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ADNOTARE
Tabara Maria, ”Dezvoltarea si multiplicarea microclonala a speciei Lycium barbarum L. (goji)”,
teza de doctor in stiinte biologice, Chisinau, 2020.

Structura tezei. Teza include introducere, patru capitole, concluzii generale si recomandari
practice, bibliografia din 321 surse, volumul total de 156 pagini, 18 tabele, 39 figuri si 10 anexe.
Rezultatele obtinute sunt publicate in 21 lucrari stiintifice.

Cuvinte-cheie: Lycium barbarum L., cultura in vitro, microclonare/micropropagare,
calusogeneza, rizogeneza, aclimatizare, soiuri de goji, fenologie, anatomie, biochimie.

Domeniu de studiu: 164.01 — Botanica

Scopul tezei: elaborarea tehnologiei de multiplicare in vitro a speciei Lycium barbarum L.,
evidentierea particularitatilor biomorfologice si estimarea biochimica comparativa ale speciei spontane
si soiurilor cultivate in conditiile pedoclimatice ale Republicii Moldova.

Obiectivele de cercetare: *identificarea, mobilizarea soiurilor de goji si evidentierea explantelor
adecvate pentru initierea culturilor in vitro;*selectarea mediilor nutritive, adecvate pentru fiecare etapa
de microclonare; *analiza biologiei dezvoltarii plantelor obtinute, in conditiile in vitro, ex vitro si in teren
experimental; *studiul anatomic si evaluarea biochimica comparativa a continutului de flavonoide,
taninuri si acid ascorbic la plantele de goji cultivat si din flora spontana;*elaborarea tehnologii de
micropropagare si descrierea protocolului de obtinerea unui coeficient inalt de inmultire la soiurile de
goji si extinderea genofondului de arbusti fructiferi din cadrul GBNI (initierea colectiei).

Noutatea si originalitatea stiintifici: pentru prima datd in R. Moldova s-a realizat inmultirea
plantelor de goji prin tehnici si metode de micropropagare eficiente pentru producerea de material sdditor
robust, necontaminat si genetic uniform. S-au optimizat microtehnicile de cultivare in vitro ale
organogenezei si calusogenezei la soiurile goji de perspectiva. S-a efectuat studiul biologic complex la
soiurile de goji, (morfologic, anatomic, biochimic) comparativ cu specia din flora spontana autohtona
in conditiile pedoclimatice ale R. Moldova.

Problema stiintifica solutionata: consta in elaborarea tehnologiei multiplicarii in vitro a speciei
L. barbarum L. si obtinerea materialului saditor de calitate necontaminat, uniform genetic si omogen la
soiurile de goji in conditiile climaterice ale R. Moldova. Materialul saditor obtinut prin cultura in vitro
va contribui in infiintarea plantatiilor moderne in R. Moldova si organizarea in GBNI a colectiei de
arbusti fructiferi.

Semnificatia teoretica: rezultatele cercetdrilor biotehnologice completeaza informatia
stiintifica privind studiile de microclonare si micropropagare a plantelor de goji, bazata pe principiul
totipotentei celulare in culturile in vitro pentru regenerarea vitroplantulelor. De asemenea, acest studiu
vizeaza particularitatile biologice de crestere si dezvoltare ale plantelor, in baza aspectelor fenologice,
biometrice, anatomice si biochimice, in conditiile pedoclimatice pe teritoriul R. Moldova, date care ar
contribui la instruirea corespunzatoare a agricultorilor cu privire la folosirea de soiuri rezistente la seceta
si de calitate Tnalta.

Valoarea aplicativa: elaborat si descris detaliat protocolul de obtinere a materialului saditor
sanatos si omogen la soiuri de goji pentru R. Moldova. Rezultatele cercetérilor sunt utilizate in
Laboratorul de Embriologie si Biotehnologie a GBNI. Materialul saditor obtinut a servit ca sursa pentru
a initia crearea colectiei din 5 soiuri de goji din GBNI:’Amber Sweet’,’Erma’, Ning Xia N1°, ’New
Big’ si ’Licurici’ (soi ameliorat de catre cercetatorii stiintifici ai Laboratorul de Embriologie si
Biotehnologie a GBNI, in prezent se afld la comisia de testare CSTSP). Plantele de goji multiplicate in
Vitro pot servi in calitate de material saditor pentru fondarea plantatiilor moderne de goji pe arii extinse
pe teritoriu R. Moldova.

Implementarea rezultatelor stiintifice: in baza cercetarilor stiintifice efectuate au fost
implementate metodele de multiplicare in vitro a speciei L. barbarum L. aplicate in contracte economice
realizate In Laboratorul de Embriologie si Biotehnologie. Rezultatele studiilor obtinute fenologice si
biochimice vor imbogati spectrul sectorului de pomusoare existente in R. Moldova. Totodata, acestea
reprezintd material stiintifico-didactic pentru cursurile: Botanica aplicatd, Botanica farmaceuticd,
Chimie biologica si in institutiile de invatamant cu profil biologic si agricol, precum si realizarea de
contracte cu beneficiari particulari, gospodarii taranesti si amatori interesati de soiurile goji.



ANNOTATION
Tabira Maria, “Development and microclonal multiplication in Lycium barbarum L. (wolfberry)”,
PhD thesis in biological sciences, Chisinau, 2020.

Structure of the thesis. The thesis includes introduction, four chapters, general conclusions and
practical recommendations, bibliography from 321 sources, total volume of 156 pages, 18 tables, 39 figures
and 10 annexes. The obtained results are published in 21 scientific papers.

Keywords: Lycium barbarum L., in vitro culture, microclonation/micropropagation, callusogenesis,
rhizogenesis, acclimatization, goji varieties, phenology, anatomy, biochemistry.

Field of investigation: 164.01 — Botany

The purpose of the research is to develop in vitro multiplication technology of Lycium barbarum L.
and comparative morphological and biochemical evaluation of biochemical compounds of the spontaneous
species and varieties grown under the pedoclimatic conditions of the Republic of Moldova.

Objectives of the thesis: *identification of goji varieties and highlighting the appropriate explants for
initiating in vitro cultures *selection of nutrients suitable for each stage of microcloning *analysis of plant
development biology obtained, in vitro, ex vitro and experimental conditions; *anatomical study and
comparative biochemical evaluation of the content of flavonosides, tannins, and ascorbic acid in cultivated
goji plants and spontaneous flora; *elaboration of micropropagation technologies and description of the
protocol for obtaining a high multiplication coefficient for goji varieties and extension of the genus of fruit
shrubs within GBNI (initiation of the collection).

Scientific novelty and originality. For the first time in the Republic of Moldova, goji plants have
been propagated through efficient micropropagation techniques and methods for the production of robust,
uncontaminated and uniform propagating material. This complex study is the first of its kind in our country,
its importance being given by the need for biological characterization of shrubs in the experimental group,
making observations and biometric measurements on: plant height, length and number of shoots, number of
leaves on the rosette and on the plant, and the comparative highlighting of the morpho-anatomical and
biochemical peculiarities with adaptive characters of the plant organs in the climatic conditions of the country
of the cultivated plants and the native spontaneous flora.

The most important solved scientific problem in the thesis consist in the elaboration of the in vitro
multiplication technology of the species Lycium barbarum L. and the obtaining of the uncontaminated,
uniform and homogeneous quality propagating material for goji varieties in the climatic conditions of the
Republic of Moldova. The planting material obtained through in vitro culture will contribute to the
establishment of modern plantations in the Republic of Moldova and the organization in GBNI of the
collection of fruit bushes.

The theoretical significance. The obtained results allow us to mention that, by using in vitro
multiplication, it confirms the increase of the quantity of planting material and the improvement of its quality.
Thus, this study highlighted the elucidation of biological features of plant growth and development based on
phenological, biometric, anatomical and biochemical aspects in climatic conditions in the Republic of
Moldova, data that would contribute to proper training of farmers on the use of drought-resistant and high-
quality varieties.

The applicative value of the work The scheme of the technology for obtaining healthy and
homogeneous planting material for goji varieties for the Republic of Moldova was elaborated. The research
results are used in the Embryology and Biotechnology Laboratory of GBNI. The planting material obtained
served as a source to initiate the creation of the collection of 5 goji varieties from GBNI: > Amber Sweet’,
’Erma’, ’Ning Xia N1°, New Big’ and ’Licurici’ (variety improved by scientific researchers of the
Biotechnology and Embryology Laboratory of GBNI, is currently on the CSTSP test commission). In vitro
multiplied goji plants can serve as planting material for the establishment of modern goji plantations in large
areas of the Republic of Moldova.

Implementation of scientific results. Based on the scientific research carried out, the in vitro
multiplication methods of the Lycium barbarum species were implemented applied in economic contracts
made in the Laboratory of Embryology and Biotechnology. The results obtained from phenological and
biochemical investigations will enrich the spectrum of the existing berry sector in the Republic of Moldova.
At the same time, they represent scientific didactic material for the specialties: Botany, Ecology, Pharmacy
and in educational institutions with botanical and agricultural profile, as well as contracts with private
beneficiaries, farmers and amateurs interested in goji varieties.



AHHOTANIMUSA
Ta63pa Mapus,«Pa3BuTHe H MUKPOKJIOHAJIbHOE pasMHo:keHne Buaa Lycium barbarum L.(romxm)»,
JlokTOopcKas quccepranus mo ouosiorndeckum Haykam, Kummnesn, 2020.
Juccepranys Ha COMCKAaHNe YYeHOH CTelleHH 0KTopa OuoJiornyeckux Hayk, Kummnes, 2020.

CTpykrypa auccepranuu: /lyccepranus BKIIOYaeT BBEACHHE, YETHIPE TIIABBI, OOIINE BHIBOABI H
MpaKkTUYecKue pexoMeHaanuu, oudnuorpaduio n3 321 uctoyHukoB, oOmmii 00beM crpanun 156, Tadmui
18, pucynkoB 39 u 10 npunoxxenuid. [Tomyuennsie pe3ynpTaThl OmyOIHKOBaHbI B 21 HaydHBIX paboTax.

Kiouesbie caoBa: Lycium barbarum L., in vitro, MuKpoKIOHHpOBaHHE/MHKpPOUYEPEHKOBAHHE,
KaJUTyCOTeHe3, pU30TeHe3, aKKIMMAaTH3aIl|s, COPTa TOKHU, (PEHOIOTHS, aHATOMUS, OMOXMUMFISL.

O6aactb ncciaenoBannn:164.01 — boranuka

enbio: 1anHOI pabOTHI ABISETCS pa3pabOTKa TEXHOIOTHH Pa3MHOKEHHMs in Vitro Lycium barbarum
L. u cpaBHHTETHHOH MOP(DOIOTHICCKON W OHMOXUMHUYECKOH OICHKH OWOXMMHYECKHX COCHUHCHUI
CTIIOHTAHHBIX BU/IOB U COPTOB, BHIPAILICHHBIX B TOYBEHHO-KIMMAaTHIECKHUX ycIoBusX PecrryOnuku Momngosa.

3agaum: *BoIIBICHHEC U MOOMIU3AIMS COPTOB TOMXH U BBIJCICHHE COOTBETCTBYIOMIMX SKCIUIAHTOB
JUISL MHHUIUALAKE  KYJIbTYp N VIitro;*BeIOOp NHTATEIBHBIX CpEd, MOIXOMSMIMX Ui KaXIOro dTara
MHUKPOKJIOHHPOBAHUS; * aHAIN3 OUOJIOTUH PA3BUTHUS PACTCHUH, TIOTyYSHHBIX IN VItro, eX Vitro u B yCcIoBHUsIX
OTKPBITOTO IPYHTA; *aHATOMHYECKOE HCCIICAOBAHHUE U CPAaBHUTEIbHASI OMOXMMHUYECKasi OLICHKA COACPIKaHMsI
(h1aBOHO3UAOB, TYOMIFHBIX BEIIECTB U aCKOPOMHOBOW KHUCIIOTH Y KYJIBTUBUPYEMBIX COPTOB TOJKH U BHJIA
W3 CIOHTaHHOW (iopel; * pa3paboTka TEXHOJIOTHH MHKPOpPa3MHOXKEHHS W OIMCAHHE IIPOTOKOJNA IS
MOJTYYEHUS BBICOKOTO KOA(QHIIMEHTa pa3MHOKEHHUS, Hadano coopana repputopuu ' BHU.

Hayunass HoBM3HA W opuUrHHAJIbHOCTHL: BriepBoie B Pecmybnmke MongoBa Obuta paspaboTaHa
TEXHOJIOTHS Pa3MHOXKEHUS PACTEHHS TOKH C MTOMOIIBIO 3PPEKTUBHBIX METOIOB MHUKPOKIOHHPOBAHUS C
LIEJIbI0 TIOJTYYEHUS MONIYYEHHUs 3J0POBOT0, TeHETUYECKH OJTHOPOJIHOTO MOCaJOYHOI0 MaTepHrala Mo 0BO-
SATOMHBIX KYJIBTYp. bbula ONTHMH3MpPOBaHa MHKPOTEXHHMKA KYJIBTHBHPOBAaHUS IN VIro mpieccos
KaJUTyCOreHe3a U OPraHoreHe3a y MEpPCHEKTHBHBIX COPTOB TOKU. BbUIM MpoBeAEHBI KOMILICKCHBIE
WCCIIEIOBAHNS COPTOB TOMKM M3y4YeHBI CpAaBHUTENbHAS: (MOP(OIOTHS, aHATOMUS, OMOXHMHSI) COPTOB U
crionTanHoro Buaa Lycium barbarum L. 8 ycmousx P. Mosnosa.

PemeHHasi Hay4yHasi IPoGJieMa; 3aKIFOYAOTCS B Pa3pabOTKe TEXHOJOTHUH pa3MHOXKeHus in Vitro Buaa
Lycium barbarum L. u moaydeHus, OMHOPOAHOTO Ka4eCTBEHHOIO IIOCAMOYHOTO MaTepHaia METOIOM
BHUTPOKYJBTYPHI [UII COPTOB TOIKH, COOTBETCTBYIOIIETO IMOYBCHHO-KIMMAaTHYeCKUM ycioBus P. Momosa.
JaHHas TEeXHOIOTHS W O3JOPOBICHHBIA MOCANOYHBIN MaTepHan MOTYT OBITh HCIIOJIB30BAaHBI U CO3IAaHUS
COBPEMEHHBIX MHJIyCTpUANbHBIX IulaHTauuii B P. MonnoBa u opranmzamuu B ycioBun ['BHU komnexumu
TUTO/IOBBIX KYCTapHHUKOB.

Teoperuueckoe 3navyenme: [lomyueHHBIE pe3ymbTaThl MO3BOJLIIOT  YTBEPXKIATh, YTO METOX
BUTPOKYJIBTYPbl 3HAYUTCJIBHO YBCIUYUBACT KOJUMYCCTBO IMOCAAOYHOI'0 MaTcpuajia BBICOKOI'O KadeCTBa.
IIpoBeneHHbIE OHMOTEXHOJOIMYECKHE HCCIIENOBAHHS ellle pa3 IMOATBEPKIAIOT W IMPEyMHOXKAIOT HAyYHYIO
MH(OPMAIHIO, OCHOBAHHYIO HA MPUHIIUIIAX KIETOYHOH TOTHIIOTEHTHOCTH B KyJIbType iN Vitro Takke BbISBICHBI
Ouojoruueckue OCOOEHHOCTH pOCTa M Pa3BUTHS pAcTeHWH Ha OCHOBE aHaimnM3a (EHOJIOTHYECKHX,
GI/IOMeTpI/I‘IeCKI/IX, AHATOMUYECKUX U OMOXUMHUYECKUX I/ICCHG}IOBaHI/Iﬁ JJIs1 TIOYBEHHO-KIIMMATHYECCKUX yCHOBI/Iﬁ P.
MommoBa, KoTopsle OyayT CIIOCOOCTBOBATH HAAJIESKAMEMY 00YUSCHHUIO (pepMepoB B BUILY UCTIONB30BAaHMS HOBBIX
3aCyX0yCTOHYMBBIX BEICOKOIIPOIXYKTUBHBIX COPTOB.

IIpukaagHasi HeHHOCTh padoThl: pa3paboTaHa U ONMCAaHA JIETATbHAS CXEMa TEXHOJOTUH IMOIY4YEHUS
3IOPOBOTO TEHETUYECKH OJHOPOIHOTO ITOCATOYHOTO MaTepHajia IS HOBBIX COPTOB TOMKH B YCIOBHAX P.
MommoBa. Pe3ynbpTaTsl HCCIleTOBaHUH UCTIONB3YIOTCS B TabopaTopun DMOpuonoruu 1 buorexnonorun ['BHU.
[Tony4yeHHslif MmocasoYHbI MaTepHUa MOCTYXKUJI UCTOYHUKOM JUJISi MHUIMHUPOBAHUS KOJUIEKIIMH M3 5 COPTOB
romku Ha tepuropun I'BHU: «Amber Sweet», «Erma», «New Big», «Ning Xia Nl» u «Licurici» (copt
noJyryyeHsli HayusIMu coTpyauukamu I'BHU katopein B HacTosimee BpeMs npoxoaut tectupoBanbe B ' KTCP).
Pa3MHOKEHHBIEC PACTEHHUSI TOJIKH IN VILF0 MOTYT CITYXXHUTh MOCA0YHBIM MAaTEPHATIOM JIJISI CO3J[aHHsT COBPEMEHHBIX
IUTAHTALMI FOHKKA Ha OonbuX riomansx B P. MoioBa.

Buenpenne Hay4YHBIX AocTHKeHMi. Ha OCHOBaHMM IIPOBEINEHHBIX HAYYHBIX HCCIEAOBAaHMHA B
naboparopun IMOpronoriu 1 bruotexHomornu GbLTH pa3pabOTaHBI M BHEAPEHBI METOMIBI PA3MHOXKEHHS N Vitro
TakCOHOB poaa Lycium. Bomee Toro pesyiabprarbl (EHOJIOTHYECKHX W OMOXMMHYECKHX HCCIEIOBAHUM
3HAYUTENIFHO O0OTaTAT CYIIECTBYIOUIME 3HAHUS IUIOJIOBO-ATOAHOW orpaciu c/X B P. MonnoBa. Pesymbrars
WCCIEZIOBaHUs MOTYT OBITh BKJIIOUEHBI B YYeOHBIH Ipomecc IO CIEeNHaJbHOCTSIM: OOTaHWKA, SKOJOTHS,
¢apMmamenTuka, a TaKKe KOHTPAKTHI C YacTHBIMH OcHepumuapamu, ¢epMepaMd | JTIOOUTEISIMH,
MHTEPECYIOLINMHICS COPTaMH TOKH.
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INTRODUCERE

Actualitatea si importanta problemei abordate

Conditiile climaterice si fertilitatea solului favorabile din Republica Moldova ofera
posibilitate agricultorilor sa cultive diverse specii si soiuri agricole de o valoare Tnalta. Calitatea
fructelor, legumelor si a pomusoarelor moldovenesti a fost intotdeauna apreciata atat in tara, cat si
peste hotarele ei. In ultimii ani s-a observat o tendintd de plantare a culturilor bacifere, dar si de
promovare a consumului de pomusoare [242, 282].

Extinderea diversitatii culturilor bacifere poate fi realizata prin introducerea de noi soiuri de
arbusti fructiferi, unul din care este Lycium barbarum L. (goji) - aliment functional bogat in
antioxidanti, vitamine si substante minerale importante [1, 34, 113, 163].

Printre diversitatea culturilor pomicole de importanta economica majora se enumera Lycium
barbarum L. (familia Solonaceae), cu proprietiti gustative si curative multiple. In ultimii ani,
aceastd plantd a atras tot mai mult atentia consumatorilor datoritd proprietatilor antioxidante si
scopuri terapeutice pentru imbunatatirea vederii [27], prevenirea diabetului [118, 119, 226], a
hipertensiunii arteriale [127] si intarirea sistemului imunitar [2, 3, 48, 231].

Totusi, desi intens cercetata, sub aspect alimentar si terapeutic a fructelor, aceasta specie este
insuficient studiata din punct de vedere a dezvoltarii morfobiologice si strucurale ale plantei.
Metodele conventionale de inmultire a acestei culturi nu sunt suficient de efective [254, 284], astfel
apare necesitatea introducerii unor metode noi, moderne ce ar facilita si eficientiza acest proces.
Majorarea randamentului de obtinere a materialului saditor, va fi posibil prin realizarea obiectivelor
ce tin de introducerea in cultura in vitro a speciei luate in studiu, fiind obtinute un numar mare de
exemplare sanatoase, genetic omogene de calitate superioara, intr-un timp relativ scurt [29, 38, 125,
246].

Lycium barbarum L. fiind o specie relativ noud, nu a beneficiat de studiul comportamentului
sau in culturd. Astfel, desi naturalizatd de multi ani pe teritoriul R. Moldova, aceasta specie a fost
ignorata din lipsa cunostintelor cu privire la proprietatile sale nutritionale remarcabile [5, 117, 119,
216]. Introducerea in culturd a acestui arbust este oportuna, fructele proaspete fiind o aditie
valoroasa la alimentatia omului modern, saraca in produse de o calitate biologica Tnalta.

In literatura de specialitate se observi o tendinta de sporire a cultivarii arbustului de goji pe
fonul unei cereri majore fata de fructele si produsele dietetice derivate din acestea [36, 47, 74, 98,
119, 238]. In R. Moldova aceste fructe chinezesti sunt crescute de 26 fermieri, iar suprafata

terenurilor plantate creste anual [283].
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Este cunoscut faptul, ca ramura de producere a baciferelor in R. Moldova se afla la o etapa
incipientda de dezvoltare. Organizatiile: ,,Pomusoarele Moldovei”, ,,Agricultura performanta in R.
Moldova” si ,,imbunitatirea productivitatii in cultivarea arbustilor fructiferi si a capsunului”
contribuie la sporirea si dezvoltarea acestui sub-sector [262].

Organizatiile si proiectele date au o abordare complex, privind asistenta producatorilor si
tehnologiile moderne de producere a materialului saditor prin suport informational specializat.
Dezvoltarea sectorului de pomusoare in R. Moldova genereaza o cerere mare a materialului saditor,
calitatea caruia influenteaza si productivitatea plantelor. Pentru dezvoltarea si sustinerea
pepinierelor de arbusti fructiferi, care comercializeazd material saditor de soiuri valoroase de
calitate, o solutie este multiplicarea plantelor, utilizand diverse metode moderne, in special cultura
in vitro, care asigura obtinerea plantelor sanatoase, rezistente la boli cu o crestere mai rapida fata de
cele obtinute prin metode de inmultire conventionale.

In acest context, s-a urmarit elaborarea de tehnologii optimizate de multiplicare in vitro bazate
pe metode simple, accesibile, eficiente, utilizate pe scara largd in domeniul micropropagarii;
studierea complexa a particularitatilor de crestere si dezvoltare; efectuarea cercetarilor anatomice si
compozitiei biochimice a fructelor/frunzelor plantelor cultivate si din flora spontana.

Cercetarile corelative de micropropagare, fenologice, biochimice si anatomice expuse 1n
acesta lucrare pot servi ca suport metodologic in dezvoltarea industriei agro-alimentare,
farmaceutice si cosmetice bazate pe materia prima autohtona.

Scopul prezentei lucrari consta in elaborarea tehnologiei de multiplicare in vitro a speciei Lycium
barbarum L., evidentierea particularitatilor biomorfologice si estimarea biochimica comparativa ale
speciei spontane si soiurilor cultivate in conditiile pedoclimatice ale R. Moldova.

In conformitate cu scopul propus au fost desemnate urmitoarele obiective:

= jdentificarea, mobilizarea soiurilor de goji si evidentierea explantelor adecvate pentru initierea
culturilor in vitro;

= selectarea mediilor nutritive optime pentru fiecare etapa de microclonare;

= analiza biologiei dezvoltarii plantelor obtinute in conditiile in vitro, ex vitro si in teren
experimental;

= studiul anatomic si evaluarea biochimica comparativad a continutului de flavonoide, taninuri, si
acid ascorbic la plantele de Lycium barbarum din flora spontana si soiurile de goji cultivat;

= elaborarea tehnologii de micropropagare si descrierea protocolului de obtinerea unui coeficient
inalt de inmultire la soiurile goji si extinderea genofondului de arbusti fructiferi din cadrul

GBNI (initierea colectiei).
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Ipoteza de cercetare consta in elaborarea unei tehnologii de multiplicare prin culturi in vitro
a speciei Lycium barbarum L. si obtinerea materialului saditor de calitate necontaminat, uniform si
omogen la soiurile goji in conditiile climaterice a R. Moldova. Materialul saditor obtinut prin cultura
in vitro va contribui la infiintarea plantatiilor moderne de soiuri rezistente la seceta si de calitate
inaltd in R. Moldova si organizarea Tn GBNI a colectiei de arbusti fructiferi. Lucrarea in ansamblu
va contribui substantial la sustinerea si extinderea dezvoltarii ramurii de arbusti fructiferi, fructele
avand cu potential terapeutic si continut fitochimic bogat.

Sinteza metodologiei de cercetare si justificarea metodelor de cercetare alese. Studiul
stiintific si metodologia cercetarii, care insumeazd un numadr impunator de metode si tehnici,
selectate in cadrul acestei lucrari a permis realizarea obiectivelor propuse. Analiza complexa privind
multiplicarea microclonala la specia Lycium barbarum L., cresterea si dezvoltarea plantei in vitro
si ex vitro a fost realizata cu aplicarea metodelor de micropropagare a plantelor si tehnici de
preparare a mediilor de cultura. Investigatiile privind procesele biologice cresterea si dezvoltarea
plantelor in conditiile climaterice a R. Moldova s-au realizat utilizaind metode morfologice,
anatomice si biochimice. Pentru prelucrarea statistica a rezultatelor S-au aplicat teste de semnificatie
statistica (ANOVA, Bonferroni, testul Duncan) ce permit prezentarea si interpretarea clara si
veridicd a rezultatelor.

Semnificatia teoretica

Rezultatele cercetarilor biotehnologice Tmbogatesc informatia stiintifica privind studiile de
microclonare si micropropagare a plantelor de goji, bazate pe principiul totipotentei celulare in
culturile in vitro pentru regenerarea vitroplantulelor. De asemenea, acest studiu vizeaza
particularitdtile biologice de crestere si dezvoltare ale plantelor in baza aspectelor fenologice,
biometrice, anatomice si biochimice [249, 258, 295], in conditiile pedoclimatice pe teritoriul R.
Moldova, date care ar contribui la instruirea corespunzatoare a agricultorilor cu privire la folosirea
soiurilor rezistente la seceta si de calitate inalta.

Valoarea aplicativa a lucrarii

Ca rezultat al cercetarilor stiintifice a fost elaborat si descris detaliat protocolul de obtinere al
materialului saditor sanatos si omogen la soiurile de goji pentru R. Moldova. Rezultatele cercetarilor
sunt utilizate in cadrul Laboratorului Embriologie si Biotehnologie al GBNI. Materialul saditor
obtinut a servit ca sursd pentru fondarea colectiei din 5 soiuri de goji din GBNI: ’Amber
Sweet’,”’Erma’, "Ning Xia N1°, "New Big’, si ’Licurici’ - soi ameliorat de catre cercetatorii stiintifici
ai Laboratorului Embriologie si Biotehnologie al GBNI (in prezent soiul se afla la CSTSP). Plantele
de goji multiplicate in vitro pot servi in calitate de material saditor pentru initierea plantatiilor

moderne de goji pe arii extinse pe teritoriu R. Moldova. Totodata, rezultatele studiului sunt incluse
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in procesul didactic la disciplinile de studiu: Botanica aplicata, Botanica farmaceuticd, Ecologie si
plantele medicinale, Fiziologie vegetald, Chimie biologica, Morfologie si anatomie a plantelor n
institutiile de invatamant cu profil botanic si agricol, precum si realizarea contractelor cu beneficiari
particulari, gospodarii taranesti si amatori interesati de soiurile goji.

Aprobarea rezultatelor stiintifice

Cercetarile realizate si datele obtinute au fost prezentate si discutate anual la sedintele si
rapoartele anuale ale Consiliilor stiintifice ale GBNI in perioada studiilor doctorale (2016-2019)
precum si in cadrul urmatoarelor intruniri stiintifice: Conferinta Stiintificd Internationald a
Doctoranzilor: ”Tendinte contemporane ale dezvoltarii stiintei: Viziuni ale Tinerilor Cercetatori”,
editia a V-a, 2016, editia a VI-a, 2017, editia a V1l-a, 2018; Conferinta Stiintifica Internationala
Perspectivele si Problemele Integrarii in Spatiul European al Cercetarii si Educatiei, Cahul, 2016;
Conferinta Nationala cu participare internationala “Stiinta in Nordul R.: realizari, probleme,
perspective” (editia a Il-a) Balti, 2016, (editia a IlI-a) Balti, 2019; Simpozionul stiintific
,Conservarea diversitatii plantelor in situ si ex situ”, lasi, 2016; International Symposium
”Conservation of plant diversity” 5th edition, Chisinau, 2017; Congres al asociatiei studentilor
farmacisti din R. Moldova, ,,Inovarea si creativitatea in practica si cercetarea farmaceuticd” Revista
Farmaceutica a Moldovei nr.12, 2017; Simpozion national cu participare internationala
,Biotehnologii avansate — Realizari si Perspective”, editia a I[Va, Chisinau 2016, Biotehnologii
avansate — realizari si perspective”, Editia a V-a 21-22 octombrie 2019.

Sumarul compartimentelor tezei

Lucrarea cuprinde: adnotare prezentatd in limbile: romana, rusa si engleza, lista abrevierilor,
introducere, patru capitole, concluzii generale si recomandari practice, bibliografie, acte de
implementare a rezultatelor stiintifice, declaratia privind asumarea raspunderii si CV-ul. Teza de
doctor este expusa pe 156 pagini, continutul completat cu 18 tabele si 39 figuri.

In Introducere se abordeaza actualitatea si importanta problemei; sunt formulate scopul si
obiectivele tezei, este descrisd noutatea stiintifica a rezultatelor obtinute, importanta teoretica si
valoarea aplicativa a lucrarii, aprobarea rezultatelor si sumarul compartimentelor tezei.

Capitolul 1 ,,Starea studiului actual privind dezvoltarea si multiplicare in vitro a speciei
Lycium barbarum L.” cuprinde o0 analiza a celor mai recente date din literatura de specialitate,
privind valoarea speciei 1n aspect biochimic, taxonomic, originea si aria geografica de raspandire si
cultivare a speciei Lycium barbarum L. Tot aici sunt descrise tehnologiile de inmultire in vitro
cunoscute in lume, indeosebi la arbustii fructiferi. In cadrul capitolului, o atentie deosebita a fost
acordata studiului referitor la exigentele culturii fata de factorii pedoclimatici si corespunderea

cadrului natural din tara noastra (cerintele fatd de sol, conditiile de temperatura si cantitatea de
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precipitatii, cerintele fata de lumina si caracteristicile ecologice) ce va contribui la instruirea
corespunzatoare a horticultorilor, cu privire la adaptarea caracteristicilor agro-pedo-climatice ale R.
Moldova.

Capitolul 2 ,,Obiectul de studiu si metodele de cercetare” este expusa descrierea
metodologiei de cercetare pentru realizarea studiului: metode biotehnologice (conditiile de
sterilizare, inoculare, subcultivare, formulele chimice ale mediilor nutritive, caracteristica factorilor
fizici, tehnologici), metode biochimice (analiza calitativa si cantitativa a flavonoidelor, taninurilor
si dozarea acidului ascorbic, aciditatii si zaharul total), metode microscopice si observatiile
fenologice privind comportamentul de crestere si dezvoltare al speciei studiate si prelucrarea
statistica a datelor obtinute.

Capitolul 3 ,,Micropropagarea si dezvoltarea in vitro a soiurilor de goji” include
rezultatele privind aplicarea microtehnicilor de cultivare tisulara in cultura in vitro. Identificarea si
elaborarea mediilor nutritive pentru: inoculare, microclonare, micropropagare si rizogeneza. Sunt
evidentiate interactiunile compatibile sau incompatibile dintre mediul de cultura, explant si
regulatorii de crestere. Contine descrierea proceselor calusogenezei si organogenezei la soiurile de
goji, s-a studiat dinamica de dezvoltare a inoculilor obtinuti. Au fost selectate substraturile de
cultivare ale plantulelor de goji ex vitro, stabilite si descrise conditiile pentru aclimatizarea
plantulelor regenerate.

Capitolul 4 ,,Studiul morfo-anatomic si biochimic comparativ al speciei Lycium
barbarum L.” sunt prezentate rezultatele cercetarilor privind particularitatile biologice de crestere
ale arbustilor de goji, observatii s1 masurdtori biometrice cu privire la: inaltimea plantelor, numarul
de ramuri per plantd, lungimea ramurilor, numarul de frunze la faza vegetiva si elucidarea indicilor
morfo-anatomici (frunza de mijloc a tulpinei) a soiurilor de goji comparativ cu specia din flora
spontana, in contextul rezistentei conditiilor nefavorabile ale mediului.

Analiza biochimica comparativa a scos in evidenta prezenta flavonoidelor, taninurilor
vataminei C, aciditatea si zaharul total in produsele vegetale. Fructele de goji provenite de la plante
multiplicate biotehnologic poseda activitate antioxidantd inalta si pot fi recomandate ca surse
autohtone sigure pentru consum in sectorul alimentar, cosmetic si farmaceutic.

Compartimentul Concluzii generale si Recomandiri practice este dedicat generalizarii

Publicatiile la tema tezei. Rezultatele obtinute sunt reflectate in 21 lucrari stiintifice: 3
articole 1n reviste nationale recenzate (dintre care 2 fara coautori), 9 articole in culegeri stiintifice
nationale si internationale (dintre care 1 peste hotare), 7 comunicari in cadrul unor manifestari

stiintifice nationale si internationale, 1 cerere de brevet pentru soi de planta.
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1. STAREA STUDIULUI ACTUAL PRIVIND DEZVOLTAREA SI MULTIPLICAREA
IN VITRO A SPECIEI LYCIUM BARBARUM L.

Importanta unei alimentatii sdnatoase in prezent este din ce n ce mai constientizata. Una din
caracteristicile esentiale ale alimentatiei echilibrate este diversitatea acesteia. Conform
recomandarilor Organizatiei Mondiale a Sanatatii si Organizatiei Alimentatiei si Agriculturii
consumul minim de fructe si legume zilnic este de 400 g, exceptie fiind tuberculii cu amidon [161,
130]. Cultivarea pe scara larga a arbustilor fructiferi si indeosebi a speciei mai putin cultivate si
anume Lycium barbarum L., este motivata, in special, de importanta alimentara a acestora, datorita
continutului mare de vitamine, saruri minerale, antioxidanti dar si de rezistenta la temperaturi

scazute precum si capacitatea de a valorifica terenuri mai putin productive [76, 145, 204].

1.1. incadrarea sistematici, distributie si cultivare

Cercetarile efectuate pe plan mondial evidentiaza particularitatile specifice privind sistematica
de ameliorare geneticd, precum si de cultivare in diferite sisteme agricole.

Repere taxonomice si distributie

Conform diferitor nomeclatoare botanice Lycium barbarum L., este sinonim cu alte denumiri
stiintifice (mai rar folosite in prezent) precum: Lycium vulgare (Dunal), Lycium halimifolium (P.
Miller), Lycium europaeum hort., Lycium subglobosum (Dunal) sau Lycium flaccidum (Veillard) K.
Koch [311].

Genul Lycium include 80 [123], de specii distincte din familia Solonaceae (ordinul Solanales),
fiind distribuit in regiuni cu clima temperata sau sub-tropicala si prezinta, asemenea intregului gen,
o disjunctie Intre emisfera nordica si cea sudicd. Nu se cunoaste cu precizie originea speciei
L. barbarum L. dar habitatul sau natural se gaseste intre Europa de Sud-Est si Asia de Sud-Vest.
Una din zonele specifice de raspandire este Ningxia din China, de unde lycium s-a raspandit ca
planta de cultura in America de Nord, Africa de nord si Australia respectiv Noua Zeelanda [73].

Sunt mentionate aproximativ 10 specii originare din zona Euro-Asiaticd, 20 din zona sud-
Africana, 20 din zona nord-Americand, 30 de specii originare din zona Americii de Sud si cate o
Specie ce 1si are originea in Australia, Insulele Galapagos si alte insule din Oceanul Pacific (Hawaii,
Ogasawara, Daitou) (Figura 1.1; A, B) [6, 73].

Zona cu cea mai mare diversitate in ceea ce priveste numarul speciilor de Lycium este cea a
continentului American, America de Sud (Figura 1.1, A) este considerata ca fiind locul de origine

al acestui gen si chiar al intregii familii a Solanaceelor [195].
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Fig. 1.1. Distributia geografica a genului Lycium
Nota: A —raspandirea speciei pe glob; B — distributia dupa T. Fukuda, J. Yokoyama, H. Ohashi (2001) a celor 80 speciei
de Lycium [73]

Cercetarile recente denotd ca speciile care s-au dezvoltat in zona Euroasiatica si in Australia
au un stramos comun din sudul Africii, specie care a evoluat, la rAndul sdu, dintr-o planta originara
din continentul American [73] (Figura 1.2).

Printre cele mai reprezentative specii ale genului Lycium, pentru fiecare zona mentionata mai
sus, se numara:

e Europa si Asia: L. europaeum, L. chinense, L. barbarum, L. ruthenicum;

e Sudul Africii: L. afrum, L. ferocissimum, L. cinereum, L. schizocalyx, L. bosciifolium, L.
pilifolium, L. villosum;

e America de Nord: L. andersonii, L. californicum, L. carolinianum var. quadrifidum, L.
berlandieri, L. brevipes, L. pallidum, L. shockleyi;

e America de Sud: L. cestroides, L. chilense, L. elongatum, L. morongii, L. americanum, L.
cuneatum, L. ameghinoi, L. tenuispinosum, L. nodosum, L. vimineum;

e Australia: L. australe;

e Insulele Galapagos: L. minimum;

18



e Insulele din Pacific (Hawaii, Ogasawara, Daitou): L. carolinianum var. sandwicense
(L. sandwicense).
L. barbarum L. in limba latina; goji— limba roméana; goji berry sau wolfberry — limba engleza;

lyciet — limba franceza; nepe3a— limba rusa.
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Fig. 1.2. Caile de dispersie ale genului Lycium, 2011 [73]

In unele cazuri, speciile acestui gen s-au adaptat si habitatelor costale, devenind rezistente la
expunerea maritima si la vanturile puternice. Acesta este si cazul arbustilor de L. barbarum L. care
au o buna toleranta la solurile saline si sunt folositi sub forma de garduri vii sau pentru fixarea
solurilor nisipoase, in zonele cu 0 micro-clima maritima. Mai mult, aceasta specie de arbust este
consideratd ca avand cea mai vastd distributie (la nivel mondial) in raport cu celelalte specii ale
genului din care face parte [37].

Jill S. Miller si Rachel A. Levin (2005) au vizat filogenia genului Lycium, dimorfismul sexual,
distributia speciilor si relatiile evolutionare dintre acestea. Facand o sinteza a rezultatelor acestor
studii, afirmand faptul ca cele trei specii est-asiatice: L. barbarum, L. chinense si L. ruthenicum
formeaza un grup monofiletic, insa relatia lor cu celelalte specii din genul Lycium sunt inca
insuficient studiate [164].

Mai mult, dat fiind faptul ca L. barbarum L. este o specie naturalizata in majoritatea tarilor
lumii, acest lucru a ingreunat procesul de diferentiere intre specii si mai ales intre subspeciile acestui
arbust. Printre primele tari europene in care a fost introdusa aceasta specie de Lycium se numara
Marea Britanie, raspandirea acestei specii in arealele britanice se datoreaza, cel mai probabil,
atractivitatii fructelor sale si utilizarea sub forma de garduri vii. Conform unor surse [318]
L. barbarum L. a fost introdus n Anglia in anul 1730 de catre ducele de Argyll, devenind cunoscut
sub denumirea de ,,.Duke of Argyll’s Tea Tree” sau ,,Duke of Argyll’s Teaplant”, cu numele
barbarum al speciei, L. barbarum L.. Aceasta este strans legata de Lycium chinense Mill, deoarece
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in 1753 Linnaeus foloseste denumirea de L. barbarum. Botanistul Philip Miller, 15 ani mai tarziu a
descris Lycium chinense, fiind cultivat in sudul Chinei, in timp ce L. barbarum L. este cultivat in
nordul Chinei incepand cu anul 1987. [172].

