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AIA  — acid indol-3-acetic
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DKW — mediu nutritiv Driver si Kuniyuki Walnut

pH — potential de hidrogen; indica aciditatea sau alcalinitatea
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NaOCIl - hipoclorit de sodiu
KMnO, - permanganat de potasiu
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H,0, - peroxid de hidrogen
PVP  — polivinilpirolidona



PREFATA

Biotehnologiile se numara printre cele mai promitatoare dome-
nii ale stiintel moderne, combindnd cercetarea fundamentald cu solu-
tiile practice in domeniul biologiei, agriculturii, medicinei si protec-
tiei mediului. Un loc special printre acestea il ocupa biotehnologiile
vegetale, care deschid posibilitati largi pentru conservarea resurse-
lor genetice, inmultirea speciilor valoroase de plante si dezvoltarea
competentelor de cercetare ale educabililor. In contextul dezvoltarii
rapide a stiintei si tehnologiei, metodele de cultivare in vitro a tesutu-
rilor si organelor vegetale capatd o importantd deosebita, permitand
rezolvarea unui spectru larg de probleme fundamentale si aplicate:
de la conservarea diversitdtii genetice a plantelor pana la obtinerea
materialului de plantare de 1naltd calitate si dezvoltarea de produse
biotehnologice inovatoare.

Ghidul ,,Biotehnologii inovative in cercetare §i educatie” a fost
elaborat cu scopul de a reuni cunostintele teoretice moderne si expe-
rienta practica in domeniul biotehnologiilor vegetale, precum si de a
contribui la introducerea metodelor inovatoare de predare in proce-
sul educational. O atentie speciald este acordata cultivarii plantelor
in vitro ca unul dintre cele mai promitatoare instrumente de conser-
vare a biodiversitatii, de inmultire a speciilor valoroase de plante si
de formare a competentelor de cercetare ale studentilor.

Publicatia prezintd etapele principale ale formarii si dezvolta-
rii biotehnologiilor, descrie directiile si tipurile actuale de cercetari
biotehnologice si evidentiaza rolul metodelor in vitro in conservarea
resurselor genetice vegetale si in crioconservare. Anumite sectiuni
sunt dedicate organizarii laboratorului de culturi de tesuturi vegetale,
pregatirii mediilor de culturd, precum si aspectelor practice ale mi-
cropropagarii plantelor.
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O valoare deosebita a ghidului o conferd rezultatele cerceta-
rilor prezentate privind introducerea in cultura si micropropagarea
speciilor Mentha citrata Ehrh., Mentha x piperita L. si Galanthus
plicatus M. Bieb. Protocoalele descrise si observatiile experimentale
demonstreaza posibilitdtile de aplicare a metodelor biotehnologice
pentru conservarea, studierea si Tnmultirea eficienta a plantelor cu
importanta stiintific, economica si de protectie a mediului.

O caracteristica importanta a acestei publicatii este orientarea
sa educationala. Ghidul contine recomandari privind utilizarea meto-
delor biotehnologice in activitatea didactica, organizarea de cursuri
de laborator si practice, elaborarea de proiecte educationale si forma-
rea abilitatilor de cercetare la elevi si studenti.

Continutul ghidului poate fi util cadrelor didactice, studentilor
(la diverse cursuri de la licentd si master), elevilor din ciclul liceal,
cercetatorilor, specialistilor din domeniul biologiei si biotehnologiei,
precum si tuturor celor interesati de viziunile moderne privind stu-
diul si conservarea lumii vegetale.

Autorii 151 exprimd speranta cd aceasta publicatie va contribui
la popularizarea biotehnologiilor, la dezvoltarea activitatii de cerce-
tare si la implementarea unor practici educationale inovatoare, ori-
entate cdtre utilizarea durabila si conservarea resurselor biologice.



1. CONCEPTE GENERALE ALE BIOTEHNOLOGIILOR
VEGETALE: ISTORIE, PRINCIPII SI METODE DE
CONSERVARE A RESURSELOR GENETICE

1.1. Istoria si evolutia biotehnologiilor

Biotehnologia are un caracter in-
terdisciplinar, reunind realizarile din
domeniul biologiei, chimiei, geneticii,
microbiologiei si stiintelor ingineresti.
Biotehnologia este stiinta care foloseste

Biotehnologii
inovative in
cercetare si educatie

N organisme vii (bacterii, plante, anima-
e . :
—— le) sau parti ale acestora pentru a obtine

produse utile omului, cum ar fi alimen-
tele, medicamentele sau diferite substante de importantd industriala
[Cosmulescu S.N., 2024].

Din cele mai vechi timpuri, omul a folosit metode de sinteza
microbiologica in prelucrarea zilnica a produselor agricole, fara sa
stie de existenta lor. Primele forme de biotehnologie au aparut inca
din Antichitate, cand oamenii au inceput sa foloseasca fermentatia
pentru a produce paine, vin, bere, iaurt etc. Chiar daca nu stiau ce
sunt microorganismele si fenomenele in care sunt implicate, ei ob-
servau cd anumite procese naturale pot transforma alimentele, pot
modifica perioada de pastrare, aspectul produselor, caracteristicile
gustative etc. Fermentarea — un proces de schimb metabolic in care
substratul organic sufera modificari sub actiunea enzimelor microbi-
ene. Initiatorii proceselor de fermentare sunt ciupercile, bacteriile si
drojdiile. Aceste organisme sunt usor de cultivat, se inmultesc rapid
in conditii relativ simple si sintetizeaza enzime care provoacd des-
compunerea substantelor organice.

Astfel, in timpul sdpaturilor arheologice de la Babilon au fost
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descoperite placi de lemn, vechi de 6000 de ani, cu descrierea proce-
sului de fabricare a berii (conform unor surse chinezii au descoperit
procesul de fermentatie a berii cu 7000 de ani 1.Hr.). Deja cu 6000
de ani 1.Hr. erau cunoscute metode de obtinere a iaurtului si branzei
cu ajutorul unor bacterii. Cu 4000 de ani 1.Hr. egiptenii deja coceau
paine dospita cu drojdii.

Din mileniile ITI-1V 1.Hr., omul utiliza procesele de fermentatie
pecticd, care stau la baza fibrelor plantelor textile, inului, canepei
etc. Popoarele din bazinul mediteranian (grecii, romanii) conservau
fructe in miere si murau legume in vase ceramice. Din cele mai vechi
timpuri, omenirea s-a confruntat si cu efectele negative ale activitatii
microorganismelor (alterarea produselor, boli infectioase ale oame-
nilor si animalelor). Consecinta acestui fapt a fost, in primele etape,
incercarile inconstiente, de a dezvolta metode si mijloace de com-
batere a acestor fenomene. Astfel au aparut metodele de conservare
a produselor. Exista informatii despre statii de epurare ale apei care
functionau incd in Roma antica.

In a doua jumitate a secolului al XV-lea incepe dezvoltarea sti-
intelor naturii. Formarea si dezvoltarea biologiei au fost influentate
in mod semnificativ de succesele chimiei, care in aceasta perioada a
trecut de la descriptiva la analitica. Au avut loc schimbari in studiul
esentei proceselor de fermentare; a aparut termenul ,,fermentatie”,
iar procesul de fermentare a inceput sa fie asociat cu prezenta drojdi-
ei sau a enzimelor in mediu.

In 1665, R. Hooke a introdus notiunea de ,,celula”. Tot atunci,
pentru prima data in istoria stiintei moderne, au fost descoperite bac-
teriile. In secolele XVI-XVII, mai intai in Franta, apoi peste tot, pen-
tru a afana aluatul, a inceput utilizarea drojdiei de bere; mai tarziu,
odata cu schimbarea si perfectionarea tehnologiei de fabricare a be-
ri1, pentru aceste scopuri a inceput utilizarea drojdiei din productia
de alcool.

In secolele XVII-XIX au avut loc descoperiri importante. Au
aparut metode de cercetare si aparate cu o precizie mai Tnalta. Oame-
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nii de stiinta au descoperit existenta celulelor si a microorganisme-
lor. Louis Pasteur a demonstrat ca fermentatia este produsa de bac-
terii si drojdii, iar Gregor Mendel a pus bazele geneticii prin studiile
ereditatii. Aceste descoperiri au ajutat la intelegerea modului in care
functioneaza procesele vitale.

In a doua jumatate a secolului al XVIII-lea, a fost demonstrata
capacitatea unei substante de a descompune o altd substanta. Acest
lucru a marcat inceputul studiului experimental al capacitatii unice a
enzimelor de a cataliza reactii chimice specifice. Astfel, dezvoltarea
microbiologiei si studiul transformarilor chimice au devenit o premi-
sd importantd pentru aparitia microbiologiei si biochimiei.

Medicul englez Edward Jenner descopera in 1796 primul vac-
cin, care a inceput a fi utilizat pentru imunizarea copiilor si adultilor
impotriva variolei. S-a observat, cd persoanele care suportau vari-
ola vacilor deveneau imune si la variola umana. Pentru imunizare
se utiliza o tulpina slabita a bolii, care se transmitea de la bovine la
oameni.

in 1838 chimistul olandez Gerardus Johannes Mulder a des-
coperit proteinele. Dar termenul ,,proteina” (din latinul ,,proteios”,
insemnand primar) a fost propus 1n acelasi an de chimistul suedez
Jons Jacob Berzelius. Ulterior, Mulder a obtinut unele produse ale
degradarii proteice, precum aminoacidul leucina.

In perioada anilor 1839-1855 se dezvolta teoria celulara. In
prezent este bine cunoscut ca toate organismele vii sunt formate din
celule. Totusi, acest fenomen a fost fundamentat teoretic abia in se-
colul XIX, sub forma teoriei celulare. Matthias Schleiden si Theodor
Schwann au formulat teoria celulara in 1839, pe baza a 3 postulate:
celula este unitatea de baza, structurala si functionald a tuturor or-
ganismelor vii; toate organismele vii sunt alcatuite din una sau mai
multe celule; o celula provine din alta celuld prin procesul de divi-
ziune.

In secolul al XIX-lea, odati cu dezvoltarea stiintelor chimice,
au fost puse bazele chimiei organice. In aceasta perioada au fost des-
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coperiti acizii organici, glicerina, colesterolul, glucoza, primii ami-
noacizi si a fost realizata sinteza ureei, care a demonstrat legatura
dintre compusii minerali si cei organici. Pentru aparitia enzimologi-
ei, a avut o mare importanta studiul procesului de hidroliza a poli-
zaharidelor. Lucrarile lui Pasteur au scos 1n evidenta rolul microor-
ganismelor n fermentatie si au pus bazele stiintifice ale vinificatiei,
fabricarii berii, productiei de alcool si otet, precum si ale combaterii
bolilor infectioase.

Savantul Gregor Mendel din Brno si-a inceput in 1856 experi-
mentele cu privire la transmiterea trasaturilor ereditare de la o gene-
ratie la alta, hibridand doua soiuri diferite de mazare. Timp de opt
ani (pana n 1963) el a desfasurat experientele sale, in baza cérora a
demonstrat ca genele pot fi dominante sau recesive si a stabilit pro-
babilitatea ca acestea sa se manifeste de la o generatie la alta. Rezul-
tatele cercetdarilor u fost publicate in 1865, sub titlul ,,Experimente
privind hibridizarea plantelor”.

La inceputul secolului XX au fost introdusi termenii ,,muta-
tii”, ,,gen”, a apdrut ipoteza lui Sutton-Boveri, conform careia cro-
mozomii sunt purtitorii materiali ai trisaturilor ereditare. In aceasti
perioada, cunostintele stiintifice au permis dezvoltarea biotehnologi-
ilor pentru multe procese de productie.

In 1922, savantul canadian Frederick Banting si studentul
Charles Best au experimentat tratarea diabetului zaharat cu insulina
de origine animald (extract pancreatic de la cdini, obtinut in 1921,
purificat cu ajutorul biochimistului James Collip). Acest fapt prezin-
ta un salt important in dezvoltarea medicinei. Cu toate ca metode-
le utilizate pentru extragerea insulinei la Tnceput erau rudimentare,
el au reusit sd eficientizeze procesul de extragere a cantitatilor mari
de insulina la necesitate. Inventarea precipitarii izoelectrice de catre
chimistul american George B. Walden a permis purificarea eficienta
a extractului de insulind, fapt care a condus la producerea de cantitati
mari de insulind rafinata.

Un moment foarte important s-a produs in anul 1953, cand

1
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Watson si Crick au descoperit structura ADN-ului. Aceasta desco-
perire a permis dezvoltarea biotehnologiei moderne. In anii 1970 a
aparut tehnologia ADN-ului recombinat, care permite modificarea
genelor. Astfel, oamenii de stiinta au reusit s produca insulina utili-
zand bacterii modificate genetic — un mare progres pentru tratamen-
tul diabetului.

In anii 1990-2000 a fost realizat Proiectul Genomului Uman,
care a determinat structura completd a ADN-ului uman. Acest lucru
a deschis drumul spre medicina moderna si personalizata.

In 1997 are loc clonarea primului mamifer — oaia Dolly (nucleul
unei celule adulte a fost transferat intr-o celuld fecundata). Cu scopul
de a proteja genomul uman de manipulare, UNESCO a adoptat De-
claratia Universala privind Genomul Omului si Drepturile Omului.

O descoperire recenta este tehnologia CRISPR-Cas9, care per-
mite modificarea precisa a genelor. Aceasta ofera mari sperante pen-
tru tratarea unor boli genetice, dar ridica si probleme etice, deoarece
implicd interventia directd asupra ADN-ului.

Termenul ,,biotehnologie” a fost inventat de Karl Ereky, un
inginer maghiar, Tn 1919. Termenul ,,biotehnologie vegetalda” se re-
ferd la aplicarea tehnicilor de inginerie pentru modificarea plantelor
in beneficiul oamenilor. Termenul ,,biotehnologie” provine din cu-
vintele grecesti Biog (bios) — ,,viata”, 1éyvn (techne) — ,,mestesug,
arti, tehnologie” si Adyog (logos) — ,,invatatura, stiinta”. In sens lite-
ral, biotehnologia Tnseamna utilizarea organismelor vii, a sistemelor
acestora sau a proceselor biologice pentru obtinerea de produse utile
si rezolvarea unor probleme practice.

In prezent, biotehnologia este folosita in diverse domenii:

v in medicina: pentru vaccinuri, terapie genetica si medica-
mente moderne;

v in agriculturd: pentru plante mai rezistente la boli si dauna-
torti;

v’ in industrie: pentru producerea de enzime, biocombustibili
s materiale biodegradabile.

12
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In concluzie, biotehnologia a evoluat de la practici traditionale
simple, cum ar fi fermentatia — la tehnologii moderne foarte avansa-
te. Biotehnologiei ii revine un rol important in viata omului si are un
impact major asupra medicinii, agriculturii si industriei.

1.2. Tipuri de biotehnologii

Biotehnologia se refera, in sens larg, la dezvoltarea de tehnici
pentru aplicarea principiilor biologice n vederea obtinerii de produ-
se cu ajutorul agentilor biologici. Aceasta stiintd noua are scopul de
a utiliza in procesele tehnologice microorganismele sau produsele
derivate din acestea, culturi de celule vegetale si animale pentru pro-
ducerea substantelor utile pentru agricultura, industria alimentara,
farmaceutica etc. [Nair A.J., 2008; Tymoszuk A., Kulus, D., 2024].

Biotehnologiile agricole cuprind biotehnologii vegetale si bi-
otehnologii in zootehnie. Biotehnologiile vegetale includ totalitatea
tehnicilor prin care sunt folosite organismele vegetale sau compo-
nentele acestora pentru:

* producerea de substante cu valoare terapeutica;

» multiplicarea rapida a plantelor;

» modificarea genetica a materialului vegetal.

Spre deosebire de biotehnologiile microbiene sau animale, bio-
tehnologiile vegetale prezinta un risc biologic mai scazut si sunt mai
bine acceptate din punct de vedere etic. Aceste tehnologii permit ob-
tinerea unor produse standardizate, cu o calitate constanta, necesara
in domeniul farmaceutic. Cultura de tesuturi vegetale este o tehnica,
care consta in cresterea celulelor, tesuturilor sau organelor vegetale
pe medii nutritive artificiale, in conditii sterile [Gao J., 2012]. O ca-
racteristica esentiala a celulelor vegetale este totipotenta, adica capa-
citatea unei singure celule de a genera o planta intreagad [Calalb T.,
Lozinschii M., 2026].

Aceasta este utilizata pentru:
* obtinerea rapida a unui numar mare de plante identice;
* eliminarea agentilor patogent;

13



Mariana LOZINSCHII, Lilia BRINZA, Eduard COROPCEANU

* producerea de substante biologic active.

Datele statistice aratd ca rata de multiplicare prin cultura in vi-
tro poate fi pana la 1000 de ori mai mare decat in conditii naturale.

Biotehnologiile vegetale au ca scop utilizarea culturilor celula-
re vegetale si a metodelor de inginerie genetica pentru crearea si im-
bunatatirea culturilor agricole si forestiere. Scopul principal al aces-
tor tehnici este obtinerea de soiuri cu o rezistenta sporita la factori
biotici, cum ar fi microorganismele patogene, precum si la stresul
abiotic, inclusiv temperaturi scazute si ridicate, secetd si salinitate
crescutd a solurilor. In plus, aceste tehnologii sunt utilizate pentru
formarea si optimizarea interactiunilor simbiotice la diferite specii
de plante, precum si pentru reproducerea eficienta a culturilor hor-
ticole si agricole cu caracteristici economice valoroase prestabilite.

O directie separata de cercetare este legatd de selectia si crearea
de specii forestiere cu vitezd mare de crestere, caracteristici calitative
ale lemnului si capacitate regenerativa sporitd. Astfel de specii sunt
considerate promitdtoare pentru refacerea padurilor in ecosisteme
aride, montane si degradate, unde metodele traditionale de silvicul-
turd sunt limitate.

Biotehnologiile vegetale prezintd un domeniu modern al biolo-
giei care se ocupa cu utilizarea plantelor, celulelor si tesuturilor ve-
getale n scopul obtinerii unor produse utile pentru om si economic
avantajoase. Acest domeniu are aplicatii importante in agricultura,
industria alimentara, protectia mediului si, in mod special, in medici-
nd. Dezvoltarea rapida a biotehnologiei vegetale a fost posibila odata
cu progresele inregistrate in biologia celulara, genetica moleculara si
biochimie [Pierik, R. L. M., 1997].

Pentru domeniul medical, biotehnologiile sunt deosebit de im-
portante pentru cd au permis obtinerea de substante biologic acti-
ve, medicamente $i compusi terapeutici intr-un mod controlat, sigur
si eficient. Plantele sunt considerate adevarate ,,fabrici biologice”,
capabile sa sintetizeze molecule complexe necesare organismului
uman.
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Biotehnologiile aplicate in zootehnie se referd in special la nu-
tritia animald, cresterea rezistentei animalelor la atacul factorilor pa-
togeni, obtinerea de animale cu randament inalt in productia de car-
ne, lapte, oud, 1ana etc., de reproductie si de predeterminare a sexului
la animale, conservarea resurselor genetice animale.

Biotehnologiile alimentare sunt procedee industriale de prelu-
crare a legumelor si fructelor, a laptelui si a produselor lactate, a
carnii, axate pe obtinerea produselor noi, conservarea lor si imbuna-
tatirea calitatii, fiind bazate pe o serie de procese:

v' fermentatie — diversificarea gamei de produse obtinute prin
fermentare (alimente, antibiotice si enzime cu variate aplica-
tii), perfectionarea vechilor procese de fermentatie cunoscu-
te st aplicate in industria alimentara;

v’ sinteza de proteine microbiene pentru alimentatia animalelor
si a omului — sursa de energie pentru producerea acestora
poate fi mediu special creat, deseuri organice vegetale sau
animale, menajere sau chiar petroliere;

v" acvaculturd — cultivarea pe scara larga a algelor unicelulare
in scop alimentar si pentru extractia de substante chimice.

