.), cu
utilizare larga in medicina si cosmetica. Fructele in stare proaspata, au calitati gustative si aspect
exterior atragator [106, 170].

Fructele de mur contin: 2-25% hidrati de carbon sub forma de zaharuri usor asimilabile
(zaharoza, glucoza, fructoza), 80-85% apa, 0,5-1,5% proteine, 0,5% acizi organici liberi, 0,4-1,6%
substante pectice, 0,1% substante tanoide, 0,5% substante minerale pe baza de K, Ca, Mn, Fe, Al,
S, P, Si, Cl, B, 0,8-1,0% celuloza, 0,1-0,7% lipide, vitamine, aminoacizi, 0,4-1,6% substante
pectice, 0,5% substante minerale, 0,5-1,5% proteine si vitaminele A, B1, Bz, Bs, Bg, C si E [168,
169]. Zaharurile din fructe spre deosebire de cele simple, sunt asimilate de organismul uman foarte
usor, intrand direct in circuitul sanguin, fard transformari prealabile care sd necesite consum de
energie.

Acizii organici ce se contin in fructele de mur sunt neutri fatd de aciditatea sucului gastric,
lar substantele pectice si sarurile minerale din fructe contribuie la diminuarea aciditatii gastrice.
Sucul fructelor, poseda efecte benefice asupra sistemului neurovegetativ [138, 140, 147].

Conform principiilor alimentatiei rationale, consumul zilnic al murelor este de circa 200-300
g fructe proaspete si industrializate, constituind cca 75-100 kg de fructe anual per locuitor [68, 74,
185, 186].

Fructele speciei R. fruticosus au proprietati astringente generate de continutul sporit de tanin.
Acesta fortifica tesuturile, amelioreazd sangerarile minore, favorizeaza tratarea diareei si a
inflamatiilor intestinale. Consumul fructelor de mur este indicat, in caz de infectii usoare precum
iritatii ale gingiilor si cailor respiratorii. Tot datoritd taninurilor, fructele de mur sunt benefice la
tratarea afectiunilor inflamatorii [107, 112, 139].

Fructele de mur detin un continut sporit de antociani — responsabili de culoarea lor intensa.
Aceste substante poseda proprietati puternic antioxidante, in corelatie cu vitaminele C, E si acidul
elagic. In ansamblu poseda efect anticancerigen, sunt binevenite in afectiuni cronice, cardiace. De
asemenea, antocianii au efect antioxidant si amelioreaza starea sistemului nervos, sunt o clasd de
compusi naturali polifenolici care sunt responsabile pentru culoarea intunecata. Fructele de culoare
intunecata in opinia mai multor cercetatori, reprezintd o sursd de compusi bioactivi cu caracter
antioxidant, in special cele de mur si afin [74, 75, 141, 142, 160]. Fructele de mur sunt sursa

naturala de salicil, substanta activa regasita in aspirina.
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Fructele de mur sunt surse bogate in fibre. Murele contin fibre solubile precum pectina care
contribuie la activitatea normala a tractului digestiv uman si previne obezitatea [138, 146, 147].
Substantele pectice din mur, importante pentru calitdti gelifiante, sunt utilizate in tehnologia de
prelucrare, sunt transformate in protopectine si pectine. Celuloza din fructele de mur, joaca un rol
important mecanic, stimuleaza peristaltismul intestinal [142, 147].

Substantele minerale din mur cum sunt sarurile de potasiu au actiune alcalinizanta, iar
prezenta lor 1n cantitéti sporite in organismul uman favorizeaza eliminarea sodiului, datorita caruia
aceste pomusoare previn aparitia edemelor in tratamente cu cortizon [135-137]. Potasiul si
magneziul sunt necesari in procesul de crestere si la sinteza proteinelor. Fierul participa la
refacerea hemoglobinei si este indispensabil respiratiei celulare. Fosforul intervine 1in
metabolismul glucidic, intra in constitutia tesutului osos, participd in diverse reactii biochimice.
Calciu este constituentul de baza al scheletului, are un rol de coagulare sanguina, in functionarea
normala a sistemului nervos. Sulful impreuna cu fosforul participa la sinteza substantelor proteice,
din aceste motive murul este un aliment primordial pentru om [107, 147, 185].

Fructele de mur contribuie la echilibrul de calciu in organism si are efect pozitiv asupra sistemului
circulator, digestiv etc. [107].

Fructele de mur au o capacitate de absorbtie a radicalilor de oxigen (ORAC) de aproximativ
28 micromoli la 100 g de fructe, fiind unele dintre cele mai bogate surse de antioxidanti. Sunt
bogate 1n acid elagic, care este un compus fenolic, antiviral, antibacterian si anticancer. Conform
datelor expuse de organizatia mondiala de Berry Health Benefits Network fructele de mur contin
3,69 mg de acid elagic per gram de fructe [170, 171, 176]. Cercetarile efectuate de American
Cancer Society au demonstrat ca acest compus este promitator in tratamentul cancerului. Pectina
nu este singurul remediu impotriva colesterolului pe care il poseda fructele de mur. Fibrele solubile
au si ele un rol foarte important in reducerea nivelului de colesterol LDL (lipoproteina care contine
cea mai mare cantitate de colesterol seric (60-70 %). Fructele de mur poseda continut sporit de
vitamina C. In acest context in cadru Oregon State University s-a realizat un studiu care a
demonstrat ca: doze mari de vitamina C pot preveni raceala la unii indivizi si pot reduce durata
maladiei cu 14% la copii si cu 8% la adulti [ 125, 165, 171, 185]. De asemenea, datorita continutului
de taninuri, murele favorizeaza ameliorarea iritatiilor faringiene, laringiene, provocate de raceli si
gripa. Fibrele si pectina prezente in fructele de mur sunt benefice sistemului cardiovascular,
reducand nivelul colesterolului. De asemenea, magneziul din aceste fructe fortifica sistemul

cardiovascular relaxand arterele, permitand sangelui oxigenat sa circule fluid in organism [68, 74,

156, 165].
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Analizand principalele clase de compusi (Tabelul 1.2) in doud soiuri de mur frecvent
cultivate in Serbia, observam ca in soiul de mur ‘Thornfree’ cantitatea de compusi fenolici este
mai mare comparativ cu soiul autohton ‘Cancansca Bestrna’, continutul de fenoli variaza intre
235,09 GAE/100g FW 51 270,22 GAE/100g FW mg. La fel si cantitatea de flavonozide, antociane

si substante pectice. Factorii abiotici au o influentd insemnatd asupra capacitdtii antioxidante a

plantelor.
Tabelul 1.2.
Compusi chimici in fructele soiurilor de mur cultivate in Serbia [31]
Zl/rc; Compusi chimici ‘Cancansca Bestrna’ ‘Thornfree’
1. Fenoli g/100 FW GAE 235,09 270,22
Flavonoide g/100 FW RE 143,33 172,95
3 Antociane g/100 FW CGE 50,95 102,31
4. Substante solide g /100g FW 11,96 15,57
5. Celuloza g/100g FW 2,20 2,97
6 Substante pectice g/100g FW 0,29 0,30
7 Protopectina g /100g FW 0,15 0,17
8. Aciditate g /100g FW 1,36 1,39
9. Zahar total g /100g FW 5,36 5,98
10. | Zahar reducator g /100g FW 1,46 1,32
11. | Zaharoza g /100g FW 3,71 4,43
12. Proteine g /100g FW 1,40 1,49

Nota: FW — fructe proaspete

Numeroase lucrari [83, 84, 125, 139, 150, 155, 160, 166] demonstreaza ca factorii de mediu
(lumina, temperatura), procedeele de cultivare se rasfring asupra capacitatii antioxidante a
pomusoarelor. Mai multi factori genetici si de mediu afecteaza productia de fructe si acumularea
de compusi bioactivi in fructe, determinand calitatea nutritionala [87, 125, 128, 155, 160, 164,
166]. Aceste caracteristici ce tin de factorii de mediu, factorii fiziologici, cantitatea de principii
active, 1n fructe manifestd interes in studii si cercetari, ca consumul de fructe sau pomusoare sa
compenseze consumatorului aportul necesar de compusi si principii activi, necesare sanatatii
umane.

In timpul studiilor de laborator, s-a sesizat ca acidul elagic incetineste cresterea tumorilor
maligne si distruge celulele canceroase la animalele de laborator [135, 136]. Alte studii efectuate
de American Cancer Society indica ca acidul elagic poate reduce efectele nocive pe care estrogenul
le are in cazul cancerului glandelor mamare [136, 140, 141].

Un rol important in lupta impotriva cancerului il au si antioxidantii si vitamina C din mure
care ajutd la reducerea radicalilor liberi, prevenind astfel aparitia cancerului si a diferitelor boli

cronice. Murele contin pectina si fibre solubile, doud substante cunoscute pentru efectul lor de
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reducere a colesterolului (LDL) [176]. Un studiu din 1987 a Universitatii din Florida, condus de
Dr. James Cerda, publicat in Science News, evidentiaza faptul ca dupa 4 luni in care au consumat
pectine din fructe, participantilor la studiu li s-a redus nivelul de colesterol cu o0 medie de 9%, iar

la unii participanti li s-a redus nivelul de colesterol cu pana la 19% [141, 147, 171].

1.5. Cerintele murului fata de factorii ecologici

Murul in calitate de planta de culturd corespunde conditiilor de sol si clima ce sunt favorabile
cultivarii pe suprafete mari in R. Moldova [18, 19]. O serie de insusiri remarcabile ale acestor
specii: precocitate, capacitatea de a valorifica o gama variata de tipuri de sol, bogéatia in substante
nutritive a fructelor si frunzelor, sunt argumente care pledeaza pentru accelerarea ritmului de
extindere a murului si a mai multor soiuri si varietati de mur valoroase, precum si valorificarea in
conditii experimentale cu ulterioara introducere in cultura [1, 4, 6, 175, 177]. Specii rustice, unele
din ele cu plasticitate ecologica destul de buna, arbustii fructiferi se adapteaza relativ usor la
conditii si sisteme de culturd variata din R. Moldova. Cultivarea arbustilor de mur in fermele si
gospodariile profilate asigura o utilizare mai rationalad si mai uniforma a fortei de munca in cursul
anului [88, 177]. Sunt mai multi factori ecologici care contribuie la cresterea si dezvoltarea

murului.

Lumina influenteaza pozitiv calitatea fructelor. Murul este o specie exigenta fata de lumina,
necesitd plantare pe versantii cu expozitie favorabild. De asemenea directia randurilor se

orienteaza in asa fel, incat, sa valorifice maximum lumina, mai ales in zonele inalte [1, 48, 6].

Temperatura poate fi un factor limitativ pentru cultivarea murului, deoarece poate fi afectat
de temperaturi excesiv de scizute — 20-25°C in perioada de repaus, dar nici extrem de ridicate in

perioada de vegetatie. Soiurile ce provin din murul sdlbatic sunt mai rezistente la ger [41, 47].

Umiditatea. Murul fata de umiditatea solului este mai rezistent decat zmeurul, are sistemul
radicular mai profund si poate rezista la perioade scurte de secetd. Pentru rezultate mai bune in
cultivarea murului cultura se recomanda sa fie irigatd. Se recomanda irigarea in perioada de

formare si coacere a fructelor [1, 144, 145].

Solul. Plantatiile de mur valorificd mai bine terenurile comparativ cu alte culturi. Este
recomandat solul nisipos-lutos, bogat in humus, cu buna capacitate de retinere a apei si bine aerisit,
cu pH — 5,6-6,5, bogat 1n azot si proteine [88, 126]. Nu sunt recomandate solurile sarace si foarte
grele, reci, uscate si calcaroase. Datoritd sistemului radicular dezvoltat, speciile de mur valorifica

terenul si in acest mod, asigurand, in conditiile unor tehnologii adecvate productii eficiente si
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avantajoase. De mentionat faptul ca murul nu valorifica unele terenuri, deseori cu risc de eroziune,

terenuri alunecoase, cu solul subtire sau cele mlastinoase din luncile raurilor [151].

Curentii de aer in perioada de iarnd pot provoca pagube de inghet, vara maresc seceta
atmosferica. Lipsa totald a curentilor favorizeaza aparitia bolilor si maresc pericolul ingheturilor
tarzii de primavara [178, 180, 183].

Relieful variat al teritoriului R. Moldova, cu versanti expusi la soare si vai adapostite, care
intrunesc conditii de precipitatii suficiente, temperaturi moderate, insolatie favorabila si adapost
impotriva curentilor si a vanturilor, ar favoriza dezvoltarea unui important patrimoniu de culturi
de bacifere. In conditii normale, productia de fructe la unele specii ar depasi necesititile de consum
intern, fiind utilizate la export in stare proaspata sau prelucrata [145, 146, 151]. In comparatie cu
alte produse agricole, fructele si produsele din fructe de mur detin o valoare ampla, asigurand
comert avantajos. Cultivarea murului contribuie la combaterea eroziunii si a poluarii solurilor.
Prezenta intr-o anumitd regiune, pe un anumit teritoriu a unor plantatii in masiv, contribuie

semnificativ la modificarea de multe ori a regimului si calitatii climatului [75, 151, 182-184].

Boli si daunatori. Protectia plantelor de mur impotriva bolilor si daunatorilor se efectueaza
prin tratamente pe baza buletinelor de avertizare emise de unitétile abilitate in acest sens. Dintre
bolile specifice mentionam: rugina (produsa de ciupercile Phragmidium rubiidaeisi, Phragmidium
violaceum) care ataca atat frunzele, cat si scoarta tulpinilor si lastarilor; patarea alba (produsa de
Mycosphaerella rubi) a frunzelor; mucegaiul cenusiu al fructelor (Botrytis cinerea). Dintre
daunatori, pericol prezinta afidele, paianjenii tetranichizi si insectele defoliatoare, care se combat
cu produsele specificate in buletinele de avertizare [48, 58].

Importanta murului din punct de vedere ecologic este: plantele de mur purifica aerul de praf,
fum si gaze; asigura o compozitie normala a atmosferei prin consumul de CO: si eliberarea in
schimb a unei cantitati de aproape 3 ori mai mare de oxigen; atenueaza extremele de temperatura;
maresc umiditatea relativa a aerului; micsoreaza viteza vanturilor; favorizeaza retinerea zdpezii
etc. [88]. Plantatiile joaca un rol antierozional, intervenind activ in conservarea solului prin
protectia impotriva eroziunii de suprafatd si adancime, prin evitarea si impiedicarea alunecarilor
de teren [40, 45, 46]. O metoda eficienta se realizeaza prin selectarea soiurilor rezistente la boli si
daunatori si arderea buruienilor. Se aplica produse pe baza de plante, uleiuri vegetale aromatice si
anumite pesticide clasice pe baza de sulf sau cupru [145-147].

Tendintele dezvoltarii culturilor bacifere din R. Moldova, avind in vedere importanta
economica deosebita a fructelor cuprind masuri si actiuni prioritare. Dintre acestea pe primul loc

se situeaza promovarea tehnologilor de cultivare ecologica a plantelor [102, 107].
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1.6. Tehnologii de multiplicare si cultivare a soiurilor de mur de perspectiva

Lucrari stiintifice privind micropropagarea in vitro a murului in literatura din domeniu sunt
limitate [37, 38, 66, 89, 90, 118-120].

In prezent metoda culturii tisulare si celulare in vitro a creat o posibilitate reald pentru
obtinerea unui material saditor de calitate inalta [64]. Elaborarea bazelor metodice si formarea
acestei stiinte are o istorie relativ scurta de dezvoltare. Cele mai timpurii lucrari, in care s-au facut
incercdri de a folosi metoda culturii izolate in conditii controlate au fost cercetdrile lui Boune
(1907), Sachs (1893), Brown si Morria (1892). Primele experimente ale unor celule vegetale au
fost realizate de Haberlandt incd in 1902, care pentru prima datd a folosit metoda culturii
tesuturilor si celulelor vegetale pentru demonstrarea totipotentei celulelor [2, 3, 7].

Ulterior, in anul 1932, White a reusit realizarea unei culturi indefinite de extremitati de
radacina, iar in 1939 Gautheret, Nobecourt si White realizeaza astfel de culturi din diverse
tesuturi vegetale [8-11].

Cu ajutorul metodelor biotehnologice in vitro se obtin biomase bogate in substante active cu
un inalt grad de puritate, tesuturi ale plantelor sau chiar indivizi intregi de organisme [33, 46].

Biotehnologia are numeroase aplicatii in cultivarea plantelor. S-a constatat ca toate tipurile
de celule pot fi cultivate pe medii nutritive artificiale in laborator [3, 11, 64]. Cultivarea in vitro a
celulei vegetale este capabild sa regenereze o plantd noud. Aceasta aptitudine, numita totipotenta,
sta la baza metodei principale biotehnologice moderne folosite in agricultura. Celulele vegetale si
tesuturi cultivate pot sintetiza substante biologic active, care sunt produse de plante. Aceste
tehnologii sunt utilizate in industriile alimentara si farmaceutica [8-11, 16, 17].

In anul 1952 s-a reusit pentru prima data, prin metoda lui Morel si Martin (Franta), bazata
pe cultura de meristeme, obtinerea imunitatii fatd de viroze in cazul unei crizanteme. In 1975,
au extins tehnica la cartof. In perioada anilor 1958-1960, s-a infiintat prima minicolectie de
plante ,,vindecate”, folosindu-se tehnici de micro-reproducere in vitro. in anul 1963, Morel a
folosit metoda de cultivare a meristemului pentru a obtine orhidee indemne, din punct de vedere
viral, a cdror inmultire vegetativa este foarte lentad. Din 1963, microinmultirea in vitro s-a
raspandit foarte rapid in intreaga lume [8-11, 64].

Cultura de tesuturi aplicatd la mur s-a dovedit a fi o cale eficientd si rapidd de obtinere a
materialului saditor in R. Moldova [17, 27-29, 30]. Aceasta tehnica este utilizata in special cand
materialul biologic micropropagat este bine selectat si lipsit de virusuri [3, 30, 33]. Micropropagarea
murului implicd secventierea lastarilor proliferati din mugurii apicali si axilari. Lastarii se inrddacineaza

pe medii speciale de inducere a rizogenezei. Aceastd tehnica este cea mai eficientd metodd pentru
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proliferarea rapida si evita variatia somaclonala [2, 3]. Broome si Zimmerman (1978) micropropagand
soiurile de mur ‘Black Satin’, ‘Dirksen Thornless’, ‘Smoothstem’ au observat variatii intre genotipuri la
explantii proliferati si raspunsul morfogenetic al mediului de culturd in dependentd de compozitia
acestuia [119, 124]. Cercetatorul Red (1990) a evaluat 256 de combinatii ale genului Rubus regenerandu-
le si proliferandu-le, apoi constatand ca 69% din genotipuri pot fi crescute cu succes pe mediul MS
(1962). Un numar impunator de cercetatori a incercat in cultura de meristeme de a imbunatati procedeele
de cultivare pentru a evita variatia somaclonala [119, 120, 157]. Protocolul de regenerare este esential
pentru transformarile genetice [8-10, 16]. Graham si McNicol (1990) raporteazd ca fragmentele de
internod poseda o ratda mai sporita de regenerare decat segmentele fasonate din limbul foliar al plantei de
zmeur la soiurile ‘Autumn Bliss” si SCRI 824E6 si pentru hibrizii ‘Taybery’, ‘Temmelberry’ si
‘Sumberry’ cat si pentru soiul de mur ‘Loch Ness’. Meng si colaboratorii (2004) au descoperit procedura
de regenerare a explantilor din petiolul de frunza la soiul ‘Marion’ [120, 121].

Posibilitatea de a selecta plante tipice (caracteristice) din cele derivate din cultura de tesuturi este
foarte importanta pentru propagatorii de plante. Skirivin si al. (1981) a obtinut o rata inaltd de proliferare
la soiurile ‘Thornless Boysen’, ‘Thornlees Young’ si ‘Thornless Evergreen’. Cea mai inaltd rata de
proliferare a fost remarcat la soiurile ‘Thornless Boysen’ si ‘Thornless Evergreen’ evidentiindu-se plante
tipice in cultura in vitro timp de 2 ani de zile [118, 119, 121].

Cercetatori romani [89, 91] pentru faza de initiere au utilizat MS 100% 1962 modificat, Myo
inositol 100 mg, vitamina B1 — 1,0 mg/l, vitamina Bs— 0,5 mg/I, acid nicotinic — 0,5 mg/l si BAP
— 0,7 mg/l. Pentru procesul de multiplicare in vitro. S-au efectuat numeroase cercetari si
experimente pentru a stabili un mediu optim, veseld adecvata multiplicarii, diferite tipuri de butasi
(minilastari), agenti de gelificare pentru a avea o pondere de multiplicare rentabild. Tot pentru faza
de multiplicare este selectat mediul MS 1962, care este suplimentat cu diferiti regulatori de crestere
din grupul auxinelor (in special AIB), citochinine, mai des utilizat fiind BAP cu concentratii de 1-
3 mg/l si concertatii scazute de giberilind AGs. La specia de R. laciniatus, soiul ‘Thornless
Evergreen’, concentratiile de BAP au fost mai scazute de 1mg/l, fara supliment de auxine, pentru
o ratd inaltda de multiplicare studiatd de Fira si colaboratorii (2009, 2010). Pentru initierea
rizogenezei in vitro cel mai des regulator de crestere utilizat este auxina AIB [37, 89, 113].

O etapa importanta este si procesul de aclimatizare ex vitro. Este necesar de stabilit conditii
optimale si eficiente pentru o pondere inalta de aclimatizare a vitroculturilor [89-91]. Des fiind
utilizat diferite tipuri de palete cu turba sau mixuri (perlit, sol de gazon, turba, vermiculit)
utilizdndu-se individual sau amestecuri in diferite proportii [27, 28, 30, 31, 53, 57]. Faza de ex
vitro de obicei are loc in camere de cultivare, sere. La faza de aclimatizare plantele sunt deja

inradacinate in vitro pe medii nutritive cercetate de un grup de savanti [66, 89, 154] la soiurile
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‘Thornless Evergreen’ si ‘Loch Ness’ inrddacinarea a avut loc in faza de ex vitro in hidrocultura.
Reesind din datele literaturii de specialitate o astfel de cercetare este foarte oportuna pentru
agricultura R. Moldova, fiind formulat scopul tezei: Elaborarea biotehnologiilor de
micropropagare si microclonare a soiurilor de mur fard spini de perspectivd si studiul
biomorfologic in conditiile pedoclimatice ale R. Moldova. Pentru realizarea acestui scop au fost
propuse urmatoarele obiective: Identificarea soiurilor de mur, donatoare de explanti 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 la soiurile de mur si determinarea conditiilor de aclimatizare in sera si de
initiere a plantatiilor in teren. Studiul anatomic s biochimic comparativ (flavonozide, taninuri, acid
ascorbic) la soiurile de mur. Elaborarea schemei tehnologice de micropropagare a materialului
saditor la soiurile de mur de perspectiva si contributii la fortificarea genofondului GBNI (crearea

colectiei cu soiuri de mur).

1.7. Concluzii la capitolul 1

Analiza literaturii de specialitate atesta ca:

1. potrivit relatarilor murul este utilizat inca din antichitate in calitate de planta alimentara
si medicinala, fiind intalnit in descrierile, artistice si stiintifice, se considera derivat in mare parte
din speciile indigene;

2. obtinerea si selectia soiurilor noi are loc din anii 1800, in America de Nord, iar
exploatarea speciilor sdlbatice are loc pana in prezent;

3. fructele de mur sunt bogate in numerosi nutrienti valorosi esentiali pentru sanatatea
umana — fenoli, flavonoide, compusi antioxidanti, minerale, vitamine, fibre. Acesti compusi au rol
protector al organismul de cancer, imbatranire, diverse inflamatii, afectiuni neurologice. Consumul
de fructe de mur are un potential sporit si necesar pentru mentinerea unui echilibru nutritional de
calitate pentru toate categoriile de consumatori;

4. cultivarea murului in conditiile R. Moldova este eficienta deoarece planta este rezistenta
la conditiile pedo-climatice: temperaturi inalte de canicula, secete, cat si temperaturi joase de pana
la— 25°C. Cu toate acestea, cercetarea particularititilor de dezvoltare a acestei culturi, precum si
aprecierea cerintelor fatd de factorii ecologici, ne-a permis sa constatim o posibilitate reald de
introducere pe sectoare de producere a soiurilor din agsp. R. fruticosus L., si sp. R. lacinatus Willd.,

in R. Moldova, respectand anumite cerinte specifice in ceea ce priveste conditiile de cultivare;
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5. relativ noud, cultura "in vitro" a meristemelor constituie o metoda cu aplicatie larga, care
a fost utilizata in experientele mai multor savanti atat in scopuri practice, cat si pentru regenerarea
plantelor libere de virusuri, inmultirea rapidd, neoformarea materialului saditor cu valoare
biologica ridicata. Inmultirea prin minibutasi la mur si micropropagarea "in vitro" ofera o buni

stabilitate genetica a materialului saditor obtinut.
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2. CARACTERISTICA MATERIALULUI BIOLOGIC SI METODELE DE
INVESTIGATIE

2.1. Caracteristica materialului biologic si centrele stiintifice de efectuare a

experientelor

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 ‘Thornles Evergreen’ care provine de la specia R. laciniatus Willd, avand
origine americana, soiul ‘Polar’ origine poloneza si ‘Loch Ness’ origine scotiana.

Prin colaborarea Laboratorului de Embriologie si Biotehnologie a GBNI cu ,,Statiunea de
cercetare si dezvoltare in pomiculturd” din Cluj-Napoca, Roméania in cadrul proiectului bilateral,
a fost efectuat schimb de material biologic. Cercetarile de micropropagare, multiplicare in vitro,
aclimatizare a materialului vegetal au fost efectuate in Laboratorul de Embriologie si
Biotehnologie a GBNI. Infiintarea colectiei cu soiuri de mur a avut loc pe lotul experimental al
GBNI. Studiu fitochimic al celor mai principale clase de compusi chimici si studiul anatomic s-a

efectuat la Catedra de farmacognozie si botanica farmaceutica a USMF “Nicolae Testemitanu”.
2.2. Metode de studii

2.2.1. Metode biotehnologice

Pregitirea materialului vegetativ si prelevarea explantului. Experientele au fost
efectuate in cadrul laboratorului de Embriologie si Biotehnologie al GBNI. Cercetérile s-au
rezumat la stabilirea metodologiei de microinmultire, folosind explante de la soiurile studiate.

In calitate de obiect de cercetare in cultura in vitro au servit meristemele apicale, meristeme
apicale ale lastarilor laterali (provenite de la plantele din teren deschis); fragmente de limb foliar,
fragment de lastar, fragment de radacini care ulterior au fost sterilizate conform metodelor adaptate
in laboratorul de Embriologie si Biotehnologie al GBNI si metode descrise in metodicele de
specialitate [7, 9, 10]. Pentru experimente s-au utilizat diferite medii suplinite cu regulatori de

crestere.

Tehnici de sterilizare a veselei si mediilor de cultura.
Laboratorul de culturi in vitro dispune de 5 zone distincte: zona de preparare a mediilor
nutritive, zona de inoculare a explantelor, zona de micropropagare si microbutdsire, zona de

crestere a culturilor in vitro, zona de aclimatizare a plantelor obtinute prin culturi in vitro.
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Asepsia inventarului, boxelor, echipamentului este o0 conditie obligatorie a reusitei unei
cultivari in vitro [31]. Echipamentul dotat pentru aceste incaperi care a fost utilizat la realizarea

cercetarilor este prezentat in Tabelul 2.1.

Tabelul 2.1.
Echipamente de laborator utilizate 1n cercetari biotehnologice
Nr. D_enumlrea . Marca Utilizare
d/o | echipamentului
1. | Aragaz electric FIRST Austria Prepararea mediilor nutritive, dizolvarea

componentelor chimice
2. | Balanta analitica KERN ALJ 220-4M | Cantarirea substantelor pentru prepararea
mediilor nutritive

3. | Distilator GEU-2120 Producerea apei distilate pentru prepararea
solutiilor stoc si a mediilor nutritive

4. | Dulap VEB pentru uscarea vaselor chimice

5. | Dulap CHOJI-3,5 Pentru sterilizarea vaselor de cultivare a

KC-65 plantulelor (eprubete, colbe, borcane, cutii Petri)

6. | Frigider, congelator A NORD Pentru pastrarea reagentilor chimici, solutiilor
stoc etc.

7. | pH-metru H-160MI1 Ajustarea pH-ului mediilor de cultura

8. | Hota cu lux laminar Asigura zona sterild in hota si in jurul ei

de aer steril
9. | Autoclav SYSTEC BB-150 Sterilizeaza mediile nutritive, instrumentarul

VAPORMATIC 770

In asemenea cazuri se creeazi un mediu favorabil pentru dezvoltarea diferitor
microorganisme ca: ciuperci, bacterii. Astfel, apare necesitatea de a introduce anumite mijloace
de sterilizare. In dependentd de obiectul sterilizat procedura de sterilizare s-a efectuat utilizand
urmatoarele patru metode:

« sterilizarea cu aer fierbinte in dulapuri speciale de uscat la o temperaturd cuprinsa intre
170-180°C. Prin asemenea mijloc sunt sterilizate vasele necesare pentru inocularea si dezvoltarea
de mai departe a culturilor in vitro si, de asemenea vasele pentru pregatirea mediilor de cultura.

» sterilizarea cu aburi prin intermediul autoclavului la 120°C timp de 15-20 minute. Acest
tip de sterilizare s-a utilizat in cazul mediilor de cultura.

« sterilizarea cu ajutorul compusilor chimici de diferitd natura si la o anumita duratd de
timp. In acest context s-a recurs la sterilizarea materialului initial.

« sterilizarea cu ajutorul razelor ultraviolete, necesara pentru laminar si incaperea aseptica
unde se deruleaza activitatea de inoculare si transfer a materialului vegetativ.

Sterilizarile efectuate s-au rezumat la urmatoarele actiuni:
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In calitate de vase s-au utilizat: vase de sticld cu volumul de 50 ml; colbe conice; eprubete
biologice cu baza rotunda; cutii Petri.

Pentru pregatirea propriu-zisa a mediilor s-a folosit: baloane Erlenmeier, Bunzen, baloane si
pahare cotate, cilindri de masurat, pipete. Toate vasele bine spalate s-au trecut prin apa distilata si
s-au sterilizat prin expunerea la aer uscat fierbinte la 180°C timp de 2-3 ore in etuve. Mediile de
cultura pregatite au fost repartizate in vase, acoperite cu foliole de aluminiu si autoclavate la 120°C

timp de 15-20 minute [8, 22].

Sterilizarea boxei, laminarului si a inciiperii aseptice. In acest scop s-a pus in functiune
lampa bactericida pentru 2-3 ore. Paralel s-a efectuat si sterilizarea imbracamintei si a
instrumentelor de lucru amplasate in interiorul boxei. In cazul transferului materialului prin
intermediul laminarului, sterilizarea s-a efectuat cu raze ultraviolete timp de 1 ord si apoi s-a

asepsizat toata suprafata cu alcool.

Sterilizarea instrumentarului de lucru. Dupa o sterilizare prealabild in etuva timp de 2 ore
si o prelucrare cu raze ultraviolete, instrumentele sunt supuse altei proceduri. Inainte de a incepe
lucru si nemijlocit in procesul de desfasurare a activitatilor de inoculare, de transfer sterilizarea s-
a realizat prin flambare repetatd ori de cate ori se finalizeazd o actiune si incepe alta, la flacara
spirtierei. Imersarea s-a facut in alcool etilic de 95% [56, 57].

Mediul de cultura se sterilizeaza la presiunea de 0,75 — 1,0 atm, temperatura 110-120°C in
decurs de 15 minute pentru eprubete si colbe mici de 25-50 ml si in decurs de 30-40 minute pentru
volume de 3-4 ore pentru colbe mari de 1 I. Mediul de cultur se sterilizeaza in aparatul Vapormatic
770 sau prin fierbere la temperatura de 120° C in decurs de 20 minute. Dopurile pentru eprubete si
colbe cu mediu se fac din tifon sterilizat in prealabil. Inchiderea vaselor cu dopuri de cauciuc sau
pluta nu se permite in nici un caz, altfel asta va duce la inabusirea tesutului [2, 23, 52, 53]. Zona de
inoculare a explantelor pe mediile de cultura, trebuie sa fie perfect sterild deoarece aici au loc

operatiuni de inoculare si transfer pe mediile de cultura sterile.