Tot in anul 1825, autorul englez P. W. Watson descria in lucrarea sa ,,Dendrologia britannica”

[156] atat L. barbarum L (LB), cat si Lycium chinense (LC) Mill. (Figura 1.3).

Fig. 1.3. Lycium barbarum (stanga) si Lycium chinense (dreapta) [156]

Cea mai raspandita specie pe glob sub denumirea de ,,goji” (denumire comerciald) este
L. barbarum L. (popular cétina de gard). Denumirea comerciala este atribuita de catre etnobotanistul
nord-american pe nume Bradley Dobos, fiind specia cu valoarea comerciala cea mai semnificativa.

Linnaeus si Miers (1825) afirma ca specia Lycium europaeum L. este o specie distincta fata
de LB mai mult, acesta chiar atrage atentia asupra faptului ca cele doua specii au fost confundate de
catre unele autoritati [106]. Ulterior, L. europaeum apare ca o subspecie a LB. Hermann Miiller
(1829-1883) descrie subiectul polenizarii plantelor de catre insecte, tratat ce a stat la baza unei alte
lucrari si anume cea a lui Paul Knuth (1906-1909), ce viza acelasi subiect, axandu-Se nu doar pe
biologia la LB (aici sub denumirea de Lycium vulgare Dun.) ci si pe o serie de specii implicate in
procesul de polenizare al acestei plante [311].Ca rezultat a mai multor studii, s-a constatat ca
L. europaeum apare ca 0 subspecie a LB, in literatura de specialitate, in special, cea clasica [104],
apar uneori confuzii si dificultati cu privire la denumirea si diferentierea unor specii foarte
asemanatoare din cadrul genului Lycium [33].

In Franta arbustul de LB a fost descris de citre M. Jaume Saint-Hilaire in tratatul siu din 1825
despre pomii si arbustii cultivati sau prezenti in flora spontana a tarii. Se gaseste pe marginea

drumului, in padure cu solurile nitrate [120].
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In Statele Unite ale Americii unii autori [66, 164] care au descris arbustul de LB si care i-au
remarcat prezenta in flora locala spontana sau ca planta cultivatd in special in scopuri decorative
(garduri vii), fac scurtd comparatie intre acesta si Lycium chinense Mill., accetuand faptul ca LB se
diferentiaza fata de LC prin dimensiunile mai mici ale frunzelor si fructelor si prin forma obtuza a
lobilor caliciului (Figura 1.3). In prezent acest arbust incepe a fi cultivat si in scopuri alimentare sau
ca planta medicinala pe teritoriul S.U.A. [170].

In ceea ce priveste distributia acestei specii a fost inregistrata, de-a lungul timpului, in
urmatoarele state: Austria, Belgia, Bulgaria, Luxemburg, Italia, Grecia, Cehia, Slovacia, Germania,
Elvetia, Olanda, Spania, Ungaria, Portugalia, Polonia, Rusia si Turcia. Acesti arbusti au fost
observati chiar si in tarile nordice precum: Danemarca, Suedia si Norvegia. In plus, lucririle de
specialitate mai vechi indica prezenta si pe teritoriul fostei lugoslaviei si a fostei U.R.S.S. [318]. Nu
in ultimul rand, LB se gaseste si in Romania, fiind observat in zona Dobrogei (inclusiv in Delta
Dunarii [261], in regiunea Moldovei (unde a fost descris ca fiind o planta adventiva ce prezinta un
caracter invaziv pronuntat) si in orasul Timisoara [259].

Conform cercetatorilor autohtoni, L. barbarum L. se intalneste in flora spontana a R. Moldova.
Este mentionat doar in cateva lucrari si este descris ca fiind o plantd alohtona si naturalizatad ce a
fost introdusa din China in scop ornamental (garduri vii) si care a patruns in ecosistemele naturale,
capatand un caracter potential invaziv [277, 299]. Cercetatorii cehi, englezi la fel ca si cei romani —
considerd ca acest arbust a fost introdus pe teritoriul tarii lor din considerente estetice. In cadrul
unor cercetari [270] s-a demonstrat, ca desi L. barbarum L. considerat drept planta ,,potential
invaziva”, acest risc nu este viabil atunci cand aceasta specie este introdusa intr-un sistem de cultura
corespunzator in care plantele sunt conduse corect, nefiind lasate sd formeze mardcinisuri daca
prezintd aceasta tendintd. Deasemenea, folosirea unui material biologic de calitate in cultura poate
reduce total acest potential pericol. Acest lucru se realizeaza prin alegerea si cultivarea soiurilor de
calitate, inalt productive, cu o dinamica normala de crestere si dezvoltare, cu rezistentd sporita la
boli si daunatori [137]. Astfel, pentru satisfacerea si mentinerea criteriilor mentionate, se va prefera
metoda inmultirii prin culturi in vitro fata de cele generative si vegetative.Principalii cultivatori de
goji la nivel mondial raman a fi cei din China, care ocupa primul loc, apoi Spania, Italia, Polonia,
Maria Britanie, Ungaria, Franta, Austria, Rusia si Romania [165, 317]. Conform Biroului National
de Statistica (BNS), consumul de pomusoare in stare proaspata pe cap de locuitor reprezinta
aproximativ 1,2 kg. In 2021 se preconizeazi ci consumul de pomusoare va creste pana la 1,6 kg si
va constitui 5,4 mii tone pe diferite specii. Media europeana de consum a *’fructelor moi’’, *’fructe

mici’’ sau *’fructe de padure’’ pe cap de locuitor in 2016 a fost de peste 6 kg (Figura 1.4).
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Fig. 1.4 Volumul productiei de pomusoare in anul 2015 in R. Moldova si prognoza
2021, consum intern de pomusoare, mii t

Conditiile pedoclimatice sunt principalele repere care au permis aclimatizarea arbustului goji
in R. Moldova. Astazi in R. Moldova sunt inregistrate mai multe plantatii de goji de la circa 20
producitori cu suprafete mari si mici de cca 20 ha. In 2017, conform BNS, prima plantatie de goji
inregistrata oficial este cea din raionul Ungheni, satul Chirileni ce cuprinde 10 hectare. Cultivatorii
se bucurd de o productivitate sporita cu peste 10 tone la hectar anual. Unicul soi de goji omologat

si inregistrat in catalogul de soiuri al R. Moldova este *Miracol’ inregistrat in anul 2018 [253].

1.2. Descrierea botanica a speciei Lycium barbarum L.

Lycium barbarum L. este un arbust cu ramuri ce pot atinge inaltimea de 2,5 m iar diametrul
tufei poate varia intre 1-3 m in functie de conditiile de mediu. Rata de crestere este moderata, viteza
de crestere medie fiind de 0,5 m/an la maturitate, in conditii optime de cultivare [273].

Radacina. Radacina pivotanta, trasanta, adaptata pentru indeplinirea a douad functii principale,
una de naturd mecanica, de fixare a plantei in sol si alta vitala, de a absorbi apa si substantele
minerale dizolvate 1n aceasta. Radacina contribuie la metabolismul plantei.

Tulpina si ramurile. La inceput drepte, spre varf arcuit pendente, prevazute cu spini proveniti
din transformarea lujerilor. Lujeri lungi, flexibili, spinosi, fistulosi, cenusii-albiciosi, cu numeroase
lenticele. Muguri alterni, mici, cate 4-5 la un loc, cu baza ingropatd in scoartd. Ramurile acestei
specii sunt foarte numeroase, curbate si atarna atunci cand nu sunt sustinute, Subtiri, flexibile si
glabre. Ramurile au culoare pala maroniu-galbuie sau gri-albicioasa si pot prezenta sau nu spini de
cca, 1 cm lungime (Figura 1.5) [271].

Frunzele. Sunt dispuse alternativ pe ramuri sau fasciculat. Forma acestora este simetrica, insa
foarte variabila, putand fi: ovate, ovat-lanceolate, lanceolate, eliptice si rareori spatulate. Frunzele
au o suprafata glabra, partea superioara fiind de un verde intens, iar partea dorsala a frunzei fiind de
un verde pal, mai putin lucios. Unele surse descriu fata inferioard a frunzei de LB ca fiind glauca.

Limbul, de o consistentd erbacee putin cdrnoasd, prezintd o nervatiune penata putin pronuntata.
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Marginea limbului foliar este intreagd, usor valurita, iar forma varfului limbului poate fi: ascutita,
acuminata sau obtuza. Baza frunzei este scurt-atenuata cu petiol de 3,0-10,0 mm. Ca dimensiuni,
frunza de LB are intre 2,0-3,0 cm lungime si 2,5-8,0 mm latime. Totusi, la unele biotipuri cultivate,
aceste dimensiuni ajung pana la 6,0 cm in lungime si 1,5-3 cm in latime (Figura 1.5, B) [272].

Florile. Lycium barbarum L. infloreste din luna iunie, pana in septembrie. Mai mult, exista
unele consemnari care atesta faptul ca aceasta planta poate inflori chiar si in luna noiembrie. Florile
pot fi solitare sau in inflorescente de cate 2-3, chiar pana la 6 uneori, situate in zona nodurilor.
Pedicelul ce sustine floarea este filiform, cu o dimensiune cuprinsa intre 6 si 13 mm in lungime,
totusi, in unele surse acesta este descris ca avand 5-15 mm sau chiar 1-2 cm [84]. Petalele pot avea
culori de la nuante deschise de lila, pand la nuante intense de mov sau purpuriu. Spre sfarsitul
ciclului de viata, florile isi pierd coloritul devenind albe-gilbui. In centru, unde au o culoare mai
deschisa, florile de LB prezinta o serie de dungi de culoare Inchisa, contrastante, ce servesc drept
ghidaje catre nectar. Caliciul are o lungime de 4,0-5,0 mm sau 2,5-3,5 mm dupa alte surse [59, 78],
forma campanulata si este impartit in 2 sau 3 lobi inegali, posibil chiar si in 4-5. Corola are forma
rotat-campanulata (stea/clopotel), cu o lungime de 1,0-1,3 cm. Tubul corolei are lungimea de 8,0-
10 mm dupa unele surse si 3,0-7,0 mm dupd altele. Petalele, puternic reflexe, sunt 5-6 la numar, cu
forma oval-lanceolata si dimensiuni de 9,0-14,0 mm 1n lungime. Staminele, 5 la numar, sunt mai
lungi decat corola, au antere de cca, 1 mm de forma orbiculara. Pistilul sau gineceul depaseste
staminele in lungime, avand un ovar cu forma oblonga, stil filiform, glabru si stigmat globoid,
bilamelat (Figura 1.5. C).

e

Fig. 1.5. Specia Lycium barbarum L.

In ceea ce priveste florile de LB, mai poate fi mentionat si faptul ca la inceputul ciclului de
viata, acestea au filamentele staminelor Indoite in sens opus fatd de orientarea stilului pentru a evita
atingerea dintre antere si stigmat. Astfel, este Incurajata polenizarea incrucisata care este, cel mai

adesea, efectuata de catre diverse specii de albine (Bombus agrorum, B. lapidarius s.a.) [78, 244].
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Ulterior, odata cu avansarea catre sfarsitul ciclului sau de viata si pierderea coloritului violet,
floarea de LB — care este ambigena — 1si apropie anterele de stigmat astfel incat, prin apropiere sau
atingere directa, sa se poata produce autopolenizarea.

Fructele. Bace de forma oblong-ovata, uneori eliptica, cu varful ascutit sau obtuz si suprafata
glabra. Culoarea poate varia de la rosu aprins pana la galben-portocaliu, iar gustul este dulce-fad,
semanand putin cu cel al stafidelor, mai ales atunci cand acestea sunt consumate in stare uscata
(Figura 1.5. D). Dimensiunile fructului sunt de 0,4-2,0 cm in lungime, cu 0,5-1,0 cm in diametru
[136]. Semintele asezate in mod compact, 10-20 la numar, galben-maronii, cu aspect sferic-
reniform, ele au dimensiuni de aprox. 2,5-3,0 mm in lungime si 2,25-2,5 mm in latime, germenul
este curbat, iar datorita culorii atractive a fructelor, semintele de LB sunt dispersate deseori de catre
pasari. In emisfera nordica perioada de maturitate a fructelor de goji este situata intre lunile iulie si
octombrie [200].

Arbustul de goji are o tendintd de dezvoltare decumbentd cu numeroase ramuri flexibile si
lastari care, de obicei, nu pot sustine greutatea fructelor aplecandu-se, astfel, atunci cand productia
este una nsemnatd. Acest fapt demonstreaza necesitatea de a conduce cresterea plantelor prin
sisteme de sustinere, astfel Incat ramurile sa aiba o inclinatie cat mai micd. Se vor prefera lastarii cu
un unghi de crestere mai mic de 45°. De asemenea, se va incuraja formarea unui trunchi prin
alegerea unui lastar principal si Indepartarea lastarilor de la baza acestuia. Nu trebuie omisa nici
incurajarea formarii lastarilor laterali in vederea formarii unei coroane [138, 139].

Cu toate acestea, soiurile productive vor avea nevoie, cel mai probabil, si de sustinere. Astfel
plantele tinere se vor conduce cu ajutorul unor tutori iar plantele mature pot primi un plus de
sustinere cu ajutorul unor plase sau prin cresterea pe sarma. Nu se vor uita nici tdierile de intretinere
ce ar trebui sa vizeze rarirea coroanei si sporirea productivitatii arbustilor. Altfel spus, este de
preferat ca, In plantatii, conducerea plantelor sa fie realizatd cu trunchi si coroana si nu sub forma

de tufd — aceasta din urma fiind forma naturala de dezvoltare a speciei [270].

1.3. Proprietiti farmaceutice si nutritive ale speciei Lycium barbarum L.

Incepand cu secolul XXI pe teritorilul tarilor euroasiatice, americane [1, 119, 163] si chineze
[49, 50], fructele de L. barbarum L. (goji) au devenit obiectul de cercetare in multe laboratoare
biochimice si continua a fi pana in prezent [51, 91]. Fructele de goji sunt adevarate depozite de
substante biologic active (SBA). Printre constituentii descrisi in fructul de L. barbarum L. Cei mai
investigati compusi au fost polizaharidele. Acestea manifesta activitate imunomodulatorie eficienta
inhiband cresterea tumorilor maligne si distruge celulele canceroase chiar si la animalele de

laborator [25]. In componenta polizaharidelor au fost identificate monozaharide ca: xiloza (Xil),
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glucoza (Glc), arabinoza (Ara), ramnoza (Rha), mannoza (Om), galactoza (Gal), fructoza (Fuc),
acid galacturonic (GalA), acid glucuronic (GIcA) [220], care sunt estimate sa constituie 5-8% din
fructele uscate [217] si 02-2,48% din materia prima [167].

Pe langa vitamine si minerale, fructele arbustului de goji au in componenta lor si o serie de
alti compusi organici, unii dintre ei fiind foarte valorosi in alimentatia umand. Carotenoizii,
substante naturale sintetizate de plante, avand culori diferite: galben, rosu, portocaliu, din punct de
vedere chimic sunt reprezentati de alfa si beta-caroten, beta-criptoxantina, zeaxantina, luteina si
licopen [5]. Acesti compusi organici au o actiune benefica asupra organismului prin: atenuarea
efectelor stresului oxidativ, intdrirea sistemului imunitar sau prevenirea bolilor tumorale si
cardiovasculare. De asemenea contin, vitaminele A, B si C. Au un continut ridicat de proteine (10%)
si ofera 18 aminoacizi dintre care 8 esentiali [135, 197].

Fructele goji, contin componente bogate in glutation, care este unul dintre cei mai eficienti
antioxidanti. Cercetatorii din spatiul chinez [110] au dedicat atentia asupra cercetarii polizaharidelor
din goji, in timp ce alte clase de compusi functionali (alcaloizi, glicoproteine, tocoferoli) au fost
investigate de cercetatorii din afara Chinei [22, 221]. Printre alti fitocompusi descrisi in frunctul de
goji, literatura mentioneaza cantitati mici de: flavonoide, acizi fenolici, flavonoide, taninuri si acizi
organici (citric, malic si fumaric) [83, 133]. In acelasi timp, studii mai recente au demonstrat si
argumentat un spectru larg de actiuni farmacologice a fructelor : sporirea imunitatii si potentei
sexuale [233], antioxidanta [27, 202, 226, 231], anticancer [77], retinerea proceselor de imbatranire
[27] antiradianta si imbunatatirea calitatii sangelui [15].

Printre alte efecte terapeutice fructele goji sunt recomandate ca adjuvant in tratamentul
diabetului (hipoglicemic), bolilor cardiace (hipotensor, reglare a colesterolului), tuberculozei,
pneumoniei infantile, anemiei, afectiunii ale sistemului nervos sau tulburarilor de vedere provocate
de malnutritie. De asemenea, atunci cind este asociat cu alte plante medicinale (fructe de padure,
rodie, coacdz, mure, afine s.a.), goji are efect anti-aging (de Incetinire a Imbatranirii) prevenind
albirea parului, aparitia ridurilor si a pigmentarii pielii [92, 191, 202].

In ultimii ani au aparut multe lucrari [47, 53, 130] axate pe studiul frunzelor, unde este
demonstratd corelatia dintre continutul polifenolic si activitate antioxidantd naltd manifestata
impotriva radicalilor liberi si antimicrobiana la sp. L. barbarum cultivata si spontana. Fructele de
goji au o capacitate de absorbtie a radicalilor de oxigen (ORAC) de aproximativ 3,2900 pmo
TE/100g de fructe [88], fiind unele dintre cele mai bogate surse de antioxidanti. Acest indice este
mult mai mare decat in fructele de mere 2,828 umo TE/100g de fructe, dar putin mai mic decat la

mure 4,669 umo TE/100g de fructe si zmeura 5,065 umo TE/100g de fructe [23, 39].
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Compozitia nutritionala a fructelor. Fructele de goji au o valoare nutritionald 1nalta datorita
compozitiei lor care asigura o cantitate semnificativa din necesarul zilnic de macronutrienti. in jur
de 68% din masa totald a unui fruct e reprezentata de carbohidrati, goji fiind, insa bogat si in proteine
(12 — 16 % din masa totald a fructului), acizi grasi (8,5 % dupa un an de pastrare si 0,5 % dupa 1 —
3 ani de pastrare in stare uscata), fibre alimentare (10 % dupa un an si 21 % dupa 1 — 3 ani de
pastrare in stare uscatd) [26]. Variabilitatea compozitionala si profilul nutritional al fructelor sunt
determinate de expunerea la lumina solara, conditiile pedoclimatice, de modul de procesare, pastrare
si distributie. Aceasta variabilitate este valabila pentru toate componentele nutritiv valoroase:
macronutrienti (proteine, glucide, lipide), cat si pentru micronutrienti (minerale, vitamine) si produsi
cu functii antioxidante (carotenoizi) [19, 24].

Privind evaluarea proprietatilor antioxidante pentru sanatatea omului, fructele de goji pun la
dispozitie un spectru foarte larg si o cantitate insemnata de vitamine, minerale si aminoacizi. Mai
exact, aceste micute fructe contin: 7 vitamine, 11 minerale esentiale, 22 oligoelemente si 18
aminoacizi. Printre cele 7 vitamine putem aminti complexul vitaminic B (B1, B2, B3 si Bg), vitamina
C, vitamina E si vitamina A. Vitaminele sunt compusi organici indispensabili vietii, cresterii si
dezvoltarii corpului uman. Acestea nu au o valoare energetica proprie si trebuie preluate din
alimente deoarece, de obicei, organismul nostru nu le poate sintetiza (exceptie vitamina D) [149,
213].

Cele mai bogate surse de vitamine sunt alimentele naturale integrale (neprocesate), acest lucru
fiind explicat prin sensibilitatea acestor compusi la diverse tratamente precum cele termice (ex:
fierbere, congelare, pasteurizare) sau chimice (oxidare) care rezulta in urma procesarii alimentelor.
Un numadr impunator de lucrari stiintifice au fost publicate privind proprietatile antioxidante ale
speciei L. barbarum [10, 56, 131]. Generalizand principalii nutrienti si proprietatile farmacologice
din fructele de goji ce pot avea numeroase efecte benefice asupra organismului, unii autori au vizat
determinarea activitatii biologice ale acestor compusi, ajungand la concluziile prezentate in Tabelul
1.1.

Studii complexe au raportat, ca factorii de mediu precum temperatura si lumina, procedeele
de cultivare se rasfrang asupra capacitatii antioxidante a pomusoarelor. Multi factori genetici si de
mediu afecteazd productia de fructe si acumularea de compusi bioactivi, determinand calitatea
nutritionald [40, 44, 207, 235]. Aceste caracteristici ce tin de factorii de mediu, factorii fiziologici,
cantitatea de principii active In fructe manifestd interes in studii si cercetari, astfel in cat consumul
de fructe sau pomusoare sa compenseze consumatorului aportul necesar de compusi si principii
activi necesare sanatatii umane. Aceste caracteristici ce tin de factorii de mediu, factorii fiziologici,

cantitatea de principii active In fructe manifestd interes in studii si cercetari, astfel in cat consumul
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de fructe sau pomusoare sa compenseze consumatorului aportul necesar de compusi si principii
activi necesare sanatatii umane. Studii recente efectuate de American Cancer Society indica ca
acidul elagic din fructe poate reduce efectele nocive pe care estrogenul le are in cazul cancerului
glandelor mamare [82, 190,194].

Tabelul 1.1. Sinteza proprietatilor farmacologice din fructele de goji

Micronutrienti

Activitati farmacologice

Referinte

Calciul

Componenta de baza a sistemului 0sos si a dintilor. Are un rol complex
in activitatea tesuturilor moi, fiind implicat si in buna functionare a
sistemului cardiac si neuro-musculator, in stabilirea echilibrului
hormonal si in transportul trans-membranar.

[4, 219]

Potasiul

Electrolit esential si factor CcoO-enzimatic cu rol in scadderea
hipertensiunii arteriale.

[25]

Fierul

Co-factor al enzimelor implicate in desfasurarea a numeroase procese
metabolice. Carenta in acest nutrient poate provoca anemie.

[98]

Zincul

Esential in sintetiza proteinelor si a ADN-ului, el afecteazd modul de
functionare a peste 100 de enzime. Este implicat si in activitati celulare
de bazd precum transportul trans-membranar, cresterea si repararea
celulei.

[48]

Seleniul

Nutrient cu proprietati antioxidante, valoros in special in zonele unde
existé carente n sol ale acestui mineral (ex: Romania).

[145]

Vitamina C.

Vitamind cu proprietati anti-oxidante ce protejeazd moleculele de
actiunea distrugatoare a radicalilor liberi.

[214]

Antioxidanti

Activitati farmacologice

Referinte

Zeaxantina

Antioxidantul principal din fructele de goji, avind o 1inaltd
biodisponibilitate atunci cand este preluat din aceste fructe. Actiunea
sa este resimtitd mai ales la nivelul celulelor epiteliale ale cristalinului
ochiului uman, protejandu-le (alaturi de luteind) pe acestea de actiunea
razelor ultra-violete (UVB) si incetinind evolutia degenerescentei
maculare sau aparitia cataractei. Zeaxantina mai are actiune benefica
si asupra ficatului, stimuldnd activitatea enzimelor antioxidante si
diminudnd depunerea colagenului si a transaminazelor.

[28]

Licopenul

Cunoscut cel mai bine ca fiind un compus caracteristic tomatelor, el se
regaseste si in fructele de goji, studiile recente demonstrand prezenta
acestui compus in cantitati de 1,4 g la 100 g de praf concentrat din
sucul de fruct. Licopenul are actiune anti-tumorald, reducand
semnificativ riscul de dezvoltare a formelor agresive de cancer de
prostata la barbati

[78, 232]

B-carotenul

Acest pigment carotenoid este un precursor al vitaminei A. Prezinta
proprietati antioxidante, intrd in structura celulelor si este esential in
procesul de crestere, imbundtatire a vederii si in mentinerea sanatatii
dintilor, oaselor si a pielii.

[221]

B-criptoxantina

Actiune anti-diabeticd prin scdderea nivelului de glucoza din sange,
prevenirea aparitiei intolerantei la glucoza si echilibrarea balantei intre
colesterolul ,,rau” (LDL) si cel ,,bun” (HDL). Mai are rol si in stoparea
proceselor inflamatorii poliartritice si In prevenirea pierderii masei
musculare si osoase (osteoporoza).

[128]

Un rol important in lupta impotriva cancerului il au si antioxidantii, flavonoidele si vitamina

C din fructele goji care ajuta la reducerea radicalilor liberi, prevenind astfel aparitia cancerului si a
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diferitelor boli cronice. Flavonoidele prezintd un interes deosebit datoritd proprietatilor benefice
asupra organismul uman. Acestea pot influenta asupra celulelor canceroase prin mecanisme, cum
ar fi declansarea proceselor ce conduc la apoptoza (moartea programata a celulei), Impiedicarea
diviziunii celulare prin depolimerizarea microtubulilor, inhibarea procesului de angiogeneza si
respectiv proliferarea tumorilor [121, 143, 188].

in literatura de specialitate acumularea substantelor polifenolice si flavonoide poate fi
determinata de conditiile climaterice umiditate ridicata, zile mai putin insorite in perioada infloririi.
Este demonstrat ca continutul de flavonoidele in plante variaza in functie de durata si intensitatea

luminii solare, deoarece ele constituie substante cu rol de ecran fata de radiatiile UV [199, 319].

1.4. Cerintele fata de factorii pedoclimatici si caracteristicile ecologice ale speciei
Lycium barbarum L.

Solul, relieful si conditiile climaterice ale R. Moldova sunt favorabile pentru cultivarea
arbustilor fructiferi, inclusiv si pentru arbustul goji [201]. Planta tolereaza soluri cu bonitare redusa,
oscilatia temperaturilor si un grad de insolatie sporit, similare cu cele din regiunea Ningxia. Totusi,
goji se poate adapta/aclimatiza, fiind considerat un arbust nepretentios, insa pentru ca productia sa
fie una calitativa, se impune respectarea anumitor cerinte.

Cerintele fata de sol. Goji preferd solurile nisipoase, argiloase sau chiar lutoase, Insd bine
drenate. Unii experti sunt de parere ca acest arbust poate tolera si soluri foarte uscate sau salinizate,
avand rol si de fixare a solurilor sau actionand ca bariera ecologicd. Evident, in aceste conditii
nefavorabile, arbustul Indeplineste mai mult o functie de minima adaptare ecologica fara a avea,
insd, o productie cantitativa si calitativd insemnatd [184, 225]. Pentru dezvoltarea arbustului e
nevoie de un pH situat in jurul valorii de 7 (neutru), insa pot fi tolerate si soluri mai acide sau mai
alcaline. Acelasi lucru este valabil si in cazul continutului in nutrienti a solului, goji preferand
substraturi de calitate medie sau buna, dar tolerandu-le pe cele mai putin fertile, ce nu au o cantitate
semnificativa de humus [103, 236].

Cerintele fatd de temperaturd. Exigentele speciei LB fatd de mediu sunt relativ
neinsemnate, fiind un arbust relativ nepretentios fapt ce il face usor de cultivat si de ingrijit. Cu toate
acestea, atunci cand vine vorba de obtinerea unei recolte calitative de fructe de goji, aceste
particularitati agropedoclimatice devin evidente. In ciuda preferintei pentru o climi mai calduroasa,
Lycium-ul este rezistent si la iernare, supravietuind la temperaturi negative sau in conditii de inghet.
LB este un nanofanerofit cu o rezistenta la ger destul de buna (-15°C, -23°C), dar numai pe perioade

relativ scurte de timp [261].
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Cerintele fati de api. In ceea ce priveste aportul de api, goji este obisnuit si tolereze
episoade moderate de secetd, insd pentru mentinerea unor conditii optime, umiditatea relativa a
solului trebuie si fie in permanenti peste valoarea de 50% [215]. In cazul expunerii la unele
episoade prelungite de seceta (cateva luni), pentru mentinerea productiei In parametrii normali, este
suficientd o cantitate de cca 3 cm?® de apd, distribuitd din 2 in 2 siptimani, pentru fiecare arbust in
parte. Totusi, mult mai important este ca plantele nu trebuie tinute in conditii de umezeala sporita si
irigate excesiv. Daca ne confruntdm cu situatia solurilor cu umeditate inaltda sau au o umiditate In
exces, se recomanda lucrari de asanare sau plantare pe straturi de pamant inaltate. In caz contrar,
plantele de goji nu vor avea o productie satisfacatoare, vor fi predispuse unor boli (mucegai) sau,
chiar mai rau, pot pieri daca planta nu a ajuns inca la maturitate [236].

Cerintele fata de lumina. Lycium barbarum L. este un arbust obisnuit cu zonele insorite (cu
tendinte de ariditate), astfel, pentru o buna dezvoltare si o productie insemnatd, se recomanda
plantarea culturii in zone cat mai expuse luminii solare (6-8 ore pe zi). Desi arbustul nu va avea
probleme de crestere nici in zonele partial umbrite, totusi, productia de fructe va fi mai redusa [139].

Cerintele agrotehnice. Atunci cand se planteaza materialul siditor, trebuie sd se tind cont de
dimensiunile medii ale arbustului ajuns la maturitate, pentru asigurarea unui spatiu optim de nutritie.
Astfel, in cazul goji-ului se recomanda plantarea de minim 2 metri intre fiecare planta. Gropile in
care se vor planta puietii necesita sa aiba o adancime de 50-70 de cm, 1n care se adauga si o cantitate
micd de mranitd, pentru atenuarea stresului transplantdrii suferite de plantd. Dupa finalizarea
operatiunii de plantare se vor folosi cca 10-15 1 de apa pentru udarea fiecarei plante. Arbustii de
L. barbarum L. au o dezvoltare relativ rapida, intrand pe rod intr-o perioada de 1-3 ani din momentul
plantdrii, aceastd valoare fiind diferitd in functie de varietatea folosita, stadiul de dezvoltare al
plantei ITn momentul plantdrii/transplantarii sau conditiilor pedoclimatice. Pentru o mai buna
dezvoltare si valorificare a fructelor de goji (ce se recolteaza, de reguld, manual) este recomandata
efectuarea unor tdieri de intretinere. Astfel, este bine sa se facd taieri de indepartare a ramurilor
neproductive sau a celor care cresc prea mult pe verticala, in acest mod, se va incuraja obtinerea
unei productii mai mari pe ramurile ce cresc in lateral [279]. De asemenea, este bine sa se impiedice
atingerea solului de catre ramuri, intre acestea si padmant fiind recomandabil sa existe macar 30-40
cm [274].

Iniltimea arbustilor este de maxim 2 m, fiind bine ca arbustul si nu fie lasat si se dezvolte
mai mult de atat in inaltime. Taierile de intretinere pot fi efectuate pe tot parcursul anului, insa cele
mai importante sunt recomandate a se efectua pe timp de iarna. Lucrari de intretinere pot fi cele de

protejare Impotriva daunatorilor sau a buruienilor. Protectia ecologicd impotriva buruienilor poate
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fi facutd prin prasit manual sau mecanic in functie de tipul de cultura (ecologicd/conventionald),
densitatea buruienilor, suprafata terenului cultivat si alte tehnici similare [138].

Caracteristici ecologice. Pentru inceput, este bine de amintit faptul ca, in unele tari (printre
care se numara si R. Moldova), Lycium-ul este considerat o planta potential invaziva, astfel, cel care
cultiva aceste plante trebuie sa detind informatii cu privire la aceste probleme, mai ales din cauza
faptului ca semintele de goji pot fi usor propagate de catre pasari sau alte animale care le consuma.
Potentialul invaziv al speciei este explicat de unii autori prin faptul ca, plantele drajoneaza usor,
ocupand frecvent spatiile deschise din habitat, de asemenea, ca reuseste sa se adapteze bine
diferitelor schimbari sezoniere. Deseori cultivatd in garduri vii, se inmulteste repede prin lastari,
devenind in multe locuri subspontand si formand uneori adevarate maracinisuri [137, 288]. De
asemenea, si unii specialisti americani considera faptul ca Lycium-ul, datorita caracterului sau
nepretentios, poate deveni invaziv sau poate fi considerat o buruiand 1n cazul in care nu este ingrijit
corespunzator. Totusi, trebuie mentionat faptul ca aceste afirmatii sunt valabile mai mult pentru
plantele necultivate, aflate pe terenuri neingrijite, soiurile inalt-calitative neavand tendinte
pronuntate de drajonare [139]. Desi nu este recomandata infiintarea de culturi de goji cu destinatie
comerciald pe terenuri contaminate cu metale grele sau cantitati mari de pesticide, este bine de stiut
ca specia este rezistenta la poluare [146].

Plantele tolereaza bine solurile cu o salinitate crescuta datoritd mecanismului lor de modificare
a grosimii stratului de glico-proteine din peretele celular al frunzelor, ca raspuns la stresul salin. In
China, unele studii au ajuns la concluzia ca aceasta planta este eficientd si in reconversia terenurilor
agricole Tn zone impadurite, mai ales in regiunile montane joase. Similar, LB este descris si ca avand
rol de fixare a solului. Mai mult, el poate actiona si ca bariera ecologica (in Anglia este folosit si pe
post de gard viu) [228].

Boli si daunatori. Nivelul cunostintelor cu privire la agentii patogeni si daunatorii speciei
L. barbarum L. este destul de limitat, dat fiind faptul ca aceasta specie este introdusa relativ recent
in cultura, in tarile vestice. Cel mai adesea, bolile si ddunatorii nu apar din primul an de la infiintarea
culturilor. Printre daundtorii semnalati pot fi amintiti: afidele, insecte din ordinul Thysanoptera,
omizi [186], gandacul japonez (Popillia japonica), cicade sau musculita Drosophila suzukii
Matsumura [17]. Plantele de goji (mai ales fructele) s-au dovedit a fi atragatoare si pentru iepuri,
pasari sau caprioare. Nu in ultimul rand, au fost consemnate si infestatii cu specia de acarieni Aceria
kuko (Kishida) [147]. S-au semnalat si atacuri ale diferitor boli si agenti patogeni precum: fainare,
alternarioza (Alternaria sp.), septorioza (Septoria sp) si antracnoza (ce poate compromite >80% din
culturd) [126]. Pentru prevenirea daunatorilor se recomanda folosirea unor metode cat mai putin

poluante pentru mediu si cat mai diversificate, fiind incurajata combaterea integrata a bolilor si a
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daunatorilor prin imbinarea mijloacelor chimice ecologice cu cele biologice, bio-tehnice, fizico-
mecanice (culegerea fructelor cazute sau stricate, arderea plantelor bolnave), a feromonilor insa lista
poate continua [243].

Cultivarea speciilor bacifere in R. Moldova trezeste un interes sporit din partea agricultorilor,
fructele au o importanta economica deosebita si necesitd masuri si actiuni prioritare de crestere

ecologica a plantelor.

1.5. Microinmultirea plantelor horticole in vitro — baza teoretica si utilizarea practica

Inmultirea in vitro a plantelor are toate sansele si devini o tehnologie populari in viitor
intrucat determind obtinerea unui numar ridicat de plante sanatoase Micropropagarea in Vitro
constituie o metodd de Tnmultire vegetativi moderna, cu o ratd superioara de multiplicare a
plantelor, comparativ cu metodele conventionale (butasire, marcotaj, altoire). Metodele de inmultire
biotehnologice constau in obtinerea unor plante noi, cu caracteristici similare plantelor mama,
sandtoase si de o calitate superioard, pornind de la tesuturi meristematice ale caror dezvoltare are
loc in vitro, dupa o prealabila sterilizare si intr-un mediu aseptic. Plantele obtinute in vitro au o
radacinad mult mai puternica, cu tulpind viguroasa, sanatoasa, rezistente la daunatori si boli. Metoda
foloseste explante vegetale de provenienta diferita: tesuturi meristematice, organe (muguri,
minibutagi, antere, ovare), celule de calus sau celule regenerate din protoplasti [102, 116].

Micropropagarea se bazeaza pe totipotenta celulei vegetale, insusirea celulelor vegetale de a
se divide, de a se reproduce si de a forma o planta identica cu planta mama. Teoretic fiecare celula
vie este totipotenta, insa practic s-a observat ca nu toate celulele au capacitatea de a-si exprima acest
caracter, datorita pe de o parte diferentierii celulare §i imbatranirii, iar pe de alta parte gradului mare
de specializare al acelor celule. Astfel, s-a demonstrat ca la planta matura, celulele specializate care
constituie tesuturile (traheidele, fibrele libero-lemnoase, sclereidele lipseste citoplasma si nucleul)
nu sunt totipotente. Acest aspect este explicat chiar prin faptul cd intreaga informatie genetica a
celulei totipotente se afla in cromozomii din nucleu [239]. Meristemele sunt zonele generatoare de
celule necesare cresterii in lungime si grosime a plantelor, fiind dispuse terminal atat in tulpina cat
si in radacina [101].

Factorii care influenteaza procesul de morfogeneza si regenerare in cultura in vitro.

Tehnicile de cultura in vitro folosite in cercetare sau pentru producerea de plante, pornesc de
la aceeasi premiza: posibilitatea de a controla intr-un mod optim factorii de mediu (temperatura,
lumind, compozitia mediului de culturd, pH, umiditate) necesari fragmentului de planta inoculat in

conditii artificiale de mediu, in incercarea de a analiza functiile sale fiziologice sau de a conduce

31



intr-o anumita directie, cum ar fi formarea de noi lastari (micropropagarea) [45,125]. Tehnicile de
cultura in vitro, pe langa aspectul tehnologic, ne permit rezolvarea unor probleme [71,72]:
v mentinerea unui explant viabil si activ din punct de vedere vegetativ;
v’ determinarea proceselor de diferentiere in cazul unor fragmente de calus pentru formarea de
organe sau embrioni somatici;
v’ inducerea proceselor de dediferentiere, in cazul unor explante formate din celule diferentiate
(fragmente de tulpina, frunza, petiol, radacina s.a.) rezultand o noua organizare tisulara;
v’ stimularea proceselor de diviziune celulara.

Aceste probleme au fost partial rezolvate odatd cu identificarea regulatorilor de crestere
endogeni de tipul auxinelor (primul grup de fitohormoni recunoscut), giberelinelor, citochininelor,
pentru a numi doar cele trei clase principale de regulatori de crestere. Aceste substante par a
determina orientarea dezvoltarii celulelor in cultura artificiald, fapt pentru care li se acorda prima
atentie atunci cand se incearca explicarea unor fenomene fiziologice [75, 210]. Cei mai importanti
regulatori de crestere exogeni din cultura tesuturilor sunt citochininele si auxinele.

Van si Varshney au constatat un efect de reglementare comun al acestor substante asupra
morfogenezei in cultura calusului tutunului. Autorii studiului au observat ca formarea de organe
depinde de raportul dintre regulatori de crestere. In timpul experimentului, au remarcat ca un nivel
ridicat de auxine in raport cu citochinine, duce la dezvoltarea rizogenezei, si invers, concentratiile
sporite de citochinine in raport cu auxinele determina formarea de plantule (tulpinite) [211]. Miller
(1957) a prezentat conceptul sau, conform caruia un anumit tip de organogeneza poate fi indus prin
schimbarea raportul dintre auxine si citochinine in mediul de cultura (Figura 1.6) [209].

Citochinine Auxine

Amplifica rizogeneza

Sti leazi procesele de
diviziune si elongatie a celulelor

Stimuleaza procesele de calusare si
ulterior determini formarea
ridicinilor

—ee

Sporeste morfogeneza si procesele de  g—————
calusare

Influenteazi formarea de muguri
- I - —
si generarea de tulpinite, in functie de
concentratie si balanta

timuleaza formarea lastarilor axilari
si cresterea ratei de multiplicare

Inhibarea dezvoltirii radacinilor sub
actiunea citochininelor

Fig. 1.6. Efectul continutului de citochinine si auxine asupra proceselor de crestere si
morfogeneza din cultura in vitro

Aceastd teorie a generat numeroase studii, care descriu influenta regulatorilor de crestere

asupra morfogenezei plantelor dicotiledonate si monocotiledonate in cultura in vitro. Fitohormonii,
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fitoregulatorii sau substantele regulatoare de crestere sunt compusi organici utilizati in cantitati mici
cu rol de a stimula, inhiba sau controla procesele fiziologice de crestere si dezvoltare. Exista
fitohormoni endogeni, sintetizati de plante si fitohormoni exogeni sau de sinteza. Tesuturile in vitro
nu sunt capabile sa-si sintetizeze intreaga cantitate de fitohormoni care au nevoie, fiind necesara
adaugarea lor in mediul de cultura pentru a asigura o buna crestere a explantelor.