Pentru domeniul medical, biotehnologiile sunt deosebit de
importante pentru ca permit obtinerea de substante biologic active,
medicamente si compusi terapeutici Intr-un mod controlat, sigur si
eficient. De exemplu, taxolul este un compus antitumoral utilizat in
tratamentul cancerului ovarian si mamar. Initial, era extras din scoar-
ta tisei (Taxus brevifolia), dar metoda era costisitoare si daunatoare
plantelor. In prezent, taxolul se produce prin culturi de celule vege-
tale, ceea ce permite obtinerea unei cantitdti suficiente fara a distruge
tisele.

Specia Nicotiana benthamiana este folositd pentru obtinerea
vaccinurilor si a anticorpilor monoclonali. Aceasta poate produce
proteine terapeutice umane intr-un timp scurt si cu costuri reduse.
in timpul pandemiei de COVID-19, cercetitorii au folosit aceasti
planta pentru prototipuri de vaccinuri experimentale.
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Biotehnologiile vegetale contribuie semnificativ la dezvolta-
rea medicinii moderne. Conform Organizatiei Mondiale a Sanatétii,
aproximativ 25% dintre medicamentele utilizate in prezent sunt de
origine vegetala sau sunt derivate din compusi vegetali. Printre sub-
stantele obtinute se numara compusi antitumorali si antivirali, anti-
biotice naturale, antioxidanti etc.

Utilizarea biotehnologiilor vegetale ca sursd de substante te-
rapeutice oferd solutii neofensive, mai eficiente, inovatoare, cu un
tratament mai sigur, compatibile cu sistemele fiziologice etc. Dez-
voltarea domeniului contribuie la progresul stiintific si la calitatea
vietii umane, avand un rol important in medicina viitorului.

Biotehnologiile medicale veterinare au scopul de a crea siste-
me pentru diagnosticul rapid al maladiilor sau dereglarilor functio-
nale ale animalelor, elaborarea unor produse biologice de combatere
a bolilor (anticorpi monoclonali, vaccinuri, sisteme de biocontrol),
transferul de embrioni, fertilizarea in vitro, clonarea, protectia ani-
malelor prin vaccinare si aplicarea tratamentelor biologice etc. Pro-
ducerea si sinteza de vaccinuri sunt importante pentru eradicarea
unor boli care afecteaza foarte grav populatia umana (poliomielita,
rujeola, gripa, malarie etc.). O mare parte a medicamentelor produse
si comercializate sunt obtinute intr-o forma sau alta prin diverse bi-
otehnologii.

Metodele biologice de protectie a plantelor se bazeaza pe uti-
lizarea mecanismelor naturale de reglare a populatiei ddundtorilor.
Printre acestea se numara utilizarea dusmanilor naturali ai organis-
melor daundtoare, precum pradatori, paraziti, fitofagi si antagonisti,
precum si utilizarea produselor rezultate din activitatea lor. Ca astfel
de factori biologic activi pot actiona antibioticele, feromonii, hormo-
nii juvenili si alte substante regulatoare, precum si microorganisme-
le entomopatogene care provoacd boli la ddunatori. Aceste metode
vizeaza reducerea numarului de organisme daundtoare prin pertur-
barea ciclurilor lor de viata si Tnrautatirea conditiilor de dezvoltare
a acestora. In acelasi timp, se creeaza conditii favorabile pentru or-
ganismele benefice, ceea ce contribuie la sustenabilitatea ecologica a
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agroecosistemelor. La baza acestei abordari sta principiul ,,viu Tmpo-
triva viu”, care presupune utilizarea interactiunilor biologice pentru
combaterea daunatorilor si obtinerea de produse agricole ecologice.

Un aspect pozitiv al utilizarii metodelor biologice este respec-
tul fatd de mediu. Agentii biologici pot fi utilizati fara limitarea frec-
ventei de aplicare, in timp ce numarul de tratari ale plantelor cu pes-
ticide chimice este strict reglementat. Protectia biologica a plantelor
se bazeaza pe o abordare sistemica si pe implementarea integrata a
doua strategii principale: conservarea si promovarea activitatilor po-
pulatiilor naturale de specii benefice (entomofage, microorganisme),
autoapdrarea plantelor cultivate Tn agrobiocenoze si reaproviziona-
rea agrobiocenozelor cu anumite organisme benefice deficitare sau
absente. Principala diferenta intre protectia biologica a plantelor si
alte metode consta in punerea in aplicare a primei strategii de pro-
tectie, bazata pe utilizarea organismelor vii si a proceselor biologice.
Aceasta tehnica se realizeaza prin utilizarea preparatelor biologice,
precum si prin metode de repopulare sezoniera, introducere si acli-
matizare a insectelor si microorganismelor benefice. Ca rezultat, se
asigurd o reglare tintitd a populatiei de organisme daunatoare prin
intermediul interactiunilor biologice naturale, ceea ce sporeste re-
zistenta agroecosistemelor si reduce necesitatea utilizarii produselor
chimice pentru protectia plantelor.

Cresterea numarului si a eficientei organismelor benefice in
agroecosisteme se realizeaza prin masuri agrobiotehnice si metode
speciale de cultivare, care creeaza conditii favorabile pentru activi-
tatea speciilor insectivore. Printre aceste masuri se numara tehnici
menite sa mentina si sa consolideze populatiile de pradatori naturali
ai daunatorilor. Cultivarea soiurilor de plante rezistente la daunatori
contribuie, de asemenea, la modificarea structurii populatiilor de fi-
tofagi, ducand la formarea unor forme mai adaptate si mai viabile Tn
conditii de presiune selectiva. In acest context, utilizarea soiurilor re-
zistente necesitd o abordare complexa in cadrul unui sistem integrat
de protectie a plantelor.

Fiecare dintre principalele metode de protectie biologica a plan-
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telor (utilizarea entomofagilor si a microorganismelor utile pentru
protectia plantelor) are propriile caracteristici si eficacitate in condi-
tii specifice. Aceste metode se completeaza reciproc si nu se exclud.
In prezent, se acordi o atentie deosebita identificarii modalitatilor
de combinare a controlului biologic cu alte metode in sistemele in-
tegrate de combatere a daunatorilor. Obiectivul principal al acestei
metode este de a studia conditiile care determina eficacitatea inami-
cilor naturali ai daunatorilor si de a dezvolta metode pentru reglarea
numarului si a interactiunilor acestora cu populatiile de daunatori.

Cercetarile efectuate in ultimii ani au furnizat noi date privind
mecanismele complexe ale proceselor biotehnologice, ceea ce des-
chide perspective semnificative pentru valorificarea deseurilor din
industria alimentara. Astfel de abordari permit nu doar diversificarea
gamei de produse alimentare, ci si reducerea impactului asupra me-
diului prin utilizarea rationala a subproduselor.

In special, cercetitorii din cadrul Universititii Aristotel din Sa-
lonic, Grecia, au dezvoltat o tehnologie de obtinere a unei bauturi
lactate fermentate pe baza prelucrarii zerului de branza. Ca biocata-
lizator au fost utilizate granule de culturd de kefir, imobilizate pe ma-
terial celulozic delignificat sau pe suporturi de gluten. Introducerea
fructozei in produsul finit a contribuit la Tmbunatétirea proprietatilor
sale gustative, ceea ce a sporit atractivitatea bauturii pentru consu-
matori. Astfel, a fost demonstrata utilizarea eficienta a unui produs
secundar bogat In compusi proteici, care anterior era eliminat sau
utilizat in scopuri furajere.

Ingineria genetica vegetald constd in introducerea unei gene
specifice intr-o planti, pentru a-i conferi proprietiti noi. In domeniul
medical, aceasta tehnica este utilizata pentru a obtine plante capabile
sd produca proteine umane, enzime sau vaccinuri. La nivel global,
sunt cultivate anual peste 190 milioane de hectare de plante modi-
ficate genetic, majoritatea fiind folosite in scopuri industriale si de
cercetare.

Bioreactoarele vegetale reprezinta sisteme controlate de culti-

18



GChid: Biotehnologii inovative in cercetare si educatie

vare a celulelor vegetale, destinate obtinerii industriale a substante-
lor biologic active. Utilizarea lor este deosebit de solicitata n indus-
tria farmaceutica datoritd posibilitatii de control strict al conditiilor
de cultivare si standardizarii productiei. Printre principalele avantaje
ale bioreactoarelor vegetale se numara reducerea riscului de conta-
minare cu microorganisme patogene, costuri mai mici in comparatie
cu sistemele de expresie animale, precum si stabilitatea si reproduc-
tibilitatea bioproduselor obtinute.

1.3. Conservarea resurselor genetice vegetale

Plantele sunt amenintate de o combinatie de factori: recoltarea
excesiva, practicile agricole si forestiere necorespunzatoare, urbani-
zarea, poluarea, distrugerea, fragmentarea si degradarea habitatelor,
raspandirea speciilor straine invazive (specii neindigene care coloni-
zeaza intens un anumit habitat) si schimbarile climatice [Paunescu
A., 2009]. Preocuparea globala cu privire la pierderea resurselor ge-
netice valoroase a stimulat multe programe noi pentru conservarea
resurselor genetice vegetale [Radomir A.-M., Stan R., Florea A.,
Ciobotea C.-M., Banuta F.M., Negru M., Neblea M.A., Sumedrea
D.I., 2023].

Exista doua strategii de baza pentru conservarea diversitatii ge-
netice: in situ si ex situ. Conservarea ex situ se bazeaza pe mentine-
rea componentelor diversitdtii biologice in afara habitatelor naturale,
sub forma de plante intregi, seminte, polen, propagule vegetative,
culturi de tesuturi sau celule, iar conservarea in sifu presupune men-
tinerea si refacerea populatiilor si ecosistemelor viabile in habitatele
naturale. Tehnicile ex sifu sunt utilizate in general pentru a completa
metodele in situ, dar In unele cazuri sunt singurele tehnici posibile
pentru conservarea anumitor specii.

Diferenta fundamentala intre aceste doua strategii este eviden-
ta: conservarea ex sifu implica retragerea taxonului care ne interesea-
za din habitat, transferul si pastrarea in colectii, in timp ce conserva-
rea in situ presupune indicarea locului de crestere si monitorizarea
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plantei la fata locului [Maxted N. et al., 1997]. Aceste strategii de
baza de conservare sunt impartite in tehnologii specifice (fig. 1.1).

Strategii de conservare a
biodiversitatii vegetale

' 4 \

Conservarea
ex situ

! !

v’ Banci de resurse
genetice;

v Banci in vitro;

v Pastrarea ADN-ului;

v' Conservarea polenului.

Conservarea
in situ

v’ Arii naturale protejate;
v’ Rezervatii stiintifice;
v’ Parcuri Nationale;

v Ferme agricole.

Fig. 1.1. Strategii de conservare a biodiversititii vegetale

In ultimul deceniu au fost dezvoltate mai multe strategii de
conservare, in principal in ceea ce priveste conservarea in situ $i ex
situ. Conservarea ex situ include pastrarea semintelor, banca de gene
sau colectii ,,vii”, banci in vitro, pastrarea ADN-ului si a polenului
etc. Strategia de conservare in situ implica mentinerea componen-
telor diversitdtii biologice 1n arii naturale special protejate: rezerva-
ti1 stiintifice sau naturale, parcuri nationale, monumente naturale si
conservarea agrobiodiversitatii in conditiile fermelor agricole si pe
terenurile private. Bancile de resurse genetice reprezintd strategia
principala pentru conservarea plantelor perene longevive, a speciilor
recalcitrante si a celor care se inmultesc vegetativ, in special a celor
lemnoase.

In unele cazuri, acestea reprezinti singura optiune disponibi-
1a pentru conservarea plasmei germinative [Ramsay M. M. et al.,
2000]. Bancile genetice servesc ca baza pentru efectuarea cerceta-
rilor morfologice, biochimice si ontogenetice ale plantelor salbatice
si cultivate si sunt utilizate pe scard largad in scopuri educative si de
informare.
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1.4. Crioconservarea plantelor

Tehnologiile de pastrare a culturilor in vitro existente in pre-
zent se impart in doua grupe. Una dintre aceste grupe se bazeaza pe
pastrarea culturilor fard a perturba procesul de crestere, in timp ce
a doua se bazeazd pe pastrarea culturilor fie cu incetinirea cresterti,
fie cu oprirea completa a acesteia — crioconservare. Prima abordare
este destul de costisitoare, deoarece implica subcultivarea frecventa
a materialului vegetal [Novikova T. L., 2013].

Depozitarea in conditii de crestere incetinita permite pastrarea ma-
terialului biologic de la cateva luni pana la 2-3 ani fara subcultivare, in
functie de tehnologia utilizata si de tipul plantei [Cruz-Cruz C. A. et al.,
2013]. Incetinirea cresterii se obtine de obicei prin modificarea mediilor
sau a conditiilor de cultivare. Modificarile mediilor includ diluarea bazei
minerale, reducerea continutului de zaharoza, modificarea concentrati-
ilor sau combinatiilor de regulatori de crestere, adaugarea de substante
osmotice active [Engelmann F., 2011]. Dintre factorii fizici de cultivare,
se reduce temperatura In combinatie cu diminuarea intensitatii ilumina-
rii, iar uneori culturile sunt pastrate in Intuneric complet. Temperatura
pentru depozitarea pe termen mediu este mentinutd de obicei intre 4 °C
si temperatura camerei [Tassy C. et al., 2006]. Cu toate acestea, pentru
speciile tropicale, sensibile la temperaturi scazute, se utilizeaza un inter-
val de 15-20 °C si chiar mai mult, de aceea, pentru mentinerea lor fara
subcultivari frecvente, sunt necesare modificari ale compozitiei chimice
a mediilor nutritive [Paunescu A., 2009].

De asemenea, eficienta depozitarii in conditii de crestere lenta
este influentata de tipul de explante, starea lor fiziologica, volumul
vaselor de culturd etc. La sfarsitul perioadei de depozitare, culturile
sunt transferate pe medii proaspete, pentru a stimula cresterea, apoi
sunt transferate in conditiile urmatorului ciclu de depozitare [Engel-
mann F., 2011]. Tehnologiile de stocare a culturilor in vitro in condi-
tii de crestere lenta sunt utilizate Th mod curent in multe laboratoare
pentru a mari intervalele dintre subcultivari, iar metoda nu necesita
echipamente suplimentare.

Cu toate acestea, aceastd abordare nu rezolva problema principa-
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1a — costul ridicat al tehnologiilor, la care se adauga riscul de variatii
somaclonale pentru unele specii [Blakesley D. et al., 1996]. Metoda
crioconservarii, care permite mentinerea celulelor, tesuturilor si cultu-
rilor vii la temperaturi ultra-scazute (-196 °C), asigura pastrarea mate-
rialelor biologice pe o perioadad lunga de timp, deoarece la temperatura
azotului lichid se opresc activitatea metabolica si diviziunea celulara,
astfel incat nu au loc modificari genetice. Crioconservarea este singura
tehnica disponibila n prezent pentru a asigura conservarea pe termen
lung, in conditii de siguranta si eficienta din punct de vedere al costu-
rilor, a citoplasmei speciilor cu probleme. Crioconservarea nu necesita
spatii mari, probele nu sunt expuse riscului de contaminare sau de erori
ale operatorului, ceea ce este posibil in cazul manipularii frecvente a
materialului vegetal [Engelmann F., 2011].

Unele materiale, cum ar fi semintele sau mugurii latenti, prezinta
procese naturale de deshidratare si pot fi crioconservate fard niciun tra-
tament prealabil. Cu toate acestea, majoritatea sistemelor experimen-
tale utilizate in crioconservare (suspensii celulare, calusuri, meristeme
apicale, embrioni) contin cantitati mari de apa celulard si sunt, prin
urmare, extrem de sensibile la leziunile cauzate de inghet, deoarece
majoritatea dintre ele nu sunt in mod inerent tolerante la inghet. Ast-
fel, celulele necesita deshidratare artificiald, pentru a fi protejate de
daunele cauzate de cristalizarea apei intracelulare in gheata [Mazur
P., 1984]. Tehnicile utilizate si mecanismele fizice pe care se bazeaza
acestea sunt diferite in tehnicile de crioconservare clasice si in cele noi
[Engelmann F., 2011]. Tehnicile clasice implica deshidratarea indusa
de inghet, in timp ce tehnicile noi se bazeaza pe vitrificare. Vitrifica-
rea poate fi definita ca tranzitia apei direct din faza lichida intr-o faza
amorfa sau sticla, evitdnd formarea ghetii cristaline [Fahy G. M., Mac-
Farlane D. R., Angell C. A.; Meryman H. T., 1984].

Tehnicile clasice de crioconservare implica racirea lenta pana
la o temperatura definitd de preinghetare, urmata de imersia rapida
in azot lichid. Odata cu scaderea temperaturii in timpul racirii lente,
celulele si mediul extern se supra-racesc initial, urmata de formarea
de gheatad in mediu [Mazur P., 1984]. Membrana celulara actioneaza
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ca o barierd fizica si impiedica gheata sa patrunda in interiorul ce-
lulei, iar celulele raman neinghetate, dar supra-racite. Pe masura ce
temperatura scade in continuare, o cantitate din ce in ce mai mare din
solutia extracelulara se transforma in gheata, ceea ce duce la concen-
trarea solutiei intracelulare. Deoarece celulele rdiman supra-racite si
presiunea vaporilor de apa depaseste cea a compartimentului extern
inghetat, celulele se echilibreaza prin pierderea de apa cétre gheata
externa. In functie de viteza de ricire si de temperatura de pre-inghe-
tare, cantitati diferite de apa vor parasi celula inainte ca continutul
intracelular sa se solidifice. In conditii optime, cea mai mare parte
sau toata apa intracelulara care poate fi inghetata este eliminata, re-
ducand sau evitand astfel formarea ddunatoare de gheatd intracelu-
lara la imersia ulterioara a mostrei in azot lichid. Cu toate acestea,
deshidratarea prea intensd indusa de inghet poate provoca diferite
evenimente daunatoare datorita concentratiei de saruri intracelulare
si a modificarilor membranei celulare [Meryman H. T., Williams R.
J., Douglas M. S. J., 1977]. Reincalzirea trebuie sa se faca cat mai
rapid posibil pentru a evita fenomenul de recristalizare, in care ghea-
ta se topeste si se reformeaza la o dimensiune cristalind mai mare si
mai daundtoare din punct de vedere termodinamic [Mazur P., 1984].

Procedurile clasice de congelare includ urmatoarele etape suc-
cesive: precresterea probelor, crioprotectie, racire lenta (0,5-2,0 °C/
min) pana la o temperaturd determinata de precongelare (de obicei
in jur de -40 °C), imersia rapida a probelor in azot lichid, depozitare,
decongelare rapida si recuperare.

Tehnicile clasice sunt, in general, complexe din punct de ve-
dere operational, deoarece necesitd utilizarea unor congelatoare pro-
gramabile sofisticate si costisitoare. In unele cazuri, utilizarea aces-
tora poate fi evitatd prin efectuarea etapei de congelare lenta cu un
congelator de laborator. Tehnicile clasice de crioconservare au fost
aplicate cu succes la sisteme de cultura nediferentiate, cum ar fi sus-
pensiile celulare si calusurile si meristemele apicale ale speciilor to-
lerante la frig [Reed B.M., Uchendu E., 2008].

Tehnicile noi de crioconservare vizeaza proceduri bazate pe
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vitrificare. Deshidratarea celulelor se realizeaza inainte de congelare
prin expunerea probelor la medii crioprotectoare concentrate si/sau
deshidratare cu aer. Aceasta este urmata de racire rapida. Ca rezultat,
sunt evitati toti factorii care afecteaza formarea ghetii intracelulare.
Procedurile bazate pe vitrificare ofera avantaje practice in compara-
tie cu tehnicile clasice de congelare. La fel ca inghetarea ultra-rapida,
acestea sunt mai potrivite pentru organe complexe (meristeme apicale,
embrioni), care contin o varietate de tipuri de celule, fiecare cu cerinte
unice 1n conditii de deshidratare indusa de inghet. Prin impiedicarea
formarii ghetii 1n sistem (celuld), procedurile bazate pe vitrificare sunt
mai putin complexe din punct de vedere operational decat cele clasice
(de exemplu, nu necesita utilizarea congelatoarelor controlate) si au un
potential mai mare de aplicabilitate larga, necesitand doar modificari
minore pentru diferite tipuri de celule [Engelmann F., 2011].