Compozitia si prepararea mediilor de culturi. Obiectivul urmarit in experientele
efectuate a fost elaborarea mediilor de cultura favorabile pentru cresterea si dezvoltarea culturii in
vitro la speciile genului Rubus si anume a soiurilor luate in studiu. In acest scop au fost testate in
jur de 35 variante de medii nutritive cu concentratii de regulatori de crestere de la 0,1 mg/l — 2,0
mg/l: mediu pentru initierea culturii de mur in vitro, mediu pentru obtinerea organogenezei din
calus, mediul pentru micropropagare si multiplicare, si mediu pentru initierea rizogenezei.
Procesele de dezvoltare in vitro sunt dirijate in special de fitohormonii utilizati in mediu. In

dependenta de concentratia auxinelor si a citochininelor precum si raportul dintre aceste categorii
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de hormoni depinde tipul de morfogeneza [7-9]. Pentru prepararea mediilor nutritive si distribuirea

lor in vasele de culturd sunt necesare echipamente pentru dozare si masurarea regentilor chimici,

apei distilate, solutiilor stoc etc. (Tabelul 2.2.).

Tabel 2.2.
Echipamente utilizate la prepararea mediilor nutritive
Nr. . . . -
d/o Denumirea echipamentului Utilizare
Colbe (I)-0,5; 1; 2;
1. | Pahare gradate (ml) — 50; 100; 150; 200; 300; Vase pentru prepararea mediilor nutritive
400; 500;
Cilindri gradati (ml) — 10; 25; 50; 100; 150; - ) . ..
2. 200: 500;1000: Pentru masurarea volumului apei, solutiilor etc.
3. | Pipete (ml)-0,1; 1,0; 2,0; 5,0; 10,0; 20,0 Pentru dozarea reagentilor chimici
4. | Recipiente din sticla Pentru pastrarea solutiilor

Una dintre cele mai importante etape ale acestei tehnologii consta in alegerea si prepararea

mediului de cultura adecvat. Mediul de culturd contine componente esentiale: apa, saruri organice,

sursa de carbon, vitamine, fitohormoni si componente optionale: azot organic, acizi organici,

extracte de origine diferita [52, 53, 56].

Mediul Murashige-Skoog (MS), a fost utilizat pentru cultura in vitro la plantele de mur

prezentat in Tabelul 2.3, indeosebi pentru morfogeneza, cultura de meristeme si regenerarea

plantelor. Acest mediu se caracterizeaza printr-0 concentratie ridicatd de saruri [52, 53, 124].

Tabelul 2.3.
Componenta chimica a mediului Murashige Skoog [7]
Nr. Macroelemente Microelemente Constituienti organici
d/o (mg/l) (mg/l) (mg/l)
1. MgSO4x7H.0 370 FeSO4x 7H;0 27,8 Mionozitol 100
2. CaClx2 H,0 440 Na,EDTAx2 H,0O 37,3 Acid nicotinic 0,5
3. KNOs 1900 MnSQOasx 4H,0 22,3 Pirodoxina HCl 0,5
4. NHsNO3 1650 Kl 0,83 Tiamina HCI 0,1
5. KH2PO4 170 CoClxx 6H,0 0,025 Glicina 2
6. - - ZnS0O4x 7TH0 8,6 Zaharoza 30000
7. - - CuSOsx 5H,0 0,025 - -
8. - - HsBOs3 6,2 - -
9. - - Na:MoOsx 2H.0 0,25 - -
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Solutiile-stoc se prepara prin dizolvarea substantelor chimice in apa distilata si se pastreaza

in sticle ermetic inchise, la intuneric si temperatura de +5°C. Se adaugd zaharoza, cantitatile




corespunzatoare din solutiile-stoc si se aduce totul la volumul necesar cu apa distilatd. Se ajusteaza
pH-ul mediului, inainte de autoclavare, cu solutie de NaOH 0,1N. Se adauga agarul (5 g/l). Se
sterilizeaza la 120°C timp de 15-25 minute, in functie de volumul vasului utilizat. Mediul se
autoclaveaza direct in vasele de cultura [7-9].

Favorizarea procesului de organogeneza fie directd sau indirecta are loc in cazul continutului
scazut de auxine, rizogeneza s-a obtinut prin sporirea continutului de auxine i micgorarea cantitatii
de citochinine. Pornind de la faptele mentionate mai sus, au fost testate un sir de medii nutritive
care se deosebeau dupa continutul de micro-, macroelemente si raportul auxina/citochinina [56,
57]. Astfel, in dependenta de scopul propus au fost utilizat mediul MS suplinit cu diferiti regulatori
de crestere in diferite doze,

1. BAP-0,05;0,1;0,2;0,3;0,4;0,5: 0,7;0,9; 1,0; 1,5; 2,0 mg/I

2. AIB-0,1;0,2;0,3; 0,4; 0,5 mg/l

3. AIA-0,1;0,2;0,3; 0,4; 0,5 mg/l

4. NAA-0,1;0,2; 0,3; 0,4; 0,5 mg/l

5. KIN-0,1;0,2; 0,3; 0,4; 0,5 mg/I

6. GAs3—0,1;0,2; 0,3; mg/l

S-a testat mediul de baza MS cu diferite concentratii de zaharoza si zahar alimentar.
1. Zahar alimentar — 15; 25; 30; 45 g/l
2. Zaharoza — 15; 25; 30; 45 g/l

S-a testat mediul de baza MS cu diferite concentratii de agar.

1. Agar - 3,0; 4,0; 4,5; 5,0; 6,0.

S-a testat mediul de baza MS cu diferite concentratii de vitamine.
1. B1-0,1, 1,0; 50; 100 mg/I

2. B12-0,1, 1,0; 50; 100 mg/I

3. C-1,0; 50; 100 mg/l

Aclimatizarea plantelor obtinute prin culturi in vitro. Plantulele de mur au fost
aclimatizate in camera de aclimatizare sau sera dotatd cu boxe special prevdzute pentru acest
proces, unde sunt conditii controlate ferite de anumiti factori ce ar putea duce la deteriorarea sau
distrugerea vitroplantulelor de mur. Aceastd etapad cand vitroplantulele sunt adaptate la conditiile
normale de mediu este foarte importanta, totodata foarte dificila, in caz daca se comit erori pot
duce la pierderea materialului biologic obtinut in faza de micropropagare si microclonare. Mediul

controlat din camera de aclimatizare ofera o temperatura constanta, cantitate de apa si nutrienti

34



necesare culturii. Crearea unui microclimat placut cresterii si dezvoltarii speciilor de plante are loc
prin: dirijarea temperaturii din aer si sol, dirijarea luminii, aerisirea si dirijarea umiditatii relative
a aerului. Protejarea de ploile acide si temperaturile nefavorabile pe toatd durata de vegetatie.

In experimentele efectuate la GBNI butasii au fost inrddicinati in vitro, dupa care au fost
aclimatizati in camera de adaptare a vitroculturilor care este prevazutd cu rafturi illuminate, pe
aceste rafturi s-au confectionat mici tuneluri care si asigure umiditatea necesara. In perioada rece
a anului plantulele au fost aclimatizate in camera de aclimatizare, in perioada calda a anului
vitroplantulele au fost aclimatizate in serd, in calitate de suport pentru substrat s-au utilizat placile
alveolare, din care mai apoi plantele de mur au fost trecute in ghivece de diferite dimensiuni,

corespunzdator destinatiei lor.

Substratul nutritiv pentru palete. Amestecul de pamant pentru palete, ghiveciuri se poate
cumpara sau se poate produce, avand urmatoarea compozitie: mranita, turba, pamant de telina sau
de gradina si nisip. Intrucat turba are un pH acid, trebuie achizitionata turba cu pH-ul corectat.

Pamantul de telind rezulta din decopertarea terenurilor intelenite pe o adancime de 15-20
cm, iar brazdele obtinute se pastreaza timp de un an pentru a se descompune. Toate componentele
se cern, se amesteca si se autoclaveaza in autoclav. Apoi, amestecul de pdmant se umezeste bine,
se taseaza usor si se lasa pana cand temperatura substratului ajunge la 18-20°C, dupa care se poate
trece plantele la ex vitro. Sera si fiacre boxa este dotata cu un termometru solar (recomandat fiind

termometrul care inregistreaza cele mai ridicate si respectiv cele mai scazute temperaturi).

Metode agrotehnice. Conform literaturii de specialitate pentru cultura murului sunt
corespunzatoare terenurile adapostite natural de paduri, dealuri, perdele de protectie, ferite de
curentii reci si vanturi puternice [1]. Pregatirea terenului inainte de plantare se recomanda dupa
aceleasi criterii folosite si la alte specii pomicole. Randurile orientate pe directia N-S, pentru ca
plantele sa beneficieze de cat mai multa lumind, iar pe terenurile in panta vor fi orientate pe curbele
de nivel. Distanta cea mai potrivita de plantare este de 2,5 m intre randuri si de 1,8-2 m pe rand [4,
6]. Plantarea se efectueazd primavara, dupa ce pericolul de inghet a trecut, in gropi de 40/40/40
cm sau de 60/60/40 cm, daca solul a fost arat superficial. In ziua plantarii, materialul saditor se
fasoneaza, se mocirlesc radacinile si se distribuie la groapa. La fiecare groapa se administra 5 kg
mranita sau gunoi de grajd bine fermentat, 20-30 g superfosfat, 10-15 g, sare potasica si 20 g azotat
de amoniu. Plantarea se face la fel ca si la celelalte specii pomicole [1, 4, 6]. Sisteme de conducere.
Majoritatea soiurilor de mur au tulpini lungi si foarte lungi care, sub propria lor greutate sau
datoritd rodului, se apleaca si in lipsa unui sistem de sustinere, se culca pe pamant. Sistemele de

conducere au evoluat, iar printre factorii care au contribuit la diversificarea lor au fost: habitusul
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ege iy

cultivatorilor. Indiferent de formele de conducere, toate se bazeaza pe principiul separarii tulpinilor

fructifere de cele de inlocuire.

Conducerea pe un singur pilon. Sistemul presupune prezenta unui pilon inalt de 2,3-2,4
m, gros de 7-10 cm, fixat in pamant la adancimea de 35-40 cm, la distanta de 25-30 cm de planta
in lungul randului si in jurul caruia se conduc lastarii de doi ani, in forma de spirald, pana in varful
tutorelui, unde se scurteaza. Cresterile ce apar de la baza tufelor, respectiv tulpinile de un an, se
conduc pe pdmant in lungul randurilor, toate in aceeasi directie. Acest sistem prezinta dezavantajul
ca prin aglomerarea tulpinilor pe tutore, lastarii fructiferi vor fi si ei inghesuiti, favorizand atacul

de Botrytis cinerea [1, 4, 15].

Conducerea murului pe doi piloni. Tehnologia de lucru este asemanatoare cu precedenta,
cu deosebirea ca se folosesc doi piloni plasati de o parte si alta a tufei, la distanta de 25-30 cm in
directia randului. Pe unul se conduc tulpinile de 2 ani, iar pe celilalt tulpinile de un an. In aceasta
situatie, lucrarile solului se executd mai usor. Conducerea murului pe spalier cu 2 sarme. Sarmele
se fixeaza de spalier la indltimea de 1m si 1,7 m [1, 4, 33]. Tulpinile de 1 si 2 ani se paliseaza la
nivele diferite si se dirijeaza in una sau ambele directii. Conducerea pe spalier cu ondularea
tulpinilor se foloseste mai rar si numai la soiurile de mur cu numar redus de tulpini, insa foarte
lungi. Pentru a se asigura numarul necesar de muguri de rod, tulpinile se taie mai lungi si se conduc
intre 2 sarme, sub forma de curbe sinusoidale, ondulandu-se intr-o singura directie sau n doua.
Conducerea pe spalier sub forma de evantai este sistemul adoptat tot mai mult in productie si care
raspunde mai bine cerintelor biologice ale murului. Plantele sunt mai bine luminate, aerisite, iar
lucrarile ce se executa pe planta [33]. La acest sistem se folosesc 3 sarme la 0,6 m, 1,1 msi 1,7 m,

fixate pe stalpi (h=1,8 m), amplasati din 10 in 10 metri [4].

2.2.2. Metode biochimice

S-a efectuat studiul biochimic comparativ al celor mai valoroase clase de compusi chimici
naturali: flavonozide, substante tanante si acidul ascorbic in frunze si fructe la soiurile de mur fara
spini: ‘Arapaho’, ‘Thornless Evergreen’, ‘Chester’, ‘Thornfree’ si specia R. candicans Weihe din

flora spontand a R. Moldova.

Studiul calitativ si cantitativ al flavonoidelor

Studiu calitativ si cantitativ se bazeaza pe caracteristicile fizico-chimice ale flavonoidelor,

care chimic sunt destul de labile. Reprezinta substante solide, cristalizate, colorate in culori vii de
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diferite intensitati, lipsite de gust si miros. Culoarea derivatilor flavonici este datorata gruparilor
cromofore >C=C=C<. Gruparea hidroxolica din pozitia 3 cauzeaza coloratia galbena, iar cele din
pozitiile 3' si 4' — coloratia galbena intens. Cand in toate pozitiile amintite sunt grupari hidroxilice,
culoarea se accentueazi si se deplaseaza spre oranj. In cazul antocianilor, colorarea se produce
prin alt mecanism, formarea de legéturi cu acizii si bazele, in plus, se mai formeaza un sistem
continuu de duble legaturi conjugate, alaturi de legatura chinonica [11, 12, 44].

Studiul cantitativ in extractele din produsele vegetale ale soiurilor ‘Arapaho’, ‘Thornless
Evergreen’, ‘Chester’, ‘Thornfree’ si specia R. candicans din flora spontana s-a realizat prin
metoda spectrofotometrica [11, 12, 44].

Pentru determinarea concentratiei sumei de flavonozide, in probele analizate s-au efectuat

calcule conform urmétoarei formule:
C=x-10-22 unde: 2.1)
100
X — valoarea corespunzatoare absorbantei la lungimea de unda 430 nm

a — masa produsului vegetal luat pentru analiza

Determinarea calitativa si cantitativa a substantelor tanante

1. Reactia cu alauni de fier i amoniu.

2. Reactia cu acid acetic si acetat de Pb.

3. Reactia cu solutie de clorura ferica 1%.

4. Reactia cu cristale de NaNO3 si HCl de 0,1 N.

Pentru determinarea cantitativd a substantelor tanante sau obtinut extractele. Solutia test s-

a obtinut conform metodicii [42, 44].

Metoda de determinare a acidului ascorbic

Analiza acidului ascorbic a fost determinata titrimetric conform metodicilor de specialitate
[42, 44], metoda se bazeaza pe proprietatea lui de a reduce 2,6-diclorfenoindofenol, in mediu
alcalin are culoare albastra, in mediu acid — rosie, iar la reducere se decoloreaza. Reducerea are

loc la interactiunea cu acidul ascorbic.

2.2.3. Metode de studiu anatomic

Studiul anatomic a fost realizat pe sectiuni transversale ale tulpinilor si frunzelor proaspete
conform procedeelor [21]. Pentru pregatirea sectiunilor transversale ale tulpinii, fragmentul zonei
mediane al laminei s-a plasat intre doua jumatati ale maduvei de soc, apoi s-au efectuat sectiuni
succesive, strict perpendicular pe axa lunga a ei, cele mai subtiri s-au colectat si sa transferat in

lichidul de incorporare (apa distilatd sau apa distilata si glicerol 1:1) pe lama de preparare [11, 42].
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Pentru studiul anatomic au fost confectionate preparate superficiale din material javelizat cu
solutie NaOH 3% sau cloralhidrat, care patrunde usor in tesuturi, inlaturd aerul, granulele de
amidon se umfla si se extind, clorofilele si substantele albuminoase se distrug, iar tesuturile
colorate devin mai deschise, cristalele raman fara schimbari. Uleiurile grase si volatile se
contopesc 1n picaturi mari, apoi treptat se dizolva. Pentru aceasta materialul botanic uscat a fost
supus fierberii in solutiec de NaOH 3% sau cloralhidrat timp de 3-5 minute in dependenta de
grosimea organului. Fragmentele de material botanic javelizat (tulpini, frunze) se plaseaza pe lama
de preparare, se inlatura cutele, se acopera cu lamela si se preseaza usor pentru inlaturarea bulelor
de gaze si excesului de lichid [7, 42].

Micropreparatele cu sectiuni transversale si superficiale au fost examinate in microscopul
Micros (Austria), cu puterea de marire a obiectivului x4, x10, x40. Microscopul este cuplat cu
camera digitala la computator, care permite analiza micrografiilor, efectuarea masuratorilor si
stocarea in baza de date. Examenul microscopic a fost realizat la Catedra de farmacognozie si
botanica farmaceutica, Universitatea de Stat de Medicind si Farmacie ,,Nicolae Testemitanu”.

Datele numerice obtinute in experimentele efectuate s-a efectuat conform metodelor
recomandate de M. Marusteri [32]. Rezultatele experimentale au fost prelucrate cu utilizarea
pachetului de programe a testului ANOVA si Statistic 7. Prezentarea grafica, tabelara si textuala a
fost efectuata prin intermediul programelor Microsoft Office in Windows™® Professional si

Microsoft Excel.

2.3. Concluzii capitolul 2

1. Caracteristica materialului biologic denota ca taxonii luati in studiu se deosebesc dupa
port, perioada de inflorire si coacere, provenientd taxonomica si origine geografica.

2. In calitate de sursd de explanti au servit organe tinere prelevate de la plantele cu varsta de
3 ani 1n perioada de crestere intensa a tesuturilor. Mediul nutritiv de cultivare a fost MS, suplinit
cu diferite combinatii si doze de regulatori de crestere (0,1-2,0 mg/l).

3. Au fost descrise metodele si procedeele biotehnologice, biochimice, anatomice, de
prelucrare statistica; selectate din literatura de specialitate si adaptate pentru studiul morfobiologic

si micrpropagarea soiurilor de mur fara spini.
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3. MICROPROPAGAREA SI DEZVOLTAREA IN VITRO A SOIURILOR
VALOROASE DE MUR FARA SPINI

Pentru evidentierea caracteristicilor biologice si tehnice, comparative in investigatiile
stiintifice au fost mobilizate mai multe soiuri introducente de mur ‘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., si soiul
‘Thornless Evergreen’ al speciei R. laciniatus, familia Rosaceae [73, 76, 78].

S-au selectat soiuri de mur fara spini cu caracteristici deosebite: rezistenta la inghet, la seceta
si la actiunea fitopatogenilor; fructe cu diferit termen de maturare, perioada mai mare de pastrare,
aspect si calitati gustative noi, rezistenta la actiuni mecanice. Astfel, aceste soiuri introducente de
mur fard spini ar permite asigurarea esalonatd a consumatorilor cu fructe autohtone, proaspete,
calitative, bogate in vitamine si alti compusi chimici utili cu valoare terapeutica si alimentara
incontestabila pe o perioada mai extinsa [48, 78, 80, 111, 112].

Soiurile se caracterizeaza prin diferite perioade de maturare a fructelor:‘Arapaho’, ‘Loch
Ness’, ‘Triple Crown’, ‘Polar’ (R. fruticosus) — precoce (iunie-iulie), ‘Thornless Evergreen’ (R.
laciniatus), ‘Chester’, ‘Thornfree’ (iulie-august), (R. fruticosus) — mai tardive (iunie-septembrie),

‘Reuben’ — soi de mur remontant.

3.1. Initierea culturilor avirotice de mur

Materialul biologic a fost prelevat din colectia GBNI din R. Moldova.

Selectarea explantelor. Explantele au fost prelevate de la plantele tinere (varsta 3 ani) si
din organele recent dezvoltate ale plantei. Pentru obtinerea unor plantule viguroase in cultura in
vitro explantul prelevat trebuie sa intruneasca un anumit echilibru biochimic, planta-mama sa fie
tandra, precum si starea fiziologica bund (fara boli si daunatori) [24, 55].

La mur prelevarea fragmentelor de ldstari apicali si laterali a avut loc in perioada de crestere
intensa a tesuturilor lunile (aprilie-mai-iunie). In perioada de latenti a plantelor lunile (octombrie-
februarie) fragmentele de lastari apicali, au o viabilitate si regenerare a explantelor mai redusa. In
calitate de explanti au servit: meristeme apicale cu primordii ale lastarilor, meristeme laterale cu
primordii, fragmente de lastar, fragmente de limb foliar, fragmente de radacini. Alegerea judicioasa
a explantului constituie una dintre conditiile esentiale ale reusitei unei culturi in vitro. Totipotenta
celulara, adica capacitatea oricarei celule vegetale de a reproduce integral planta din care
provine — manifesta mai eficient in cazul materialului prelevat de la plantele tinere si robuste [54,

59].
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Asepsizarea materialului biologic. Materialul biologic prelevat, adus in laborator, introdus
in saculete de tifon, amplasat in pahare Berzelius, acoperite cu cutii Petri, a fost spalat in apa cu
detergent, in cateva repetdri. Ulterior saculetele s-au supus apei curgatoare timp de 2 ore. La
sterilizarea mugurilor si varfurilor lastarilor, se adauga Tween 20, cu rol protector, care permite
evitarea patrunderii reagentilor in interiorul vaselor xilemice, fapt ce ar provoca deteriorarea
structurilor si diminuarea viabilitatii lor [52].

Fragmentele plantei s-au spalat de 4-5 ori in get de apa de la apeduct, pentru indepartarea
impuritatilor grosiere. Dupa ce urmeaza spalarea solutie de Na>SOs, timp de 1 minut, apoi s-a
spalat cu apa de la apeduct pana la disparitia detergentului. Ulterior materialul biologic a fost
mentinut in solutie de apa distilatda cu 2-3 picaturi de KMnO4 0,3%, timp de 10 minute, apoi
transferat in incaperi sterile. In boxa sterild se inlatura solutia de permanganat si se adauga solutia
de clorura de mercuriu 0,1%.

Procedee succesive de sterilizare a materialului biologic pentru inocularea in vitro sunt

reprezentate schematic in Figura 3.1.:
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Fig. 3.1. Schema de prelevare si asepsizarea a explantilor de mur

Nota: * — meristeme apicale cu primordii; ** — meristeme laterale cu primordii; **** — fragmente de limb
foliar; *** — fragmente de lastar (internod); ***** — fragmente de radacini;
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Meristemele apicale si laterale ale lastarilor se mentin in clorura mercurica de 0,1% — 7
minute, fragmentele de lastar (internodul) — 10 minute, fragmentele de limb foliar — 5 minute,
fragmentele de radacini — 15 minute.

Dupa inlaturarea clorurii mercurice fragmentele plantei au fost clatite de 4 ori cu apa distilata
autoclavata — pentru inldturarea totald a acesteia. Pentru o dezinfectare mai eficace plantele au fost
tratate cu H2O2, apoi clétite inca o data cu apa distilata autoclavatd. Urmeaza fasonarea inoculilor
de dimensiuni — 5 mm pentru meristeme apicale si laterale cu primordii, care se efectueaza foarte

atent si cu miscari precise pentru a reduce la minim deteriorarea suprafetelor.

Testarea reagentilor chimici. Pentru a eficientiza asepsizarea materialului biologic au fost
testati mai multi agenti sterilizanti: hipocloritul de natriu, alcoolul etilic, clorura de mercuriu

(Tabel 3.1).

Tabelul 3.1.
Agenti sterilizanti utilizati la asepsizarea materialului biologic
Nr. Concentratii | Durata sterilizarii, Viabilitatea
d/o Reagentul utilizate, (%) (minute) plantulelor, (%)
1. | Hipocloritul de natriu 20 30 2
2. | Hipocloritul de natriu 50 20 5
3. | Alcoolul etilic 70 10 0
4. | Clorura de mercuriu 0,1 5 30
5. | Clorura de mercuriu 0,1 7 75
6. | Clorura de mercuriu 0,1 15 30
7. | Peroxid de hidrogen 3 1 75

Cea mai eficienta s-a dovedit a fi clorura de mercuriu cu o ratd de viabilitate a plantulelor
75%. Utilizarea clorurii de mercuriu (0,1%) in calitate de reagent aseptic, timp de expunere de 7
minute, pentru meristeme apicale si laterale, 10 minute pentru fragmente de ldstar, 5 minute pentru
fragmente de frunza si 15 minute pentru fragmente de radacini, succedata de 3 clitiri cu apa
autoclavata si solutie de 3% de peroxid de hidrogen (H202), pentru soiurile ‘Arapaho’, ‘Loch
Ness’, ‘Triple Crown’, ‘Thornless Evergreen’, ‘Chester’, ‘Thornfree’, ‘Polar’, ‘Reuben’ s-au
dovedit a fi optime (Figura 3.2.).

Dupa sterilizare toate explantele au fost inoculate pe medii nutritive, timp de 7 zile vasele
cu fitoinoculi au fost mentinute in camera de cultivare. Toate experientele au fost in camera de

crestere cu acelasi regim a factorilor fizici.
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Fig. 3.2. Meristem cu primordii inoculat in vitro, soiul ‘Loch Ness’.

Factorii fizici. Camera de cultivare este destinata pastrarii conditiilor optime a
vitroculturilor pentru a le asigura o dezvoltare buna. La alegerea temperaturii optime, ca de altfel,
optimizarea si a celorlalti factori exogeni, care contribuie la realizarea proceselor de multiplicare,
crestere si diferentiere, s-a tinut cont de conditiile ecologice la care este adaptatd aceasta cultura
in conditii naturale. Caracteristicile factorilor fizici din camera de crestere sunt:

» temperatura: 24 °C£1°C;

» regimul de iluminare: iluminarea s-a facut cu lumina fluorescentd alba avand o

intensitate de 2000 lucsi;

» fotoperioada: 16 ore lumina si 8 ore obscuritate,

> umiditatea aerului — 70% .

Mediul nutritiv. Cercetarile ce tin de selectarea unor medii nutritive optime destinate
inoculdrii murului, balansate dupa componenta in macro- si microelemente cu scopul de a obtine
regenerarea inoculilor este actuala. Pentru identificarea unui mediu nutritiv optim au fost studiate
particularitatile de regenerare a inoculilor pe diferite medii nutritive. S-au testat mai multe variante
a mediului nutritiv de baza MS, suplinit cu diferite combinatii si doze a regulatorilor de crestere:

1) MS lispit de regulatori

2) MS+IAA 0,1 mg/l

3) MS+NAA 0,1 mg/l

4) MS+BAP (0,1; 0,3; 0,5 mg/l)

Mediul cel mai favorabil si eficient utilizat ulterior in experientele biotehnologice a fost MS

suplinit cu BAP 0,5 mg/l (Tabelul 3.2.), care asigura o rata mare de regenerare a inoculilor.
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Tabelul 3.2.
Mediu nutritiv MS modificat pentru initierea culturilor in vitro

Nr. d/o Componentul Cantitatea (mg/l)

1. Mio-inositol 50,0

2. Glicina 2,0

3. BAP 0,5

4, Acid ascorbic 10,0

5. Zaharoza 30 000

6. Agar 5000

ValoareapH 5,8

Inocularea. Explantele de diferite dimensiuni au fost inoculate in conditii aseptice pe medii
nutritive proaspat pregatite. Pasajele s-au realizat la intervale de 3-6 saptimani in dependenta de
inocul si compozitia mediului nutritiv. Toate pasajele s-au efectuat pe medii nutritive proaspat
pregatite in conditii aseptice.

Inocularea s-a efectuat in doua etape:

» fasonarea explantelor in conditii aseptice utilizand instrumente sterile;

» plasarea orizontald a explantelor pe suprafata mediului de cultura.

Dimensiunile fitoinoculilor de circa 5 mm pentru meristeme cu primordii si de 10 mm pentru
fragmente de lastar, fragmente de frunza, fragmente de radacind au fost sectionate de la varful de
crestere a plantei, unde tesuturile sunt tinere si sunt in plina dezvoltare, avand un potential sporit
de regenerare (Figura 3.3.), fragmentele de explant au fost izolate din apexuri fiind respectate

cerintele de pastrare a tesuturilor vii de 5-7 mm.

Fig. 3.3. Explante de mur inoculate in vitro.

Au fost inoculate pe mediile de culturd 36 fitoinoculi, pentru fiecare soi in parte si efectuata

in trei repetari. Pentru inoculare s-au selectat mai intai meristemele apicale si laterale de 5-10 mm,
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s-au utilizat meristemele, tesuturile tinere cu primordii. Subcultivarile sau efectuat cu
periodicitatea de 30 zile.

Observatiile asupra experimentelor biotehnologice si rezultatele evaluarii denotd ca pentru
soiurile ‘Arapaho’, ‘Triple Crown’, ‘Loch Ness’, ‘Reuben’ este specifica generarea procesului
caulogen la a 25-a zi de la inoculare, la celelalte soiuri, generarea plantulei decurge mai anevoios,
pana la 30 zile.

Cea mai mare ratd de regenerare au avut soiurile ‘Reuben’ — 88,9%, si ‘Chester’ 83,3%.
Soiul ‘Loch Ness’ a prezentat 80,6% de plantule regenerate din meristem, iar soiurile ‘Black Satin’
si ‘Arapaho’ cu 77,8%, soiul ‘Triple Crown’ a demonstrat o regenerare de 72,2% plantule din
totalul de inoculi, soiul ‘Polar’ si ‘Smoothstem’ — 66,7%. Cel mai scazut proces de regenerare 1-a

avut soiul ‘Thornfree’ 61,0%, comparativ cu celelalte soiuri (Tabelul 3.3.).

Tabelul 3.3.
Caulogeneza la soiurile de mur
Nr. Soiul _Nr. de_ Nr. de plantule Rata de formare a Durata_l _
d/o inoculi formate plantulelor (%0) caulogenezei (zile)
1. | ‘Arapaho’ 36 28 77,8 25
2. | ‘Triple Crown’ 36 26 72,2 25
3. | ‘Loch Ness’ 36 29 80,6 25
4. | ‘Polar’ 36 24 66,7 30
5. | ‘Black Satin’ 36 28 77,8 30
6. | ‘Th. Evergreen’ 36 20 55,6 30
7. | ‘Reuben’ 36 32 88,9 25
8. | ‘Chester’ 36 30 83,33 25
9. | ‘Thornfree’ 36 22 61,0 30
10. | ‘Smothstem’ 36 24 66,7 30

In urma cercetirilor efectuate privind initierea culturilor avirotice de mur am stabilit ci cea
mai prielnicd perioadd de colectare a fragmentelor de lastari este in lunile aprilie-mai, utilizand
drept sursa de material meristeme cu primordii ale lastarilor apicali si laterali, care au avut potential
regenerant eficient. Fragmentele de lastar (internod) au necrotizat din cauza prezentei sporite a
substantelor fenolice. Fragmentele de limb foliar au crescut in dimensiuni mai, apoi a necrotizat,
lar fragmentele de radacini nu au avut raspuns morfogenetic pozitiv.

Cel mai eficace sterilizant s-a dovedit a fi clorura mercurica de 0,1%, cu o durata de expunere
de 7 minute. Dimensiunea optima a inoculelor este de circa 5 mm. Mediul nutritiv optim selectat

dupa MS a fost suplinit cu 10 mg/1 de acid ascorbic si regulator de crestere BAP (0,5 mg/l).
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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 rezultd constituirea unui organism integru [2, 3, 109].

La plante masa calusala, reprezinta o formatiune din celule proliferative, cu caracteristici
speciale 1n raport cu alte tipuri de tesuturi vegetale, ele se divid activ si nu se diferentiaza decat
daca in celulele lor se formeaza o anumita balanta hormonald, care este capabild sa influenteze
declangsarea proceselor de organogeneza [7, 23]. Calusul poate avea origine diversd, dupa cauzele
care au condus la generarea acestuia [7, 13]. In natura formarea calusului are loc la nivelul zonelor
ranite, el exercitind un rol protector, de cicatrizare [7]. In regim de vitroculturd, masa calusala
poate fi obtinuta din oricare celuld vie [1, 7]. Calusogeneza poate fi realizata din material vegetal
de provenienta variata: fragmente de frunze, tulpini, muguri, cotiledoane etc. Citochininele BAP
si TDZ sunt deseori utilizate de catre multi cercetdtori pentru inducerea regenerarii adventive la
diferite genotipuri de mur [3, 6, 121]. Rezultatele cercetarii lor au dat raspuns pozitiv obtinand
regenerare din frunze pe medii suplinite cu TDZ solitar sau TDZ combinat cu AIB (0,1; 1,0; 2,0
mg/l) si ANA (0,1 mg/l). Cel mai mare procent de regenerare obtinut pe TDZ necombinat a fost
41,66% [109, 120, 121, 134, 163].