Auxinele — sunt sintetizate in partea aeriana a plantelor in muguri, frunze, fructe tinere si
mugurii florali de unde circula in toata planta. Sunt utilizate pentru reglarea proceselor de
morfogeneza alaturi de citochinine. Auxina naturala descoperita este AIA (acidul indolilacetic) care
se produce si prin sinteza pe cale industriala. Cele mai folosite auxine de sinteza sunt: IBA (acidul
3 indolil butiric); ANA (acidul naftilacetic); 2,4D (acidul 2,4 diclorfenoxiacetic); ANA (acidul beta
naftoxiacetic) [55, 75, 169, 305]. Actiunea auxinelor este foarte complexa datorita interactiunii pe
care 0 au cu alte substante regulatoare si interventiei asupra unor procese fiziologice. Rolul
auxinelor este de a: stimula diviziunea celulara, influenta alungirea celulelor prin marirea
plasticitatii peretelui celular si modifica permeabilitatea membranelor plasmatice pentru apa si ioni
care inhiba formarea embrionilor somatici in suspensiile celulare [70, 75, 168]. Cel mai des se
intrebuinteaza auxinele ANA si 2,4D care sunt mai stabile, nu se oxideaza in prezenta luminii.
Pentru inducerea, cresterea calusului si rizogeneza este utilizata 2,4D. La calus asigura friabilitate
mare usurand separarea calusului pentru cultura de suspensii celulare si in embriogeneza somatica
[182, 218, 223, 224].

Citochininele - sunt substante ce se gasesc in cantitati relativ ridicate in fructe si seminte, iar
ca structura au la baza adenina si un nucleu purinic. Prima citochinina izolata a fost chinetina,
experimentata cu succes la culturile in vitro. La scurt timp s-a sintetizat benzil aminopurina (BAP).
in prezent se folosesc pentru culturile de tesuturi patru citochinine dintre care doua naturale (2 iP si
zeatina) si doua de sinteza (chinetina si BAP) [132]. Efectul fiziologic al citochininelor consta in:
actionarea asupra diviziunii celulare alaturi de auxine; stimularea formarii mugurilor adventivi si de
calus; stimularea formarii lastarilor laterali; stimularea sintezei proteice si inhibarea formarii
radacinilor [11, 115, 177]. Biosinteza citochininelor endogene are loc in radacini si in embrioni, iar
migrarea este dependenta de cea a glucidelor. Sunt substante termostabile suportand usor
autoclavarea. Unii autorii au concluzionat ca fitohormonii orienteaza procesele de dezvoltare in
vitro. De exemplu, tipul de morfogeneza dintr-o culturd depinde de concentratiile auxinelor si
citochininelor si de raportul dintre aceste categorii de fitohormoni [54]. De asemenea, o valoare
mare a raportului auxind/citochinina favorizeaza rizogeneza, embriogeneza si calusogeneza, iar o
valoare mica - proliferarea mugurilor axilari i organogeneza, directa sau indirecta [173, 175,176].

Autorii au constatat cd, 1a unele specii horticole, lastarirea axilara este favorizata de prezenta auxinei
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in cantitati ce depasesc nivelul citochininei, formarea calusului fiind indusa numai de auxine [46,

140].

1.6. Particularitatile micropropagirii si inmultirea in vitro a speciei Lycium barbarum L.

Datorita importantei acestei culturi, in special al fructului, din punct de vedere nutritional este
important sa se asigure furnizarea continua a materialului saditor in decursul intregului an cu astfel
de produse pe piata de desfacere, ce poate fi sustinuta preponderent prin culturi intensive. Din aceste
considerente a crescut foarte mult interesul pentru culturile de tesuturi vegetale, tehnica ce este
considerata o metoda alternativa inmultirii plantelor prin metodele clasice (generative sau
vegetative). Pentru depasirea problemelor aparute in inmultirea clasica a arbustului goji, dupa
introducerea in cultura, o serie de autori au pus la punct diferite tehnici de microinmultire in vitro
precum: organogeneza directa [32, 35, 38, 64, 93] si organogeneza indirecta [61, 94, 155]

Procesul de micropropagare a speciilor genului Lycium pentru prima data a fost descris de
Ratushnyak si colab. (1997) obtinand cultura de protoplasti si folosind ca explante grauncioare de
polen [166, 230], care ulterior a fost practicat si completat prin numeroase cercetari de alti autori
[158]. in contextul studiilor analizate, putem mentiona ci, cercetarile s-au rezumat la stabilirea
metodologiei de microinmultire, folosind ca explante initiale meristeme din seminte, mugurii apicali
sau laterali si limb foliar. Alegerea cu grija a tipului de explant, naturii si a stadiului de dezvoltare
a acestuia este important, deoarece determina frecventa de inducere a calusului si tipul de
morfogeneza.

Cultura de tesuturi aplicata la arbustul goji s-a dovedit a fi o cale eficienta si rapida de obtinere
a materialului saditor si in R. Moldova [263]. Aceasta tehnica este utilizata in special cand materialul
biologic micropropagat este bine selectat si lipsit de virusuri [8, 265]. Micropropagarea arbustului
goji implica fragmentarea lastarilor proliferati din mugurii apicali si axilari. Lastarii se
inrddacineaza pe medii speciale nutritive de inducere a rizogenezei. Aceasta tehnica este o0 metoda
eficientd pentru proliferarea rapida si evita variatia somaclonala [9]. In literatura de specialitate
lucrarile privind multiplicarea in vitro la aceasta specie, prin procedee clasice de minibutasire prin
culturi de fragmente de lastari, sunt limitate. Totusi, lucrari stiintifice de multiplicare in vitro la
arbustul goji, au fost dezvoltate de cercetatori [30, 38, 60, 61, 93, 94, 134, 153, 155, 185] cu
aplicarea unui sir de medii nutritive in scopul optimizarii lor pentru declansarea procesului de
morfogeneza si calusogeneza.

Cercetarile efectuate prin organogeneza indirecta unde din calusul derivat din fragment de
lastar se obtin meristemoizi, care dau nastere la plantule noi. Cel mai eficient mediu pentru

multiplicarea lastarilor a fost mediu MS suplinit cu regulatorii de crestere BAP (0,3 mg/l) si 2,4D
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(0,3 mg/l). Pe acest mediu s-a observat o crestere de 100% a lastarilor. Insad cel mai eficient mediu
pentru cresterea numarului de lastari este mediu MS suplinit cu citochinina KIN. Dezvoltarea
rizogenezei (90%) (5 radacini la lastar) a fost observata pe mediu MS suplinit cu regulatorii de
crestere IBA (0,4 mg/1) si IAA (0,4 mg/1). Cel mai mic procentaj de regenerare s-a obtinut pe mediu
MS cu regulatorii de crestere KIN (0,4 mg/l) in combinatie cu IAA (0,2 mg/l) [154].

Organogeneza directa dupa Osman N. si Silvestri C. [155, 185] au pus la punct un protocol
eficient de micropropagare la soiul ’Ning Xia N1’ pe mediu MS solid si lichid suplinit cu regulatori
de crestere, in special BAP in diverse concentratii, de 0,5-3,0 mg/l si auxine (AIB sau ANA) in
concentratii mici, GAs si zaharoza 3%. Pentru inradacinare s-au testat de obicei medii nutritive cu
auxine sau fara regulatori de crestere obtinandu-se rate de multiplicare mari in medie 6,73 lastari /
explant cu 0 medie 7-9 noduri. inridacinarea ex vitro, efectuata prin fixarea intr-o solutie apoasi de
IBA 100 mg/L, este tehnica preferata pentru ca se obtine o ratd de inradacinare si aclimatizare inalta
[95]. Un alt mediu utilizat in special pentru cultivarea explantelor provenite din seminte de la Lycium
barbarum este mediul Gamborg (B5). Caracteristic pentru el este continutul mai redus de N,
microelemente ca Fe, Mn, Zn in comparatie cu MS, pe cand continutul de K este mai ridicat, ceea
ce duce la reglarea sporita a permeabilitatii membranelor celulare [13, 183].

Pentru cultivarea Lycium-ului in conditii in vitro au fost utilizate si alte medii ca: WPM (Lloyd
& McCown, 1980), LQ (Quoirin&Lepoivre, 1977), Nitsh (Nitsch&Nitsch, 1969), si DKW
(Driver&Kuniyuki, 1984), unde cel din urma suplimentat cu BAP 0,5 mg/l, s-au obtinut cele mai
bune rezultate comparativ cu celelalte medii bazale testate [185]. Protocoale eficiente de
multiplicare in vitro prin organogeneza directa au fost efectuate si de catre cercetatorii romani [62]
pe mediul Murashige & Skoog 1962. Concentratii diferite de BAP 0,2 si 0,5 mg/l, unde mediile au
fost gelificate cu 50 g/l amidon si pH ajustat la 5,8 au favorizat o rata inalta de multiplicare dupa un
ciclu de cultura de 2 luni cu un rezultat de 17 lastari/vas si 0 lungime de 3-4 cm. O alta metoda de
inradacinare in vitro, urmata de aclimatizarea ex vitro in hidrocultura prin flotatie sau inradacinarea
directa ex vitro, minibutasii rezultati s-au plantat in pastile Jiffy7 a lastarilor axilari regenerati din
faza de multiplicare, caz in care procentele de inradacinare sunt de peste 90 % [30, 63]. O deosebita
importanta trebuie acordatda momentului transferarii plantulelor din conditiile in vitro, in conditii
naturale de viatd, precum i modului in care se realizeazad aceasta trecere, respectiv realizarii unei
acomodari treptate a neoplantulelor, la conditiile mediului septic. Sansele de supravietuire sunt
determinate de pierderile prin transpiratie, datorita lipsei stratului de ceara si a activitatii aproape
inexistente a stomatelor [12, 174].

Anterior transferarii, plantulele trebuie calite la un regim de viata mai sarac in umiditate. S-a

observat ca reducerea umiditatii relative la 80% fatd de maximum cat este recomandat la unele
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specii, este suficienta pentru a asigura formarea stomatelor functionale si acoperirea cu un strat de
ceara pentru asigurarea reducerilor pierderilor de apa. Pentru etapa ex vitro cel mai des sunt utilizate
diferite tipuri de palete cu turba sau mixuri (perlit, sol de gazon, turba, vermiculit) utilizandu-se
individual sau amestecuri in diferite proportii [7]. Faza de ex vitro de obicei are loc in camere de
cultivare, sere. Examinand datele din literatura de specialitate putem conchide, ca studiul privind
elaborarea tehnologiei de micropropagare a unor soiuri de goji si studiul anatomic-biochimic in
conditiile pedoclimatice ale R. Moldova a produselor vegetale sunt de perspectiva si prezintd interes
si aplicabilitate pentru agricultura tarii noastre.

Obiectivul principal al acestor cercetari este, de a obtine material saditor de calitate prin
micropropagare ce va contribui la fortificarea genofondului GBNI (crearea colectiei cu arbusti
fructiferi), care ar contribui esential la valorificarea de noi surse de materie prima vegetala pentru

sectorul agro-alimentar.

1.6. Concluzii la capitolul 1

Analiza surselor de specialitate denota interesul fata de arbustul goji care devine tot mai
popular in calitate de aliment in ultimii ani la nivel national si international, astfel:

1. Cultivarea arbustului goji este eficienta, atat din punct de vedere alimentar, economic cat
si terapeutic. Fructul insumeaza numeroase proprietati terapeutice, datorita unui conginut bogat de
compusi biologic activi: polizaharide (6 tipuri de monozaharide), carotenoide, compusi
fenilpropanici, flavonoide, taninuri, vitamine (tiamina, riboflavina, acidul ascorbic), acizi organici
(citric, malic, fumaric), minerale (potasiu, magneziu, calciu, fier, fosfor);

2. Datorita multiplelor caracteristici goji prezinta un interes economic pentru R. Moldova,
fapt ce duce la necesitatea punerii in evidenta a particularitatilor de crestere dezvoltare si
multiplicare a speciei date, utilizand diverse metode si tehnici moderne, in special cultura in vitro;

3. Metodele traditionale de inmultire a acestei culturi nu sunt rentabile si efective, astfel apare
necesitatea aplicarii unor metode noi, moderne ce ar facilita si eficientiza acest proces. Sporirea
randamentului de obtinere a materialului saditor va fi posibil prin realizarea obiectivelor ce tin de
introducerea in cultura in vitro a speciei date, ce va permite dintr-un material biologic redus de a
capata numarul necesar de exemplare libere de agenti patogeni, intr-un timp relativ scurt;

4. In contextul studiilor analizate, se poate mentiona ca cercetirile initiate pentru prima dati
in R. Moldova vor contribui esential la valorificarea noilor surse de produse alimentare pentru

sectorul horticol cu caractere economice valoroase.
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2. OBIECTUL DE STUDIU SI METODELE DE CERCETARE

Activitatile experimentale realizate in scopul elaborarii tehnologiei eficiente de
micropropagare a speciei L. barbarum L. pentru producerea de material saditor si estimarea
particularitatilor morfologice a soiurilor cultivate au fost realizate in cadrul Laboratorului
Embriologie si Biotehnologie al Gradinii Botanice Nationale (Institut) ”Alexandru Ciubotaru”.

Investigatiile prin metode biochimice a taxonilor studiati, au fost realizate in Laboratoarele
Farmacognozie si Botanica farmaceutica, Universitatea de Stat de Medicina si Farmacie “Nicolae
Testemitanu” si Biochimia plantelor, Institutul de Genetica, Fiziologie si Protectia Plantelor, in
decursul anilor 2016-2019. Au fost aplicate protocoale standard, promovate de literatura de
specialitate, cu unele modificdri, fiind optimizate si perfectionate in functie de specificul
obiectivelor de studiu.

Cercetarile prezentate au fost realizate in cadrul proiectului institutional 15.817.02.26A
(2015-2019)” ,,Fundamentarea stiintifica privind elaborarea tehnologiilor de inmultire in vitro a
speciilor valoroase de interes economic pentru R. Moldova”, cu continuarea investigatiilor in
proiectul de cercetare si inovare din cadrul Programelor de Stat 2020-2023 (20.80009.7007.19)
»Introducerea si elaborarea tehnologiilor de cultivare conventionale si microclonale a speciilor de

plante lemnoase noi”.

2.1. Caracteristica materialului de cercetare

Obiectul de studiu, caracteristica generali. In calitate de material biologic au servit soiurile
de goji: "Ning Xia N1°, ’Erma’, ’New Big’, ’Amber Sweet’, ’Licurici’ si arbustii de L. barbarum L.
(catina de garduri) din flora spontand a R. Moldova. Cultivarele studiate prezintd urmatoarele
caracteristici:

=°Ning Xia N1’ - considerat cel mai productiv soi, obtinut de catre cercetatorii din China in
anul 2007. Arbust fara spini, cu crestere rapida/viguroasa intra in rod din primul an in care este
plantat fata de soiurile mai vechi care incep sa fie productive dupa 3-5 ani. Arbustii acestui soi sunt
mai rezistenti la boli si ddunatori si mai bine adaptati conditiilor aspre de mediu (soluri foarte
alcaline cu un pH > 9, episoade de secetd sau udare excesivd) fatd de cultivarele mai vechi, lastari
lungi (3-4 m). Productia pentru arbustii de 3 ani este de 11,8 t/ha de fructe proaspete cu greutate
medie de 1,29 g [96];

=’Erma’ - soi de goji, omologat in 2017 de catre cercetdtorii din Romania, Statiunea de

Cercetare Horticold Cluj-Napoca. Fructele sunt rosii, sferice, cu dimensiuni de 0,8-1,2 cm in

lungime si 0,6-1 cm in diametru [316];
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= ’New Big’ — soi obtinut in Polonia, anul 2013, cu fructe mari alungite de culoare rosu-intens,
diametru 1 c¢cm, pana la 2 cm lungime, mai dulci decat alte soiuri. Fructifica in iulie-noiembrie.
Necesita suporturi de sustinere ale plantei. Inaltimea atinge de la 2,5 m pana la 3 m. Prefera locuri
insorite, rezistent la inghet. Acesta se caracterizeaza prin fructe de marime mare, foarte pretabile
uscarii [315];

=>Amber Sweet’ - cultivar nou, obtinut de citre cercetitorii Centrul de Cercetare (Zrodto
Dobrych Pnaczy) in Polonia 2016. Fructele sunt de culoare galben chihlimbar, diametru 1,5 si
lungimea 2-2,5 cm. Planta incepe sa dea roada dupa 2-3 ani de la plantare. Maturarea fructelor din
august pana in noiembrie. Inflorire in iunie-august. Poate fi cultivat fard suporturi. Creste destul de
repede, atinge o inaltime de 2-2,5 m. Are 0 crestere anuala de 0,5-1 m. Prefera locurile insorite.
Soiul este rezistent la inghet [312, 314];

= Licurici’ - soi ameliorat de catre cercetatorii stiintifici, in cadrul Laboratorului de
Embriologie si Biotehnologie al GBNI. Fructele sunt rosii - portocalii, oblonge sau cilindrice cu
dimensiuni de 1,8-2 cm in lungime si 7-9 mm in diametru. Carnoase si dulci, fructele acestui cultivar
se preteaza foarte bine consumului 1n stare proaspata.

Soiurile de goji utilizate in cercetarile la nivel biotehnologic, fenologic, histologic si biochimic
au fost grupate dupa cum urmeaza:

e cercetdrile de micropropagare in vitro, aclimatizarea materialului vegetal, pentru soiurile:
"Ning Xia N1°, ’Erma’, ’New Big’, ’Amber Sweet’ si ’Licurici’;

e madsurdtori fenologice/biometrice cu privire la: cresterea in inaltime a plantelor, lungimea,
numarul lastarilor si numarul total de frunze pe planta de pe lotul experimental al GBNI cu
soiurile de goji *Ning Xia N1°, ’Erma’ si ’Licurici’;

e studiu fitochimic si anatomic a soiurilor cultivate 'Ning Xia N1°, ’Erma’ si ’Licurici’
comparativ cu frunzele si fructele plantei din flora spontand;

e analize statistice de prelucrarea datelor.

2.2. Metode de cercetare
In continuare sunt descrise pe scurt metodele aplicate atit in micropropagarea si
microclonarea soiurilor de goji cat si stabilirea particularitatilor de crestere si dezvoltare a lor in

conditiile R. Moldova, care sunt dependente si difera in functie de scopul fiecarei etape de studiu.
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Metode biotehnologice

Metodele ce pot fi utilizate in scopul multiplicarii in vitro la specia L. barbarum L. sunt
numeroase §i variate, atat din punct de vedere al obiectului de studiu, cat si in ceea ce priveste
complexitatea tehnica si metodologica.

Tehnici de sterilizare a veselei, mediilor de culturi si materialului vegetal. Asepsia
perfecta atat a materialului biologic cat si a mediului de cultura se desfasoara in cinci zone distincte:
de preparare a mediilor nutritive, de inoculare a explantelor, de micropropagare si microbutasire, de
crestere a culturilor in Vvitro si zona de aclimatizare a plantelor obtinute prin culturi in vitro [247].

Sterilizarea veselei si mediilor de culturd. Asepsia inventarului, incadperilor, boxelor,
echipamentului, este o conditie obligatorie a reusitei unei cultivari in vitro [206]. Nerespectarea
asepsiei duce la creearea unui mediu favorabil pentru dezvoltarea diferitor microorganisme ca:
ciuperci, bacterii s.a. Astfel, apare necesitatea de a introduce anumite mijloace de sterilizare. In
dependenta de obiectul sterilizat procedura s-a efectuat utilizand:

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

o 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;

o sterilizarea cu ajutorul compusilor chimici de diferita naturd si la o anumita durata de timp
(sterilizarea materialului initial);

e sterilizarea cu ajutorul razelor UV, necesara pentru nisd cu aer laminat si incaperea asepticd
unde se deruleaza activitatea de inoculare si transfer a materialului vegetativ.

In calitate de vase s-au utilizat: vase de sticld cu volumul de 50 ml, retorte conice, eprubete
biologice cu baza plata/rotunda si cutii Petri. Pentru pregatirea propriu-zisa a mediilor s-a folosit:
baloane Erlenmeyer, Bunzen, cilindre, baloane si pahare cotate, pipete. Vasele chimic spalate s-au
trecut prin apa distilata si s-au sterilizat prin expunerea la aer uscat fierbinte, la temperatura 180°C
timp de 2-3 ore in etuva. Mediile de cultura sunt repartizate in vase, acoperite cu foliole de aluminiu
si se autoclaveaza la 120°C timp de 15-20 min [247].

Sterilizarea incdperii aseptice si a hotei. Timp de 2-3 ore, perimetrul din zona aseptica si
inclusiv zonele de acces a fost sterilizat prin iradiere cu radiatie UV. Paralel s-a efectuat si
sterilizarea imbricimintei si a instrumentelor de lucru amplasate in interiorul boxei. In cazul
transferului materialului prin intermediul hotei, sterilizarea s-a efectuat cu raze ultraviolete timp de

1 ord minimum si apoi s-a dezinfectat toata suprafata cu alcool etilic de 96%.
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Sterilizarea instrumentelor de lucru si mediului de culturd. Dupa o sterilizare prealabila in
etuva timp de 2 ore si o prelucrare cu raze UV, instrumentele sunt supuse altei proceduri. Inainte de
a Incepe lucru si nemijlocit in procesul de desfasurare a activitdtilor de inoculare, de transfer
sterilizarea s-a realizat prin flambare repetata la flacara spirtierii, ori de cate ori se finalizeaza o
actiune si incepe alta. Imersarea s-a facut in alcool de 95% [303, 308].

Mediul de cultur se sterilizeaza la presiunea de 0,75-1 atm, temperatura 110-120 °C in decurs
de 15 minute pentru eprubete si retortemici de 25-50 ml. La sterilizarea mediului presiunea din
autoclav nu trebuie de marit mai mult de 1 atm, pentru ca poate duce la distrugerea glucidelor si altor
componenti termolabili ai mediului. Mediul de cultura se sterilizeaza 1n aparatul Vapormatic 770 sau
prin fierbere la 121 ° C in decurs de 20 minute. In autoclav nu se recomandi de a diminua brusc
presiunea, mai bine zis nu trebuie de deschis robinetul in intregime, deoarece asta poate duce la
fierberea mediului de cultura, udarea dopurilor, iar uneori si la aruncarea lichidului din eprubete si
baloane din cauza shimbarii bruste a presiunii. Dopurile pentru eprubete si baloane cu mediu sunt
autoclavate din timp. Nu s-au folosit dopuri de cauciuc, care pot duce la asfixierea tesutului [240].

Sterilizarea materialului vegetal. Materialul biologic utilizat pentru micropropagarea soiurilor
de goji in cultura in vitro a constituit meristemele apicale, meristeme apicale ale lastarilor laterali,
deoarece prezintd cea mai mica ratd de infectare cu agenti patogeni, si fragmente de limb foliar si
petiol.

Toti inoculii au provenit de la plantele din teren deschis care ulterior au fost sterilizate conform
metodelor optimizate in laboratorul de Embriologie si Biotehnologie al GBNI si metodelor descrise
in literatura de specialitate [245, 247, 268]. Pentru obtinerea unor plantule viguroase in cultura in vitro
explantul prelevat trebuie sa fie caracterizat printr-un anumit echilibru biochimic, planta donor sa fie
in stare fiziologica buna (fara boli si daunatori) [264].

Compozitia si prepararea mediilor de culturi. Pentru cultivarea speciei L. barbarum L. in
vitro s-au testat mai multe medii de cultivare. in acest scop au fost testate urmitoarele tipuri de
medii nutritive pentru: initierea culturii; micropropagarea; obtinerea organogenezei din calus si
mediu pentru initierea rizogenezei (Tabelul. 2.1). Procesele de dezvoltare a plantei in cultura in vitro
sunt dirijate in special de regulatorii de crestere utilizati in mediu.

In dependenti de concentratia auxinelor si a citochininelor precum si a raportului dintre aceste
categorii de hormoni depinde tipul de morfogeneza obtinut. Favorizarea procesului de organogeneza
fie directd sau indirecta are loc in cazul continutului scdzut de auxine, pe cand calusogeneza,
rizogeneza s-a obtinut prin marirea continutului de auxine si micsorarea de citochinine [246].

Pornind de la faptele mentionate mai sus, au fost testate un sir de medii nutritive, care se

deosebesc dupa raportul auxind/citochinina.
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Tabelul 2.1. Medii suplinite cu regulatori de crestere utilizate pentru inducerea

morfogenezei
Etapele culturii in Mediu de baza, Regulatori de crestere, Tipul de explant
vitro 100% (mg/l) utilizat
Initierea culturii MS modificat, BAP-0,1;0,2 meristem apical
agarizat meristem apical cu
B5 modificat, primordii foliare
agarizat
Mediul pentru MS, agarizat Citochinine: BAP - 0,5; 0,7;  fragment apical
micropropagare Kin-0,3; 0,5. fragment bazal
Mediul pentru Auxina: 2,4D-0,1; 0,3 fragmente de frunza;
obtinerea masei MS, agarizat Citochinene: BAP - 0,2; 0,4; fragmente de petiol.
calusare
Mediul pentru Giberilina: GA3 - 0,1 fragment apical
stimularea alungirii MS, agarizat Auxine: AIB - 0,1 fragment bazal
lastarului si rizogeneza MS, lichid ANA -0,1
AIA-0,1

Pentru procesele de morfogeneza si organogeneza a plantelor, mediul de baza utilizat in
cultura in vitro este Murashige Skoog 1962. Acest mediu se caracterizeaza printr-O concentratie
ridicata de saruri [298, 300].

Compozitia mediului. Una dintre cele mai importante etape ale acestei tehnologii consta in
alegerea si prepararea mediului de cultura adecvat. Mediul de culturd contine componente esentiale:
compusi anorganici (apa, saruri anorganice), compusi organici, sursa de carbon organic, surse de
azot organic, vitamine, fitohormoni si agent de gelificare (agar). In procesul de organogenezi
continutul de auxine trebuie sd fie mai scazut decat cel de citochinine, pe cand pentru calusogeneza
si rizogeneza se mareste continutul de auxine si scade cel de citochinine [296, 298]. Astfel, in
dependenta de scopul propus au fost utilizate mediile descrise in Tabelul 2.2.

Prepararea mediilor nutritive. Pentru evitarea erorilor de aplicare a cantitatilor sau masurare,
in cazul substantelor care intrd in componenta mediilor de culturd in concentratii de ordinul uM sau
MM, se utilizeaza solutii stoc corespunzatoare fiecarei mari grupe de substante.

Dintre acestea, au fost realizate solutie stoc de: macroelemente, microelemente, chelat de fier,
vitamine, aminoacizi si hormoni. Solutiile-stoc au fost pregatite prin dizolvarea substantelor chimice
in apa distilatd care se pastreaza in sticle ermetic inchise, la intuneric si temperatura de +5°C. Se
adauga zaharoza, cantitdtile corespunzdtoare din solutiile-stoc si se aduce totul la volumul necesar
cu apa distilata.

Se ajusteaza pH-ul mediului 5,6-5,8, inainte de autoclavare, cu solutie de NaOH 0,1 N. Se
adauga agar 5 g/l. Se sterilizeaza la 121°C timp de 15-25 minute, in functie de volumul vasului

utilizat. Mediul se autoclaveaza direct in vasele de cultura [246].
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Tabelul 2.2. Componenta chimica a mediului Murashige Skoog (MS) si Gamborg (B5) [196]

Ingrediente Cantitatea (mg/I
Macroelemente (mg/l) MS B5
MgSO4x7H.0 Sulfat de magneziu 370 250
CaClx2 H.0 Clorura de calciu 440 150
KNO; Azotat de potasiu 1900 2500
NHsNO3 Azotat de amoniu 1650 -
KH2PO4 Ortofosfat de monopotasiu 170 -
Microelemente (mg/l)
FeSO4x 7H,0 Sulfat feros 27,8 -
Na,EDTAx2 H.O NaEDTA 37,3 -
MnSO4x 4H,0 Sulfat de mangan 22,3 -
Kl Iodura de potasiu 0,83 0,75
CoClx 6H,0 Clorura de cobalt 0,025 0,025
ZnSO4x 7H,.0 Sulfat de zinc 8,6 2.0
CuSO4x 5H,0 Sulfat de cupru 0,025 0,25
HsBO; Acid boric 6,2 3,0
Na:MoO;x 2H,0 Molibdat de natriu 0,25 0,25
Constituienti organici (mg/l)
CsH1206 Mio-inositol 100 100
CeHsNO> Acid nicotinic (niacind vitamina B3) 0,5 0,1
CsgH1:NO3z; HCI Pirodoxina HCI (vitamina B6) 0,5 1,0
C12H17CIN4OS HCI Tiamind HCI (vitamina B1) 0,1 3,0
C2HsNO; Glicina 2 -
C12H201; Zahar alimentar 30000 30000

Mentinerea culturii de Lycium barbarum L. in conditii in vitro. In timpul dezvoltarii
proceselor de morfogeneza, calusogeneza si rizogeneza au fost efectuate cercetari asupra factorilor
ce influenteaza dezvoltarea plantei goji.

Mentinerea calusului in culturd, respectiv multiplicarea acestuia cu mentinerea celulelor
viabile si totipotentei, necesita transferarea si subcultivarea pe medii proaspete. Astfel, periodic, la
intervalul de circa patru saptamani, calusul si plantulele au fost fragmentate si subcultivate pe medii
proaspete. Fragmentarea calusului consta in divizarea inoculului si inlaturarea partilor necrotizate.
Pentru a testa cresterea calusului si mentinerea lui in cultura in vitro, a fost initiat un nou experiment,
care a constat din pasarea calusului pe trei variante de medii. Aceasta procedura s-a efectuat periodic
la 3-4 saptamani. In timpul desfasurarii experientelor au fost efectuate 5 pasaje. Au fost realizate
observatii asupra proceselor declansate in perioada mentionata, fiind determinati factorii, care au
influentat calusogeneza si morfogeneza. Astfel, au fost inregistrati urmatorii indici:

« explantele cultivate pe mediile de cultura;
« explantele cu raspuns calusogenetic pozitiv;
« explante cu raspuns morfogenetic;

« frecventa calusogenezei, determinata dupa numarul de explante ce au format calus;
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« frecventa organogenezei, estimata ca numarul explantelor ce au initiat calus raportat la
numarul explantelor.

Regenerantii obtinuti au fost decupati de la suprafata calusului si transferati pe medii pentru
inradacinare. Pentru inducerea formarii lastarilor multipli, calusul morfogenetic obtinut din
segmentele nodale a fost transferat pe mediul MS suplimentat cu concentratii variate in combinatie
cu acidul ANA, in concentratie de 0,5 mg/l. Concentratia de zaharoza utilizata a fost de 30%.

Transferul vitroplantulelor din conditiile in vitro in ex vitro. in conditii ex vitro au fost
transferate plantule cu radacini deja dezvoltate precum si plante cu calus. Pentru transferul ex vitro
au fost pregatite 2 tipuri de substrat: perlit si sol de gazon+turba (2:1). Solul, perlitul si turba au fost
sterilizate si autoclavate la presiunea de 210 bar, timp de 90 minute, la temperatura de 121°C in
termostatul Systec DB - 150. Plantulele transferate pe mediul agarizat, au fost, cu atentie, spalate cu
un get de apa pentru a inlatura agarul. Toate plantele, cat si substraturile, au fost Sterilizate cu solutie
de KMnO4. Containerele in partea de jos sunt gaurite pentru a se scurge in afara excesul de apa.
Fiecare container a fost acoperit cu folie transparenta perforatd de polietilena cu mentinerea
temperaturii in ceata dispersati de 22-25 °C. Plantele dupi necesitate au fost umezite si aerisite.

Cand plantele au Inceput sa initieze lastari folia de polietilena a fost Inlaturata, iar plantele au
fost plantate in ghivece. Substratul din ghivece a fost format din sol de gazontturba+nisip
(1:1:0,25). Plantele au fost transferate in sera pentru adaptare iar dupa etapa de aclimatizare au fost
plantate in teren deschis experimental. Ulterior au fost efectuate cercetari biometrice asupra
plantelor din teren deschis, de un an si in anul 1T de vegetatie.

infiintarea minicolectiei de arbusti goji. In scopul de a diversifica colectia arbustilor
fructiferi cu cele mai valoroase si productive soiuri, in toamna anului 2016 ulterior completata
primavara in anul 2017, s-a plantat soiurile de goji precum *Ning Xia N1°, ’Erma’ si ’Licurici’ pe
lotul experimental al GBNI.

Infiintarea minicolectiei de goji a fost initiatd cu selectarea terenului spre directia nord-sud
pentru crearea unui regim favorabil de iluminare si aerisire a lotului.

Pregatirea solului si plantarea. Plantele obtinute in vitro, nu au fost tratamente fitosanitare,
iar pe sol nu au fost aplicate substante fertilizatoare. Singurele lucrari efectuate au fost cele de
intretinere periodicd a terenului (combaterea buruienilor prin plivit si prasit). Materialul saditor,
obtinut din vitroculturi, a fost de 1-2 ani, cu tulpina de 40-45 cm si radacini bine dezvoltate si
sanatoase. Distantele de plantare sunt de 2 m intre randurile de plante si de 1,5 m intre plantele de

pe rand (Figura 2.1).
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Fig. 2.1. Schema amplasarii soiurilor de goji in GBNI
Plantarea s-a efectuat in teren pregatit (arat, discuit), in gropi de 40/40/40 cm. Adancimea
plantarii se stabileste astfel ca solul sa acopere numai partea tulpinii care a fost in sol anterior. Dupa
plantare, solul s-a udat cu 3-5 1 de apa la fiecare planta pe perioada lunilor de vara. Pentru sustinerea

plantelor, tulpinile au fost leagate pe suporturi de lemn cu indltime de 2,5m.

Metode biometrice
Caracteristicile biometrice in cultura in vitro au fost studiate prin indicii: numarul lastarilor
proliferati din meristeme apicale, masa calusara si indltimea plantulelor regenerate, iar studiul
biometric al plantelor in terenul experimental a fost realizat in perioada de vegetatie 2016-2019
conform a 4 parametri morfologici: inaltimea plantelor, numarul de ramuri pe plantd, lungimea
ramurilor pe planta si numarul de frunze pe planta [307].
Masurarile liniare au fost efectuate cu rigla.
Metode microscopice de cercetare
Pentru examinarea la microscopul optic, au fost preparate sectiuni transversale semifine si fine
ale frunzelor de L. barbarum L. spontan si soiurile cultivate pe preparate superficiale din material
(frunze) javelizat prin metode standard de incluzionare a materialului biologic fixat pe lame port-
obiect [250, 258]. Pregatirea sectiunilor transversal includ urmatoarele procesele de:
1. plasare intre doua jumatati ale maduvei de soc a fragmentului zonei mediane al
laminei frunzei de 15-20 mm;
2. sectionari succesive cu lama, deasupra unui vas cu apa distilatd;
3. colectarea celor mai fine sectiuni si fixate pe lame port-obiect acoperite cu lamele
uscate §i curate;
4. examinarea preparatului astfel pregatit la microscop.
Preparatele superficiale din material javelizat cu solutie NaOH 3% sau cloralhidrat, care
patrunde usor in tesuturi, inlatura aerul, ulterior induce umflarea granulele de amidon si se extind.

Clorofilele si substantele albuminoase se distrug, iar tesuturile colorate devin mai deschise,
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cristalele raman fara schimbari [252]. Uleiurile grase si volatile se contopesc in picaturi mari, si
treptat se dizolva. Pregatirea preparatelor includ urmatoarele etape:

1. fierberea frunzelor uscate sau proaspete timp de 5-7 ore, astfel fiind supuse procedurii
de diferentiere a tesuturilor in solutia de NaOH 3% sau cloralhidrat conform
metodicii;

2. fixarea pe lame port-obiect acoperite cu lamele uscate si curate;

3. examinarea preparatului la microscop.

Preparatele microscopice au fost provizorii. Examinarea micropreparatelor a fost realizata la
microscopul optic binocular Optica Microscopes (Italia) cu camera digitala de fotografiat, cuplat la
calculator. Masuratorile au fost efectuate pe sectiuni transversale cu puterea de marire a obiectivului
x10, x40, cuplat la camera digitala la calculator. Examenul microscopic a fost realizat in laboratorul

de Embriologie si Biotehnologie al Gradinii Botanice Nationala (Institut) ,,Alexandru Ciubotaru”.

Metode biochimice

in calitate de produs vegetal au servit partile aeriene (frunze si fructe) de L. barbarum L. din
flora spontana si cultivata, recoltate in perioada de fructificare in stare proaspata sau uscate in mod
natural. Astfel, identificarea calitativa al flavonoidelor a fost efectuata prin reactii chimice specifice
(solutie de amoniac, acid sulfuric concentrat, solutie de acetat de plumb bazic 25%, solutie de 1%
de vanilina in acid clorhidric concentrat, acid clorhidric si zinc) [256, 276]. Taninurile au fost
identificate prin reactii analitice de colorare si sedimentare (solutie de gelatina 1 %, solutie de alauni
de fier si amoniu, solutie acid acetic 10% si acetat de plumb de 10%, solutie de clorura de aluminiu
si cristale de nitrat de sodiu si acid clorhidric 0,1n) [245, 248].

Analiza cantitativa a flavonoidelor si taninurilor a fost efectuata prin spectrofotometrie (SM).
Ulterior, s-au analizat caracteristicile biochimice ale fructelor spontane si cultivate (continutul
procentual de zahar total, aciditate si vitamina C) prin metode de spectrofotometrie si titrimetrie.

Determinarea calitativa si cantitativa a flavonoidelor. Flavonoidele reprezinta un grup de
substante chimice de origine vegetala inrudite, derivati ai 2-fenilbenzopiranului (flavonului) sau 3-
fenilbenzopiranului (izoflavonului), avand la baza scheletul Cs-C3-Ce. Ele constituie o mare parte
din pigmentii naturali, care asigura culoarea organelor vegetale [249, 251]. Pentru efectuarea
studiului calitativ din produsul vegetal se pregateste un extract alcoolic. Flavonoidele sunt foarte
diverse si frecvent sunt prezente ca agliconi sau formd heterozidica, partea glucidica fiind
reprezentatd prin glucoza, ramnoza, arabinoza, galactoza, xiloza, acid glucuronic etc. In fructele de

goji, flavonoidele se intalnesc si ca dimeri reprezentand biflavonoide cu insusiri farmacologice

[100].
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Studiul calitativ si cantitativ se bazeaza pe caracteristicile fizico-chimice ale flavonoidelor,
care chimic sunt destul de labile. Prin urmare reprezinta substante solide, cristalizate, colorate in
nuante vii de 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 accentueaz si se deplaseaza spre oranj. In cazul antocianilor, colorarea se
produce prin alt mecanism, formarea de legaturi cu acizii si bazele, in plus, se mai formeaza un
sistem continuu de duble legaturi conjugate, alaturi de legatura chinonica [18, 276].

Determinarea calitativa a flavonoidelor a fost efectuatd in baza extractelor hidroalcoolice.
Pentru obtinerea extractului a fost maruntit 1 g de material biologic (frunze si fructe), s-a plasat intr-
un balon cotat de 25 ml, apoi s-a adaugat 10 ml de alcool etilic. Balonul s-a unit cu refrigerentul
ascendent si s-a incalzit la baia de apa 10 minute din momentul fierberii alcoolului in balon. Solutia
extractiva calda s-a filtrate. Apoi s-a recurs la efectuarea reactiilor de identificare chimice specifice
cu: amoniac, acid sulfuric concentrat, solutie de acetat de plumb bazic 25%, solutie de 1% de
vanilina in acid clorhidric concentrat, acid clorhidric si zinc [266].

Studiul cantitativ in extractele din produsele vegetale de L. barbarum cultivat si flora spontana
s-a realizat conform recomandarilor metodice de specialitate [246, 252, 276]. Pentru aceasta a fost
obtinut extractul hidro-alcoolic din frunzele si fructele analizate. Pentru realizarea scopului propus
am avut nevoie de pregatirea extractului. Aproximativ 1 g de produs vegetal (proba exactd) maruntit
s-a plasat intr-un balon conic cu capacitatea de 100 ml, s-a adaugat 50 ml alcool etilic de 70%.
Balonul conic s-a unit la refrigerent si s-a incélzit pe baia de apa fierbinte (fierbere moderata) timp
de 90 minute. Dupa aceasta balonul a fost lasat sa se raceasca pana la temperatura camerei, s-a
cantdrit, s-a adaugat alcool pana la masa initiala. Extractia s-a filtrat prin vata si a fost lasata sa se
raceasca timp de 30 minute (solutia ).