1.5. Rolul culturilor in vitro in conservarea si multiplicarea plantelor

Dezvoltarea durabild a devenit o prioritate pentru factorii de de-
cizie din intreaga lume. Printre gama larga de tehnologii cu potentialul
de a atinge obiectivul durabilitatii, biotehnologia vegetala ocupd un
loc important, in special in domeniile productiei alimentare, materiilor
prime pentru industria farmaceuticd, bioremediere, precum si in con-
servarea biodiversitatii vegetale [Badea E., Raicu P., 1984; Badea E.,
Sandulescu D., 2001; Garcia-Vazquez G., Carridon G., Gutiérrez-Mora
A., Mata-Rosas M., 2026; Pawlowska B., Ptak A., 2023].

Tehnica de micropropagare in vitro ofera o serie de beneficii
strategice si economice net superioare metodelor traditionale de 1n-
multire vegetativa, transformand radical procesul de obtinere a ma-
terialului saditor:

1. Eficienta utilizarii materialului biologic. Nu este necesar
un numdr mare de plante-mama pentru demararea productiei, cativa
muguri fiind suficienti pentru initierea unor culturi viabile.

2. Productivitate ridicata pe spatiu limitat. Metoda permite
obtinerea unui numar masiv de exemplare pe unitatea de suprafata;
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de exemplu, pe un singur metru patrat, in mod etajat, pot fi produse
anual aproximativ 35.000 de arbori sau 150.000 de plante de capsun.

3. Garantia starii fitosanitare. Desfagurarea procesului in con-
ditii aseptice riguroase asigurd obtinerea unui material biologic liber
de virusuri si alti agenti patogeni.

4. Rata accelerata de multiplicare. Capacitatea mare de mul-

tiplicare permite si schimbarea rapidad a sortimentului in functie de
diversificarea vegetala a cerintelor pietei.

5. Continuitatea procesului de productie. Controlul conditiilor
de mediu (temperaturd constantd de 25 °C) face posibila desfasura-
rea procesului de productie pe tot timpul sezonului.

6. Logistica si transport eficient. Materialul inradacinat poate
fi transportat facil fard substrat de agar, volumul redus permitand ca
80.000 de plante sa cantireascd, impreund cu ambalajul, doar 30 kg.

7. Conservarea resurselor genetice. Tehnica permite crearea ban-
cilor de gene in spatii restranse; spre exemplu, intr-un volum de 200 de
litri pot fi conservate mii de clone, asigurand pastrarea biodiversitatii.

8. Multiplicarea speciilor dificile. Faciliteaza inmultirea plan-
telor cu seminte rare, a celor care germineaza greu sau a speciilor
care nu raspund la tehnicile conventionale.

9. Potential de productie nelimitat. Prin subcultivari succesive,
numarul de plante obtinute de la o singurd plantd-mama poate creste
exponential [Badea E., Raicu P., 1984; Badea E., Sandulescu D., 2001].

In concluzie, cultura in vitro ocupa un loc important in tehnicile
moderne privind conservarea si inmultirea plantelor. Datorita posibi-
litatii de cultivare controlata in conditii sterile, acestea asigurd o mi-
croinmultire rapida si eficienta, conservarea speciilor rare si pe cale
de disparitie, precum si mentinerea stabilitatii genetice a materialului
vegetal. Utilizarea tehnologiilor in vitro contribuie la dezvoltarea bi-
important in rezolvarea problemelor legate de conservarea biodiver-
sitatii si utilizarea durabila a resurselor vegetale.
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2. ASPECTE ALE TEHNOLOGIEI CULTIVARII
PLANTELOR IN VITRO

2.1. Notiuni generale privind cultura in vitro

Cultura in vitro este o metoda de
cultivare a celulelor, tesuturilor sau
organelor vegetale in conditii create
artificial si strict controlate, Tn afara
organismului, de obicei pe medii nu-
tritive Intr-un mediu de laborator steril.
Aceasta abordare se bazeaza pe capaci-
tatea celulelor vegetale de totipotenta,
adica de a regenera un organism Intreg dintr-o singura celula, in pre-
zenta factorilor nutritivi si a regulatorilor de crestere necesari.

Biotehnologii
inovative in
cercetare si educatie

b
o

Metoda de culturd in vitro este utilizata pe scara larga in bioteh-
nologia vegetalda modernd pentru rezolvarea problemelor legate de
micropropagare, obtinerea de material de plantare fara virusi, con-
servarea si mentinerea resurselor genetice, precum si pentru efec-
tuarea de cercetdri fundamentale in domeniul fiziologiei si geneticii
plantelor. Utilizarea sa permite accelerarea proceselor de inmultire a
formelor valoroase de plante si asigura obtinerea unui material omo-
gen si stabil din punct de vedere genetic.

Termenul ,, cultura in vitro” cuprinde o gama larga de tehnici
care implica cresterea in conditii sterile a germoplasmei vegetale (in
special meristeme apicale, embrioni somatici sau calus embriogen)
pe medii de cultura artificiale [Lozinschii M. si al.; 2025; Brinza L.
st al., 2025].

Biotehnologia vegetala se bazeaza In mare masurd pe totipo-
tenta celulara. Totipotenta celulard, proprie plantelor superioare,
este definitd ca fiind capacitatea unei singure celule somatice a or-
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ganismului, de a-si realiza intregul potential genetic si, in anumi-
te conditii, de a reconstitui un organism multicelular complet. La
baza acestui fenomen se afla faptul ca majoritatea celulelor vegetale,
in ciuda specializarii lor (de exemplu, celulele frunzei, tulpinii sau
raddcinii), pastreaza un set complet de informatii genetice. Starea
diferentiata a celulei nu este determinata de pierderea genelor, ci de
reglarea specifica a expresiei acestora. Prin urmare, odatd cu modi-
ficarea conditiilor mediului extern si a echilibrului hormonal, este
posibila ,,reprogramarea” starii celulare [Badea E., Sandulescu D.,
2001; Cosmulescu S.N., 2024].

In contextul biotehnologiei, totipotentialitatea se manifesta
prin capacitatea celulelor izolate sau a unor fragmente mici de tesut
de a parcurge, in conditii in vitro, etapele de diferentiere, formarea
tesutului calus si regenerarea ulterioard a organelor si a intregii plan-
te. Acest proces este indus pe medii nutritive artificiale cu un raport
controlat de fitohormoni, precum auxinele si citokininele. Semnifi-
catia practica a acestui principiu constd in faptul ca acesta serveste
drept baza teoreticd pentru metodele de cultura celulara si tisulara,
inmultirea microclonala, precum si transformarea genetica a plan-
telor. De exemplu, celulele din Nicotiana benthamiana sunt adesea
utilizate ca sistem model datorita capacitatii ridicate de regenerare si
a receptivitatii la transformarea agrobacteriana.

Astfel, totipotentitatea celulara reprezinta un principiu biologic
cheie, care asigurad posibilitatea regenerarii unor plante intregi din
celule individuale si std la baza tehnologiilor moderne de bioingi-
nerie vegetald [Badea E., Sandulescu D., 2001; Cosmulescu S.N.,
2024].

In functie de partile plantei utilizate ca explanturi, tehnicile de
cultura a tesuturilor vegetale sunt clasificate in urmatoarele tipuri:
cultura meristemului, cultura embrionilor, cultura anterelor, cultura
ovulelor etc.

Cercetari aplicand metoda culturii in vitro pe o serie de specii
de plante, s-au desfasurat in laboratorul de cercetari stiintifice ,,Ge-
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neticd, Fiziologie si Biochimie a Plantelor” (LGFBP) din cadrul Ca-
tedrei Biologie Vegetald si Animald a Universitatii Pedagogice de
Stat ,,Jon Creanga”, precum si in Centrul de Cercetare si Extensiune
pentru Agriculturd, Biodiversitate si Dezvoltare Rurald ,,GreenTe-
ch” al Universitatii Tehnice din Moldova.

In cadrul cercetirilor au fost analizate diverse specii de plante
cultivate prin metoda culturii in vitro (fig. 2.1).

Menta bergamota Aronia Secvoia
(Mentha citrata Ehrh.) (Aronia melanocarpa L.) (Sequoia sp.)

Deditel mare Mur Ghiocel nival
(Pulsatila grandis Wend) (Rubus fructicosus L.) (Galanthus nivalis L.)
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Oregano Fragi Stevia
(Origanum vulgare L.)  (Fragaria vesca Coville, L.) (Stevia rebaudiana Bertoni)

Fig. 2.1. Diferite specii de plante introduse in cultura ir vitro

Lucrarile mentionate au avut ca scop studierea particularitatilor
introducerii materialului vegetal in cultura in vitro, precum si opti-
mizarea conditiilor de crestere si dezvoltare a acestuia In conditii
controlate de laborator. Analiza plantelor cultivate in vitro a eviden-
tiat diversitatea caracteristicilor lor morfologice si eficienta ridicata
a metodei de inmultire microclonala. Utilizarea abordarilor bioteh-
nologice deschide perspective largi pentru agricultura, selectie, hor-
ticultura ornamentala si conservarea biodiversitatii [Brinza L., Calu-
garu-Spataru T., Lozinschii M., Coropceanu E., Botezatu 1., 2025].

Astfel, cultura plantelor in vitro reprezinta un instrument mo-
dern important al biotehnologiei, care permite rezolvarea atat a pro-
blemelor stiintifice, cat si a celor practice in domeniul horticulturii si
al protectiei resurselor vegetale.

2.2. Etapele micropropagarii

Cultura tisulard a plantelor este o metoda de cultivare a celu-
lelor, tesuturilor sau organelor pe medii nutritive artificiale, in con-
ditii strict controlate si sterile. Unul dintre avantajele acestei tehnici
este posibilitatea tnmultirii rapide si in masa a plantelor prin clonare,
ceea ce permite obtinerea de material de plantare genetic omogen 1n
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termen scurt. Inmultirea plantelor in vitro prin clonare in conditii de
culturd tisulard a primit denumirea de microinmaultire si este utilizata
pe scard larga in biotehnologia moderna si in agricultura.

Intregul proces poate fi rezumat in etape (fig. 2.2).

In pofida faptului, ci pentru fiecare specie de plante se elabo-
reaza protocoale individuale de cultivare, bazate pe particularitatile
sale fiziologice si cerintele privind mediul nutritiv, exista o serie de
etape comune, caracteristice pentru majoritatea sistemelor in vitro.
Printre acestea se numara introducerea explantului initial in cultura,
sterilizarea si adaptarea acestuia la conditiile artificiale, inmultirea
activa ulterioara a lastarilor, inradacinarea plantelor obtinute, pre-
cum si etapa de aclimatizare, in cursul cdreia plantele sunt transferate
treptat din mediul steril in conditiile mediului exterior. Respectarea
acestor etape asigura stabilitatea procesului de microinmultire si ob-
tinerea de material de plantare viabil.

(c B (-
Selectia si pregatirea o Se aleg plante sinitoase, viguroase si fird boli, care
plantelor mama vor furniza materialul biologic.

Pregitirea materialului o Se recolteaza fragmente de plantd (explanturi -

. muguri, meristeme, frunze etc.) si se pregatesc pentru
vegetal pentru inoculare - iy

Sterilizarea si inocularea pe . E)fplanturilg sunt dezi.nfectate. pentru elimil.mrea
diul d ltur3 microorganismelor, apoi sunt introduse aseptic pe
o e mediul nutritiv steril.

Materialul vegetal este plasat pe un mediu cu
substante nutritive, vitamine si hormoni necesari
dezvoltarii.

Introducerea pe mediu
nutritiv steril

o In conditii controlate, plantele formeaza listari noi si
se obtine un numéar mare de exemplare identice.

Multiplicarea

. . o Plantele obtinute ,in vitro” sunt adaptate treptat la
Aclimatizarea conditiile externe de mediu (umiditate, lumini,
I v temperatura).

e Se stimuleazi formarea radacinilor pentru ca plantele

Inradicinarea sa poata fi transferate in sol sau in sera.

VNNV NN

Fig. 2.2. Etapele inmultirii in vitro

Procesul de inmultire microclonald se imparte, in mod conven-
tional, In urmatoarele etape:
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Etapa I: Initierea culturii (prelevarea si sterilizarea)

Organizarea activitdtilor in laboratorul de cultivare in vitro a
plantelor cuprinde o serie de operatiuni tehnologice succesive, care
asigurd obtinerea de material vegetal steril si cultivarea cu succes a
acestuia. Unele dintre aceste etape sunt prezentate in figura 2.3.

Alegerea plantei mama — se selecteaza plante sandtoase, viguroa-
se si libere de virusuri. Explantul sectorului fragmentului de tesut viu
(muguri, portiuni de tulpina, frunze sau embrioni) care va fi cultivat.
Pentru a elimina microorganismele de la suprafata tesuturilor este im-
portant de a fi efectuate clatiri repetate cu apa curgatoare. Apoi, explan-
tele sunt spdlate preventiv cu apd si detergent, ulterior tratate cu ajutorul
unor dezinfectanti ca: hipoclorit de sodiu, hipoclorit de calciu, dicloroi-
zocianurat de potasiu, permanganat de potasiu, etanol sau clorura de
mercur, dupa care — sunt spalate cu apa distilata sterild (autoclavata).

Fig. 2.3. Unele secvente din procesul de lucru:
1 — sterilizarea veselei si instrumentelor; 2 — transferarea mediului nutritiv in borcane;
3 — autoclavarea mediului nutritiv; 4 — sterilizarea materialului vegetal;
5 — instrumentele de laborator; 6 — inocularea materialului vegetale pe mediul nutritiv;
7 — camera aseptica
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Etapa II: Introducerea pe mediu nutritiv steril

Obiectivul acestei etape constd in stabilitatea unei culturi asep-
tice care sa inceapa sa creasca. Mediul de cultura de baza Murashi-
ge-Skoog (MS) contine macro si microelemente, vitamine, o sursa
de carbon (zaharoza) si un agent de solidificare (agar). Inocularea se
realizeaza 1n hota cu flux laminar de aer (un spatiu de lucru ultra-cu-
rat). Explantul sterilizat este plasat pe mediu de culturd in eprubete
sau vase mangenta (fig. 2.4).

Fig. 2.4. Explante introduse pe mediu nutritiv:
1 — paulonia; 2 — laleaua pestritd; 3 — stejar; 4 — stevie; 5 — secvoia;
6 — oregano; 7 — salba; 8 — menta turceasca

Dupa transferul explantelor pe mediul de cultura, vasele sunt
plasate in camere de crestere, unde se mentin conditii de mediu strict
controlate (fig. 2.5). Temperatura de 22-25 °C asigurd un nivel optim
al activitatii metabolice a celulelor si tesuturilor. [luminarea reglabi-
1a, cu intensitate si duratd prestabilite ale fotoperioadei, stimuleaza
cresterea si dezvoltarea explantelor, precum si procesele de organo-
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genezd. Controlul umiditatii permite prevenirea uscarii mediului de
cultura si crearea unor conditii favorabile pentru formarea de lastari
si radacini noi.

Fig. 2.5. Vase transferate in camera de crestere

Etapa I11: Multiplicarea (micropropagarea)

Aceasta este etapa in care se obtine un numar mare de plante
intr-un timp scurt (fig. 2.6).

Fig. 2.6. Microclonarea la plantele de:
1 — deditel mare; 2 — pinguicula; 3 — stevie; 4 — menta bergamota
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Rolul regulatorilor de crestere este esential in aceasta etapa si se
utilizeaza de regula citokinine (precum BAP, TDZ, mTP, 2iP, KIN).
Acestea rup dominanta apicala si stimuleaza dezvoltarea mugurilor
axilari sau adventivi, formand ,,tufe” de lastari multipli.

Subcultivarea reglementar are loc la intervale de 4-6 sdptamani,
uneori chiar 8 saptamani, lastarii formati sunt separati si transferati
pe un mediu proaspat pentru a continua multiplicarea exponentiala
sau pentru a fi transferati la etapa de rizogeneza.

Etapa IV-a: Inradacinarea sau rizogeneza

Etapa de inradacinare reprezinta o etapd importantd a Tnmul-
tirii microclonale a plantelor in vitro. Un lastar fara radacini este
doar o clond incompleti. In aceasti etapa, se elimina complet cito-
kininele, care blocheaza radacinile si se introduc auxinele, care sti-
muleazd formarea radacinilor. Astfel, lastarii formati sunt transferati
intr-un mediu nutritiv special, ce contine auxine. Cel mai frecvent,
pentru inducerea rizogenezei se utilizeaza auxine, precum acidul in-
dolil-3-butiric, acidul indolil-3-acetic si acidul naftilacetic (fig. 2.7).

Fig. 2.7. Inducerea rizogenezei la plante in vitro, cultivate pe mediul MS suplimen-
tat cu auxine:
1 — menta bergamotd; 2 — crizantema; 3 — lamaita; 4 — mur

Sub actiunea acestor fitohormoni, se activeaza diviziunea si di-
ferentierea celulara in partea bazald a lastarului, ceea ce duce la for-

34



GChid: Biotehnologii inovative in cercetare si educatie

marea primordilor radiculari si la dezvoltarea unui sistem radicular
complet.

Concentratia de auxine este stabilita individual pentru fiecare
specie de planta, deoarece un exces al acesteia poate provoca for-
marea de calus si poate incetini dezvoltarea radacinilor. Inradacina-
rea reusitd asigura obtinerea unor plante regenerate viabile, pregatite
pentru adaptarea ulterioara la conditii de cultivare nesterile (fig. 2.8).

Fig. 2.8. Inducerea rizogenezei la plantele de aronie si secvoia:
1 — aronia pe mediu MS suplimentat cu AIB; 2 — aspectul radacinilor de aronia extrase
din mediul de culturd; 3 — secvoia pe mediu MS suplimentat cu ANA;

4 — aspectul radacinilor de secvoia extrase din mediul de cultura

La culturile erbacee poate fi utilizatd varianata Tnjumatatita,
care este si o alternativa mai rentabild economic. Radacinile formate
in vitro sunt adesea lipsite de perisori absorbanti performanti. De
aceea, mediul este adesea diluat (jumatate din concentratia de sa-
ruri), fortand planta sa ,,caute” nutrienti si sa dezvolte un sistem vas-
cular mai robust intre tulpina si raddcina.

Etapa V: Aclimatizarea

Este etapa ideala de trecere a plantelor din conditii de laborator
la mediul extern, unde plantele trebuie sa devina autotrofe (sa foto-
sintetizeze singure).

Plantele cultivate in vitro au cuticula foarte subtire si stomate
care nu functioneaza corect, fiind predispuse la deshidratare rapida.
Plantele sunt mutate in amestecuri de sol, perlit sau nisip.

Umiditatea este men-tinutd initial la aproape 100% (sub folie
sau prin ceatd artificiald) sau incubator specializat si scdzuta treptat
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pe 2-4 saptamani. Odata ce plan-
ta si-a intdrit cuticula si a ince-
put sd creasca activ, ea poate fi
transferata in sera sau in camp.

Plantele prezentate in fi-
gura 2.9 au fost obtinute prin
metoda Tnmultirii microclonale
in vitro si transferate pentru acli-
matizare in conditii ex vitro.

In aceasti etapa se observi
o dezvoltare activa a sistemu- ‘
lui radicular §i a pér;[ii aeriene a Fig. 2.9. Aclimatizarea plantelor de men-
lastarilor, ceea ce demonstreaza ta bergamoti, obtinute prin metoda in
adaptarea cu succes a regene- vitro
rantilor la cultivarea pe substrat.
Trecerea la un tip de nutritie autotrofa este insotita de o reorganiza-
re a proceselor fiziologice, inclusiv formarea unui sistem radicular
functional si adaptarea aparatului foliar la conditiile de umiditate re-
dusd si iluminare naturald. Diferentele in ceea ce priveste gradul de
dezvoltare al exemplarelor individuale sunt tipice pentru stadiul de
aclimatizare si reflectd particularititile individuale ale regeneranti-
lor.

2.3. Organizarea unui laborator de cultura in vitro a plantelor

Laboratorul de cultura in vitro a plantelor este organizat in mai
multe compartimente functionale, care asigura desfasurarea etapiza-
ta a operatiunilor tehnologice (fig. 2.10).