In scopul optimizarii mediilor, necesare pentru inducerea proceselor morfogenice, diferite
explante colectate de la plantule multiplicate biotehnologic: meristem apical, fragmente de lastari,
fragmente de limb foliar, au fost inoculate pe medii cu diferite doze de regulatori de crestere.
Pentru a observa influenta mediului si a regulatorilor de crestere asupra initierii si dezvoltarii
calusului au fost testate mai multe variante de medii suplinite cu regulatori de crestere (Tabel 3.4).
Gratie acestor medii s-a declansat procesul de formare a calusului si de regenerare din el a
plantulelor. Experientele efectuate in cultura in vitro asupra soiurilor de mur au avut ca scop
identificarea materialului necesar si a conditiilor optime de initiere a masei calusale inducerea
organogenezei in vitro si obtinerea culturilor omogene, avirotice de mur.

Au fost testate diferite tipuri de explante colectate de la vitroculturile de mur, utilizate in
calitate de material biologic de initiere si la fel testate mediile de cultura cu diferitd compozitie.
Cel mai efectiv rezultat s-a constatat la explantele din frunza. Din acest considerent cercetarile s-
au axat pe explantele de limb foliar, colectate de la plantule din cultura in vitro. Plantele de la care
s-au excizat frunzele au fost cultivate pe mediul MS modificat 50% + 25g zahar alimentar, pH 5,8,
pe care au crescut in cultura in vitro timp de 30 zile. Frunzele donatoare de explant s-au excizat

din partea mediana a vitroculturii.
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Tabelul 3.4.
Mediul nutritiv MS suplinit cu diferite doze de regulatori de crestere pentru inducerea
calusogenezei si organogenezei, testate la soiurile de mur

Nr. N r. pll\larr.l t?ﬁe Regula;orl de crestere - Zaharoza | Valoarea
dfo. | mediului testate Citochinine (rﬁ;/?) Auxine (n:);/all) (@ PH
1. [Nr.1 36 BAP 2,0 - - 25 6,0
2. | Nr.2 36 BAP 15 - - 25 6,0
3. |Nr.3 36 BAP 1,0 - - 25 6,0
4. | Nr.4 36 BAP 1,0 ANA 0,2 25 6,0
5 | Nr.5 36 BAP 1,0 ANA 0,5 25 6,0
6. Nr.6 36 BAP 1,0 AlA 0,2 25 6,0
7. | Nr.7 36 BAP 1,0 AlA 0,5 25 6,0
8. |Nr.8 36 BAP 1,0 AlA 1,0 25 6,0
9. | Nr9 36 KIN 1,0 ANA 1,0 25 6,0
10. | Nr.10 36 KIN 1,0 - - 25 6,0
11. | Nr.11 36 KIN 1,5 - - 25 6,0
12. | Nr.12 36 KIN 1,0 ANA 0,1 25 6,0
13. | Nr.13 36 - - 2,4-D 0,5 25 6,0
14. | Nr.14 18 - - 2,4-D 0,75 25 6,0
15. | Nr.15 18 - - 2,4-D 1,0 25 6,0

Ulterior, s-au fragmentat in forma de triunghi, s-au inoculat pe medii nutritive, usor
incorporate in acesta, astfel ca partea abaxiala si cele laterale ale limbului sa fie in contact cu
mediul nutritiv. Experimentul 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’) pe perioada lunilor aprilie-mai, a cate 36 probe la fiecare soi. Mediile
nutritive pentru calusogeneza si organogeneza s-au preparat conform metodelor de specialitate [1,
4, 5]. Mediul nutritiv pentru inocularea fragmentelor de limb foliar a fost MS 100% modificat, cu
5 g/l agar, 25 g/l zaharoza, pH 6,0, si cu regulatori de crestere (Tabelul 3.4.) BAP (2,0 mg/l; 1,50
mg/l; 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/l; 1,0 mg/l); KIN 1,0 mg/I+ANA 0,1 mg/l; 2,4-D (0,5 mg/I;
0,75 mg/l; 1,0 mg/l).

Pentru mentinerea culturilor calusale a soiurilor cercetate, in cultura in vitro, s-au respectat
conditiile necesare: temperatura 23+2°C, fotoperiodismul de 16/8 ore obscuritate ore lumina si

umiditatea aerului in Incapere de 70%.
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S-au testat anumite medii pentru inducerea calusogenezei si organogenezei la plantulele de
mur. Pentru cultivarea in vitro au fost utilizate mediile nutritive de baza, auxine, citochinine [124,
109]. Deja dupa 5 zile de la inoculare s-a constatat initierea si dezvoltarea proeminentelor de celule

calusale pe toate mediile de cultura.

Organogeneza

Perioada de calusogenezd si a fazelor componente coreleaza cu specificul tesutului si
apartenenta sistematica a speciei antrenate in cultura in vitro. Prin experimentare am urmarit
scopul de a determina durata perioadei de calusogeneza si organogeneza la frunzele vitroculturilor
de mur.

Pe mediile suplimentate cu BAP — 2,0 mg/1 procesul organogen se initiaza dupa 30 de zile
de la inocularea fragmentelor de limb foliar pe medii (Figura 3.5). Pentru o dezvoltare mai eficace
a fost testat mediu MS suplinit cu regulatori de crestere pentru initierea organogenezei. Mediul
nutritiv Nr. 1 care a provocat calus morfogen, suplinit cu BAP (2,0 mg/l), a indus procesul de
morfogeneza cu o ratd mult mai inalta decat datele care depasesc considerabil datele din literatura
de specialitate [109, 120, 121, 134, 157, 159, 163]. Explantele din fragmente de limb foliar
cultivate pe mediul Nr.1 s-au gofrat si s-au marit dimensiunile dupa 3-4 zile de la inoculare (Figura
3.5.).
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Fig. 3.5. Calus generat din limbul foliar la soiurile de mur.
Nota: a— ‘Polar’, b — “Triple Crown’, ¢ — ‘Chester’

Dupa 10-13 zile de la inoculare la periferia limbului apar proeminente sferice de calus verde,
unele de culoare verde-albicioasa. Conform datelor din literatura de specialitate [1, 151], calusul
generat din fragmente de limb foliar poate avea diverse nuante de culoare verde ce coreleaza cu
continutul de pigmenti clorofilieni: verde intens, verde-albicios, verde-galbui.

S-a constatat, ca centrele morfogene se afla la suprafata calusului, iar la periferie sunt
protejate de celulele parenchimatice ale calusului care au peretii mai ingrosati. Calusul morfogen
generat pe mediul Nr. 1 este optic dens si compact (Figura 3.5). Dupa cateva zile calusul de culoare

verde-intens, verde-albicios, verde cu nuante galbui dezvolta zone cu centre meristematice
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embriogene, iar dupa 8 zile de diferentiere, pe calus se incepe formarea meristemoizilor. Plantulele
pe fragment de limb foliar se formeaza dupa 30 de zile de la inoculare.
Soiului ‘Loch Ness’ 1i este specifica declansarea formatiunilor calusare de culoare verde-

albicioasd si verde-galbuie. Fragmentele de limb foliar, care mai apoi se extind in dimensiuni,

formeaza proeminente de calus de forma si marime diferitd, dispuse la periferia limbului, si pe

Fig. 3.6. Distribuirea meristemoizilor pe limbul foliar la diferite soiuri.

Nota: a— ‘Loch Ness’, b — “Polar’, ¢ — ‘Arapaho’, d —Smoothstem’, e —*Chester’,
f — “Thornfree’, g —*Triple Crown’

Distribuirea meristemoizilor pe limbul foliar poate fi clasificata in cateva grupuri si
coreleaza cu soiurile de mur testate:

— dispers pe suprafata limbului la soiurile: ‘Loch Ness’ (Figura 3.6. a), ‘Arapaho’
(Figura 3.6. c), ‘Triple Crown’ (Figura 3.6. g);

— la baza limbului la soiurile: ‘Polar’, ‘Thornfree’, ‘Triple Crown’, ‘Thornless Evergreen’
(Figura 3.6. b, f);

— in jurul limbului la soiurile: ‘Chester’ (Figura 3.6. b), ‘Reuben’;

— la baza limbului si pe nervuri la soiurile: ‘Smoothstem’, ‘Triple Crown’, ‘Thornless
Evergreen’ (Figura 3.6. d, g).

Rezultatele cercetarilor, efectuate asupra calusului morfogen, initiat din fragmente de limb
foliar au aratat ca, din masa calusala deriva meristemoizi din care se dezvoltd tulpina si frunza.
Pentru o dezvoltare completa a plantulei meristemoidul derivat este inoculat pe mediu nutritiv

proaspat pregatit MS modificat [111].
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Mediile, selectate pentru cultura de calus au capacitatea regenerativa, fapt demonstrat de
aparitia primordiilor foliare. Dezvoltarea mai viguroasa a centrelor morfogene depinde de anumiti
factori: durata perioadei de cultivare a calusului, anumiti regulatori de crestere, sezon, stadiul de
dezvoltare al plantei, partea plantei cercetate, precum si de factorii externi ca: temperatura, lumina
etc. [10].

Printre soiurile cercetate se evidentiaza soiul ‘Chester’ cu un numar de circa 10,02 plantule
formate pe fragmentul de limb (Tabelul 3.5).

Soiul ‘Black Satin’ a generat 9,4 plantule pe explantul de limb foliar. Soiurile ‘Triple Crown’
si ‘Smothstem’ 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 (Tabelul 3.5).

Tabelul 3.5.
Organogeneza in vitro pe fragmente de limb foliar la diferite soiuri de mur
g Nr. de plantule formate
Rata de dintr-un fragment de ‘s
Nr. Nr. . : . Deviatia | Nr. de probe
d/o | mediului Soiul cal(l;/i?re limb foliar standard testate
Media max | min
1. Nr.1 ‘Arapaho’ 85,12 7,5+0,50 9 5 1,58 36
2. | Nr1 | lrple 7592 | 8,0£059 | 10 6 1,88 36
Crown
3. Nr.1 ‘Loch Ness’ 77,77 6,5+0,45 4 1,43 36
4, Nr.1 ‘Polar’ 71,77 6,2+0,55 4 1,75 36
5. Nr.1 ‘Black Satin’ 75,92 9,4+0,40 12 8 1,26 36
6. Nri | lhomless 66,66 | 7.5:0,71 | 14 | 4 2,27 36
Evergreen
7. Nr.1 ‘Reuben’ 40,67 6,3+0,39 9 4 1,25 36
8. Nr.1 ‘Chester’ 85,18 10,0+£0,69 | 13 7 2,20 36
9. Nr.1 ‘Thornfree’ 77,77 7,8+0,32 6 1,03 36
10. Nrl ‘Smothstem’ 81,48 810,54 4 1,71 36

Pe mediul Nr. 1 au fost testate cite 36 de probe de fragmente de limb foliar pentru fiecare
soi (Figura 3.7.). S-a determinat ca din cele 36 de probe expuse in 3 repetari, 30,66 au generat
calus morfogen ceea ce constituie 85,5%. Soiul ‘Smoothstem’ a generat in mediu 29,3 probe cu
masa calusala, ceea ce constituie 81,48%. Soiurile de mur ‘Thornfree’, ‘Polar’, ‘Loch Ness’ au
format 27,99 probe cu calus regenerant din 36 ceea ce constituie 77,77%. Usor cedeaza soiurile

“Triple Crown’ si ‘Black Satin’ cu un procentaj de formare a calusului de 75,92%. Fragmentele de
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limb foliar ale soiului ‘Thornless Evergreen’ au generat 66% ceea ce constituie 23,7 probe cu calus
din 36 probe experimentate.

Observatiile aratd, ca si pe alte medii nutritive s-a mentionat calusogeneza din limbul foliar.
Este cert faptul ca, gradul de dezvoltare este diferit, precum si caracteristicile calusului variaza
(consistenta, culoarea, structura, aspectul). Calusul dezvoltat din limb foliar pe mediile Nr. 2-15
variaza ca forma, culoare, consistenti. In dependenta de tipul regulatorului de crestere, precum si
doza cu care mediul nutritiv a fost suplimentat. Inocularea limbului foliar pe medii MS 100%, cu
adaos BAP (1,0 mg/l) si BAP (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, observandu-se 0
diferentiere a calusului de culoare alb-verzuie, translucid si cu o consistenta mai laxa. Celulele
acestui calus sunt mari si vacuolizate. Acest calus n-a generat meristemoizi si a fost calificat ca

non-morfogen (Figura 3.8 c).
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Fig. 3.7. Rata de calusare a inoculilor foliari de la diferite soiuri de mur pe mediul Nr.1.

Pe mediile suplimentate cu citochinina BAP in combinatii cu auxine calusul derivat este
albicios, unele conglomerate de celule fiind de culoare alb-laptoasa, consistenta friabild, in
totalitate non-morfogen, iar dupa 35-40 zile necrotizeaza (Figura 3.8).

Mediile suplinite cu 2,4-D in diferite concentratii (0,5; 0,75; 1,0 mg/l) prezinta un efect
inhibitor non-regenerant, ceea ce si confirma datele din literatura de specialitate [3, 9]. Pe mediile
suplinite cu citochinina KIN (Nr. 9-12) explantele foliare inoculate n-au dat raspuns morfogen
pozitiv. Un numar redus de probe, dupa 35-40 zile, produc masa calusara de culoare alb-verzuie

si galben-brun cu consistenta preponderent friabila si non-morfogena (Figura 3.8).
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Fig. 3.8. Dezvoltarea calusului din fragmente de limb foliar
pe medii suplimentate cu regulatori de crestere

Nota: a— mediu cu adaos de BAP (1,0 mg/l; 1,5 mg/l); b — mediu cu adaos de BAP — 1,0 mg/l +AIA 0,5 mg/l; ¢ —
mediu cu adaos de BAP 1,0 mg/I+ANA 0,5 mg/l; d — mediu cu adaos de BAP-1,0 mg/I+ANA 1,0 mg/I

In rezultatul cercetirilor efectuate asupra calusogenezei pe 15 variante nutritionale mediul
de baza MS (Tabelul 3.4.) s-a constatat ca, pe toate mediile s-a format masa calusara, insa nu in
toate cazurile calusul a fost morfogen. Doar pe mediul Nr. 1 calusul este organogen. Regulatorul
de crestere cu cele mai bune rezultate in inducerea calusului a fost BAP (1,0; 1,5; 20 mg/l). Alt
regulator, care a generat calus a fost 2,4-D (1,0 mg/l) in combinatie cu KIN (1,0 mg/l) (Figura
3.9.).

Fig. 3.9. Masa calusala non-morfogena pe mediul nutritiv MS.

Nota: a—suplimentat cu 2,4-D; b — suplimentat cu Kin

Plantulele obtinute din masa calusald, pe mediul Nr. 1 (Figura 3.9. a), sunt sanatoase,
robuste, viguroase, nu se contamineaza in cultura in vitro dupa pasari ulterioare si nici la transfer
ex vitro [111]. Timp de 7 zile formeaza un sistem radicular bine dezvoltat, tulpind din cateva
internoduri Dezvoltarea acestor plantule depaseste cu 50% cresterea si formarea rizogenezeli,

comparativ cu plantele obtinute traditional din meristeme prin micropropagare (Figura 3.10.).
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Fig. 3.10. a— Dezvoltarea calusului pe mediul Nr. 1; b — Plante obtinute din masa calusala a
limbului foliar (‘Smoothstem”)
Aceste date confirma faptul ca, plantule initiate din masa calusara sunt avirotice si au un
potential mai mare de crestere si dezvoltare la primele pasari, comparativ cu plantulele obtinute

din tesut meristematic (Figura A. 4.1.). In urma studiului s-a constatat ca, formarea meristemoizilor

pe suprafata calusului este un proces de durata limitata (Figura 3.11.).

—

Fig. 3.11. Plantule ale soiului ‘Thornless Evergreen’ obtinute din masa calusara, ulterior
microclonate.

Este cert faptul ca, formarea minilastarilor din calus are loc pana la un moment dat, dupa
care, daca nu sunt transferati pe alt mediu nutritiv proaspat pentru dezvoltarea in continuare
(micropropagare sau microclonare), ei necrozeaza.

In rezultatul cercetirilor s-a observat: meristemoizii generati din limbul foliar isi pot pierde
din viabilitate, dupa 2-3 saptdmani daca nu sunt transferati pe un mediu nutritiv (MS
modificat+BAP 0,5 mg/l) — calusul devine alb si fragil, iar meristemoizii capata o culoare bruna-

inchisa, si ulterior necrozeaza.
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3.3. Micropropagarea si multiplicarea in vitro

3.3.1.Elaborarea si testarea mediilor nutritive eficiente pentru inocularea, cresterea,

dezvoltarea, mentinerea si inridicinarea explantilor

Inmultirea in vitro a plantelor poartid denumirea de micropropagare sau microinmultire,
fiind o formad de multiplicare vegetativa, care asigurd obtinerea unui randament superior, in
comparatie cu alte procedee traditionale practicate pana in prezent [3, 7, 59].

Pentru multiplicarea in vitro sunt utilizate trei cai diferite: a) embriogeneza somatica; b)
formarea lastarilor adventivi; c) lastarirea axilara multipla.

a) Embrionii somatici, identici cu cei zigotici, se pot forma direct pe explant sau, mai
frecvent, in masa calusala sau in suspensii celulare.

b) Lastarii adventivi in vitro se formeaza pe alte tesuturi decat in vivo. Mai precis, in
asemenea conditii lastarii pot fi obtinuti direct pe explant prin organogeneza directd, sau in
calusul derivat din explantul primar, prin organogeneza indirecta.

€) Lastarirea adventiva multipla se produce la nivelul varfurilor tulpinii sau al mugurilor
laterali. De obicei, procesul de calusare este limitat iar proliferarea lastarilor, odatad inceputa,
poate fi stimulata prin subcultivari succesive. Absenta aproape totala a anomaliilor genetice
constituie un avantaj major al multiplicarii clonale pe aceasta cale [120].

In favoarea multiplicarii vegetative in vitro pledeaza in mod foarte convingitor trei aspecte
principale: faptul ca este o metoda de inmultire, caracterizatd printr-0 exceptionala productivitate;
posibilitatea de a obtine plante libere de maladii; faptul ca permite readucerea si mentinerea
materialului vegetal in stadiul juvenil. Aceste aspecte marcheazd superioritatea netd a
micropropagarii comparativ cu metodele clasice de inmultire vegetativa (butasire, altoire etc.),
care necesitd obtinerea prealabila de plante-mama, sursa de butasi sau altoi. Ori, acest proces
este frecvent indelungat (cateva luni in horticultura, mai multi ani in cazul plantelor lemnoase),
iar intretinerea plantei-mama este costisitoare. Mai mult, fragmentele prelevate de pe asemenea
surse sunt mai mult sau mai putin adulte, ceea ce face uneori ca evolutia catre plante intregi, cu
radacini si tulpini, sa fie dificila si mai mult sau mai putin contaminate de diferiti agenti patogeni
[52, 74].

Micropropagarea aplicatd la mur a fost studiatd de diferiti cercetatori in diferite scoli
biotehnologice [18, 86, 89, 91, 120,121, 137]. Cercetatorul Bobrowschi si colaboratorii in anul
1996 au testat diferite variante ale mediului MS cu 1,0 si 2,0 mg/l BAP. Prezenta auxinelor ANA
si AGgs a inhibat proliferarea in vitro, la toate soiurile testate de ei. Variantele de mediu MS cu o

concentratie de saruri redusa de 3 ori cu diferite concentratii de AIB (0,3; 0,5 si 0,8 mg/l) a
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provocat 100% procesul de rizogeneza [66]. Un alt grup de cercetdtori din Romania [89, 91] au
experimentat culturile de mur, cu concentratii diferite de BAP (0,45; 0,90; 1,35; 1,80; si 2,25
mg/1) si AIB (0,1 si 0,2 mg/1). Cel mai bun rezultat a fost pe mediul suplinit cu 0,45 mg/l BAP,
fara AIB, ultimul avand un efect inhibitor, mai ales la concentratia de 0,5 uM, 6,8 uM BAP.
Pentru initierea si dezvoltarea proceselor organogene ale plantei, in cultura in vitro, mai
intai, s-a efectuat selectarea si evidentierea cantitatii regulatorilor de crestere si a mediilor de
cultura. Pentru dezvoltarea proceselor organogene a fost selectat mediul MS 100% modificat, care
a fost suplinit cu regulatori de crestere. Este cunoscut ca regulatorii de crestere, selectati pentru
initierea calusogenezei, au efecte pozitive asupra organogenezei. Totodatd este important de
mentionat cd, procesele regenerative sunt conditionate de un anumit raport de auxine-citochinine,
citochinind-citochinind caracteristice pentru fiecare specie, soi de plante in parte [10]. Scopul si
obiectivele urmadrite in experientele noastre au fost elaborarea mediilor de culturd favorabile
pentru initierea, cresterea si dezvoltarea culturii in vitro la soiurile luate in studiu. In acest scop
au fost testate urmatoarele tipuri de medii nutritive: mediu pentru initierea culturii (Tabelul 3.6.),
mediu pentru micropropagare si multiplicare, si mediul pentru initierea rizogenezei. Procesele de
dezvoltare in vitro au fost dirijate in special de fitohormonii utilizati in mediu. in dependenta de
concentratia auxinelor si a citochininelor precum si de raportul dintre aceste categorii de hormoni

a fost provocat tipul de morfogeneza [52-55].

Tabelul 3.6.
Mediu modificat pentru microclonarea, murului in vitro dupa MS
Nr. d/o Componentul Concentratia (mg/l)
1. Mio-inositol 1,0
2. Glicina 1,0
3. Zaharoza 30000
4, Agar 5000
5. BAP 0,3;0,5;0,7
Valoarea pH 5,8

In experientele noastre, initial fost elaborate 35 de variante de medii de culturi, care au
fost testate. In rezultatul observatiilor si analizelor experimentale au fost selectate 11 variante
de medii de culturd optimale si eficiente (Tabel 3.7.). Medii cu diferite concentratii de
citochinine (0,3; 0,5; 0,7 mg/l); suplimentate cu auxine, medii combinate cu citochinine, auxine,
gibereline. S-a luat in studiu si mediile MS 100% modificat si MS 50% (este injumatatita

cantitatea de vitamine, micro-, macroelemente) lipsite de regulatori de crestere. Pentru rizogeneza
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micropropagulelor a fost testat mediul lichid MS in doua variante experimentale: 100% si 50%

(Tabel 3.7).

Tabelul 3.7.

Variantele de medii nutritive elaborate pentru stabilirea potentialului morfogenic

la soiurile de mur

dio | nutritlv (%) gy | mgl) | (mam) | (mal) | (mall)

1. Nr. 1 100 0,3 0 0 0 0
2. Nr. 2 100 0,5 0 0 0 0
3. Nr. 3 100 0,7 0 0 0 0
4. Nr. 4 100 0,3 0,2 0 0 0,1
5. Nr. 5 100 0,3 0 0 0,2 0,1
6. Nr. 6 100 0,3 0 0,2 0 0,1
7. Nr. 7 100 0 0,2 0 0
8. Nr. 8 100 0 0 0,2 0
9. Nr. 9 100 0 0 0 0,2 0
10. Nr. 10 100 0 0 0 0
11. Nr. 11 50 0 0 0 0

Favorizarea procesului de organogeneza fie directd sau indirectd a avut loc n cazul
continutului scazut de auxine, rizogeneza s-a obtinut prin madrirea continutului de auxine si
micsorarea de citochinine. Pornind de la faptul mentionat mai sus, au fost testate un sir de medii
nutritive care se deosebeau dupa continutul de micro-, macroelemente si raportul
auxind/citochinina. 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.

3.3.2. Influenta regulatorilor de crestere asupra procesului de multiplicare

Au fost testate un sir de medii nutritive in scopul optimizarii lor pentru declansarea
procesului de morfogeneza. 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
eficientd s-a folosit MS cu adaos de regulatori de crestere.

Cele mai optime rezultate pentru multiplicare s-au obtinut pe mediul MS de baza cu
regulatorul de crestere BAP in diferite concentratii. La plasarea pe mediile de cultura aditionate

cu BAP, se mareste considerabil inducerea mugurilor laterali pe axul plantulei, ceea ce favorizeaza
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o lastarire multipla (Figura 3.12), care mai apoi serveste drept sursd de material biologic pentru
micropropagare si sporirea masei vegetative [26-31].

Toate soiurile de mur studiate au fost testate privind micropropagarea pe mediul de baza MS
100% cu adaos de regulatori de crestere BAP, AIB, ANA, AIA, AG3[112-117].

Pentru testarea potentialului de inradacinare la soiurile luate in studiu s-au folosit metodele:

1. inradacinarea in conditii aseptice pe medii nutritive, fara regulatori de crestere (Tabelul
3.7, Nr.10, Nr.11);

2. utilizarea mediului MS, suplimentat cu regulatori de crestere (Tabelul 3.7, mediul Nr. 4,
Nr. 5, Nr. 6, Nr. 7, Nr. 8, Nr. 9).

3. in calitate de suport, pentru plantulele din eprubeta, explantele se amplaseaza pe punti din
hartie de filtru, astfel incat, partea bazala a tulpinii, sa fie incorporata in solutie maxim 1,0 cm
(Figura 3.12).

Fig. 3.12. Vitroplantule de mur pe suporturi de hartie de filtru.

Pentru mentinerea explantelor in cultura in vitro s-au creat conditii necesare pentru
inradacinare, si anume: fotoperiodismul 16 ore lumina/8 ore obscuritate; temperatura aerului de

23+2°C si intensitatea luminii de 2500 lucsi, umiditatea aerului 70%.

3.3.3. Microclonarea

Microclonarea este faza in care se urmareste dezvoltarea mugurilor laterali, adventivi si
cresterea rapida din ei a lastarilor [2, 3]. In acest mod are loc sporirea gradului de multiplicare.
Lastarii de mur care ajung la dimensiuni de 2,0-2,5 cm, pot fi utilizati pentru:

» trecerea la faza de inradacinare;

» in calitate de sursa de explant pentru alte subculturi [54, 55].
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Raportul dintre numarul de 1astari supusi multiplicarii si cei obtinuti la sfarsitul fazei poarta
numele de coeficient de multiplicare sau ratd de multiplicare. Rata de multiplicare este dependenta

de o serie de factori.

Substratul de culturd. In Laboratorul de Biotehnologie si Embriologie s-au testat un sir de
medii nutritive in scopul optimizarii lor pentru declansarea procesului de morfogeneza. Mediul de
baza pentru inducerea morfogenica 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) cu adaos de regulatori
de crestere, s-a dovedit a fi eficient in procesul de multiplicare la mur. Cele mai bune rezultate s-
au obtinut pe mediul MS cu citochinina BAP in concentratii de 0,3; 0,5; 0,7 mg/l [112-117]. S-au
testat si cantitati mai sporite de citochinina (0,9; 1,0 mg/l), dar ele provoaca cresteri neregulate ale
lastarului, cantitatea optima dovedindu-se a fi 0,5 mg/l (Tabelul 3.7.). La plasarea pe mediile de
cultura aditionate cu BAP, se mareste considerabil inducerea mugurilor laterali pe axul plantulei,
ceea ce favorizeaza o lastarire multipla. Aceasta lastarire mai apoi serveste drept sursa de material

biologic pentru micropropagare si sporirea masei vegetative (Figura 3.13).

Fig. 3.13. Plantule de mur cultivate pe medii suplimentate cu diferite doze de BAP.
Nota: a—0,3 mg/l; b —0,5; mg/l; c—0,7 mg/l)

Concomitent cu marirea concentratiei de BAP obtinem un numar sporit de lastari adventivi
care atingand lungimea de 4-6 cm sunt supusi fragmentarii si micropropagdrii ulterioare pastrandu-
si potentialul morfogenetic. Pe mediile cu adaos de BAP au fost micropropagate toate soiurile de
plante. Rezultate eficiente s-au obtinut la toate soiurile de mur, deosebirea constind doar in
numadrul de lastari obtinuti si vigurozitatea acestora. Cu cat numarul de explanti per eprubeta este
mai mare, cu atat si vigurozitatea explantului este mai mica, din aceastd cauza sau selectat pentru
microclonare variantele optimale de BAP — 0,3; 0,5; 0,7 mg/l. Pe mediul cu o concentratie
diminuatd de citochinine, adica de BAP (0,3 mg/l) numarul cel mai sporit de lastari s-a evidentiat

la soiul ‘Loch Ness’, cu 16 lastari generati pe inocul (Figura 3.13. c). Soiurile ‘Triple Crown’ si
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‘Polar’ prolifereaza pe acest mediu 15 lastari per explant, fiind urmate de soiul ‘Smoothstem’ cu
14 lastari generati. Soiurile ‘Chester’ si ‘Arapaho’ genereaza in mediu 14 lastari pe mediul Nr. 1
cu BAP 0,3 mg/l (Tabelul 3.8.). Tot pe acest mediu soiurile ‘Thornless Evergreen’ si ‘Thornfree’

genereaza 12 lastari per explant (Tabelul 3.8.). ‘Black Satin’ — 13 (Figura A 1.1.).

Tabelul 3.8.
Cresterea si dezvoltarea plantelor pe mediu MS cu diferite concentratii de BAP
Nr. Denumirea Concentratia Durata de Nr. de lastari | Lungimea lastarilor,
d/o soiului BAP, (mg/l) crestere (zile) (m=£n) cm (m=n)
0,3 13+0,19 7,5+0,19
1. | ‘Arapaho’ 0,5 55-60 20+0,19 6,1+0,08
0,7 26+0,09 3,5+0,08
0,3 15+0,35 5,33+0,71
2. | “Triple Crown’ 0,5 55-60 21+0,35 4.2+0,33
0,7 27+0,24 4,66+0,61
0,3 16£0,15 9,7+1,49
3. | ‘Loch Ness’ 0,5 55-60 29+0,17 6,3+0,94
0.7 34+0,14 4,8+1,31
0,3 15+0,16 8,0£0,15
4. | ‘Polar’ 0,5 55-60 24+0,20 6,5+0,25
0,7 29+0,17 4,5+0,37
0,3 13+£0,23 8,33+0,15
5. | ‘Black Satin’ 0,5 55-60 21+0,35 6,66+1,37
0,7 25+0,15 5,33+0,33
“Thornless 0,3 12+0,20 8,0+1,05
6. Evergreen’ 0,5 55-60 19+0,13 6,9+1,19
0,7 2440,12 4,9+1,37
0,3 1240,02 474141
7. | ‘Reuben’ 0,5 55-60 20+0,09 4,2+0,91
0,7 2440,20 2,7+1,05
0,3 13+0,19 10,2+1,87
8. | ‘Chester’ 0,5 55-60 22+0,24 7,9+1,37
0,7 30+0,16 6,9+1,37
0,3 12+0,11 8,9+0,19
9. | ‘Thornfree’ 0,5 55-60 18+0,13 6,7+0,08
0,7 25+0,09 4,2+0,15
0,3 14+0,17 9,1+1,19
10. | ‘Smothstem’ 0,5 55-60 23+0,10 4,9+0,87
0,7 26+0,09 3,9+1,10

Nota: m — media, n — abaterea

Pe mediul pentru multiplicare aditionat cu BAP 0,5 mg/l cele mai bune rezultate au fost
evidentiate la soiurile ‘Loch Ness’ cu 29 lastari proliferati si 24 la soiul ‘Polar’ (Figura A 1.2.).

Soiul de mur ‘Smoothstem’ genereaza in mediu 23 lastari adventivi, fiind urmat de soiul
‘Chester’ cu 22 lastari per explant. Soiurile ‘Arapaho’ si ‘Thornless Evergreen’ genereaza in mediu
19 lastari adventivi (Figura A 1.4.), pe cand soiul ‘Triple Crown’ 21 de lastari (Figura A 1.3.).
Soiul ‘Thornfree’a proliferat in mediu 18 lastari adventivi pe mediul nutritiv suplimentat cu BAP

0,5 mg/l (Tabelul 3.8.) ‘Reuben’ (Figura A 1.7., 3,14.).
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Numiirul de listari proliferati

EBAP 0.5

=BAP 0.7

Fig. 3.14. Proliferarea lastarilor de mur pe mediul nutritiv MS
cu diferite concentratii de BAP (mg/l).