Din acest amestec s-a luat 10 ml de extras obtinut din produsul vegetal si s-a turnat intr-un
balon cu capacitatea de 25 ml si s-a adus la cota cu alcool etilic 50%, solutia s-a agitat 2-3 min, iar
dupa omogenizare s-a lasat in repaus 10 minute. Filtrarea s-a efectuat prin hartia de filtru (solutia
I1). Urmatorul amestec (solutia 111) s-a adaugat un volum 5 ml solutia II intr-un balon de 25 ml si s-
a adus la cota cu 5 ml de acetat de sodium, 3 ml de clorura de aluminiu si alcool etilic, s-a agitat
pana la omogenizare. Rezultatele (absorbanta solutiei de rutozida) au fost citite cu ajutorul
spectrofotometrului la o lungime de undi de 430 nm pentru solutia III. In calitate de lichid de
compensare s-au utilizat 5 ml de solutie II, 8 ml de apa distilata si alcool etilic de 50%. Linia etalon
pentru rutozida 0,1 g/I 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 clorura de aluminiu (Figura 2.2).
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Fig. 2.2 Curba de calibrare cu valorile absorbantei si concentratiile de rutozida pentru
dozarea flavonoidelor in extractele vegetal
Pentru determinarea concentratiei sumei de flavonoide, in probele analizate s-au efectuat

- ) 10
calcule conform urmatoarei formule: C=hx- 10'%

Unde: x-valoarea corespunzatoare absorbantei la lungimea de unda 430 nm;
a-masa produsului vegetal luat pentru analiza.
Continutul total flavonoidic a fost calculat in baza ecuatiei obtinute prin linia etalon pentru rutozida.
Determinarea calitativi si cantitativi a substantelor tanante. Principiul metodei de
identificare a taninurilor se bazeaza pe reactia chimica calitativa de identificare (cu gelatina, alauni
de Fe si amoniu, solutie acid acetic si a acetatului de Pb, solutie de clorurd de aluminiu cristale
NaNOz si HCI si a fost aplicata conform metodelor [260, 276]. Pentru prepararea solutiilor in
efectuarea analizei reactiilor calitative din produsul vegetal se pregateste un extract apos. La 1 g de
produs vegetal maruntit se adauga 100 ml de apa. Se incalzeste la baia de apa 20-30 minute, se
strecoara prin vata, iar extractul obtinut se foloseste la efectuarea reactiilor calitative.
Determinarea cantitativa a substantelor tanante s-a efectuat prin 3 metode, principiul metodei
include 2 solutii. Pentru determinarea cantitativa a substantelor tanante s-a luat 1,0 g produs vegetal
in 100 ml apa clocotita si s-a fiert pe baia de apa timp de 30 minute. Apoi, dupa racire s-a filtrat intr-
un balon cotat de 100 ml prin hartie de filtru, asfel, s-a obtinut solutia 1.
Solutia 2 - la 1,0 g de material biologic maruntit s-a adaugat 10 ml de etanol, s-a extras la
reflux timp de 10 minute, s-a filtrat prin hartia de filtru.

Dozarea prin metoda titrimetrica (I metoda). Pentru dozarea prin metoda titrimetrica s-au luat

intr-un balon de 2,5 ml din extractul obtinut (sol. 1), 187,6 ml apa distilatda si 6,2 ml acid

indigosulfonic. S-a titrat cu solutie de permanganat de potasiu 0,1 M péna la virajul culorii din

X = (V=V1)0,004157%100%100%100

albastru in galben-auriu. Formula de calcul:
mxV3+(100—w)

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 exactd a produsului vegetal, g;
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V3 — volumul extractului luat pentru titrare, ml.

Dozarea prin metoda permanganatometricd (Il metodd) Intr-un balon, s-au luat 20 ml din sol.

1 si s-a adaugat gelatina 1% in clorura de sodiu de 10%, precipitand substantele tanante. Apoi s-a
filtrat prin filtru de hartie intr-un balon cotat.

Pentru titrare s-a luat 2,5 ml solutie preparata, 187,5 ml apa distilata si 6,2 de acid
indigosulfonic. S-a titrat cu permanganat de potasiu 0,1 N, la agitare intensa, pana la culoarea galben
— aurie stabila.

Formula de calcul: x = x1 — x2

unde: x1 — cantitatea totala de polifenoli; X2 — cantitatea altor substante.

Dozarea prin metoda spectrofotometrica (11l metoda). Din extractul obtinut (x) s-au luat 5 ml

de extract si s-a introdus intr-un balon cotat de 50 ml. S-a adus pana la cota cu alcool etilic de 70 %,
obtinind solutia 1. Intr-un balon cotat de 25 ml s-a luat 2,5 ml de solutia 1. Apoi s-a masurat

absorbanta solutiei 2 la spectrofotometru la lungimea de unda 275 nm. Rezultatele s-au calculat

_ Dx*Mst*100%50%25%2,5x100
- DstxMx*5%2,5¥50%100

dupa formula:

in care: Mst — masa taninei, g;

Mx — masa produsului vegetal, g;

Dst — densitatea optica a taninei;

Dx — densitatea optica a solutiei de analizat.

Determinarea cantitativi a acidului ascorbic (vitamina C). Principiul metodei se bazeaza pe
proprietatea lui de a reduce 2,6-diclorfenoindofenol in mediu alcalin unde are culoarea albastra, in
mediu acid unde are o culoare rosie, iar la reducere se decoloreaza. Reducerea are loc la
interactiunea cu acidul ascorbic. Pentru analiza cantitativd se pregdteste un extract dupd cum
urmeaza: la 2,5 g de produs vegetal se adauga treptat 75 ml de apa distilata. Se macereaza 10 minute,
apoi se amestecd, se centrifugheazi si se filtreza. Intr-un balon conic de 50 ml se adaugi 1 ml de
solutie de 2% de acid clorhidric apoi 1 ml extract obtinut si 13 ml apd. Se titreazd din microbiureta
cusolutie de 0,001 N de 2,6 - diclorfenolindofenolat de sodiu pana la aparitia culorii roz care persista
0,5-1 min. Titrarea se face cel mult 2 min. In cazul culorii intensive ale centrifugatului sau
afiltratului ori a continutului sporit de acid ascorbic (2,6-diclorfenolindofenolat de sodiu se cheltuie
peste 2 ml) determinat prin titrarea de proba, ele se dilueaza inainte de titrare de 2 si mai multe ori
[275, 276].

Pentru 1 ml de solutie 0,001 N de 2,6 - diclorfenolindofenolat de sodiu corespunde 0,000088

g de acid ascorbic. Continutul procentual al acidului ascorbic (x) 1n raport cu produsul vegetal uscat

_V-F-0.000088-V1-100-100
m-V2-(100-w)

se calculeaza dupa formula:
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V' = volumul solutiei de 0,001 N de 2,6-diclorfenolindofenolat de sodiu care s-a consumat la
titrare, ml;

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

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

m- masa probei de produs vegetal luata pentru analiza, g;

V> —volumul extractului luat pentru titrare, ml;

W — pierderea prin masa a produsului vegetal la uscare, %.

Determinarea aciditditii totale titrabild. Metoda se bazeaza pe titrarea solutiei de testare cu o
solutie standard de 0,1 N hidroxid de sodiu in prezenta fenolftaleinei [320].

S-a omogenizat 5 grame de material vegetal cu o cantitate mica de apa cu temperatura pana la
80°C. Masa micinata s-a transferat intr-un balon de 100 ml, volumul extractului s-a adus la coti cu
de 50 ml apa distilata fierbinte si a fost lasat timp de 1 orad pe baie de apa la 80°C cu agitare constanta.
Dupa timpul specificat, extractul s-a racit si filtrat printr-o palnie Schott. Extractul este transferat
cantitativ intr-un balon volumetric, volumul este ajustat la 50 ml cu apa distilata. Dupa omogenizare,
din acest amestic s-au luat 20 ml solutie intr-un balon conic pentru titrare, s-a adaugat 100 pul solutie
de 1% de fenolftaleina si s-a titrat cu o solutie de hidroxid de sodiu 0,1 N, cu agitare continua pana
cand se obtine o culoare roz care nu dispare timp de 30 secunde. Concentratia acidului citric, g/l
este determinatd de formula:

(X)=(V1*C*M)/\VO

Unde: Vo - este volumul esantionului de proba prelevat pentru titrare, 20 ml;

V1 - volum de solutie de hidroxid de sodiu, care a mers la titrare, ml;

V2 — volumul la care s-a adus esantionul, ml;

C concentratia exacta de hidroxid de sodiu, (0,1 g/mol);

m - greutatea probei, gr;

M - masa molara a acidului citric = 64,0.

Fractia In masa a acizilor titrati calculata pe acid tartric, malic sau citric,

% - este determinatd dupa formula: X1=((V1*V2*C*M)/(m*Vy))*0,1.

Determinarea continutul de zahar total %. Pentru a determina continutul de zahar total s-a
pregatit o solutie de 15% glicerat de cupru. S-au luat 1,0 ml de extract filtrat intr-o eprubeta, s-au
adaugat 10 ml glicerat de cupru, s-a agitat si s-a incélzit intr-o baie de apa la 70°C timp de 6 minute.
Apoi tubul este racit in apa rece si este introdus un lichid limpede in cuva pentru a determina
densitatea optica a solutiei. Cantitatea de zaharuri reducatoare din obiectul de testare (A,%) este
calculata dupa formula: A=(c*V*100%)/(m*1000)

unde: C - este continutul de zahar, gasit din curba de calibrare;
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V - este volumul hotei obtinute din proba;

m - este masa probei in grame.

Densitatea optica a solutiilor cercetate este determinata spectrofotometric la o lungime de
unda de 582 nm [321].

Prelucrarea statistica a datelor experimentale. Rezultatele obtinute au fost prelucrate
statistic prin calcularea urmatorilor parametri: media aritmetica (X), dispersia (s 2 ), abaterea
standard (SD), eroarea mediei (sX), coeficientul de variatie (CV, %). Toate datele sunt prezentate ca
medie + eroarea standard a mediei [301]. Rezultatele experimentale fiind prelucrate cu utilizarea
pachetului de programe a testului ANOVA, urmat de testul comparatiilor multiple si analizate prin
analiza variantei si a testului Duncan si Bonferroni, care indica prin diferite litere majuscule in
grafice diferenta statistic semnificativa (p<0,05) dintre soiuri. Folosind instrumentele de analiza ale

aplicatiei Microsoft Office Excel 2013 prin intermediul softului statistic XLSTAT. [141].

2.3. Concluzii la capitolul 2

1. Stabilirea mediilor eficiente pentru initiere/stabilizare, multiplicare, rizogeneza,
calusogeneza/caulogeneza si aclimatizare a speciei L. barbarum L. in cultura in vitro, (cu sau fara
regulatori de crestere);

2. Descrierea protocolului de sterilizarea veselei si a materialului vegetativ in scopul obtinerii
unor plante viguroase, realizata cu prudenta pentru evitarea infectarii inoculilor;

3. Utilizarea metodelor biotehnologice, biometrice, fenologice, biochimice, anatomice si analiza
statistica de prelucrare a datelor;

4. metodologia generald a cercetarii stiintifice este prezentata in Figura 2.3.
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3. MICROPROPAGAREA SI DEZVOLTAREA IN VITRO A SOIURILOR DE GOJI

Cunoasterea tehnicilor de micropropagare a plantelor horticole, exploreaza un domeniu de
avangarda al horticulturii si agriculturii ce este primordiala in obtinerea unui material saditor cu
inalta valoare biologica care raspunde unor criterii importante. Principalele avantaje ale metodei
sunt: rata de multiplicare imensa, uniformitate genetica, calitate inaltd, fiind totodata si o metoda
de eliberare de agenti patogeni a materialului siditor. In acest sens s-a urmarit elaborarea
tehnologiei optimizate de multiplicare in vitro bazate pe metode simple, accesibile, eficiente,
utilizate in prezent pe scara larga in domeniul micropropagarii, respectiv minibutasirii in vitro [8,
64, 247]. In favoarea multiplicarii vegetative in vitro pledeazi in mod foarte convingitor trei
aspecte principale: * este o metoda de inmultire, caracterizata printr-o productivitate exceptionala;
* posibilitatea de a obtine plante libere de contamindri ceea ce permite readucerea si * mentinerea
materialului vegetal in stadiul juvenil.

Aceste aspecte marcheaza superioritatea micropropagarii comparativ cu metodele clasice de
inmultire vegetativa (butasire, marcotaj etc). Astfel, ca prim obiectiv de obtinere a unei eficiente
sporite de micropropagare a soiurilor de goji, a fost de a stabili medii de baza suplinite cu diverse
combinatii de fitohormoni (citochinine, auxine i mai putin gibereline) pentru etapele de: initiere,
multiplicare si rizogeneza in vitro. Asadar, s-au studiat medii pentru inducerea morfogenezei si
calusogenezei la cinci soiuri de goji: ’Ning Xia N1°, ’Erma’, "New big’, ’Amber sweet’ si
"Licurici’, fructele carora au valoare nutritionala pentru consumatori si importantd economica

pentru producdtori si tara.

3. 1. Initierea si stabilizarea culturilor in vitro a arbustului de goji

Faza de initiere si stabilizare a culturilor in vitro presupune, sterilizarea materialului
biologic, izolarea explantelor si inocularea acestora pe un mediu de initiere. Mediile de initiere
sunt, in general, variante ale mediilor standarde cu modificari, recomandate pentru specia
L. barbarum L. In aceasta fazi este importanta realizarea strictd a procedeelor cultivarii aseptice
si initierea proliferarii inocolilor.

Materialul biologic a fost prelevat de la plante-donor, din colectia Gradinii Botanice
Nationale (Institut) ,,Alexandru Ciubotaru” din R. Moldova.

Prelevarea explantului. Materialul vegetal utilizat pentru initierea de culturi in vitro pentru
micropopagare trebuie sd contind structuri cu capacitate organogend (meristeme, muguri etc.).
Explantele au fost prelevate de la plantele tinere. Astfel, pentru obtinerea unor plantule viguroase
in cultura in vitro, o conditic esentiald, este dirijatd de alegerea buna a explantului ce se

caracterizeaza printr-un echilibru biochimic dependent de varsta plantei donor, stadiul fiziologic
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al acesteia, organul la al carui nivel a fost efectuata prelevarea precum structura si dimensiunile
explantului prelevat [246]. In calitate de explante au fost testate: meristeme apicale cu primordii
foliare, meristeme apicale, fragmente de lastar, fragmente de limb foliar si fragmente de radacini.
Inocularea acestora s-a realizat in perioada de crestere intensa a tesuturilor in lunile aprilie -
octombrie. In perioada latenta a plantelor lunile decembrie-martie fragmentele de lastari apicali,
au o viabilitate si regenerare a explantelor mai redusa. Un rol important in prelevarea unui material
de lucru optim pentru culturile in vitro il are etapa de recoltare, evitand perioadele de latenta la
speciile vizate [114].

Asepsizarea (sterilizarea) materialului biologic. Materialul biologic prelevat, in laborator
se detageaza de la fiecare ramura, meristemele apicale plasandu-le in pahare Berzelius. Explantele
au fost spalate de 4-5 ori cu apa + detergent, dupa care pentru sterilizarea se adauga Tween 20 de
1% timp de 1 minut, cu rol protector, si permite evitarea patrunderii reagentilor in interiorul vaselor
xilemice, fapt ce ar provoca deteriorarea structurilor si diminuarea viabilitatii lor [285], se spala
cu apa de la apeduct pani la inliturarea detergentul. In pahar se adauga apa distilata cu 2-3 picaturi
de KMnOs de 0,05%, materialul se lasa in aceasta solutie timp de 10 minute si se transporta in
boxa (zona sterild). Strategia de sterilizare a materialului biologic pentru inocularea in vitro este

redata in Figura 3.1.

SERA/LABORATOR BOXA
zona conventionald nesterila zona sterila

Excizia explantului de pe planta mama Imersarea in clorura de mercur de 0,1% x 7
‘ minute, 4 spalari cu apa distilata
Mentinerea sub jet de apa si spalarea cu apa H>0; de %%. —5 minute
curenta-+detergent ‘

Trei spalari succesive cu apa distilata

. ) ) autoclavata
Dezinfectarea prealabila in solutie de

KMNO4 (0,05%) x 10 minute Dimensionarea (fasonarea)

meristeme apicale si meristeme apicale cu

. primardii foliare
Spalarea cu apa distilata

Plasarea pe mediile nutritive
Timp de 30 zile

Fig. 3.1. Schema de prelevare si asepsizarea explantilor de goji, cu sterilizantul optim
cloruria de mercur de 0,1%

In boxa se inlatura apa distilata si se adaugi clorurd mercurica de 0,1%, timp de 7 minute.
Dupa inlaturarea clorurii de mercur, meristemele apicale au fost clatite de 4 ori cu apa distilata
autoclavata. Ulterior, explantele sa nu se oxideze si pentru o sterilizare mai eficace au fost clatite

cu H202 de 3%. — 5 minute, apoi cu apa distilata autoclavata. Urmeaza operatiunea de fasonare a
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inoculilor sub lupa binocular-microscop MPS-10, de dimensiuni — 2-5 mm pentru meristeme
apicale si 4-7 mm pentru meristeme apicale cu primordii foliar, care se efectueaza foarte atent si
cu miscdri precise pentru a evita deteriorarea suprafetelor.

Testarea reagentilor chimici. Pentru a eficientiza asepsizarea materialului biologic au fost
testati agenti sterilizanti ca: hipocloritul de natriu, hipocloritul de calciu, alcoolul etilic, clorura de
mercur (Tabel 3.1). Ca rezultat al cercetarilor efectuate privind initierea culturilor de goji s-a
stabilit ca cea mai potrivita perioada de colectare a fragmentelor de lastari este in lunile mai - iunie,
utilizand drept sursa de material meristeme apicale cu si fara primordii foliare 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 mari, apoi a necrotizat, iar fragmentele de radacini nu au avut raspuns morfogenetic

pozitiv.

Tabelul 3.1. Agenti sterilizanti utilizati la asepsizarea materialului biologic

Agent dezinfectant  Concentratii Meristeme apicale
utilizate (%) Durata Viabilitatea Grad de
sterilizarii plantulelor dezinfectie (%)
(minute) (%)
5 26 60
Hipocloritul de 7 15 15 75
natriu 10 5 80
Hipocloritul de calciu 4 15 30 55
6 19 56
8 5 78
Alcoolul etilic 70 15 10 89
Clorura de mercur 5 35 91
0,01 7 85 91
15 27 95

Cea mai eficienta s-a dovedit a fi clorura de mercur cu o rata de viabilitate a plantulelor de
85%, cu concentratia de 0,01% si timp de expunere 7 minute pentru meristeme apicale si
meristeme apicale cu primordii foliare, succedata de clatiri cu apa autoclavata si solutie de 3% de
peroxid de hidrogen (H20>), pentru soiurile: "Ning Xia N1°, ’Erma’, ’New Big’, ’Amber Sweet’
si Licurici’. In acelasi timp, ceilalti agenti sterilizanti s-au dovedit a fi necorespunzitori intrucat
au aparut infectii de origine micotica si bacteriana la toate explantele inoculate. Indiferent de tipul
de explant initiat, se estimeaza ca avem o stabilizare a culturilor in primele 14 zile de la inoculare,
dupa aceastd perioada, infectiile care survin sunt puse pe seama infectiilor latente.

Mediul de culturd. Cercetarile ce tin de selectarea unor medii nutritive optime destinate

inocularii arbustului goji, sunt echilibrate dupa componenta in macro- si microelemente, cu scopul
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de a obtine regenerarea inoculilor prelevati. Pentru identificarea unui mediu nutritiv optim au fost
studiate particularitatile de regenerare a inoculilor pe diferite medii nutritive. S-au testat doua
variante a mediilor nutritive cum ar fi: MS (Murashige-Skoog) si B5 (Gamborg) suplinite cu
regulatorul de crestere BAP (benzilaminopurind) in concentratie de 0,1 mg/l si 0,2 mg/1 (Tabelul
3.2.):

1) V1 - MS modificat, lipsit de regulatori;

2) V2 - B5 modificat, lipsit de reglatori de crestere;

3) V3-MS+BAP (0,1 mg/l);

4) V4 - MS+BAP (0,2 mgl/l;

5) V5 -B5+BAP (0,1 mg/l);

6) V6 - B5BAP (0,2 mg/l);

Tabelul 3.2. Compozitia mediului Murashige-Skoog si Gamborg modificat

Componenta Cantitatea, mg/I

Murashige-Skoog Gamborg
Macroelemente concentratiel/2 concentratie 1/2
Microelemente concentratie Intreaga concentratie Intreaga
FeNaEDTA 36,7 mg/l 36,7 mg/l
FeNaEDDHA - -
Myo-inozitol 50 mg/l 50 mg/l
Vitamina B1 0,5 mg/l 0,5 mg/l
Vitamina B6 0,5 mg/l 1 mg/l
Acid nicotinic 0,5 mgl/l 1 mg/l
BAP 0.1;0.2 0,1;0,.2
Zahar alimentar 35 g/l 35 g/l
Agar 6 g/l 6 g/l
pH 5,8 5,8

Nota: BAP — Benzilanimopurina, marcate cu gri reduse in jumatate.

Datoritda fenomenelor evidente de vitrificare si aparitia culorii violete la nivelul frunzelor si
tulpinelor plantulelor, la mediile MS si B5 au fost modificate concentratiile de inozitol 50 mg/I,
zahar 35 mg/1 si agar 6 mg/I.

Inocularea. Explantele de diferite dimensiuni (5 — 7 mm) au fost inoculate in conditii
aseptice pe medii nutritive proaspat pregatite (Anexa 1, Figural.l). Pasajele s-au realizat la
intervale de 3-5 saptamani in dependenta de inocul si compozitia mediului nutritiv. Toate pasajele
s-au efectuat pe medii nutritive proaspat pregatite solide, in conditii aseptice. Inocularea s-a
efectuat Tn doua etape:

e fasonarea explantelor in conditii aseptice utilizand instrumente sterile;

e plasarea verticala a explantelor pe suprafata mediului de cultura (Figura 3.2).
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Meristem apical
Primordii de frunze

Meristem excizat
pentru inoculare

Fig. 3.2. Initierea culturii cu meristeme si primordii foliare
Nota: stanga— meristeme apicale; mijloc — reprezentarea schematica a meristemului; dreapta — meristeme laterale cu
primordii foliare

Inocularea a fost efectuata in trei repetari cate 6 fitoinoculi, pentru fiecare soi in parte cu
mentinerea lor in camera de crestere.

Factorii fizici. Camera de crestere este destinatd incubdrii si cresterii in conditii optime a
inoculilor, 1n vederea asigurarii dezvoltari acestora. La alegerea temperaturii optime si a factori
exogeni, care contribuie la realizarea proceselor de multiplicare, crestere si diferentiere, s-a tinut
cont de conditiile ecologice la care este adaptatd aceastd culturd in conditii naturale.
Caracteristicile factorilor fizici din camera de crestere sunt:

e temperatura: 25-27 °C+2 °C;

e regimul de iluminare: lumina fluorescenta alba cu intensitate de 2000 lucsi;

e fotoperioada: 16 ore lumina/8§ ore intuneric,

e umiditatea aerului 50 — 70%.

Analiza mediilor de cultura MS 100% si B5, suplinit cu aceleasi concentratie de citochinind
BAP de 0,1 mg/1 si 0,2 mg/l, sub aspectul formarii neoplantulelor a demonstrat ca, pe mediul BS
s-a evidentiat un grad mai mic comparativ cu MS 100%, avand diferente semnificative la nivelul
parametrilor observati. Rezultatele inregistrate atesta faptul, ca dupa 30 zile de cultivare in conditii
in vitro, cea mai buna evolutie au avut explantele de tip meristem apical pe mediul MS suplinit cu
BAP 0,2 mg/l.

Astfel, datele privind rata inalta de plantule initiate cu o frecventa de 94,4% o atesta soiurile
"New Big’ si ’Licurici’, urmata de soiurile ’Amber Sweet’ cu 85,8%, *Ning Xia N1’ 77,7% si
"Erma’ cu 80,2% (Tabelul 3.3). Compozitia mediului de baza B5 (Gamborg, 1968) modificat si
suplimentat cu citochinina BAP cu 0,1-0,2 mg/l in faza de initiere a culturii in vitro a soiurilor de
goji a declansat o frecventa mai scazutd, pand la 55% de neoplantule formate. Aceste date ne
vorbesc despre faptul, ca frecventa initieri culturii in vitro este influentata de tipul explantului,

mediul de cultura si componenta sa hormonala.
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Tabelul 3.3. Influenta compozitiei mediilor de culturia asupra initierii culturii in vitro la
soiurile de goji, dupa 30 zile

Originea tesuturilor explantate
Meristeme apicale Meristeme apicale cu
primordii foliare
Nr. Explante Plantule Nr. Explante Plantule
explante fara initiate explante fara initiate

D
]
C
Ay
]
©
>

prelevate  evolutie nr. %  prelevate  evolutie

V1 18 15 3 166 18 15 5 27,7
> V2 18 12 6 333 18 11 7 388
8 V3 18 9 9 50,0 18 10 8 444
>c<» V4 18 4 14 77,7 18 5 13 72,2
= V5 18 10 8 444 18 8 10 55,5
z V6 18 11 7 388 18 7 11 61,1

V1 18 11 7 388 18 11 7 388

V2 18 12 6 333 18 9 9 50,0

V3 18 5 13 72,2 18 4 14 77,7
© V4 18 2 16 888 18 10 8 444
£ V5 18 9 9 50,0 18 8 10 55,5
w V6 18 14 4 222 18 13 5 277

V1 18 12 6 333 18 10 8 444

V2 18 13 5 277 18 10 8 444
o V3 18 11 7 388 18 6 12 66,6
o V4 18 1 17 94,4 18 2 16 88,8
= V5 18 8 10 555 18 6 12 66,6
z V6 18 10 8 444 18 7 11 61,1
= V1 18 14 4 222 18 13 5 27,7
2 V2 18 15 3 166 18 8 10 555
7 V3 18 11 7 388 18 5 13 72,2
g \VZ} 18 2 16 888 18 4 14 77,7
c V5 18 11 7 388 18 14 4 2272
< V6 18 10 8 444 18 12 6 333

V1 18 13 5 277 18 14 4 222

V2 18 14 4 222 18 13 5 277
5 V3 18 7 11 611 18 11 7 388
‘= V4 18 1 17 94,4 18 5 13 72,2
3 V5 18 10 8 444 18 11 7 388
- V6 18 11 7 388 18 11 7 388

Nota: V1 — MS modificat, lispit de regulatori; V2 — B5 modificat, lipsit de reglatori de crestere; V3 — MS+BAP 0,1
mg/l; V4 — MS+BAP 0,2 mg/l; V5 — B5+BAP 0,1 mg/l; V6 — B5 BAP 0,2 mg/l.

Mediul de bazd Murashige-Skoog s-a dovedit a avea o compozitie minerala favorabila
micropropagarii prin lastarire axilara a soirilor de goji comparativ cu mediul Gamborg. Pentru
toate cinci soiuri de goji V4 (MS suplinit cu 0,2 mg/l BAP), a dus la valori ridicate ale ratei de
multiplicare, asociate cu o vigoare sporitd a lastarilor regenerati.

Astfel, la soiul "Ning Xia N1°, rata medie de initiere calculata la sfarsitul celor 30 zile a

indicat obtinerea unui numar de 14 plantule initiate din meristeme apicale si 13 plantule din
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meristeme cu primordii foliare. La soiul ’Erma’ si soiul ’Amber Sweet’, prin utilizarea aceluiasi
mediu de cultura a fost obtinut un numar de 16 plantule initiate din meristeme apicale si 10 plantule
din meristeme cu primordii foliare. La soiurile "New Big’si ’Licurici’ pe acelasi mediu de cultura

a fost obtinut un numar maxim de 17 plantule initiate per final (Figura 3.3).
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EMeristeme apicale A% de formare a plantulelor B Meristeme apicale cu primordii

Fig. 3.3. Influenta mediului V4 asupra procesului de initiere in vitro
Nota: V4 - Murashige-Skoog suplinit cu citochina MS+ BAP 0,2 mg/I

De asemenea, putem afirma, ca lipsa citochininei BAP din mediu nutritiv, duce nemijlocit
la reducerea esentiala a capacitatii regenerative a explantelor de a prolifera plantule.

Concluzionand asupra rezultatelor de mai sus, putem releva ca exista o stransa corelatie intre
mediul de cultura si aportul regulatorilor de crestere in procesul de initiere a culturii in vitro,
influentate Intr-o masurd mai micd de organele donatoare. Trebuie mentionat faptul ca, initierea
culturilor de tesuturi in vitro necesitd formarea unui mediu de baza cu o anumita formula minerala,
care sa suporte si sa stimuleze o diviziune celulara rapida a explantului meristematic [255].

Formula minerald este suplimentata cu citochinine in cazul nostru pentru a inifia cresterea
explantelor. In continuare se vor prezenta variantele de medii nutritive de culturi testate, care se
deosebesc dupa continutul de micro-, macroelemente si citochinine, raportul auxina/citochinind si
auxina. Microlastarii obtinuti dupa faza de initiere a culturii in vitro au fost divizati si transferati
pe mediile de multiplicare, in sapte variante experimentale determinate de combinatia si
concentratia hormonilor de crestere.

Favorizarea procesului de microclonare s-a obtinut prin marirea continutului citochinine si
realizarea unei combinatii hormonale favorabile citochinine, auxine si giberiline. Rizogeneza s-a
indus cu concentratie mica de auxine si pe un mediu fara hormoni. Astfel, in dependenta de scopul
propus au fost utilizate urmatoarele medii (Tabelul 3.4):

1. Medii pentru microclonare (proliferarea lastarilor) si micropropagare plantulelor;

2. Medii pentru rizogeneza plantulelor.
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Tabelul 3.4. Concentratiile si combinatiile regulatorilor de crestere utilizati, pentru
inducerea microclonirii, stimulirii alungirii si rizogenezei la soiurile de goji

Variante medii

MS 100% Microclonare Stimularea alungirii lastarului si
rizogenezei

Fitohormoni
(mg/1)

Citochinine, mg/l: 0,5 0,7 - - 02 02 02 - - - - -
BAP
KIN
Auxine, mg/l: - - - - 0,2 - - - 0,2 0,5 - -
AlIB
AIA - - - - - 0,2 - 02 05 - - - -
ANA - - - - - - 0,2 - - - - 0,2 0,5
Giberiline,mg/I: - - - - 01 01 01 - - - - - -
GA;
Nota: MS- mediul Murashige&Skoog, (1962); BAP- benzil aminopurina; Kin- kinetind; ANA- acid alfa-naftil acetic;
IBA- acid indolil butiric; AIA — acid idolil acetic; GAs- acid giberelic

M2 M3 M4 M5 M8 M9 M10 M1l Mi12 M13

3.2. Actiunea citochininelor asupra ratei de multiplicare la soiurile de goji

Multiplicarea la scard comerciald a unui numar mare de specii de plante prin tehnici de
culturd in vitro reprezinta una dintre aplicatiile de succes ale acestei tehnologii, practicata in
numeroase laboratoare si apreciatd pe piata globala ca o industrie extrem de profitabila.
Beneficiile pe termen lung ale acestei biotehnologii derivd din cresterea durabilitatii,
multiplicarii clonale a plantelor. Influenta compozitiei mediului de culturd asupra ratei de
multiplicare constituie o etapd deosebit de importanta in fluxul tehnologic in vitro, de care
depinde realizarea intrun timp cat mai scurt a unui numar mare de neoplantule identice cu planta
mama, excluzand variabilitatea somaclonala [8, 38, 257]. Faza de multiplicare se realizeaza pe
mai multe subculturi cu o durata de 3-4 saptamani. Astfel, urmatorul aspect principal este
consacrat cresterii ratei de multiplicare in conditiile mentinerii stabilitdtii genetice a
materialului biologic

Influenta citochininelor asupra ratei de multiplicare in vitro, servesc la mentinerea
viabilitatii celulelor, sustindnd capacitatea de supravetuire a explantelor inoculate, favorizand
formarea si cresterea lastarilor. Prin urmare s-a realizat, marirea cantitatii de citochinine din
mediu pentru dezvoltarea mugurilor laterali, adventivi si cresterea rapida din ei a lastarilor.

Pentru testarea raspunsului la prezenta citochininelor in mediul de cultura, au fost utilizati
fitoregulatorii BAP si KIN, care conform literaturii de specialitate [60, 206] prezinta interes, gratie
actiunii lor extrem de efective asupra cresterii si dezvoltarii explantelor de goji in cultura in vitro.

Astfel, au fost testate patru variante de medii nutritive cu concentratiile: 0,5 mg/l; 0,7 mg/l de
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fiecare citochinind (Tabelul 3.5). Actiunea citochininelor asupra procesului de microclonare la
soiurile goji au fost initiate din meristeme apicale. Astfel, prin asocierea datelor pentru toate
soiurile de goji s-a constat, ca nu sunt reactii diferentiate conditionate de soi, relevand faptul ca
procesul de multiplicare in vitro nu trebuie individualizat, deoarece se caracterizeaza prin faptul
ca fiecare cultivar nu are un specific al reactiei fatd de activitatea hormonala, din structura mediilor

de cultura prestate.

Tabelul 3.5. Efectul citochininelor asupra multiplicarii soiurilor de goji

MS 100% Nr. de lastari (m+n) inaltimea lastarilor, cm (mn)
Citochinina
(mg/l) ~ Dupa: - _ Dupi: _
"BAP Kin 20 zilei 35 zile 20 zilei 35 zile
0,5 0,0 9,17 +0,17 14,11+0,31 2,31+0,04 3,17+0,10
Ning XiaN1 0,7 0,0 8,78+0,23 13,06+0,30 2,25+0,06 2,49+0,10
0,0 0.5 7,11£0,23 8,50+0,25 2,08+0,03 2,29+0,04
0,0 0,7 6,17+0,17 7,44+0,19 1,91+0.05 2,03+0,04
0,5 0,0 9,53+0,30 14,72+0,31 2,6+0,12 3,25+0,09
Erma 0,7 0,0 8,22+0,20 16,00+0,27 3,03+0,12 3,46+0,05
0,0 0.5 7,00£0,30 9,06+0,40 2,09+0,05 2,39+0,06
0,0 0,7 6,50+0,24 8,06+0,22 1,91£0,05 2,47+0,05
0,5 0,0 13,28+0,56 16,11+0,65 3.18+0,14 4,01+0,08
New Big 0,7 0,0 12,06+0,49 14,00+0,26 2,99+0,13 3,33+0,11
0,0 0.5 7,61+0,29 9,78+0,49 2,57+0,13 3,04+0,13
0,0 0,7 4,44+0,19 9,06+0,37 2,16+0,07 2,55+0,07
05 0,0 17,39+0,11 22,06+0,58 4,09+0,07 4,26+0,10
Amber Sweet 0,7 0,0 15,06+0,35 17,33+0,39 3,64+0,07 3,98+0,09
0,0 0.5 7,06+0,34 8,94+0,34 2,91+0,08 3,33+0,06
00 07 7,00+0,35 9,06:£0,41 1,8620,07 2,10+0,07
05 0,0 19,61+0,44 20,17+0,51 3,88+0,08 4,04+0,11
Licurici 0,7 0,0 15,89+0,42 19,11+0,45 3,07+0,07 3,51+0,07
00 05 7,17+0,23 9,17+0,32 2,4620,06 3,01+0,07
00 07 6,78+0,31 9,22+0,36 2,40+0,03 2,90+0,05

Nota: m — media, n — abaterea standarda

Rezultatele inregistrate in experimentele de regenerare al lastarilor la soiurile de goji, reflecta
cu claritate rolul important pe care compozitia mediului de cultura il detine in ansamblul factorilor
care determind exprimarea potentialului regenerativ. Indiferent de combinatia regulatorilor de
crestere, rata de multiplicare a fost pozitivd pentru toate cultivarele. La cantitati mai sporite de
citochininele BAP si KIN cu concentratia de 0,7 mg/l, plantulele au prezentat o vigoare extrem de
redusa, asociata frecvent cu fenomenul de vitrificare, ceea ce a dus la pierderea unui procent
important de lastari, in subculturi succesive cresteri neregulate ale lastarului.

Cantitatea optima dovedindu-se a fi 0,5 mg/l pentru ambele citochinine cu o dezvoltare
ridicata. Cu toate acestea, rezultatele optime pentru multiplicare dupa numarul de plantule

dezvoltate de la un explant s-au obtinut pe mediul suplinit cu regulatorul de crestere BAP cu
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concentratia de 0,5 mg/l (Anexa 1, Figura 1.2). La plasarea pe acest mediu de culturd, se mareste
considerabil inducerea mugurilor laterali pe axul plantulei, ceea ce favorizeaza o dezvoltare peste
20 lastari formati per explant initial. Ulterior aceastd lastarire serveste in calitate de sursa de
material biologic pentru subculturi succesive. Mai tarziu a urmat capacitatea de inradacinare in
Vitro si de aclimatizare la conditiile din sera. Incepand cu primele zile de inoculare s-au realizat
observatii in procesul de crestere si microclonare al explantelor inoculate. Dupa prima saptamana
de cultivare la nivelul explantelor s-au atestat primele semne ale reactiei lor. In urmaitoarea
saptamana de cultivare, la nivelul explantelor s-a atestat o rata de proliferare de ordinul zecilor de
|astari/explant. In figura 3.4 sunt prezentate rezultatele de sinteza privind influenta mediului de
baza asupra numarului de lastari obtinuti dupa 20 si 35 de zile, relevant in acest sens fiind diferenta
de la 2 pana la 8 lastari formati per explant initial calculata intre variantele experimentale definite
de mediul MS, respectiv cu concentratiile 0,5 mg/l; 0,7 mg/l de citochininele BAP si KIN la toate

soiurile studiate.
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Fig. 3.4. Proliferarea si microclonarea listarilor de goji pe mediul de bazi nutritiv MS cu

diferite concentratii de citochinine BAP si KIN (mg/l).

Nota: analiza statisticd realizata prin testul ANOVA, (barele reprezintd abaterea standard; A, B, C: interpretarea
semnificatiei diferentelor, cu ajutorul testului Duncan, (p<0,05) dintre soiuri.

Totusi, s-a observat diferente semnificative ale valorilor ratei de multiplicare, care au fost
atribuite influentei mediului de baza. Vigoarea mai ridicatd a lastarilor multiplicati pe variantele
experimentale caracterizate de mediul nutritiv suplinit cu citochinina BAP de 0,5 mg/l, indica
faptul ca este cea mai favorabila concentratie pentru microclonarea soiurilor de goji dupa 20 de

zile, respectiv 35 de zile de la initierea culturilor in vitro.
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Determinarea numarului mediu de lastari formati per explant initial variaza de la 20,17 la
soiul ’Licurici’ pana la 22,06 soiul ’Amber Sweet’. Desi la soiurile *Ning Xia’, ’Erma’si "New
Big’, numarul de lastari nu difera esential (14,11; 14,72; respectiv 16,11), aceste diferente sunt
statistic semnificative (p<0,05).

De asemenea, concomitent s-au monitorizat parametrii de crestere, respectiv inadltimea
vitroplantulelor. Astfel, in urma biometrizarilor efectuate la 20 si 35 de zile de la microclonare, pe
mediu de culturd MS 100% suplinit cu aceleasi citochinine in aceleasi concentratii putem afirma
ca fiecare mediu M1, M2, M3 si M4 vitroplantulele au crescut in indlfime, cea mai proeminenta
crestere fiind inregistratd pe mediu M1 (Anexa 1, Figura 1.3-1.4).