Fiecare compartiment are un rol bine definit in asigurarea con-
ditiilor optime de lucru aseptic si de dezvoltare a culturilor vegetale.
Organizarea corecta a acestor spatii contribuie esential la prevenirea
contamindrii si la eficienta procesului de micropropagare.
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Fig. 2.10. Reagenti si echipamente prezente in laborator: 1 — dulap cu reagenti chi-
mici; 2 — sterilizator; 3 — instrumente de laborator; 4 — autoclava
O astfel de organizare a laboratorului corespunde abordarilor
moderne din biotehnologie si practica culturii tesuturilor vegetale,
contribuind la minimizarea riscului de contaminare si la cresterea
eficientei obtinerii de regeneranti.

Compartimentul de pregitire a mediilor nutritive — este des-
tinat prepararii mediilor de culturd, de reguld pe baza de mediu Mu-
rashige-Skoog, suplimentat cu regulatorii de crestere. Activitati prin-
cipale includ cantarirea substantelor chimice, dizolvarea acestora,
ajustarea pH-ului si repartizarea.

Compartimentul de inoculare (camera asepticd) — reprezinta
zona critica a laboratorului, unde se efectueaza inocularea explantelor
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pe mediul nutritiv. Lucrarile se desfasoard in conditii strict aseptice,
in hota cu flux laminar, care asigura un curent de aer steril (fig. 2.11).

Fig. 2.11. Unele secvente din lucririre realizate in conditii aseptice, in hota cu flux
laminar

Suprafetele si instrumentele sunt dezinfectate periodic, iar ac-
cesul este limitat pentru a reduce riscul contaminarii.

Organizarea spatiului de lucru in conditii aseptice pentru
cultura in vitro. Organizarea functionala a spatiului de lucru in hota
cu flux laminar este importanta pentru asigurarea manipularii sterile
a culturilor in vitro, prevenirea contamindrii si desfasurarea eficienta
a operatiunilor de subcultivare. Inainte de initierea lucrului, supra-
fata hotei cu flux laminar este dezinfectatd, iar materialele necesare
sunt amplasate rational pentru a asigura desfasurarea corectd a mani-
pularilor sterile si pentru a reduce riscul contaminarii.
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Dispunerea principale-
lor elemente utilizate n tim-
pul lucrului este prezentata in
figura 2.12.

In mana dreapti a ope-
ratorului se afla instrumen-
tul steril de lucru (foarfeca),
utilizat pentru fragmentarea,
separarea si transferul mate-
rialului vegetal pe mediul nu-
tritive. In fata operatorului, in
zona centrala a hotei, se afla
zona activd de lucru: recipi-

Fig. 2.12. Organizarea spatiului de lucru in
entele cu plante in vitro, su- conditii aseptice pentru cultura in vitro

prafata sterild de manipulare
si materialul vegetal pregatit pentru subcultivare.

In partea stingi a spatiului de lucru sunt amplasate recipien-
tele sterile cu medii nutritive si culturile vegetale pregatite pentru
transfer, astfel incat sa fie accesibile fara intersectarea zonei sterile.
In partea din fata operatorului a spatiului de lucru sunt amplasate in-
strumentele sterile (pensete, foarfece, bisturie) si sterilizatorul pentru
instrumentar care este amplasat spre dreapta operatorului, in coltul
drept al hotei, facilitand sterilizarea repetata in timpul lucrului si ac-
cesul liber pentru operator.

Echiparea operatorului pentru lucrul in conditii aseptice.
Operatorul este echipat corespunzator cerintelor de lucru in labora-
torul de culturi vegetale in vitro, utilizind echipament individual de
protectie pentru mentinerea sterilitdtii si prevenirea contaminarii ma-
terialului biologic.

v' Halat de laborator curat — protejeaza zona de lucru si limiteaza
transferul particulelor din mediul extern.

v" Boneta de protectie pentru par — acopera complet parul, preve-
nind eliberarea particulelor si contaminarea culturilor.
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v’ Masca de protectie — reduce dispersarea microorganismelor
provenite din respiratie in timpul manipularilor sterile.

v’ Manusi sterile de unica folosinta — permit manipularea explan-
telor, recipientelor si instrumentarului in conditii aseptice.

v’ Manecile halatului sunt ajustate corespunzator, iar mainile sunt
pozitionate in zona sterild de lucru pentru a nu perturba fluxul
laminar al aerului (fig. 2.12).

Inaintea inceperii manipulirilor, minusile sunt dezinfectate pe-
riodic cu alcool etilic 70%, iar operatorul evita miscarile inutile pen-
tru mentinerea unui mediu aseptic. Suprafetele si instrumentele sunt
dezinfectate periodic, iar accesul este limitat pentru a reduce riscul
contaminarii.

Compartimentul de crestere si dezvoltare a culturilor este des-
tinat incubarii culturilor in vitro in conditiile controlate de tempe-
raturd, lumind si umiditate. De reguld, temperatura este mentinutd
la 22-25 °C, iar fotoperiodismul este de 16 ore de lumina si 8 ore
intuneric. Culturile sunt amplasate pe rafturi iluminate artificial, uti-
lizand lampi fluorescente sau LED (fig. 2.5).

Compartimentul de aclimatizare ex vitro — destinat transferu-
lui de plantulele obtinute in vitro, in conditii ex vitro, fiind adaptate
treptat la mediul natural. Se asigurd o umiditate ridicata initiala, se
urmareste o reducere progresiva, pentru a favoriza dezvoltarea siste-
mului radicular si adaptarea conditiilor ambientale.

Compartimentele auxiliare — includ spatii pentru spalarea si
sterilizarea sticldriei si a ustensilelor; depozitarea reagentilor si a ma-
terialelor consumabile. Organizarea eficienta a acestor zone contri-
buie la buna desfasurare a activitatilor experimentale.

Dotarea tehnica si infrastructura de laborator. Desfdsurarea
procesului de micropropagare necesita utilizarea unei infrastructuri
de laborator specializate, menite sd asigure controlul mediului asep-
tic si precizia dozajelor nutritive.

Echipamente pentru asigurarea sterilitatii si igienei. Asep-
sia riguroasa este garantata prin utilizarea hotei cu flux laminar verti-
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cal (pentru inoculdri sterile) si a autoclavei, esentiala pentru steriliza-
rea umeda a mediilor. Instrumentarul metalic si sticlaria sunt supuse
sterilizarii la cald in pupinel (dulap de sterilizare uscatd), dupa o cu-
ratare prealabila standardizata in masina de spalat vesela chimica si
uscarea in dulapul termostatat.

Pregatirea si analiza mediilor nutritive. Pentru prepararea
solutiilor se utilizeazd apa de 1naltd puritate obtinutd cu ajutorul
distilatorului si bidistilatorului. Precizia (0,001 g) compozitiei este
asigurata de balanta analiticd si de pH-metrul digital, utilizat pentru
calibrarea mediului la valoarea de 5,2-5,8-6,3. Procesul de omoge-
nizare este facilitat de agitatorul magnetic si cuptorul cu microunde
(pentru o topire mai rapida a agarului). Materialele organice sensibi-
le si stocurile de regulatori de crestere necesita conservare la rece n
frigider sau chiar in congelator.

Manipularea si incubarea culturilor. Izolarea meristemelor
se realizeazd sub microscopul stereo, asigurand o precizie chirur-
gicala. Intreg materialul biologic este incubat in camera de crestere
(Fitotron) sau 1n etuva, unde se mentin parametrii constanti de tem-
peratura si fotoperioada, necesare dezvoltarii optime a explantelor.

v' Hota cu flux laminar vertical — asigura steriliatea mediului pen-
tru inoculare prin filtrarea aerului (HEPA).

v' Autoclava — utilizata pentru sterilizarea termica a mediilor si
instrumentarului (121 °C timp de 20 min).

v’ Microscopul stereo — indispensabil pentru excizia cu precizie a
meristemelor.

v’ Balanta analitica (cu precizie de 0,001 g) — pentru cantarirea
riguroasa a regulatorilor de crestere, vitaminelor, sarurilor.

v’ Camera de crestere (Fitotron) — asigura controlul fotoperioa-
dei (16h L/8h 1) si al temperaturii (25 + 2 °C).

v' Frigider — un echipament necesar pentru conservarea tempe-
raturii scazute (2-8 °C) a materialelor organice termolabile, a
solutiilor stoc de vitamine si regulatori de crestere, precum si a
mediilor de cultura preparate.

v’ Agitator (magnetic) — instrument ce faciliteaza omogenizarea
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rapida a solutiilor nutritive si dizolvarea completd a componen-
telor solide (saruri, zaharoza) prin agitare mecanica continua.

v' Cuptorul cu microunde — utilizat pentru topirea rapida si uni-
forma a mediilor de cultura gelificata anterior sau pentru dizol-
varea rapida a agarului in faza de preparare, inainte de dozare
si autoclavare.

v' Etuva (inhibitor/incubator) — este utilizatd pentru mentinerea
unei temperaturi constante si controlate, necesara pentru in-
cubarea culturilor in conditii specifice sau pentru realizarea
testelor de sterilitate.

v' Dulapul de uscare a veselei — destinat eliminarii umiditatii de
pe sticlaria de laborator dupa spalare, prevenind contaminarea
cu depuneri de calcar si pregatind instrumentarul pentru sterili-
zarea uscatd sau depozitare.

v’ Distilatorul — echipament fundamental pentru producerea apei
distilate de inalta puritate, utilizata ca solvent de baza in pre-
pararea mediilor nutritive si Tn procesul de clatire aseptica a
explantelor.

v’ pH-metrul digital — instrument de precizie utilizat pentru ca-
librarea aciditdtii mediului de cultura a valorii optime (5,8),
asigurand astfel stabilitatea nutrientilor si gelificarea corecta a
substratului.

v’ Bidistilatorul — asigurd producerea apei de inaltd puritate (apa
bidistilatd), lipsitd de urme de saruri minerale, compusi orga-
nici sau microorganisme. Aceasta este utilizatd exclusiv pentru
prepararea solutiilor stoc de mare precizie (vitamine, regula-
tori de crestere) si pentru clatirea finala a materialului biologic,
unde puritatea solventului este critica.

v' Dulapul pentru sterilizarea veselei — este utilizat pentru sterili-
zarea prin caldurd uscata a instrumentarului metalic si a sticla-
riei de laborator. Procesul se realizeaza de regula la temperaturi
de 160-180 °C, asigurand distrugerea furnizorilor patogeni pe
obiectele care nu necesita cerinte de umiditate (abur).

v’ Masina de spalat vesela de laborator — un echipament automa-
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tizat care asigura curatarea standardizata si eficienta a sticlariei.
Aceste cicluri de spalare cu detergenti specifici si clatiri repe-
tate, garanteaza eliminarea reziduurilor chimice care ar putea
interfera cu cresterea culturilor in vitro.

in laboratorul de biotehnologie vegetali se utilizeazi in-
strumente si consumabile sterile, care asigura respectarea con-
ditiilor de asepticitate in timpul lucrului cu culturi in vitro. Acest
lucru permite prevenirea contamindrii culturilor cu microflora strai-
nd si mentinerea stabilitatii conditiilor experimentale in toate etapele
cultivarii (tab. 2.1).

Tabelul 2.1. Instrumente si consumabile sterile utilizate in laboratorul
de biotehnologii vegetale

Nr.
d/o

Denumire

Observatii / Utilizare

1

Pense anatomice

Manipularea delicatd a explantelor,

transfer intre medii

Taierea explantelor si indepartarea tesutu-

2 |Bisturiu cu lame . :
rilor nedorite
Foarfeci microchirur- . - .
3 |. Sectionarea precisa a tesuturilor vegetale
gicale ’ ’
4 Ac de inoculare / ac de | Transferul explantelor mici pe mediul nu-
transfer tritiv
5 |Spatule sterile Plas‘ar‘ea explantelor pe suprafata mediului
nutritiv
. Transfer de lichide sterile, solutii nutritive
6 |Pipete automate - ;
sau sterilizante
7 | Cutii Petri sterile Manipularea explantelor in conditii sterile
8 Mainusi de unica folo- | Protectia explantelor si a operatorului Tm-
sinta sterile potriva contamindrii
9 | Masti faciale Reducerea contaminarii cu particule si ae-
’ rosoli
10 | Halat de laborator E;(l)tec‘;la operatorului si a mediului de lu-
Servetele sterile / har- Uscarea sau curatarea explantelor dupa
11 [tie de filtru sterile / ’ p P

vata sterila

spalare
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Flacoane si tuburi ste-

12 rile Pastrarea explantelor si solutiilor sterile
13 Folie de parafina (Pa-|Sigilarea recipientelor pentru a preveni
rafilm) contaminarea
14 Pahare ~ Berzelius —si Pentru prepararea si titrarea mediilor
Erlenmeyer ’
Recipiente opace (chi- Pentru depozitarea substantelor fotosen-
15 P P sibile (vitamine, regulatori de crestere) si

hlimbar)

solutiile stoc a mediilor nutritive

16

Markere si etichete
rezistente la umiditate

Mijloace de marcare a probelor, rezistente
la umiditate

17

Hartie de pH sau solu-
tii indicatoare

Verificarea si ajustarea aciditdtii mediului
(5.8)

18

Baghete din sticla

Omogenizarea si dizolvarea substantelor

19

Pahare din sticla

Vas pentru prepararea si mixarea volumu-
lui total

20

Hartii de cantarire

Suport pentru mésurarea precisa a pudre-
lor pe balanta

21

Cilindri gradati de 10,
50, 100, 500 ml

Masurarea exacta a apei si a solutiilor stoc

22

Spatula

Prelevarea si manipularea reagentilor so-
lizi

23

Ulcior sau alt dozator

Repartizarea rapida a mediului in vasele
de cultura

24

Tuburi de cultura,
borcane sau alte vase
de cultura dorite

Vase sterile pentru cresterea explantelor

25

Suporturi pentru tu-
buri de testare

Mentinerea stabilitatii si organizarea epru-
betelor

26

Mop, burete

Curdtarea podelelor

27

Foi de policarbonat

Izolarea spatiilor de cultura sau rafturilor

28

Burete, lavete mediu
de uz casnic

Curatenie generald, curdtarea si igieniza-
rea sticldriei si a suprafetelor

29

Termometru digital

Monitorizarea temperaturii in camera de
crestere

30

Cronometru mecanic
(60 minute)

Controlul timpului de sterilizare si al ex-
punerii la dezinfectanti

31

Clepsidra

Controlul timpului de sterilizare si al ex-
punerii la dezinfectanti
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32

Lumini de control in
camera de crestere

Asigurarea fotoperioadei necesare pentru
procesul de fotosinteza (16h L/8h I)

33

Capace

Inchiderea vaselor de cultura pentru men-
tinerea sterilitatii si a umiditatii

34

Prosoape, role de har-
tie

Uscarea mainilor si curdtarea suprafetelor
umede

35

Tava pentru laborator

Organizarea si transportul vaselor de cul-
tura

36

Tavi alveolare pentru
aclimatizarea plante-
lor

Suport cu alveole pentru aclimatizarea
plantelor la etapa de ex vitro

Recipient flexibil folosit pentru a pulveri-

37 |Piseta za un jet subtire de lichid
38 |Perii Curdtarea eprubetelor
39 |Sticli cu pulverizator Pulverizare pentru plantele la etapa de ex

Vitro

Notiuni utilizate in cultura in vitro. Asepsia, sterilizarea si
dezinfectarea sunt elemente obligatorii ale practicii de laborator in
cultivarea plantelor in vitro (fig. 2.2). Respectarea acestora asigura
eliminarea totald sau partiala a microorganismelor de pe suprafata
instrumentelor, a mediilor de cultura si a materialului vegetal, preve-
nind contaminarea culturilor. Organizarea eficientd a acestor procese
constituie baza desfasurarii cu succes a cercetarilor biotehnologice si

a obtinerii de explante vegetale viabile.

Tabelul 2.2. Procedee de igienizare in laborator

Termen Obiectiv Rezultat
Asepsie Prevenirea contaminarii | Mentinerea curateniei
o Distrugerea totala (inclu- -
Sterilizare . gere ( Absenta totala a vietii
siv a sporilor)
. Reducerea numarului de | Mediu sigur, dar nu ab-
Dezinfectare . . .
germeni patogeni solut steril

Asepsia este un ansamblu de masuri care au scopul sa Tmpiedi-
ce patrunderea microorganismelor in mediul steril, in culturi, echipa-
mente si consumabile. In cazul culturilor in vitro, asepsia presupune
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lucrul intr-o camera laminara cu aer filtrat, utilizarea instrumentelor
sterile, a manusilor sterile etc. (tab. 2.2).

Sterilizarea consta 1n distrugerea completa a tuturor formelor
de microorganisme, inclusiv spori, virusi si ciuperci. Metodele de
sterilizare utilizate sunt: autoclavarea, sterilizarea prin caldura usca-
ta, filtrarea, sterilizarea cu gaz, raze ultraviolete etc.

Dezinfectarea constd in distrugerea sau reducerea numarului
de microorganisme patogene la un nivel sigur, dar nu neaparat dis-
trugerea completa a tuturor formelor de viata.

Sterilizarea incaperilor si a suprafetelor. O primd masurad
esentiald cu caracter preventiv constd in mentinerea unei curdtenii
exemplare in incaperi (a pardoselilor, meselor de lucru, rafturilor).
Recipientele vor fi ferite de praf, iar personalul va avea acces in zona
aseptica cu halate, bonete (baticuri) si incaltaminte — toate sterile.
Imbracamintea de strada si parul constituie surse de infectii. In cursul
noptii perimetrul steril sau chiar Intregul spatiu destinat laboratorului
de culturi de tesuturi este indicat sd fie sub incidenta razelor UV.

Sterilizarea recipientelor de culturd. Deoarece o serie de mi-
croorganisme prezintd spori rezistenti la temperaturi ridicate si la
diferiti agenti dezinfectanti se recomanda presterilizarea acestora la
temperaturi uscate (in etuve), prealabil introducerii a mediului de
culturd in recipiente. In continuare se va trece la o resterilizare a
recipientelor cu medii, prin cidldurd umeda, respectiv autoclavare.
Sterilizarea cu aer cald se face timp de minimum trei ore la 160 °C
(deoarece exista anumite forme de bacili termorezistenti). Durata ex-
punerii sticlariei la temperaturi ridicata depinde si de modul in care
aceasta a fost spalata, daca a fost sterilizata prin autoclavare, prea-
labil deschiderii flacoanelor infectate, precum si in dependenta de
gradul de infectare al atmosferei din laborator (fig. 2.3).

In functie de calitatea sticlei folosite, presterilizarea trebuie re-
alizatd la o temperatura de aproximativ 180 °C. Fara aceasta pro-
cedurd, sticla se poate degrada chimic si poate contamina mediile
de culturd cu compusi toxici. Pentru preintdmpinarea infectiilor se

46



GChid: Biotehnologii inovative in cercetare si educatie

recomandd, deci in primul rand o curatire corectd a sticlariei prin
mentinerea aceasteea (minim patru ore) in amestec cromic [Badea
E., Sandulescu D., 2001]. Spalarea sticlariei se va efectua cu multa
responsabilitate, intrucat lavarea incorecta a sticlariei poate produce
perturbari mediului de cultura.

Sterilizarea mediilor de culturd si a apei. Dupa pregatirea me-
diilor de cultura, acestea trebuie sterilizate cat mai rapid prin autocla-
vare. Inainte de sterilizare, mediile se portioneazi in recipiente care
se Inchid, de preferat cu dopuri de vata. Daca se utilizeaza capace
sau dopuri, acestea nu trebuie inchise complet, pentru a permite pa-
trunderea aburului in interiorul vaselor. Recipientele trebuie sa fie
asezate Tn asa mod ca aburul sa circule liber printre ele, in caz con-
trar, sterilizarea poate fi neuniforma. Temperatura ridicatd nu este
suficientd pentru distrugerea completa a microorganismelor, pe cand
actiunea aburului sub presiune este esentiald in distrugerea acestora.