Pe mediul pentru multiplicare aditionat cu BAP 0,7 mg/l cele mai ample rezultate s-au
remarcat la soiul ‘Loch Ness’ cu 34 lastari adventivi generati, fiind urmat de soiurile ‘Chester’cu
30 lastari generati (Figura A 1.5.) si soiul ‘Polar’ cu un numar de 29 lastari adventivi. Soiul de mur
‘Triple Crown’ genercaza 27 lastari adventivi (Figura A 1.8.), fiind urmat de soiurile
‘Smoothstem’ si ‘Arapaho’ cu 26 lastari generati per explant. Soiurile ‘Thornfree’ si ‘Black Satin’
au proliferat cate 25 de explanti pe mediul pentru multiplicare aditionat cu BAP 0,7 mg/1 iar

‘Thornless Evergreen’ — 24 de lastari adventivi formati (Figura A 1.9.), (Figura 3.15.).

-
e

i

Fig. 3.15. Multiplicarea soiurilor de mur.

Nota: a — ‘Chester’, b — ‘Loch Ness’, ¢ — ‘Triple Crown’
La mur microclonaraea s-a efectuat pe medii nutritive MS agarizate si lipsite de agar. In

cazul celor lipsite de agar mediul nutritiv s-a turnat in eprubete iar pentru mentinerea lastarului

59



plasat pentru proliferarea lastarilor s-au plasat punti din hartie de filtru. Mediile nutritive agrizate
s-au turnat in borcane de diferit volum (50, 150, 250, 750 ml).

Analizand datele din Tabelul 3.8. si Figura 3.14. observam ca odata cu sporirea concentratiei
de citochinind scade lungimea lastarului, iar cu diminuarea concentratiei BAP-ului lungimea
lastarului se extinde. La concentratia de 0,7 mg/l de BAP lungimea maximala a lastarului a atins
6,9 cm, iar la 0 concentratie de 0,3 mg/l lungimea maximala a lastarului masura 10 cm (Figura
3.16.).

12
g 10 - >
. 8 -
5 6 -
T 4 -
= 2 -
= 0 Th Tripl
8 Chest | Loch Evef Smot CTS‘E Reub | Arapa| Thorn Polar Black
E er Nes g hstem en ho free Satin
éﬂ reen n
— BAPO0,3 10,2 | 9.7 8 9.1 110,33 8 7.5 8.9 4,7 | 5.33
BAPO0.5 7.9 6.3 6.9 4.9 4.2 6.5 6.1 6.7 4.2 6.7
BAPO0.7| 6.9 4.8 4.9 3.9 | 466 | 4.5 3.5 4,2 2.7 8.3

Soiurile de mur

Figura 3.16. Lungimea (cm) a lastarilor pe medii suplinite cu BAP.

Acest fapt demonstreaza provocarea dezvoltarii mugurilor, majorarea concentratiei de BAP
ce sporeste considerabil proliferarea numarului de lastari adventivi. La soiurile respective de mur
proliferarea lastarilor a fost reglata prin schimbarea concentratiei de BAP (0,3; 0,5; 0,7 mg/l)
prezent in substratul de cultura. Citochinina BAP in doza de 0,3 mg/l declanseaza lastarirea
multipla la soiurile de mur din muguri adventivi.

Citochininele stimuleaza cresterea meristemelor, mai ales in cazul in care ele se afla in
latenta, precum si generarea de mugurasi [3, 7, 9, 10]. Rezultatele obtinute au permis elaborarea
schemei subcultivarilor in cadrul multiplicarii in vitro a plantelor de mur (Figura 3.17.). Conform
acesteia odata ce culturile sunt initiate, urmatoarea subcultivare este cea cu supliment de BAP in
3 concentratii diferite (0,3 mg/l, 0,5 mg/l, 0,7 mg/1) in dependenta de scopul propus si numarul de

plante necesar de obtinut, urmata de subcultivare rizogenica.
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SUBCULTIVARILE

N

I II III IV

MS + BAP
0,3 mg/l

MS + BAP
MS 100 % 0,5 mg/l 1550 % Ex Vitro

MS+BAP
0.7mgfl

Fig. 3.17. Schema subcultivarilor in procesul microclonarii.

Nota: Initierea culturilor — ; multiplicarea lastarilor —
IS
i

aclimatizarea —

Dupa a IlI-a subcultivare plantele cu certitudine pot fi transferate ex vitro. In functie de

; rizogeneza lastarilor obtinuti —

concentratie BAP-ul favorizeaza si stimuleaza la soiurile de mur formarea de mugurasi si tulpinite
(caulogeneza) fapt ce constituie o modalitate de obtinere rapida a unui numar sporit de minibutasi

de o uniformitate genetica, multiplicati prin biotehnici in vitro.

3.3.4. Influenta balantelor 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
(AG3).

Tehnicile de cultivare in vitro pot fi controlate de echilibrul fitohormonal, asigurat de
auxine si citochinine. Raportul citochinind/auxind influenteazd procesele fiziologice din
explante, determinand evolutia acestora in diferite cazuri, prin diminuarea concentratiei celor doi
fitohormoni [53, 56]. Astfel, dupa Skoog, comportamentul fiziologic al explantelor va fi: daca
raportul auxine/citochinind este mare, se induce rizogeneza, dacd raportul este subunitar se
induce lastarirea, pot genera formatiuni calusale [109]. Aceastd schema generala este Intotdeauna
valabild, chiar dacd existd variatii In functie de tipul de explant si mai ales in functie de speciile
luate in cultura. Acesti fitoregulatori principali In mai multe cazuri au avut doar rol stimulator
sau favorizant si rareori esential [7, 6, 52-54].

Studiul efectuat asupra soiurilor de mur cu combinatia de trei tipuri de regulatori de crestere
din grupul auxinelor, citochininelor, giberilinelor (BAP+AIB+GAs;  BAP+AIA+ GA;3,
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BAP+ANA+AGs3) in doze 0,3+0,2+0,1 mg/l au evidentiat rezultate optimale insd mai eficiente
sunt pe medii aditionate doar cu BAP (Tabelul 3.9.). Auxinele selectate (ANA, AIB, AIA) 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 [7, 9, 10, 51].

Pentru soiul ‘Arapaho’ rezultatul optim s-a constatat pe mediul Nr. 6, proliferand circa 3
lastari, cu lungime maximala de 10 cm, pe mediul Nr. 5 soiul ‘Arapaho’ a generat 2,66 lastari cu

9,0 cm in lungime, pe mediul Nr. 4, 3 lastari si 8,0 cm lungimea fiecarui lastar (Tabelul 3.8.).

Tabelul 3.9.
Rolul balantelor hormonale in micromultiplicarea in vitro la mur

Combinatia regulatorilor de crestere
BAP +AIB+ GA3—Nr. 4 | BAP +AlA+ GAs—Nr.5 | BAP +ANA+ GA3—Nr. 6
y/';) SOIUL 0,3 +0,2+0,1 mg/l 0,3 +0,2+0,1 mg/l 0,3+0,2+0,1 mg/l
Lungimea T Lungimea . Lungimea o
Jastarului, cm Nr. de lastari Jastarului, cm Nr. de lastari Jastarului, cm Nr. de lastari
m+n m+n m+n
m+n m+n m=n
1. ‘Arapaho’ 8+ 0,62 3,0£1,52 9,0+0,27 | 2,66£1,54 10 £0,24 3,0+0,0
2. | ‘Triple Crown’ | 8,66+0,97 | 3,0£1,0 7,0+0,61 2,0£1,0 9,0+0,73 2,0£1,0
3. | ‘Loch Ness’ 8,0+1,73 3,0£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 40,62 | 2,0+0,0
5. | ‘Black Satin’ 7,33+0,51 | 3,0+1,0 8,66+0,33 | 3,0+1,0 9,0+0,27 3,0+0,0
6. | Thornless 740,35 2665154 | 733+039 | 333+1,52 | 83320,12 | 4,0+1,0
Evergreen
7. | ‘Reuben’ 7,66+0,37 | 2,66=1,54 7,0+0,35 3,33£1,52 8+0,35 3,3342,08
8. | ‘Chester’ 9,66+0,64 | 2,66+1,52 9,66 +0,53 | 3,33+0,57 9,33 £0,61 | 4,0+1,0
9. | ‘Thornfree’ 7,66+0,49 | 3,0+2,64 9,33 +£0,30 | 2,66+0,57 8,33+0,45 | 3,33+2,08
10. | ‘Smoothstem’ 5,66+£0,67 | 2,66+1,0 9+0,55 1,334+0,57 10,0 £0,24 | 2,83+ 1,54

Nota: m — media, n — abaterea

Pentru soiul ‘Triple Crown’ cele mai eficiente medii nutritive s-au dovedit a fi Nr. 4 si Nr.
5, unde lastarul a atins o crestere de 8,66 si 6,0 cm. Pentru soiul ‘Polar’ lastérirea a reusit pe mediul
Nr.4, cu 2,66 lastari generati si 7,66 cm in lungime. Soiul ‘Loch Ness’ formeaza 3,0 ldstari pe
mediul Nr. 4 cu o lungime de 8,0 cm, pe mediul Nr. 5 — 1,66 lastari, lungimea de 6,33 cm, pentru
‘Loch Ness’, dar cea mai efectivd balanta hormonala este Nr. 6 unde formeaza 2,33 lastari per

explant cu o lungime de 7,66 cm. lar pentru soiul ‘Triple Crown’ cele mai eficiente medii de
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crestere s-au dovedit a fi Nr. 4 si Nr. 5 unde lastarul a atins o crestere maximala de 9,0 cm si 8,66
cm.

Pentru soiul ‘Thornfree’ cele mai reprezentative rezultate s-au obtinut pe mediul Nr. 5, iar
pentru soiul ‘Triple Crown’ cele mai eficiente medii nutritive s-au dovedit a fi Nr. 4 si Nr. 5 unde
lastarul a atins o crestere de 8,66 cm si 6,0 cm (Tabelul 3.8.).

Pentru soiul ‘Smoothstem’, lungimea maxima a lastarului, circa 10 cm, s-a obtinut pe mediul
Nr. 6. La soiul ‘Chester’ lungimea lastarului a atins pe mediul Nr. 4 si Nr. 5 de 9,66 cm, pe mediul
Nr. 6 de 9,33 cm in lungime. Pentru soiul ‘Thornless Evergreen’ cel mai bun rezultat s-a stabilit
pe mediul Nr. 6 iar pe substratul de cultivare Nr. 4 lastarul a atins lungimea de 7,0 cm. (Tabelul
3.8.). Pe balanta hormonala Nr. 4 mediul MS100% suplinit cu 0,3 mg/l BAP si 0,2 mg/l AIB si 0,1
mg/l AGz 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’.
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Fig. 3.18. Influenta combinatiilor regulatorilor de crestere asupra lungimii si numarului de lastari

pe mediul nutritiv Nr. 4.

Cea mai mare lungime o atinge soiul ‘Chester’ pe mediul Nr. 4, de 9,66 cm, urmeaza ‘Triple
Crown’ de 8,66 cm. Soiurile ‘Arapaho’ si ‘Loch Ness’ dezvolta lastari de 8 cm, soiurile ‘Polar’,
‘Thornfree’, ‘Reuben’ inregistreaza o lungime a lastarilor de circa 7,66 cm. Pentru soiul ‘Black
Satin’ lungimea lastarilor dezvoltati este de 7,33 cm si ‘Thornless Evergreen’ — 7,00 cm. Cea mai
redusa crestere pe mediul Nr. 4 este la soiul ‘Smoothstem’ (Figura 3.18.).

Pe mediul de cultivare Nr. 5, suplinit cu BAP — 0,3 mg/l, AIA — 0,2 mg /l, AGz— 0,1 mg/Il

cea mai sporitd proliferare se evidentiaza la soiurile ‘Chester’, ‘Thornless Evergreen’, ‘Reuben’
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de 3,33 lastari. O pondere mai scazuta este la soiul ‘Black Satin’ — 3 lastari, iar cate 2,66 lastari se
dezvolta la soiurile ‘Arapaho’ si ‘Thornfree’. Soiul ‘Triple Crown’ genereaza 2 lastari pe mediul
Nr. 5. Soiurile ‘Polar’ si ‘Loch Ness’ dezvolta circa 1,66 lastari, iar soiul ‘Smoothstem” — 1,33
lastari. Cea mai evoluata lungime s-a constatat la soiurile ‘Chester’ de 9,66 cm per explant si soiul
‘Thornfree’ cu o lungime de 9,33 cm. Soiurile ‘Arapaho’ si ‘Smoothstem’ au dezvoltat o crestere
a lastarului de 9,0 cm pentru ambele soiuri. Soiul ‘Black Satin’ s-a manifestat cu o crestere de 8,66
cm iar ‘Polar’ de 8,33 cm. Pentru soiurile ‘Triple Crown’ si ‘Black Satin’ revine o crestere medie

de 7,0 cm a lastarului. Cea mai diminuatd valoare a cresterii lastarului se atestd la soiul ‘Loch

Ness’ de 6,33 cm (Figura 3.19.).
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Fig. 3.19. Influenta combinatiilor regulatorilor de crestere asupra lungimii si numarului de lastari

pe mediul nutritiv Nr. 5.

Formare mai diminuata de lastari se evidentiaza la soiurile ‘Polar’ si ‘Loch Ness’ 1,66 lastari
per explant si 1,33 pentru soiul ‘Smoothstem’. Pe mediul Nr. 6 combinatia BAP —0,3 mg/l, ANA —
0,2 mg/l, AG3— 0,1 mg/l a emis urmatoarele rezultate: un numar mai mare de lastari de circa 4, a
proliferat soiurile ‘Thornless Evergreen’ si ‘Chester’; Soiurile ‘Thornfree’ si ‘Reuben’ au
dezvoltat 3,33 lastari.

Soiul ‘Arapaho’ a produs 3 lastari (Figura 3.21.), iar soiul ‘Smoothstem’ a proliferat 2,83
lastari, mai putin soiul ‘Loch Ness’ — 2,33 lastari, iar soiurile ‘Polar’ si ‘Triple Crown’ cate 2
lastari pentru fiecare soi in parte. Tot pe combinatia BAP — 0,3 mg/l, ANA — 0,2 mg/l, AGz— 0,1
mg/l (mediul Nr. 6) cea mai evoluatd Indltime au atins soiurile ‘Arapaho’ si ‘Smoothstem’ de circa
10 cm, urmate de soiul ‘Chester’ — de 9,33 cm. Cu o lungime de 9 cm se evidentiaza soiurile

‘Triple Crown’ si ‘Black Satin’. Soiurile ‘Polar’, ‘Chester’ si ‘Smoothstem’ dezvoltda o lungime
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de 8,33 cm o rata de crestere mai scazuta s-a constatat la soiurile ‘Reuben’ (Figura 3.20.) de 8 cm

si ‘Loch Ness’ de 7,66 cm.
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Fig. 3.20. Influenta combinatiilor regulatorilor de crestere asupra lungimii si numarului de lastari
pe mediul nutritiv Nr. 6.
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Fig. 3.21. Plantule de mur crescute pe mediul nutritive Nr. 6.
Nota: a— ‘Arapaho’, b — ‘Reuben’

in dependenti de scopul propus — pentru sporirea materialului biologic se respecta toate
etapele. In lipsa producerii cantititii mai masive de material saditor etapele II si III pot fi omise
(Figura 3.22.).

Analiza datelor obtinute ne permite sa afirmam ca prin experimentele efectuate cu variatia
celor 3 tipuri de regulatori din grupul citochininelor, auxinelor, giberelinelor, a fost creata o balanta
hormonala in raport de 3:2:1. Astfel s-a demonstrat cd, prezenta in mediul de culturd a unei

citochinine, aldturi de o auxind, stimuleaza atat procesul de proliferare a lastarilor, dezvoltarea lor,
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cat si procesul de rizogeneza. Suplinirea mediilor cercetate cu giberelina s-a efectuat cu scopul de

a contribui la alungirea internodurilor si cresterea in lungimea a plantulelor de mur.

SUBCULTIVARILE
I II 111 IV A%
MS+ BAP
+NAA ’
MS+NAA
s | s T [ | |
r00%: [ | BAP Vitro
_________________ —
YIBA > MS+IBA

Fig. 3.22. Schema subcultivarilor pentru micropropagarea in vitro a soiurilor de mur.
Nota: Initiere — , multiplicare — B , crestere si rizogeneza — ,
transplantare ex vitro —

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

Denumirea de auxine provine din greacda auxein — a creste, bazat pe nucleul indolic
cu formula C1oHe0O2 [9-11, 52].

Auxinele detin proprietatea de a interveni in multe fenomene fizice, iar actiunile lor depind
de concentratii si de interactiunile cu alti regulatori de crestere. Studiind cateva din efectele lor se
poate concluziona cd; exercitd o actiune asupra elongdrii celulare, aceste efecte de urmarire a
plasticitatii peretelui celular si penetrarii apei in celuld [52, 56]. Aproximativ 50% din celulele ale
membranei plasmatice, care conduc la deplasarea ionilor de H+, determinand o crestere a aciditatii
responsabile pentru diminuarea rezistentei peretelui celular si o absorbtie a ionilor de K+,
influenteazd in general metabolismul celular in special, sinteza ribozomului ARN (ribozomii
participa la sinteza proteinelor), stimuleaza diviziunea celulelor cu origine cambiala [51, 52].

Prelucrarea si analizarea datelor statistice ne permit afirmarea datelor obtinute ce tin de
lungimea plantulelor de mur micropropagate pe medii suplinite cu auxine (Tabelul 3.9.).

Pentru soiul ‘Arapaho’ cea mai efectiva crestere a fost pe mediul Nr. 7, unde lastarul atinge
13,0 cm lungime cu formatiuni calusale verzi, iar pe mediul Nr. 9 Inregistreaza o scddere in
cresterea lastarului de 9,66 cm, la baza radacinii prezentand formatiuni calusare albe, iar pe mediul

Nr. 8, lungimea lastarului atinge 9,0 cm, planta fiind viguroasa, fara formatiuni calusare la baza.

66



Tabelul 3.9.
Influenta auxinelor asupra lungimii plantulelor la soiurile de mur (cm)

NF. Lungimea plantulelor (m+n) pe mediile nutritive suplinite
d/o SOIUL ANA - 0,2 mg/l AIA-02mg/l | AIB-0,2mgl/l
Nr. 7 Nr. 8 Nr. 9

1. ‘Arapaho’, 13,0cm+ 0,19 9,0 cm + 0,27 9,66 cm £ 0,55
2. ‘Triple Crown’, 11,33cm £ 0,12 10,33 cm £ 0,36 12,33 cm + 0,30
3. ‘Loch Ness’ 10,0 cm £ 0,26 9,6 cm £ 0,55 10,2 cm + 0,84
4. ‘Polar’ 7,66 cm + 0,37 5,33 cm+ 0,26 6,66 cm + 0,21
5. ‘Black Satin’ 10,66 cm + 0,27 9,66 cm + 0,29 10,33 cm + 0,36
6. ‘Thornless Evergreen’ 12,33 cm £+ 0,32 11,33 cm + 0,33 11,33 cm + 0,12
7. ‘Reuben’ 10,0 cm £ 0,33 9,33 cm £ 0,55 9,66 cm =+ 0,37
8. ‘Chester’ 12,66 cm + 0,3 12,0cm+ 0,11 10,66 cm = 0,27
9. ‘Thornfree’ 9,33 cm £ 0,40 8,33 cm + 0,45 9,33 cm =+ 0,33
10. ‘Smoothstem’ 9,0 cm=+ 0,27 10,33 cm+ 0,13 8,66 cm+0,17

Nota: m — media, n — abaterea.

Pentru soiul ‘Polar’cea mai mare inaltime a lastarului a fost cea pe mediul Nr. 7 de 7,66 cm,
cu masa calusara verde la baza, pe mediul Nr. 9, lastarul a atins lungimea de 6,66 cm cu formatiune
calusard alba in radacini, iar pe mediul Nr. 8 planta a atins in mediu 5,66 cm fara formatiuni
calusare ceea ce v-a permite 0 mai buna aclimatizare in paletele cu substrat destinate fazei ex vitro
(Figura A. 3.2.). Pentru soiul ‘Thornless Evergreen’ este specifica o mai buna crestere pe mediul
Nr. 7 unde atinge o indltime de 12,33 cm, iar pe mediile Nr. 8 si Nr. 9 de 11,33 cm.

Pentru soiul ‘Thornfree’ cea mai bund crestere se constatd pe mediile Nr. 4, Nr. 6 unde
lastarul atinge aceleasi valori medii de 9,33 cm, si o scadere pe mediul Nr. 5, pand la 8,33 cm
(Figura A. 3.2 a, b).

Pentru soiul ‘Smoothstem’ cea mai buna crestere se constata pe mediul Nr. 8 unde lastarul a
crescut de 10,33 cm pe mediul Nr. 7 lungimea lastarului 9 cm, iar pe mediul Nr. 9 — 8,33 cm
(Figura 3.23.). Pentru soiul ‘Chester’ cea mai pronuntata crestere se remarca pe mediile Nr. 7, Nr.
8, de 12,66 cm, respectiv 12,33 cm, si o scadere se atesta pe mediul Nr. 9 de 10,66 (Figura 3.22.),

lungimea lastarului (Figura A. 3.4.).
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Fig. 3.22. Influenta regulatorilor auxinici in procesul de crestere in lungime a lstarilor.

Pentru soiul ‘Loch Ness’ cea mai prielnica crestere se observa pe mediile Nr. 7, Nr. 9 de 10

cm si putin in diminuare pe mediul Nr. 8 cu o lungime a lastarului de 9,6 cm (Figura A. 3.1).

Fig. 3.23. Inrddicinarea plantulelor pe medii nutritive suplinite cu auxine.

Nota: a— ‘Smoothstem’, b — ‘Thornless Evergreen’

Pentru soiul ‘Triple Crown’ cea mai evoluata crestere a lastarului a fost pe mediul Nr. 9 de
12,33 cm, cu masa calusala alba la baza radacinutelor, pe mediul Nr. 7, lastarul a atins lungimea
de 11,33 cm cu formatiune calusala verde in radacini, iar pe mediul Nr. 8 planta a dezvoltat un
lastar in mediu 10,33 cm fard formatiuni calusale ceea ce v-a permite o mai bund aclimatizare in
paletele cu substrat, destinate ex vitro.

in urma studiului efectuat pe medii nutritive suplinite cu trei tipuri de regulatori de crestere
din grupul auxinelor AIB, AIA, ANA, soiurile cercetate au avut un raspuns morfogenic pozitiv si
eficient In ceea ce priveste cresterea lastarului, formarea frunzelor, vigurozitatea lastarului,

formarea procesului de rizogeneza (Figura 3.24.).
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Fig. 3.24. Plantule de mur inradacinate pe medii cu diferite tipuri de auxine.

Aceste caracteristici s-au manifestat bine la toate soiurile, abateri inregistrandu-se la
indltimea lastarului si formarea masei calusare la baza lastarului. Cel mai frecvent a fost
inregistratd dezvoltarea masei calusare pe mediile suplimentate cu AIB, iar pe cele suplimentate
cu ANA s-a constatat calus verde (Figura 3.24.). lar pe mediile suplimentate cu AIA nu s-au
observat formatiuni calusare, procesul rizogenetic fiind bine dezvoltat.

Pentru micropropagarea mini-lastarilor 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 utilizata ca mediu de inradacinare dar si ca
mediu pentru conservare pe o anumitd perioada. S-a testat mediul MS cu diferite adaosuri, insa cel
mai rentabil si eficient pentru initierea morfogenetica la plantulele de mur este MS 100%, cu pH
5,8-6,0 pana la autoclavare. Pe acest mediu s-a observat initierea radacinutelor in decurs de 14 zile
de la transferul in vitro, iar peste 20-30 de zile se remarca o crestere considerabila a plantulei care
deja poate fi folosit ca material de butdsire pentru o pasare ulterioara, iar partea inferioarda a
plantulei o transferam la ex vitro (Figura A. 4.1., A. 2.1., A. 2.2.). Pentru micropropagare in calitate
de butas folosim un segment alcatuit din unul, doud internoduri, segmentul de explant trebuie sa
fie cat mai viguros si sanatos, astfel, obtinem un material saditor calitativ (Figura 3.25.). Lungimea
butasului pentru micropropagare este cu lungimea de 2,0-2,5 cm. Este foarte important ca lastarul
sa fie viguros, atunci procesul de micropropagare va fi efectuat cu succes. Odata ce lastarul a atins
lungimea de 12,0-14,0 cm este supus butasirii si transferat pe alte medii nutritive pentru
microinmultirea ulterioard. In acest mod in intervalul de 30-40 zile randamentul de material

biologic se mareste de 4-5 ori (Figura 3.25.).
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Fig. 3.25. Butasirea plantei de mur la soiul ‘Triple Crown’.

Plantulele sunt crescute in incaperi cu fotoperiodismul de 16 ore lumina si 8 ore obscuritate,
cu temperatura medie de 23+2°C. Pentru inradacinarea soiurilor ‘Arapaho’, ‘Triple Crown’, ‘Loch
Ness’, ‘Black Satin’, ‘Polar’, ‘Chester’, ‘Reuben’ ‘Thornless Evergreen’, ‘Thornfree’,
‘Smoothstem’, s-au testat mediile nutritive MS 50% lichid cu supliment de 30 g/l si 15 g/l zaharoza
(Figura 3.26.).

Fig. 3.26. Soiul ‘Polar’ pe mediu de cultura MS 50%.

Mediul nutritiv optim pentru inducerea rizogenezei este MS 50%, lichid, suplimentat cu 30
g de zaharoza. Aparitia primelor ridacinute s-a observat la a 10 zi dupa transfer pe acest mediu. in
perioada de 21 zile planta formeaza radacinute de culoare alba si atinge o lungime de 4 cm, cu un
sistem radicular alcatuit din 5-6 radacinute si o lungime de 2,0-2,5 cm (Figura 3.27.).

Partea apicala a plantei este transferatd pe mediu nutritiv pentru inducerea morfogenica in
cultura in vitro in continuare, iar partea bazala alcatuita din 2-3 internoduri este transferata ex vitro

pentru a fi aclimatizata ulterior pentru o dezvoltare complexa.
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Fig. 3.27. Lungimea la diferite soiuri de mur (cm) cultivate pe MS (50%, 100%).

Pentru toate soiurile rizogeneza apare relativ concomitent, insa, radacinile difera de la un soi
la altul. S-a observat ca, la soiurile ‘Chester’ si ‘Loch Ness’ radacinutele sunt in numar de 5-7
neramificate, lungi, cu diametru de 0,8 mm, pe cand la soiurile ‘Smoothstem’ si ‘Triple Cown’,
‘Black Satin’ radacinutele sunt mai rugoase si au un diametru de 1,0 mm. La soiurile “Thornless
Evergreen’ radacinutele sunt in numar de 6-7 cu un diametru de 0,8- 0,9 mm (Figura 3.26).

Mediul MS 100% s-a selectat ca cel mai optimal, rentabil si adecvat mediu pentru rizogeneza
soiurilor de mur. Plantula obtinutd pe mediul nutritiv 100% se butdseste 4 lastari cu cate 3
internoduri, partea de jos a lastarului (inradacinata) este transferata ex vitro. Pe mediul nutritiv MS
50%, lipsit de regulatori de crestere plantulele crescute sunt mai mici din ele pot fi obtinute do1
butasi, din partea apicala transferatd in procesul de micropropagare, partea bazald fiind bine

inradacinata este transferata ex vitro (Figura 3.27.).

3.4. Aclimatizarea materialului multiplicat in vitro

Transplantarea ex vitro reprezinta faza de pregatire a plantulelor pentru trecerea la cultura ex
vitro (sera si camp).

La trecerea plantulelor multiplicate in vitro, in procesul de acomodare ex vitro, se tine cont
in mare masurd de substrat si de respectarea conditiilor optime (gradul de umiditate si afdnare a
substratului, valoarea pH, compozitia substratului, expozitia si gradul de luminozitate) [90, 91,
110]. Plantulele de mur care nu au dezvoltat sistem radicular, se planteaza in substrat de perlit
pentru dezvoltarea acestuia. La transferul plantulelor la conditiile de aclimatizare sistemul
radicular al plantulelor din eprubetele de cultivare a fost spalat cu apa de temperatura 25-30°C

pentru a inldtura mediul de cultura iar apexul radacinilor este tdiat, cu scopul stimularii procesului
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de inradacinare [54, 55, 110]. Plantulele anterior trecute prin solutie slab roz de KMnO4 S-au
transferat pe un substrat solid, steril, in prealabil autoclavat 1a 2 atm. timp de 30 minute [114-116].
Au fost testate si utilizate trei tipuri de substrat: 1) substrat steril alcatuit din sol de gazon, turba,
perlit, nisip, in proportii de 1:1:0,25:0,25; 2) substrat steril din sol de gazon si turba comerciala in
raport (1:1:3); 3) substrat alcatuit doar din turba comerciala.

Plantulele de mur care nu au dezvoltat sistem radicular, s-au plantat in substrat de perlit
pentru dezvoltarea sistemului radicular (Figura 3.29., a). Transferul vitroculturilor s-a efectuat in
palete celulare (ghivece mici unite in module). Celulele paletei preventiv s-au umplut cu substrat.
Astfel, butasii de mur cu o lungime de 2,5 cm s-au plantat in palete alcétuite din 104 celule,
volumul celulei 25-30 ml, materialul vegetal destinat procesului de adaptare la ex vitro, care se
acopera cu folii transparente pentru @ mentine umiditatea de 85-90%. Pentru transplantare a fost
utilizarea substratului cat mai poros pentru aer si apa, cu o masa specificd micad pentru a fi usor

Observatiile fenologice si analiza rezultatelor inregistrate au aratat ca substratul alcatuit doar
din turba comerciala cu pH 5.8-6.5 a fost optim pentru aclimatizarea si dezvoltarea neoplantulelor
in prima faza de aclimatizare.

Plantulele in vitro sunt crescute la intensitate redusd a luminii (1200-2000 lucs) si
temperatura aerului — 23+2°C. Transferarea plantulelor direct la razele solare cu spectru larg
(4000-12000 lucs) si temperatura aerului ridicata (26-36°C) ar putea induce carbonizarea frunzelor
si ofilirea butasilor. Pentru a evita acest fenomen plantele se aclimatizeaza in incaperi mai umbrite
si mai racoroase la temperatura aerului de 20-25°C. Paletele de cultura pot fi pastrate in serd cu
capacele slabite, transparente, sau acoperite cu folii de polietilend plantele pot fi lasate Tn umbra
naturald difuza pentru 3-6 zile, pentru a se adapta la conditiile noi de mediu, in prima sdptamana
dupa transplantare. Aclimatizarea eficienta a murului s-a efectuat in 3 etape in decursul a 40-50 de
zile: Etapa a I-a). Plantulele s-au transferat in paletele cu 104 celule cu un volum de 25-30 ml sub
folii timp de 10 zile pana apar primele 2 frunzulite la apexul plantei. Aerisirea se face de 2-3 ori
pe zi, se pulverizeazd cu apd deionizatd si se mentine temperatura aerului de 23-25°C (Figura
3.28.).

Etapa a I1-a). Plantele s-au transferat in containere cu celule mai mari de 125-155 ml, in
substrat steril din sol de gazon si turba comerciald in raport 1:1. Pentru o dezvoltare mai eficienta
a radacinii, tulpinii si frunzelor, paletele nu se acopera cu peliculd sau capace transparente. Se
respecta regimul de temperaturd a aerului de 20-25°C si se reduce treptat din umiditate. Aceasta
etapd a durat 15-20 de zile in spatiu protejat si umbrit, dar in care s-a ridicat usor gradul de

iluminare (Figura 3.30.).
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Etapa a I11-a). Paletele cu plantule de mur, care au atins 8-10 cm in lungime cu 6-8 frunze
formate, le-am transferat pe un substrat alcatuit din sol de gazon, turba, nisip, in proportii de
1:1:0,25:0,25, in vase vegetative cu volumul de 500 ml, in conditii de soare, dar cu un carcas de

panza, amplasat in asa mod ca soarele sa patrunda doar dintr-0 directie. Pentru aclimatizarea

definitiva, plantele se mentin timp de 15-20 de zile (Figura 3.28.).
4"32’ 3 by V(

Fig. 3.28. Plantule in I-a si a II-a etapd de aclimatizare.
Notda: a — soiul ‘Arapaho’, b — soiul ‘Triple Crown’

Pe parcursul etapei a Ill-a pentru o dezvoltare normala se recomanda administrarea
ingrasamintelor organice universale cu un continut organic de NH4sNO de 7%, P2Os de 10%, K20
—12%. Administrarea fertilizantilor s-a facut In zona radacinii, o datd la 14 zile, in concentratia de
1%, si foliar odatd in lund in concentratia de 0,5 %, tratamentele fitosanitare cu fungicide si
tratamente cu solutii nutritive s-au efectuat cu scopul de a favoriza cresterea plantei in ansamblu

si dezvoltarea sistemului radicular.