Inaltimea plantulelor dupa 20 zile se evidentiazi la >Amber Sweet’ (4,09 cm), cu diferente
semnificative fata de toate soiurile. ’Amber Sweet’, "New Big’ si ’Licurici’au plantulele cele mai
inalte (4,26, 4,04 si respectiv 4,01 cm; p<0,05), comparativ cu soiurile ’Erma’ si Ning Xia’, ce se
diferentiaza statistic cu plantule mai scurte respectiv unde indltimea tulpinitei atinge 3,25 si 3,17

cm dupa 35 de zile (Figura 3.5).
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Fig. 3.5. niltimea (cm) listarilor pe medii suplinite cu citochininele BAPsi KIN

Notd: analiza statistici realizatd prin ANOVA, (barele reprezinti abaterea standard; A, B, C, D: interpretarea
semnificatiei diferentelor, cu ajutorul testului Duncan, p<0,05) dintre soiuri.

Ca rezultat al investigatiilor efectuate, s-a evidentiat faptul cad, odatd cu diminuarea
concentratiei de citochinind BAP la 0,5 mg/l, lungimea lastarului se extinde, iar cu sporirea
concentratiei BAP-ului de 0,7 mg/l scade nesemnificativ inaltimea lastarului, aceeasi legitate se
evindentiaza si la citochinina KIN de aceleasi concentratii. Daca luam in consideratie faptul ca,

diferentele dintre variantele experimentale cu concentratii mai mici si cele cu concentratii mai mari
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de citochinine sunt semnificative pentru p<0,05 (conform testului Duncan), putem afirma ca
rezultatele obtinute de noi sunt similare celor raportate de alti cercetatori [60, 185].

Intru mentinerea explantelor in cultura in vitro s-au creat conditii necesare pentru
microclonare, si anume: fotoperiodismul 16 ore lumina 8 ore obscuritate; temperatura aerului de
23+2°C si intensitatea luminii de 2500 lucsi, umiditatea aerului 70%.

"y : d B LRSI LT

’Licurici’ >Amber Sweet’ ’New Big’ ’Erma’ ’Ning Xia N1’

Fig. 3.6. Lastari regenerati pe mediul MS suplimentat cu 0,5 mg/l BAP, dupa 30 zile

Rezultatele obtinute sugereaza ca citochininele stimuleaza cresterea meristemelor, in special
in cazul in care ele se afla in latentd, precum si generarea de mugurasi. Concentratiile mici de
citochinina BAP favorizeaza si stimuleaza formarea de plantule la soiurile de goji, fapt ce
constituie o modalitate de obtinere rapida a unui numar sporit de minibutasi de o uniformitate
genetica, multiplicati prin metode in vitro (Figura 3.6). Studiul a relevat ca suplimentarea
citochininei BAP in mediul MS, influenteaza semnificativ formarea lastarului, dar inhiba alungirea
radacinii [14, 31, 41].

3.3. Influenta combinatiei si concentratiei regulatorilor de crestere asupra ratei de
multiplicare si procesul de crestere in vitro la vitroculturile de goji

Combinatia sinergetica a auxinei, citochininei si giberilinei (GA3) promoveaza procesele
de organogeneza la explantele cultivate in vitro prin influentarea proceselor fiziologice, cum ar
fi raportul auxina si citochinind este marit se induce rizogeneza si daca raportul este subunitar se

induce lastarirea cu formatiuni calusale. Astfel, manipularea acestei balante influenteaza reusita

directiondrii proceselor de formare a tulpinitelor si a procesului de rizogeneza la tesuturile
cultivate [79, 89, 208].
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Astfel, sporirea cantitatii de auxind determind orientarea proceselor de morfogeneza spre
rizogeneza 1n timp ce cresterea proportiei de citochinind induce formarea de mugurasi si lastarasi
[43, 212].

Rezultatele inregistrate in experimentele de microclonarea a celor cinci soiuri de goji,
reflectd cu claritate rolul important pe care suplinirea mediului de cultura il detine in exprimarea
potentialului regenerativ. O dovada concludenta in acest sens fiind efectul diferit al combinatiilor
de hormoni in medii de baza cu concentratie diferita. Astfel, divizarea si transferul lastarilor de
goji pe medii de culturd proaspete, pastrand mediu de baza MS 100%, suplinit cu variante
hormonale din grupul citochininelor (BAP), auxinelor AIB, ANA, AIA, si giberilinelor (GA3), a
scos in evidenta rezultate favorabile, cu formule specifice ale hormonilor de crestere.

Combinatiiile a trei tipuri de regulatori de crestere: citochinine, auxine si giberiline
(BAP+AIB+GA3, BAP+AIA+ GA3, BAP+ANA+GAz) fiecare fiind suplimentat cu diverse
concentratii de 0,3+0,2+0,1 mg/l, au a dat rezultate optimale privind rata de multiplicare. Auxinele
selectate (ANA, AIB, AIA) pe langa rolul de stimulare a rizogenezei, in concentratii mici de 0,1-
0,2mg/l intervin si in procesele de diviziune si elongatie a celulelor [289]. Toate tipurile de auxine
s-au luat in concentratii mai de 0,2 mg/l (Tabelul 3.6).

Tabelul 3.6. Influenta combinatiei si concentratiei hormonilor de crestere, asupra
ratei de multiplicare in vitro, dupa 35 zile

Combinatia de regulatori de crestere
MS 100% + Citochinina + Auxina + Giberilina (mg

BAP +AIB+ GAs BAP +ANA+ GAs BAP +AlA+ GA3

0,2 +0,2 +0,1 mg/l 0,2 +0,2 +0,1 mg/l 0,2 + 0,2 +0,1 mg/l
Numarul Iniiltimea Numarul de Iniltimea Numarul de Iniiltimea
de lastari lastarului, lastari lastarului, lastari lastarului,

(m=£n) cm (m=n) cm (m=£n) cm

(mz=£n) (m=£n) (m=£n)

Ning Xia N1 2,72+0,19 1,68+0,06 4,56+0,29 2,00+0,05 1,61+0,11 2,00+0,05
Erma 2,50+0,17 2,03+0,06 4,94+0,36 2,61+0,08 2,00+0,17 3,00+0,08
New Big 3,50+0,24 1,89+0,04 6,94+0,29 3,63+0,07 2,61£0,20 2,78+0,06
Amber Sweet 4,39+0,23 2,35+0,05 5,06+0,41 3,27+0,07 2,78+0,18 2,52+0,08
Licurici 4,56+0,32 2,31+£0,04 5,22+0,31 3,61+0,08 5,2240,31 3,61+0,08

Nota: m — media, n — abaterea standarda
Giberilina in doza de 0,1 mg/l, stimuleazd alungirea lastarilor precum si diferentierea
lemnului si a cambiului, fiind recomandata dupa stabilizarea culturii de meristeme [60, 286, 302,

304, 310]. Divizarea si transferul lastarilor pe medii de culturd proaspete a variantelor
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experimentale, a evidentiat interactiunea favorabila dintre soiurile studiate cu formule specifice
ale hormonilor de crestere, dupa cum este evidentiat in Figura 3.8.

Suplimentarea mediului de culturd M5 cu 0,2 BAP mg/l + 0,2 AIB mg/l +0,1 GAs mg/l, a
dus la rezultate favorabile la soiurile *Ning Xia N1’ si ’Erma’, multiplicarea realizdndu-se cu o
ratd egala cu 2,72 si 2,50 lastari formati per explant initial, per subculturd. Aceeasi combinatie a
hormonilor de crestere la soiurile "New big’, >’Amber Sweet’ si "Licurici’ a manifestat o ratd mai
inalta de multiplicare cu 3,50, 4,39 si respectiv 4,56 lastari formati per explant initial.

Cele mai bune rezultate s-au obtinut pe mediul M6 cu balanta hormonala compusa din 0,2
BAP mg/l + 0,2 ANA mg/l +0,1 GAs mg/l, care a avut un efect semnificativ (p<0,05, conform
testului Duncan) asupra ratei de micropropagare fatd de celelate combinatii de fitohormoni.
Numarul mediu de lastari proliferati per explant initial a fost ridicat la valori de 4,56 si 4,94 pentru
soiurile "Ning Xia N1’ si ’Erma’, cea mai sporita proliferare de lastari se evidentiaza la soiurile
"New big’ de 6,94, urmat de ’Amber Sweet’ - 5,06 si ’Licurici’ - 5,22 lastari proliferati (Figura
3.7).
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Fig. 3.7. Influenta combinatiei si concentratiei hormonilor de crestere asupra cresteri si
proliferari in vitro la soiurile de goji
Nota: Mediul 5 - BAP (0,2 mg/l) +AIB (0,2 (mg/l) + GAz0,1 (mg/l); Mediul 6 - BAP (0,2 mg/l)+ANA (0,2 mg/l) +
GA:z (0,1 mg/l); Mediul 7 - BAP (0,2 mg/l) +AlA (0,2 mg/l) + GA3 (0,1 mg/l).
analiza statistica realizatd prin ANOVA, (barele reprezinta abaterea standard; A, B, C, D: interpretarea semnificatiei
diferentelor, cu ajutorul testului Duncan, p<0,05) dintre soiuri.

Concentratii mai mari de auxine, induc formarea de calus, aspect ce nu recomanda
cercetatorii stiintifici in procesele de multiplicare clonala in vitro [155]. Combinatia regulatorilor
de crestere pe mediul M5 a influentat pondere scazutd de proliferare a lastarilor pentru soiuri

generand in mediu 2-4 lastari, cu o lungime de 2,3 cm. Influenta balantei hormonale asupra
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cresterii in Tnaltime a microlastarilor de goji a fost analizatd dupa trei saptamani de la transferul
microlastarilor pe mediul de multiplicare.

Concentratia balantei hormonale a mediului M7 a relevat 0 pondere mai scazutd a
parametrilor studiati fata de mediile M5 si M6. Astfel, proliferarea lastarilor prezintd diferente
statistic semnificative (p<0,05) la soiul ’Licurici’ in mediu de 5,22 de lastari, fata de soiurile
’Amber Sweet’, "New Big’, ’Erma’ si ’Ning Xia N1’ (2,78; 2,61; 2; 1,61 lastari). Lungimea
minima s-a constatat la soiul ’Ning Xia N1’ de 2 cm per explant si soiurile ’Amber Sweet’ si *"New
Big’ cu o lungime 2,52 cm si 2,78 cm. Soiul ’Licurici’ a dezvoltat o crestere maxima a lastarului

de 3,61 cm (Figura 3.8).

| '
’Ning Xia N1’ ’Licurici’>  >Amber Sweet’ ’Erma’ ’New Big’

Fig. 3.8. Stimularea lastiririi axilare pe mediul M6, dupa 30 zile

Generalizand datele obtinute in studiu mentionam ca prin experimentele efectuate a trei
tipuri de regulatori din grupul citochininelor, auxinelor, giberelinelor, a fost creatd o balanta
hormonala in raport de 2:2:1 semnificative pentru p<0,05 (conform testului Duncan), folosind ca
explante initiale meristeme din mugurii apicali si laterali. Putem afirma ca rezultatele obtinute de
noi sunt similare celor raportate de alti cercetdtori, care au sugerat pentru micropropagarea
plantelor de goji aceleasi combinatii ale regulatorilor de crestere [124, 129].

Analizand influenta balantei hormonale asupra capacitatii de multiplicare se constata ca,
incepand cu a doua subcultivare a crescut rata de multiplicare pentru varianta experimentala M6,
cresterea fiind semnificativa la toate soiurile studiate. Asfel, suplinirea cu 0,2 mg/l BAP, 0,2 mg/I

ANA si 0,1 mg/l GAs, aavut un efect semnificativ asupra ratei de micropropagare. in acest context,
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trebuie mentionat faptul ca, citochinina, auxina si giberilina au fost utilizate cu eficienta ridicata
la goji si alti arbusti fructiferi, in special pentru microclonarea plantelor [109, 189] sau la inducerea
de calus si regenerarea de plante prin organogeneza indirecta [154].

De asemenea, efectul cumulativ favorabil al BAP, ANA si GA3 asupra proliferarii lastarilor
in vitro, a fost raportat si la alte specii de plante, precum Dendrathema grandiflora [90], Solanum
quitoense [86], Eucalyptus benthamii [16] si Vaccinium angustifolium [42]. Dupa a saptea
subcultura valorile ratei de multiplicare calculate pentru aceasta variantd experimentala s-au

mentinut ridicate, la toate soiurile.

3.4. Influenta auxinelor in procesul de crestere si rizogeneza la soiurile de goji

Faza de inradacinare sau de pregatire a materialului pentru trecerea la conditii ex vitro este
o faza importantd care constd in reducerea lastdririi axilare, stimularea alungirii lastarilor,
inducerea formarii sistemului radicular sau chiar formarea radacinilor. Etapa de inradacinare, se
referd la unele modificari in compozitia mediului de cultura si la schimbarea conditiilor de cultura.

Daca in etapa de microclonare au predominat auxinele, citochininele si giberilinele in
concentratii mici. In etapa de rizogeneza se recomanda reinstalarea dominatiei apicale la nivelul
tulpinilor generate in vitro si inradacinarea acestora prin suplinirea mediului de baza cu auxine
[65]. Auxinele au rol foarte important in formarea radacinilor plantelor, administrate in
concentratie scazute. Paciorek si colab. (2005) afirma cad concentratia mare de auxind exogena
inhiba cresterea radacinilor, deoarece inhiba controlul auxinei endogene in plante [157].

Pornind de la ipoteza ca mediul de cultura utilizat pentru multiplicarea lastarilor derivati din
meristeme poate sa influenteze semnificativ procesul de rizogeneza in vitro, experientele care au
vizat determinarea capacitatii de inradacinare a vitroplantelor au fost organizate in functie de
mediul de multiplicare.

Prin urmare, rata de inradacinare a lastarilor (raportul procentual dintre numarul lastarilor
inradacinati s1 numarul total de lastari transferati pe mediu de inradacinare), numarul si lungimea
radacinilor formate au fost determinate diferentiat, fiecarei variante de mediu de multiplicare
corespunzandu-i cele trei variante de mediu de inradacinare pentru fiecare taxon.

Inducerea procesului de rizogeneza.

Efectul cumulat al continutului endogen de fitohormoni si compozitia mediului de cultura
este semnificativ in procesul de stimulare a rizogenezei. De altfel, diferentele de raspuns
rizogenetic manifestate Intre explantele regenerate pe medii de multiplicare cu compozitie diferita
sub aspectul balantei hormonale, ar putea fi explicate prin continutul endogen de fitohormoni

asimilati in etapa anterioara de proliferare in vitro [49, 112, 160].
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Pentru inducerea sistemului radicular, s-a testat mediul de baza MS 100% si MS 50%, lichid
si agarizat suplimentat cu concentratii reduse de regulatori de crestere din grupul auxinelor (0,2

mg/l, 0,5 mg/l de AIB, AIA, ANA) (Tabelul 3.7).

Tabelul 3.7. Influenta auxinelor in procesul de crestere si rizogeneza la soiurile goji,
dupai 21 de zile

MS 100% + Auxina (mg/l) formare a radacinilor Lungimea
AlB AlA A\ nr de plante lastarului, (cm)
total/inradacinate/%
Ning Xia N1
M8 0,2 - - 36 13 36,11 7,53 +0,15
M9 0,5 - - 36 10 27,78 7,42 +£0,09
M10 - 0,2 - 36 19 52,78 6,12+£0,12
M11 - 0,5 - 36 14 38,89 5,08 £0,26
M12 - - 0,2 36 33 91,67 11,60 + 0,39
M13 0,5 36 30 83,33 8,81 +0,63
Erma
M8 0,2 - - 36 17 47,22 7,66 £0,14
M9 0,5 - - 36 15 41,67 7,33 +£0,13
M10 - 0,2 - 36 17 47,22 8,77 +£0,29
M11 - 0,5 - 36 11 30,56 8,33+0,18
M12 — - 0,2 36 34 94,44 12,24 £ 0,36
M13 0,5 36 31 86,11 10,87 £ 0,36
New Big
M8 0,2 - - 36 13 36,11 6,46 £0,14
M9 0,5 - - 36 11 30,56 6,46 £0,19
M10 - 0,2 - 36 16 44,44 6,04 £0,17
M11 - 05 - 36 14 38,89 4,72 +0,15
M12 - — 0,2 36 35 97,22 13,44 + 0,22
M13 0,5 36 33 91,67 9,18+0,22
Amber Sweet
M8 0,2 - - 36 21 58,33 7,67 +0,10
M9 0,5 - - 36 20 55,56 7,49 £ 0,09
M10 - 0,2 - 36 25 69,44 7,01 £0,13
M11 - 0,5 - 36 23 63,89 6,19 +£0,22
M12 - - 0,2 36 36 100,00 13,89 + 0,28
M13 0,5 36 34 94,44 9,62 £ 0,30
Licurici

M8 0,2 - - 36 17 47,22 7,52+£0,16
M9 0,5 - - 36 13 36,11 7,16 £0,09
M10 - 0,2 - 36 25 69,44 8,29+0,12
M11 - 0,5 - 36 25 69,44 7,23 +£0,12
M12 - - 0,2 36 36 100,00 13,89 + 0,28
M13 0,5 36 33 91,67 12,42 +£ 0,23

Nota: valorile sunt prezentate sub forma X + sz (media aritmeticd+ eroarea mediei)

Soiurile de goji cercetate au avut un raspuns morfogenic pozitiv si efectiv in ceea ce priveste
cresterea lastarului, formarea frunzelor, vigurozitatea lastarului, formarea procesului de

rizogenezd. Aceste rezultate au scos in evidentd o corelatie pozitivd intre compozitia minerala a
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mediului de baza MS 100% folosit pentru multiplicarea explantelor si capacitatea lastarilor de
inradacinare la soiurile: *Ning Xia N1°, ’Erma’, ’New Big’, ’Amber Sweet’ si ’Licurici’. Rata de

inradacinare fiind cuprinsa intre intervalurile 40,3 - 100 %.

Analiza datelor prezentate cu privire la influenta concentratiilor de auxine releva faptul ca
pe mediul de culturd M12 rata de inradicinare este de 95% pentru toate soiurile de goji. In cazul
plantulelor regenerate pe variantele M10 si M 11, cu auxina AlA in concentratii de 0,2 mg/I si 0,5
mg/l, rata de inradacinare este de 46%, respectiv 73,3 %. Pe mediu M12 s-a observat initierea
radacinutelor in decurs de 14 zile de la transferul in vitro, iar peste 20-25 de zile se remarca o
crestere considerabild a plantulei, care deja poate fi folositd ca material de butasire pentru o pasare
ulterioard, iar partea inferioara a plantulei o transferam la ex vitro. Mediul suplinit cu AIB cu
aceleasi concentratic de 0,2 a prezentat valori ale ratei de inradacinare cuprinsa intre 40,4% si

74,6% (Figura. 3.9).
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Fig. 3.9. Capacitatea de inradicinare a soiurilor de goji pe mediul MS 100%,
ANA de 0,2 mg/l (stanga) si 0,5 mg/1 (dreapta)

Mediul nutritiv MS 50% suplimentat cu auxina ANA de 0,2 mg/l, s-a utilizat pentru
conservare, pe o anumita perioada. Inradicinarea indelungata a soiurilor *Ning Xia N1°, ’Erma’,
"New Big’, ’Amber Sweet’ si "Licurici’ dupa 30 de zile a depasit doar 16%, iar o crestere sporita
a procesului de inradacinare de peste 90%, s-a inregistrat dupa 60 zile (Anexa 3, Figura 3.1).

De asemenea, o alta metoda de conservare este micropropagarea prin culturi de microbutasi.
Folosind partea apicala si bazal de minibutas, fiind alcatuite din unul-doua internoduri, segmentul
de explant trebuie sa fie cat mai viguros si sanatos, astfel obtinem un material saditor calitativ.
Lungimea mini-butasului pentru micropropagare este de 2,0-2,5 cm. Este foarte important ca
lastarul sa fie viguros, ca sa asigure procesul de micropropagare cu succes. Odata ce lastarul a atins
lungimea de 10,0-12,0 cm este supus butasirii si transferat pe alt mediu nutritiv pentru

micropropagarea ulterioara (Figura 3.10).
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In acest mod in intervalul de 30-40 zile randamentul de material biologic se mareste de 5-7
ori. Astfel, de strategii de microbutasire, au fost efectuate si la alti arbusti fructiferi, obtinandu-se
8000 plante dintr-un singura plantula, intr-un an ceea ce oferd o buna stabilitate genetica a
materialului obtinut [57, 83, 87].

Fig. 3.10. inriadicinarea plantulelor pe medii nutritive suplinite cu auxine la soiul ’Licurici’

Cresterea concentratiei mai mare de 0,2 mg/l a auxinelor are un efect negativ asupra lungimii
lastarului si o rata de inradacinare mai micd. Rezultate similare au fost obtinute de Kobayashin A.
si colab. prin aplicarea concentratiilor mai mari (0,2 sau 0,5 mg/1) de auxine selectate: ANA, AIB
si AIA. Dupa trei saptamani lungimea lastarilor a fost mica (2-3 cm) comparativ cu concentratiile

optime de auxine [81, 116, 287].

3.5. Organogeneza in vitro la soiurile de goji (cultura de calus)

Majoritatea plantelor cultivate, In special acelea, care se Tnmulfesc vegetativ, Intotdeauna
sunt supuse infectiilor, provocate de virusi si de microorganisme patogene. Bolile plantelor duc la
micsorarea productivitatii si calitatii lor. Numeroase studii, au stabilit, ca la plantele libere de
patogeni, productivitatea poate fi marita cu 30% [58, 162, 229]. Pe langa utilizarea culturii de
meristeme, o altd metoda de insandtosire a plantelor, aplicata pe larg la multe culturi, consta in
multiplicarea clonala cu folosirea culturii de calus. Calusul este o masd neorganizata de celule,
diferentiate cu o capacitate variabild de proliferare, care apare in urma unei raniri mecanice suferita
de planta ca forma de aparare si regenerare celulara [180, 297, 309].

Cultura de calus este inca in studiu si stiinfa urmeaza sa raspunda la o serie de Intrebari ce

tin de evolutia culturilor de calus, a stabilitatii genetice a plantelor obtinute din culturile de calus,
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motiv pentru care, desi este prima cultura incercata a biotehnologiilor horticole in vitro, ea are inca
multe necunoscute [99, 170].

Este folositd mai rar in scopurile obtinerii materialului saditor in vitro, desi are partile ei
pozitive, precum si anumite avantaje cum ar fi: efectiva si economa, deoarece in precesul Tnmultirii
din fiecare celuld de calus individuala, in conditii favorabile, pot sd formeze muguri adventivi
(merestemoizi), care dau nastere plantelor noi; plantele obtinute se deosebesc genetic si
morfofiziologic, ceea ce da posibilitatea amelioritorilor sa efectueze selectarea plantelor dupa
unele caractere valoroase si sa aprecieze comportarea lor in camp. Prin cultura de calus au fost
inmultite mai multe specii horticole: Actinidia arguta, Rubus idaeus, Rubus fruticosus, Fragaria
sp. etc [97, 203, 281].

In contextul celor mentionate, ne-am propus in cadrul acestei lucrari sa obtinem material
saditor omogen si necontaminat de goji si prin cultura de calus. In scopul cercetarii actiunii
citochininelor si auxinelor asupra proceselor morfogenetice la nivel de calus la specia L. barbarum
au fost initiate culturi de calus din sursa de explant: disc de limb foliar, segment de petiol. Pentru
testarea raspunsului la prezenta citochininelor si auxinelor in mediul de cultura, au fost utilizati
fitoregulatorii BAP si 2,4D in diferite corelatii si proportii, care conform literaturii de specialitate
[114] prezinta un interes deosebit, datorita actiunii lor extrem de efective asupra cresterii si
dezvoltarii explantelor de goji in cultura in vitro.

Initial au fost experimentate sapte variante de medii nutritive cu concentratiile: control (0
mg/l); citochinina: BAP (0,1 mg/l; 0,3 mg/l) si auxina: 2,4D (0,3 mg/l; 0,5 mg/l; 1,0 mg/1). Initierea
proceselor de calusogeneza la L. barbarum L. este determinata de asa factori ca: tipul explantului,
mediul nutritiv, regulatorii de crestere si pH-ul mediului. In urma investigatiilor efectuate s-a
determinat, cd pe mediul BAP in combinatie cu 2,4D 1in diferite concentratii majoritatea
explantelor au produs calus. Datorita acestor medii s-a declansat procesul de formare a masei
calusale si de regenerare din el a meristemoizilor, ulterior si a neoplantulelor.

Inducerea calusogenezei si regenerarii de lastari din calus la soiurile de goji "Ning Xia N1°,
’Erma’, "New Big’, ’Amber Sweet’ si ’Licurici’, a fost initiata atat din fragmente de petiol (5-7
mm lungime), cat si din fragmente de frunza (3-5 mm diametru), recoltate de la plantule regenerate
in vitro. Plantele donor de la care s-au excizat frunzele au fost cultivate pe mediul MS 100%
suplinit cu 0,2 mg/l ANA, pentru ca microplantulele sa asimileze o cantitate mai mare de
fitohormoni, iar explantele sa aiba un potential sporit de regenerare a lastarilor. Acest studiu s-a
efectuat 1n 3 repetari, pe perioada lunilor aprilie — mai, a cate 36 probe timp de 30 zile. Mediile
nutritive pentru calusogeneza s-au preparat conform metodelor descries in [290, 291]. Pentru

mentinerea culturilor calusare a soiurilor cercetate, in cultura in vitro, este necesar respectarea
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urmatoarelor conditii de cultivare: temperatura de 23 + 2°C, fotoperiodismul de 16 ore lumina si
umiditatea aerului in incdpere nu mai joasd de 65% [29, 134]. Dupa 10 zile de la inoculare s-a
constatat initierea si dezvoltarea proeminentelor de celule calusare pe toate mediile de cultura.
Procesul organogen la goji. Ca rezultat al testarilor efectuate privind obtinerea plantulelor
din calus s-a urmarit scopul de a determina durata perioadei de calusogeneza si organogeneza la
explantele din frunzele si petiolul vitroculturilor de goji. Calusul dezvoltat din discul limbului
foliar si segmente de petiol pe mediile experimentale M1-My, in diferite combinatii si concentratii
al regulatorilor de crestere a indus proliferarea celulara, evidentiata initial, prin deformarea
explantelor somatice, ce variaza ca forma, culoare si consistenta (Tabelul 3.8). in varianta martor,
dupa 14 zile s-au observat primele procese de necrotizare, care au avut loc in zona de ranire a
fragmentelor de frunza si a segmentelor de petiol, dupd urméatoarele 20 de zile, necroza explantelor

somatice fiind totala.

Tabelul 3.8. Influenta fitohormonilor asupra initierii si dezvoltarii calusului la diferite
tipuri de explante la soiurile de goji ’Ning Xia N1°, ’Erma’, ’New Big’, ’Amber sweet’ si
’Licurici’, dupa 35 zile

Mediu: MS 100% Tipul explantului Culoarea calusului Consistenta calusului
2,4D + BAP mg/l (segmente) 1-4
M.: 0,0+0,0 Petiol - -
Frunza - -
M. 0,3+0,1 Petiol Verde-albicios ++
Frunza Verde-albicios ++
Ms: 0,3+0,3 Petiol Verde-albicios ++
Frunza Verde-albicios ++
Ms: 0,5+0,1 Petiol Verde +++
Frunza Verde +++
Ms: 05+0,3 Petiol Verde ++
Frunza Verde-albicios ++
Mt 1401 © Pefiol  Verdeintens ek
Frunzi Verde +++
M7 1+40,3

Nota: Auxina (2,4D) +Citochinina (BAP); +: Foarte putin calus, ++: Calus minor, +++: Calus moderat, ++++: Calus
omogen.

Un calus friabil, morfogen a fost bine dezvoltat dupa aproximativ 40 - 45 zile de la inocularea
in vitro a explantelor somatice. Tesutul calusal s-a format la suprafata mediului nutritiv formand
0 masa amorfa de celule parenchimatice cu pereti subtiri, fara o anumita structura anatomica. Masa
de calus a avut diferite culori: verde, verde-albicios, verde cu nuante galbui. Conform datelor din
literatura, calusul generat din fragmente de limb foliar si petiol manifesta astfel de culori, deoarece
celulele contin clorofila [69, 158]. Diferite mase calusare formate au fost mentinute pe aceleasi

medii nutritive (fard divizarea si subcultivarea acestora), pana la formarea lastarilor. Probabil, ca
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este o consecintd a prezentei in cantitdti sporite a hormonilor de crestere in zonele de ranire [107],
stimuldnd astfel proliferarea celulard. Calusogeneza a fost initiatd in special in zona de ranire a
explantelor, si uneori dispersat pe suprafata acestora.

Deoarece scopul propus de noi este nu doar obtinerea calusului propriu-zis, dar nemijlocit
proliferarea lui, cel mai bine raspunde la calusogeneza fragmentele de petiol, pe mediul Ms cu
adaos 2,4D (1,0 mg) in combinatie cu BAP (0,1 mg), cu o valoare de 100 %, iar din disc de limb
foliar un procent mediu de 55,7% (Anexa 2, Figura 2.1) pentru toate soiurile de goji. Eficienta
caruia s-a dovedit prin rezultatele care depasesc datele din literatura de specialitate [176].

Explantele din fragmente de limb foliar cultivate pe mediul Ms, s-au gofrat si s-au marit in
dimensiuni dupa 14-20 zile de la inoculare. La periferia limbului apar proeminente sferice de calus
verde, unele verde-albicios. Studiul de sinteza privind initierea si proliferarea calusului are loc prin
formarea meristemoizilor sau noduli embriogeni, care devin centre morfogene [193].

Centrele morfogene se afla la suprafata masei calusare initiate din masele proembriogene,
iar la periferii sunt protejate de celulele parenchimatice ale calusului care au peretii mai ingrosati.
Calusul generat pe mediul Ms este optic dens, compact si morfogen. Dupa cateva zile calusul de
culoare verde-intens, verde-albicios, verde cu nuante galbui dezvoltd zone cu centre meristematice
embriogene, iar dupa 8 zile de diferentiere, pe calus se initiaza formarea meristemoizilor [306].
Dezvoltarea mai viguroasa a centrelor morfogene depinde de anumiti factori: durata perioadei de
cultivare a calusului, regulatori de crestere, sezon, stadiul de dezvoltare al plantei, partea plantei
cercetate, precum si de factorii externi (lumina, umiditate si temperatura) [181].

Mediile: M1, M2, M3, Ma, Ms, M7 suplinit cu BAP si 2,4D in cantitati de (0,1; 0,3, 0,5; 1
mg/l) combinate intre ele, din fragment de frunza si petiol, a dezvoltat masa calusara
nonregenerativa de consistenta friabila. Fiind in totalitate non-morfogen, calusul incepe sa
necrotizeze dupa 35-40 zile. Observatiile efectuate asupra caracteristicii calusului au scos 1in
evidenta faptul, ca culoarea lui este de un verde galbui in cazul explantelor din petiol si un verde
putin mai intens pentru limbul foliar. In dependenta de tipul explantului, s-a constatat o variatie a
consistentei calusului format, fiind mai putin pronuntata pentru petiol.

Regenerarea de neoplantule din calusuri mentinute pe medii de cultura agarizate

Un aspect important este de a determina modul de dezvoltare a diferitor tipuri de explante in
timpul derularii proceselor morfogenetice la nivel de calus, axata pe componenta mediul de cultura
si fitohormonilor, prin evidentierea modului de aparitie a lastarilor. Observatiile efectuate au scos
in evidenta faptul, ca geneza lastarilor difera de la un tip de explant la altul. In cazul calusului
derivat din petiol s-au format 2- 3 lastari situati in partea apicala, fapt mentionat si in lucrarile lui

Osman (2013) [154]. La etapa data, cercetarile au urmarit studierea comportarii diferitor tipuri de
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explante, iIn faza mentionatd, ce au constat in determinarea numarului si lungimii lastarilor
regenerati, pe fiecare lastar aparte.

Procesul de proliferare a calusului si de initiere a procesului morfogenetic este mai pronuntat
la explantele de petiol, desi primele aparente au fost semnalizate la explantele cu origine din limb
foliar. Este important de mentionat, ca in timpul cultivarii in vitro nu toate centrele meristematice
au evoluat in minilastari. Reducerea semnificativd a numarului de 1astari regenerati poate fi cauzata
de un sir de factori endogeni, exogeni, de numarul pasarilor, de conditiile de cultura si de varsta
calusului. Aparitia lastarilor la nivel de calus derivat din segment de petiol a avut loc din diferite
centre meristematice, formand astfel o rozeta a cate 6-8 minilastari (Anexa 2, Figura 2.2). Asfel,
proliferarea calusului este diferitd, in functie de cultivarul analizat.

Cea mai buna proliferare a fost observata in cazul cultivarului "New Big’ cu un numar maxim
de lastari de 8,22, urmat de cultivarele: ’Erma’, ’Licurici’, ’Amber Sweet’ cu un numar mediu de
lastari proliferati 7,17; 7,50 si 7,94. Valori minime inregistreaza si cultivarul ’Ning Xia N1’ de
6,83 lastari. Este important de mentionat, ca lastarii s-au format, in special de-a lungul nervurilor,
date confirmate si de Hu (2008) [222]. Au fost generate plantule, din limb foliar la soiurile *Ning
Xia N1’ cu un numar mediu de 1,89 lastari, ’Licurici’ 3,28 lastari si ’Amber Sweet’ cu in numar
mediu de 3,39 lastari, pe cand pentru soiurile ’Erma’ si "New Big’ dezvoltarea de lastari a fost
nula (Tabelul 3.9).

Tabelul 3.9. Caulogeneza din disc de limb foliar si segment de petiol, dupa 30 zile

Numarul explantelor care au Lungimea Lungimea
Mediul Soiul format calus plantulelor din  plantulelor din
segment de petiol  disc de limb  petiol (cm) foliar (cm)
foliar

Ning Xia N1 6,83+0,17 1,89+0,22 1,55 0,06 1,15 +0,11

Erma 7,17+0,48 Nu sa dezvoltat 2,48 +0,14 -

Ms New Big 8,22+0,19 Nu sa dezvoltat 2,48 +0,10 -
Amber 7,94+0,27 3,39+0,28 2,87 0,08 2,89 +0,21

Sweet

Licurici 7,50+0,27 3,28+0,35 3,06 £0,35 2,19 0,09

Nota: valorile sunt prezentate sub forma X + sz (media aritmetica+ eroarea mediei); Ms- 2,4D 1 mg/l + BAP 0,1 mg/l.

Comparativ cu inducerea si proliferarea calusului, caulogeneza s-a desfasurat cu o frecventa
relativ medie pentru soiurile de goji. Numarul mediu al explantelor din petiol care au dus la
regenerarea de muguri si lastari adventivi fiind de 1,55 cm la soiul "Ning Xia N1°, ’Erma’ si *"New

Big’ de 2,48 cm, ’Amber Sweet’ 2,87 cm si respectiv ’Licurici’ in mediu de 3,06 cm.
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Caulogeneza atestata pe mediul aditionat cu 2,4D de 1 mg/l si BAP 0,1 mg/l, la soiurile
’Amber Sweet’ a inregistrat lungimea maxima a lastarilor de 2,95 - 2,95 cm, urmat de soiurile ’New
Big’ cu 2,47 cm si "Licurici’ 2,54 ¢cm, soiul *Ning Xia N1’ cu ce mai mica lungime de 1,47 cm.

Analiza rezultatelor experimentale au evidentiat influenta favorabila a mediului de cultura
suplimentat cu 2,4-D si BAP in raport 1,0:0,1 mg/l (mediul Me) asupra calusogenezei la soiurile:
’Ning Xia N1°, ’Erma’, ’New Big’, ’Amber Sweet’ si ’Licurici’. Numarul calusurilor care au
regenerat lastari, precum si numarul plantulelor neoformate a fost determinat dupd doud luni de
cultura in vitro, cand a fost remarcata imbatranirea calusului, iar frecventa de regenerare de lastari
nu a mai inregistrat nici 0 modificare (Anexa 2, Figura 2.1).

Lastarii obtinuti la nivelul calusului au fost prelevati de pe acesta si au fost inoculati pe medii
de cultura proaspete la interval de 4 saptamani. Pentru cresterea si inradacinarea in vitro a lastarilor
s-a folosit mediul de baza MS 100% si auxina ANA de (0,2 mg/l) ca si in cazul plantelor obtinute
prin cultura de meristeme (Anexa 2, Figura 2.3). Rizogeneza a dat rezultate satisfacatoare.
Formarea acestora a fost vizibila dupa 14 zile de cultivare (Figura 3.11). Sistemul radicular este

bine dezvoltat, tulpina formata din cateva internoduri.

Fig. 3.11. Regenerarea lastarilor din calusul derivat din fragment de frunzi, pe
mediul Me la soiul ’Erma’, dupi 14 - 30 zile
Nota: A - dezvoltarea lastarilor din masa calusara cu origine de petiol; B - dezvoltarea lastarilor din masa calusara cu
origine de limbul foliar; C inradacinarea plantulelor in conditii in vitro; D - plantule aclimatizate.

Dezvoltarea acestor plantule sunt identice cu cresterea si formarea rizogenezei, comparativ
cu plantele obtinute traditional din meristeme prin micropropagare. Rezultatele obtinute confirma
faptul, ca o dezvoltare satisfacatoare au avut explantele cu origine din limb foliar, iar cea mai buna
comportare a fost atestata la explantele provenite din petiol. Plantulele obtinute din masa calusala,
pe mediul Ms sunt sanatoase, robuste, viguroase, nu se contamineaza in cultura in vitro dupa pasari

ulterioare si nici la transfer ex vitro. Plantele regenerate au fost transplantate in ghivece dupa 14
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zile si transferate in sera, pentru cresterea si dezvoltarea ulterioara, timp de o luna plantulele au

fost mentinute in sera. Plantele regenerate purtau trasaturi morfologice normale ca si planta donor.

3.6. Aclimatizarea materialului saditor obtinut prin cultura in vitro

Aclimatizarea ex vitro este etapa finald a micropropagirii. In aceastd faza se efectueazi
trecerea treptata a plantulelor de la conditiile de viata artificiale, neobignuite, din cultura in vitro
in conditii de asepsie stricta, temperatura controlatd si umiditate foarte ridicata circa 90-95% la
conditiile obisnuite din sera (ex vitro) sau camp, apropiate de conditiile naturale. Aceastd faza
intermediara este necesara pentru vitroculturile ce nu pot supravietui in cazul transferului direct in
conditii naturale, deoarece nu prezinti caracteristicile fiziologice necesare. in timpul fazei de
aclimatizare are loc dezvoltarea normala a plantulelor si dobandirea caracteristicilor fiziologice
care le asigura supravietuirea in conditii de mediu normale, necontrolate artificial [63, 65, 122].
Principala problema a plantulelor cultivate in vitro este inexistenta unor formatiuni adecvate care
sd le asigure supravietuirea In conditii naturale de umiditate. Astfel, nu exista o cuticuld adecvata,
stomate functionale, care ar permite reglarea transpiratiei. Principalul factor de mediu care trebuie
controlat Tn mod artificial in faza de aclimatizare este umiditatea aerului, pentru a preveni
deshidratarea plantulelor [32, 38]. In procesul de adaptare a plantulelor in conditii ex vitro se tine
cont in mare masura de substraturile in care se plaseaza plantulele inrddacinate si de respectarea
factorilor de mediu strict controlati in special: temperatura, gradul de umiditate gradul de
luminozitate, valoarea pH-ului, compozitia susbstratului [29, 52].

Aclimatizarea plantulelor de goji s-a realizat prin metode clasice (substrat solid si umiditate
atmosferica ridicata). Au fost testate si utilizate trei tipuri de substrat (Tabelul 3.10).

