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Abstract: A big number of explants could be obtain by indirect
organogenesis from different plant organs. The aim of the study was to obtain
adventiv shoots from calus, on the same culture media.

The vegetal material was represented by leaves and internodes detached
from in vitro culture plantules. The media culture Murashige&Skoog (1967) was
tested, using different concentrations of auxins (IAA, NAA, AIB) and citochinins
(BAP, TDZ)

MATERIALE $1 METODE

Material vegetal:
Au fost folositi doi hibrizi de clematite: A51 si A24-1.

Materialul vegetal a constat in frunze si fragmente de internod prelevate de la
plantulele aflate in cultura in vitro.

Acestea s-au prelevat din partea superioara a plantelor pornind de la nodul trei
pana la nodul sase sau chiar noua.

Pe frunze s-au efectuat cate 3-5 incizii perpendiculare pe nervura principala
pentru a favoriza formarea calusului. Acestea au fost puse cu fata superioara pe
mediul de cultura. Internodurile au fost incizate longitudinal si taiate in doua parti
egale de cate 1cm. Vasele Petri sunt izolate cu parafilm.

Pentru hibridul A51 s-au folosit cate 7 sau 6 frunze in fiecare vas Petri. Acelasi
numar s-a folosit si pentru fragmentele de internod. Pentru fiecare varianta de mediu
s-au folosit 5 vase de cultura.

in ceea ce priveste hibridul A24-1 numérul de frunze dintr-un vas a fost de 5, 7
sau 9 iar internodurile cate 6, 7 sau 9. Cantitatea de vase a oscilat si ea intre 4 si 5
incercandu-se un echilibru intre numarul de explante si cel de vase de cultura.

Mediul de cultura

Mediul de baza testat a fost Murashige&Skoog (1962). Hormonii utilizati au

fost:
-Citokinine: TDZ -2mg/I; 3mg/l; 5mg/I
BAP -2mg/l; 5mg/l; 10mg/I|
-Auxine: AlA -0,5mg/l; 2mg/I
AIB -0,5mg/l; 2mg/I
ANA -0,5mg/l; 2mgl/I
Zaharoza pura a fost folosita in cantitate de 30g/l iar ca agent gelifiant Gelritul
in cantitate de 3g/l. Au fost folosite 42 de variante de mediu de cultura. S-au realizat
doua serii de inoculare. Prima serie s-a efectuat pe mediile R1-R28 iar dupa circa 30
de zile cea doua serie pe mediile R29-R42.
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REZULTATE SI DISCUTII

AS51 - La nivelul frunzelor.

Dupa patru saptamani de la inocularea frunzelor in prima serie, pe mediile
R1-R28, nu s-au observat nici un fel de regenerare adventiva. In ceea ce priveste
formarea calusului acesta a avut o evolutie destul de incetinitd mai ales pe mediile
cu TDZ. Un fenomen nedorit a fost emiterea fenolilor in mediul de culturd de
catre explante.

La a doua serie de inoculari, pe mediile R29-R42, aptitudinea de regenerare
a fost mult mai mare dupa o perioada de treizeci de zile. In acest caz, cel mai
mare procent de regenerare a fost de 10% pe mediul R39 (BAP 2mg/1).
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TDZ2mg/l TDZS5mg/l TDZ3mg/l BAPS5mg/l BAP10mg/l BAP2mg/l

B ATA 0,5mg/l BATA 2mg/l OAIBO0,5mg/l OAIB2mg/l
B ANA 0,5mg/l @ ANA 2mg/l B Fara auxine

Figura nr. 1 Procent de regenerare le nivelul frunzelor de A51

Dupa 6 saptamani apar primele regenerari la prima serie de inoculari. Ele
se prezintd sub forma de masive cu numerosi lastari sau lamele foliare. In faza
incipientd acest fenomen este incert.

Dupa 8 saptimani pe mediile de cultura R15 si R19, apartinand primei
serii, au fost inregistrate cele mai bune procente de regenerare respectiv 8%.
Aceste medii de culturd au in compozitie BAP in cantitate de Smg/I.
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Figura nr.2 Procent de regenerare la nivelul frunzelor de A51 pe medii de cultura cu TDZ
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R13 RI4 RI5 RI17 R20 R36 R37 R38 R39 R40 R42

Figura nr. 3 Procent de regenerare la nivelul frunzelor de A51 pe medii de cultura cu BAP

In figurile de mai sus se pot observa procentele de regenerae al lastarilor
adventivi si al masivelor de lastari pe diferitele medii de cultura. Pe R15 si R19 s-
au inregistrat cele mai mari valori, 8%, in ceea ce priveste lastarii adventivi.
Aceste medii de culturd au in compozitie BAP 5mg/l si cate 2mg/l auxine,
respectiv AIA si AIB. Masivele de lastari au aparut intr-un procent mai mare pe
mediul R16, cu 10mg/l BAP si 2mg/l AIA.

In ceea ce priveste aceste prime rezultate, BAP s-a dovedit a fi mai
favorabil regenerarii adventive pornind de la frunze decat TDZ.