Manipularea recipientelor sterile se va face cu multa prudenta.
Este interzisa prinderea recipientelor din apropierea zonei de obtu-
rare, intrucat prin miscarea capacului sau a dopului se poate provoca
un schimb de aer intre mediul exterior si atmostera din vas, facilitand
astfel accesibilitatea germenilor patogeni in recipientele de cultura si
instalarea unor infectii secundare.

Exista diferite tipuri de autoclave: electrice sau cu gaz; cu ori-
entare verticald sau orizontald; de capacitate mare sau mici etc. In
general, se recomandd autoclavarea mediilor si a apei distilate sa se
efectueze la temperatura de 121 °C (echivalent cu presiunea de 1
atmosferd), iar durata mentinerii recipientelor cu medii in autoclava
depinde de volumul de lichid, respectiv de mediul introdus in flacoa-
ne [Lozinschii M. si al., 2013; 2015]. In general, durata minima de
autoclavare este de 15 minute, 1ar cea mai uzuala este de 20 minute
[Cachita-Cosma D. si al., 2000; Badea E., Sandulescu D., 2001].

Asepsizarea materialului vegetal. Provenienta materialului ve-
getal constituie un prim reper in alegerea modului de dezinfectare
a organelor donatoare de explante. Explantele alese pentru asepsiza-
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rea materialului biologic, concentratia acestora si durata dezinfec-
tarii vor fi selectionate in functie de calitatea materialuliui biologic
(fragezimea lui si gradul de penetrare a dezinfectantului in tesuturi).
De regula, radacinile sau organele subterane sunt purtatoare de ger-
meni, iar sterilizarea lor deseori ridica probleme deosebite. Mugurii,
tulpinile prevazute cu lenticele si organele cu pilozitate accentuata
favorizeaza aderarea sporilor si a germenilor la nivelul formatiunilor
epidermale sau in rugozitdtile suprafetei acestora, ceea ce ingreu-
neaza semnificativ procesul de sterilizare. Dificultatea este ampli-
ficata de faptul ca, iIn momentul imersarii in solutia dezinfectanta,
intre epiderma si lichid se formeaza o peliculd de aer care impiedica
contactul direct al dezinfectantului cu suprafata organelor. Pentru
micsorarea tensiunii superficiale in lichidul dezinfectant se adauga
cateva picaturi de Tween 20 sau 80 [Cachitd-Cosma D. si al., 2000].

Natura organelor, profunzimea tesuturilor ce urmeaza sd con-
stituie explante, finetea tegumentelor sau a epidermei (gradul de ce-
rificare si cutinizare a acestora) constituie tot atatia factori de care
trebuie sa se tina seama In momentul adoptarii unei metode de dez-
infectare sau a unui protocol [Cachitd-Cosma D. si al., 2000; Badea
E., Sandulescu D., 2001].

Corelatia dintre morfologia explantului si eficienta proce-
sului de aseptizare. Aplicarea protocolului de sterilizare la ghiocei
(Galanthus spp.) prin imersie in hipoclorit de sodiu 2%, pe o durata
de 20 de minute, confirma rezistenta ridicatd a organelor de rezerva
la tratamente chimice drastice. Analiza rezultatelor practice a evi-
dentiat urmatoarele aspecte fundamentale la etapa de asepsizare: rata
de supravietuire a segementelor inoculate si absenta necrozelor la
nivelul discului bulbar. Acesta demonstreaza ca timpul de expunere
a fost corect calibrat, pastrand integral viabilitatea celulelor meriste-
matice interne [Badea E., Sandulescu D., 2001].

Protocolul standard sau modificat de dezinfectare in faza critica
de initiere a culturii vizeaza in principal flora de suprafatd si nu se
inregistreazd manifestdri ale unor infectii endofite (bacterii sau fungi
localizati intracelular).
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Mentinerea conditiilor de asepsie pe parcursul primelor doua
pasaje de multiplicare, fiecare avand o durata de patru sdptdmani,
confirmd eficienta procesului initial de sterilizare. Acest fapt este
esential, avand in vedere ca infectiile latente devin vizibile, de regu-
14, abia Tn subculturi ulterioare (2-4 saptamani) sub stimularea regu-
latorilor de crestere prezenti in mediul nutritiv.

Succesul initierii culturilor in vitro este strans legat de capaci-
tatea de a steriliza materialul biologic fara a-i compromite viabilita-
tea. Permeabilitatea naturald a tegumentelor seminale, a invelisurilor
florale sau a mugurilor dicteaza gradul de dificultate a procesului de
sterilizare, iar pentru acest criteriu exista o diversitate de agenti dez-
infectanti capabili sa asigure o ratad scazuta de infectie. Totusi, se ne-
cesitd mentinerea unui echilibru riguros, deoarece o sterilizare prea
drastica, prin concentratii ridicate sau timpi de expunere prelungiti,
provoaca necroze profunde ce afecteaza iremediabil celulele explan-
tate. Din aceastd perspectiva, organele de rezerva, precum bulbii,
rizomii sau tuberculii, oferd un avantaj semnificativ in procesul de
lucru, deoarece protejarea tesuturilor interne este mai putin critica,
iar recoltarea explantului se realizeaza din straturile profunde ferite
de actiunea directd a substantelor chimice.

O provocare majora raman infectiile endofite cauzate de bacterii,
virusuri sau micoplasme localizate profund in celule. Deoarece dezin-
fectantii de rutina asigurd o sterilizare de suprafata, aceste infectii pot ra-
mane latente timp de cateva subculturi, devenind vizibile abia la pasajul
al doilea sau al treilea, moment in care se reduce capacitatea organogena
a tesuturilor. Pentru a minimiza aceste riscuri, este imperativa necesita-
tea efectudrii unui control fitopatologic sever asupra plantelor donatoa-
re. In cazul specificului predispus la infectii persistente, se pot adopta
masuri speciale, precum dezinfectarea rapidd prin flambare (imersie in
alcool de 96%, urmata de aprindere si plonjare imediatd in apa sterild)
sau addugarea antibioticelor in mediul de culturd pentru prima prolife-
rare bacteriana. In final, calitatea materialului biologic initial si preci-
zia tehnicilor de dezinfectie, baza fundamentului unei culturi sanatoase
permite o capacitate de dezvoltare viguroasa [Cachitd-Cosma D. si al.,
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2000; Badea E., Sandulescu D., 2001; Lozinschii M., 2013].

v" Selectarea explanturilor. Partea plantei utilizata pentru ini-
tierea culturii de tesuturi se numeste explant (fig. 2.13). Localizarea
explantului pe plantd, faza de dezvoltare si starea fiziologica al aces-
tuia influenteaza semnificativ succesul regenerarii. Cel mai frecvent
se utilizeaza explanturi care contin primordii de lastari, de exemplu,
meristeme apicale, bulbi, muguri de noduri etc .

Fig. 2.13. Tipuri de explanturi:
1 — tulpini cu noduri de mentd bergamota; 2 — tulpini cu noduri de stevie ;
3 — muguri de stejar; 4 — seminte de salvie; 5 — seminte de deditel; 6 — bulbi de lalea
pestrita

Explanturile tinere, aflate in faza activa de crestere contin tesu-
turi inca nediferentiate complet, cu o capacitate ridicata de reactie la
regulatorii de crestere, pe cand, tesuturile imbatranite sau lignificate
isi pierd treptat potentialul regenerativ. Tot n acest sens, dimensi-
unea explantului trebuie sa fie redusa de la un centimetru pana la
aproximativ cativa milimetri — pentru a facilita penetrarea agentilor
de sterilizare si pentru a reduce riscul de necroza sau contaminare,
care creste in cazul explanturilor prea mari.
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Tipul explantului reprezinta un alt factor determinant in reusita
culturilor. Meristemele apicale, nodurile, internodurile si frunzele ti-
nere sunt printre cele mai utilizate.

v Initierea culturii aseptice. Explantul potential (tesutul ini-
tial provenit de la planta donatoare) constd in principal din lastari
(varfuri, segmente nodale), frunze (segmente de limb cu nervuri, pe-
tiol), bucati de flori, embrioni imaturi, fragmente de hipocotil sau
cotiledoane. In general, tesuturile mai tinere, cu crestere mai rapida
sau tesuturile aflate 1n stadiu incipient de dezvoltare sunt cele mai
eficiente. Prin urmare, calitatea initiala a explanturilor va determina
succesul procedurii de conservare. Criteriile pentru o buna calitate a
explanturilor sunt: plante donatoare normale, viguroase si sanatoase
[Brinza L., Calugaru-Spataru T., Lozinschii M., Coropceanu E., Bo-
tezatu 1., 2025].

Fragmentele de plante sunt initiate n cultura prin diverse pro-
ceduri de sterilizare, in functie de tesutul utilizat. Ca regula generala,
tesuturile fragile (meristeme, embrioni imaturi, cotiledoane, hipoco-
tile) necesitd o expunere mai redusa la agentii de sterilizare decat
semintele sau organele lignificate.

Proceduri de asepsie si pregatirea recipientelor. In laborato-
rul de biotehnologie vegetala se acorda o atentie deosebita sterilizarii
spatiului de lucru, a instrumentelor si a mediilor de culturd, precum
si utilizarea manusilor si a echipamentelor sterile Tn timpul manipu-
larii culturilor in vitro.

Dezinfectanti. Succesul initierii culturilor in vitro este in mod
direct influentat de eficacitatea dezinfectantilor utilizati, acestia tre-
buind sa indeplineasca dublul rol de eliminare a microflorei epifite si
de conservare a viabilitatii tesuturilor vegetale. Alegerea unor pro-
duse precum etanolul, hipocloritul de sodiu si peroxidul de hidrogen
se bazeaza pe proprietatile lor biochimice specifice si pe modul dife-
rentiat de actiune asupra patogenilor (tab. 2.3).

Etanolul in concentratie de 70% este utilizat ca agent de pre-tra-
tament datoritd capacitatilor sale ridicate de a reduce tensiunea su-
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perficiala a explantului. Aceasta etapd preliminara este esentiala pen-
tru a facilita patrunderea ulterioard a dezinfectantilor aposi in toate
asperitatile morfologice ale plantei, asigurand un contact uniform si
profund. Desi este un bactericid puternic, etanolul se foloseste strict
limitat din cauza fitotoxicitdtii ridicate, rolul sdu fiind in principal de
a pregati suprafata pentru etapa principala de sterilizare chimica.

Hipocloritul de sodiu (NaOCI) este prezent in majoritatea pro-

tocoalelor de asepsizare al activitatii spectrului larg impotriva bacte-
riilor, fungilor, sporilor.

Tabelul 2.3. Dezinfectanti aplicati in cultura in vitro

Nr. Dezinfectant F01.‘m.u l,a Concentratie Timp
d/o chimica ’ de expunere
- 30-60
0
1. | Etanol (alcool etilic) | C,H.OH 70% de secunde
. . . o o 10-20
2. | Hipoclorit de sodiu NaOCl 1,0%-2,0% de m;
€ minute
3. | Hipoclorit de calciu | Ca(OCl), 3%-10% 5-15 minute
4. | Clorura de mercur HgCl, 0,01%-0,1% 2-10 minute
5. | Nitrat de argint AgNO 1% >-20
’ 8 N, 0 de minute
6. | Peroxid de hidrogen | H,O, 3-6% 5-15 minute
7. | Albastru de metilen Cl{II 1§C1_ 0,01 20-30 minute
3
g, |Permanganatde |y ;0 0,01 20-30 minute

potasiu

Argumentul principal pentru utilizarea hipocloritului de sodiu,

consta in eliberarea clorului activ, care oxideaza ireversibil compo-
nentele celulare ale microorganismelor. Hipocloritul poate fi relativ
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usor de eliminat prin spalari repetate, iar in cazul organelor de rezer-
va, precum bulbii, permite timpi de expunere mai prelungiti fara a
afecta viabilitatea celulelor meristematice interne, care sunt protejate
natural de straturile tesuturilor externe.

Peroxidul de hidrogen (H,O,) este apreciat pentru caracterul
sau ecologic si absenta reziduurilor toxice, descompunandu-se ex-
clusiv 1n apa si oxigen. Actioneaza prin eliberarea radicalilor liberi,
distrugand membranele celulare ale agentilor patogeni, fiind ideal
pentru sterilizarea semintelor sau a tesuturilor delicate, unde riscul
de fitotoxicitate trebuie minimizat.

Nitratul de argint (AgNO,) numit i ,,apa de argint” — ionii de
argint poseda proprietati bactericide si fungicide remarcabile, inter-
ferand cu metabolismul respirator al microorganismelor. Utilizarea
lor este argumentata in cazul explantelor recalcitrante sau a unor spe-
cii care prezinta infectii persistente de suprafata, oferind o alternati-
va viabila la dezinfectari pe baza de clor.

Clorura de mercur (HgCl)) — reprezinta cel mai drastic agent
de sterilizare, utilizat exclusiv pentru materialul lignificat sau explan-
tele cu un grad extrem de contaminare. Desi este extrem de eficient,
utilizarea sa este limitata de toxicitatea ridicatd asupra operatorului si
a mediului, necesitind clatiri repetate si extrem de riguroase pentru a
elimina orice urma de reziduu toxic.

Hipocloritul de calciu. Spre deosebire de hipocloritul de sodiu,
aceasta sare elibereaza clorul mai lent, oferind o actiune mai blanda
asupra tesuturilor vegetale. Este utilizat frecvent pentru sterilizarea
semintelor de orhidee sau a altor structuri fragile care necesitd un
timp de expunere prelungit fara degradarea epidermei.

Vasele de culturd pentru micropropagarea (inmultirea in vitro)
a plantelor sunt recipiente sterile, concepute pentru a sustine creste-
rea tesuturilor vegetale pe medii nutritive controlate (fig. 2.14).

Pregatirea recipientelor pentru cultivare se realizeaza prin spa-
larea prealabila a acestora si sterilizarea ulterioara (de regula, prin
autoclavare sau tratare cu dezinfectanti corespunzatori), ceea ce asi-
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gurd prevenirea contaminarii si crearea conditiilor optime pentru
cresterea materialului vegetal.

Fig. 2.14. Aspectul unor vase de cultura:
1 — eprubete; 2 — borcane de sticla; 3 — vas Erlenmeyer

Aceste vase trebuie s asigure un mediu aseptic, sd permita pa-
trunderea luminii si sa faciliteze un schimb minim de gaze. In practi-
ca micropropagarii plantelor se utilizeaza o gama larga de recipiente
de culturd de diferite tipuri si modele:

* Eprubete (Test Tubes): utilizate frecvent pentru initierea
culturilor, unde un singur fragment de planta (explant) este plasat in
mediu steril.

* Vase Erlenmeyer: servesc ca recipiente de cultura pentru vo-
lum mai mare de mediu sau pentru culturi de suspensii celulare, fiind
de obicei inchise cu dopuri de vata sau folie autoclavabila.

¢ Cutii Petri: folosite in special pentru germinarea semintelor,
cultura de calus sau pentru inducerea organogenezei pe medii solide.

* Vase GA-7 si recipiente patrate / rotunde: recipiente din
policarbonat sau polipropilena (cum sunt cele de la Plant Cell Tech-
nology ), foarte populare, deoarece sunt autoclavabile reutilizabile si
permit o vizibilitate excelenta asupra plantulelor.
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* Containere din plastic: o optiune economica, utilizata ade-
sea in laboratoarele DIY sau comerciale. Sunt confectionate din poli-
propilend, pot fi sterilizate si sunt ideale pentru etapa de multiplicare
in masa.

* Borcane de sticla de diferite dimensiuni. Rolurile principa-
le ale borcanelor de sticld sunt numeroase:

v’ Asigurarea sterilitatii, sticla borosilicata este extrem de re-
zistenta la temperaturi inalte, permitand autoclavarea repetata
(sterilizarea aburului sub presiune) fara a se deforma sau a eli-
bera substante toxice in mediul de cultura, tesuturilor vegetale
(explante), mai ales in etapele 1n care sistemul radicular nu este
inca dezvoltat.

v' Transparenta superioara a sticlei permite patrunderea optima
a luminii necesare pentru procesele fotosintetice si reglarea
hormonala a cresterii plantelor sub lumina artificiala.

v’ Structura ermetica (in special atunci cand sunt folosite capace
cu filtre de 0,22 pm) protejeazd mediul nutritiv bogat in zaha-
ruri de invazia sporilor de fungi sau a bacteriilor din exterior.

Borcanele de sticla utilizate prezinta volume variabile, in func-
tie de scopul experimental.

Borcane de 150 ml prezinta un avantaj — consum minim de
mediu nutritiv si regulatori de crestere. Ocupa spatiu foarte mic in
camera de crestere si in autoclav. Dacd apare o contaminare, pierde-
rea materialului vegetal este limitatd la un recipient mic.

Borcane de 250 ml. Avantajul constad in echilibru optim intre
spatiul de crestere si volumul de mediu. Usor de manipulat in hota cu
flux laminar. Permit o buna circulatie a aerului in interior, reducand
riscul de vitrificare.

Borcane de 500 ml. Sunt utilizate pentru ,,Etapa IV — Inrada-
cinare” sau pentru specii cu crestere rapida si de talie mare. Ofera
inaltimea necesara pentru ca lastarii s se alungeasca fara a putea
atinge capacitatea (ceea ce poate duce la necrozarea varfului din ca-
uza condensului). Acestea permit dezvoltarea unui sistem radicular
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bine dezvoltat. Sunt ideale pentru plantele care au rdmas in borcan
o mai lunga duratd (6-8 sdptdmani), deoarece volumul mai mare de
mediu si de spatiu nu se epuizeaza rapid.

Borcane de 750 ml. Sunt folosite pentru pre-aclimatizare sau
pentru specii forestiere / arbusti in faze avansate de crestere. Sunt
de asemenea utile pentru culturile de masa (unde se introduc multi
lastari intr-un singur vas pentru eficientizarea muncii). Avantajele
acestor vase cu volum mare de aer, ajutd la o mai buna respiratie a
plantelor; la o stabilitate termica mai mare in interiorul vasului; de
asmenea, sunt eficiente pentru transportul plantelor la distante mari
inainte de aclimatizare.

Caracteristici esentiale:

v' Materialul: sticla borosilicatd este durabild si rezistd la steri-
lizari repetate, in timp ce plasticul (polistiren, polipropilena)
este mai usor alterabil din cauza actiunii in timpul procesului
de sterilizare si adesea sunt de unica folosinta.

v' Capacele: trebuie sa previna patrunderea microorganismelor
(bacterii, fungi), dar sa permitda un anumit grad de schimb de
gaze pentru a evita acumularea de etilena, care poate inhiba
cresterea plantei.

v’ Transparenta: esentiald pentru a permite procesul de fotosin-
tezd sub lumina controlatd (LED sau tuburi fluorescente) din
camerele de cultura.

2.4. Mediile de cultura

Mediul nutritiv este definit ca solutia nutritiva utilizata pentru
a sustine cresterea celulelor in cultura tisulard, care poate necesita
modificari periodice pentru a mentine conditii optime pentru dezvol-
tarea celulara [Kyte Lydiane, Kleyn John, Scoggins Holly, Bridgen
Mark, 2013].

Mediile de culturd a tesuturilor vegetale furnizeaza apa, mine-
rale, vitamine, regulatori de crestere, compusi organici si alti nutri-
enti necesari pentru cresterea si dezvoltarea ulterioara a celulelor sau
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tesutului In masa nediferentiata a calusului, precum si asigura un pH
dorit substratului si actioneaza ca un loc de depozitare a metaboliti-
lor secundari. De asemenea, acestea ofera acces la atmosfera pentru
schimbul gazos [Murashige T., Skoog F.A., 1962].

Mediul nutritiv pentru plantele micropropagate este foarte im-
portant, asa cum solul este vital pentru plante. Mediul nutritiv, si-
milar solului, furnizeaza nutrienti esentiali si apa, dar, suplimentar,
ofera zaharuri care compenseaza lipsa fotosintezei si regulatori de
crestere vegetala implicati in controlul proceselor de crestere si dez-
voltare [Badea M. E., Sandulescu D., 2001].