Aclimatizarea eficienta a plantulelor de goji s-a realizat in doua etape in decursul a 30-40 de
zile:

e etapa | - Plantulele de goji (minibutasii) cu o lungime de 2,5 cm inradacinate in vitro s-au
transferat in caserole de plastic cu cele trei substraturi fiecare separat, in conditii de sera.
Mentinerea umiditatii de 70-90% se face prin acoperirea acestora cu folii de polietilena
transparentd, perforata si se descopera gradual, timp de 2 sdptdméani pand apar primele 2
frunzulite la apexul plantei (Anexa 4, Figura 4.1). Aerisirea se face de 2-3 ori pe zi, se
pulverizeaza in ceatd cu apa deionizatd si se mentin la temperatura aerului de 23-25°C.

e etapa Il - Caserolele cu plantule de goji, care au atins 5-7 cm in lungime si au 5-7 frunze
formate s-au transferat pe un substrat compus din sol de gazon, turba, nisip, in proportii de
1:0,25:0,25, in vase vegetative de 500 ml, sub un carcas de panza, amplasat ca soarele sa patrunda

doar dintr-o directie.
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Tabelul 3.10. Influenta substratului asupra aclimatizarii plantelor de goji

Totalul de plante

Substratul Nr. total de plante Nr. de plante % de
transferate in etapa ex vitro aclimatizate aclimatizare

’Ning Xia N1’ 36 29 80,5

’Erma’ 36 31 86,1

V1 ’New Big’ 36 34 94,5
>Amber Sweet’ 36 33 91,6

’Licurici’ 36 33 91,6

’Ning Xia N1’ 36 15 41,6

Erma’ 36 17 47,2

V2 ’New Big’ 36 23 63,8
’Amber Sweet’ 36 19 52,7

’Licurici’ 36 20 55,5

’Ning Xia N1’ 36 18 50,0

Erma’ 36 22 61,1

V3 ’New Big’ 36 28 71,7
>Amber Sweet’ 36 24 66,6

’Licurici’ 36 23 63,8

Pentru aclimatizarea definitiva, plantele se mentin timp de 15-20 de zile. Adaptarea la

conditiile de mediu ex vitro impune reducerea treptata a umiditatii atmosferice la (Figura 3.13).

| \ H Il L ]
v” \ 1 e s
\ ) Ay
1 f , ) X
LA ‘ 7 A
il ) ./ | 7
WA
\ i

ot A \‘)ékﬂ\’\»‘:f‘?

*Nina Xia/N1>

Fig. 3.13. Lycium barbarum L in etapa a II-a de aclimatizare, dupi 30 zile

Observatiile fenotipice si analiza rezultatelor inregistrate, au aratat ca cel mai efectiv substrat
s-a dovedit a fi V1, amestecul de substrat din sol de gazon, turba, perlit, nisip si mranita in
proportii de 1:0,5:0,25:0,25:1. Astfel, din reprezentarea grafica a datelor (Figura 3.14) se observa
ca peste 90% de plante au fost aclimatizate la soiurile "New Big’, ’Amber Sweet’ si "Licurci’,
urmat de soiurile ’Ning Xia N1’ si ’Erma’ cu peste 80 — 85 %. Plantele de goji sadite pe substratul
V3, a inregistrat o pondere de circa 75%, urmat de varianta V2 cu 60% de plante aclimatizate la
toate soiurile de goji (Anexa 5, Figura 5.1).
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Aclimatizarea plantulelor trebuie sa fie un proces lent, care sa permita adaptarea treptata a
plantelor de la conditiile in vitro la cele ex vitro, ceea ce presupune adaptarea la o umiditate

relativ scazuta, cu dezvoltarea mecanismelor de inchidere si deschidere a stomatelor si la
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Fig. 3.14. Aclimatizare soiurilor de goji in | etapa

Tratamentele fitosanitare cu fungicide si tratamentele cu solutii nutritive s-au efectuat cu
scopul de a favoriza cresterea plantei in ansamblu si dezvoltarea sistemului radicular. Un alt factor
important este protejarea de daunatori. Plantele dupa 25 zile de aclimatizare se expun riscului de
a fi atacate de daunatori, fiind fragede si atractive. Unul din daunatorii plantelor tinere de goji este
musculita alba de sera (Trialeuredes vaporariorum). Pentru protejarea impotriva daunatorilor s-a
utilizat preparatul Actara, insa nu se recomandd umezirea in exces a plantelor in a doua jumatate
a zilei, deoarece, noaptea se multiplica si produc intensiv sporii micotici (Mycospherella rubi)
[159].

Dupa procesul de aclimatizare, plantele au fost transferate pe terenul experimental (mini
colectia de arbusti fructiferi) urmarind procesul de adaptare a lor in conditiile pedoclimatice
(descrise in Capitolul 4). Datele obtinute si prezentate in acest capitol relevd informatii utile
precum: selectarea mediilor de cultura, adecvate pentru fiecare etapa de cultivare aplicand
combinatii speciale de nutrienti, asepsizarea, inocularea, microclonarea i micropropagarea
vitroplantulelor de goji. Urmat de procesul ex vitro, care se efectueaza pe substraturi testate in 11
etape de aclimatizare si plantarea in terenul experimental, ulterior fiind corelate cu particularitati
biologice, anatomice si biochimice. In Figura 3.15 este redati totalitatea proceselor ce au avut loc
la nivelul explantelor de goji in vederea producerii de material saditor, permitand astfel obtinerea

plantelor initiale absolut sanatoase.
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Prelevarea explantelor de la plantele donor
meristeme apicale cu primordii foliare, meristeme apicale,
fragmente de lastar, fragmente de limb foliar si fragmente

de radécini.

¥

Sterilizarea explantelor
hipocloritul de natriu, hipocloritul de calciu, alcoolul etilic,
clorura de mercur in conc. diferite (Tabelul 3.1).

¥

Inocularea explantelor pe mediul nutritiv MS 100% si B5
V1 - MS modificat, lispit de regulatori; V2 - B5 modificat, lipsit de reglatori de 30 zile
crestere; V3 - MS+BAP 0.1 mg/l; V4 - MS+BAP 0.2 mg/l; V5 - BS+BAP 0,1 mg/l;
V6 —B5 BAP 0.2 mg/1)

Microclonarea
Citochinine: BAP, KIN — 0,5-0,7mg/l; 60 zile Micropropagare 60 zile
Balanfa hormonald: BAP+AIB+GA,, Auxine: MS 100% si MS 50%, mediu lichid si
BAP+AIA+ GA;, BAPTANA+GA; ____» agarizat suplimentat cu concentratii reduse de
fiecare fiind suplimentat cu diverse regulatori de crestere din grupul auxinelor 0,2-
concentratii de 0,3+0,2+0,1 mg/l 0,5mg/l de AIB, AIA, ANA
fiecare.
4
Transferarea plantulelor din conditii ir vitro in conditii ex Calusogeneza/Caulogeneza
vitro Explante: fragmente de frunzi si petiol;
V1 - turbd, perlit-nisip, mranita in proportii de 1:0,25:0,25:0,5:1; +—— Balanta hormonald: control (0 mg/l);
V2 - sol de gazon, turbd comerciala cu pH neutru, perlit — nisip citochinina: BAP (0,1 mg/1; 0,3 mg/1) si
si mranita in raport 1:1:0,5:0,5:0,25. auxina: 2.4D (0.3 mg/l; 0.5 mg/l: 1,0 mg/1): 60 zile
V3 - turba comerciala, sol de gazon si perlit - nisip in raport de | 30zile Organogeneza. ANA 0,2 mg/l.
1:1:0,25.

Aclimatizarea/ Plantarea in teren deschis a vitroculturilor .
(plante obtinute din etapa ,,Microclonare”) 30 zile

Fig. 3.15. Etapele cultivarii in vitro a speciei Lycium barbarum L.

3.8. Concluzii la capitolul 3

1. Introducerea soiurilor ’°Ning Xia N1°, ’Erma’, "New Big’, ’Amber Sweet’ si ’Licurici’ in
vitro, a fost efectuata cu succes, gratie Cercetarilor realizate privind elaborarea protocolului de
asepsizare a materialului biologic. Testarea unui sir de sterilizanti a fost realizati experimental. In
calitate de agent sterilizant efectiv s-a evidentiat clorura de mercur de 0,01 %, cu o durata optima
de tratare de 7 minute, pentru toate tipurile de explant.

2. Initierea si stabilizarea culturii in vitro la soiurile de goji a fost marcata la explantele de
tip meristem apical urmata de meristeme apicale cu primordii foliare, inoculate pe mediu de cultura
MS 100% si BS, modificat (mio-inozitol - 50 mg/l, zaharoza - 35 g/l, agar - 6 g/l, pH 5,8) cu adaos
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de BAP — 0,2mg/| cu diferente semnificative la nivelul plantulelor initiate pe mediul MS 100%.
Astfel, datele privind rata inalta de plantule initiate cu o frecventa de 94,4% la soiurile "New Big’
si ’Licurici’, urmata de soiurile >’Amber Sweet’ cu 83,3%, 'Ning Xia N1° 77,2% si ’Erma’ cu
80,2%.

3. Influenta citochininei BAP 0,5 mg/l a determinat rata de proliferare sporita, acestea
depasind in mediu 22,06 de lastari/explant pentru soiul ’Amber Sweet’, urmat de ’Licurici’ cu
20,17, ’New Big’ - 16,11, ’Erma’ 14,72 si ’Ning Xia’ 14,11 lastari formati. Desi la soiurile
cercetate, numarul de lastari nu difera esential, aceste diferente sunt statistic semnificative, iar
citochinina KIN in concentratiile de 0,5 si 0,7 mg/l a determinat o rata de multiplicare inferioara
celor obtinute cu BAP 0,5 mg/l. Regenerarea de plantule pe mediul BAP cu 0,7 mg/1 a inregistrat
rate de multiplicare nesemnificative, vitrificate si cu formarea de calus la baza plantulelor.

4. Combinatiile si concentratiile de regulatori de crestere asupra ratei de multiplicare si
procesului de crestere in vitro s-a dovedit a fi optima varianta BAP 0,2 mg/l + ANA 0,2 mg/l +GA3
0,1 mg/l, care a determinat rate de proliferare rezonabile si lastari relativ bine dezvoltati si totodata
a asigurat rate de multiplicare inferioare celor obtinute cu BAP de 0,5 mg/l. Asfel, numarul mediu
de lastari regenerati a fost ridicat la valori de 4,56 la soiul ’Ning Xia N1’ si de 4,94 la soiul ’Erma’.
Cea mai sporita proliferare de lastari se evidentiaza la soiurile "New Big’ de 6,94, urmat de ’Amber
Sweet’ - 5,06 si "Licurici’ cu 5,22.

5. Inradacinarea in vitro si cresterea in lungime a plantelor a fost indusa pe mediu nutritiv
MS 100%, suplinit cu auxine AIB, AIA, ANA cu concentratii de — 0,2 — 0,5 mg/I fiecare si MS-
50% modificat. S-a remarcat mediul M12 de 0,2 mg/l ANA, in care procentul de inradacinare a
depasit 90% la toate soiurile de goji. Mediul MS 50% aditionat cu aceeasi concentratie de ANA,
s-a dovedit a fi rentabil, optim si eficient pentru conservarea materialui de goji.

6. Pentru inducerea calusogenezei si proliferarea plantulelor din masa calusara, s-a
evidentiat mediu optim MS 100% aditionat cu regulatorii de crestere 2,4D de 1,0 mg/l si BAP 0,1
mg/l. Evolutia cea mai buna, au prezentat-o explantele de tip petiol comparativ cu cele din limb
foliar, la toate soiurile luate in studiu.

7. Aclimatizarea plantelor inradacinate in vitro s-a realizat in doua etape. Au fost testate si
utilizate trei tipuri de substrat, dintre care substratul V1 compus din sol de gazon, turba comerciala,
perlit, nisip si mranitd in raport 1:0,5:0,25:0,25:1 s-a dovedit a fi cel mai eficient, asigurand un
procent de aclimatizare sporit, de peste 90% la toate cele 5 soiuri de goji. Perioada de aclimatizare

optima este pe parcursul lunilor de primavara, vara si toamna.
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4. STUDIUL MORFO-ANATOMIC SI BIOCHIMIC COMPARATIV AL SPECIEI
LYCIUM BARBARUM L.

Cercetarea particularitatilor biologice de crestere si studiul fitochimic prin identificarea si
dozarea substantelor biologic active a speciei L. barbarum L. sunt putine si incomplete, de aceea
este oportund efectuarea unor cercetari mult mai ample. Prin aceste cercetdri se urmareste
adaptarea individuala a soiurilor de goji in conditiile pedoclimaterice ale R. Moldova, cum ar fi:
schimbari morfologice, anatomice, fiziologice si biochimice. Cresterea valorii economice a speciei
se datoreaza proprietatilor nutritionale si terapeutice multiple recunoscute pe plan mondial [145,
178, 192].

Astfel, in cadrul investigatiilor prezentate Tn acest capitol s-au urmdrit urmatoarele aspecte:
o studierea fazelor de vegetatie a taxonilor studiati;

e determinarea parametrilor morfologici: inaltimea plantelor, numarul de ramuri per planta,
lungimea ramurilor, numarul de frunze la faza vegetiva;,

¢ elucidarea indicilor morfo-anatomici (frunza de mijloc a tulpinei) a soiurilor de goji
comparativ cu specia din flora spontand, in contextul rezistentei la conditiile nefavorabile;

e analiza calitativa si cantitativa a unor compugi biochimici utili.

4.1. Aspecte fenologice ale arbustilor din specia Lycium barbarum L.

Perioada de vegetatie reprezintd secventd din ciclul biologic anual in care procesele
fiziologice se manifesta cu intensitate sporita si produc modificari anatomo-morfologice vizibile
[296].

Parcurgerea fazelor de vegetatie ale plantelor din specia L. barbarum L. s-a inregistrat pe
baza observatiilor efectuate la iesirea plantelor din stadiul de dormanta in primul an (martie 2017)
si respectiv anul doi al culturii (aprilie 2018).

Ca rezultat al cercetarilor efectuate s-a constatat ca dupa iesirea din stadiul de repaus,
mugurii vegetativi parcurg fenofazele intr-un ritm alert incepand cu prima decada a lunii martie.
Mugurii vegetativi ai plantelor pe aceeasi ramurd a unei plante, la aceeasi data, pot fi in stadii
diferite. Spre exemplu, 87% din plante soiului Ning Xia N1’ parcurgeau faza de umflare a
mugurilor, 20% din plante parcurgeau faza de dezmugurire si 15% prezentau foliole. In ceea ce
priveste aparitia primilor butoni florali, acestia au fost observati, inca din 2017, pe la mijlocul lunii
iunie. Tot in aceastd lund, dar la sfarsitul ei, au aparut si primele flori pe unele plante. Arbustii au
continuat sa infloreascd pand la sfarsitul lunii noiembrie al respectivului an dar fructe nu s-au

dezvoltat.
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Soiurile ’Erma’ si "Licurici’ au avut un debut mai lent al fazelor de vegetatie fata de cele din

anul urmator 2017 (Figura 4.1):
V' 47%-73% din plante parcurgeau faza de umflare a mugurilor;
v’ peste 33% - 'Erma’ si 60% - ’Licurici’ din plante parcurgeau faza de dezmugurire;
v 33% plante a soiului ’Licurici’ prezenta foliole, iar soiul 'Erma’ 15%.

In 2017, pentru soiul *Ning Xia N1’, prima inflorire a fost observati in luna august, iar
ultimele flori au aparut la sfarsitul lui noiembrie, la fel ca si in cazul soiurilor *Licurici’ i *Erma’.
In cel de-al doilea an de la plantare (2018), la inceputul lunii aprilie, arbustii de goji a toate celor
trei soiuri studiate, se aflau deja intr-un stadiu avansat de parcurgere al fazelor de vegetatie:

v 53%-60% din plante parcurgeau faza de umflare a mugurilor;
v' 67%-73% din plante parcurgeau faza de dezmugurire;

v’ 73%-87% din plante prezentau foliole.

ok
'Licurei’ — (60 =
"Erma’ u _—'H
i
*Ning Xia N1’ H .
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
% din plante % din plante

B Prezenta foliolelor
Dezmugurire
m Umflarea mugurilor

B Prezenta foliolelor
Dezmugurire
m Umflarea mugurilor

Fig. 4.1. Fazele de dezvoltare a organelor vegetative
in anul 2017 (stdnga) si in anul 2018 (dreapta)

Anul urmator (plante de II ani 2018), primii butoni florali au apérut la inceputul lunii mai la
soiurilor *Licurici’ si ’Erma’, cu cateva zile mai devreme decat in cazul plantelor soiului *Ning
Xia N1°. Dupad aparitia butonilor florali, au aparut si primele flori, iar inflorirea a durat pana la
inceputul lunii noiembrie (pana la primele ingheturi).

Mentionam faptul ca pe arbustii de goji a soiurilor studiate, cele trei faze ale mugurilor
vegetativi (umflarea mugurilor, dezmugurirea si prezenta foliolelor) se regasesc simultan atat dupa
iesirea acestora din dormanta, cat si pentru toatad perioada de vegetatie, inflorire si fructificare.

Contrar anilor precedenti, in 2018, arbustii de goji "Licurici’ au avut un ritm de parcurgere

al fazelor vegetative mai dinamic decat cel al arbustilor "Ning Xia N1’si ’Erma’. Astfel, la
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inceputul lunii aprilie, arbustii de "Licurici’ se aflau deja intr-un stadiu mai avansat de parcurgere
al fazelor de vegetatie decat arbustii Ning Xia N1°si ’Erma’.

La fel ca si in anul precedent, in 2018, arbustii ’Licurici’ au inflorit mai devreme decat cei
de "Ning Xia N1’si ’Erma’. Astfel ca, primele flori au fost observate spre sfarsitul lunii aprilie,
aproape cu o luna mai devreme decat in cazul celorlalte doud soiuri.

In vederea stabilirii fazelor de dezvoltare a florilor, a mai fost studiati si repartizarea
mugurilor, butonilor florali si florilor pe cele 3 segmente ale plantei: bazd, median si varf. S-a
constatat faptul, ca aproximativ 80% din butonii florali, mugurii si florile acestor arbusi au avut 0
distributie mediana, 10% au fost repartizate pe segmentul terminal si doar 5% pe cel bazal. Aceste
rezultate au fost valabile pentru toate soiurile in perioadele mai si iunie-iulie ale anului 2017.

In concluzie, se poate afirma faptul ci cele trei soiuri au avut o dinamic relativ similard a
parcurgerii fazelor vegetative. Mentionam ca soiul ’Licurici’ a avut un debut mai tardiv in 2017,
dar in 2018 a ajuns sa le depaseasca pe celelalte soiuri. Similar, data primei infloriri a fost mai
tarzie in 2017 pentru ’Licurici’ comparativ cu soiurile *Ning Xia N1’si ’Erma’, insa in 2018 soiul
’Licurici’ a fost cel care a inflorit primul. In ceea ce priveste perioada de inflorire, toate trei soiuri
au continuat sa formeze flori pana la sfarsitul lui noiembrie, fapt ce denota, ca in zona R. Moldova,
perioada de inflorire si fructificare este mai indelungata decat cea mentionata in literatura de
specialitate pentru alte zone geografice [139].

Dinamica florala a soiurilor studiate in cadrul speciei Lycium barbarum L.

In scopul introducerii si aclimatizarii speciilor noi valoroase este necesar cunoasterea
caracteristicilor si dinamica infloririi pentru cercetarea particularitatilor biologice ale plantelor.
Fiecare specie are adaptari particulare la conditiile de mediu, cum ar fi: schimbari morfo-
anatomice si fiziologice ale florii pentru asigurarea polenizarii, sau tipul agentului de polenizare
[269].

Particularitdtile infloririi. Inflorirea este numita etapa de dezvoltare a florii, care incepe cu
aparitia si deschiderea corolei florilor pana la ofilirea ei, indata ce are loc maturizarea androceului
si gineceului. Studierii dezvoltarii acestor etape la plante li se acorda o atentie speciala [272].
Astfel, cercetarea si dinamica morfologiei florilor celor trei soiuri si celei din flora spontana de
L. barbarum L. studiate a corespuns cu descrierile prezentate in literatura de specialitate. Mai mult,
nu au existat diferente notabile intre cele doua biotipuri, decat doar lungimea staminelor astfel ca
plantele cultivate avand o lungime mai mare de 2-3 mm fata de arbustul din flora spontana. Asa
cum am mentionat anterior, pe arbustul de Lycium se pot intdlni simultan toate fazele de dezvoltare

ale florilor si fructelor (Figura 4.2).
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Fig. 4.2. Fazele de dezvoltare ale florilor de goji cultivat de la mugure florifer, buton
floral, inflorire, sfarsitul infloririi (stinga), legarea fructului, pana la faza de dezvoltare a
fructului (dreapta), lulie 2018

Florile arbustilor apar in zona nodurilor, fiind solitare sau in inflorescente de cate 3-5. Florile
sunt infudibuliforme, avand 5 petale de o culoare lila deschisa pand la un mov intens sau chiar

purpuriu. Spre sfarsitul ciclului lor de dezvoltare, florile isi pierd treptat culoarea devenind alb-

e

Fig.4.3. Floare de goji cultivat aflata la inceputul ciclului sidu de dezvoltare (stinga),
sfarsitul ciclului siiu de dezvoltare (dreapta)

galbui (Figura 4.3).

De asemenea, toate florile de Lycium au prezentat o serie de dungi inchise la culoare ce
contrastau cu centrul lor mai deschis. Cum am mentionat mai sus, o diferentd minora intre cele
doua biotipuri a fost observata in tendinta petalelor florilor din flora spontana care sunt mai reflexe
decat cele ale plantelor cultivate (Figura 4.4). Florile au cate 5 stamine mai lungi decét corola la
plantele cultivate si stamine mai scurte la florile plantelor din flora spontana, insa anterele sunt

dehiscente cu o forma orbiculara la ambele biotipuri.

Fig. 4.4. Floare de Lycium barbarum L. din flora spontani cu petale puternic reflexe
(stdnga), floare de Lycium barbarum L. cultivat cu petale foarte putin reflexe (dreapta)
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Similar descrierilor din literatura de specialitate, a fost observat faptul ca spre sfarsitul
ciclului de viata al florilor arbustilor de L. barbarum L. din cdmpul experimental, acestea isi

apropie anterele de stigmat pentru a inlesni procesul de polenizare (de obicei prin autopolenizare).

4.2. Biometria organelor vegetative ale arbustului de Lycium barbarum L.

In ceea ce priveste caracteristicile biologice ale arbustilor din specia L. barbarum L., in
perioada 2016-2018 au fost urmariti indicatori precum: inaltimea plantei, numarul de lastari,
lungimea lastarilor si numarul de frunze pe plantele arbustilor de goji cultivati (Tabelul 4.1).

Dinamica cresterii in indltime a plantelor. Particularitatea studiatad a manifestat diferente
semnificative intre taxoni, in functie de perioada analizata (Figura 4.5).

La plantare (18.11.2016), inaltimea medie a plantelor din ghivece a fluctuat intre 40-50 cm.

Dupa 6 luni de la plantare (mai 2017), indltimea plantelor de L. barbarum L. a variat intre
45 cm si 55 cm pentru soiul *Ning Xia N1’ ’Erma’ si "Licurici’. Unele plante au avut ramuri ce s-
au rupt sub greutatea zapezii de peste iarnd ce a avut peste 45 cm indltime in unele portiuni ale
campului experimental.

Dupa 8 luni de la plantare (iulie-august 2017), s-a observat o dinamica pozitivi de
dezvoltare a indicilor biometrici. Cel mai evidentiat indice este indl{imea plantelor caracterizandu-
se cu o vitezd de crestere impunatoare. La sfarsitul lunii iulie inaltimea plantelor atinge valori

variate intre 55 cm si 60 cm pentru soiurile goji.
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0 luni de la plantare 6 luni de la plantare 8 luni de la plantare 12 luni de la plantare 24 luni de la plantare

B’Erma’ B ’Licurici’ B°Ning Xia N1’

Fig. 4.5. Histograma inaltimii (cm) plantelor pe parcusul a doi ani de la plantare, la cele
trei soiuri de goji

Notd: analiza statisticd realizatd prin ANOVA, (barele reprezintd abaterea standard; A, B, C, D: interpretarea
semnificatiei diferentelor, cu ajutorul testului Bonferroni, p<0,05) dintre soiuri.
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Analiza de varianta unifactoriald a relevat diferente semnificative (p<0,05) intre soiuri, a
inaltimii medii a plantelor dupd 6 luni de la plantare de 44,87 cm pentru ’Licurici’, 41,00 cm pentru
"Erma’ si respectiv fata de soiul ’Ning Xia N1’ cu inatimea de 40,33 cm.

Semnificativ distincte una fata de cealalta au fost plantele soiului ’Licurici’ si ’Ning Xia
N1’. O diferentd mai putin semnificativa a fost intre soiul ’Licurici’ si ’Erma’.

Dupa 12 luni de la plantare (noiembrie 2017), indltimea plantelor cu varsta de 1 an, variaza
in mediu, de la 56,6 soiul *Ning Xia N1°, 75,67 cm ’Erma’ pana la 93,87 cm pentru ’Licurici’.
Desi la indltime plantele nu difera esential, aceste diferente sunt statistic semnificative (p<0,05).

Dupa 24 luni de la plantare (noiembrie 2018), analiza comparativa a inatimii arbustilor dupa
2 ani de la plantare denota faptul ca, la soiului "Licurici’ inaltimea medii a plantelor este de 195,53
cm si ’Erma’ 184,33 cm, ce a scos in evidenta diferente nesemnificative statistic, ale cresterii
plantelor cu exceptia soiului "Ning Xia N1’ de 173,47 cm. Acest soi a inregistrat repetat, valori ale
inaltimii plantelor mai mici decat celealte doua soiuri.

Generalizand datele de observatie si in cei doi ani soiurile ’Erma’ si ’Licurici’ au avut o
crestere in inaltime mai pronuntatd decat soiul 'Ning Xia N1’. Valorile acestor soiuri avand,
deasemenea si o distributie mai normala decat in cazul soiului *Ning Xia N1°.

Mentionam faptul, ca plantele lasate sa creasca fara nici o interventie asupra arhitecturii lor,
in vederea studierii tendintei naturale de dezvoltare (tufd), au avut mai multe tulpini: intre 1 si 5.
Arbustii de goji au avut in medie o singura tulpina. Ritmul de crestere al plantelor din lotul
experimental releva faptul, ca pe perioada 2016-2018 arbustii de Lycium au avut o crestere in
mediu de 0,36 — 0,55 m/an, valoare ce corespunde cu cea mentionata in literatura de specialitate
(0,5 m/an) [273].
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Tabelul 4.1. Biometria plantelor speciei Lycium barbarum L. (soiurilor ’Ning Xia N1°, ’Erma’ si ’Licurici’) in perioada de vegetatie mai-

noiembrie 2017 — 2018

Anii de cercetare

2017 lulie-August 2017 Noiembrie
8 luni de la plantare 12 luni de la plantare
Parametrii statistici

2017 Mai
6 luni de la plantare

Parametrii
biometrici

2018 Mai - Noiembrie
18* -24** |uni) de la plan.

Media

Coief. de
variatie-V%o

Media

Coief. de
variatie-V%

Media

Coief. de
variatie-V%o

Media

Coief. de
variatie-V%o

Inaltime planta** 40,33+2,53 13,44 50,6742,61 11,01 59,6+2,90 10,40 173,47+3,87 4,77
(cm)
’Ning Nr. lastari pe pl. * 2,80+0,36 27,66 9,20+0,78 18,13 18,47+0,73 8,41 22.60+1,73 16,37
Xia N 1’ Lungime lastarilor 14,81+0,89 12,87 14,93+0,78 11,17 17,67+0,42 5,09 4,99+0,46 19,86
(cm)
Nr. de frunze pepl.  161,53+12,13 16,06 - - - - 650,4+38,08 12,52
Inaltime planta** 41,00+2,22 11,59 56,00+1,92 7,33 75,67+1,91 5,40 184,33+9,19 10,66
(cm)
Nr. lastari pe pl. * 4,9340,62 27,05 11,67+0,70 12,82 23,33+1,76 16,09 22.73+1,34 12,60
’Erma’ Lungime lastarilor 15,41£1,18 16,37 15,97+0,91 12,16 21,07+1,04 10,53 6,83+0,84 26,19
(cm)
Nr. de frunze pe pl. 171,07+4,32 5,40 - - - - 876,2+110,93 27,08
Inaltime planta** 44,87+2,26 10,75 63,60+1,89 6,34 93,87+3,11 7,09 195,53+2,67 2,92
(cm)
Nr. lastari pe pl. * 6,27+0,45 15,34 12,60+1,40 23,77 27.44+1,40 10,90 34,7343,67 22,60
Lungime lastarilor 16,40+0,68 8,87 17,55+0,67 8,18 23,13+0,93 8,62 7,67+0,31 8,59
’Licurici’ (cm)
Nr. de frunze pe pl. 195,47+5,06 5,54 - - - - 1000+71,37 15,26

Nota: datele sunt prezentate sub forma mediei+eroarea valorii medii
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Dinamica dezvoltarii de ramuri pe planta. Cresterea ramurilor de L. barbarum L. in
primul an de dezvoltare a fost studiata pe fiecare planta in dinamica. Cele mai reprezentative etape
in acest studiu au fost: luna mai, perioada iunie-august si luna noiembrie.

- Luna mai —inceputului cresterii ramurilor;
- Lunile iulie-august — au reprezentat etapa de crestere intensiva a ramurilor;
- Luna noiembrie — a marcat incetarea cresterii ramurilor.

Numiirul ramurilor. In ceea ce priveste numarul ramurilor de L. barbarum L. dupa 6 -24
luni de la plantare se modifica odatd cu cresterea plantelor si dau dovada de dezvoltarea intensa
(Figura 4.6). Acest indice practic a avut valori aseméanatoare cu mici devieri in cele trei perioade
de vegetatie.

Dupa 6 luni de la plantare (mai 2017), la sfarsitul lunii mai, numarul de ramuri variaza, in
mediu, de la 2,80 ("Ning Xia N1°), 4,93 (CErma’) pana la 6,27 (’Licurici’), aceste diferente sunt
statistic semnificative (p<0,05).

Dupa 8 luni de la plantare (iulie-august 2017), valoarea minima cu numarul mediu de ramuri
pentru "Ning Xia N1’ a fost de 9,20 manifesta diferente semnificative comparativ cu soiurile
’Licurici’ cu 12,60 si ’Erma’ 11,67 ambele dezvoltand numarul maximal de lastari.

Dupa 12 luni de la plantare (noiembrie 2017), numarul de ramuri al plantelor dupa 1 an de
la plantare a relevat o diferenta semnificativa intre soiuri, astfel, plantele de soiul ’Ning Xia N1’
au un numar de ramuri in mediu de 18,47, mai mic in comparatie cu soiurile ’Erma’ si ’Licurici’
(22,73 respectiv 34,73). Pentru toti taxonii, a fost observata o tendintd pronuntata a plantelor de a
se ramifica.
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Fig. 4.6. Histograma numarului de ramuri pe planta pe parcusul a doi ani de la plantare, la
cele trei soiuri de goji

Notd: analiza statisticd realizatd prin ANOVA, (barele reprezinti abaterea standard; A, B, C, D: interpretarea
semnificatiei diferentelor, cu ajutorul testului Bonferroni, p<0,05) dintre soiuri.
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Dupa 18 luni de la plantare (mai 2018), se evidentiaza numarul ramurilor la soiul ’Licurici’
de 34,73, cu diferente semnificative fata de soiurile ’Erma’ si "Ning Xia N1’ (22,73 respectiv
22,60).

In acelasi timp, au fost observati si masurati toti drajonii taxonilor studiati, aparuti pana in
acel moment. Astfel, s-a observat ca plantele au drajonat exclusiv in anul 2018, anul anterior
nefiind observat niciun drajon. In total, au fost observati 10 drajoni la soiul *Ning Xia N1°, 5 la
soiul ’Erma’, in medie cite 2 pe planta, cu inaltimi cuprinse intre 1 cm si 20 cm fata de planta
mama. Soiul ’Licurici’a dezvoltat un singur drajon cu o indltime de 10 cm.

Lungimea ramurilor. Lungimea si numarul frunzelor sunt indicatori importanti in formarea
masei vegetale si in dinamica de crestere a plantei. Lungimea lastarilor de L. barbarum L. este un
alt parametru morfologic studiat, care de asemenea a evidentiat diferente semnificative, intre soiuri
(Figura 4.7).

Dupa 6 luni de la plantare (mai 2017) — in primul an de la plantare, nu a fost observata o
diferenta semnificativa a soiurilor de goji, prin calcularea amplitudinilor aferente acestor lungimi.

Dupad 8 luni de la plantare (iulie-august 2017) se evidentiaza lungimea ramurilor la soiurile

’Erma’ si ’Licurici’ cu 15,97 respectiv 17,55 cm, ce prezintd diferente statistic semnificative

(p<0,05) fata de fata de "Ning Xia N1’ 14,93 cm.
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Fig. 4.7. Histograma lungimii ramurilor (cm) pe parcusul a doi ani de la plantare, la cele
trei soiuri de goji

Notd: analiza statisticd realizatd prin ANOVA, (barele reprezinti abaterea standard; A, B, C, D: interpretarea
semnificatiei diferentelor, cu ajutorul testului Bonferroni, p<0,05) dintre soiuri.

Dupa 12 luni de la plantare (noiembrie 2017), in ceea ce priveste anul 2017, valorile

indicatorului /ungimea medie a ldstarilor, S-au remarcat diferente semnificative intre soiuri.
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Diferentele s-au dovedit a fi cu 0 valoare minima de 17,67 cm la ’Ning Xia N1’, 21,0 cm - ’Erma’
si maxima de 23,13 cm ’Licurici’.

Dupa 18 luni de la plantare (mai 2018), lungimea lastarilor la un an si jumatate de la plantare
prezinta o valoare minima de 4,99 cm cu diferente statistic semnificative (p<0,05) la plantele
soiului "Ning Xia N1°, in comparatie cu plantele soiurilor ’Licurici’ si’Erma’ cu valori maxime de
7,67 respectiv 6,83 cm cu diferente statistic nesemnificative.

Astfel, se observa ca in 2018, lungimea medie a lastarilor fata de aceeasi perioada a anului
anterior (mai 2017) a avut valori mai mici. Acest lucru a fost valabil la toate soiurile studiate. De
asemenea, valorile indicatorului numarul de lastari aferente acestor doua perioade (mai 2017 si
2018), putem presupune ca valorile scazute ale indicatorului /ungimea medie a lastarilor din anul
2018, se datoreaza faptului ca in acest an fata de precedentul, numarul de lastari nou aparuti a fost
mult mai mare.

Formarea frunzelor. Frunzele arbustilor studiati au fost solitare sau dispuse in grupuri
(rozete). Pe lastarii noi aparuti au predominat frunzele solitare ce au avut o dispunere alternanta.
Pe ramurile din anii trecuti acestea au fost grupate, cate 5 in medie, in rozete.

Forma frunzelor a variat considerabil intre soiurile studiate. Acest lucru a fost valabil in
special pentru frunzele soiului ’Licurici’ care a prezentat frunze mai mari in zona bazald a
arbustului. Desi forma si culoarea au variat de la planta la planta, s-a observa o tendinta a frunzelor
soiului ’Licurici’ de a fi mai late decét cele ale soiurilor ’Ning Xia N1’ si ’Erma’. Acestea au fost,
cel mai adesea ovate sau eliptice ca forma. Cu privire la soiurile ’Ning Xia N1’ si ’Erma’, frunzele
au variat mai putin ca forma si aproape deloc din punct de vedere al culorii. Forma cea mai comuna
ambelor soiuri a fost cea lanceolata. Culoare frunzelor a acestora au avut o nuanta de verde mai
pala decat cele ale soiului ’Licurici’.

Numarul total de frunze pe planta, a soiurilor studiate, in primul an de la plantare a fost
determinat prin masuratorile efectuate in perioada mai-iunie 2017. S-a constatat faptul, ca valorile
masuratorilor biometrice au fost variate in ceea ce priveste numarul frunzelor arbustilor de goji.
Valoarea maxima a fost de 195,47 frunze la "Licurici’ cu diferente statistic semnificative fata de
soiurile investigate, cu valoari minime de 161,53 si respectiv 171,01 frunze a soiurilor ’Ning Xia
N1’ si ’Erma’ (Figura 4.8).

Numarul de frunze pe planta a crescut semnificativ in cel de-al doilea an de la plantare fata
de primul. Initial, soiul ’Licurici’ a avut un numar mediu de frunze mult mai mare pe plantele sale,
decat au avut soiurile ’Ning Xia N 1” si ’Erma’. Insa, in anul doi, acest indicator a inregistrat valori
mai mari, semnificative statistic, la soiurile ’Licurici’ si ’Erma’ comparativ cu soiul ’Ning Xia

N1’. Cu toate acestea, valoarea maxima de frunze a fost inregistrata la soiurile ’Licurici’ si
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’Erma’de 1000 si 876,2 frunze. Valoarea minima s-a inregistrat la soiul ’Ning Xia N 1’ cu 650,4
frunze. Toate soiurile investigate au prezentat o distributie exponentiald a valorilor pentru acest
indicator.
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Fig. 4.8. Histograma numaérului de frunze pe planti pe parcusul a doi ani de la plantare, la
cele trei soiuri de goji

Nota: analiza statistica realizatd prin ANOVA, (barele reprezintd abaterca standard; A, B, C, D: interpretarca
semnificatiei diferentelor, cu ajutorul testului Bonferroni, p<0,05) dintre soiuri.

Generalizand datele de observatii fenologice releva faptul ca, majoritatea plantelor a celor
trei taxoni de L. barbarum nu au ajuns la maturitate pana in anul 2018. De asemenea, soiul
’Licurici’ s-a remarcat printr-o dezvoltare mai precoce decat soiurile ’Erma’ si Ning Xia N1’ si
cu un ritm de dezvoltare mai constant decat acestea din urma. Inceputul dezvoltirii arbustilor
’Erma’ si ’Ning Xia N1’ a fost mai tardiv comparativ cu soiului ’Licurici’. Plantele soiurilor
’Erma’ si ’Ning Xia N1’ au avut un ritm de dezvoltare mai modest decat cele ale soiului ’Licurici’
in lunile mai si iulie-august 2017, insa ele si-au accelerat rata de crestere spre sfarsitul anului
respectiv. Acest ritm luxuriant de dezvoltare a fost pastrat de ’Erma’ si ’Ning Xia N1’ si pe
parcursul anului 2018.

Precocitatea de rodire a soiurilor studiate. Unele soiuri de Lycium au dat dovada de

precocitate in ceea ce priveste fructificarea, astfel, acestea au rodit inca din primul an de la plantare

(2017) (Figura 4.9).

'Erma’ ’Licurici’ ’Ning Xia N1’

Fig. 4.9. Analiza fructificarii soiurilor de goji in 2017 (primul an de la plantare)
Nota: N — Nefructificare; F — Fructificare.
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In respectivul an, 68% din plantele soiului ’Licurici’au dezvoltat primele fructe. Perioada
aparitiei lor a fost la sfarsitul lunii iunie. Ulterior, productia de fructe a Inregistrat valori maxime
in intervalul august-septembrie. Plantele au continuat sa fructifice pana la sfarsitul lunii noiembrie
(Anexa 6, Figura 6.1).

In ceea ce priveste arbustii ’Erma’ si Ning Xia N1’, rodirea a inceput mai tarziu in anul2018
si a fost mai putin intensa decat cea a soiului "Licurici’ (Figura 4.10).

In 2018, faza de fructificare a arbustilor a inceput mai devreme decat in anul precedent. Mai
exact, primele fructe (necoapte) din acest an au aparut pe la mijlocul lunii mai. Rata de fructificare
este de 53% soiului "Licurici’ iar ’Erma’ — 73% si "Ning Xia N1’ — 47% la mijlocul lunii iunie.
Dupa o saptamana de la inceperea fazei de fructificare, acestea au avut fructe mature (faza de

maturitate de consum).

@ € ¢

Erma’ "Licurici’ ’Ning Xia 1’
Fig. 4.10. Analiza fructificarii soiurilor de goji in 2018 (an-ul 1l de la plantare)
Nota: N — Nefructificare; F — Fructificare.

Arbustii celor trei soiuri au prezentat fructe pana la sfarsitul lunii octombrie. Desi nu toti
arbusii din taxonii studiati au avut fructe la inceputul experimentului, este important sa remarcam
faptul ca acestia au dat dovada de precocitate in rodire in ceea ce priveste conditiile agro-pedo-
climatice de pe teritoriul Gradinii Botanice.

Astfel, marea majoritate a plantelor soiului ’Licurici’ au rodit inca din primul an de la
plantare (2017), acestea si-au inceput faza de rodire din ce in ce mai devreme in fiecare an. Mai
mult chiar, soiurile studiate au avut o perioada de fructificare mai extinsa decat cea descrisa in
literatura de specialitate [274].