Fig 3.29. Plantule ale soiului ‘Chester’.
Nota: a —inradacinarea in substrat de perlit, b — in etapa a I11-a de aclimatizare
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Un alt factor important este protejarea de daunatori deoarece plantele dupa 25 zile de
aclimatizare se expun riscului de a fi atacate de daundtori, fiind fragede si atractive. Unul din

daunatorii plantelor tinere de mur este musculita alba de sera (Trialeuredes vaporariorum).

Fig. 3.30. Soiuri de mur in etapa a II-a de aclimatizare.
Nota: a— ‘Black Satin’, b — ‘Thornfree’, ¢ — ‘Polar’, d — ‘Loch Ness’.

Pentru protejarea impotriva daunatorilor s-a utilizat preparatul ,,Actara”, insd nu se
recomanda udarea plantelor in a doua jumadtate a zilei, deoarece, noaptea se multiplicd intensiv
sporii ciupercii (Mycospherella rubi) [58, 117, 157].

Mentiondm ca, aceste soiuri de mur sunt afectate doar in perioada de aclimatizare de unele
boli si ddunatori pe cand la plantele transferate in cdmp nu s-au depistat boli si ddundtori pe o
perioada de 5 ani (perioada de cercetare a plantulelor).

Conform datelor din tabelul 3.10 putem afirma ca adaptabilitatea plantelor prezinta o rata
mai scazutd in primele luni ale anului (ianuarie, februarie) variind intre 80 si 92 de plante. De
mentionat cd, in luna martie creste viabilitatea plantelor aclimatizate de la 93 pana la 97,7 plante.
Iar in luna aprilie gradul maxim de viabilitate revine soiului ‘Reuben’ (98,2). In luna mai pentru
toate soiurile este caracteristic gradul de viabilitate mai mare de 95 plantule cu exceptia soiurilor:
“Triple Crown’ (93,3) (Figura A. 6.11., ‘Thornfree’(Figura A.6.4.) si ‘Black Satin’(Figura A. 6.8.)
— fiecare cu 94 (Tabelul 3.10.) (Figura A. 6,3., 6,5., 6,10.).
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Tabelul 3.10.

Viabilitatea diferitor soiuri de mur in functie de luna anului

Denumirea soiului si gradul de viabilitate (%)

Nr. | Lunile .
. ‘Arapaho’ | ‘Loch Ness’ | ‘Triple Crown’ ‘Polar’ ‘Black ‘Thornless ‘Reuben’ ‘Chester’ | ‘Thornfree’ | ‘Smothstem’

d/o anului ., y

Satin Evergreen

m=n m=n m=n m=n m=n m=n m=n m=n m=n m=+n

1. lanuarie 83,33+0,09 85,25+1,7 84,33+0,13 81,33+0,07 84+0,5 84,5+2,51 92,5+£2,0 80,5+1,29 85+0,13 89,5+1,29
2. Februarie | 90,67+0,167 92,0+1,4 84,67+0,13 88,67+0,09 86+0,33 90,0+1,4 92,5+1,2 89,7+0,5 85,67+0,14 93,5+1,2
3. Martie 88,67+0,1 91,7+1,7 90,67+0,08 86,67+0,11 92,00+0,5 91,2+1,2 95,2+1,7 89,7+1,7 91,33+0,08 97,7+0,9
4. Aprilie 93,000,07 96,5+1,2 92,00+0,054 92+0,09 94,00+0,9 95,0412 98,2+0,9 95,2+0,9 940,05 97,7412
5. Mai 95,67+0,09 96,7+0,5 93,33+0,08 95+0,05 94,00+0,33 96,7+0,9 98,7+0,5 96,5+0,5 94,00+0,05 98,5+0,5
6. lunie 96,33+0,07 98,5+0,5 96,00+0,052 92,33+0,068 | 96,00+0,29 98,7+0,5 98,2+0,9 98,70+0,5 94,67+0,015 98,2+0,9
7. lulie 96,00+0,067 99,5+0,2 96,67+0,03 96,33+0,065 | 92,00+0,39 99,5+0,5 99,2+0,5 98,5+1,0 95,33+0,06 98,5+0,5
8. August 99,00+0,025 98,5+0,5 98,33+0,03 97,33+0,039 | 92,00+0,5 99,5+0,5 98,7+0,5 99,7405 98,33+0,039 99,240,5

Nota: m—media, n — abaterea

*Calculele s-au efectuat pe loturi de o suté de plantule.
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De mentionat ca, in lunile iunie, iulie si august pentru majoritatea soiurilor analizate gradul
de viabilitate este maxim (96-99), cu exceptia soiului ‘Polar’ (92,33) si ‘Thornfree’ (94,17) in
lunile iulie si august. Viabilitate mai mare de 99 plantule a fost stabilita pentru soiurile: ‘Loch
Ness’(Figura 3.31, A.6,6), ‘Thornless Evegreen’, ‘Reuben’(Figura A.6,9). (luna iulie) si
‘Chester’(Figura A. 6,7), ‘S

Fig. 3.31. Soiuri de mur in a Ill-a etapd de aclimatizate.
Nota: a— ‘Thornless Evergreen’, b —Reuben’, ¢ — ‘Loch Ness’, d — ‘Chester’.

Putem afirma ca procesul de aclimatizare la soiurile studiate parcurge in mod normal 3 etape,
toate soiurile posedd potential de aclimatizare (peste 90 de plantule), soiurile ‘Chester’, ‘Loch
Ness’, ‘Thornless Evergreen’, ‘Reuben’ s-au evidentiat cu cea mai sporita rata (mai mare de 98 de

plantule) in lunile iulie si august (Figura A. 5,1, Figura A. 6,12) .

3.5. (infiintarea colectiei de mur in Gridina Botanici Nationali (Institut)

Actiunea de infiintare a unei plantatii de mur este de importanta majora [1, 4, 6, 15]. Pe lotul
experimental al GBNI plantatia este fondatd, cu scopul de a colectiona si diversifica cele mai
valoroase si productive soiuri introducente de mur (Figura 3.32). In primévara si toamna anului
2014 s-au plantat soiurile de mur fara spini luate in cercetare, ulterior completata in anul 2015
[25].

Infiintarea colectiei de mur in GBNI a fost initiatd cu selectarea terenului. S-a ales un lot
adapostit de vanturi puternice, situat in apropierea unor fasii de arbori (zizifus, tei, nuci). La fel s-

a tinut cont de prezenta surselor de apa pentru irigare.
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Cultura s-a infiintat in perioada de conversie de 3 ani, pentru a imbogati terenul in humus.

De asemenea, s-au trasat drumuri principale si s-a facut parcelarea (Figura 3.32). La parcelare s-a

tinut cont de orientarea randurilor, pe directia nord-sud pentru crearea unui regim favorabil de

iluminare si aerisire a lotului [1, 144, 145].
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Fig. 3.32. Schema colectiei de mur in Gradina Botanica.

Nota: 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, 1,0 m — distanta dintre plante la soiurile

erecte lungimea randului 20 m.

20m

Pregatirea solului si plantarea. Este necesar sa se testeze pH-ul solului, cu sase luni inainte

de plantarea soiurilor, pentru a avea suficient timp sa fie Imbunatititd calitatea solului. Arbustii de

mur necesitd pH-ul optim 6,2-6,5. Daca pH-ul solului este prea scdzut, se suplineste cu

amendamente pentru a creste nivelul pana la cel indicat pe trusa de testare [76, 77, 83, 144].

Materialul saditor, obtinut din vitroculturi, de 1-2 ani, cu 2-3 tulpini de 20-40 cm care ulterior

se scurteaza la 15-20 cm si radéacini bine dezvoltate, sdndtoase si viguroase. Plantarea se face la

distanta de 2 m intre randurile de plante si de 1,5 m intre plantele de pe rand. (Figura 3.33.).

Plantarea s-a efectuat primavara (aprilie) si toamna (octombrie), in teren pregatit (arat, discuit), in

gropi de 40/40/40 cm. Fertilizarea la plantare consta in administrarea la fiecare planta a 6-8 kg de
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mranita, 50 g de superfosfat si 20 g de sare potasica sau 60 g de ingrasaminte chimice complexe

(N.P.K.) [33, 40, 48]. Adancimea plantarii se stabileste astfel ca solul sd acopere numai partea

tulpinii care a fost in sol anterior. Dupa plantare, solul s-a udat cu 5-6 | de apa la fiecare planta.

¥ B o, 0 . } A 32 T
\ 3 PN K # N 3 - ?
A a P - e A ¥ ¥

" o o
7 T

Fi g 3\33 Coleé‘gla de aru§ti de mur din BNI,20 funie 2018

3.6. Particularitatile agrotehnicii cultivarii in cAmp

Plantarea. Radacinile tufei trebuie mentinute in umezeald pana se planteaza, sau se tin
infasurate intr-un manson umed. Coroana (care incepe din punctul din care pornesc tulpinile si
radacinile) trebuie plasatd la 3 cm sub nivelul solului. Dupa plantare, solul se batatoreste bine
pentru a inlatura eventualele gauri de aer din jurul radacinilor. Imediat dupa plantare se uda bine.
O lucrare de intretinere importanta este fertilizarea care se face primavara devreme, cand incepe
procesul de dezvoltare si din nou vara, imediat dupa recoltarea fructelor [47, 48, 83].

Pentru ca tufa de mure sa fructifice, se aplica fertilizatorul ecologic pana cel tarziu in iulie,
pentru a evita cresterea fortatd a lastarilor tarzii care vor fi afectati de frigul iernii. In primii doi
ani, perioada 1n care radacinile se dezvolta complet, fertilizator se distribuie in jurul bazei tufei, pe
o raza de 30 cm.

Tufa de mur necesita umiditate abundenta pe perioada de dezvoltare si coacere a fructelor.
Daca nu ploua suficient, este necesar de efectuat irigatia. Cantitatea minima de apa necesara unet

plante mature de mur este de 7-8 litri de apa pe zi, in perioada de dezvoltare a fructelor. Acoperirea
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bazei plantei cu paie, talas, resturi de lemne sau coceni de porumb ajuta la controlul buruienilor si
la pastrarea umiditatii si a substantelor nutritive. Tufele de mur necesita afanare, care se efectueaza
atent si des, sau se acopera foarte bine cu paie pentru ca sd nu fie atacate de buruieni. Odata ce s-
a pornit cresterea, buruienile sunt dificil de controlat. Prasitul incepe primavara, imediat ce
pamantul poate fi lucrat si se face de cate ori e nevoie pentru a preveni aparitia buruienilor. Se
evita saparea foarte adanca, pentru a nu afecta radacinile. Nu se recomanda de afanat pdmantul din
jurul bazei cam cu o lun inainte de sosirea sezonului rece (mai ales a inghetului).

Dupa plantare se recomanda de executat urmatoarele lucrari:

»  prelucrarea solului pentru distrugerea buruienilor, mecanic intre randuri si manual de-a
lungul randului, prin prasire;

» fertilizarea anuala cu ingrasaminte organice aplicate pe rigole de-a lungul randului.
Dozele de fertilizare se stabilesc in functie de fertilitatea terenului si starea de aprovizionare a
plantelor, respectiv de rezultatele analizelor de sol si ale diagnozei foliare;

» irigarea s-a efectuat prin aspersiune, asigurand la fiecare udare 8-10 litri de apa pentru

fiecare tufa, se recomanda 6-10 aplicatii in functie de precipitatiile cazute.

Sustinerea plantelor. Sustinerea si conducerea plantelor la murul fara spini s-a facut pe
spalieri cu trei randuri de sarme pentru soiurile repente (‘Thornless Evergreen’, Thornfree’) si
semierecte (‘Loch Ness’, ‘Chester’, ‘Triple Crown’, ‘Black Satin’, ‘Smoothstem”), si 2 randuri de
sarme pentru soiurile erecte (‘Arapaho’, ‘Polar’). Prima sarma se fixeaza la 80 cm fata de sol, iar
urmatoarele doua la cate 50 cm una de cealalta. Tulpinile se dispun si se leaga de sarme in evantai,

distantate intre ele la minimum 15 — 20 cm. Distanta dintre doi spalieri pe rand este de 6 m.

Taierile la mur

Prima tdiere. Se efectueaza odata cu dezvoltarea primelor ramuri — numita taiere de
formare, decisiva pentru dezvoltarea de mai departe a murului. Operatiunea are un rol selectiv
fiind eliminate ramurile fragile si bolnave. Pornind de la baza plantei se aleg unul sau doi lastari
vigurosi, care anul urmatori vor fi de rod, acesti lastari pornesc din mugurii amplasati in raddcina
arbustului [144].

Tiierile succesive. Incepand cu anul doi de vegetatie planta este mult mai dezvoltata si
viguroasa. Taierile de fructificare au loc similar primului an. Téierile din anul doi au rol de a
contribui semnificativ la cresterea, dezvoltarea plantelor, pregatindu-le pentru fructificare pentru
anii 3, 4, 5 etc. Primdvara cat mai timpuriu, se face analiza tufei si In functie de vigoarea lastarilor
din anul precedent se mareste sau Se micsoreaza incarcatura arbustului. Astfel vor fi alesi un numar

suficient, respectiv 4-6 tulpini.
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Taierile de rarire a tufei. Pentru mur este benefica alegerea din vara (iulie) a lastarilor
pentru rodul anului viitor. Din lungime se reduce pand la 1/3. Practic se elimind varfurile
nematurizate sau degerate. Iar cand se urmareste esalonarea coacerii, se taie la lungimi diferite.
Imediat ce a fost cules si ultimul fruct, vara, se taie toate ramurile batrane. Tot atunci este un
moment bun de a inlatura si lastarii tineri (de un an) care sunt de prisos si fragili.

Regula generala de tiiere este de a inlatura toate ramurile care deja au intrat in rod anul
curent, acestea fiind usor de recunoscut dupa culoarea bruna a lemnului. Aceastd operatiune se
efectueaza toamna, daca nu s-a reusit se poate de efectuat primavara. Arbustii de mur cu crestere
repentad (‘Thornless Evergreen’), semierecta trebuie antrenati si legati pe spaliere [93]. Tufele cu
ramuri erecte nu au nevoie sa fie legate daca sunt taiate vara astfel incat sa nu depaseasca 91-120
cm indltime; ramurile lungi pot fi antrenate pe spaliere cu sarma. Spalierul se construieste din doi
piloni, infipti in pamant cu 6 metri distanta intre ei, intre care se intinde sarma. Pentru tufele drepte
e destul un singur fir de sdrma, prins la 70 cm de la nivelul solului. Pentru tufele semi-cataratoare
se folosesc doua sau trei sarme prinse la 90 si respectiv 150 cm de la sol.

La soiurile de mur cu ramuri drepte (‘Arapaho’, ‘Polar’), se recomanda sa fie taiati lastarii
noi care vegeteaza de la baza tulpinii [75, 76]. In timpul perioadei de vegetatie este de dorit ca
lastarii sa nu aiba mai mult de 30 cm. Cand lastarii noi cresc mai mult de atat, se inlatura varfurile —
acestea vor forta ramificarea inferioara pe ramuri, lucru care va intari lemnul si va face tufa sa
suporte mai usor greutatea fructelor. Pe timpul iernii, ramurile laterale se scurteaza pana la 30-35
cm de la pamant, iar iarna tarziu se taie ramurile uscate.

Tufele de mur semi-cataratoare (‘Loch Ness’, ‘Chester’, ‘Triple Crown’, ‘Black Satin’,
‘Thornfree’, ‘Smoothstem’) necesita antrenate pe spalier si legate cu sfoard moale (Figura 3.34.).
In general, in primul sezon recolta este mici. Daci tufa nu se dezvolti prea mult in aceasti prima
perioada, se taie ramurile pana la 5-10 cm iarna tarziu pentru a forta aparitia unora mai viguroase.
Din cel de-al doilea an si in cei care vor urma, lastarii creste mai vigurosi. Ei trebuie legati pe
spaliere cand au 1,2-1,6 metri [145].

Taierea ramurilor batrane este o operatiune foarte importanta pentru prevenirea bolilor. Dupa
recoltare, se recomanda inlaturarea ramurilor fragile sau bolnave, lasand numai 4-8 lastari tineri;
acestia se leaga pe spalier In forma de evantai (Figura 3.34). Primavara se scurteaza orice
lastar nou pana la 30 de cm. Solul se intretine ca ogor negru iar la 2 ani se aplica 1 kg gunoi/metru
patrat. Se fertilizeaza cu must de gunoi 3-4 1/planta (1 parte must si 4 parti apa).

Protejarea impotriva inghetului. Se efectueaza in zonele unde in cursul iernii temperatura
minima absoluta coboara sub -15°C 1n mod frecvent si pe o durata de timp mai mare de 24 de ore.

In acest caz, tulpinile de rod se desfac de pe sirme, se dirijeazd de-a lungul randului cat mai
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aproape de sol, se fixeaza din loc in loc cu brazde de pamant, apoi se acopera cu paie, resturi
vegetale sau fasii de folie de polietilena termoizolantd. Cu aceasta ocazie se taie de la sol si
tulpinile care au rodit in cursul vegetatiei (in mod automat, acestea se usucd dupa fructificare).

Primavara devreme, tulpinile protejate se descopera, se aplica taierile de rodire si se leaga de sarme

Fig. 3.34. Modelarea murului pe spalier, sub forma de evantai.

Pe lotul experimental s-au plantat pentru cercetare dar si pentru sporirea fondului de
germoplasma 10 soiuri de interes economic, obtinute prin vitroculturi.

Dintre soiurile cercetate, necesita legare si atdrnare pe spalier mai compact soiurile
‘Arapaho’ si ‘Polar’; sub forma de evantai soiurile ‘Triple Crown’, ‘Loch Ness’, ‘Black Satin’,
Chester’, ‘Thornfree’, ‘Thornless Evergreen’, ‘Smoothstem’; nu necesita aceste operatiuni soiul
‘Reuben’. Plantarea in rand: 1,0 m distantd intre plantele ce apartin soiurilor erecte (‘Arapaho’,
‘Polar’, ‘Reuben’); 2,0 m distanta intre plantele semierecte si repente (‘Triple Crown’, ‘Loch
Ness’, ‘Black Satin’, ‘Chester’, ‘Thornfree’, ‘Thornless Evergreen’, ‘Smoothstem’) (Figura 3.36).
Soiurile de mur necesitd 5 prasiri (afanare, dezburuienerizare) anuale obligatorii in lunile mai,
iunie, iulie, august, septembrie. Irigarea este necesar de efectuat in lunile toride: iulie; august;

septembrie (prima decada). Taierile se efectueaza la toate soiurile conform normelor si cerintelor.

Recoltarea fructelor. Soiurile de mur studiate se caracterizeaza cu perioade diferite de
maturare si inflorire ceea ce permite recoltarea esalonata, de la diferite soiuri. Recoltarile cele mai
timpurii sunt caracteristice soiurilor: ‘Arapaho’, ‘Reuben’, semitardive (‘Triple Crown’, ‘Loch
Ness’ ‘Polar’, ‘Black Satin’); mai tardive (‘Thornless Evergreen’, ‘Chester’, ‘Smoothstem’,
‘Thornfree’) (Figura 3.35.). Recoltarea murelor cu ramuri drepte incepe n a doua decada a lunii
iunie si dureaza pana la sfarsitul lunii octombrie; fructele tufelor semierecte nu incep sa se coaca

decat in dupa a doua decada a lunii iulie (Tabelul 3.11.).
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Fig. 3.35. Fructe de mur (‘Thornless Evergreen’, 21 august 2016).

Fructele de mur se culeg cand sunt de culoare negricioasa [48, 77]. Recoltarea fructelor se
efectueaza din 3 1n 3 zile, in momentul cand acestea se desprind usor. Recoltarea se efectueaza in
prima jumatate a zilei in perioada mai racoroasa este de dorit dimineata devreme (de la orele 4
pana la orele 10). Fructele se plaseaza in casolete de plastic sau de carton cu volum maxim de 500
ml. Casoletele trebuie sa fie prevazute cu orificii. Imediat sunt transferate intr-o incapere
racoroasa, unde sunt plasate in combine frigorifice. Temperatura de pastrare in stare proaspata este
1°C, pe o durata de maxim 10 zile, congelate pot fi pastrate pe o durata de cateva luni.

In functie de zond, maturarea se declanseazi din prima decadi a lunii iulie si dureaza pana
la finele lunii octombrie. In conditiile aplicarii tuturor verigilor tehnologice prezentate se pot

obtine 8-16 tone fructe proaspete, in functie si de potentialul biologic al soiului [49, 151].
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Tabelul 3.11.
Calendarul coacerii si recoltarii fructelor de mur

IUNIE IULIE AUGUST SEPTEMBRIE OCTOMBRIE

Nr.
d/o

SOIUL Decade

1. | ‘Arapahe’

2. | ‘Polar’

3. | ‘Loch Ness’

4. | “Triple Crown’

5. | ‘Black Satin’

6. | ‘Thornfree’

7. | ‘Smoothstem’

8. | ‘Chester’

‘Thornless
Evergreen’

10.| ‘Reuben’
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Tehnologia de multiplicare a murului in vitro presupune parcurgerea urmatoarelor etape:
elaborarea mediilor nutritive optime aplicand formule speciale de nutrienti; asepsizarea;
inocularea; micropropagarea; microclonarea vitroplantulelor de mur. Urmeaza procesul ex vitro,
care se efectueaza pe substraturi testate in 3 etape de aclimatizare. Plantulele aclimatizate cu sistem
rizogen bine dezvoltat pot fi transferate in teren deschis. Etapele tehnologice de multiplicare in

vitro la soiurile de mur fara spini este prezentat in Figura 3.36.

i

Fig. 3.36. Schema tehnologiei de multiplicare in vitro la soiurile de mur fara spini.

3.7.  Concluzii la capitolul 3

1. S-au determinat caracteristicile biologice, fizice si chimice pentru cultura in vitro la
soiurile de mur fira spini. In rezultatul testirilor s-a evidentiat clorura de mercuriu 0,1% ca
sterilizant optim, timp de 7 minute pentru toate soiurile.

2. S-a stabilit ca inoculii apicali si laterali ai fragmentelor de lastari au condus la
declansarea proceselor de caulogeneza la soiurile: ‘Arapaho’- 77,8; ‘Triple Crown™— 72.2;
‘Chester’ — 83,33 ‘Loch Ness’ — 80,6, ‘Thornless Evergreen’ — 55,6%; ‘Smoothstem’ — 66,7%;
‘Polar’, ‘Thornfree’ — 61,0%; ‘Reuben’ — 88,9%; ‘Black Satin’ — 77,8%:; ulterior fiind utilizate in
calitate de material biologic pentru microclonare.
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3. Mediul nutritiv de baza a fost MS 100% modificat: agar — 5 g/, mioinozitol — 50 mg/1,
acid ascorbic — 10 mg/l, BAP — 0,5 mg/l, zaharoza — 30 g/1, pH 5,8, care a fost suplinit cu diferiti
regulatori de crestere in diferite doze si combinatii. Din formulele hormonale testate au fost
selectate 11 medii nutritive cu balantd hormonala optima. Formulele hormonale pentru mediile
nutritive Nr. 2 si Nr. 3; utilizate la fiecare etapa (inoculare, calusogeneza, microclonare,
micropropagare, rizogeneza) au fost precizate pentru fiecare soi in baza criteriilor de crestere si
dezvoltare (numdarul de lastari proliferati, lungimea lastarilor, rizogeneza lastarilor). Un rol
important in procesul de proliferarea abundenta a lastarilor laterali, a manifestat regulatorul de
crestere BAP in concentratie de 0,5 si 0,7 mg/l.

4. Concentratia de BAP — 2 mg/l, a avut un rol primordial regenerant, eficienta pentru
obtinerea organogenezei in vitro la soiurile studiate. Procesul organogen se initiaza la a 28-30-a zi
dupa inoculare, cu — 10,2 plantule dezvoltate la soiul ‘Chester’ si —9,4 ‘Black Satin’, cea mai mica
ratd de proliferare fiind la soiul ‘Polar’ de — 6,2 plantule per explant. Mediul cel mai eficient si
optim pentru inducerea organogenezei la soiurile de mur a fost Nr.1 (BAP 2 mg /l).

5. S-adeterminat cd procesul rizogen poate fi indus pe medii nutritive, precum mediul de
baza MS: MS 100% modificat; MS 100% modificat suplimentat cu auxine (AIB- 0,2 mg/l; AIA—
0,2 mg/l; NAA — 0,2 mg/l) si MS-50% modificat. Pe primele doua variante de medii are loc
dezvoltarea plantei si procesul rizogenetic si in care necesita butasire sporind rata de multiplicare
de 4 ori, pe ultimul plantulele se inrddacineaza timp de 14 zile iar cresterea este mai diminuata cu
50 %, dovedindu-se rentabil, optim si eficient.

6. Aclimatizarea ex vitro cu succes s-a efectuat in 3 etape. Au fost testate si utilizate 3
tipuri de substrat: 1) substrat steril alcatuit 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 comerciala in raport 1:1, 3) substrat
alcatuit doar din turba comerciala. Soiurile ‘Chester’, ‘Loch Ness’, ‘Thornless Evergreen’,
‘Smoothstem’, ‘Reuben’, ‘Polar’, ‘Smothstem’, ‘Triple Crown’, ‘Blak Satin’ cu succes pot fi
aclimatizate cu o rata de viabilitate de 99%. Cea mai potrivita perioada de aclimatizare sunt lunile
de primavara-vara.

7. S-a infiintat colectia de arbusti fructiferi pe loturile experimentale ale GBNI in baza
unor criterii complexe: capacitatea de adaptare, productivitatea sporitd si calitatea inaltd a
fructelor. Soiurile se deosebesc dupa habitus (erecte, semierecte, repente); gradul diferit de
vigurozitate, perioade esalonate de coacere a fructelor; calitatile gustative; aspectul comercial
atractiv, rezistenta la seceta, ger, boli si daunatori. Distanta de plantare 2,0 mx1,5 m (soiurile

semierecte si repente) si 2,0x1,0 m (soiurile erecte).
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4. PARTICULARITATILE MORFO-ANATOMICE SI BIOCHIMICE ALE
SOIURILOR DE MUR

4.1. Descrierea morfologica a soiurilor de mur multiplicate in vitro pe lotul

experimental al Gradinii Botanice Nationale (Institut)

Soiul ‘Arapaho’

Arbustul — moderat de viguros, fara spini, productiv. Planta prezinta crestere erectda si
compacta. Arbust de talie medie. Necesita sustinere pe spalier (2 sarme) sau araci (Figura 4.1.).

Fructele — forma conica, dimensiuni mari, masa —6-7¢g la coacere, de culoare negricios,
lucioase, gust dulcisor, ferme la manipulari si la transport, se pastreaza bine si au aspect comercial
atragator, coacere uniforma a bacelor. Este foarte apreciat de fermieri si antreprenori (Figura 4.1.).

Epoca de coacere — a doua decada a lunii iunie pana in prima decada a lunii iulie ( 21 zile),
este considerat soi timpuriu.

Particularitatile agrobiologice — rezistenta sporita la geruri (-24°C), secetd, sensibil la boli
[16].

Recomandari — plantatii industriale, gradini mici, medii, mari si pentru amenajarea

parcurilor.

Fig. 4.1. Soiul ‘Arapaho’.
Nota: a, ¢ — aspect general, b — inflorescenta

Soiul ‘Triple Crown’

Arbust —viguros, robust, fara spini, foarte productiv (Figura. 4.2.). Planta prezinta crestere
semierecta, necesitd atasare pe spalieri, sub forma de evantai, formeaza lastari lungi (3-6 m)

vigurosi. Considerat soi autofertil, rodeste si in lipsa polenizarii stréine.
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Fructele — mari, dulci care pot depasi 8-10 g, se caracterizeaza prin echilibrul bine ajustat al
zaharului si aciditatii. Fructele sunt dulci, aromate, ferme, cu rezistenta buna la manipulare si
transport. Rodeste din abundenta (peste 15 t fructe/ha) in fiecare an, cu incepere din al 2-a an de
la plantare (Figura A 9.11.).

Epoca de coacere — din a doua decada a lunii iulie pana in prima decada a lunii septembrie
(45-50 zile), este considerat un soi semitimpuriu (Tabelul 4.1.).

Particularitdtile agrobiologice — rezistentd sporita la inghet (-25°C),seceta, boli. In zonele
mai reci este indicata protejarea plantelor cu paie sau folie in primii 2 ani de la plantare.

Recomandari — plantatii industriale, gradini mici, medii, mari si pentru amenajarea

parcurilor.

Fig. 4.2. Soiul ‘Triple Crown’: a — aspect general; b — arbust in perioada de inflorire

Soiul ‘Loch Ness’

Arbust — semiviguros, fara spini, productiv, talie medie, cu crestere semierectd, necesita
atasare pe spalieri, sub forma de evantai, formeaza lastari lungi (3 m), vigurosi. Fiind soi autofertil,
rodeste in lipsa polenizarii incrucisate.

Fructele — mijlocii-mari, masa — 8 g, forma cilindrica alungita, de culoare neagra lucioasa,
ferme la manipulari si la transport, se pastreaza bine si au aspect comercial placut, coacere
uniforma a bacelor (Figura 4.3.). Foarte aromate, sunt apreciate de consumatori datorita gustului
dulceag, usor astringent (Figura A 9.8.).

Epoca de coacere — incepand cu a doua decada a lunii iulie pana la sfarsitul lunii septembrie,
este considerat un soi semitimpuriu (60 zile).

Particularitatile agrobiologice — rezistenta sporita la inghet (-27 °C), secetd, sensibilitate la
rugind.

Recomandari — plantatii industriale, gradini mici, medii, mari, $i pentru amenajarea

parcurilor.
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Fig. 4.3. Soiul ‘Loch Ness’.
Nota: a— aspect general, b — fructe, ¢ — inflorescenta

Soiul ‘Polar’

Arbust —crestere compacta, erecta cu lastari semivigurosi (1,5-2,0 m), se conduce pe spalieri
(2 sarme) sau araci. Arbustul este de talie medie. Productivitate sporita, care poate depasi 15-18
t/ha (Figura 4.4.).

Fructele — mari, cu masa de 8-10 g, de calitate inalta, de culoare neagra lucioasa, ferme,
zemoase $i aromate. Fructele se coc uniform, sunt ovale, foarte aspectuoase.

Epoca de coacere — soi semitimpuriu, se recolteazd incepand cu mijlocul lunii iulie pand in
august, esalonat (50 zile) (Figura A 9.9.).

Particularitatile agrobiologice — rezistenta sporita la inghet (-27 °C), seceta.
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Fig. 4.4. Soiul ‘Polar’, aspect general.

