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REZUMAT

Cuvinte cheie: cAnepa, microsporogeneza, androgeneza

Canepa (Cannabis sativa L.) este o plantd a carei importantd economicd este in
crestere, datoritd utilizarilor variate in alimentatie, industria textild, a maselor plastice,
constructii si medicind.

Imbunatitirea caracterelor cultivarelor de cinepa poate fi usurata prin biotehnologiile
vegetale moderne, dintre acestea, utilizarea androgenezei experimentale pentru producerea
liniilor dublu haploide fiind importantd atat pentru ameliorarea speciei cat si pentru studii
genetice viitoare.

Teza de doctorat cu titlul , Particularitatile microsporogenezei si inducerea
androgenezei experimentale la cianepa (Cannabis sativa L.)” este structuratd in doua parti si
cuprinde opt capitole.

Prima parte prezinta studiul bibliografic si cuprinde descrierea speciei Cannabis sativa
L., date generale privind microsporogeneza si inducerea androgenezei.

A doua parte cuprinde o prezentare a cadrului institutional in care au fost desfasurate
experientele, obiectivele, materialul si metoda de cercetare si rezultatele proprii.

Capitolul I — Descrierea speciei Cannabis sativa L. prezinta istoricul si utilizarile
canepei, morfologia, sistematica si filogenia precum si o sintezd a studiilor de geneticd si
ameliorare intreprinse la acesta specie.

Capitolul Il — Cercetari privind microsporogeneza la Cannabis sativa L. prezinta
aspecte generale si particulare referitor la formarea gametilor masculi si defectele naturale ale
microsporogenezei la canepa.

Capitolul 11l — Cercetiri privind inducerea androgenezei la Cannabis sativa L.
cuprinde aspecte generale referitoare la metodele pentru inducerea androgenezei
experimentale, factorii care influenteazd androgeneza la plante precum si studii anterioare

asupra inducerii androgenezei la canepa.
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Capitolul 1V — Obiectivele, materialul si metoda de cercetare

In scopul identificarii conditiilor optime de culturd in vitro necesare pentru

manifestarea
potentialului androgenetic al cultivarelor autohtone de canepa, au fost stabilite urmatoarele
obiective secundare:

e Stabilirea unor criterii indirecte pentru determinarea stadiului de dezvoltare a
microsporilor.

e Stabilirea cultivarelor de canepa cu potential androgenetic ridicat;

e Stabilirea cultivarelor de canepa cu potential regenerativ/embriogenic ridicat

e Stabilirea combinatiei fitohormonale optime pentru inducerea androgenezei

e Stabilirea combinatiei fitohormonale optime pentru inducerea embriogenezei /
caulogenezei la canepa.

Materialul biologic folosit a fost alcatuit din cinci cultivare de canepa. Trei cultivare,
monoice, au provenit de la SCDA Secuieni si doud cultivare, dioice, au provenit de la SCDA
Lovrin.

Mugurii florali masculi au fost recoltati in diferite stadii de dezvoltare (aparitia
mugurilor florali, inceputul infloritului si inflorit deplin), masurati si grupati in patru categorii
de dimensiune. Dupa fixare, cate o anterd din fiecare mugure floral a fost analizatd. Toate
fazele meiotice au fost studiate si asociate cu dimensiunea mugurilor florali masculi, in
vederea stabilirii unor criterii indirecte pentru determinarea stadiului de dezvoltare a
microsporilor.

Mugurii florali care au continut microspori in stadiul optim de dezvoltare pentru
inducerea androgenezei au fost recoltati dimineata si sterilizati, anterele fiind prelevate aseptic
si inoculate n pahare de tip Erlenmeyer (100 ml) contindnd cate 20 ml de mediu de cultura,
suplimentat cu diferite combinatii fitohormonale.