Analiza statistica cu privire la productivitate nu s-au efectuat, deoarece plantele nu au ajuns
in faza de maturitate de rodire. Cu toate acestea, se constata ca soiurile de goji studiate intensifica
rodirea de la an la an. Unii autori explica ca cantitatea totald de fructe culese pana in momentul
finalizarii a arbustilor a fost de aproximativ 7-9 kg in anul patru dupa plantare, determinat la un
numar mediu de 2100 de plante, cu distanta de plantare 1,5x1,5 m intre plante si intre 3 m intr
randuri [278].
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4.3. Particularitatile anatomice adaptive ale frunzelor (sera si teren) la specia si
soiurile de Lycium barbarum L.

In scopul de a diversifica colectia arbustilor fructiferi cu cele mai valoroase si productive
soiuri, in toamna anului 2016 ulterior completata primavara in anul 2017, s-au plantat soiurile de
goji precum ’Ning Xia N1°, ’Erma’ si’Licurici’ pe lotul experimental al Gradinii Botanice
Nationale (Institut) ,,Alexandru Ciubotaru”.

Fondarea colectiei de goji in GBNI a fost initiata cu selectarea terenului spre directia nord-
sud pentru crearea unui regim favorabil de iluminare si aerisire a lotului [237, 280].

Evolutia conditiilor climatice in ultimul secol se caracterizeaza prin aridizarea climei, si
extinderea conditiilor de seceta. Insuficienta de umiditate in sol si aer perturba regimul de apa al
plantelor, cauzand deshidratarea tesuturilor cu urmari grave asupra cresterii, dezvoltarii si
productivitatii plantelor. Din aceste considerente, o importanta deosebita in domeniu il reprezinta
crearea si implementarea in producere a soiurilor cu rezistenta sporita la seceta, boli, vatamatori si
cu productivitate inaltd. Studii stiintifice privind anatomia frunzelor aceastei specie in literatura de
specialitate sunt putine si incomplet reflectate. Schimbadrile adaptive ale plantelor in conditiile
nefavorabile (seceta, inghet), la nivel structural pot fi analizate cu precizie inalta pe lamina frunzei.

Aceasta este considerat organul plantei cu cea mai mare plasticitate, care reactioneaza
receptiv la schimbarile mediului ambiant [258]. Una dintre directiile esentiale ale cercetarilor
structural anatomice moderne este studiul anatomic acelor grupe taxonomice de plante care sunt
valoroase din punct de vedere economic [21].

Pentru a stabili caracterele adaptive structurale ale rezistentei lor la seceta, in conditiile pedo-
climatice din R. Moldova au fost realizate cercetari anatomice comparative ale specieli
L. barbarum L. atat din flora spontana cat si a soiurilor cultivate de goji.

Descrierea anatomicd a frunzelor taxonilor de goji studiati. A fost studiatd anatomia
frunzelor (pe sectiuni si preparate superficiale din material javelizat) la plante cultivate si flora
spontana.

Lycium barbarum L. (catina de gard). Tesutul epidermal inveleste mezofilul formand

epiderma superioard (adaxiald) si epiderma inferioard (abaxiald). Epiderma adaxiald a limbului
frunzei din flora spontana, este alcatuita din celule epidermale propriu zise de forme poligonale.
Epiderma adaxiald a frunzei este acoperita cu o cuticuld ceva mai groasa, comparativ cu epiderma
abaxiala. A fost stabilit ca celulele epidermale, situate deasupra mezofiului, au cuticula mai groasa,
decat celulele epidermale de pe nervurile frunzei (Anexa 7, Figura 7.1). Caracteristic este
captuseala fasciculului conductor (constand din celule idioblastice cu continut maro sau negru).

Sub epiderma adaxiald si abaxiala in regiunea nervurii principale, existd un colenchim de tip
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angular. Aparatul stomatic este predominant de tip anomocitic, limbul fiind amfistomatic. Perii
tectori (trihomii) sunt absenti (Figura 4.11).

Unii factori fizici ai mediului ambiant - lumina puternicd, umiditatea mica, temperatura
inaltd, conditioneaza formarea cuticulei, pe cand temperatura joasa, umiditatea mare a aerului,

umbrirea duc la dezvoltarea slaba a cuticulei.

%

2

Fig. 4.11. Sectiune transversala prin limbul foliar la specia Lycium barbarum L. (flora
spontana)
Nota: A— aspect general: 1 - epiderma superioard; 2 - epiderma inferioara; 2 - tesut palisadic; 4 - tesut lacunos (x10);
B - epiderma inferioard, stomate (x10).
Soiul "Ning Xia N1°. Structura anatomica a frunzei acestui soi se caracterizeaza prin aceeasi

structura anatomica a limbului ca si ale speciei L. barbarum, cu unele specificari. Stomatele de tip
anizocitic pe ambele epiderme, sunt inconjurate de 4 celule anexe circulare (Anexa 7, Figura 7.4).

Celulele epidermale sunt izodiametrice. Sunt prezente cristalele cu oxalat de calciu sub forma de

Fig. 4.12. Epiderma inferioari a limbului foliar la soiul Ning Xia N1’
Notd: A - epiderma inferioara- 1- stomate (X10); B - preparat superficial 2 — druze de oxalat de calciu (X40).

Soiul ’Erma’. Pe sectiunile transversale si preparatele superficiale ale limbului, se disting
epidermele superioard si inferioard unistratificate, alcdtuite din celule bine impachetate,
poligonale, cu peretii externi usor ingrosati. Celulele epidermale sunt acoperite de un strat de

cuticula, care usor patrunde printre celule. Pe preparatul superficial a epidermei superioare se
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observa celulele cu peretii celulari ondulati. Mentiondm prezenta stomatelor de tip anomocitic pe
ambele epiderme, dar numeric mai multe pe cea inferioard. Mezofilul frunzei este diferentiat
dorso-ventral, tesutul palisadic format din 2 randuri de celule usor alungite, bine aranjate sub
epiderma superioara, epiderma inferioara prezinta celule rotunde sau ovale (Anexa 7, Figura 7.2).
Tesutul lacunar constd din celule parenchimatice, lobate. Mezofilul este strdbatut de fascicule
colaterale inchise, inconjurate de teaca sclerenchimatica. Este evidenta prezenta celulelor cu druze

de oxalat de calciu atat in lungul nervurilor cat si dispersate 1n mezofil. In sectiuni transversale in

regiunea nervurilor sub ambele epiderme se observa fasii de tesut mecanic de tip colenchim

(Figura 4.13).

Fig. 4.13. Sectiune transversala prin limbul foliar, la nivelul nervurii la soiul ’Erma’
Nota: A - 1 — fascicul conducitor, 2 — druze de oxalat de calciu (x40); B - 1 —epiderma; 2 — fascicul conducator,
3 — druze de oxalat de calciu; 4 — tesut mecanic (x40).

Soiul ’Licurici’. Analiza multiplelor preparate microscopice denotd cd frunzele dezvolta

acelas tip de structurd anatomica ca celelalte soiuri, cu unele mentiuni: cuticula nu patrunde printre
celulele epidermei; celulele epidermale de forma ovala cu cloroplaste, agezate intr-un singur strat.
Druzele de oxalat de calciu sunt dispersate si aranjate in teaca, celulele tesutului palisadic aranjate
in doud rinduri cu celule alungite cu putin spatiu intercelular (Anexa 7, Figura 7.3). Forma
celulelor parenchimului lacunar lobata si compact aranjate (Figura 4.14).

Din punct de vedere histo-anatomic, petiolul toti taxonii studiati s-a remarcat printr-o mare
uniformitate. Epidermele sunt asemanatoare, unistratificati, puternic cutinizata, cu celule alungite,

avand peretele extern ingrosat.
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Fig. 4.14. Epiderma limbului frunzei goji la soiul ’Licurici’
Nota: A — preparat superficial al epidermei superioare (10x); B — preparat superficial al epidermei inferioare (40x).

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

Evidentierea particularitatilor structurale ale frunzelor la soiurile si specia L. barbarum L.,
care se deosebesc dupd origine, prezintd interes pentru cunoasterea deplind a proprietatilor
biologice ale taxonilor fiind actuala pentru horticultura. Rezultatele studiului anatomic comparativ
efectuat pe preparate superficiale si sectiuni transversale, la frunzele de Lycium cultivat si flora
spontand, analizate prin prisma lucrarilor stiintifice de specialitate [111, 179] ne-au permis
elucidarea structurilor anatomice specifice cum ar fi:

e grosimea limbului;
e grosimea epidermei (superioara si inferioara);

grosimea mezofilului in coraportul acestora;

e tipul cuticulei (gradul de patrundere a cuticulei printre celulele epidermale);
e prezenta si modul de distribuire al stomatelor.

Mezofilulul este diferentiat in parenchim palisadic, parenchim spongios, fascicule de
conducere invelite cu tesut mecanic, prezenta si modul de localizare al druzelor oxalatului de
calciu. Un alt criteriu anatomic comun al plantelor studiate este dezvoltarea stomatelor de tip
anomocitic pe ambele epiderme, numeric prevaland pe epiderma inferioara. in Tabelul 4.2. sunt
prezentate rezultatele studiului anatomic comparativ a taxonilor studiati. Analiza comparativa a
parametrilor anatomici la arbustul, provenit din flora spontana aratd cd grosimea limbului este mai
mare, decat la arbustul cultivat. Comparativ, frunzele din flora spontana dezvoltd limbul cu
grosimea de 170,0 um, urmat de soiul ’Licurici’ cu 167,0 um grosime si respectiv soiurile ’Erma’
155,50 um iar cea mai mica la soiul *Ning Xia N1’ cu 123,40 um. Gradul de raspandire a cuticulei
este un indice structural informativ cu rol important in determinarea adaptabilitatii plantelor la

conditiile mediului. Prezenta cuticulei de tip extern-intern denota rezistenta frunzelor la actiunea
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factorilor nefavorabili ai mediului, Indeosebi fata de excesul insolatiei, radiatiei, temperaturilor
sporite, lipsei umiditatii [20]. Astfel frunzele arbustului de L. barbarum din flora spontana si
cultivat poseda un potential protector bine dezvoltat, ceea ce va asigura rezistenta la actiunea
factorilor nefavorabil in conditiile climatice ale R. Moldova.

Tabelul 4.2. Caracteristicile anatomice ale frunzelor speciei de Lycium barbarum L.
spontan si cultivat (conditii de sera si teren)

Caractere anatomice

Grosimea Grosimea epidermelor ~ Grosimea Indicele coraportului grosimii
laminei (um) mezofilului  Mezofil Epiderma Epider
(nm) Adaxiali  Abaxiald (um) /lamina  adaxiald/ ma
abaxiala /lamina
Lycium
barbarum L.  135,00+0,50 20,30+0,62 7,23+0,33  107,0+0,62 0,79 2,8 4,90
(FST.)
Ning Xia N1
(S) 117,27+1,21 14,53+0,35  9,80+0,63 85,0+0,76 0,72 1,48 4,80
Ning Xia N1
(M 126,17+4,07 15,90+0,66 12,25+0,41 123,40+1,52 0,74 1,29 4,48
Erma
(S) 126,00+0,49 18,30+0,64 11,00+0,26  97,20+2,27 0,73 1,66 4,3
Erma
(M 143,20+0,85 19,60+0,62 14,70+0,54 155,50+1,29 0,89 1,33 4,17
Licurici
(S) 187,40+0,74 27,30+0,99 18,95+0,85 162,30+0,30 0,86 1,44 4,05
Licurici
(T) 195,00+0,82 35,60+1,17 27,7+0,84  167,0+£2,02 0,85 1,28 3,08

Nota: n— abaterea; FST — flora spontana teren; S — serd (teren protejat); T — teren.

Analiza comparativa a indicilor anatomici la soiurile, provenite de la specia L. barbarum L.,
pentru toate soiurile grosimea limbului este mai mare la plantele crescute in teren deschis, decat
la cele de teren protejat (serd). La plantele din sera densitatea stomatelor este mica, forma lor fiind
circulard, care dupa plantarea lor in teren capatd o forma eliptica.

Comparativ, frunzele soiul *Licurici’ dezvolta limbul cu grosimea cea mai mare de 195,0
um, urmat de soiul ’Erma’ cu 143,2 um si specia spontana de 135,0 um, cea mai mica fiind la
soiul "Ning Xia N1’ de 126,17 um. O caracteristicd comuna pentru limbul foliar a soiurilor studiate
este epiderma cu cuticuld de tip extern-intern, exceptie constituie doar frunzele arbustului din flora
spontana cu cuticula de tip extern. Cuticula este bine reprezentatd, avand un indice structural
informativ cu rol important in determinarea adaptabilitatii plantelor la conditiile mediului.
Prezenta cuticulei de tip extern-intern denota rezistenta frunzelor la actiunea factorilor nefavorabili
ai mediului, Tn special fatd de excesul insolatiei, radiatiei, temperaturilor sporite, lipsei umiditatii.

Mentionam, ca mezofilul frunzei este diferentiat dorso-ventral, tesutul palisadic format din
2 randuri de celule usor alungite, bine aranjate sub epiderma superioard. Tesutul lacunos consta

din celule parenchimatice lobate, cu spatii intercelulare mari. Mezofilul este strabatut de fascicule
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colaterale 1inchise, proeminente pe suprafata inferioard a limbului, Insotite de teaca
sclerenchimatica. In regiunea fasciculelor este dezvoltat tesut mecanic, care sub epiderma
inferioara are configuratia unui semi-inel, alcatuit din 3-4 randuri de celule colenchimatice.

Analiza comparativa a structurii anatomice a soiurilor denota ca, la toate soiurile grosimea
limbului este mai mare la plantele din teren deschis decat la cele din serd sau plantele din cultura
in vitro. Pentru L. barbarum L. si soiurile de goji, este specific epiderma superioara mai groasa
decat cea inferioara.

Este important de mentionat ca la arbustul spontan valoarea coraportului dintre epiderme
este cea mai mare (2,8), iar la soiurile de culturd mai mica 'Ning Xia N1’ (1,48), ’Erma’ (1, 29),
’si ’Licurici’ ceea ce inregistreaza o valoare aproape dubla (1,4). Dezvoltarea epidermei superioare
groase la arbustul din flora spontana, reprezintad un indice al adaptabilitatii la conditii nefavorabile
(seceta si radiatia) [21]. La toate soiurile analizate epiderma superioara este de dimensiuni mai
mari la plantele din teren fatd de cele din sera.

Epiderma mai groasa asigurd o protectie mai eficientd a mezofilului frunzei in conditii de
camp. Desi specia spontana L. barbarum L. formeaza limbul cu o grosime mult mai mica, decat
la soiurile cultivate (in teren si serd) tesutul de protectie este foarte bine dezvoltat. Reprezentat
prin coraport grosimea epidermelor fatd de mezofil valoarea Inregistratd de specia spontana
depaseste ceilalti taxoni (4,90), iar soiurile *Ning Xia N1°, ’Erma’ si ’Licurici’ s-au evidentiat
valorii de 3,08 si 4,8. Cu toate ca soiurile analizate indica valori diferite la grosimea limbului, in
urma analizei coraportul dintre mezofil si grosimea limbului, intre soiuri arata ca cea mai mare
valoare de 0,85 si 0,89 s-a inregistrat la taxonii *Licurici’ si ’Erma’. Specia spontana si soiul soiul
’Ning Xia N1’ inregistreaza valori intre 0,79 si 0,74. lar la cele cultivate in teren protejat (serd)
minimal pentru soiul *Ning Xia N1’ 0,72, iar maximal pentru soiul ’Licurici’ 0,86.

Aceste valori indica ca soiurile cultivate au o capacitate de asimilare inalta, ceea ce
reprezintd un suport pentru dezvoltarea organelor reproductive a plantelor care si asigura
productivitatea mai inalta, exprimatd prin fructe mai mari, indici de productivitate mai sporiti
pentru plantd. Frunzele taxonilor studiati poseda cuticula cu pereti celulari relativ ingrosati.
Cuticula reprezinta perete cu structurd complexa avand proprietati hidrofobe, micsorand pierderea
apei si reduce posibilitatea patrunderii agentilor patogeni [20]. Mezofilul are tendinta de a fi
compact si de multe ori contine mai multe straturi palisadice. Cuticula relativ groasa are rol de
protectie in conditii de arsite si insolatii [205]. Dupa cum am constatat la specia L. barbarum L.,
este caracteristica cuticula ingrosatda de tip extern si intern. Pentru ambele biotipuri este
caracteristicd epiderma superioara mai groasa decat cea inferioard. Un alt parametru anatomic

informativ reprezintd valoarea coraportului dintre grosimea epidermelor superioara si inferioara.

98



Pentru flora spontana valoarea acestui indice este mai mare (1,26) si reprezinta o valoare aproape
egald comparativ cu soiul cultivat 'Ning Xia N1’ (1,22). Acesta este un criteriu anatomic, care
indica plasticitatea si flexibilitatea epidermelor ca prima bariera de protectie la actiunea factorilor
externi. Grosimea epidermelor determina gradul de protectie al mezofilului frunzei, iar valoarea
sporita a coraportului grosimii epidermelor superioara/inferioara pentru sp. de L. barbarum L. din
flora spontana reprezinta un indice al adaptabilitatii la conditiile nefavorabile, in special rezistenta
la seceta, ger si radiatie, foarte pronuntate pe parcursul ultimilor ani [293].

Rezultatele cercetarii structurii anatomice cantitative si calitative (descrise detaliat) si studiul
anatomic comparativ al frunzelor biotipurilor studiate printr-un complex de indicatori anatomici
confirma cd, toti taxonii studiati dezvolta un caracter structural adaptiv la actiunea conditiilor
mediului. Acest fapt se observa prin adaptarea structurilor externe cum ar fi: cuticula groasa de tip
extern-intern, dimensiunile si gradul de impachetare al celulelor epidermei si celor interne: gradul
de dezvoltate a mezofilului, prezenta si modul de distribuire a druzelor oxalatului de calciu, gradul

de dezvoltare al tesutului mecanic.

4.4. Studiul biochimic al frunzelor si fructelor de Lycium barbarum L. din flora
spontana si cultivata

Compusii bioactivi poseda rol de antioxidanti si cu abilitatea de a capta radicalii in procesele
biologice, datorita carui fapt manifesta efecte fitoterapeutice. Taninurile si flavonoidele au
demonstrat proprietati antibacteriene, antivirale, antioxidante si antiinflamatoare. De asemenea,
principala caracteristicd a unui antioxidant, care pot fi de naturd enzimatica, polifenolica,
vitamine, pigmenti s.a., are capacitatea de a neutraliza radicalii liberi si speciile reactive de
oxigen [68, 187].

Flavonoidele din punct de vedere chimic, sunt foarte labile, iar caracteristicile lor fizico-
chimice stau la baza studiului biochimic calitativ. Flavonoidele reprezinta substante solide, cu
structuri cristalizate, cu diferite intensitati, lipsite de gust si miros [108]. Culoarea derivatilor
flavonici este datorata gruparilor cromofore. Gruparea hidroxolica din pozitia 3 cauzeaza
coloratia galbena, iar cele din pozitiile 3' si 4' — coloratia galbena intens. In aceste pozitii, culoarea
gruparilor hidroxilice, se deplaseaza spre culoarea oranj. Colorarea antocianilor, se produce prin
alt mecanism, cu formarea de legaturi cu acizi si baze, formandu-se un sistem continuu de legaturi
duble conjugate, alaturi de legatura chinonica [198]. In solutii acide fluorescente capata culoare
galbena-verzuie in acid clorhidric si albastra in acid sulfuric concentrat, ca urmare a formarii
sarurilor in lumina vizibila. Flavonoidele prezinta spectre de absorbtie caracteristice in UV si
infrarosu [227].
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Taninurile sunt substante organice polifenolice cu diferita masa moleculara, de tip Cs-Cs-
Ce, din care fac parte catecholii, derivatii 3-hidroxiflavanului, care prin condensare formeaza
taninuri catechice. Proprietati similare au compusii Ce-C1, acidul galic si derivatii sai, care sub
forma de esteri, constituie taninurile galice. Se intalnesc si taninuri mixte - esteri ai acidului galic
cu catecholul, epicatecholul si galocatecholul [150]. Taninurile galice (hidrolizabile) si taninurile
catechice (condensate) pot fi identificate in mediul acid, la cald: taninurile galice hidrolizeaza,
eliberand acid galic, acid elagic sau derivati. Taninurile catechice, in aceleasi conditii, formeaza
polimeri brun-rosietici prin condensare la C4-Cg si C4-Cs. In mediul alcalin, prin topire, taninurile
se descompun, formand acid galic (taninurile galice) sau acid protocatechic si floroglucinol
(taninurile catechice).

Taninurile in solutie se precipita cu gelatina, alcaloizi, metale grele si cu solutii saturate ale
unor saruri de clorura si sulfat de sodiu si de amoniu, fosfat de amoniu [152]. Proprietatile fizico-

chimice ale taninurilor stau la baza reactiilor calitative generale si specifice de identificare.

4.4.1. Analiza calitativa a flavonoidelor si taninurilor

Primul obiectiv in studiul biochimic constituie analiza calitativa a flavonoidelor si taninurilor
prin aplicarea unui sir de reactii specifice de colorare si sedimentare a extractelor vegetale obtinute
din flora spontana si cultivate (plante obtinute prin culturi in vitro), dupa aplicarea metodelor [275,
276] cu utilizarea etaloanelor disponibile pentru flavonoide si tanine.

Reactii specifice de identificare a compusilor flavonoidici. Au fost aplicate aceste reactii
in extractele alcoolice din frunze si fructe la specia cultivata si spontana (Anexa 8, Figura 8.1).
Rezultatele reactiilor analitice cum ar fi: opalescenta, culoarea, sedimentul si gradul de persistenta
au remarcat prezenta diferitor constituenti flavonoidici reprezentate in Tabelul 4.3.

Reactia cu solutie de amoniac concentrat. La aplicarea a 5-7 picaturi solutie de amoniac
concentrat, in probele analizate duce Is aparitia opalescentei cu prezenta culoarei verzuie in
extractele din frunze cu gradul de expresie a reactiei intens (*++). lar in extractele din fructe: galben-
brun pentru flora spontana si galbena la cele 3 soiuri ce denota prezenta flavonelor cu intensitate
moderatd (+<)(Anexa 8, Figura 8.2).

Reactia cu acid sulfuric concentrat. In extractele analizate din frunze drept efecte ale
reactiilor a fost inregistrats culoare verde pentru toate soiurile studiate cu trecere in verde-brun
pentru extractele din flora spontana cu gradul de expresie foarte intens (=»+). Pentru extractele din
fructe de la galben pentru flora spontana si "Ning Xia N1’ cu intensitate moderata (=+) in galben-
alb pentru *Erma ’ si *Licurici’ cu caracter intens (=) al efectelor analitice. Rezultatele reactiilor

indica prezenta flavonelor in toate probele analizate (Anexa 8, Figura 8.3).
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Tabelul 4.3.Efectele reactiilor calitative pentru identificarea flavonoidelor in diferite
produse vegetale de la sp. Lycium barbarum spontana si cultivata

Reagentul Produsele vegetale analizate
chimic _
Flora spontana ’Ning Xia N 1’ ’Licurici’
Solutie de Opalescenta Opalescenta Opalescenta Opalescenta
amonlac *kk *kx *kkk **k*k
Opalescenta Opalescenta Opalescenta Opalescenta
** ** ** **
Acid sulfuric Opalescenta Opalescenta, Opalescenta Opalescenta
Concentl’at *kk*k ** *kk *kk
Opalescenta Opalescenta Opalescentd Opalescentd
** ** ** **
Solutie de acetat Sediment Sediment Sediment Sediment
de plumb baZIC ***k*% **kx ** **
0, 5 5 . .
25% Sediment Sediment Sediment Sediment
** ** * *
Solutie de 1% de Opalescenta Opalescenta Opalescenta Opalescenta
vanilind in acid FrAx *x HxE Hokx
ekl Opalescenta Opalescenta Opalescenta Opalescenta
conecntrat o o o o
Acid clorhidric si Opalescenta Opalescenta Opalescenta Opalescenta
ZInC meta'IC *kk*k *kx ** **
Opalescenta Opalescenta Opalescenta Opalescenta

**

**

**

**

Nota: extractele din frunze — Overzuie, Overde-brun, B verde; extractele din fructe — B galbena-brun, O galbena,
Ogalbena-alb, O alb, albicioas; intensitatea expresiei a efectelor reactiilor analitice: * — slab; ** - moderat; *** -
intens; **** - foarte intens.

Solutia de acetat de plumb bazic 25%. La prelucrarea solutiilor alcoolice cu acetat de plumb
bazic, in prezenta flavonoidelor apare precipitat verzui pentru toate extractele din frunza cu
intensitate inalta la flora spontana (=+++), medie la soiul *Ning Xia N1’ si moderata in cazul soiurilor
’Erma’ si ’Licurici’. Cele din fructe, precipitat galben pentru flora spontana (=+),’Ning Xia N1’
galben-alb (=), "Erma’ si ’Licurici’ - precipitat alb cu un grad de expresie slab (»). In toate probele
analizate rezulta prezenta flavonelor (Anexa 8, Figura 8.4).

Solutia de 1% de vaniling in acid clorhidric concentrat. In prezenta flavonoidelor se observa
opalescenta caracteristicd pentru ambele extracte analizate cu gradul de expresie a reactiei diferit:
de la moderat () pana la foarte intens (=+++). Culorarea verde este prezenta in toate probele din
frunze si din fructe. Culoarea galbend o depistam in flora spontana, galben-alb la soiul *Ning Xia
N1’ si albicioasa la soiurile ’Erma’ si "Licurici’ denota prezenta flavonoidelor (Anexa 8, Figura
8.5).

Acid clorhidric si zinc metalic. La daugarea a cateva granule de zinc metalic si cateva picaturi
de acid clorhidric concentrat, prezenta flavonoidelor se observa formarea unei opalescente si
aparitia unei coloratii verzi in toate extractele din frunze cu diferite intensitati: flora spontana foarte

intens (=), soiul Ning Xia N1’ intens (»=+), ’Erma’ si ’Licurici’ moderat (=+), iar la extractele din

101



fructe la toti taxonii coloratia a fost de intensitate galbena si respectiv galbena-albicioasa.
Rezultatul analitic a fost mai slab in extractele din fructe (Anexa 8, Figura 8.6).

Descrierea screening-ului fitochimica reactiilor chimice specifice in probele analizate,
denota ca gradul de expresie a flavonoidelor este mai pronuntat pentru extractele din frunze decat
in fructe, ce demonstreaza prezenta unui spectru flavonoidic diferit. Astfel, diferiti constituienti
flavonoidici sunt prezenti in organele plantei de goji spontan si cultivat.

Reactii specifice de identificare a compusilor tananti. Identificarea substantelor tanante
din produs vegetal (frunze si fructe) de specia L. barbarum L. cultivata si spontana a fost efectuate
prin aplicarea a catorva reactii chimice calitative de sedimentare si colorare (Anexa 8, Figura 8.7)
(Tabelul 4.4). Au fost utilizate conform tehniciilor metodice adecvate [275].

Solutia de gelatina de 1%. Taninurile in prezenta gelatinei au dat opalescenta in toate probele
analizate, ce dispare la adiugarea excesului de gelatina. In toate extractele din frunze se formeaza
precipitat galben-verzui de diferita intensitate: foarte intens (+++) la extractele din flora spontana
si intens (»=+) la cele 3 soiuri studiate, iar in extractele fructelor o coloratie galbena moderata cu
efecte analitice intense (=) (Anexa 8, Figura 8.8).

Solutia de alauni de fier si amoniu. In probele analizate s-a inregistrat prezenta substantelor
tanante condensate. In probele supuse studiului a rezultat opalescenta si o coloratie verde-galbena.
in extractele fructelor obtinut din flora spontani intensitatea expresie a fost o reactiei moderata
(=+) iar la soiurile "Ning Xia N1’,’Erma’ si ’Licurici’ S-a inregistrat prezenta nuantei verziu cu
efecte analitice slabe (). Culoare verde-negricioasa cu sediment a fost remarcata in celelalte
mostre analizate efectele analitice ale reactiilor sunt intense (»++) (Anexa 8, Figura 8.9).

Solutia de acid acetic de 10% si acetat de plumb de 10%. Substantele tanante condensate
formeaza sediment galben-verzui in extractele probelelor de frunze din flora spontana cu efecte
analitice foarte intens (»=+). Extractele din taxonii studiati a generat un sediment cu coloratie alb-
verzuie de o intensitate moderata (=+). In extractele fructelor a rezultat o coloratie galben-alb cu
formarea de precipitat la flora spontana si soiul "Ning Xia N1°. lar la celelalte probe analizate s-a
format precipitat albicios (Anexa 8, Figura 8.10).

Solutia de clorura de aluminiu. La prezenta substantelor tanante se observa aparitia
opalescentei cu coloratie verzuie in toate probele analizate, dar cu diferite efecte a reactiilor
analitice: foarte intensa in extractele din frunze la flora spontana (=), intense la plantele cultivate
(»=), apoi in descendenta in fructele din flora spontana intense (*+) si in celelalte probe analizate

de o intensitate slaba (») (Anexa 8, Figura 8.11).
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Tabelul 4.4. Efectele reactiilor calitative pentru identificarea taninurilor in diferite
produse vegetale de la sp. Lycium barbarum spontana si cultivata

Reagentul Produsele vegetale analizate
chimic _
Flora spontana ’Ning XiaN 1’ ’Licurici’
Solutie de gelatind de 1% Opalescenta Opalescenta Opalescenta Opalescenta
*kkk **x* **x* **k*k
Opalescenta Opalescenta Opalescenta Opalescenta
* ** ** **
Solutie de alauni de fier si
amoniu
Opalescenta Opalescenta Opalescenta Opalescenta
** * * *
Solutie de acid acetic de 10% si Sediment Sediment Sediment Sediment
acetat de plumb de 10% i ** ** **
Sediment Sediment Sediment Sediment
*x ** * *
Solutie de clorurd de aluminiu Opalescenta Opalescenta Opalescenta Opalescenta
*kkk ***x ***x *k*k
Opalescenta Opalescenta Opalescenta Opalescenta
** * * *
Cristale de nitrit de sodiu si
acid clorhidric 0,1N
Opalescenta Opalescenta Opalescenta Opalescenta
** ** ** **

Nota: extractele din frunze — O galben-verzui, B verde-negricios; O alb-verzui; O verzuie; @ cafenie; extractele din
fructe — O galbend, O verde-galbend, O albicios; O galbena-deschis; intensitatea expresiei a efectelor reactiilor
analitice: * — slab; ** - moderat; *** - intens; ****- foarte intens.

Cristale de nitrit de sodiu si acid clorhidric 0,1N. Taninurile hidrolizabile formeaza
opalescenta si apare culoarea cafenie. Intensitate mai pronuntatd se remarca in extractele frunzelor
(*+), iar in probele din fructe culoarea galben-deschis (=) ce denota prezenta taninurilor
condensate (Anexa 8, Figura 8.12).

Analiza rezultatelor aplicarii reactiilor analitice de colorare §i sedimentare demostreaza
prezenta in mare parte a taninurilor condensate (colorarea in verde-negricios cu solutia de alauni
de fier si amoniu, iar galben-verzui — cu solutie de acid acetic si acetat de plumb). Efectele
reactiilor analitice au fost mult mai pronuntate in frunze, decat in fructe, in special in extractele

produselor recoltate din flora spontana.

4.4.2. Determinarea cantitativa a compusilor biologic activi

In aspect calitativ reactiile analitice de colorare si sedimentare au 0 capacitate de a stabili
prezenta sau absenta flavonoidelor si taninurilor. Astfel, pentru un studiu mai detaliat de

identificare a compusilor fenolici (flavonoide si tanine), complementar la analiza calitativa s-au
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efectuat si cercetdri cantitative: spectrofotometria (flavonoidelor si taninurilor), titrimetrica
(permanganometricd) si permanganometrica cu precipitarea taninurilor cu gelatina (taninelor).

Continutul total de flavonoide. Analiza spectrofotometrica a extractelor vegetale a rezultat
in date cantitative ale continutului total al flavonoidelor determinat in grame la 100 g produse
vegetale exprimat prin rutozida (PV) (Figura 4.15). S-a determinat continutul flavonoidic in
produsele analizate in recalcul la rutozida conform metodicii din Farmacopeia Romana (ed.X-ea)
[249, 276].

Nivelul bioacumuldrii flavonoidelor prezintd diferente in continuturi intre toate produsele
vegetale analizate. Rezultatele obtinute arata ca continutul flavonoidic prevaleaza in frunzele de
la plantele spontane (50,33 mg/g PV). Frunzele plantelor cultivate au valori inalte de flavonoide
(56,33 mg/g PV) pentru soiul "Licurici’ urmat de soiurile *Ning Xia N1’ si ’Erma’ cu un continut
de (56,00 mg/g PV). Fructele plantelor spontane au relevat valori minime de flavonoide (12,48
mg/g PV), si mult mai mari la cele cultivate. Asfel, se evidentiaza soiul ’Licurici’ cu 25,67 mg/g
PV si ’Erma’ cu 24,67 mg/g PV, iar cea mai mica valoare fiind observata la soiul ’Ning Xia N1’
24,38 mg/g PV.

Totalul polifenolic in fructele specie L. barbarum L. cultivate constitue 867,00 mg acid
galic/100 g masa uscatd, ceea ce este aproape echivalent cu datele obtinute de alti autori [7, 85
144, 204].
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Fig 4.15. Totalul flavonoidic in frunzele si fructele goji spontan si cultivat

In literatura de specialitate exista numeroase date ce indica continutul polifenolic in fructe
de: 895 —1036 mg acid galic/g extract [135], 1431 mg catechina/100g [34], 2272 mg acid galic/100
g extract [85] si mai mare decat in alte specii: 333,64 mg acid galic/100g masa uscata [98] si 615,9
mg acid galic/100g de masa uscata [144].

Continutul polifenolic, comparativ cu datele mentionate in fructele cultivate in conditiile

pedoclimatice ale R. Moldova este mai mic, probabil din cauza deficitului de umiditate pe perioada
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estivala, persistenta vanturilor uscate, temperaturilor sporite ale aerului si solului care vin in
contradictie cu necesitatile vitale ale arbustului cum ar fi: solurile, atmosfera si vanturile umede,
regimul moderat de temperaturi pe tot parcursul anului [171] conducand la biosinteza si
acumularea sporita, fata de fructele crescute in alte regiuni [119].

Continutul total de taninuri. Dozarea continutului taninic s-a efectuat prin aplicarea
metodelor: titrimetrice (permanganatometrica, permanganatometrica asociatd cu sedimentarea
taninurilor cu gelatind) si spectrofotometrica (lungimea de unda 275 nm, recalcul la solutia
standard de tanin). Rezultatele dozarii taninurilor pentru produsele vegetale (frunze si fructe) din
flora spontana si cultivata sunt sintetizate in Figura 4.16.

Metoda permanganatometrica - continutul maxim de taninuri s-a evidentiat in frunzele din
flora spontana de 13,62%. Valorile au fost atestate minime la soiurile ’Ning Xia N1’ 7,41% iar la
"Erma’ si "Licurici’ cu 7,94%. In fructele de goji, recoltate din flora spontana, continutul taninic
este de 5,86%, determinat permanganatometric si prevaleaza fata de fructele soiului ’Erma’ cu
2,57%, ’Licurici’ cu cca. 2,52% si aproape de 2 ori mai mare fata de soiul Ning Xia N1’ - 1,941%.

Metoda permanganatometrica asociatd + sedimentarea cu gelatina - a relevat valori
maxime pentru frunzele din flora spontana (5,84%), urmat de soiurile ’Erma’, *Licurici’ (3,96%)
si *Ning Xia N1’ (3,90%). In ceea ce priveste continutul de taninuri in fructe valorile procentuale
sunt cuprinse intre 2,34% flora spontana si 1,94% la soiurile cultivate.

Metoda spectrofotometrica (recalcul la solutia de tanin) - conform acestei metode continutul
taninic constitue valori maxime de 3,45% pentru frunzele spontane si minime de 3,74% la cele
cultivate. In fructe cantitatea de taninuri este mai mica cu 2,83% — flora spontani iar in soiurile
’Licurici’ este de 2,46%, Erma’ - 1,40% si ’Ning Xia N’ de 1,33%.
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Fig. 4.16. Ponderea procentuali a taninurilor determinata titrimetric si
spectrofotometric in produsele vegetale de Lycium barbarum spontan si cultivat
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Prin metoda permanganatometrica asociata cu sedimentarea taninurilor la aplicarea gelatinei
continutul taninurilor constitue pentru fructele cultivate (1,94 %) si putin cedeaza fata de fructele
spontane (2,34 %).

Rezultatele investigatiilor demonstreaza, ca prin toate metodele aplicate, frunzele din flora
spontana si soiurilor cultivate se evidentiaza printr-un continut maxim de taninuri, determinat
permangatometric. Metoda optima de dozare este permanganatometrica asociata cu sedimentarea
taninurilor prin aplicarea reactici cu gelatina, deoarece este de o exactitate mai inaltd. Metoda
permanganatometrica se bazeaza pe proprietatea taniurilor de a se oxida repede cu permanganatul
de caliu si nu este atat de exacta, pentru cd se supun oxidarii taninurilor.

Continutul cantitativ al flavonoidelor si taninurilor in produsele vegetale analizate variaza,

toate formele studiate prezinta interes pentru industria alimentara si industria farmaceutica.

4.4.3. Analiza indicatorilor biochimici in fructele speciei Lycium barbarum L.
spontane si cultivate

Insusirile biochimice se referd la continutul in compusi biochimici care au rol in formarea
gustului si aromei fructelor, avand un rol nutritiv important pentru organismul uman. Zaharurile si
acizii grasi sunt cele mai investigate in procesul de evaluare al soiurilor. Evaluarea taxonilor sub
aspectul calitatii fructelor a constituit o componenta importanta in completarea descrierii acestora;
calitatea este 0 caracteristicd importanta atat pentru fructele consumate in stare proaspata cat si
pentru cele destinate prelucrarii.

Studierea formarii calitatii fructelor si acumularea substantelor organice in procesul cresterii
s1 maturdrii lor permite determinarea termenilor optimi de recoltare si oferda posibilitatea de a
compara soiurile conform calitatilor si compozitiei lor chimice [282]. Fructele formelor studiate
s-au prezentat sub forma unor bace portocaliu spre rosu (coral), glabre si cu o forma oblong-ovala,
similar descrierilor din literatura de specialitate [137].

A fost observat faptul ca fructele soiurilor ’Ning Xia N1’, ’Erma’ si ’Licurici’ au continut
mai mic de seminte decat cele din flora spontana, de culoare galben-maronie si cu o forma oval-
reniforma. Culoarea este determinatd de prezenta pigmentilor in tesuturile vegetale. Valoarea
aciditatii titrabile a fructelor de goji este influentata de conditiile climatice. Dacad temperatura
medie anuald este mai scazuta, atunci aciditatea creste [273].

In ceea ce priveste greutatea fructelor de goji cultivate, aceasta a fost determinati in anul II
de plantare (vara anului 2018). Acumularea substantelor nutritive din fructe depinde in mare

masura de soi si conditiile climatice ale anului, stabilite in perioada formarii recoltei. Limita
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variatiei masei medii si a cantitatii substantelor nutritive, care se contin in fructele soiurilor

cultivate si flora spontana de goji studiate sunt prezentate in Tabelul 4.5.

Tabelul 4.5. Analiza indicatorilor biochimici a fructelor speciei Lycium barbarum L.
spontane si cultivate

Indicatori Flora spontana  Ning Xia N1 Erma Licurici
Masa medie a fructului, g 0,689 0,801 0,848 0,852
Zaharul total, % 4,548 7,158 6,454 8,514
Aciditatea totala titrabila, % 0,405 0,381 0,301 0,335
Vitamina C % 0,118 0,107 0,107 0,111

Acidul ascorbic ce se sintetizeaza doar in celulele vegetale, este prezent si in fructele de
L. barbarum L. in celulele organismului uman, acidul ascorbic actioneaza ca antioxidant si ca
imunostimulator, favorizand activitatea unor celule implicate in raspunsul imun, prin elaborarea
unor mediatori cu rol important in apararea imuna [133].

Astazi, studiile stiintifice, care contribuie la valorificarea noilor surse vegetale cu continut
de acid ascorbic, sunt foarte binevenite. Aceasta constituie un argument pentru deteminarea
acidului ascorbic in fructele de origine cultivata ale soiurile de goji multiplicate in vitro si
aclimatizate in conditiile pedoclimatice ale R. Moldova comparativ cu cele spontane.