Mediul nutritiv, Tmpreund cu temperaturile ideale, niveluri
optime de lumind si fotoperioade favorabile, ofera medii perfecte
pentru cresterea plantelor. Mediile de cultura tisulard combina o lis-
ta lunga de minerale anorganice, zaharuri, vitamine, regulatori de
crestere a plantelor si ajutor de gelificare intr-un substrat conceput
pentru a sustine si incuraja cresterea plantelor (tab. 2.4). Formulele
standard pentru mediile de cultura tisulara au fost initial derivate din
sisteme hidroponice si au fost determinate de cercetdtori pentru a
oferi nutrienti si regulatori de crestere optimi pentru plante specifi-
ce [Cachita-Cosma D., si al., 2000; Badea E., Sandulescu D., 2001;
Kyte Lydiane, Kleyn John, Scoggins Holly, Bridgen Mark, 2013].

Tabelul 2.4. Compozitia comparata a unor medii nutritive, utilizate
in practica biotehnologica [Bhojwani S. S., Razdan M. K., 1983]

Constituenti Medii nutritive, mg/L

MS | White | Heller | ER B5 | DKW
NH,NO, 1650 - - 1200 - 1410
KNO, 1900 | 80 500 | 1900 |2527,5| 2550
CaCl,-2H,0 440 - 75 440 | 150
CaCl, - - ; - 166
MgSO,-7H,0 370 | 750 | 500 | 370 | 246,5 | 370
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KH,PO, 170 | - 125 | 340 | - 170

(NH,),SO, - - 100 - 134

Ca(NO,),-4H,0 - 300 | 500 - - 556

NaNO3 - - - - -

Na,SO, - 200 - - -

NaH_PO,-4H,0 - 19 | 100 - 150

KClI - 65 750 - -

KI 0,83 0,75 1 - - 0,83

H,BO, 6,2 1,5 1 0,63 - 6,2

MnSO,-4H,0 22,3 5 0,1 | 223 - 22,3

MnSO,-H,0 - i i - 10

ZnSO,-TH,0 8,6 3 1 - 2 8,6

ZnSO,-4H,0 - i i - ]

ZnNa,-EDTA - - - 15 -

Na,MoO,2H,0 | 025 | 0,01 | - |0025]| 0,25

MoO - |o001 | - _ ;

3

CuSO,'5H,0 0,025 | 0,01 0,03 10,0025 | 0,025

CoCl,-6H,0 0,025 - - 0,0025 | 0,025 | 0,025

C0SO,-7H,0 - i i ] ]

AlCI, - - ] 003 | - -

NiCL-6H,0 - - 0,03 - -

FeCl,6H,0 - i 1 i _

Fe (SO,), - 2,5 - - -

FeSO,-7H,0 278 | - - | 278 | - | 278

H,Mo0,-4H,0 0,25

Na,EDTA-2H,0 37,3 - - 37,3 - 37,3

Fe Sequestrene
330 (fier chelat)
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Inozitol 100 - - - 100 100
Acid nicotinic 0,5 0,05 - 0,5 1 1,0
Piridoxind HCl 0,5 0,01 - 0,5 1 1,0
Tiamina HCI 0,1 0,01 - 0,5 10 1,0
Glicina 2 3 - 2 - -

Zaharoza 3% 2% - 4% 2% 3%

In practica biotehnologica, compozitia mediilor de cultura uti-
lizate pentru cultivarea tesuturilor vegetale in vitro are o importanta
deosebita, intrucat compozitia lor influenteaza in mod direct creste-
rea, dezvoltarea si morfogeneza explantelor. Compozitia unor medii
de cultura utilizate in practica biotehnologicad este prezentatd in ta-
belul 2.4.

Formulele dezvoltate de Toshio Murashige si colaboratorii sai,
in special cunoscut sub numele de mediu Murashige-Skoog, sunt
probabil cele mai cunoscute formule standard si sunt folosite in prin-
cipal pentru plantele cu frunzis erbaceu.

Mediul pentru plante lemnoase (WPM) dezvoltat de Brent Mc-
Cown si Greg Lloyd sunt concepute, asa cum sugereazd si numele
pentru a optimiza cultura tesuturilor anumitor plante lemnoase (tab.
2.5).

Combinarea diferitelor substante chimice pentru mediu in care
cresc culturile de plante este o arta, similara cu cea a gatitului unei
mese — ingredientele si limbajul sunt diferite, iar unele dintre echi-
pamente pot sd nu fie familiare, dar retetele (formulele) trebuie de
obicei sa urmeze intr-o maniera precisa si ordonata. Nutrientii din
medii afecteaza sdnatatea, vigoarea si cresterea celulelor, tesuturilor
si organelor specializate pe masura ce plantulele se diferentiaza si se
dezvolta in cultura [Cachita-Cosma D. si al., 2000; Badea E., Sandu-
lescu D., 2001; Palii A. si al., 2004].
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Tabelul 2.5. Componenta chimica a mediului Murashige-Skoog
[Street H. E., 1977]

Macroelemente, 12 Microelemente, 12 COIlSFlt'lllentl 12
mg/L mg/L organici, mg/L
MgSO, 7TH,0 | 370 | 185| Fes0,7H,0 |27.8 | 139 | .M 1100 | 50
inozitol
Acid
CaCl,-2H,0 440 | 220 (Na,EDTA-2H,O| 37,3 | 18,65 | Nicoti- | 0,5 | 0,25
nic
KNO 1900|950 | MnSO,-4HO | 223 | 11,15 |PHdOX} 651 g 55
3 4 2 na HCI
Tiamina
NH,NO, 1650 | 825 KI 0,83 | 0415 HCI 0,1 | 0,05
KH,PO, 170 | 85 CoCl,-6H,0 | 0,025 | 0,0125 | Glicina 2 1
- . ZnSO,TH,0 | 86 | 43 Za};g“" 3% | 1,5%
- - CuSO,-5SH,0 |0,0250,0125 - -
- - H,BO, 62 | 3, - -
- - Na,MoO,-2H,0 | 0,25 | 0,125 - -

Micropropagarea transforma chimia dintr-o disciplina abstrac-
ta intr-un proces viu si dinamic. Desi pregatirea mediilor de cultura
poate parea o sarcind complexa, in esentd aceasta reprezinta o forma
de interactiune intre cercetator si nevoile fiziologice ale plantei. In-
diferent daca cercetatorul opteaza pentru utilizarea mediilor bazale
standardizate (precum formula Murashige-Skoog) sau elaboreaza
retete proprii, procesul se fundamenteaza pe principii riguroase de
nutritie minerala si fitohormonologie. Stapanirea acestor interactiuni
chimice permite controlul fin al organogenezei, transformand rigoa-
rea protocoalelor de laborator Intr-un instrument esential pentru mul-
tiplicarea clonala de nalta calitate.

Sistemul metric este sistemul de masuratori utilizat Tn stiinta si
prin urmare, este utilizat in cultura tesuturilor. Operarea cu sistemul
metric permite memorarea mai usoard si o corelare mai reusita intre
diferiti termeni.
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[ata cateva dintre cele importante: existd 1000 de miligrame
(mg) in 1 gram (g), 1000 de mililitri (ml) in 1 litru, 10 milimetri
(mm) in 1 centimetru (cm) si 1000 de micrometri (um; numiti ante-
rior microni) in 1 mm.

O alta echivalenta importanta este ca 1 centimetru cub (cm?®) de
apa are un volum de 1 mililitru (ml) si cantareste 1 gram (g). O alta
conversie usor de retinut este cd 1% este egal cu 10 grame pe litru.

Majoritatea mediilor bazale (precum MS) trateazd concentratii
de ordinul miligramelor sau gramelor per litru (mg/L sau g/L).

Precizia volumetrica permite cercetdtorului sd ajusteze rapid
osmolaritatea mediului fara erori de calcul gravimetric [Kyte Lydia-
ne, Kleyn John, Scoggins Holly, Bridgen Mark, 2013].

Macronutrientii sunt principalii compusi minerali ai mediului
nutritiv si sunt necesari plantelor in cantitdti relativ mari. Mediile
nutritive contin de obicei compusi ai azotului, fosforului, potasiului,
calciului, magneziului si sulfului. Aceste elemente participa la for-
marea structurilor celulare, la sinteza proteinelor, a acizilor nucleici
si a altor compusi importanti din punct de vedere biologic, asigurand
cresterea, dezvoltarea si activitatea metabolica a tesuturilor vegetale
in conditii de culturd in vitro [Cachitd-Cosma D. si al., 2000].

Azotul (N) influenteaza rata de crestere a plantelor si este pre-
zent in cel mai mare procent dintre toate elementele esentiale — 1-4%.
Este un element esential in alcatuirea moleculara a acizilor nucleici,
proteinelor, clorofilei, aminoacizilor, alcaloizilor si unor regulatori
de crestere a plantelor. Deoarece azotul este foarte mobil in cadrul
plantei, o deficientd este caracterizatd mai intai prin frunze uniform
clorotice urmata de o crestere incetinita. Excesul de azot promovea-
za o crestere viguroasa, dar poate suprima dezvoltarea florilor si a
fructelor. Surse comune de azot pentru mediile de cultura de tesuturi
sunt compusii de amoniu (NH,) si nitrati (NO,).

Fosforul (P) este prezent in cantitati importante in tesuturile
meristematice si in alte tesuturi cu crestere activa. Fiind component
al moleculelor de ADN, ARN si ATP (adenozin trifosfat), fosforul
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are un rol esential in procesele de transfer energetic, fotosinteza, res-
piratie celulara, diviziune celulara, maturarea plantelor si dezvolta-
rea sistemului radicular. Desi fosforul este un element mobil in inte-
riorul plantei, simptomele deficientei pot fi uneori dificil de observat
in fazele initiale. Deficitul de fosfor se poate manifesta prin incetini-
rea cresterii, dezvoltarea slaba a radacinilor si aparitia unei coloratii
rosiatice-violet a frunzelor, determinata de acumularea antocianilor.
In mediile de culturd a tesuturilor vegetale, fosforul este introdus
frecvent sub forma de saruri fosfatice, precum fosfatul monopotasic
(KH,PO,) si fosfatul monosodic monohidrat (NaH PO, H,0O).

Potasiul (K) este un macroelement esential pentru cresterea si
dezvoltarea plantelor, fiind necesar pentru diviziunea celulara nor-
mala si pentru activitatea tesuturilor meristematice. Acesta partici-
pa la numeroase procese fiziologice, desi nu intrad direct in structura
compusilor organici principali, precum proteinele, lipidele sau car-
bohidratii. Potasiul are rol important in activarea enzimelor, reglarea
echilibrului osmotic, sinteza carbohidratilor si proteinelor, formarea
clorofilei si reducerea nitratilor.

Deficienta de potasiu poate determina dezvoltarea unor plan-
tule slabe, cu crestere anormald, iar simptomele apar frecvent pe
frunzele mai batrane, deoarece potasiul este mobil in planta. Aceste
simptome pot include ingédlbenirea, patarea, ondularea sau necroza-
rea marginilor frunzelor. In mediile de cultura a tesuturilor vegetale,
potasiul este furnizat frecvent sub forma de azotat de potasiu (KNO,)
si fosfat monopotasic (KH,PO,), iar clorura de potasiu (KCl) poate
fi utilizata ocazional.

Calciul (Ca) este un macroelement esential pentru cresterea si
dezvoltarea plantelor, avand un rol important in mentinerea integri-
tatii peretilor celulari si a membranelor celulare. In peretii celulari,
calciul se gdseste sub forma de pectat de calciu, contribuind la lega-
rea moleculelor de pectind si la coeziunea dintre celule. Prin acest
rol structural, calciul influenteaza fermitatea tesuturilor, stabilitatea
peretilor celulari si rezistenta mecanica a plantelor.
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Calciul participa, de asemenea, la reglarea permeabilitatii mem-
branelor, la diviziunea si elongarea celulard, la dezvoltarea varfurilor
de crestere si a sistemului radicular, precum si la unele procese enzi-
matice si metabolice. De asemenea, este implicat in asimilarea azo-
tului si Tn mentinerea echilibrului ionic la nivel celular. Sub forma de
oxalat de calciu, poate contribui la neutralizarea acidului oxalic, un
produs metabolic care, in concentratii ridicate, poate avea efect toxic
asupra celulelor.

Calciul are mobilitate redusa in planta, fiind transportat In prin-
cipal prin xilem, Tmpreuna cu fluxul de apa determinat de transpira-
tie. Din acest motiv, simptomele deficientei apar mai ales in tesutu-
rile tinere si in zonele cu crestere activa, cum ar fi varfurile lastarilor
si ale radacinilor. Deficienta de calciu poate determina deformarea,
brunificarea sau necrozarea varfurilor de crestere, dezvoltarea slaba a
radacinilor, fragilitatea tesuturilor si aparitia unor plantule anormale.

In mediile de culturi a tesuturilor vegetale, calciul este introdus
frecvent sub forma de clorurd de calciu dihidratata (CaCl,-2H,0).
Alte surse utilizate pot fi nitratul de calciu tetrahidratat [Ca(NO,), -
4H,0] sau, mai rar, fosfatul tricalcic [Ca,(PO,),]. Deoarece ionii de
calciu pot forma precipitate in combinatie cu fosfatii sau sulfatii, pre-
pararea solutiilor stoc trebuie realizatd atent, iar sarurile de calciu
sunt de obicei pastrate separat de sarurile care pot provoca precipi-
tare. Din acest motiv, CaCl,-2H,O este una dintre cele mai utilizate
surse de calciu in mediile de cultura in vitro.

Magneziul (Mg) este elementul central in moleculele de cloro-
fila. De asemenea, este important ca activator enzimatic. Magneziul
este un element mobil in cadrul plantei si poate fi translocat cétre
noile cresteri. Frunzele mai vechi vor prezenta cloroza intervenala.
Majoritatea formulelor de cultura tisulara necesita sulfat de magne-
ziu (MgSO,-7H,0), cunoscut si sub numele de saruri Epsom.

Sulful (S) este prezent in unele proteine. Acesta promoveaza
dezvoltarea sistemului radicular si frunzisul verde inchis. Sulful este
oarecum mobil in plante, iar o deficientd duce la ingdlbenirea gene-
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rala a plantei. Carentele sunt rare, insa, deoarece sulful este furnizat
in mediile de cultura tisulara impreuna cu alte elemente sub forma de
diversi compusi sulfat (SO,>).

Micronutrientii. Pe langd macroelementele necesare in canti-
tati mai mari, plantele au nevoie si de o serie de elemente minerale
esentiale, dar in concentratii foarte reduse. Acestea sunt numite mi-
croelemente, micronutrienti sau oligoelemente. Desi sunt necesare
in cantitdti mici, ele au un rol major in cresterea si dezvoltarea plan-
telor, participand la activarea enzimelor, sinteza clorofilei, procese-
le de oxidoreducere, diviziunea celulard si reglarea metabolismului
vegetal.

In cultura tesuturilor vegetale, importanta micronutrientilor a
devenit mai evidenta odata cu utilizarea apei si a substantelor chi-
mice cu grad inalt de puritate. In trecut, unele microelemente pu-
teau fi prezente accidental in medii, sub forma de impuritati din apa,
sdruri minerale sau alte componente chimice. Pe masurd ce aceste
materiale au devenit mai pure, aceste impuritati au fost eliminate, iar
lipsa anumitor elemente a dus la aparitia simptomelor de deficienta
in culturile in vitro. Astfel s-a demonstrat ca microelementele, chiar
daca sunt necesare 1n cantitati foarte mici, sunt indispensabile pentru
dezvoltarea normala a plantelor.

Microelementele sunt prezente in mod natural in sol, apa si or-
ganismele vii, insd n conditii in vitro ele trebuie introduse contro-
lat in mediul nutritiv. Cele mai importante micronutrienti utilizati in
mediile de cultura sunt fierul (Fe), manganul (Mn), zincul (Zn), borul
(B), cuprul (Cu), molibdenul (Mo), cobaltul (Co), iodul (I), nichelul
(N1) s1, in unele formulari, alte elemente in concentratii foarte reduse.

Borul (B) este un micronutrient esential pentru plante, avand
rol in transportul zaharurilor, diviziunea celulara, formarea pereti-
lor celulari, dezvoltarea meristemelor si procesele de fructificare.
De asemenea, participd la metabolismul azotului si la dezvoltarea
normala a organelor tinere. Deficienta de bor se manifesta diferit in
functie de specie, dar apare de obicei la tesuturile tinere, deoarece

64



GChid: Biotehnologii inovative in cercetare si educatie

borul are mobilitate redusa in planta. Simptomele pot include oprirea
cresterii, deformarea sau moartea varfurilor, frunze groase, fragile,
ondulate sau clorotice. La sfecla de zahar poate aparea ,,putregaiul
inimii”, la telind — frangerea tulpinii, iar la maslin — deformarea fruc-
telor, cunoscuta ca ,,fatda de maimuta”. Excesul de bor este toxic si
poate provoca arsuri, necroze sau moartea plantelor. In mediile de
culturd in vitro, borul se adauga in cantitati mici, de obicei sub forma
de acid ortoboric (H,BO,).

Clorul (Cl) ajuta la stimularea fotosintezei si pare a fi nece-
sar pentru cresterea plantelor. Simptomele deficientei includ frunze
ofilite, care devin ingélbenite sau bronzate si, ulterior, mor. Plantele
au nevoie de clor doar in cantitdti foarte mici, Insa acesta este inclus
in unele medii de cultura tisulara in cantitdti mai mari, sub forma
de clorurd de calciu (CaCl,-2H,0O). Aceste cantitati par a fi tolera-
te de majoritatea plantelor, dar unii cercetatori recomandd pruden-
ta atunci cand sunt inclusi compusi ai clorului in anumite formule,
sugerand obtinerea calciului din alte surse decat clorura de calciu
[Cachita-Cosma D. si al., 2000].

Deficienta de cupru (Cu) duce la incetinirea cresterii plantu-
lelor, aparitia malformatiilor, rasucirea si patarea frunzelor sau ofi-
lirea lastarilor tineri. Este cunoscut faptul ca cuprul este necesar in
procesele de conversie a energiei, deoarece poate alterna intre starea
cuproasd, monovalenta, si starea cupricd, divalenta. De asemenea,
este implicat 1n sinteza clorofilei si intra in componenta unor enzime.
Pentru furnizarea cuprului necesar in cultura de tesuturi, la majori-
tatea plantelor se utilizeaza aproximativ 0,025 mg de sulfat cupric
(CuSO, 5H,0) per litru de mediu.

Fierul (Fe) este implicat in sinteza clorofilei si participa la pro-
cesele de conversie a energiei 1n fotosinteza si respiratie, deoarece
poate trece de la starea ferica, trivalentd, la cea feroasd, bivalenta.
Deoarece fierul este imobil si nu poate fi translocat din frunzele mai
vechi, plantele cu deficit de fier prezinta ingdlbenirea frunzelor tinere,
in special intre nervuri, fenomen numit cloroza intervenald. La mo-
nocotiledonate, acest simptom poate da frunzelor un aspect dungat.
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In mediile de cultura tisulard, sulfatul feros (FeSO - 7H,O) este ade-
sea amestecat cu sarea de sodiu a acidului etilendiaminotetraacetic
(Na,EDTA; C, H N,ONa,-H O) pentru a sechestra fierul (chelare),
facandu-1 astfel mai usor disponibil plantelor. Cand se prepara solu-
tii stoc pentru mediile de cultura tisulara, fierul se prepard de obicei
ca stoc separat datorita tendintei sale de a precipita din solutie. Sunt
necesare grija si atentie atunci cand se prepara solutii stoc de fier.

Deficienta de mangan (Mn) este caracterizata prin Ingalbeni-
rea patatd a frunzelor. Acest mineral este un element esential pentru
functionarea cloroplastelor si participa la procesele de fotosinteza.
In mediile de culturi a tesuturilor, manganul necesar este furnizat de
obicei sub forma de sulfat de mangan (MnSO,-H,O).

Molibdenul (Mo) contribuie la transformarea azotului in for-
me asimilabile de catre plante si este implicat in fixarea azotului.
Este necesar pentru cresterea normala si sinteza proteinelor. Defici-
enta de molibden poate fi suspectatd atunci cand frunzele se ingal-
benesc intre nervuri. Lipsa molibdenului poate provoca afectiunea
numita ,,coada de bici”, caracterizata prin frunze inguste, la conopida
(Brassica oleracea var. botrytis) sau poate ingreuna cresterea legu-
minoaselor din familia Fabaceae.