Recomandari — plantatii industriale, gradini mici, medii, mari, $i pentru amenajarea
parcurilor.
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Tabelul 4.1. Caracteristica morfo-tehnologica ale unor specii si soiuri de mur fara spini

Nr. Soiul Caractere Caractere morfo - tehnologice | Epoca de maturare | Gradul de fermitate | Productivitatea | Adaptabilitatea in conditiile
d/o biologice ale fructului (luna) al fructului kg/planta R. Moldova
viuros: masa — 6-7g; crestere si dezvoltare bun;
1. |‘Arapaho’ tu? ind ,erec - forma — cilindrica; VI-VII +++ 3-5 rezistent la ger, seceta, sensibil la
P gustul — dulce - acriu. boli.
viguros; masa fructului - 8-10g; crestere si dezvoltare buna;
2. [‘Triple Crown’ guros, . | forma ovala;, VII-VIII +++ 8-10 ; ’ . .
tulpina semierecta rezistent la seceta si ger, boli.
gustul —dulceag ’
viguros: masa fructului — 8g; crestere si dezvoltare buna;
3. [‘Loch Ness’ guros, . | forma — cilindric-alungita; VII-VIHI +++ 8-10 rezistent la ger, seceta,
tulpina semierecta . . A
gustul —dulceag, usor astringent sensibil la rugina.
viguros moderat; | aoa fructului - 8-10g; crestere si dezvoltare buna;
4. |[Polar’ guros Moderat, | forma - ovala; VIV ++ 57 stere § ound
tulpina erecta . rezistent la ger, seceta.
gustul— dulceag, usor astringent
. . masa fructului — 5-7g; . ..
5. [Black Satin® |99 lforma- ovals; VII-IX . 12 crestere si dezvoltare bund;
tulpina semierecta . rezistent la ger, seceta, boli.
gustul — dulceag, usor astringent
. masa — 4-5g; .
13 . ’ 3.
6. Thornless, Vlgu.I‘OVS, ) forma — sferica: VII-IX -+ 45 cre§tere si dezvoltaye buna; .
Evergreen tulpina repenta o rezistent la seceta si ger, boli.
gustul — dulciu;
viguros masa fructului —10-11g; crestere si dezvoltare buna;
7. [‘Reuben’ moderat; forma - ovala; VI-1X + 6-8 H ’ >
. < . rezistent la ger.
tulpina erecta gustul — dulce, acrisor.
. . | masa - 5g; . ..
8. |Chester’ viguros moderat, _ | forma - oval- sferica; VIII-IX et 8 crestere si dezvoltare. moderata,v
tulpina semierecta . rezistent la ger, sensibil la seceta.
gustul — dulce - acriu.
viguros; masa fructului- 5g; crestere si dezvoltare buna;
9. [‘Thornfree’ g O _ | forma — ovala; VII-VIII ++ 8-10 ; > B ]
tulpina semierecta rezistent la ger ,seceta, boli.
gustul — dulceag-acru
viguros; masa fructului - 5g; crestere si dezvoltare buna;
10. ‘Smoothstem’ guros, . | forma — conic-alungita; VII-IX ++ 3 ; ’ o ;
tulpina semierecta . rezistent la ger ,seceta, boli.
gustul — dulce, acrisor
viguros; masa fructului - 4g; crestere si dezvoltare buni;
11. |Rubus candicans 9 . - forma — ovala; VI + 0,5-1 K ’ . . K
tulpina repenta. . rezistent la seceta si ger.
gustul — dulceag, usor astringent. >
Nota: gradul de fermitate al fructelor: + — redus; ++ — moderat; +++ — sporit
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Soiul ‘Black Satin’

Arbustul — fara spini, cu crestere viguroasa, lastari lungi (3-4 m). Necesita sustinere pe
spalieri, se conduce in evantai. Arbustul este de talie mare (Figura 4.5.). Productivitatea per planta
este 12 kg, 20 de tone la ha.

Fructele —mijlocii, de fermitate redusa la transport si manipulari, de culoare neagra, aspect
mat, detin aspect comercial placut, coacere uniforma a bacelor. Gust fin, foarte aromat, inalt
apreciat de consumator.

Epoca de maturare — fructele se recolteaza de la sfarsitul lunii iulie, iar recoltarea dureaza
pana la inceputul lunii septembrie, este considerat soi cu coacere semitimpurie (50 zile) (Figura A
9.1).

Particularitatile agrobiologice — rezistent la ger (-25 °C), moderat de rezistent la seceta,
necesita irigare.

Recomandari — plantatii industriale, gradini mici, medii, mari, $i pentru amenajarea

parcurilor.

Fig. 4.5. Soiul ‘Black Satin’.
Nota: a — aspect general, b — inflorescentd, ¢ — planta cu fructe

Soiul ‘Thornless Evergreen’

Arbustul — fara spini, viguros, robust, cu port repent, frunzele se mentin verzi si iarna, lastarii
pot creste pana la 4,0 m lungime. Necesitd sustinere pe spalier (3 sdrme), in forma de evantai
(Figura 4.6.). Productivitatea per planta este de 4-5 kg, 15 tone la ha. Inflorire abundent.

Fructele — masa 4-5 g, rezistente la transportat, de forma ovala, cu gust dulce, de culoare
neagra lucioasa.

Epoca de coacere —fructele se recolteaza de la inceputul lunii august, iar recoltarea dureaza

pana la sfarsitul lunii septembrie, este considerat soi cu coacere semitardiva (50 zile).
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Particularitatile agrobiologice — rezistent la ger (-25°C), rezistent la seceta, necesita irigare
(Figura A9.2,, A9.3)).
Recomandari — plantatii industriale, gradini mici, medii, mari $i pentru amenajarea

parcurilor.

07/08/2015

K

Fig. 4.6. ‘Thornless Evergreen’.
Nota: a — aspect general, b — fructe la diferite stadii de maturare, ¢ — inflorescenta

Soiul ‘Reuben’

Arbustul — remontant, moderat de viguros, port erect, cu spini rari, mici, usor incovoiati,
lastarii pot ajunge la 1,0-1,5 m. Nu necesita sustinere pe spalieri. Rodeste abundent circa 6-8
kg/planta (Figura 4.7. a, b).

Fructele — mari, masa 10-11 g, foarte dulci, zemoase, de fermitate scazuta, de culoare neagra,
Ccu aspect mat.

Epoca de coacere — soi cu coacere esalonata: fructele se recolteaza de la inceputul lunii iunie,

pana la sfarsitul lunii octombrie (Figura A. 9.6.).

Particularitatile agrobiologice — rezistent la ger (-25°C), rezistent la seceta, necesita irigare.

Fig. 4.7. Soiul ‘Reuben’.
Nota: a— aspect general; b — planta cu fructe
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Recomandari — plantatii industriale, gradini mici, medii, mari, si pentru amenajarea

parcurilor (Figura 4.7. a, b).

Soiul ‘Chester’

Arbustul — de talie medie, moderat de viguros, fara spini, CU crestere semierecta, lastarii pot
ajunge la 3-4 m lungime. Necesita sustinere pe spalier (3 sarme) sau araci (fig. A. 9.4.).
Productivitatea - 5-6 kg/tufa, 15-18 t/ha (Figura 4.8.).

Fructele — medii-mari, de forma oval-sferica; masa — 5-6g; gustul — dulce-acriu, fermitate
pronuntatd, foarte aromate, de culoare neagra, cu aspect mat, fiind unul dintre cele mai apreciate
soiuri datorita gustului deosebit (Figura 4.8. b).

Epoca de maturare — este un soi semitardiv: coacerea fructelor este esalonata din prima
decada a lunii august pana toamna tarziu la venirea ingheturilor (mai mult de 60 zile).

Particularitatile agrobiologice — rezistent la ger, adecvat conditiilor R. Moldova, rezistent

la boli, moderat de rezistent la secetd, necesitd irigare.

Recomandari — gradini mici, medii, mari si pentru amenajarea parcurilor.

Fig. 4.8. Soiul ‘Chester’.
Nota: a—planta in perioada de inflorire, b — fructe, ¢ — inflorescenta

Soiul ‘Thornfree’

Arbustul — viguros, cu ramuri lungi fara spini, crestere repenta. Arbustul este de talie medie,
cu frunze cazitoare, cu ramuri pendente. Necesita sustinere pe spalier (3 sirme) sau araci. Inflorire
medie (Figura 4.9.).

Fructele — medii, masa — 5 g; forma ovald; gustul — dulce-acriu, placut, usor aromat, de
culoare neagra, aspect mat.

Epoca de coacere — decada a l1-a a lunii iulie — decada a II-a a lunii august (40 zile), (Figura
A9.7).

Particularitatile agrobiologice — productivitate mare; rezistenta foarte buna la ger, seceta si

la atacul principalelor boli si daunatori.
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Recomandari — gradini mici, medii, mari, $i pentru amenajarea parcurilor.

Fig. 4.9. Soiul ‘Thornfree’.
Nota: a — arbust, fructe, b — inflorescenta

Soiul ‘Smoothstem’

Arbustul—viguros, crestere semierectd, ramuri lungi fara spini. Arbustul este de talie medie
(Figura A 9.10, 4.10), inaltime la maturitate — 1,5-2,0 m. Necesita sustinere pe spalier (3 sarme)
sau araci. Inflorire medie.

Fructele —medii, forma conic — alungita, de culoare neagra, aspect mat, moderat de ferme la

transport si manipulari, gust placut (Figura 4.10., b).

Fig. 4.10. Soiul ‘Smoothstem’.
Nota: a— aspect general, b — fruct
Epoca de coacere — decada a Il-a a lunii august — decada I-ea a lui septembrie.
Particularitatile agrobiologice — rezistentd foarte bund la ger si la atacul principalelor boli
si daunatori (Figura 4.10., a, b).

Recomandari — gradini mici, medii, mari si pentru amenajarea parcurilor.
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Specia Rubus candicans

Arbustul — de pana la 1,5 m inalfime, neglandulos. Lastarii arcuit-nutanti, muchiati,
canaliculati, glaucescenti, glabrescenti pana la tomentosi, cu peri semiadpresi; ghimpi puternici,
cu baza latita, falcati, pubescenti in jumatatea inferioara.

Fructele — negre-purpurii, cu aspect mat, de consistenta redusa la manipulare si transport.
Infloreste in lunile iunie-iulie.

Epoca de coacere — specie cu coacere semitardiva, fructele se recolteaza pe perioada lunii
august.

Particularitatile agrobiologice este o specie foarte rezistentd la ger in timpul iernii, se

adapteaza bine in toate zonele din R. Moldova, rezistenta la boli, slab productiv (Figura 4.11.).

Fig. 4.11. Plante cu flori ale speciei R. candicans (Weihe ex Reichenb.) A. et D. Love

Soiurile de mur implicate in cercetare Intrunesc mai multe caracteristici prin care se
deosebesc: portul plantei (erect, semierect, repent), habitusul (viguroase, moderat de viguroase),
perioada de maturare a fructelor, forma si dimensiunile fructelor, gradul de fermitate, gustul si
aroma, productivitatea per planta si la hectar. Soiurile de mur luate in studiu devin atractive si de
interes datorita tipului de crestere: 3 din aceste soiuri sunt erecte (‘Polar’, ‘Arapaho’, ‘Reuben’),
6 soiuri semierecte (‘Loch Ness’, ‘Chester’, ‘Triple Crown’, ‘Black Satin’, ‘Thornfree’,
‘Smoothstem’), 1 soi repent (‘Thornless Evergreen’) (Figura A. 9.12).

Aceste soiuri prezintd diferit habitus si diferite perioade de coacere a fructelor: timpurii
(‘Arapaho’, ‘Reuben’); medii ( ‘Triple Crown’, ‘Black Satin’, ‘Loch Ness’ ‘Thornless Evergreen’);
moderat de tardive (‘Thornfree’, ‘Polar’, ‘Chester’, ‘Smoothstem’). Dupa gradul de fermitate al
fructelor, cele cu fermitate sporita (‘Arapaho’, ‘Triple Crown’, Loch Ness’ ‘Thornless Evergreen’,
‘Thornfree’, ‘Polar’, ‘Chester’) sunt destinate mai mult pentru comercializare in stare proaspatd in

piete si supermarketuri, cele cu fermitate scazuta (‘Black Satin’, ‘Reuben’) sunt prelucrate in
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industria alimentara: gemuri, dulceturi, lichioruri, sucuri, vin si utilizate in industria cosmetica si
farmaceutica (tincturi, lotiuni, siropuri etc.).

Fructele se deosebesc dupa formd si masa: dimensiuni mari si medii — 5-6 g (‘Chester’,
‘Thornfree’, ‘Thornless Evergreen’, ‘Smoothstem’) si fructe cu dimensiuni si masa sporita — 7-10
g (‘Triple Crown’, ‘Arapaho’, ‘Loch Ness’, ‘Reuben’, ‘Polar’). Valoarea soiurilor este apreciata
prin prisma productivitatii per planta: cele mai productive sunt soiurile ‘Triple Crown’, ‘Loch
Ness’ ‘Thornfree’ ‘Black Satin’, ‘Chester’ (8-10-12 kg), soiuri de productivitate buna se considera
‘Reuben’, ‘Polar’ cu 5-6 kg per planta. Soiul ‘Thornless Evergreen’ prezinta o productivitate de
4-5 kg per planta, iar ‘Arapaho’ si ‘Smoothstem’ — o productivitate per planta de 3 kg. Soiurile
mai atractive sunt cele rezistente la seceta si ger: ‘Triple Crown’, ‘Arapaho’, ‘Black Satin’ ‘Loch
Ness’, ‘Thornfree’, ‘Thornless Evergreen’, ‘Smoothstem’. Rezistenta la atacul bolilor manifesta
‘Triple Crown’, ‘Black Satin’, ‘Thornfree’, ‘Thornless Evergreen’, ‘Smoothstem’.

Soiurile selectate prezinta diferite perioade de coacere, incepand cu a II-a decada a lunii
iunie pana la sfarsitul lunii octombrie (140 zile), asigurand consumatorul cu fructe proaspete ce
detin diferite caracteristici tehnice si organoleptice (gustul, aroma, dimensiunea fructului, forma

fructului, aspectul, fermitatea etc.).

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

Una din directiile primordiale de cercetare este marirea potentialului adaptiv al plantelor de
culturd [6, 13, 20, 21] si necesitatea credrii soiurilor productive si cu rezistentd complexd la
maladii, ddunitori, factorii nefavorabili ai mediului. In prezent a sporit atentia specialistilor fata
de studierea mai multor specii ale genului Rubus [85-87, 90, 91], rezistenta diferitor cultivaruri.
Investigatiile ultrastructurale ale plantelor de cultura [13, 21, 72,127,153] denotd un plan de
organizare celulara comun si confirma principiul identicitatii zonalitatii histologice a organelor cu
anumite specificari structurale calitative si cantitative, care coreleaza cu apartenenta sistematicd a
speciei [72, 101]. Studii stiintifice privind anatomia frunzelor de mur in literatura de specialitate
practic nu se atesta.

A fost studiata anatomia frunzelor (pe sectiuni si preparate superficiale din material javelizat)
la urmatorii taxoni de mur: specia R. fruticosus, soiurile de mur ‘Arapaho’ (soi erect), ‘Chester’,
‘Thornfree’ ( semierecte) iar soiul ‘Thornless Evergreen’ (repent), apartine speciei R. laciniatus
Willd.

Studiul anatomic al frunzelor la soiurile si speciile genului Rubus, care se deosebesc dupa
origine, raspandirea geografica si rezistenta la secetd si ger, este necesar pentru descrierea

anatomiei si evidentierea structurilor anatomice cu caracter diagnostic pentru identificarea lor.
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4.2.1. Descrierea anatomica a frunzelor taxonilor de mur studiati

Specia R. candicans (Weihe ex Reichenb.) A. et D. Love. Analiza sectiunilor transversale
si preparatelor superficiale (Figura 4.12) ale limbului frunzei aratd ca epidermele superioarad si
inferioara sunt unistratificate, alcatuite din celule bine impachetate, poligonale, cu peretii externi
usor Ingrosati. Epidermele sunt acoperite de un strat de cuticuld, care usor patrunde printre celulele
epidermale indeosebi la cea superioara (Figura A 7.1). Pe preparatul superficial al epidermei
superioare se observa celulele parenchimatice, lobate cu peretii celulari ondulati. Grosimea
epidermei superioare este mai mare, comparativ cu cea inferioara. Celulele epidermei superioare
sunt aplatizate orizontal. Ambele epiderme dezvolta peri tectori unicelulari acoperiti cu membrana
ingrosata, aranjati in manunchi.

Pe preparatele superficiale ale limbului frunzei (vedere deasupra), perii au un aspect stelat
(Figura4.12., (d). Pubescenta este mai pronuntata pe epiderma inferioara, perii fiind distribuiti atat
de-a lungul nervurilor, cét si pe toata suprafata limbului.

Mentionam prezenta stomatelor cu 3 celule anexe, de tip anizocitic pe ambele epiderme, dar
numeric mai mult pe cea inferioara si de dimensiuni mai mici. Mezofilul frunzei este diferentiat
dorso-ventral, tesutul palisadic format din 2 randuri de celule usor alungite, bine aranjate sub
epiderma superioard. Tesutul lacunos constd din celule parenchimatice lobate, cu spatii
intercelulare mari.

Mezofilul este strabatut de fascicule colaterale inchise, proeminente pe suprafata inferioara
a limbului, insotite de teaca sclerenchimatica. In regiunea fasciculelor este dezvoltat tesut mecanic,
care sub epiderma inferioara are configuratia unui semi-inel, alcatuit din 2-3 randuri de celule
colenchimatice.

Un caracter specific este prezenta celulelor cu druze de oxalat de calciu distribuite atit in
lungul nervurilor, cat si dispersate in mezofil. Sub ambele epiderme pe sectiuni transversale in
regiunea nervurilor se observa tesut mecanic de tip colenchim.

Soiul ‘Arapaho’. Frunzele acestui soi se caracterizeaza prin aceeasi structurd anatomica a
limbului ca si ale speciei R. candicans, doar cu mici diferente (Figura 4.13.). Epidermele la fel
constau din celule compact aranjate, de forma usor aplatizatd. Mentionam prezenta perilor tectori,
unicelulari, insd solitari. Deosebim peri tectori scurti, drepti, iar la bazd ingrosati si peri tectori
lungi, usor Incovoiati inclusi in soclu bazal. Celulele cu druze mari de oxalat de calciu din

abundenta sunt dispersate in limbul frunzei. Tesutul lacunos este bine dezvoltat (Figura A 7.2.).
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Fig. 4.12. Anatomia frunzei la sp. R. candicans.

Nota: a (40%) — sectiune transversala a limbului; b (40x%), ¢ (40x) — preparat superficial al epidermei superioare; d, e
(10x) — preparat superficial al epidermei inferioare; g (40x) — sectiune transversald prin nervura principala: 1 —
epiderma superioara, 2 — epiderma inferioara, 3 — tesut palisadic, 4 — tesut lacunos, 5 — peri unicelulari in manunchi,
6 — stomate, 7 — peri unicelulari in manunchi (vedere deasupra), 8 — druze de oxalat de calciu in lungul nervurii, 9 —
tesut mecanic, 10 — fascicul conducitor, 11 — par unicelular, 12 — druze de oxalat de calciu in mezofil.
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a

Fig. 4.13. Anatomia frunzei la soiul ‘Arapaho’.

Nota: a (40x) — sectiune transversala a limbului; b (40x) — par unicelular in sectiune longitudinala: 1 — epiderma
superioard, 2 — tesutul palisadic, 3 — tesutul lacunos, 4 — druza oxalicd, 5 — perete celular Ingrosat al parului.

Soiul ‘Chester’. Analiza multiplelor preparate microscopice (Figura 4.14.) denota ca
frunzele acestui soi dezvolta acelasi tip anatomic al frunzei ca si pentru sp. R. candicans cu unele
specificdri: cuticula nu patrunde printre celulele epidermei, iar celulele epidermale sunt de forma

ovala.

b
Fig. 4.14. Anatomia frunzei la soiul ‘Chester’.

Nota: a (40%), b (10x) — sectiune transversald a limbului: 1 — epiderma superioar, 2 — tesutul palisadic,
3 —tesutul lacunos, 4 — epiderma inferioara, 5 — par unicelular solitar.

Pubescenta este mai redusa, perii sunt tectori, unicelulari, solitari, dar lungi si rari, incolaciti,
fixati in soclu bazal, druzele oxalatului de calciu sunt dispersate si aranjate preponderent in teaca
fascicului conducator. Celulele tesutului palisadic sunt alungite, aranjate In 2 randuri cu mici spatii
intercelulare, celulele parenchimului lacunar sunt lobate cu spatii intercelulare mari (Figura A
7.3).
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Soiul ‘Thornfree’. Anatomia frunzei acestui soi (Figura 4.15) se caracterizeaza prin
prezenta perilor tectori aranjati Tn manunchi dar si solitari, lungi, unicelulari, ascutiti la varf, de
dimensiuni relativ mari. Perii tectori solitari au baza dilatatd, rotungita inclusa intru-un soclu
pluricelular cu continut brunificat. Pubescenta mai pronuntatd pe epiderma inferioard, indeosebi
pe nervuri. Celulele epidermale sunt izodiametrice. Sunt prezente cristalele cu oxalat de calciu sub

forma de druze (Figura A 7.4).

Fig. 4.15. Anatomia frunzei la soiul ‘Thornfree’.
Nota: a, b (40x) — sectiune transversald a limbului; ¢, d (40x) — preparat superificial al epidermei inferioare:
1 — epiderma superioara, 2 — tesutul palisadic, 3 — nervurd, 4 — peri in manunchi, 5 — peri unicelulari, solitari, 6 —
druze ale oxalatului de calciu, 7 — stomata, 8 — baza parului cu continut brunificat.

Soiul ‘Thornless Evergreen’ (obtinut din sp. R. laciniatus). Limbul este de tip dorso-
ventral, la care tesutul lacunos se caracterizeaza prin spatii intercelulare mari (Figura 4.16).
Celulele atat ale epidermei superioare, cat si ale celei inferioare sunt usor aplatisate si bine
impachetate. Stomatele sunt prezente doar pe epiderma inferioara (Figura A 7.5.). Epiderma
superioara este formata din celule cu contur regulat cu peretii laterali aproape drepti pe epiderma

superioara a limbului si vizibil sinuosi pe cea inferioara.
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Fig. 4.16. Anatomia frunzei la soiul ‘Thornless Evergreen’.

Nota: a (10x) — sectiune transversala a limbului; b, d (40 x) — preparat superficial al epidermei inferioare;

C (40x) — sectiune prin nervura centrald: 1 — epiderma superioara, 2 — tesutul palisadic, 3 — tesutul lacunos,
4 — epiderma inferioard, 5 — peri anomostozati, 6 — epiderma superioara, 7 — mezofil, 8 — fascicul conducator,
9 — tesut mecanic, 10 — peri unicelulari solitari, 11 — peri anomostozati cate 3, 12 — druze de oxalat de calciu

Se disting peri tectori, unicelulari solitari sau (anastomozati) cate 2-5, deseori localizati pe
nervuri. Nervurile sunt proeminente pe partea inferioard a limbului. Celulele tesutului palisadic
sunt alungite si compact impachetate iar ale celui lacunos cu spatii intercelulare relativ mici.
Limbul se caracterizeaza prin prezenta druzelor de oxalat de calciu din abundenta, atat in teaca
fasciculului, cat si in celulele mezofilului.

Soiurile de mur implicate in cercetare intrunesc mai multe caracteristici prin care Se
deosebesc: portul plantei (erect, semierect, repent), habitusul (viguroase, moderat de viguroase),
perioada de maturare a fructelor, forma si dimensiunile fructelor, gradul de fermitate, gustul si

aroma, productivitatea per planta si la hectar. Soiurile de mur luate in studiu devin atractive si de
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interes datorita tipului de crestere: 3 din aceste soiuri sunt erecte (‘Polar’, ‘Arapaho’, ‘Reuben’), 6
soiuri semierecte (‘Loch Ness’, ‘Chester’, ‘Triple Crown’, ‘Black Satin’, ‘Thornfree’,

‘Smoothstem’), 1 soi repent (‘Thornless Evergreen’) (Figura A. 9.12).

4.2.2. Anatomia comparati a frunzelor unor taxoni studiati (conditii de sera si teren)

Studiul anatomic comparativ s-a efectuat in baza urmatorilor indicatori: grosimea limbului,
epidermelor (superioara si inferioara), mezofilului si coraportul acestora; tipul cuticulei (gradul de
patrundere a cuticulei printre celulele epidermale); prezenta, tipul si modul de aranjare si
distribuire al perilor; prezenta si modul de distribuire al stomatelor; tipul anatomic al mezofilului
si caracteristicile specifice, tipul fasciculului conducator, prezenta si modul de localizare al
druzelor oxalatului de calciu, indicele coraportului grosimii epidermelor, epiderma/limb,
mezofil/limb. Frunzele tuturor taxonilor analizati sunt pubescente, in deosebi pe epiderma
inferioara, de-a lungul nervurilor, ce constituie un invelis de protectic a limbului impotriva
insolatiei si deshidratarii. O caracteristicd anatomica comuna a taxonilor este prezenta perilor
tectori unicelulari doar ca la sp. R. candicans sunt frecventi si dispusi in manunchi, la soiul
‘Arapaho’ si ‘Chester’ — solitari, scurti cu membrana groasa, la soiul ‘Thornfree’ — peri solitari sau
in manunchi cate 2-3, cu baza dilatatd in soclu din celulele cu continut brunificat, la soiul
‘Thornless Evergreen’ — peri solitari sau anamostozati cate 2-5, frecvent pe nervuri. Aceste
deosebiri morfologice ale perilor reprezinta cu certitudine un caracter anatomic distinctiv de
identificare a taxonilor.

Un alt criteriu anatomic comun taxonilor studiati este dezvoltarea stomatelor de tip
anomocitic pe ambele epiderme, numeric prevaleaza pe epiderma inferioara, exceptie constituind
doar soiul ‘Thornless Evergreen’ cu stomate doar pe epiderma inferioara, ce reprezinta un indice
anatomic distinctiv. Rezultatele studiului anatomic comparativ sunt prezentate in Tabelul 4.2.

Analiza datelor obtinute si screening-ul celor mai importanti indicatori denotd, ca valorile
cele mai mici ale grosimii limbului (114 pm) sunt pentru specia R. candicans (spontana). Analiza
comparativa a parametrilor anatomici la soiurile, provenite de la specia R. candicans si R.
laciniatus arata ca, pentru toate soiurile grosimea limbului este mai mare la plantele crescute in
teren deschis, decat la cele din sera. Comparativ, frunzele soiului ‘Arapaho’ dezvoltd limbul cu
grosimea cea mai mare (240,0 um), urmat de soiurile ‘Thornfree’ (191,5 um), apoi ‘Thornless
Evergreen’ (170,0 um) si cea mai mica la ‘Chester’ (148,0 um).

O caracteristica comuna pentru frunzele la majoritatea taxonilor studiati este epiderma cu
cuticula de tip extern-intern, exceptie constituie doar frunzele soiului ‘Chester’ cu cuticula de tip

extern (Tabelul 4.3.). Gradul de raspandire a cuticulei este un indice structural informativ cu rol
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important in determinarea adaptabilitatii plantelor la conditiile mediului. Prezenta cuticulei de tip
extern-intern denota rezistenta frunzelor la actiunea factorilor nefavorabili ai mediului, indeosebi
fatd de excesul insolatiei, radiatiei, temperaturilor sporite, lipsei umiditatii [69, 70, 72]. Astfel
frunzele soiurilor de mur studiate poseda un potential protector bine dezvoltat, ceea ce va asigura
rezistenta la actiunea factorilor nefavorabil in conditiile climatice ale R. Moldova.

Masuratorile indicilor anatomici s-au efectuat pentru toti taxonii de mur analizatii, inclusiv
si pentru specia R. candicans. Pentru toate genotipurile este caracteristicd epiderma superioara ¢
mai groasa decat cea inferioara. Frunzele soiului ‘Arapaho’ se evidentiaza prin cele mai mari valori
ale epidermelor (respectiv, epiderma superioara si inferioara — 44,3 si 35,4 um).

In descrestere, mentionam valorile epidermelor frunzelor soiurilor ‘Thornless Evergreen’
(35,0 si 27,7 um), si ‘Thornfree’ (34,3 si 29,1 um). Epidermele cele mai subtiri (20,9 si 8,5 pum)
revin frunzelor speciei R. candicans. Un alt parametru anatomic informativ reprezinta valoarea
coraportului dintre grosimea epidermelor superioara si inferioara. Pentru specia R. candicans
valoarea acestui indice este mai mare, (2,4) si reprezinta o valoare dubla fata de soiurile ‘Arapaho’
(1,2) si ‘Chester’(1,22), ‘Thornfree’(1,8), si ‘Thornless Evergreen’(1,26). Acesta este un criteriu
anatomic care indica plasticitatea si flexibilitatea epidermelor ca prima bariera de protectie la
actiunea factorilor externi.

Este cunoscut ca [20, 42, 50] grosimea epidermelor determind gradul de protectie al
mezofilului frunzei, iar valoarea sporitd a coraportului grosimii epidermelor superioard/inferioara
pentru speciei R. candicans reprezinta un indice al adaptabilitatii la conditiile nefavorabile, in
special rezistenta la secetd, ger si radiatie, foarte pronuntate pe parcursul anilor din ultimele 2
decenii [72, 127].

La toate soiurile analizate epiderma superioard este mai groasa la plantele din teren fata de
cele din serd, ce reprezintd indici de adaptare a frunzelor la conditiile mediului, care asigura
protectia mai eficienta al mezofilului suculent la actiunea factorilor climatici nefavorabili din
perioada estivala si de iarna.

Exprimarea grafica a masuratorilor (Tabelul 4.3.) scoate in evidenta ca frunzele soiurilor de
mur cultivate in teren se deosebesc prin grosimea mai mare a mezofilului frunzei, decat la frunzele
speciei R. candicans. Comparativ, frunzele soiurilor din teren ‘Arapaho’ (168,2 um), ‘Thornfree’
(125,0 um) si ‘Thornless Evergreen’ (107,0 um) formeaza un mezofil mai gros decat cele ale

soiului ‘Chester’ (98,9 um). Valorile grosimii epidermelor si mezofilului coreleaza cu
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Tabelul 4.3.
Caracteristicile anatomice ale frunzelor unor specii spontane si soiuri noi de mur

Grosimea epidermelor _ Indicele coraportului grosimii
Nr. Specia Grosimea (pm:tn) Grosfl_rln?a_
do Soiul limbului mezotiutul : : :
(um=n) Epiderma Epiderma/ Mezofil/
(pm:tn) superioari inferioara superioara/inferioara limb limb
| R ‘z‘;"e”r‘:'nc)ans 114,044,1 | 20,95+1,51 | 8,53+1,19 83.74+4.23 2,45 3,87 0,73
2, A({gfeargo 240,0£14,01 | 4434273 | 3544203 168,2+11,0 1,2 3,0 0.67
S A(r:;;})lo 121,067,72  29,7+439 | 21,1442,62 71,4430 1,33 2,32 0,58
4 C(jtlé‘:ztne;r 148,0£3.84 | 2748087 | 223£1,13 | 989£3,50 1,22 2,97 0,66
5, %‘:rssr 130,046,23 | 26,6£1,73 | 22,63+1,34 77,543,80 1,17 2,64 0,59
6. Tl&%ﬁgﬁ)‘?e 191,542,62 | 343+135 | 29,1+0,87 125,042,41 1,17 3,01 0,65
7. Th(‘s)gr‘gee 117,0£2,03 | 21,4£1,16 | 11,88+0,41 80,05,20 18 3,51 0,68
‘Thornless
8. |  Evergreen’ 170,0£7,71 | 35,0£1,6 | 27,7+0,7 107,0+7,43 1,26 2,7 0,62
(teren)
Thornless
9. Evergreen 142,0+5,4 25+1,5 18,95+1,5 96,0+4,54 1,31 3,23 0,67
(sera)

Nota: m — media, n — abaterea
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valorile coraportului grosimii mezofilului fatd de limb. Astfel, cea mai mare valoare revine
frunzelor speciei R. candicans (0,73), urmata de soiurile (in descrestere): ‘Arapaho’ (0,67),
‘Chester’ (0,66) si ‘Thornfree’ (0,65), ceea ce denota un inalt randament asimilator fotosintetic.
Conform datelor experimentale al unui grup de autori [109, 116] frunzele cu mezofilul bine
dezvoltat, au si un potential fotosintetic mai mare a plantei. Astfel, soiurile de mur cultivate au o
capacitate asimilatoare a aparatului foliar mai eficienta, ceea ce reprezintd o sursa importanta de
nutrienti pentru dezvoltarea organelor reproductive, care la randul lor asigura productivitatea mai

inalta a plantelor, exprimata prin fructe mai mari si indici de roada mai ridicati (Figura 4.17.).

Fig. 4.17. Variatiile grosimii mezofilului limbului frunzei in functie de taxon.