Continutul acidului ascorbic in fructe variaza in functie de provenienta acestora. Biosinteza
si acumularea minima revine fructelor recoltate din plantele cultivate ’Ning Xia N1’ (0,107%),
’Erma’ (0,111%), Licurici’ (0,114%) si maxima celor din flora spontana cu (0,118 %). Rezultatele
denota, ca continutul de acid ascorbic in fructele de goji variaza de la 0,107 % la 0,118 % acid
ascorbic (Figura 4.17), in functie de provenienta acestora, caracterizate prin complexe de factori
pedo-climatici diferiti, fapt remarcat si in alte lucrari [11].

0,12
0,116

90,112

o
£0,108
0,1

Flora spontand °Ning Xia N1’ "Erma’ ’Licurici’

Fig.4.17. Continutul procentual al acidului ascorbic in fructele goji spontane si
cultivate
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In ceea ce priveste continutul de zahir, acesta se incadreaza in limitele normale (continutului
de zahar total din fructele de goji 3,45% — 8,90%) ale speciei L. barbarum L. [48, 234]. Cea mai
mare valoare a continutului total de zahar a fost inregistrata la soiul "Licurici’ de (8,514%), urmat
de ’Ning Xia N1’ 7,158% si respectiv soiul ’Erma’ si flora spontana 6,545 — 4,548 (Figura 4,18
A).

Datele descrise in lucrare sunt similare si cu cele prezentate de Mikulic-Petkovsek si colab.
(2012) ce a detectat glucoza (37,9 = 1,32 mg/g greutate proaspata), fructoza (29,2 + 0,71 mg/g) si
zaharoza (4,10 = 0,45 mg/g) in fructele de goji. Fructoza a fost principalul zahar solubil identificat
in fructe, urmat de glucoza si zaharoza [142].

Valorile aciditatii titrabile se incadreaza in limitele absolute (continut acid citric goji este de
0,58%, - 0,89%) [105]. Este cunoscut faptul ca in perioadele cu precipitatii abundente sau in zonele
mai reci, valorile aciditatii titrabile devin mai mari [142].0 valoare maxima a continutului de acid
s-a obtinut in cazul fructelor din flora spontana (0,405%) si cu valori mai mici la soiurile: *Ning

Xia N1’, *Licurici’ si ’Erma’ de 0,381%, 0,335% si 0,301% (Figura 4,18 B).
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Flora Ning °Erma ’ Licurici ’

oo Flora ’Ning Xia ’Erma’ ’Licurici
spontana Xia N1 *

spontana N1’
Fig. 4.18. Continutul procentual de zahir (A) si aciditate (B) in fructele de goji, spontane si
cultivate

Cercetarile noastre au aratat ca cantitatile de zahar observate in fructele goji cultivate sunt
mici, astfel pot servi in calitate de produs dietetic, binevenite in ratia alimentara zilnica pentru
fortificarea organismului §i promovarea modului sanatos de viatd. Unele studii au demonstrat ca
cel mai mare continut de zaharuri a fost observat in fructele colectate la sfarsitul vegetatiei (Stadiu
de maturare complet), pe terenuri insorite si solul bine drenat. Acesti factori pot avea ca rezultat
productia de goji cu nivelul de zahar preferat [192]. Fructele de goji sunt materie prima pretioasa

pentru producerea produselor alimentare, medicinale, cosmetice si alte produse.
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4.5. Concluzii la capitolul 4

1. Plantele investigate de L. barbarum L. releva faptul ca sunt caracterizate de o variabilitate
semnificativa intre soiuri. Astfel, plantele celor 3 soiuri de L. barbarum L. au avut o variabiliate
discontinua a parametrilor precum: inaltimea plantelor, numarul lastarilor, lungimea lastarilor si
numarul de frunze pe planta.

2. Studiul microscopic comparativ al epidermelor frunzelor (adaxiala si abaxiala) pune in
evidenta caractere structural-anatomice adaptive la conditiile nefavorabile (secetd, temperaturi
scazute si radiatie solare) in conformitate cu grosimea medie mai mare a laminei frunzei, prezenta
stomatelor cu o frecventa accentuatd pe epiderma inferioara si localizarea druzelor de oxalat de
calciu dispersate in mezofil, aranjate in teaca specific speciei L. barbarum L. si soiurilor de goji
’Licurici’, ’Erma’ si ’Ning Xia N1°.

3. Rezultatele obtinute privind evaluarea calitativa a flavonoidelor scoate in evidenta
constituienti flavonoidici (flavone, flavonone, flavonoli) prin reactii chimice specifice cu un
continut mai mare in frunze decat in fructe la toate probele analizate, ceea ce demonstreaza
prezenta unui spectru flavonoidic diferit. Insd analiza cantitativa a flavonoidelor prin metoda
spectofotometrica a inregistrat cele mai mari valori in frunzele soiului cultivat ’Licurici’ (56,33
mg/g PV) si cantitati mai mici *Ning Xia N1’ si ’Erma’ (56,00 mg/g PV) comparativ cu frunzele
plantelor spontane (50,33 mg/g PV).

4. Analiza calitativa a taninurilor a relevat prezenta substantelor tanante hidrolizabile si
condensate prin reactii analitice, identificate prin coloratii mai intense in frunze decét in fructe, in
special in extractele produselor recoltate din flora spontand. Acelasi lucru s-a observat si in cazul
determinarii cantitatii de taninuri prin metoda optima (sedimentarea taninurilor cu gelatina).
Valori maxime de taninuri au fost identificate in frunzele din flora spontana de5,84%, urmate de
soiurile ’Erma’, ’Licurici’ - 3,96%, *Ning Xia N1’ cu 3,90%, iar pentru fructele cultivate 1,94 %
si putin cedand fructelor spontane 2,34%.

5. Compozitia biochimica ale fructelor de goji a plantelor cu varsta de doi ani, a inregistrat
continutul maxim de vitamina C in fructele soiurilor: Ning Xia N1’ (0,107%), ’Erma’ (0,111%)
si "Licurici’ (0,114%) comparativ cu fructele din flora spontana (0,118%).

6. Determinarea continutul de zahar total acumulat la soiurile studiate a variat intre 8,514%-
6,545% si la flora spontana de 4,548%. Aciditatea fructelor din flora spontana s-a dovedit a fi mai
mare cu o pondere de 0,405%, iar valori mai mici a relevat soiurile *Ning Xia N1’ (0,381%),
"Licurici’ (0,335%) si ’Erma’ (0,301%).
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CONCLUZII GENERALE SI RECOMANDARI PRACTICE

Concluzii generale

Pentru prima data in R. Moldova s-a realizat multiplicarea in vitro a speciei L. barbarum L.
si evaluarea morfologica, biochimica comparativa a compusilor fitochimici a speciei spontane si
soiurilor cultivate in conditiile pedoclimatice ale R. Moldova.

1. A fost elaborata tehnologia si descris protocolul de multiplicare in vitro a soiurilor de
goji: ’Amber Sweet’, ’New Big’, ’Erma’, ’Licurici’ si ’Ning Xia N1’ pentru producerea
materialului saditor de calitate robust, necontaminat, uniform cu un potential morfogenetic inalt
de regenerare, initiata din meristeme apicale si meristeme apicale cu primordii foliare, inoculate
pe mediu MS100% cu adaos de BAP — 0,2mg/l [26, 30].

2. Cercetarile efectuate in vederea microclondri soiurilor de goji au relevat rata de
proliferare sporitd, in medie 22,06 de lastari per explant pentru soiul ’Amber Sweet’, urmat de
’Licurici’ cu 20,17, "New Big’ 16,11, ’Erma’ 14,72 si "Ning Xia N1° — 14,11 de lastari pe mediul
nutritiv MS 100%, suplinit cu citochina BAP (0,5 mg/l). Balanta hormonala optima in procesul de
inmultire in vitro, s-a dovedit a fi: BAP (0,2 mg/l) + ANA (0,2 mg/l) + GAsz (0,1 mg/l), care a
determinat rata de proliferare rezonabila si lastari relativ bine dezvoltati la soiurile studiate: "Ning
Xia N1’ (4,56), ’Erma’ (4,94), "New Big’ (6,94), urmat de ’Amber Sweet’ (5,06) si ’Licurici’
(5,22) [6].

3. Rizogeneza microlastarilor a fost stimulata prin suplinirea mediului nutritiv de baza MS
100% cu auxinele AIB, AIA, ANA de 0,2 mg/l, cat si pe mediul nutritiv MS 50%. Ponderea cea
mai mare de inradacinare circa 90% la toate soiurile de goji se obtine pe mediul suplinit cu o
concentratie de 0,2 mg/l ANA. Mediul MS 50% aditionat cu aceeasi concentratie de auxina ANA
s-a dovedit a fi rentabil, optim si eficient in scopul conservarii materialui de goji pentru o perioada
de 60 zile. Soiurile de goji au fost aclimatizate cu o ratd de viabilitate de peste 95%, iar perioada
mai potrivita este cea estivala [17].

4. Procesul de calusogeneza se induce in prezenta mediului MS 100% aditionat cu
regulatorii de crestere 2,4D de 1,0 mg/l si BAP 0,1 mg/l iar cresterea organogenezei plantulelor
provenite din masa calusarda pe mediul MS 100% suplinit cu ANA (0,2 mg/l). Dinamica aparitiei
calusului la soiurile de goji pentru ambele tipuri de explante (fragment de frunze si petiol) este
determinata de mediul de cultura, tipul de hormoni si explant [32].

5. Studiul microscopic comparativ anatomic al frunzelor la taxonii studiati (flora spontana
si cea cultivatd), a demonstrat o0 mare omogenitate, Care pune in evidenta caractere structural-
anatomice adaptive la conditiile nefavorabile (seceta, temperaturi scazute si insolatie) si anume:

grosimea medie mai mare a laminei frunzei, prezenta stomatelor cu o frecventa accentuata pe
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epiderma inferioara si localizarea druzelor de oxalat de calciu dispersate In mezofil zona
fasciculelor conducatoare [33].

6. Conditiile pedoclimatice ale R. Moldova sunt favorabile pentru cresterea si fructificarea
soiurilor de goji, fapt ce a determinat o crestere abundenta in decursul anilor de studiu 2017 —
2019. Capacitatea de ramificare, care determind productivitatea biologica a plantelor de goji se
bazeaza pe lungimea cresterii anuale a lastarilor de rod influentata, atat de particularitatile soiului,
conditiile climatice, cat si de calitatea materialului saditor, rezistenta la boli i varsta plantelor.

7. Rezultatele investigatiilor biochimice calitative si cantitative ale unor clase de compusi
chimici denota, ca frunzele si fructele speciei L. barbarum L. cultivate pot servi drept surse
importante de flavonoide (25,67 mg/g la cele cultivate si 56,33 mg/g la plantele spontane), taninuri
(2,34% plante cultivate si 5,84% — spontane) si acid ascorbic (0,111% fructe cultivate si 0,118 %
— spontane). Acumularea continutului de zahar in fructele plantelor cultivate variaza 6,54 — 8,51%,
lar aciditatea lor este de 0,30 — 0,38%. Astfel, fructele au un continut inalt de substante nutritive
valoroase si un continut redus de zahar, ce oferd o calitate inaltd cu aport mic de calorii i un
echilibru optimal de nutrienti [5].

Recomandari practice

1. Datele obtinute si prezentate in aceastd lucrare sunt recomandate pentru obtinerea
materialului saditor valoros necontaminat si omogen de soiuri goji pentru economia nationala prin
tehnologia multiplicarii in vitro a plantelor speciei de L. barbarum L.

2. Pentru obtinerea materialului de calitate se recomanda prelevarea explantelor de tip
meristem apical si meristem apical cu primordii foliare.

3. Se recomanda soiurile ’Licurici’, ’Erma’, *Ning Xia N1°, "New Big’, ’Amber Sweet’
pentru fondarea de plantatii industriale ca sursa alimentara si in calitate de arbust decorativ pentru

amenajarea spatiilor verzi, in conditiile pedoclimatice ale R. Moldova.
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ANEXE

Anexa 1. Microinmultirea soiurilor de goji

Fig. A.1.1. Inocularea explantelor de goji soiul ’Erma’
Nota: A - meristeme apicale; B - inocularea meristemelor pe mediu agarizat; C — cresterea
explantelor dupa 14 zile.

Licurici Amber Sweet New Big Ning Xia N1

Fig. A. 1.2. Microclonarea in vitro cu citochinine a soiurilor de goji

133



Fig.A 1.4. Inducerea microclonirii BAP 0, 5 mg/l la soiul *Licurici’
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Anexa 2. Calusogeneza si organogeneza obtinuta din limb foliar si petiol

Fig. 2.1. Obtinerea plantulelor prin organogeneza indirecta
Nota: A — soiul ’Ning Xia N1’ din segment de petiol; B — soiul ’Ning Xia N 1’ din segment de frunza;
C, D —soiul ’Licurici’ segment de petiol; E- soiul "New Big’ segment de petiol; F — soiul ’Erma’
segment de petiol.
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Fig. 2.2. Dezvoltarea plantulelor din masa calusara (segment de petiol) la soiul ’Erma’

Fig. 2.3. inradicinarea vitroplantulelor provenite din masa calusari
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Anexa 3. Micropropagarea si rizogeneza soiurilor de goji

Fig. 3.1. inridicinarea soiului de goji ’Erma’ suplinit cu auxina ANA de 0,2 mg/l, pe mediu
lichid si solid
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Anexa 4. Aclimatizarea vitroplantulelor de goji

Fig. 4.1. Dezvoltarea sistemului radicular la toate soiurile goji, dupa 20 zile




Anexa 5. Material saditor obtinut prin metode in vitro

Nota: A —soiul "New Big’, dupa 10 zile; B — soiul "Licurici’, dupa 30 zile; C — soiul *Ning Xia N1°, dupa
50 zile.
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Anexa 6. Colectia de arbusti fruciferi de goj

e

oiurilor de goji studiat
Nota: A —soiul ’Ning Xia N1’ in primul an de plantare; B — soiul ’Erma’ in primul an de
plantare; C, D — soiul ’Erma’ in anul doi de plantare; E, F — soiul ’Licurici’.
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Anexa 7. Structura anatomica a laminei frunzei la taxonii de Lycium
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Fig.7.1. Flora spontana
Noti: A: 1 — epiderma superioard; 2 — tesut palisadic; 3 — tesut lacunar; 4 — epiderma inferioara (x40).
B: epiderma inferioara 1- stomate (x10), C: druze oxalice (x40), D: Sectiune transversala prin limb (x10).
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Fig.7.2. Soiul ’Erma’
Noti: A: 1 — epiderma superioard; 2 — tesut palisadic; 3 — tesut lacunar; 4 — epiderma inferioara (x10).
B: sectiune transversala prin limbul foliar (x40), C: epiderma inferioara,1-stomate (x40), D: sectiune prin
nervurd (x40).

Fig. 7.3. Soiul ’Licurici ’
Nota: A: sectiune prin nervura (x40), B: druze oxalice (x10), C: epiderma inferioara, stomate (x40), C: 1
— epiderma superioard; 2 — tesut palisadic; 3 — tesut lacunar; 4 — epiderma inferioara (x40).
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Fig.7.4. Soiul °Ning Xia N1’
Noti: A: 1 — epiderma superioard; 2 — tesut palisadic; 3 — tesut lacunar; 4 — epiderma inferioara (x10).
B: druze de oxalat de calciu in frunze (x40), C, D: epiderma inferioara, stomate(x10, x40).

143



Anexa 8. Studiul fitochimic al taxonilor de Lycium (fructe, frunze)

Identificarea Flavonoidelor

Fig. 8.2. Efectul calitativ al reactiei cu  Fig. 8.3. Efectul calitativ al reactiei cu
solutie de amoniac in produsele acid sulfuric concentrat in produsele
vegetale vegetale

Fig. 8.4. Efectul calitativ al Fig. 8.5. Efectul calitativ al reactiei cu solutie
reactiei cu acetat de plumb de de vanilina 1% in acid clorhidric concentrat
10 % in produsele vegetale in produsele vegetale
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Fig.8.6. Efectul calitativ al reactiei cu acid clorhidric si zinc metalic in produsele

vegetale
Nota: 1 —frunze Lycium barbarum L. (flora spontana); 2 — fructe Lycium barbarum L. (flora spontana); 3
— fructe soiul *Ning Xia N1’; 4 — frunze soiul *Ning Xia N1°.

Identificarea Taninurilor

Fig. 8.8. Efectul calitativ al reactiei cu Fig. 8.9. Efectul calitativ al reactiei cu
solutie de gelatina 1% in produsele zﬁfgutle de alauni de fier si amoniu in
vegetale 1p dusele vegetale



Fig. 8.10. Efectul calitativ al reactiei cu Fig. 8.11. Efectul calitativ al reactiei cu
solutie de acid acetic de 10% si acetat de  solutie de cloruria de aluminiu in

plumb de 10% in produsele vegetale produsele vegetale

Fig.8.12. Efectul calitativ al reactiei cu cristale de nitrit de sodium si acid clorhidric
0,1n in produsele vegetale
Nota: 1 —frunze Lycium barbarum L. (flora spontand); 2 — fructe Lycium barbarum L. (flora spontana); 3
— fructe soiul ’Ning Xia N1’; 4 — frunze soiul *Ning Xia N1°.
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Anexa 9. Cerere de brevet pentru soi de plata

20016 /FP/05.0/A/4/P/
AGENTIA DE STAT COMISIA DE STAT
PENTRU PROPRIETATEA INTELECTUALA PENTRU TESTAREA SOIURILOR DE PLANTE

A REPUBLICII MOLDOVA A REPUBLICII MOLDOVA

Str. Andrei Doga nr. 24, bloc 1, Bd. Stefan cel Mare si Sfant nr. 162,
MD-2024, Chisinidu, Republica Moldova MD-2004, Chisindu, Republica Moldova
tel. (37322) 40-05-05, fax 43-85-08 tel. (37322) 22-03-00, fax 21-15-37
Referinta Se completeazi de catre AGEPI/CSTSP

solicitantului/reprezentantului | Registratura AGEP] intrare: | Registrul Nagional de cereri de | Registratura CSTSP intrare:
vet-pentru soiugjle<le planta
vez up iy 0 !f J

Nr.: Nr.: b4 1 (21) Nr. dem’t: 02 17 Nr. cererii:
Data: Data: 017 02, 1 7 (22) Data depozit: : ) Data:
CERERE

de brevet pentru soi de planta de inregistrare a soiului in Registrul soiurilor de plante
al Republicii Moidova
Cererea se completeazd in 4 exemplare dactilografiate

I. (71) SOLICITANT(TI) (nume, prenume sau denumire completd, cod tard conform normei ST. 3 OMPI, numarul
de identificare de stat unic (IDNO/IDNP), adresa, telefon, fax cu prefixul zonei)

Ciorchina Nina, Tabara Maria, Trofim Mariana.
Gridina Botanica (Institut) a A.S.M., MD 2002, 0982402489709 , strada Pddurii 18, Chisiniu,
+ 373 22 550443, + 373 22 550443

72. (74) MANDATAR AUTORIZAT/REPREZENTANT sau REPREZENTANT COMUN (nume, prenume
sau denumire completd, adresa, telefon si fax cu prefixul zonei)

Persoana indicata este desemnata sa actioneze in faja AGEPI in calitate de:
X] mandatar autorizat X reprezentant O reprezentant comun al solicitantilor

[ procurd  [] procurd generald; nr./data:  ...ccoccomsiinsnessissoisisonsionssissssssssssssssssssssns

72. ADRESA PENTRU CORESPONDENTA (nume, prenume sau denumire completd, cod {ara conform normei ST.
3 OMPI], adresa, telefon, fax cu prefixul zonei)

Ciorchina Nina, Gradina Botanica (Institut) a A.S.M., laboratorul embriologie si biotehnologie,
strada Padurii 18, Chisinau, MD 2002, + 373 22 550443, + 373 22 550443

IV. SOLICIT(AM) Xl inbaza Legii nr. 39/2008 art. 12 alin. 1 eliberarea pe numele meu (nostru)
a unui brevet pentru soi de piania
[ inregistrarea soiului in Registrul soiurilor de plante al Republicii Moldova
1. Taxonul botanic: denumirea latind a genului §i speciei sau subspeciei, cireia ii apartine soiul si
denumirea comuna

Genul Lycium, Lycium barbarum L. Goji Tibetan

(denumirea latind) (denumirea comuna)

2. Denumirea soiului: a) Denumirea propusa: LICURICI
3. Tara in care soiul a fost creat (cod fard): MD

4. Soiul a fost transmis solicitantului in caz daca solicitantul nu este amelioratorul):
[0 prin contract:

=] prin mostenire:

[C1 in alt mod (indicagi):

V. Informatii privitoare la alte cereri depuse pentru:
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Acordarea protectiei pentru soi de planti
Depurere Nr. Cererii Stadiul examinarii Denumirea soiului
tara data
Admiterea soiului in producere
ECHInte Nr. Cererii | Stadiul examinarii Denumirea soiului
fara data

O examinare tehnici a soiului in scopuri oficiale:
[ a fost deja realizatd [ este in curs de a fi realizatd [ nu a fost Incd realizata

VI. Soiul a fost vindut sau oferit spre expicatare pand ia data depunerii cererii de hrevet:
72) in Republica Moldova:
(Jda [nu X propus pentru prima data
data comercializdrii cu denumirea:

b) n altd {ard (cod tard conform normei ST. 3 OMPI):
(Jda  [Xnu (4 propus pentru prima dati
data comercializérii cu denumirea:

c¢) amelioratorul/solicitantul a dat autorizatie pentru comercializare: [(Jda Xnu

VII. Soiul reprezintii un organism modificat genetic? [Jda B4 nu
Documente justificative privind introducerea in mediu a organismului modificat genetic (dupi caz)

| VIIL (30) PRIORITATE INVOCATA:.

(31) Nr. | (32) Data | {33) Tara LDenumirea solicitata
MD Lycium barbarum ,LICURICI’

IX. Declar{im) ca ameliorator(i) este (sunt):
a) FXI acelasi (aceiasi) cu solicitantul(tii)
b) || persoanaiele) meniionaii{c) mai jos

(72) Numele Adresa completd, numirul de I"Locul de muncé i functiala | Semndtura
si prenumele, cod tard conform identificare de stat unic data credrii soiului amelioratorului
normei ST. 3 OMPI (IDNP)

|
I
Gradina Botanica (Institut) ‘
Gradina Botanica (Institut) a | a A.S.M., laboratorul ‘

S L B b L) A.S.M., strada Padurii 18,  embriologie i

Botanica (Institut) a A.S.M.,

. . b Chisindu, MD 2002, biotehnologie, strada
1
strada Padurll I8, Chisindu, | | 50557 553,41 Pidurii 18, Chisindu, MD
MD 2002, + 373 22 523481,
+373 23 550443 +373 22 550443 2002 ; % Lo
o 1005600032960 Doctor confirentiar % 24 s
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Tabira Maria, Gridina
Botanica (Institut) a A.§.M.,
strada Pidurii 18, Chisiniu,
MD 2002, + 373 22 523481,
+ 373 22 550443

Gridina Botanica (Institut) a |
A.S.M., strada Padurii 18,
Chisiniu, MD 2002,

+ 373 22 523481,

+ 373 22 550443
1005600032960

l Gradina Botanica (Instltut)

a A.S.M.,, laboratorul
embriologie si
biotehnologie, strada
Padurii 18, Chisindu, MD
2002
Cercetdtor stiinfific stagiar

Trofim Mariana, Gridina
Botanica (Institut) a A.§.M.,
strada Pidurii 18, Chisindu,

Gradina Botanica (Institut) a
A.S.M., strada Padurii 18,
Chisiniu, MD 2002,

Gradina Botanica (Institut)
a A.§.M., laboratorul
embriologie i
biotehnologie, strada

oheff” |

+
MD 2002, + 373 22 523481, | | 073 22 523481, Padurii 18, Chisindu, MD
+ 373 22 550443
| +373 22 550443 | 2002
1005600032960 pa— .
| Cercetitor stiinfific stagiar
X. DOCUMENTE DEPUSE
Nr. file | Nr. ex. Nr. file | Nr.ex.
4 formular cerere-tip 4 4 X fotografii: 2 4
[Idescrierea soiului DUS, VAT 1 4 @alb-negm
B4 chestionar tehnic 3 4 [Jeolor 2 4

documente anexate:
[[J.dovada de plata a taxei

[C] dovada de drept la inlesnire
[ act de prioritate

|:| procurd

oogg

(] certificat fitosanitar

alte documente:

XI. Informatii suplimentare privind soiul:

Grupa de maturitate
Directia de utilizare

Zona de cultivare

medie

Industria alimentara gi farmaceutica

Republica Moldova

Afinare superficiald §i irigare prin picurare. Ideal pentru infiintarea unor plantatii de

Recomandiri speciale

pomusgoare,
Rezistent la factorii biotici i abiotici, Se multiplicd prin usor prin cultura in vitro,

Arbustul de o decorativitate Thaltd prin portul si fructele sale.
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XII. Semnéind aceasti cerere solicitantul:

confirmad toate informatiile privind soiul i isi asuma obligatia de a pune la dispozitie toate informatiile

confirma obligatia de a prezenta gratuit seminte sau material saditor in cantitatea §i termenele cerute

a.
suplimentare care vor fi solicitate

b. confirma obligatia de achitare a taxelor prevazute

d. confirma ca acest soi nu a mai fost Inregistrat sub alt nume

XIII. Semmnatura solicitantului(lor)/reprezentantului
(numele complet):
Ciorchiné Nina — sohcu’:an& Gridina Botanica
(Institut) a A.S.M. /] /xW/«rA_/,

dma Botanica

Tabiara Maria - solicitant Gr,
Sl

(Institut) a A.S.M. sy

Trofim Mariana - sollcltap xridina Botanica

(Institut) a A.S.M. gu”/

Teleutd Alexandru - Dlrector

ra
Botanica (Institut) a A.S.M. gﬁML/

Data

X1iV. a) Persouna care a prezentat cererea, alta decit
. solicitantul, reprezentantul (numele si actul de
identitate):
Ciorchinid Nina, B.I. — A 34026601

b) Semnatura de primire a cererii la AGEPI
(numele complet):

oot
2z

XGEDI

01702 23

XV. Registratura iesire:
Nr. 631 Data
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Anexa 10. Acte de implementare a rezultatelor stiintifice

MINISTERUL EDUCATIEI, MINISTRY OF EDUCATION,
CULTURII SI CERCETARII CULTURE AND RESEARCH OF
AL REPUBLICII MOLDOVA THE REPUBLIC OF MOLDOVA
GRADINA BOTANICA NATIONALA "ALEXANDRU CIUBOTARU”
(INSTITUT) NATIONAL BOTANICAL GARDEN
"ALEXANDRU CIUBOTARU” (INSTITUTE)
str. Padurii, 18 18, Padurii Street
MD - 2002, Chiginau, Republica Moldova MD - 2002, Chisinau, Republic of Moldova
Tel/fax: (+373 22) 55-04-43 Tel/fax: (+373 22) 55-04-43
E-mail: in i isinaw@gmail.com E-mail: gradinabotanicachisinau@email.com
botanicalgardenchisinau@yahoo.com botanicalgardenchisinau@yahoo.com
Nr. 38/11- 2.
din oy _oclomébur 2019
= =1

ACT

de implementare a activitatilor stiintifice in practica

Prin prezentul, Gridina Botanici Nationald (Institut) “Alexandru Ciubotaru”
(GBNI) confirmd ca colectia taxonilor de Lycium barbarum L., aflatd pe lotul
experimental de introductie al GBNI, a fost fondata de doctoranda - cercetatorul gtiintific
Tabidra Maria in anul 2017. Respectiv colectia este utilizatd in calitate de lot
experimental de cercetare §i testarea vitroplantulelor soiurilor noi de goji, tot odata aplicata
in procesul didactic la practica tehnologicd pentru elevii §i studentii de la scoli
profesionale, colegii si universitdfi (Scoala profesionald din Bubuieci, Colegiul de
Ecologie, Centrul de Excelentd in Medicina si Farmacie ,.Raisa Pacalo”, Universitatea de

Stat din Tiraspol, Universitatea de Medicina si Farmacie ,,Nicolae Testemiteanu”, etc).

Director,

doctor in stiinte biologice Ion ROSCA

ST
Pl ATA > %§
2 A !
8T Q
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MEOSTAY OF HEALTH. LABOUR AND SOCIAL FROTECTION OF
THE REPURLIC OF MOLDOV A
NKOLAE TESTEMITANU® STATE
UNFVERSITYOF MEDICINE AND PHARMACY
OF THE REPUBLIC OF MOLDOVA
FACULTY OF PHARMACY

SINIITERLL SANTATH. SONCT §1 PROTRCTIET SOCIALE AL
JUITIBICH MNNLDOYA

UNIVERSITATEA DE STAT DE MEDICINA §1
FARMACIE'NICOLAE TESTEMITANU
DIN REPUBLICA MOLDOVA
FACULTATEA DE FARMACIE

NI 2028, Chigimdu, str. Mafima Mich, 66, dek; (4373) 22 90174, (+373) 22208356, (+373) 22 205457; farmacied psmlmid: www gsmfind
Ne 159
“ 12 Tiuate 2020
Act de implimentare

Prin prezenta se confirmd, ¢i rezultatele stiintifice pentru teza de doctor in stiinge
biofogice "Dezvoltarea §i multiplicarea microclonald a speciei Lycium barbarum L. a
doctorandei Tabara Maria (Gradina Botanica Nationald), publicate in lucrarile stiingifice ,,Studiul
comparativ al confinutului polifenolic in frunzele §i fructele sp. Lycium barbarum L. spontan i
cultivat”, Chiginau, 2017; ,Total content of carotenoids in different vegetable products of
spontanious and cultivated sp. Lycium barbarum from the Republic of Moldova”, Chisindu
2017; ,Studiul flavonozidelor i taninurilor la specia Lycium barbarum spontan i cultivat”,
Chigindu 2017; . Structura anatomica a laminei frunzei speciei spontane Lycium barbarum L. i a
soiurilor”, Chigindgu 2020, sunt implementate in procesul didactic la disciplinile “Botanica
Jarmaceuticd™, "Ecologie 5i plante medicinale™ pentru studentii anului | si in ciclu de lectii
pentru educatia continud a farmacigtilor "Actualitali in domeniul plantelor medicinale §i a
fitopreparatelor” la Facultatea de Farmacie, Universitatea de Stat de Medicina §i Farmacie

*Nicolae Testemiteanu” din Republica Moldova.

Yo
Yo,

Nicolae CIOBANU

~’
3
H
3

Seful catedrei de farmacognozie si

Botanici Farmaceutica
Dr. hab. in st. biol., prof. univ, 4//  Tatiana CALALB
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TIRASPOL STATE UNIVERSITY
FACULTY OF BIOLOGY AND CHEMISTRY

UNIVERSITATEA DE STAT DIN TIRASPOL
FACULTATEA BIOLOGIE SI CHIMIE

MD-2009, Chisinau, str. Drumul Viilor, 26a A MD-2009, Chisinau, 26a Drumul Viilor str.,
tel: (022) 28-05-36. e-mail: n_aluchi@yahoo.com - tel: (022) 28-05-36. e-mail: n_aluchif@yahoo.com

w2 it 2020 Nr. o279

ACT DE IMPLEMENTARE

Prin prezenta se confirma, ca rezultatele stiintifice obtinute de dna Tabidra Maria publicate in
lucrarile stiintifice: ,,Aspecte in studiul indicilor de calitate a fructelor goji”, Cahul, 2016; ,,The
creation application of a goji collection in the Botanical garden (I) ASM”, Chisindu, 2017;
Linmultirea in vitro a unor noi specii de arbusti fructiferi de interes economic pentru R. Moldova”,
Balti 2016; ,,Aspects of the in vitro organogenesis of the species Lycium barbarum L. (goji)”,
Chisindu 2017; ,,Structura anatomicd a laminei frunzei speciei spontane Lycium barbarum L. si a
soiurilor”, Chisinau 2020, sunt aplicate in procesul didactic al Facultatii Biologie si Chimie a
Universitatii de Stat din Tiraspol la cursurile de Botanica aplicatd, Fiziologia vegetald, Chimie

biologica si Morfologie si anatomie a plantelor.

Decanul facultigii Biologie si chimie,
dr., conf. univ. \‘E;sm‘,‘j 7 N. ALUCHI
"I

B OLOGI
5 SI CHIMIE

mm

s, °NI ¢ 10
\'V & \
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DECLARATIA PRIVIND ASUMAREA RASPUNDERII

Subsemnata, declar pe raspundere personala ca 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.

Tabara Maria

Semnatura

Data
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CURRICULUM VITAE
TABARA (GORCEAG) Maria
Informatii personale
© s.Siscani, r-nul Nisporeni, MD6437, Republica Moldova
B +37369815766

4 maricica.gorceag(@yahoo.com
Data nagterii: 26 martie 1990

Studii superioare:

— 2016-2019 - studii de doctorat, Universitatea Academiei de Stiinte a Moldovei (actualmente
Universitatea de Stat ,,Dimitrie Cantemir”, USDC), specialitatea 164.01. — Botanica.

— 2012-2014 - studii de masterat, Universitatea Academiei de Stiinte a Moldovei (actualmente
Universitatea de Stat ,,Dimitrie Cantemir”, USDC), specialitatea 421 — Biologie moleculard. Diploma de
Master in Stiinte ale Naturii.

— 2009-2012 — studii de licenta, Universitatea Academiei de Stiinte a Moldovei (actualmente
Universitatea de Stat ,,.Dimitrie Cantemir”, USDC), specialitatea 421. Diploma de Licenta in Stiinte ale
Naturii.

Stagii: 2015
— 20-21 aprilie — Training: ,,Scrierea proiectelor internationale”. Universitatea ASM in colaborare cu
Centrul Proiecte Internationale al ASM, Chisinau, Republica Moldova. Certificate de participare, 2 credite
2014
— 16-20 iunie — Curs de formare continua: ,,Metode de determinare a activitatii antioxidante”, Institutul
de Microbiologie si Biotehnologie al ASM, Laboratorului de Ficobiotehnologie, Chisindu, Republica
Moldova. Certificate de participare.
2013
— 15-22 iulie — Scoala de vara: ,,Genetica Moleculara”, Karolinska Institut, Suedia — UnASM,
Chisinau, Republica Moldova. Certificate of excellence in genetic engineering and molecular genetics, 5
ECTS.
— 17-20 septembrie — Training: ,,Tehnici de analizd moleculard”, Laboratorul Genomica, Centrul
universitar de Biologie Moleculara, UnASM, Chisindu, Moldova. Certificat de participare, 15 credite.

Domeniile de interes stiintific:
Biologie si botanica, biotehnologie, biochimie.

Activitatea profesionala:
— noiembrie 2014-prezent — cercetdtor stiintific, Laboratorul Embriologie si Biotehnologie, Gradina
Botanica (Institut) ”Alexandru Ciubotaru”.
— 02.09.2012-31.05.2014 — cercetator stiintific stagiar, Laboratorul Proteomica, Centrul Universitar
Biologie Moleculara, UnASM (actualmente Centrul universitar Geneticd Functionalda, CGF, USDC).

Participari in proiecte stiintifice nationale si internationale:
— Proiecte institutionale:

20.80009.7007.19 , Introducerea si elaborarea tehnologiilor de cultivare conventionale si microclonale a speciilor
de plante lemnoase noi”. Termen de realizare: 2020-2023.

15.817.02.26A ,Fundamentarea stiintificd privind elaborarea tehnologiilor de inmultirea in vitro a speciilor
valoroase de interes economic pentru Republica Moldova”. Termen de realizare: 2015-2019.
11.817.04.19F ,,Aspecte functionale si genetico-moleculare ale genomului la floarea-soarelui (Helianthus annuus
L.)”. Termen de realizare: 2011 — 2014.

— Proiecte internationale:
13.820.15.10 GA — Utilizarea Microscopului Holografic Digital pentru Studiul Tesuturilor Biologice utilizand
LabVIEW, proiect bilateral Moldova-Germania. Termen de realizare: 2013-2014.

— Proiecte pentru tineri cercetatori.
16.819.02.05A Conservarea plantelor rare in cultura in vitro Termen de realizare: 2016-2017
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Participari la foruri stiintifice (nationale si internationale):

2019

2018

2017

2016

2015

—  Simpozionul stiintific international ,,Biotehnologii avansate — realizari si perspective”.
Editia a V-a 21-22 octombrie 2019 Chisindu. Raport oral, teza. Certificat de participare.

—  Conferinta Stiintificad Nationala cu Participare Internationala ,,Stiinta si inovarea In nordul
Republicii Moldova: probleme, realizari, perspective” (editia a treia) Balti. Articol.

— The National Conference with International Participation"Dimitrie Cantemir” State
University Chisinau, Republic of Moldova., october 21-22, 2019. Articol.

—  Simpozionului Stiintific International “Agricultura moderna — realizari si perspective”,
dedicat aniversarii 85 ani de la fondarea UASM, 04-06 octombrie 2018. Articol.

—  Conferinta Stiintifica a Doctoranzilor ,,Tendinte contemporane ale dezvoltarii stiintei:
viziuni ale tinerilor cercetatori”, editia a VII-a La 15 iunie 2018. Articol.

—  Conference: Annual Meeting Society of Plant Physiologists of Russia Mechanisms of
resistance of plants and microorganisms to unfavorable environmental Book of Proceedings (in two
parts) of the All-Russian Scientific Conference with International Participation and Schools of Young
Scientists (Irkutsk, July 10-15, 2018. Articol.

—  Conferinta Stiintifica a Doctoranzilor ,,Tendinte contemporane ale dezvoltarii stiintei:
viziuni ale tinerilor cercetatori” Editia a VI-a, 2017 Articol.

—  International Scientific Symposium “Conservation of Plant Diversity”, Botanical Garden
of ASM, 5th edition, 2017. Teza.

—  Congresul asociatiei studentilor farmacisti din Republica Moldova, consacrat anului
Nicolae Testemiteanu ,,Inovarea si creativitatea n practica si cercetarea farmaceutica” Revista
Farmaceutica a Moldovei nr.12, 2017. Teza.

—  Conferinta Stiintificd Internationald Perspectivele si Problemele Integrarii in Spatiul
European al Cercetarii si Educatiei Volumul I, Cahul, 7 Tunie 2016. Articol.

—  Conferinta nationald cu participare internationald ,,Stiinta in Nordul Republicii Moldova:
realizari, probleme si perspective”, ed. 2, Balti 29-30 septembrie 2016. Articol.

—  Conferintei Stiintifice Internationale a Doctoranzilor ,,Tendinte contemporane ale
dezvoltarii stiintei: viziuni ale tinerilor cercetatori”, Editia a V-a, Chigindu, 2016, pag. 189 — 192.

—  ”Life sciences in the dialogue of generations: Connections between universities academia
and business community”’Chisinau; 2016. Tezd.

— Biotehnologii avansate — realizdri si perspesctive, al 1V-lea Simpozion national cu
participare internationald, Chisinau, Republica Moldova, 3-4 octombrie 2016. Tezd, raport oral.

—  Simpozion dedicat aniversarii a 200 de ani de la nasterea profesorului Anastasie Fatu si
implinirii a 160 de ani de la fondarea primei gradini botanice din Principatele Romane. Simpozion
stiintific - Conservarea diversitatii plantelor in Situ si ex situ. lasi, 22 — 25 septembrie 2016, Teza.

— The Xth International Congress of Geneticists and Breeders, Chisinau, Republic of
Moldova, 28 June — 1 July 2015. Poster, teza. Certificat de participare.

— International Scintific Symposium Conservation of Plant Diversity, Chisinau, Republic of
Moldova, 28 -30 september, 2015. Tezd, poster. Certificat de participare.

Lucriri stiintifice si stiintifico-metodice publicate:
30 lucrari stiintifice (inclusiv 10 publicatii de monoautor): 6 articole stiintifice, 14 comunicari la foruri internationale

si nationale.

Premii, mentiuni, distinctii, titluri onorifice etc.

2017 — Bursa nominal "Boris Matienco" pentru doctoranzi.

Cunoasterea limbilor:

limba roména — limba materna, limba rusa — bine, limba engleza, limba franceza — mediu.

Date de contact de serviciu: Laboratorul Embriologie si Biotehnologie, Grddina Botanicd Nationald (Institut)
”Alexandru Ciubotaru”. Adresa: str. Padurii, 18, MD-2002, Chisinau, Republica Moldova, tel.: +373 22-523481.
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