Molibdenul este mai disponibil pentru plante in solurile alcali-
ne decat in cele acide. In mediile de culturd a tesuturilor, acesta se
adauga sub forma de molibdat de sodiu (Na,MoO,-2H,0), cunoscut
si ca sare de sodiu a acidului molibdic. Cantitatile care depasesc 10
parti per milion pot fi daunatoare plantelor.

Zincul (Zn) este un activator enzimatic implicat in formarea
clorofilei, precum si in producerea auxinei, respectiv a acidului in-
dol-3-acetic (AIA). In lipsa zincului, radacinile pot avea o dezvoltare
anormala, iar frunzele pot deveni patate, bronzate, galbene sau de-
formate. In mediile de cultura tisulard, zincul este inclus in cantititi
foarte mici, de obicei sub forma de sulfat de zinc (ZnSO,-7H,0).
Cantitatile mari de zinc sunt toxice pentru plante.

Iodul (I) este adesea adaugat in mediile de cultura sub forma
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de iodura de potasiu (KI). De obicei, nu este considerat un element
esential pentru plante, desi poate fi prezent in unii compusi organici.
Iodul pare sa aiba un efect nefavorabil asupra culturilor de rodo-
dendron, de aceea se recomanda omiterea lui din mediile destinate
acestei specil.

Cobaltul (Co) este un element prezent in molecula complexa a
vitaminei B , si are rol important in fixarea azotului, proces realizat
cu ajutorul bacteriilor fixatoare de azot. Acesta contribuie la conver-
sia azotului atmosferic in forme asimilabile de citre plante. In medi-
ile de cultura tisulara, cobaltul este adaugat, de obicei, sub forma de
clorura de cobalt (CoCl, 6H,0), in cantitati foarte mici, aproximativ
0,025 mg/L [Cachita-Cosma D. si al., 2000].

Substante chimice organice. In biologie, unele dintre cele mai
importante molecule sunt moleculele organice. Acestea contin cel
putin un atom de carbon, legat de un alt atom de carbon sau de un
atom de hidrogen. Exemple de compusi organici sunt carbohidratii,
regulatorii de crestere, proteinele si enzimele.

Compusii organici pot fi gaze, lichide sau solide, de obicei cu
puncte de topire relativ scazute, sub 680°F (360°C). Multi dintre
acestia sunt putin solubili in apa si nu conduc electricitatea in solutie
apoasd. Majoritatea compusilor organici pot arde si, de reguld, reac-
tioneaza mai lent decat compusii anorganici.

Plantele isi produc in mod normal propriii compusi organici.
Cu toate acestea, in cultura in vitro, plantulele nu pot sintetiza intot-
deauna toate substantele organice necesare pentru crestere si dezvol-
tare normald. De aceea, anumite substante organice sunt adaugate in
mediile de cultura a tesuturilor, pentru a completa rezervele proprii
ale plantulelor si pentru a sustine dezvoltarea acestora [Cachita-Cos-
ma D. si al., 2000; Badea E., Sandulescu D., 2001].

Carbohidratii includ substante organice precum zaharurile,
amidonul si celuloza. In cantitti si configuratii variate, carbonul (C),
hidrogenul (H) si oxigenul (O) sunt elementele principale care al-
catuiesc moleculele carbohidratilor. Aceste elemente sunt furnizate
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din abundenta sub forma de dioxid de carbon din aer si apa [Cachi-
ta-Cosma D. si al., 2000].

Zaharoza (C H_ O, ) este un dizaharid si reprezinta unul din-
tre cel mai comuni carbohidrati intalniti in tesuturile vegetale, fiind
si sursa de carbon preferatd pentru prepararea mediilor de cultura.
Zaharoza este formatd din doud monozaharide legate chimic: fruc-
toza (C,H ,O/) si glucoza (C H ,O,) [Cachitd-Cosma D. si al., 2000]
st este un produs indirect al fotosintezei. Plantele crescute in culturda
in vitro nu pot produce intotdeauna Intreaga cantitate de zahar nece-
sara pentru crestere, de aceea frecvent in mediile nutritive se adauga
zaharoza. Pentru majoritatea formulelor de mediu se recomanda, in
general, o concentratie de 30 g/L, adica 3%, iar 20 g/L, adica 2%,
este a doua concentratie frecvent recomandata [Murashige T., Skoog
F. A., 1962]. Pentru stimularea androgenezei, mediul nutritiv poate
fi suplimentat cu o concentratie mai ridicatd de zaharoza, de 12-18%
[Badea E., Sandulescu D., 2001].

Regulatorii de crestere ai plantelor, sau fitohormonii, nu sunt
nutrienti, ci substante chimice care influenteaza cresterea si dezvol-
tarea plantelor sau a anumitor organe ale acestora. Multi dintre aces-
tia sunt regulatori endogeni, produsi in mod natural de plante. Totusi,
plantele cultivate in vitro nu produc intotdeauna cantitati suficiente
de regulatori de crestere, de aceea acestia trebuie adaugati selectiv in
mediile de cultura.

Auxinele, citokininele, giberelinele, acidul abscisic (ABA) si
etilena se numara printre principalele substante utilizate ca regulatori
de crestere. Dintre acestea, auxinele si citokininele sunt folosite cel
mai frecvent in mediile de culturd [George E.F., Hall M.A., Klerk
G.J.D, 2007]. In general, auxinele stimuleaza alungirea celulelor si
initierea radacinilor, in timp ce citokininele contribuie la diviziunea
celulara si initierea lastarilor (tab. 2.6).

Existd numeroase interactiuni intre auxine si citokinine. Ra-
portul dintre auxind si citokinina este modificat in conditii in vitro
pentru a influenta formarea lastarilor si a radacinilor. Aceste doud
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grupe de fitoregulatori interactioneaza si cu alte substante chimice,
fiind influentate de factori de mediu precum lumina si temperatura.
In anumite conditii, efectele lor pot varia in functie de specie, soi,
tipul de explant si compozitia mediului nutritiv. De aceea, este im-
portant ca mediile de culturd tisulard sa contind tipurile potrivite de
regulatori de crestere si raportul adecvat pentru fiecare specie sau
varietate cultivata.

Auxinele sunt fitoregulatori de crestere care influenteaza alun-
girea celulelor, initierea radacinilor si formarea mugurilor adventivi.
Acestea induc dominanta apicald si pot suprima initierea mugurilor
laterali.

Tabelul 2.6. Regulatorii de crestere utilizati in culturi vegetale in vi-
tro

Grupul
regulatorilor Fitohormon Functia principala| Solubilitatea

de crestere

Inducerea formarii | Partial solubil n
radacinilor, alungi- | ap[ usor solubil in
rea celulelor alcool

Acid indol-3-acetic
(AIA)

Stimularea rizoge- | Partial solubil in

Acid indol-3- . o < o
nezeli, stabilizarea | apa usor solubil in

butiric (AIB) radacinilor alcool

Auxine Insolubil in a3
Acid naftalenacetic | Inducerea radacini- | o or aPa,

. . solubil usor in

(ANA) lor si calusului . .

’ acetona $1 eterl

2.4-D (Acid 2.4-di- Influcerez} calusu: Insolul;nl in aE)a,

L lui, embriogeneza solubil usor in

clorfenoxiacetic) 2 . .

somatica acetona $1 eterl

. . Stimularea formarii A

Benziladenina listarilor. inhibarea Solubil in NaOH

(BA) .7 . diluat sau HCI

rizogenezei
Citokinine . -

Kinetina (KIN) SJLTT?E&?J \;112211 Solubil in NaOH

’ diluat sau HCI

lastarilor

69



Mariana LOZINSCHII, Lilia BRINZA, Eduard COROPCEANU

Stimuleaza for-
marea lastarilor si
regenerarea adven-
tiva.

Thidiazuron (TDZ) Solubil in apa

Stimuleaza divizi-
unea celulara, for-

. . . | Solubil in NaOH
Meta-Topolin (mT) | marea lastarilor L diluat sau HCI
cresterea generala a
plantelor.
op diluat sau HCI

liferarea lastarilor.

Inducerea si cres-
terea lastarilor, mai | Solubil in NaOH

Zeatind ales la speciile sen- | diluat sau HCI
sibile
Sy . Stimularea alungirii
Gibereline ACICE (%ioe)rehc tulpinilor si germi- | Solubil in etanol
’ narea semintelor | sau NaOH diluat
Inhibitori Acid abscisic grlggrcizrnei?or?:;ucrrirsl_l Solubil in etanol
de crestere (ABA) . ; > | sau NaOH diluat
’ te rezistenta la stres
Inducerea apararii
Jasmonat / si a producerii de .
o i . lubil 1 1
Metil jasmonat metaboliti secun- Solubil'in etano
Alti regulatori dari

Reglarea cresterii
Brassinosteroizi | si dezvoltarii plan- | Solubili in etanol
telor

Auxinele sunt utilizate frecvent in mediile de cultura tisulara,
fie In combinatie cu citokininele in etapa de multiplicare, Etapa II,
fie fard citokinine 1n etapa de inradacinare, Etapa III. De asemenea,
auxinele sunt utilizate in procesele de embriogeneza somatica.

AIA (acid indol-3-acetic; C,;HNO,) apare in mod natural in
plante. Este cunoscut in practica Tnmultirii plantelor pentru rolul sau
in stimularea inrddacinarii butasilor si este utilizat frecvent si pentru
inrddacinare in mediile de culturd tisulara. AIA este instabil la lumi-

nd, de aceea trebuie depozitat la intuneric.
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AIB (acid indol-3-butiric; C,H ,NO,) este un alt hormon de
inradacinare utilizat frecvent in propagarea plantelor. Acesta poate fi
produs atat in mod natural in plante, cat si sintetic. Fiind mai stabil
decat AIA, AIB este adesea preferat pentru inducerea radacinilor n
cultura de tesuturi.

ANA (acid 1-naftalenacetic; C, H, O,) este un compus sintetic
de tip auxinic, utilizat uneori in mediile de cultura pentru inducerea
radacinilor si, n special, pentru stimularea formarii si cresterii calu-
sului.

2,4-D (acid 2.,4-diclorofenoxiacetic; q8H6C1203) este 0 auxina
sinteticd, cunoscuta in principal ca erbicid. In cultura tesuturilor ve-
getale, 2,4-D a fost utilizat pe scara largd pentru inducerea si creste-
rea calusului.

Citokininele sunt regulatori de crestere necesari in mediile de
culturd tisulara pentru diviziunea celulara, multiplicarea lastarilor si
proliferarea mugurilor axilari. Acestea contribuie la intarzierea se-
nescentei, adica a imbatranirii tesuturilor, si pot influenta transportul
auxinelor. Daca plantulele sunt prea subtiri, cresterea concentratiei
de citokinind poate favoriza formarea unor tulpini mai scurte si mai
groase.

Citokininele se dizolva, de obicei, in 1 M acid clorhidric (HCI).
In etapa de inradacinare, Stadiul III, acestea sunt, de regula, omise
din mediile de cultura. Totusi, pot apdrea efecte reziduale din Sta-
diul II, precum reducerea inradacinarii si a supravietuirii plantulelor
[Kane et al., 2008], dar si cresterea ramificarii atunci cand plantele
sunt cultivate ex vitro, dupa Stadiul IV.

BA (6-benziladenind; C ,H/N,) si BAP (6-benzilaminopurina,
C,H, N,) sunt utilizate in mediile de culturd pentru a promova cres-
terea mugurilor axilari. Acesti regulatori sintetici de crestere sunt
cel mai frecvent utilizate citokinine. 6-benzilaminopurina ribozida
(C17H19N504) poate fi folosita ca alternativa la BA.

Meta-topolina (mT — 6-(3-hidroxibenzilaminopurina); C H-
.1N,O) este o citokinind aromatica naturala, utilizata ca regulator de
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crestere vegetald. Aceasta este apreciata pentru stimularea eficienta
a multiplicarii lastarilor si pentru favorizarea inradacinarii in cultura
de tesuturi. Spre deosebire de citokininele clasice, mT poate reduce
inhibarea formarii raddcinilor si poate imbunatati aclimatizarea plan-
telor, fiind utila Tn micropropagare.

Meta-topolina este utilizata la diferite grupe de plante, inclusiv
orhidee, plante medicinale si aromatice, precum si specii lemnoa-
se, cum ar fi marul. Aceasta a fost izolata initial din frunze de plop
[Vrundha C.P.K. si al., 2021].

2iP (6-(y,y-dimetilalilamino) purina;, C, H,N,) este utilizat
frecvent in mediile de culturd a tesuturilor vegetale. Acesta are rol
important Tn diviziunea celulard, respectiv in citochineza, si in dez-
voltarea plantelor. La unele specii, precum azaleele, rododendronii
(Rhododendron) si dafinul de munte (Kalmia latifolia), 21P poate fi
mai eficient decat BA. Este produs sintetic, dar a fost identificat si Tn
ARN, precum si la bacteria patogend Corynebacterium fascians. La
unele plante superioare poate provoca diviziune celulara rapida si, ca
urmare, crestere neregulata.

Kinetina, KIN (6-furfurilaminopurina; C, H/N_O) induce di-
viziunea celulara atunci cand este prezentd Tmpreuna cu o auxina.
Este utilizata frecvent in mediile de culturd a tesuturilor vegetale
pentru stimularea formarii calusului si proliferarea lastarilor.

Zeatina [6-(4-hidroxi-3-metilbut-2-enilamino) purind; C, H-
sN.O] a fost descoperitd pentru prima datd in endospermul semin-
telor de porumb. Este o citokinina naturald si poate fi utilizatd in
mediile de cultura ca alternativa la 2iP sau BA.

Tidiazuronul (TDZ - 1-fenil-3-(1,2,3-tidiazol-5-il)uree) se
numara printre cele mai active substante cu efect asemanator citoki-
ninelor, utilizate 1n cultura tesuturilor vegetale, in special la speciile
lemnoase. Acesta faciliteaza micropropagarea multor specii lemnoa-
se recalcitrante. Concentratii foarte scazute, sub 1 uM, pot induce
o proliferare axilard mai intensa decat multe alte citokinine; totusi,
TDZ poate inhiba alungirea lastarilor.
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Giberelinele sunt un grup de substante naturale care influen-
teaza marirea celulelor si alungirea tulpinii. In anul 1926, Kurosawa
a observat ca secretiile ciupercii Gibberella fujikuroi determinau o
crestere anormal de rapida a rasadurilor de orez (Oryza). Substanta
responsabila era acidul giberelic (GA; C, H,,0,), care a fost ulterior
izolat in stare cristalina atat din ciuperci, cat si din plante superioa-
re. Au fost identificate chimic mai multe gibereline. Unele dintre
ele apar in embrioni, unde initiazd producerea enzimei alfa-amilaza,
care transforma amidonul in zaharuri si stimuleaza activitatea altor
enzime. GA, este uneori utilizat ca regulator de crestere pentru a
completa efectul auxinelor si citokininelor, in special atunci cand se

urmareste alungirea plantulelor [Kurosawa E., 1926].

Tabelul 2.7 demonstreaza ca succesul micropropagarii este de-
terminat de calibrarea find a regulatorilor de crestere, in functie de
genotip, stadiul ontogenetic al plantei si obiectivul morfogenetic ur-
marit: multiplicare sau maturare.

Datele sistematizate in tabelul 2.7 evidentiaza plasticitatea fizi-
ologica a speciilor luate in studiu si importanta echilibrului hormonal
in controlul etapelor de micropropagare. Analiza acestor protocoale
releva cateva aspecte fundamentale:

Tabelul 2.7. Protocoale de utilizare a regulatorilor de crestere
in multiplicarea si inrddacinarea in vitro a unor specii horticole
si medicinale

Concen-
Nr. Specie Regulator Etapa tratie re- Rol fiziologic
d/o| P de crestere| de cultura |comanda- si observatii
ta, mg/L
S 3 TDZ . .
BERE A lari si adventivi
E S S AIB Inradacinare | 0,5-1,0 Induce formarea
= © .. .
o AIA unui sistem radicu-
NS ANA lar viguros
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3 BA Tnmul‘gire 0,1-0,3 | Induce regenerarea
3 1P lastarilor; dozele
<= i i
s 3 TDZ mari pgt cauza vi
z < ) trificare
v ; AIB Inradacinare | 0,1-0,2 | Favorizeaza initie-
'5 AIA rea réd.filcini'lor fine
a ANA si aclimatizarea
- inmul;ire 0,1-0,5 Accelereaza divi-
E BA ziunea celulara si
Lg TDZ formarea de noi
% ‘§ muguri
g kS Inradacinare | 0,1-0,2 Sustine dezvoltarea
& AlB radiculard fard a
S| AlA inhiba tulpina
= ANA
N
= Inmultire 0,3-1,0 | Stimuleaza forma-
2 BA rea lastarilor din
2 TDZ muguri axilari
T
CIRS A
= ﬁ\ AIB Inradicinare | 0,1-0,3 Induce formarea
2 AIA radacinilor
= ANA Contribuie la dez-
< voltarea lastarului
~ A inmul‘gire 0,3-0,7 | Stimuleaza forma-
= B rea lastarilor din
3 TDZ R
5 S muguri axilari
5] =
g E AIB Inradacinare | 0,1-0,3 Induce formarea
N S AIA radacinilor in me-
& ANA diu semi-solid
N—
-~ Inmultire 0,5-2,0 | Formarea bulbuti-
& BA lor adventivi
T 2 21P
2 3
RIS = -
(-3 ‘§ AIB Inradacinare 0,5
é AIA
= ANA
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v’ Specificitatea citokininelor in etapa de proliferare. Se obser-
va ca, pentru speciile semilemnoase, precum aronia, murul si zmeu-
rul, citokininele de tip BA/BAP s1 TDZ sunt utilizate in concentratii
moderate, de 0,3-1,0 mg/L, pentru a contracara dominanta apicala si
a stimula proliferarea lastarilor. Utilizarea TDZ in doze mici, de 0,1-
0,5 mg/L, la Mentha si Rubus subliniaza potenta ridicatd a acestei
citokinine de tip feniluree, capabild sd inducd o ratd superioara de
multiplicare chiar si la concentratii reduse.

v'Dinamica rizogenezei sub influenta auxinelor. In etapa de in-
radacinare se constatd o reducere semnificativa a concentratiilor hor-
monale, acestea situandu-se, de regula, intre 0,1 si 1,0 mg/L. Utilizarea
auxinelor AIB si ANA reflecta necesitatea stimuldrii diviziunilor celu-
lare implicate in initierea radacinilor adventive. In cazul speciei Stevia
rebaudiana, concentratia minima de auxina, de 0,1 mg/L, este impor-
tantd pentru evitarea calusarii excesive, care ar putea afecta formarea
unei conexiuni vasculare functionale intre lastar si sistemul radicular.

Particularitati fiziologice la speciile cu organe de depozi-
tare. Un caz aparte este reprezentat de Galanthus spp. — ghiocelul
— unde protocolul hormonal nu vizeaza doar morfogeneza, ci si ma-
turarea organelor de rezerva. Spre deosebire de speciile de arbusti
fructiferi, la care auxinele sunt utilizate in special pentru rizogeneza,
la ghiocel, ANA poate actiona sinergic cu stresul osmotic indus de
zaharoza, la concentratii de aproximativ 60 g/L, facilitand acumula-
rea carbohidratilor si cresterea in diametru a bulbului.

Riscuri morfo-fiziologice. Mentiunea privind riscul de vitrifi-
care, adica aparitia tesuturilor cu aspect sticlos, la stevia in prezenta
dozelor ridicate de citokinine subliniaza necesitatea monitorizarii ri-
guroase a balantei hormonale. Un exces de citokinine poate perturba
dezvoltarea normala a tesuturilor, sinteza ligninei si metabolismul
apei in vasele de cultura.

Agenti gelifianti. Sursa agentului de solidificare poate fi im-
portanta si poate influenta tipul de raspuns al culturii. Agentii gelifi-
anti difera 1n functie de origine — alge, bacterii sau plante — cantitatea
utilizata per litru, cost, caracteristici fizice, precum punctul de topire
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si claritatea, comoditatea utilizarii si efectele asupra cresterii si dez-
voltarii culturilor.