La nivelul fragmentelor de internod

Dupa patru sdptamani, evolutia regenerarilor de lastari adventivi la nivelul
internodiilor este mai buna decat la frunze. Pe mediile de culturd R29 (TDZ
3mg/lI+AIA 0,5mg/1) si R39 (BAP 2mg/I+AIB 2mg/l) s-au obtinut cele mai bune
rezultate, respectiv 56,6 si 40% regenerari. (Vezi tabel nr.1)

O altd observatie s-a realizat dupa 8 saptdmani, timp 1n care a fost facuta o
trecere pe mediu de culturda proaspat. Varianta R15 a dat o ratd de regenerare de
76% reprezentata de lastari si masive.
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B ANA 0,5mg/l B ANA 2mg/l B Fara auxine

Figura nr. 4 Procent de regenerare la nivelul internodurilor de A51

Pe mediile de cultura care contin TDZ, cel mai bun procent de regenerare a
fost obtinut pe varianta R29, unde lastarii au fost in procent de 56,6% si masivele
23,3% (vezi figura nr.5).
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Un numar de 11 medii de culturd care au avut In compozitie BAP au
determinat regenerarea adventivd. 32% dintre regenerari au fost sub forma de
masive si 11,6% au fost sub forma de lastari. Pentru masive R20 (44%) si R39
(36,7%) au fost cele mai bune medii. In ceea ce priveste lastarii variantele de
mediu R13(20%) si R15(52%) au fost cele mai performante.

R1

R2 R4

R5 R6 RIl R26 R29 R30 R31
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Figura.nr.5 Procent de regenerare la nivelul internodurilor de A51 (TDZ)

R13 R14 RI5 RI7 R20 R36 R37 R38 R39 R40 R42

. [3stari

—e— masive

Figura nr.6 Procent de regenerare la nivelul internodurilor de A51 (BAP)

Tabel nr.1

Procentul de regenerare la nivelul frunzelor si al tijelor in functie de
mediul de cultura folosit

Mediu de cultura Fr(t;/:)z ¢ Intez‘rl}sduri citoch?r?iﬁ:guxine
R1E:A|AB££§/T9/| 8 7 2
R1?o\|BB§n?g5/Tgll 8 ° e

R22 IA-l(—)I,DSZm ?ér/rl19/| 6,7 56 6
P | o | w |

In tabelul de mai sus se poate observa influenta raportului de citochinine-
auxine asupra procentului de regenerare. La varianta R29, raportul 6 a determinat
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obtinerea unui procent de 56 de regenerdri la nivelul tijelor in comparatie cu o
valoare de doar 6,7% la nivelul frunzelor.

Raportul de 2,5 1a R15 si R19 a avut o influenta diferita asupra explantelor,
mai ales la nivelul tijelor. in aceast situatie se poate vorbii de influenta tipului de
auxine asupra regenerarii.

A24-1 La nivelul frunzelor

In urma cercetarilor efectuate s-a constatat ca la nivelul frunzelor hibridului
A24-1 s-a obtinut o singura regenerare pe mediul de culturd R27 (BAP 5mg/l, fara
auxine) pornind de la petiolul frunzei.

In ceea ce priveste formarea calusului acesta a avut o evolutie buni. Dupi
prima subcultura a continuat sa-si mareasca volumul dar fara sa regenereze lastari
adventivi.

La nivelul fragmentelor de internod

Dupa patru saptimani de la punerea in culturd a internodiilor hibridului
A24-1, s-au observat 4,2% regenerari pe 5 medii de cultura. Dupa alte patru
saptamanii, timp In care s-a efectuat trecerea pe mediu de culturd proaspat, s-au
constatat urmatoarele: 18,8% regenerari pe 6 medii de cultura, din care R2 a avut
procentul cel mai mare — 25,7%.
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TDZ2mg/l TDZ 5mg/l TDZ3mg/l BAP5mg/l BAP 10mg/l BAP 2 mg/l

B ATA 0,5mg/l BAITA2mg/l OAIB0,5mg/l OAIB2mg/l
B ANA 0,5mg/l @ ANA 2mg/l B Pas d'auxines

Figura nr.7 Procent de regenerare la nivelul internodurilor de A24-1

Mediile in compozitia carora a fost adaugat TDZ au determinat obtinerea
unor procente de regenerare cu valori apropiate atat in ceea ce priveste lastarii
(7,7%) cat si masivele de lastari (8,1%). Cel mai bun mediu pentru regenerarea de
lastari a fost R2(22,8%) si pentru masive R9(16,7%). Vezi figura nr.8.

Variantele de mediu cu BAP au dat cele mai bune rezultate la regenerarea
de lastari in special pe mediul R14(25%) si pentru masive pe R18(8%).Vezi
figura nr.9

Dupa obtinerea lastarilor adventivi In urma regenerarii se trece la etapa
multiplicarii noilor explante. Acesti lastari sunt trecuti pe medii de culturd cu
cantitate redusa de auxine (0,5-1mg/1). Calusul de pe care au fost prelevati lastarii
sunt cultivati in continuare pe medii de culturd cu aceeati balantd hormonala.
Acestia vor regenera in continuare lastari sau masive de lastari.

147



. lastari
—e—masive

R2 R3 R4 R7 R9 R25 R29 R32

Figura nr 8. Procent de regenerare la nivelul internodurilor de A24-1 (TDZ)
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Figura nr 9. Procent de regenerare la nivelul internodurilor de A24-1 (BAP)

CONCLUZII

Pentru hibridul A51 cel mai bun mediu de regenerare pentru internoduri
este R15 (76%) si pentru frunze R39 (10%);

Pentru hibridu A24-1 cel mai bun mediu de regenerare pornind de la
fragmente de internod este R14 (25,7%).

Atat pentru A51 cét si pentru A24-1, fragmentele de internod au raspuns cel
ma bine la regenerarea de lastari adventivi.Procentul de regenerare varieaza in
functie de mediul de cultura folosit (raportul citochinine-auxine) si de genotip.
Hibridul A51 a avut o evolutie mai buna decat A24-1.

Varsta plantelor destinate regenerarii este foarte importantd. Cu cat acestea
sunt mai tinere cu atat formarea lastarilor adventivi este mai rapida si numarul de
regenerari creste.
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