Pentru speciile de mur si soiurile derivate de la ele este specifica elaborarea sarurilor si
formarea druzelor de oxalat de calciu, iar deosebirile se referd la modul de distribuire: in teaca
fasciculelor conducatoare si in mezofil (specia R. candicans, soiul ‘Thornfree’), doar in mezofil
(soiul ‘Arapaho’) si doar in teaca conducatoare (soiul ‘Chester”).

Pe langd rolul diagnostic al druzelor de calciu ele au si un rol important fiziologic,
demonstrat in ultimele decenii [12, 13, 42, 92], atribuindu-le rol in sporirea potentialului de
protectie al frunzei in conditii nefavorabile si indeosebi, ca reactie de raspuns la actiunea
conditiilor de stres. Astfel, putem evidentia specia R. candicans si soiul ‘Thornfree’ cu o capacitate
de adaptare mai pronuntata la actiunea conditiilor nefavorabile de crestere fata de ceilalti taxoni
de mur studiati.

Reesind din datele anatomice cantitative si calitative, descrise mai sus, studiul anatomic
comparativ al frunzelor taxonilor studiati printr-un complex de indicatori anatomici demonstreaza
ca, toti taxonii dezvolta un potential structural adaptiv la actiunea conditiilor mediului, suplinit atat
de structuri externe: cuticula groasa de tip extern-intern, peri tectori, dimensiunile si gradul de
impachetare al celulelor epidermei, cat si celor interne: gradul de dezvoltate a mezofilului, prezenta

si modul de distribuire a druzelor oxalatului de calciu, gradul de dezvoltare al tesutului mecanic.
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Aceste structuri functioneaza sinergic si alcatuiesc un complex histoanatomic compensator
protector al limbului la actiunea factorilor externi (deficit de umiditate, temperaturi sporite ale
solului si aerului pe parcursul perioadei estivale si de iarna).

Gradul de dezvoltare al pubescentei (numarul si modul de distribuire a perilor pe epiderme)
si a druzelor de oxalat de calciu (numarul si localizarea) in functie de taxoni si de conditiile de
crestere (teren sau serd) denotd plasticitatea structural-adaptiva a aparatului foliar la conditiile

mediului.

4.3. Studiul fitochimic comparativ al frunzelor si fructelor la soiuri si specii de mur

In ultimii ani atentia cercetarilor stiintifice este orientatd tot mai frecvent spre studiul
compusilor chimici naturali din fructe de aronie, afin, capsun, catina alba, zmeur, mur, agude [67,
68, 69, 75]. Analiza lucrarilor stiintifice [84, 85, 94, 95, 130] denota ca fructele de mur sunt bogate
in compusi naturali ca: flavonozide (inclusiv antociani), taninuri, vitamine (C, A, K), minerale,
fibre [156, 186]. Acesti compusi chimici contribuie la fortificarea sistemului imun [165, 167],
detoxifierea ficatului [140], ajutd la reglarea tranzitului intestinal si buna functionare a sistemului
nervos [170, 171], posedi actiune antioxidanta [160-162]. In scopul protejarii organismului de
consecintele stresului oxidativ se recomanda consumul de fructe de mur cu potential antioxidant
determinat de continutul polifenolic si vitaminic [97, 99, 100, 102, 103, 104]. Cercetarile stiintifice
efectuate in acest sens au demonstrat ca actiunea sinergica a unui spectru larg de antioxidanti este
mai semnificativd, comparativ cu actiunea unui singur antioxidant. Fructele de mur sunt
considerate cu activitate antioxidantd mai mare, comparativ cu cele de capsun si zmeur [105, 106,
107, 129, 130, 133].

A fost efectuat studiul fitochimic 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

Proprietatile fizico-chimice. Flavonozidele reprezinta un grup de substante chimice de
origine vegetala inrudite, derivati ai 2-fenilbenzopiranului (flavonului) sau 3-fenilbenzopiranului
(izoflavonului), avand la baza scheletul Ce-C3-Cs. Ei constituie 0 mare parte din pigmentii naturali,
care dau organelor plantei culoare galbena, bruna, albastra, rosie in functie de valoarea pH-lui
[140, 141, 147].

Majoritatea derivatilor au nucleul A, la Cs si C7 grupari hidroxil alcoolice provenite din
functia carbonilica a malonil-Co-A si gruparii OH fenolice in 4' sau 3' - 4', 3' - 4' - 5' provenite din
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compusi fenilpropanici. Aceste grupari hidroxile pot fi metoxilate, glicozidate sau prenilate. Dupa
gradul de oxidare al ciclului piranic, flavonoidele se impart in mai multe grupe, care includ
derivatii: flavonei, flavanonei, izoflavonei, flavonului, flavanonolului, flavanului (catehinele),
calconei, antocianidolului. Pand 1n prezent, se cunosc aproximativ 3000 de astfel de compusi in
plantele superioare, dintre care circa 500 se gasesc in stare libera [13, 79, 155, 159].

In lumina UV, flavonozidele prezinta fluorescenta caracteristici: agliconii flavonoidelor sau
cele, care poseda un OH liber in pozitia 3 — galben-aurie pana la galben-verzuie; cand grupa OH
din pozitia 3 lipseste sau este blocat prin glicozidare — fluorescenti de culoare bruna. In cazul OH
metilat, cu cat gradul de metilare creste nuanta fluorescentei trece in albastru luminos. In solutii
acide au fluorescenta — galben-verzui in acid clorhidric si albastru in solutie de acid sulfuric
concentrat, ca urmare a formarii sarurilor de flaviu in lumina vizibila. Flavonozidele prezinta
spectre de absorbtie caracteristice in UV si infrarosu [12, 13, 44].

Flavonozidele poseda proprietiti terapeutice valoroase: mentin integritatea capilarelor,
contribuie la potentarea acidului ascorbic, reduc actiunea histaminei prin inactivare si protejeaza
organismul impotriva actiunii nocive a radiatiilor UV si X, poseda actiune antibacteriana si
antivirotica [159, 160, 161].

Studiul calitativ al flavonozidelor. Initaial, a fost obtinut extractul hidro-alcooloic. Intr-un
balon cotat de 100 ml s-a luat 1g de PV maruntit si s-a adaugat 100 ml de alcool etilic 50%,
aducandu-se la cotd. S-a fiert pe baia de apa timp de 30 minute, apoi s-a obtinut extractul de

analizat prin filtrare cu filtru de hartie, (Figura A. 8.1., 8.2.).

Reactii specifice de identificare (colorare si sedimentare) au fost aplicate in extractele
hidro-alcoolice din frunze si fructe la soiurile: ‘Arapaho’, ‘Thornless Evergreen’, ‘Chester’,
‘Thornfree’ si specia R. candicans din flora spontana [11-13, 44]. Efectele reactiilor analitice cum
ar fi: culoarea, opalescenta, sedimentul si gradul de persistentd au scos in evidentd prezenta

diferitor constituenti flavonoidici.

Reactia cianidolului (reactia Shinoda). Efectul exprimat al acestei reactii rezultd din
aplicarea HCI concentrat si a Zn metalic, ce determina formarea antocianidelor, cu aparitia
coloratiei rosii in mediul acid. Reactia are loc in mediu alcoolic prin reducerea hidrogenului
eliberat 1n reactia dintre Zn si HCI. Flavonolii, flavanonele si flavonele la reducerea cu Zn in
prezenta HCI dau culoare rosie sau portocalie determinand formarea antocianidinelor. Rezultatele
efectelor analitice sunt prezentate In Tabelul 4.4., figura A.8.3. Analiza rezultatelor reactiei
aplicate arata cd intensitatea efectelor analitice este diferitd: cele mai pronuntate fiind in extractul
de fructe ale soiului ‘Thornless Evergreen’ si frunzele speciei R. candicans; urmate de cele din

fructele soiului ‘Chester’ si frunzele soiului ‘Thornless Evergreen’. Efecte analitice
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Tabelul 4.4.

Efectele reactiilor chimice specifice (colorare si sedimentare) de identificare a flavonozidelor

Reactii chimice specifice aplicate (constituientii flavonoidici indentificati)

.. . . . i 0 Solutie
Nr. Cianidolului Acetat bazic de Pb Solutie de Amoniac 5% . C ef e e
dlo N (flavone, flavonone, alcoolica onstituientii
Taxonul (HCl+Zn) (flavone, calcone, aurone, | vanilind + HC1 ; : T
- antociani) hi flavonoli, flavononoli, 2% FeCl 3 flavonoidici
(flavone, flavonone, antociani) (catehine) antociani) (flavone)
Coloratie rosie-zmeurie Coloratie galben- Coloratie roz Opalescenta Coloratie Flavone, flavonone,
it albastru s Coloratie albastra galben-verde flavonoli, catehine,
1 ‘Thornless +HH+ +HH+ +HH+ aurone, antociani
- Evergreen’ . . Opalescenta Coloratie
Coloratie galben-oranj Coloratie galben-intens Coloratie zmeurie Coloratie alben-verzuie Flavone, flavonone,
+++ +H++ +H++ galben-verzuie g it flavonoli, catechine
+++
QTR Coloratie
Coloratie rosiatica Coloratie galben- Coloratie zmeurie Coloratie alben-verzuie Flavone, antociani,
+++ albastru l +++ albastru-violet 9 it flavonone, flavonoli
2. ‘Chester’ i S
QOprlcsee Coloratie
Coloratie verzuie Coloratie galben- Coloratie zmeurie Coloratie verde-brun Flavone, flavonone,
++ verzuie +++ verde- galbui it flavonoli, catechine
+++ | +++
Coloratie rosiatica Coloratie galben- ¥ Coloratie zmeuric Opalescenta Coloratie Flavone, catechine
rr albastru l et albastra galben flavonone, flavonoli,
3. ‘Thornfree’ b b i antociani
. Coloratie galben- Coloratie .
Coloratie verde-brun G . U Coloratie Flavone, flavonone,
" verzuie Coloratie roz +++ verde galbuie verde flavonoli. catechine
+++ +++ ’
. v . . . Coloratie
4, R. candicans Coloratie albastru-brun Coloratie galben — brun Coloratie zmeurie Coloratie galben-ve!rzuie Flavone, flavonone,
: T d i - i i i
A galben-verzuie it flavonoli, catechine
\/
. . . . Coloratie Coloratie
5. ‘ y Coloratie galben-brun Coloratie galben- Coloratie zmeurie - - Flavone, flavonone,
Arapaho 7 fen P " galben-verzuie galben-verzuie flavonoli. catechine
it ++++ ++++ '

Nota: gradul de expresie al efectului analitic: ++++ — pronuntat; +++ — bun; ++ — moderat; + — slab;

I:I — extracte din fructe; I:I— extracte din fructe.
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moderate s-a constatat in extractele frunzelor si fructelor soiului ‘Thornless Evergreen’, frunzele
soiurilor ‘Chester’ si ‘Arapaho’. Coloratiile extractelor demonstreaza prezenta antocianilor,
flavononelor si flavonelor in fructele soiurilor ‘Thornless Evergreen’, ‘Chester’, ‘Thornfree’ si a

speciei R. candicans.

Reactia cu solutia de acetat de plumb bazic. In prezenta acetatului de plumb flavonele,
calconele, auronele cu continut de hidroxile libere in inelul B formeaza sediment colorat in galben
intens, galben-aprins sau rosu, iar antocianii formeaza precipitate colorate in rosu sau albastru
[44]. Rezultatele din Tabelul 4.4. si Figura A.8.4. demonstreaza ca in toate mostrele analizate sunt
prezenti acesti constituenti flavonoidici, doar cad gradul de exprimare a coloratiei

sedimentului este diferit. Cel mai pronuntat in fructele si frunzele soiului ‘Thornless Evergreen’
(++++) si in fructele specie R. candicans, cu efect bun (+++) in toate celelalte extracte analizate.
Nuanta verzuie a coloratiei, probabil, este indusa de prezenta in extract al clorofilelor si a altor

compusi fenolici (Figura A. 8.4.).

Reactia cu solutie de vanilina 1% in acid clorhidric concentrat. Colorarea in rosu-zmeuriu
(figura A 8.5.) demonstreaza prezenta catehinelor (derivatii floroglucinei si rezorcinei) in toate

probele analizate.

Reactia cu solutie de amoniac 5%. La aplicarea acestei reactii flavonele, flavononele,
flavonolii si flavononolii dau culoare galbenad, care trece apoi in oranj sau rosie, iar calconele si
auronele au culoare rosie. Antocianii In prezenta amoniacului formeaza o coloratie albastra sau
violet. In toate extractele analizate au fost inregistrate coloratii cu diferite intensitati, mai

pronuntatad a fost cea albastra in extractele fructelor.

Reactia cu solutie de FeCl3 2%. Gruparea OH fenolicd din structura flavonoidelor are
caracter reducator, intensificat prin prezenta grupei carbonil. Colorarea poate fi de la verde,
albastru-inchis pana la bruna in functie de pozitia si numarul de grupe hidroxil a flavonei [44].
Rezultatele aplicarii reactiei in extractele analizate au fost In majoritatea probelor pronuntate
(++++) si doar in frunzele soiului ‘Thornfree’ cu efect bun (+++).

In toate extractele analizate au fost inregistrate diferite efecte exprimate prin colorare,
opalescenta si sedimentare, dar cu diferite intensitati (Tabelul 4.4).

Reactiile calitative aplicate in extracte din frunze si fructe ale soiurilor ‘Thornless
Evergreen’, ‘Chester’, ‘Thornfree’ si in frunzele soiului ‘Arapaho’ si speciei R. candicans scot in
evidentd urmatorii constituenti flavonoidici: flavone, flavonone, flavonoli, antociani si catehine.

De mentionat, ca efectele reactiilor analitice au un caracter gradual (redus, moderat, bun,
pronuntat), ce coreleaza 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
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soiurilor ‘Thornless Evergreen’, ‘Arapaho’, ‘Chester’, speciei R. candicans, urmate de soiul
‘Thornfree’. Efectele analitice au fost mai evidente in extractele din frunzele speciei 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.

Identificarea flavonozidelor prin cromatografie pe strat subtire. Au fost obtinute
extractele pentru analizat: 1g de produs vegetal s-a adus intr-o colba de 100 ml cu 50 ml alcool
etilic de 60% si s-a extras timp de 30 minute pe baia de apa. Solutie de referinta: solutii de 0,1%
rutozida, cvercetol, cvercetozida, izocvercetozida, acidul cafeic si clorogenic (acizi fenilpropanici
de tip Ce-Cz3). Faza stationara: placi de silicagel. Faza mobila: butanol: acid acetic: apa (2:5:5). Pe
placa cromatografica au fost aplicate mostre ale substantelor de referintd si ale extractelor de
analizat. Placa a fost introdusd in camera de cromatografiat (Figura A 8.6.).

Analizele cromatogramelor in strat subtire ale extractelor din fructele si frunzele de la
diferite soiuri denotd ca distanta de parcurgere a sistemului mobil a fost de 12,3 cm. Uscarea
placilor la temperatura de 105C°, timp de 7-10 minute, a fost urmata de pulverizarea cu solutie de
FeCls 3%. Cromatogramele au fost pulverizate cu solutie etanolica de AlCl3 3% si examinate in
lumina UV (365 nm).

Ca rezultat al examindrii cromatogramelor s-a observat prezenta mai multor spoturi, cu
diferite valori ale Rf, si diferite dupa culoare, atat in lumina zilei, cat si in raze ultraviolete.
Conform spoturilor detectate (Figura A.8.7.) si martorilor aplicati pe cromatograma, au fost
identificati urmatorii constituenti: rutozida (Rf = 0,71) — in extractele din frunzele soiurilor
‘Thornless Evergreen’ si ‘Thornfree’; quercetol (Rf = 0,89) — in extractele din frunzele soiurilor
‘Thornless Evergreen’ si din fructele soiului ‘Chester’; quercetozida (Rf = 0,77) — in extractul din
frunzele soiurilor ‘Arapaho’ si ‘“Thornless Evergreen’; izoquercetozida (Rf = 0,86) — in extractele
din frunzele soiurilor ‘Thornless Evergreen’, ‘Chester’, ‘Thornfree’; acid clorogenic (Rf=0,79) —
in extractul din fructele soiurilor ‘Thornfree’ si ‘“Thornless Evergreen’; acid cafeic (Rf = 0,71) —
in extractele din frunzele soiurilor ‘Arapaho’, ‘Chester’, ‘Thornless Evergreen’, al fructelor
soiurilor ‘Thornless Evergreen’ si ‘Chester’. In afara de acestea pe cromatogramele developate,
examinate in lumina zilei/UV au fost remarcate spoturi culoare rosie, ce indica prezenta clorofilei
si de culoare gri cu diferite valori ale Rf — dovada, ca mai sunt si alti constituenti flavonoidici
neidentificati in aceste extracte.

Astfel, n extractul din frunze de soiul ‘Arapaho’ a fost observat un spot cu Rf = 0,80, in
extractul din fructe la soiul ‘Thornfree’ — Rf = 0,81, iar extractul din frunzele sp. R. candicans —

un spot cu Rf = 0,69. Studiile calitative ale flavonozidelor in extractele taxonilor studiati au
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demonstrat prezenta diferitor grupe de flavonoide (rutozida, quercetrina si quercetina) si acizi
fenil-propanici (clorogenic si cafeic).

Spoturile cu diferite valori ale Rf-lor si de diferite culori denota prezenta si altor compusi
fenolici si flavonoidici. Existenta diferitor acizi fenolici (galic, protocatehic, vanilic, p-cumaric,
ferulic, elagic) si diferitor grupe flavonoidice (flavone, flavonoli, flavanoli, antocianidine), au fost
demonstrate si prin alte metode, atat la taxoni din genul Rubus, cat si la genul Vaccinium si genul
Fragaria [97, 103, 104, 165]. Toate acestea demonstreaza, ca fructele si frunzele taxonilor de mur

studiati elaboreaza un larg spectru de compusi fenolici si flavonoidici.

Studiul cantitativ al flavonozidelor a fost efectuat prin metoda spectrofotometrica [44] in
frunzele si fructele la soiurile ‘Arapaho’, Thornless Evergreen, ‘Chester’, ‘Thornfree’ si speciei R.
candicans din flora spontana. Pentru aceasta a fost obtinut extractul hidro-alcoolic din frunzele si
fructele analizate conform recomandarilor metodice de specialitate [11,12, 44].

Intr-un balon cotat de 100 ml s-a luat 1g de produs méruntit si s-a adaugat 100 ml de alcool
etilic 50%, aducandu-se la cota. S-a fiert pe baia de apa timp de 30 minute dupa care extractul s-a
filtrat printr-un filtru de hartie, obtindndu-se solutia A. Ulterior, 10 ml solutia A s-a luat intr-un
balon cotat de 25 ml cu alcool etilic 50%. S-a agitat 2-3 minute si s-a lasat in repaus 10 minute.
Solutia obtinuta s-a filtrat si s-a obtinut solutia. Intr-un balon cotat de 25 ml s-a luat 5 ml de solutie
B obtinuta, la care s-a adaugat 5 ml de acetat de sodiu (100 g/1) si 3 ml clorurd de aluminiu (2 g/1).
S-a adus la cota cu alcool etilic de 50%, obtinandu-se solutia C (Figura A.8.8.).

S-a masurat absorbanta solutia C obtinute la spectrofotometru (Fig. A.8.9.), la lungimea de
undi 430 nm. In calitate de lichid de compensare s-au utilizat 5 ml de solutie B, 8 ml de apa

distilata si alcool etilic de 50% (Figura 4.18.).
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Fig. 4.18. Linia etalon pentru rutozida

Linia etalon pentru rutozida 0,1 g/l s-a construit folosind diferite concentratii: 1, 2, 3, 4 ml

de rutozida, la care s-au adaugat 5 ml acid sulfuric si 3 ml clorurd de aluminiu. Absorbanta solutiei
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de rutozida s-a masurat la spectrofotometru, lungimea de unda 430 nm, folosind ca lichid de
compensare 8 ml de apa distilata si alcool etilic de 50% pana la cota de 25 ml (Fig. A.8.10.).
Continutul total flavonoidic a fost calculat in baza ecuatiei obtinute prin linia etalon pentru
rutozida.
Calculele si rezultatele comparative privind continutul de flavonozide in extractele de mur

analizate sunt reprezentate in Figura 4.19.
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Fig. 4.19. Continutul total de flavonozide (%) in extractele frunzelor si fructelor
la diferiti taxoni de mur.

Analiza rezultatelor arata ca, 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%). La compararea rezultatelor privind continutul de flavonozide in fructe si in frunze
(Figura 4.19.), observam ca valorile sunt mai mari in frunze, decat in fructe la toti taxonii studiati.
Cea mai mare cantitate a fost determinata in frunzele soiului ‘Chester’ (3,152%), urmata de soiul
‘Thornfree’ (2,950 %) si specia R. candicans din flora spontana (2,893 %). In frunzele soiurilor
‘Thornless-Evergreen’si ‘Arapaho’ aproape valori egale (respectiv 2,725 si 2,703%). Astfel, atat
frunzele, cét si fructele taxonilor de mur analizati pot servi in calitate de sursa de materie prima cu

continut flavonozidic pentru industria farmaceutica.

4.3.2. Studiul calitativ si cantitativ al taninurilor

Taninurile sunt foarte raspandite in lumea vegetala, iar structura lor si cantitatea coreleaza
Cu apartenenta sistematica a plantei [ 134, 135]. Taninurile sunt substante organice polifenolice cu
diferita greutate moleculara, compusii de tip Cs-Cs-Cg, din care fac parte catecholii, derivatii 3-
hidroxiflavanului, care prin condensare formeaza taninuri catechice. Proprietati Similare au

compusii Ce-Cy, acidul galic si derivatii sai, care sub forma de esteri, constituie taninurile galice.
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Se intalnesc si taninurile mixte, esteri ai acidului galic cu catecholul, epicatecholul si
galocatecholul [60-63].

Studiul calitativ al substantelor tanante. Pentru identificarea taninurilor pe cromatograme
in strat subtire au fost obtinute extractele apoase din frunzele si fructele soiurilor ‘Arapaho’,
Thornless Evergreen, ‘Chester’, ‘Thornfree’ si speciei R. candicans conform metodei [44].
Aproximativ 1 g (proba exacta) de produs vegetal s-au pus intr-un balon cu capacitatea de 25 mi,
S-a turnat toarna 20 ml de alcool etilic 70% si se lasa 30 min. pe baia de apa. Dupa dizolvarea
completa solutia se raceste si si se aduce pana la cotd cu alcool etilic de 70%.

Intr-un balon cotat de 100 ml, s-a luat 1g de PV maruntit. S-au adaugat 100 ml de apa distilata
fierbinte si s-a fiert pe baia de apa timp de 30 de minute. Extractul obtinut s-a filtrat printr-un filtru

de hartie, obtinandu-se solutia de analizat. Solutii de referintd: catehina, acid galic, acid
galotaninic, pirogalol, tanin de 1%. Faza mobila: n-butanol-acid acetic-apa (40:12:28). Extractele

de analizat si solutiile de referinta au fost aplicate pe placi cromatografice si introduse in camera
de cromatografiat (Figura A 8.11).

Analizele cromatogramelor in strat subtire ale extractelor din fructele si frunzele taxonilor
de mur denoti ci distanta de parcurgere a solventului a fost de 9,5 cm. In rezultatul examinarii
cromatogramelor s-a observat prezenta mai multor spoturi, diferite dupa valoarea Rf si culoare,
atat in lumina zilei, cat si la examinare in raze UV. Conform spoturilor detectate pe cromatograma
au fost identificati urmatorii constituenti (Figura A. 8.12.).

» Catehina (Rf=0,85) in toate extractele, cu exceptia celor din fructele soiurilor ‘Chester’
si ‘Thornless Evergreen’;

» Acid galatoninic (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) in extractele din frunze soiurilor ‘Arapaho’, ‘Thornless
Evergreen’, si ‘Chester’.

In afara de aceste spoturi pe cromatogramele developate, examinate la lumina zilei si UV au
fost remarcate spoturi cu diferite valori ale Rf. In extractul din frunzele soiului ‘Thornless
Evergreen’ s-a observat un spot cu Rf = 0,78. Un spot cu Rf = 0,66 si unul cu Rf= 0,76 au fost
detectate in extractul din fructele soiului ‘Thornfree’, iar in extractul din frunzele soiului
‘Thornfree’, pe langd acidul galic s-au evidentiat incd doi constituenti cu Rf=0,54 si respectiv
Rf=0,60. Analiza cromatogramelor scoate in evidentd faptul cd, atat fructele, cat si frunzele

taxonilor de mur analizati contin taninuri.
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Reactii analitice de colorare si sedimentare. Pentru identificarea taninurilor, in extractele
apoase obtinute din frunze si fructe ale soiurilor ‘Arapaho’, Thornless Evergreen, ‘Chester’,

‘“Thornfree’ si R. candicans au fost aplicate tehnici calitative corespunzatoare [13, 42, 44].

Reactia cu gelatind de 1 %. La 2-3 ml de extract se adaugd in picaturi solutie de 1% de
gelatina. Apare opalescenta, ce repede dispare la adaugarea excesului de gelatind. Rezultatele
indica ca efectele analitice foarte intense n-au fost inregistrate. Efecte analitic intense au fost
inregistrate in extractele frunzelor ale soiurilor ‘Thornless Evergreen’, ‘Chester’, ‘Arapaho’ si a
sp. R. candicans (Tabelul 4.5.). In celelalte extracte au fost observate efecte analitice moderate.

Conform rezultatelor in toate extractele analizate sunt prezente taninuri (Figura A. 8.13).

Reactia cu alauni de fier si amoniu. La 2-3 ml de extract se adaugd 4-5 picaturi de solutie
alaun de fier si amoniu. In cazul prezentei substantelor tanante hidrolizabile apare culoarea sau
sedimentul negru-albastru, iar a celor condensate — culoare negru-verzui. Reactia cu alauni de fier
si amoniu este una foarte expresiva din punct de vedere al efectului analitic. Efectele analitice au
fost de diferite intensitati, cel mai intens (++++), in extractul de frunze al sp. R. candicans (Figura
A. 8.14.). Efecte analitice intense (+++), au fost remarcate in extractele frunzelor al soiurilor
‘Chester’ si ‘Arapaho’ si a celui din fructe ale soiului ‘Thornless Evergreen’.

Efectul analitic al acestei reactii chimice demonstreaza prezenta taninurilor hidrolizabile in

toate extractele analizate, doar cu diferit grad de expresie al efectului analitic.

Reactia cu acid acetic §i acetat de Pb. La 1 ml de extract se adauga 2 ml acid acetic de 10%
si 1 ml de sare mijlocie a acetatului de Pb 10%.

Aceasta demonstreaza prin multitudinea de nuante obtinute In urma aplicarii reactivului n
extractele analizate cd sunt prezente taninurile. Printr-o intensitate mai pronuntatd se remarca

extractele din frunzele soiurilor ‘Cester’ si ‘Thornless Evergreen’ (Figura A. 8.15).

Reactia cu solutie de clorura ferica 1%. La 1 ml de extract se adauga 4 picaturi de solutie
de clorurd fericd 1% si se agita. Rezultatele acestei reactii demonstreaza vizibil prezenta
substantelor tanante hidrolizabile. Cu clorura fiericd substantele tanante hidrolizabile formeaza
compusi complecsi de culoare neagrd cu nuanta albastrie. La agitare, pe peretii tubului se observa
culoarea albastrui-negriciaoasa (Figura A. 8.16.).

In extractele de mur analizate pot fi prezente ambele categorii de taninuri (hidrolizabile si

condensate) doar ca prevaleaza cele hidrolizabile.

Reactia cu cristale de NaNOs si HCI de 0,1 N. La 2 ml de extract se adauga cateva cristale
de NaNOs si 2 picaturi de HC1 de 0,1 N.
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Tabelul 4.5.
Efectele analitice ale reactiilor chimice specifice de identificare ale substantelor tanante

Reactii chimice specificie aplicate (solutii de)
Nr. Taxonul ’ ’
< <10 Alauni de fier si Acid acetic + acetat Taninuri
Gelatina 1% amoniu bazic de Pb FeCl, NaNO, identificate
1 ‘A ho’ (ng;f;fizmgm}?’ Sediment albastru Opalescenta galbuie Albastru intens Coloratie bruna Taninuri
. rapaho (,+ j) , (+++) (+++) (+++) (++) hidrolizabile
2 ‘Thornless
' Evergreen’ o T nearic
: 9 ediment albastrui palescenta galbuie : oloratie bruna aninuri
Coi;)r:ic:; cgeﬂ;me, Sedi b . Opal Ibui AIbaSt\r/Lé rr;agljrlcms, Coloratie b Taninuri
p (rhe) *) (+++) (+4) *) hidrolizabile
3. ‘Chester’ 5
Opalescenta Sediment albastru Ofg;zi?:;a Albastru intens Coloratie bruna Taninuri
(&) (+++) ) (+++) (+++) hidrolizabile
4, ‘Thornfree’
palescenta ediment palescenta roza astru Intens oloratie bruna aninuri
Opal 3 Sedi Opal i roza Alb i Coloratie bruna Taninuri
(++) (++) + (++) (+++) hidrolizabile
< - o Albastru cu nuante . < I
. Opalescenta Sediment albastru Opalescenta gilbuie e Coloratie bruna Taninuri
5. | R. candicans (++4) (+44+4) (+4) de ve;ii-r:ig;ncnos ) hidrolizabile

Nota: Gradul de expresie a intensitatii efectului analitic a reactiei chimice: + — slab; ++— moderat; +++ — intens; +++++ — foarte intens

- — extractele din fructe; I:I — extractele din frunze.
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Reactia cu cristale de NaNOgz si HCl de 0,IN a dat efect analitic ce denotd prezenta
substantelor tanante hidrolizabile. In extractul din frunzele soiului ‘Thornless-Evergreen’ se
observa o intensitate a efectului analitic minim (Figura A. 8.17.).

Analiza rezultatelor reactiilor specifice aplicate in extractele frunzelor si fructelor taxonilor
de mur din Tabelul 4.5. demonstreaza prezenta taninurilor in toate mostrele, doar cu diferit grad
de expresie a intensitatii efectului analitic. Toate extractele analizate contin taninuri, dar
prevaleaza cele hidrolizabile.

Studiul cantitativ al substantelor tanante a fost efectuat prin metoda
permanganatometricd [44]. Pentru realizarea acestei metode, la 10 ml de extract obtinut s-au
adaugat 750 ml de apa distilata si 25 ml de acid indigosulfonic. Apoi s-a efectuat titrarea cu
permanganat de potasiu 0,1 M pana la virajul culorii din albastru in galben, coloratie stabila 2-3
minute (Figura A. 8.18.):

Cantitatea procentuala a sumei de taninuri s-a calculat dupa formula de calcul:

= (V=V1)+0,004157:100+100+100
- mxV3+(100—w)

4.1)

in care:

V — volumul permanganatului de potasiu de 0.1N luat pentru titrare, ml;

V1 — volumul permanganatului de potasiu de 0.1N utilizat pentru titrarea probei de control,
ml;

0,004157 — corectia la titru (dupa acidul oxalic);

m — masa exacta a produsului vegetal, g;

V3 — volumul extractului luat pentru titrare, ml.

Rezultatele calculelor, obtinute pentru determinarea cantitativa a substantelor tanante in
extractele analizate, sunt reflectate in Figura 4.20. Analiza datelor arata, ca la toti taxonii analizati
in frunze continutul taninic este mult mai mare, decat in fructe, acest coraport este si pentru sp. R.
candicans, doar ca diferenta e mult mai mica (6,16% in fructe si 11,24% — frunze).