Anterele inoculate au fost incubate la intuneric, la temperatura de 28°C timp de 3
sdptdimani iar apoi au fost transferate in camera climaticd la o temperaturd de 25°C, si
fotoperioada 16 ore lumind / 8 ore intuneric. A fost observata inducerea calusului, proliferarea
calusului, culoarea anterelor in timpul incubarii, culoarea calusului indus in perioada de
incubare, culoarea calusului transferat la lumina si tipul de calus pentru a stabili cultivarele de
canepa cu potential androgenetic ridicat si combinatiile fitohormonale optime pentru

inducerea androgenezei.
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Calusul indus in cultura de antere a fost sectionat In piese de dimensiuni egale si
transferat pe mediile de inducere a organogenezei / embriogenezei in vase de tip Erlenmeyer
(100 ml) contindnd cate 20 ml de mediu de culturd suplimentat cu diferite combinatii
fitohormonale. Calusul a fost mentinut in camera climatici, la o temperaturd de 25°C, si
fotoperioada 16 ore lumind / 8 ore intuneric.

Inducerea organogenezei / embriogenezei a fost apreciatd in functie de procentul
calusului care a prezentat necroza, rizogeneza sau embriogeneza. Asupra calusului transferat
au fost efectuate si analize morfogenetice (culoarea calusului si tipul acestuia).

Capitolul V — Asocieri intre stadiul de dezvoltare a microsporilor si dimensiunea
mugurilor florali la Cannabis satival.

Dimensiunea mugurilor florali masculi poate fi considerata un criteriu indirect pentru
determinarea stadiului de dezvoltare a microsporilor, dar acest criteriu trebuie verificat pentru
fiecare cultivar de Cannabis sativa L. in parte, la initierea culturii de antere, pentru ca anterele
nu contin neaparat microspori in acelasi stadiu de dezvoltare, pentru mugurii florali de aceeasi
dimensiune, de la cultivare diferite.

in general, microsporii in stadiul uninucleat au fost identificati in anterele mugurilor
florali mascului cu dimensiuni cuprinse intre 4,1 si 6 cm.

Capitolul VI — Inducerea androgenezei in cultura de antere la Cannabis sativa L.

Cultivarele Silvana si Denise au fost caracterizate de cele mai ridicate frecvente de
inducere a calusului, in timp ce cultivarul Diana a avut cea mai redusa capacitate de inducere
a calusului pe diferitele concentratii fitohormonale analizate.

Proliferarea calusului este diferitd, in functie de cultivarul analizat. Cea mai buna
proliferare a fost observata in cazul cultivarului Denise, urmat de cultivarul Silvana, iar pentru
Diana a fost observata cea mai slaba proliferare a structurilor androgenetice induse in cultura
de antere.

A fost observatd o legaturd reala intre procentul anterelor care au generat calus si
proliferarea acestuia. Totusi existd si cazuri in care un cultivar caracterizat de frecvente mai
mici de inducere a calusului a avut proliferari maxime 1n cadrul experientei.

In general, o buni inducere si proliferare a calusului a fost observati pe mediul de
culturd MS suplimentat cu 1 mg/l 2,4D + 2 mg/l KIN. Rezultate bune au fost observate si pe
mediul de culturd MS suplimentat cu 2 mg/l AIA + 1 mg/l KIN. Concentratii mai ridicate de
2,4D sau mai scazute de AIA au avut ca efect inhibarea inducerii si proliferdrii ulterioare a

structurilor androgenetice.
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Capitolul VIl — Inducerea organogenezei / embriogenezei din calusul indus in
cultura de antere la specia Cannabis sativa L.

Cultivarul Zenit nu a prezentat calus necrozat pe nici una dintre combinatiile
fitohormonale cu care s-a suplimentat mediul de cultura MS, cel mai afectat de necroza fiind
cultivarul Lovrin 110, mai ales pe mediile de culturd suplimentate ce 0,5 mg/l AIA + 1 mg/l
BAP. De altfel, utilizarea BAP in concentratii mici ca sursa de citochinine, in combinatie cu
0,5 mg/l AIA determina aparitia fenomenului de necrozd a calusului cu frecvente ridicate,
pentru majoritatea cultivarelor studiate, exceptie facand cultivarul Zenit;

Rizogeneza a fost observata pentru toate cele patru cultivare luate in studiu, cultivarul
Lovrin 110 fiind mai predispus la acest fenomen fata de restul cultivarelor. Utilizarea KIN ca
sursd de citochinine, pe o balantd fitohormonald in favoarea citochininelor, favorizeaza
rizogeneza, frecventa cu care apare acest fenomen fiind mai ridicatd pentru concentratii mai
ridicate de KIN. Aceeasi tendinta de crestere a frecventei calusului care prezinta rizogeneza o
datd cu cresterea concentratiei de citochinine a fost observata si cand am utilizat BAP ca sursa
de citochinine.

Cultivarul are un efect semnificativ asupra prezentei calusului embriogenic. In
conditiile noastre experimentale, calusul indus de cultivarul Zenit a fost caracterizat de
prezenta fenomenului de embriogeneza cu frecvente ridicate, pe cand pentru cultivarul Denise
nu a fost observat acest fenomen, cu toate ca, In privinta inducerii calusului, anterele acestui
cultivar au raspuns cu frecventele medii cele mai ridicate. Citochininele cu care au fost
suplimentate mediile de cultura au influentat aparitia calusului cu structuri proembrionare. Un
efect stimulator din acest punct de vedere I-a avut prezenta BAP in concentratie de 2 mg/l si
utilizarea a Img/l KIN + 1 mg/l BAP ca sursa de citochinine;

Caulogeneza nu a fost observata pentru nici un cultivar sau combinatie fitohormonala
testata.

Capitolul VIII — Reactia morfogenetica a anterelor cultivate ,,in vitro”.

In timpul perioadei de incubare, anterele au prezentat o gamai variati de culori.
Anterele de culoare maro inchis, nu au generat calus si au murit sau calusul indus initial nu a
proliferat.

Structurile androgenetice s-au format in cadrul anterelor de culoare verde, verde
galbui, verde gélbui cu pete maro sau maro galbui, anterele modificandu-si ulterior culoarea

in maro inchis.
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Dupa aproximativ 14 zile de la inocularea anterelor pe mediile de inducere, au inceput
sa apara primele structuri androgenetice, diferite in ceea ce priveste frecventa, culoarea si
tipul, in functie de cultivar si combinatiile fitohormonale utilizate. Au fost constatate diferente
in ceea ce priveste reactia anterelor chiar si In interiorul aceluiasi vas de cultura.

In timpul perioadei de incubare, calusul a avut, in general, culoarea crem fiind de tip
compact, ocazional de culoare alba.

Dupa transferul la lumina, calusul provenit din antere are o evolutie diferita, in functie
de variantele fitohormonale si cultivar. in general, calusul isi pastreazi structura compacti,
chiar daca exista o diferentd de culoare sau de proliferare.

Dupa transferul pe mediile de diferentiere/regenerare, o parte din calusul compact
devine friabil, granular. Proliferarea a fost observatd pentru majoritatea structurilor
transferate. Sub influenta a 0,5 mg/l AIA si diferitelor surse de citochinine utilizate, culoarea
calusului raméane, crem, verde sau maro, sau isi schimba culoarea, fiind observate suprafete de
calus caracterizate de diferite culori in cadrul aceleiasi structuri calusale.

Calusul verde a fost caracaterizat de prezenta centrilor meristematici. O parte din
structurile transferate devin friabile, cu aspect granular sau nu, existand si cazuri in care
acelasi calus a prezentat zone de tipuri diferite, calusul embriogenic fiind observat pentru
zonele de calus care au devenit friabile, si de culoare verde, in diferite nuante Atunci cand
fenomenul rizogenezei a fost observat, acesta a fost mai intens atunci cand calusul a avut
culoarea crem sau maro, si mai putin intens pe calusul de culoare verde, in diferite nuante.

in cazul in care transferul calusului a fost efectuat astfel incat radacinitele sa fie in
contact cu mediul de culturd, acestea au cunoscut o dezvoltare rapidd, mai ales in cazul
suplimentarii cu KIN ca sursa de citochinine.

Nu a fost observat fenomenul caulogenezei pentru nici un cultivar sau combinatie

fitohormonala testata.