La analiza rezultatelor continutului taninic in frunze constatam, ca cea mai mare valoare
revine frunzelor sp. R. candicans (11,24%), putin cedeazd continutul din frunzele soiurilor
‘Thornfree’ (10,75%) st ‘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: R. candicans — 6,16%, ‘Thornfree’ —
1,22%, ‘Arapaho’ —2,12%, ‘Chester’ — 2,02% si ‘Thornless-Evergreen’ cu 1,19%. Diapazonul

valorilor continutului taninic in frunzele taxonilor de mur studiati nu difera fata de valorile obtinute
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pentru alti taxoni (R. caesius, R. ulmifolius, R. fruticosus si diferite soiuri) in alte studii [103, 105,
186].
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Fig. 4.20. Continutul de substante tanante (%) in extractele de frunze si fructe
la diferiti taxoni de mur

Astfel, atat fructele, cat si frunzele pot fi utilizate ca sursd de materie prima cu continut de
substante tanante in industria farmaceutica. Desi, multi considera, ca doar fructele de mur pot fi
utilizate in scop terapeutic, empiric, iar in ultimele decenii s-a demonstrat si experimental, ca si
frunzele de mur prezinta interes Tn medicina naturista [60-62, 65, 107, 184]. Anume, datorita
continutului taninic, frunzele de mur sunt recomandate in diferite deranjamente gastro-intestinale
provocate de toxicoinfectii, sangerari ale gingiilor si infectii ale cavitatii bucale, rdni cutanante etc.
[94, 99, 129]. Fructele si frunzele soiurilor analizate contin cantitati suficiente de taninuri
hidrolizabile asa ca galotaninele si elagitaninele, dar in deosebi ale speciei R. candicans. Desi se
cunosc proprietatile farmacologice ale acestora, totusi produsele vegetale bogate in taninuri trebuie
consumate cu precautie, deoarece pot avea efecte negative asupra ficatului [119, 121, 123].

De aceea fructele si frunzele taxonilor de mur studiati necesita cercetdri profunde

farmacognostice si farmacologice pentru a putea fi valorificate in calitate de produse vegetale

oficinale cu continut taninic.

4.3.3. Analiza cantitativa a acidului ascorbic

Acidul ascorbic se sintetizeaza doar in celulele vegetale, inclusiv si in fructele de mur [103,
104]. Vitamina C asigura permeabilitatea vaselor sanguine mareste rezistenta capilarelor sanguine,
diminueazd tensiunea arteriald, induce imunitate si vitalitate, contribuie la prevenirea si
combaterea scorbutului [160]. Gratie capacitatii de captare a radicalilor liberi acidul ascorbic este
bine venit in profilaxia si prevenirea unor patogenii cum ar fi diabetul zaharat, herpesul,

imunodeficienta, cancerul [12, 13, 103]. Toate acestea au servit drept temei pentru identificarea
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acidului ascorbic si in soiurile de mur multiplicate in vitro si aclimatizate in conditiile pedo-
climatice ale R. Moldova.

Analiza cantitativa a acidului ascorbic a fost efectuata prin metoda titrimetrica [44], bazata
pe proprietatea acidului ascorbic de a reduce 2,6-diclorfenolindofenolul. Dozarea s-a efectuat in
extractele apoase ale fructelor soiurilor ‘Arapaho’, ‘Chester’ si ‘Thornless-Evergreen’. Astfel, s-
au luat 2 g de produs vegetal si s-au pisat in mojar, adaugand treptat 30 ml de apa distilata. S-a
macerat 10 minute, apoi s-a amestecat, centrifugat si filtrat. Ulterior, intr-un balon conic de 50 ml
s-a pus 1 ml solutie HC1 2 %, 1 ml din extractul obtinut si 13 ml de apa si s-a titrat cu microbiureta
cu solutie de 2,6-diclorfe-nolindofenolat de sodiu 0,001 N (Figura A.8.19) pana la aparitia culorii
roz, care persista timp de 0,5-1 minut. Titrarea s-a efectuat cel mult 2 minute. 1 ml solutie 2,6-
diclorfenolindofenolat de sodiu 0,04 % (sau 0,001 N) corespunde la 0,000088 g de acid ascorbic.

Continutul procentual al acidului ascorbic (x) in raport cu produsul vegetal uscat s-a calculat

dupa formula:

» = V*F+0,000088+V1:100+100
- m+V2x(100-w)

(4.2)

in care:

V — volumul (ml) solutiei 2,6-diclorfenolindofenolat de sodiu 0,001 N, care s-a consumat la
titrare;

F — coeficientul de rectificare a titrului solutiei de 2,6-diclorfenolindofenolat de sodiu 0,001
N;

V1- volumul extractului corespunzator probei de produs vegetal, ml;

m — masa probei de produs vegetal, g;

V2 — volumul extractului luat pentru titrare, ml;

w - pierderea din masa produsului vegetal la uscare, %.

Rezultatele obtinute privind continutul (%) acidului ascorbic in fructele soiurilor ‘Arapaho’,

‘Chester’ si ‘Thornless-Evergreen’.sunt reprezentate in Figura 4.21.
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Fig. 4.21. Continutul acidului ascorbic (%) in fructele soiurilor noi de mur
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Datele obtinute 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%). Atat rezultatele obtinute la fructele soiurilor de mur cercetate, cét si datele
din literatura de specialitate [160, 165, 184] arata ca fructele de mur contin cantitati suficiente de

acid ascorbic.

4.4. Concluzii la capitolul 4

1. Soiurile de mur ‘Thornless Evergreen’, ‘Chester’, ‘Triple Crown’, ‘Black Satin’,
‘Reuben’, ‘Polar’, ‘Arapaho’, ‘Thornfree’, ‘Smoothstem’ cu caracteristici valoroase: rezistenta la
inghet, rezistenta la secetd, la actiunea fitopatogenilor, maturarea esalonata a fructelor, durata mai
mare de pastrare, calitdtile noi gustative, fermitatea la manipulari, ar asigura consumatorul din R.
Moldova cu fructe proaspete bogate in diverse vitamine, constituenti si alte substante biologic
active (SBA) .

2. Studiul anatomic comparativ al speciei din flora spontana si soiurilor de mur crescute in
conditii de teren deschis si sera au pus in evidenta indicatorii anatomici cu caracter adaptiv la
conditiile nefavorabile asa ca: gradul de pubescenta, gradul de dezvoltare al epidermei si
derivatelor ei, indicele coraportului grosimii epiderma/limb, epiderma superioard/inferioara,
mezofil/limb, gradul de dezvoltare si distribuire a druzelor de oxalat de calciu.

3. Screening-ul biochimic calitativ (reactii specifice si CSS) comparativ al flavonozidelor
in produsele vegetale de frunze si fructe la soiurile de mur denota ca in toate extractele de produse
vegetale analizate sunt prezenti aceiasi constituenti flavonoidici: flavone, flavonone, flavonoli,
catehine, antocieni, calcone si aurone. Studiul chimic comparativ cantitativ al flavonozidelor prin
metoda spectofotometrica a scos in evidentd ca cea mai mare cantitate de flavonozide se gaseste
in frunzele soiului ‘Chester’ (3,152%), urmata de frunzele soiului ‘Thornfree’ (2,950%) si frunzele
soiului R. candicans din flora spontana 2,893%).

4. Conform rezultatelor studiului efectuat continutul de taninuri in produsele vegetale
variazd, cantitatea de substante tanante fiind de cateva ori mai mare in extractele din frunze decat
din cele din fructe, motiv pentru care si au o larga utilizare in diferite afectiuni medicale. Prin
metode calitative s-au identificat substante tanante hidrolizabile, catehine, acid galatoninic,
pirogalol, acid galic. Comparativ cu datele altor studii, substantele antioxidante (SBA) identificate
la soiurile noi de mur studiate, corespund cantitativ, ceea ce justifica cresterea si dezvoltarea

plantelor de mur in R. Moldova
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CONCLUZII GENERALE

1. 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 [26, 30].

2. Au fost stabilite conditiile optime pentru organogeneza inoculilor, ca sursd 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 selectiva si crestere a lastarilor a fost obtinutd pe
combinatii ale regulatorilor de crestere (BAP — 0,3; 0,5; 0,7 mg/l; BAP+AIB+AGs ; BAP
+AlIA+GAs mg/l; BAP+NAA+GAs— cu dozele de 0,3+0,2+0,1 mg/l) [31, 54, 55, 112, 113, 115,
116].

3. Calusogeneza a fost initiatd gratie actiunii selective a regulatorilor de crestere in
suplinirea mediului nutritiv de bazd MS asupra inoculilor din limb foliar: calusogeneza (BAP —
1,50 mg/1 si 1,0 mg/1); BAP 1,0 mg/I+NAA (0,2; 0,5; 1,0 mg/l); BAP 1,0 mg/I+1AA (0,2; 0,5; 1,0);
KIN (1,50 mg/1,1,0 mg/l), KIN 1,0 mg/l +NAA 0,1 mg/l) si initierea plantulelor din calus
(morfogeneza) pe mediul MS suplinit cu (BAP 2,0 mg/l) [111].

4. Rizogeneza a fost indusa, atat pe mediul de baza MS suplinit cu regulatori de crestere
AIB, AIA, ANA (0,2 mg/l), 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 serd si teren deschis. Soiurile de mur fard spini au fost
aclimatizate cu o ratd de viabilitate de 99%, iar perioada mai potrivitd revine lunilor de primavara-
vara [114, 154].

5. 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 actiunea 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 toata suprafata, druze
de oxalat de calciu si modul de distribuire [71, 114].

6. Studiul cantitativ al unor clase de compusi chimici aratad ca continutul (%) coreleazd cu
organul si taxonul: frunzele acumuleazd mai multe flavonoide si taninuri, decat fructele la toti

taxonii analizati: flavonoide in frunzele soiurilor ‘Chester’ — 3,152 si ‘Arapaho’ — 2,703, iar in

119



fructele soiurilor ‘Chester’ — 1,983,Thornless-Evergreen’ — 1,640 si ‘Thornfree” — 1,445;
continutul 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 [70].

7. Au fost stabilite conditiile si elementele tehnologice primare de plantare si ingrijire a
plantelor pentru infiintarea colectiei cu arbusti de mur in GBNI, destinata extinderii, conservarii
genofondului si cercetdrii stiintifice, care cuprinde 10 soiuri adaptate la conditiile pedoclimatice si
sunt de perspectiva pentru ramura agro-industriald 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 [75, 76].

8. 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 saptdmani (140 zile), cu fructe proaspete bogate

in compusi chimici valorosi si calitdti organoleptice inalt apreciate [117].

RECOMANDARI PRACTICE

1. Serecomanda 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’) pentru conditiile pedo-climatice ale R.Moldova in
scopul obtinerii materialului sdditor omogen, viguros, avirotic pentru infiintarea plantatiilor
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 sursd de fructe.

3. Soiurile ‘Arapaho’, ‘Triple Crown’, ‘Black Satin’, ‘Loch Ness’, ‘Polar’, ‘Chester’ sunt
recomandate pentru 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 tiiere pentru
formarea arbustului si de rod, tehnica si termenele de recoltare) in plantatiile de mur din R.

Moldova.
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ANEXE

Anexa 1.
Microclonarea soiurilor de mur

Fig. A 1.2. Microclonarea soiurilor de mur pe mediul nutritiv Nr. 2.
Nota: a, b —soiul ‘Loch Ness’, ¢, d — soiul ‘Polar’
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Anexa 1.
Microclonarea soiurilor de mur

d

Fig. A 1.4. Microclonarea soiurilor de mur pe mediul nutritiv Nr. 2.
Nota: a, b, ¢, d — plantule de mur proliferate, soiul ‘Arapaho’
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Anexa 1.
Microclonarea soiurilor de mur

Fig. A 1.5. Microclonarea vitroplantulelor de mur pe mediul nutritiv Nr. 2.
Nota: a, b — soiul ‘Chester’

C d
Fig. A 1.6. Proliferarea lasatrilor pe mediul nutritiv Nr. 3.
Nota: a — ‘Arapaho’, b — ‘Loch Ness’, ¢ —"Polar’, d — ‘Smoothstem’, pe mediul de cultivare Nr. 1.
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Anexa 1.
Microclonarea soiurilor de mur

a b
Fig. A 1.7. Microclonarea vitroplantulelor de mur, pe mediul nutritiv Nr. 2.
Nota: a—"Reuben’, b — *Chester’.

Fig. A.1.8. Microclonarea soiului ‘Triple Crown’, pe mediul de cultivare Nr. 3.

"&:. . ) Lo o . - _ ~
Fig. A. 1.9. Microclonarea soiului ‘Black Satin’ pe mediul nutritiv Nr. 3.
Anexa 2.
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Micropropagarea si rizogeneza soiurilor de mur

Fig. A. 2.1. Micropropagarea soiurilor de mur pe mediul de cultivare Nr.10.
Nota: a, b, ¢ — ‘Smoothstem’, d — ‘Thornfree’, €, f — ‘Loch Ness’.
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Anexa 2.
Micropropagarea si rizogeneza soiurilor de mur

02/03/2015 02/03/2015

Fig. A. 2.2. Micropropagarea soiurilor de mur pe mediul Nr.10.
Nota: a— ‘Arapaho’, b — ‘Polar’, ¢ — ‘Thornless Evergreen’, d — “Thornfre’, e, f — ‘Reuben’.

139



Anexa 3.
Rizogeneza pe medii suplimentate cu auxine (Nr. 7, Nr. 8, Nr. 9)

Fig. A. 3.1. Soiul ‘Loch Ness’ Fig. A. 3.2. Soiul ‘Polar’.

Fig. A. 3.2. Dezvoltarea sistemului radicular pe combinatii de auxine, soiul ‘Smoothstem’.

Fig. A. 3.3. Combinatii de auxine mediul nutritiv Nr. 7, Nr. 8, Nr. 9 la soiul ‘Chester’.
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Anexa 4.
Calusogeneza si organogeneza obtinuta din limb foliar

Fig. A 4.1. Schema de obtinere a materialului avirotic de mur din calus foliar.
Nota: a— plasarea pe medii nutritive a fragmentelor de limb cultivate in vitro; b, ¢ — gofrarea si cresterea in
dimensiuni a limbului foliar, d — formarea masei calusare; e — cresterea masei calusare; f — dezvoltarea plantulelor
din masa calusard; g — aclimatizare, transfer ex vitro; h — plantarea in ghiveci; k — plantarea in teren deschis.
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Anexa 5.
Aclimatizarea vitroplantulelor de mur
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Anexa 5.
Aclimatizarea vitroplantulelor de mur

Fig. A 5.1. Nota: a, b — minibutisirea plantulelor de mur; ¢ — plasarea in palete cu substrat de turba (I-a faza de
aclimatizare ex vitro); d, e — a-ll-a fazd de aclimatizare ex vitro a plantulelor; f, g — a lll-a faza de aclimatizare ex
vitro a plantulelor de mur; h —a Ill-a fazd de aclimatizare ex vitro a plantelor de mur.
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Anexa 6.
Material saditor obtinut prin tehnici biotehnologice

Fig. A 6.4. soiul ‘Triple Crown’ Fig. A 6.5. soiul ‘Black Satin’
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Anexa 6.
Material saditor obtinut prin tehnici biotehnologice

Fig. A 6.9. Soiul Reuben’.
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Anexa 6.
Material saditor obtinut prin tehnici biotehnologice

Fig. A 6.10. Soiul ‘Black Satin’. Fig. A 6.11. ‘Triple Crown’.

Fig. A 6.12. Soiuri de de mur aclimatizate.
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Anexa 7.
Studiul anatomic

Fig. A. 7.1. Specia spontana.

Nota: a— Sectiune transversald prin limb; b, ¢, d — Peri tectori in manunchi ; e, f — peri anomostozati
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Anexa 7.
Studiul anatomic

Fig. A 7.2. Soiul ‘Arapaho’.
Notd: a— Stomati la soiul ‘Arapaho’; b, ¢ — Sectiune transversald prin limb , d — sectiune prin nervurd;
e — Peri unicelulari lungi, f — Par unicelular, druze oxalice.
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Anexa 7.
Studiul anatomic

Fig. A 7.3. Soiul ‘Chester’.

Nota: a, b — Sectiune transversald prin limbul soiului ‘Chester’ x40. ¢, d — peri tectori unicelulari, e — stomate;
f — stomate, druze oxalice.
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Anexa 7.
Studiul anatomic

Fig. A 7.4. Soiului ‘Thornfree’.

Nota: a, b — Sectiune transversala prin limb x 40, ¢, d — Sectiune transversala prin limb x10,
e, f — peri unicelulari lungi
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Anexa 7.
Studiul anatomic

Fig. A 7.5. Soiul ‘Thornless Evergreen’.
Notd: a — Sectiune prin nervura x40; b — Sectiune prin limb x10; ¢, d — Sectiune prin limb x40; e — Peri celulari
anomostozati céte 4; f — Peri unicelulari lungi.
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Anexa 8.
Biochimia principalelor grupe de compusi chimici

a b c
Fig. A 8.2. Extractele hidro-alcoolice din fructe pentru analiza calitativa a flavonozidelor la:

a—soiul ‘“Thornless Evergreen’, b - soiul ‘Chester’, ¢ - soiul ‘Thornfree’.
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Anexa 8.
Biochimia principalelor grupe de compusi chimici

Figura A.8.3. Efectele analitice ale reactiei cianidolului in extractele analizate.
Nota: a — frunze soul ThornFree, b — frunze R. candicans, ¢ — frunze soiul Arapaho, d — frunze soiul Cester,
e — frunze soiul Thornless-Evergreen, f — fructe soiul Thornless-Evergreen, g — fructe soiul Cester,
h - fructe soiul Thornfree.

a b c d e f g h

Figura A. 8.4. Efectele analitice ale reactiei cu solutie de acetat de Pb bazic in extractele

analizate.
Nota: a— frunze soiul ThornFree, b — frunze R. fruticosus (flora spontana), ¢ — frunze soiul Arapaho,
d — frunze soiul Cester, e — frunze soiul Thornless-Evergreen, f — fructe soiul Thornless-Evergreen,
g — fructe soiul Cester, h — fructe soiul ThornFree.
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Anexa 8.
Biochimia principalelor grupe de compusi chimici

a b c d e f g h

Figura A.8.5. Efectele analitice ale reactiei cu solutie de vanilina 1% in acid clorhidric concentrat

in extractele analizate.
Nota: a — frunze soiul ‘Thornfree’, b — frunze R. candicans (flora spontand), ¢ — frunze soiul ‘Arapaho’,
d — frunze soiul ‘Chester’, e — frunze soiul ‘Thornless-Evergreen’, f — fructe soiul ‘Thornless-Evergreen’,
g — fructe soiul ‘Chester’, h — fructe soiul ‘Thornfree’.

Figura A.8.6. Camera de cromatografiere

Anexa 8.
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Biochimia principalelor grupe de compusi chimici

a b c d e f 1 2 3 4 5 6 I

Figura A. 8.7. Placa cromatografica in strat subtire de determinare a flavonozidelor.
Nota: a— Rutozida; b — Quercetol; ¢ — Quercetozida; d — 1zogvercetozida; e — acid Cafeic; f — acid clorogenic;
1 — extract din frunze soiul ‘Arapaho’; 2 — extract din frunze soiul ‘Thornless Evergreen’; 3 — extract din frunze

soiul ‘Chester; 4 — extract din frunze soiul ‘Thornfree’; 5 — extract din fructe soiul ‘Thornfree’;
6 — extract din fructe soiul ‘Chester’; 7 — extract din fructe soiul ‘Thornless Evergreen’.

Fig. A.8.8. Prelucrarea extractelor: A — dilutie cu alcool etilic 50%; B — adaugarea acetatului de
sodiu si clorurii de aluminiu.

Anexa 8.
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Biochimia principalelor grupe de compusi chimici

Figura A. 8.10. A — Solutiile de rutozida de diferite concentratii pentru construirea liniei etalon
de rutozida; B — masurarea absorbantei la spectrofotometru.
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Anexa 8.
Biochimia principalelor grupe de compusi chimici

Figura A. 8.11. Camera de cromatografiere.

a b c d e 1 2 3 4 5 6 7

Fig. A. 8.12. Placa cromatografica in strat subtire de determinare a substantelor tanante.
Nota: a—tanin; b — acid elagic; ¢ — acid galatoninic; d — pirogalol; e — acid gali; 1 — extract din frunze soiul soiul
‘Chester’; 2 — extract din frunze soiul ‘Thornless Evergreen’, 3 — extract din frunze soiul ‘Arapaho’, 4 — extract
din frunze soiul ‘Thornfree’; 5 — extract din fructe soiul ‘Thornfree’; 6 — extract din fructe soiul ‘Chester’;

7 — extract din fructe soiul ‘Thornless Evergreen’.
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Anexa 8.
Biochimia principalelor grupe de compusi chimici

a b c d e f g h

Figura A. 8.13. Efectul analitic al reactiei cu gelatina 1 % in extractele de mur analizate.
Nota: a— frunze soiul ‘Thornfree’, b — frunze R. candicans (flora spontand), ¢ — frunze soiul ‘Arapaho’,
d — frunze soiul ‘Chester’, e — frunze soiul ‘Thornless Evergreen’, f — fructe soiul ‘Thornless Evergreen’,

g — fructe soiul ‘Chester’, h — fructe soiul ‘Thornfree’.

a b ¢ d e f g

Fig. A 8.14. Efectul analitic al reactiei cu alauni de fier si amoniu in extractele de mur analizate.
Nota: a— frunze soiul ‘Thornfree’, b — frunze R. candicans, ¢ — frunze soiul ‘Arapaho’, d — frunze soiul ‘Chester’,
e — frunze soiul ‘Thornless Evergreen’, f — fructe soiul “Thornless Evergreen’, g — fructe soiul ‘Chester’.
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Anexa 8.
Biochimia principalelor grupe de compusi chimici

‘ » T .

a b c d e f g

Fig. A 8.15. Efectul analitic al reactiei cu acid acetic si acetat de Pb in extractele de mur

analizate: Reactia cu efectul analitic al produselor vegetale analizate.
Nota: a— frunze soiul ‘Thornfree’, b — frunze sp. R. candicans, ¢ — frunze soiul ‘Arapaho’, d — frunze soiul
‘Chester’, e — frunze soiul ‘Thornless Evergreen’, f — fructe soiul ‘“Thornless Evergreen’, g — fructe soiul ‘Chester’.

a b c d e f g

Fig. A. 8.16. Efectul analitic al reactiei cu solutie de clorura ferica 1% in extractele de mur

analizate.
Nota: a — frunze soiul ‘Thornfree’, b — frunze sp. R. candicans, ¢ — frunze soiul ‘Arapaho’, d — frunze soiul
‘Chester’, e — frunze soiul ‘Thornless Evergreen’, f — fructe soiul ‘Thornless Evergreen’, g — fructe soiul ‘Chester’.
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Anexa 8.
Biochimia principalelor grupe de compusi chimici
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Fig. A. 8.17. Efectul analitic al reactiei cu cristale de NaNOs si HCI de 0,1N in extractele

de mur analizate.
Nota: a— frunze soiul ‘Thornfree’, b — frunze R. candicans, ¢ — frunze soiul ‘Arapaho’, d — frunze soiul ‘Chester’,
e — frunze soiul ‘Thornless-Evergreen’, f — fructe soiul ‘Thornless Evergreen’, g — fructe soiul ‘Chester’.

Fig. A. 8.18. Titrarea extractului analizat cu solutie de permanganat de potasiu.
Nota: A — extractul pana la titrare; B — extractul dupa titrare.
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Anexa 8.
Biochimia principalelor grupe de compusi chimici

Fig. A. 8.19. Titrarea extractului cu 2,6-diclorfenolindofenolat de sodium pana la
culoarea roz persistent
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Anexa 9.
Colectia de arbusti fruciferi

Fig. A 9.1. Soiul ‘Black Satin’.
Nota: a—aspect general, b —arbust cu fructe, ¢ — limb foliar, d — fructe.
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Anexa 9.
Colectia de arbusti fruciferi

Fig. A 9.2. Soiul ‘Thornless Evergreen’.

Notd: a, b, ¢ — aspect general in perioada de maturare a fructelor.
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Anexa 9.

Colectia de arbusti fruciferi

b

Fig. A 9.3. Soiul ‘Thornless Evergreen’.

Nota: a, b — antrenat pe gard.

164



Anexa 9.
Colectia de arbusti fruciferi

Fig. A 9.4. Soiul ‘Chester’.

Nota: a, b, ¢ — aspect general in perioada de maturare a fructelor, d ,e — inflorescenta.
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Anexa 9.
Colectia de arbusti fruciferi

Fig. A 9.5. Soiul ‘Arapaho.
Nota: a— aspect general floare, b — fructe, ¢ — arbust, d — arbust antrenat pe spalier.
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Anexa 9.
Colectia de arbusti fruciferi

d

Fig. A 9.6. Soiul ‘Reuben’.
Nota: a — aspect general, b — arbust cu fructe , ¢, d — arbust in perioada de inflorire.
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Anexa 9.
Colectia de arbusti fruciferi

Fig. A. 9.8. Soiul ‘Loch Ness’, a, b — aspectul general al arbustului.
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Anexa 9.
lectia de arbusti fruciferi
‘ > \

Co

Fig. A. 9.9. Soiul ‘Polar’.
Nota: a— inflorescenta, b — aspect general al arbustului.

b

Fig. A 9.10. Soiul “Triple Crown’, aspect general al arbustului.
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Anexa 9.
Colectia de arbusti fruciferi

Fig. A 9.11. Colectia de arbusti de mur, septembrie 2017, aspect general.

170



Tabelul 9.12

Perioada de inflorire la genotipurile de mur

Mai lunie lulie | Septembrie
Nr. Soiul
15 20 25 30 5 10 15 20 25 30
1.
‘Arapaho’
2.
3.
‘Loch Ness’
4,
‘Triple Crown’
5. .
Black Satin
6.
‘Thornfree’
7.
Smoothstem
8.
‘Chester’
9. | Thornless
Evergreen
10.
‘Reuben’
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Anexa 10.
Act de implimentare a rezultatelor




Contracte incheiate cu gospodarii taranesti
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DECLARATIA PRIVIND ASUMAREA RASPUNDERII

Subsemnatul, declar pe raspundere personald cd materialele prezentate in teza de doctorat
sunt rezultatul propriilor cercetari si realizari stiintifice. Constientizez ca in caz contrar, urmeaza

sa suport consecintele in conformitate cu legislatia in vigoare.

Lozinschii Mariana

Semnatura

Data
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CURRICULUM VITAE

‘_-...
—

europass

Informatii personale

Nume / Prenume

LOZINSCHII MARIANA

Adresa(e)

Cioricesti 11, Chisinau, Republica Moldova

Telefon(oane) 022531147 Mobil: 069860112
E-mail(uri) diaconm@mail.ru

Nationalitate(-tagi) MDA

Data nasterii 3 februarie 1985

Sex F

Locul de munca vizat
/Domeniul ocupational

Gradina Botanica Nationala (Institut), Laboratorul Embriologie
si Biotehnologie

Experienta profesionala

Perioada

lunie 2011 - prezent

Activitati si
responsabilitati principale

Laboratorul Embriologie si Biotehnologie, Gradina Botanica
Nationala (Institut)
Cercetare

Numele si adresa
angajatorului

Gradina Botanica Nationala (Institut),

str. str. Padurii, 18, MD-2002, Chisinau, Republica Moldova,
Tel: (+373 22) 55-91-36, Fax: (+37322) 55-04-43.

Tipul activitdtii sau
sectorul de activitate

Cercetare, Biotehnologie, embriologie

Educatie si formare

Perioada

Noiembrie 2013-noiembrie 2016

Nivelul in clasificarea
nationala sau
internationala

Studii doctorale, Studii postuniversitare

Numele si tipul institutiei
de invatamant/urnizorului
de formare

Universitatea Academiei de Stiinte a Moldovei, Gradina
Botanicd Nationala (Institut)
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Disciplinele principale
studiate/ competente
profesionale dobandite

Specialitatea 164.01. — Botanica
Botanica, istoria si metodologia domeniului de cercetare,
limba engleza, tehnologii informationale

Perioada

Septembrie 2011 - iunie 2013

Calificarea/diploma
obtinuta

Masterat in biologie
Specialitatea Biologie

Disciplinele principale
studiate / competente
profesionale dobandite

Filogenie moleculara, bioinformatica, geneticd umana,
biostatistica, enzimologie, agricultura ecologica.

Numele si tipul institutiei
de invatamant /
furnizorului de formare

Universitatea Academiei de Stiinte, facultatea Stiinte ale
Naturii

Aptitudini si competente personale

Limba(i) materna(e) Romana
L1mba(1)v straina(e) Englezi, rusi,
cunoscuta(e)

Autoevaluare

Nivel european (*)

intelegere Vorbire Scrier
e
IIDaartlmpare Siscure Expri
Ascultare Citire . mare
conversati | oral .
scrisa
e
En |A2 A2 Al Al Bl
Ru | C2 C2 B2 B2 C1

(*)Nivelul Cadrului European Comun de Referinta Pentru
Limbi Strdine

Competente si aptitudini
organizatorice

Abilitdti de comunicare interpersonala si pentru lucrul in
echipd; inaltd capacitate si disponibilitate pentru efort
intelectual sustinut; vointa si putere de a finaliza cu succes
toate actiunile initiate, cooperare.

Competente si aptitudini

O buna stipanire a instrumentelor Microsoft Office (Excel,

de utilizare a | Word, PowerPoint, Picture Manager, Adobe InDesign etc.,
calculatorului Mozila Firefox, Google Chrome; ENCBI

Alte competente s Entuziasm, flexibilitate, atentie la detalii, responsabilitate,
aptitudini atingerea obiectivelor, bund-vointa, disciplina.

Informatii suplimentare

Activitati de
cercetare

1.

Proiect institutional: Cercetarea proceselor de dezvoltare si

multiplicare microclonala in vitro, ex vitro si ex situ a unor culturi
valoroase pentru economia nationald (2010-2014).

2. Proiect bilateral: Fundamentarea principiilor si metodologiilor de
proiectare a modelelor experimentale in vederea valorificarii
spatiilor verzi si terenurilor degradate, cu impact asupra reducerii
poluarii mediului in contextul integrarii in platforma europeand de
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http://europass.cedefop.europa.eu/LanguageSelfAssessmentGrid/ro
http://europass.cedefop.europa.eu/LanguageSelfAssessmentGrid/ro

management durabil al resurselor si reconstructiei ecologice, in
conformitate cu normele si standardele UE (2010-2012).

3. Proiect institutional ,,Fundamentarea stiintifica privind elaborarea
tehnologiilor de inmultirea in vitro a speciilor valoroase de interes
economic pentru Republica Moldova”. (2015-2018)

Participarea la foruri
stiintifice
internationale:

Lucrari stiintifice
publicate:

Premii si mentiuni:

e Mexnynapoauoit Hayunoit Kond. 200 Jleturo HBC, "Ponb
borannyeckux CanoB B Coxpanenun PasHooOpasust Pacrenwuii",
SAnra, Ykpauna, 2012.

e IOOuneitnoit  Mexaynapoauoit  Hayuno-IIpaktuueckoii
Kondepenmmu, Ilocsamennoii 100-Jletuto boranndeckoro Cana,
barymu, 2013.

e 12" International Symposium ‘Prospects for the 3™
Millennium, Agriculture”, Cluj Napoca, Romania, 2013.
International Symposium "Conservation of plant diversity”, 3
edition, Chisinau, 2014.

e Conferinta Stiintificd internationala a doctoranzilor:
"Tendinte Contemporane ale Dezvoltarii Stiintei: Viziuni ale
Tinerilor Cercetatori", editia a l11-a, Chisinau 2014.

e Conferinta Stiintifica internationald a doctoranzilor:
"Tendinte Contemporane ale Dezvoltarii Stiintei: Viziuni ale
Tinerilor Cercetatori", editia a IV-a, Chisindau 2015.

e Conservation Of Plant Diversity, International Symposium,
dedicated to the 65th anniversary of the Botanical Garden (Institute)
of the Academy of Sciences of Moldova, Chisinau, 2015.

e Conferinta Stiintificd internationala a doctoranzilor:
"Tendinte Contemporane Ale Dezvoltarii Stiintei: Viziuni Ale
Tinerilor Cercetatori", editia a V-a, Chisindu 2016.

e Conferinta Nationald cu participare internationala ”’Stiinta n
Nordul Republicii: realizari, probleme, perspective” (editia a 11-a,)
Balti, 2016.

e Simpozionul stiintific Conservarea diversitatii plantelor in
situ si ex situ, lasi, 2016.

e Biotehnologii avansate — Realizari si Perspective, al IV-lea
Simpozion national cu participare internationald, Chisinau 2016.
International Symposium "Conservation of plant diversity" 5%
edition, Chisinau, 2017.

23 lucrari stiintifice publicate.

Bursa Federatiei Mondiale a Savantilor 2015

Bursa de nominald "Boris Matienco" 2016

Mentiune in cadrul concursului Premiul Municipal pentru tineret
in domeniul stiintei, 2017

Gradina Botanica Nationala (Institut) ,,Alexandru Ciubotaru”

Lozinschii Mariana

2019
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