Uneori, mediile sunt preparate fara agent gelifiant, rezultand
medii lichide, care pot fi mai favorabile pentru cresterea unor plante
micropropagate, precum crinul Inca (4lstroemeria), zmeurul, murul
sau aronia. Multe culturi in medii lichide trebuie plasate pe o masa
rotativa sau pe un agitator, pentru a preveni scufundarea si sufocarea
plantulelor. Totusi, plantulele care nu sunt complet scufundate pot
creste bine si fara agitarea mediului.

Agarul, cunoscut si sub denumirea de agar-agar sau guma de
agar, este un amestec de polizaharide obtinut din extracte ale unor
specii de alge rosii. In mediile de cultura tisulara, agarul actioneaza
ca agent gelifiant, fiind suficient de ferm pentru a sustine cultura, dar
suficient de permeabil pentru a permite difuzia aerului si a nutrienti-
lor catre plantule.

Agarul nu reactioneaza, in general, cu componentele mediu-
lui si nu este digerat de enzimele plantelor. Desi este considerat un
material relativ inert, agarul utilizat in cultura tisulard poate contine
urme de alte elemente. Deoarece nu este complet definit chimic, ori-
ce mediu care contine agar natural, spre deosebire de agarul sintetic,
trebuie considerat un mediu partial definit. Concentratia impuritati-
lor din agar poate varia in functie de sursa si gradul de puritate.

De obicet, 6-8 g de agar per litru de mediu sunt suficiente, insa
rezistenta gelului poate varia in functie de formula mediului, sursa si
calitatea agarului. Gelul trebuie sa fie suficient de ferm pentru ca me-
diul din eprubete sd mentina o inclinare uniforma, dar si suficient de
moale pentru ca materialul vegetal sa poata fi presat usor, asigurand
un contact bun cu suprafata agarului.

Mediile cu un continut scazut de saruri sau regulatori de creste-
re tind sd formeze geluri mai ferme decét cele cu un continut ridicat
de saruri si fitoregulatori. De asemenea, mediile cu pH scazut, in jur
de 4,5, tind sa fie mai moi sau chiar lichide, comparativ cu mediile
cu pH mai ridicat, de aproximativ 5,7.
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In functie de specie, rezistenta gelului poate influenta perfor-
manta plantelor. Un agar prea dur poate incetini difuzia nutrientilor
prin mediu, iar un agar prea moale poate favoriza vitrificarea, cunos-
cutd si ca hiperhidratare.

Guma gellan — denumiri comerciale Gelrite, Gelzan, Applie-
dGel, Phytagel — este un substitut al agarului, fiind un heteropoliza-
harid anionic foarte rafinat, alcatuit din mai multe tipuri de monoza-
haride. Mediul preparat cu guma gellan formeaza, dupa autoclavizare
si solidificare, un gel foarte transparent.

O diferenta importanta fatd de agar este ca pentru obtinerea unei
consistente echivalente este necesard o cantitate mai micd de guma
gellan, de obicei aproximativ 2,5 g/L.. Din punct de vedere practic,
la prepararea mediului, solutia apoasa trebuie sa fie rece pentru ca
guma sa se disperseze si sd se dizolve corespunzitor. De asemenea,
pentru solidificarea mediului este necesara prezenta cationilor diva-
lenti, precum calciul (Ca?") si magneziul (Mg*"). Textura si calitatea
finald a mediului sunt influentate de concentratia si tipul cationilor
divalenti prezenti in formula.

Prepararea mediilor nutritive. Succesul culturilor in vitro
este determinat, in mod fundamental, de respectarea strictd a pro-
tocoalelor de laborator in etapa de preparare a mediilor nutritive.
Aceastd procedurad necesitd o abordare sistematica si 0 cunoastere
aprofundatd a proprietatilor reactivilor, deoarece erorile de dozare
sau de manipulare pot compromite iremediabil viabilitatea explante-
lor [Cachita-Cosma D. si al., 2000; Badea E., Sandulescu D., 2001].

Familiarizarea cu utilizarea echipamentelor de precizie si dez-
voltarea unei rigori metodologice permit cercetatorului sa transfor-
me suportul nutritiv dintr-un simplu substrat intr-un instrument activ
de control al morfogenezei [Cachita-Cosma D. si al., 2000; Kyte Ly-
diane si al., 2013].

Un parametru critic in performanta culturii este reprezentat de
concentratia totala a sarurilor minerale, cu accent deosebit pe balanta
formelor de azot. Desi mediul Murashige-Skoog constituie un stan-
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dard larg utilizat datorita continutului sdu bogat n nutrienti, literatura
de specialitate indica faptul ca nivelurile ridicate de amoniu (NH,")
pot exercita efecte importante asupra dezvoltarii anumitor taxoni.
Pentru speciile sensibile, precum Pseudotsuga menziesii, Rhododen-
dron sau Arabidopsis, poate fi necesara reducerea concentratiei de
azotat de amoniu si de azotat de potasiu (KNO,) pand la o patrime
(1/4) din doza standard.

Eficacitatea acestui suport mineral poate fi sporita prin include-
rea unui complex specific de componente organice, esentiale pentru
stabilitatea fiziologica a tesuturilor. Mio-inozitolul (100,0 mg/L) este
utilizat pentru rolul sau important in biogeneza peretelui celular si in
procesele de semnalizare intracelulara, facilitind raspunsul rapid al
celulelor la stimulii hormonali [Kyte Lydiane si al., 2013].

Glicina si prepararea mediilor din solutii stoc. Glicina (2,0
mg/L) este un aminoacid cu rol de sursa de azot organic direct asimila-
bil, contribuind la reducerea stresului metabolic indus de conditiile de
cultura [Cachita-Cosma D. si al., 2000; Badea E., Sandulescu D., 2001].

Sinergia dintre concentratia completa a sarurilor MS si supli-
mentarea cu aceste vitamine $i aminoacizi a asigurat suportul ionic
necesar pentru sustinerea metabolismului intens in fazele de multipli-
care si crestere. Aceasta stabilitate nutritiva a constituit fundamentul
necesar pentru acumularea optima a substantelor de rezerva in solzii
bulbari, demonstrand ca formula MS standard satisface cerintele nu-
tritionale ale ghiocelului, fara a induce fenomene de fitotoxicitate
[Kyte Lydiane si al., 2013].

Prepararea mediilor din solutii stoc. Solutiile stoc sunt so-
lutii chimice concentrate, preparate in avans si utilizate pentru reali-
zarea mai multor loturi de medii. Acestea pot fi preparate in volume
de ordinul litrilor, avand concentratii de 10, 100 sau 1000 de ori mai
mari decat concentratia necesard in formula finala. In exemplul de
mai jos sunt utilizate solutii stoc concentrate de 100 de ori.

Solutiile stoc pentru macronutrienti, micronutrienti si vitamine
sunt disponibile si comercial, sub forma de amestecuri preformulate,
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la concentratii cuprinse ntre x10 si x1000. Utilizarea solutiilor stoc
elimina necesitatea cantaririi repetate a mai multor substante chimice
de fiecare data cand se prepara un lot de mediu. In plus, masuritorile
sunt mai precise, deoarece cantitdtile utilizate sunt mai mari decat
cele necesare pentru un singur lot, iar eventualele inexactitati minore
au un impact redus.

Unele ingrediente ale mediilor pot precipita, adica pot forma
compusi insolubili si pot iesi din solutie, daca sunt amestecate in
forma concentratd. Din acest motiv, fiecare grup de solutii stoc este
alcatuit din substante chimice care, de regula, nu precipita la concen-
tratia respectiva. Pentru a evita precipitarea, se recomanda ca, la pre-
pararea solutiilor stoc, sd se adauge intotdeauna mai intai o cantitate
mica de apa in balon, inainte de introducerea substantelor chimice.

Metodologia prepararii si standardizarii solutiilor stoc in mi-
cropropagare. Eficienta procesului de preparare a mediilor nutritive
depinde de utilizarea unor solutii stoc concentrate, riguros preparate,
care permit dozarea precisa si reproductibild a componentelor chimice.

1. Clasificarea solutiilor stoc in functie de natura constitu-
entilor

Pentru a evita interactiunile chimice nedorite si formarea precipita-
telor, componentele mediului sunt grupate in solutii concentrate specifice:

v" Solutii stoc de macroelemente — includ sarurile minerale
necesare in cantitdti mari. Acestea se prepard, de regula, la
concentratii de 10x sau 20% fata de mediul final si furnizea-
za baza minerala necesara dezvoltarii explantelor.

v" Solutii stoc de microelemente — cuprind oligoelementele nece-
sare in cantitdti foarte mici si se prepard, de obicei, la concen-
tratii de 100x. Acestea au rol de cofactori enzimatici esentiali.

v" Sursa de fier / chelatul de fier — se prepara obligatoriu sepa-
rat, din cauza tendintei fierului de a precipita in combinatie
cu alte componente ale mediului. Chelatarea fierului asigu-
ra mentinerea acestuia intr-o forma mai stabild si mai usor
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accesibila plantelor.

v Complexul vitaminic si aminoacizii — furnizeaza cofactori
organici indispensabili, precum tiamina, acidul nicotinic,
ridicate a unor compusi, aceste solutii necesita conditii spe-
cifice de preparare si conservare.

v Regulatorii de crestere / fitoregulatorii — sunt solutii de
inaltd precizie, de exemplu BAP, ANA sau AIB, preparate
de regula la concentratia de 1 mg/mL. Acestea controleaza
directia morfogenetica a culturii, influentdnd multiplicarea
lastarilor sau rizogeneza.

v" Sursele de carbon si aditivii organici — sunt reprezentate in
principal de zaharoza sau polialcooli si sunt integrate Tn mediu
pentru a asigura suportul energetic si controlul potentialului
osmotic.

2. Rigori tehnice de preparare, conservare si stabilitate

Pentru a garanta integritatea biochimica a solutiilor stoc, se im-
pune respectarea urmatoarelor norme de laborator:

v" Se foloseste exclusiv apa deionizatd sau distilata, cu con-
ductivitate minimad, pentru a preveni introducerea ionilor
interferenti.

v' Dizolvarea substantelor se realizeaza secvential, in apa
distilata de inalta puritate, sub agitare continud. Fiecare
component trebuie dizolvat complet inainte de adaugarea
urmitorului, pentru a preveni precipitarea. In cazul macro-
elementelor, sarurile de calciu si magneziu trebuie manipu-
late cu prudentd, deoarece pot reactiona cu ionii fosfat sau
sulfat la concentratii ridicate.

Sarurile minerale sunt, in general, termostabile si pot fi auto-
clavate impreuna cu mediul, la 121 °C. In schimb, multi regulatori
de crestere si unele vitamine sunt termolabile. Aceste componente se
sterilizeaza prin filtrare sterilizanta, folosind filtre cu porozitatea de
0,22 um, si se adaugd In mediul autoclavat dupa racirea acestuia la
aproximativ 45-50 °C.
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Managementul conservarii. Solutiile stoc se pastreaza in reci-
piente de sticld borosilicata sau polietilend de inalta densitate, la tem-
peratura de 4 °C. Solutiile sensibile la fotodegradare, precum cele
de vitamine sau anumiti regulatori de crestere, trebuie depozitate n
flacoane opace sau protejate de lumina.

Trasabilitate. Fiecare flacon trebuie sa prezinte o eticheta care
sd contina: denumirea solutiei, factorul de concentratie (10x%, 100x%),
pH-ul initial, data prepararii si initialele operatorului (fig. 2.15).

Mediu: Specie:

Preparat de: Data:
Volum preparat: Timp de sterilizare in autoclava:
pH pH final:

Numarprodus: Numar lot:

Semnatura

Fig. 2.15. Instructiune de marcare a solutiei stoc sau a mediului nutritiv

Protocoale de preparare si optimizare volumetrica a solu-
tiilor

In cele ce urmeazi sunt prezentate tabele si scheme orientative
privind prepararea solutiilor stoc de macroelemente, microelemente,
vitamine si regulatori de crestere, utilizate la elaborarea mediilor nu-
tritive pentru culturile vegetale in vitro.

Tabelele includ exemple de pregatire a diferitelor solutii stoc,
pentru volume variate, necesare in procesul de formulare a mediilor
nutritive destinate culturilor vegetale. Aceste exemple au rol orienta-
tiv si pot fi adaptate in functie de tipul mediului, concentratia solutiei
stoc si necesitatile specifice ale speciei cultivate.

Mod de preparare a solutiei stoc de macroelemente pentru me-
diul MS (tab. 2.8).
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Tabelul 2.8. Solutii stoc de macroelemente pentru mediul MS
[Street H. E., 1977]

Cantitati pentru diferite volume, mg/L
Macroelemente

1L SL 10L 100 L
MgSO,-7H,0 370 1850 3700 37000
CaCl,-2H,0 440 2200 4400 44000
KNO, 1900 9500 19000 190000
NH,NO, 1650 8250 16500 165000
KH,PO, 170 850 1700 17000

Pentru exemplificare, se prezintd modul de preparare a solutiei
stoc pentru 10 L de mediu, care se prepara intr-un vas de 500 mL,
de culoare inchisa, si se pastreaza la frigider. Pentru prepararea unui
litru de mediu se vor utiliza 50 mL solutie stoc de macroelemente.

Metoda descrisa pas cu pas: Se cantaresc nitratii, NH,NO, si
KNQO,, si se introduc impreuna intr-un vas de sticla. Acestia se dizolva
in aproximativ 50 mL apa deionizata sterild, deoarece nu reactioneaza
intre ei si nu formeaza precipitat. Restul macroelementelor se canta-
resc separat si se introduc 1n trei vase de sticld diferite. Fiecare com-
ponent se dizolva separat Tn aproximativ 50 mL apa deionizata sterila.

Pentru a evita precipitarea, solutiile de saruri se adauga intr-un
pahar gradat in urmatoarea ordine:

* solutia de sulfat;

* solutia de fosfat;

* solutia de nitrati;

* solutia de clorura de calciu.

Se amesteca bine, apoi se completeaza cu apa deionizata sterild
pana la volumul final de 0,5 L. Solutia obtinuta se pastreaza la frigi-
der, in recipient inchis la culoare.

Se prezintd modul de preparare a solutiei stoc de microelemen-
te pentru 100 L de mediu, care se prepara intr-un vas de 100 mL si
se pastreaza la frigider. Pentru prepararea unui litru de mediu se uti-
lizeaza 1 mL solutie stoc de microelemente. Aceasta solutie poate fi
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pastrata la frigider timp de pana la 3 luni sau, pentru o perioada mai
indelungata, la congelator.

Pentru preparare, fiecare component se dizolva separat in apro-
ximativ 10 mL apa deionizata, apoi solutiile se combina in ordinea
prezentata in tabelul 2.9.

Pentru exemplificare, se prezintd modul de preparare a solutiei
stoc de Fe si Na,EDTA pentru 20 L de mediu, care se prepara intr-un
vas de 200 mL si se pastreaza la frigider. Pentru prepararea unui litru
de mediu se utilizeaza 10 mL solutie stoc de Fe si Na,EDTA. Aceas-
ta solutie poate fi pastrata la frigider timp de maximum 3 luni.

Tabelul 2.9. Compozitia solutiilor stoc de microelemente
pentru mediul MS [Street H. E., 1977]

Cantitati pentru diferite volume, mg/L
Microelemente

1L SL 10L 100 L
MnSO,-4H,0 16,9 84,5 169 1690
KI 0,83 4,15 8,30 &3
CoCl,-6H,0 0,025 0,125 0,25 2,5
ZnSO,'7H,0 8,6 43 86 860
CuSO,-5H,0 0,025 0,125 0,25 2,5
H,BO, 6,2 31 62 620
Na,MoO,-2H,0 0,25 1,25 2,5 25

Solutia se prepara prin dizolvarea separatd a fiecarui compo-
nent in aproximativ 50 mL apd deionizata, apoi componentele se
combind conform ordinii prezentate in tabelul 2.10.

Tabelul 2.10. Solutii stoc de Fe si Na2EDTA pentru mediul MS

Cantitati pentru diferite volume, mg/L
Microelemente
1litru | Slitri | 10 litri 20 litri
FeSO,-7H,0 27,8 139 278 556
Na,EDTA-2H,0 37,3 186,5 373 746
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Nu se recomanda prepararea solutiilor stoc pentru mio-inozitol
si glicind; aceste componente se cantaresc de fiecare data cand se
prepara un mediu nutritiv.

Vitaminele sunt componente importante ale mediului de cultu-
ra MS si indeplinesc rolul de coenzime in diverse procese metabolice
ale celulei vegetale. Complexul vitaminic al mediului MS contine de
obicei tiamind (vitamina B, ), acid nicotinic (vitamina B,), piridoxina
(vitamina B,) si glicind. Solutiile stoc se recomanda doar pentru acid
nicotinic, piridoxina si tiamina (tab. 2.11).

Tabelul 2.11. Compozitia solutiilor stoc de vitamine pentru mediul MS

Cantitati pentru diferite volume, mg/L
Vitamine
1litru | 2litri | 10 litri 100 litri
Mio-inozitol 100 200 1000 10000
Glicina 2 4 20 200
Acid nicotinic 0,5 5 50
Pirodoxina HCl 0,5 1 5 50
Tiamina HCI 0,1 0,2 1 10

Prepararea mediului nutritiv MS utilizind solutiile stoc
preparate anterior s-a realizeaza conform urmatoarei proceduri:

1. Calcularea volumului necesar. Se stabileste volumul final
de mediu care urmeaza sa fie preparat (de exemplu, 1 L).

2. Addaugarea apei distilate. Intr-un balon Erlenmeyer sau pa-
har Berzelius se introduc aproximativ 70-80% din volumul final de
apa distilata sau deionizata sterila.

3. Addugarea solutiilor stoc. Se adauga succesiv, sub agitare
continud:

* solutia stoc de macroelemente;

* solutia stoc de microelemente;

* solutia stoc de fier (Fe-EDTA);

* solutia stoc de regulatori de crestere (auxine si/sau citokini-
ne), dacd protocolul experimental o prevede;
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* solutia stoc de vitamine.

» adaugarea sursei de carbon. Se adauga zaharoza, in concen-
tratia stabilitd prin protocol (in mod obisnuit 30 g/L), si se amesteca
pana la dizolvarea completa. Se completeaza cu apa distilata pana la
volumul final dorit.

* Ajustarea pH-ului. pH-ul mediului se ajusteaza, de regula, la
5,7-5,8, utilizand solutie de NaOH 1 N sau HC1 1 N.

» Adaugarea agentului de gelificare (pentru medii solide). Se
adauga agar (6,5-8,0 g/L, in functie de tipul agarului utilizat) sau alt
agent de gelificare si se omogenizeaza.

Topirea si dizolvarea agarului. Dupa ajustarea pH-ului mediu-
lui nutritiv la 5,7-5,8, se adauga cantitatea necesara de agar (6,5-8,0
g/L, in functie de tipul agarului utilizat). Amestecul se omogenizeaza
si se incalzeste treptat pe o plitd magnetica cu agitare continud, pana
la atingerea punctului de fierbere, asigurand astfel dizolvarea com-
pletd a agarului si obtinerea unui mediu omogen, limpede, lipsit de
particule nedizolvate.

Fierberea prelungitd este evitata, deoarece poate determina
evaporarea apei, modificarea volumului final al mediului si afectarea
stabilitatii unor componente termolabile.

Repartizarea mediului nutritiv. Dupa dizolvarea completa
a agarului, mediul nutritiv se distribuie in recipientele de cultura
(eprubete, borcane sau flacoane), in volume corespunzatoare fiecarei
variante experimentale.

Sterilizarea. Recipientele cu mediu se sterilizeaza in autoclav la
121°C, sub o presiune de 1,05 kg/cm? (15 psi), timp de 15-20 minute.

Racirea si solidificarea. Dupa sterilizare, recipientele se lasa sa
se raceasca si sa se solidifice in conditii aseptice, evitand orice sursa
de contaminare.

Depozitarea. Mediul nutritiv preparat se pastreaza la temperatu-
ra de 4-8 °C, 1n conditii de protectie fatd de lumind, pana la utilizare.

Desi fiecare specie vegetald necesitd un protocol specific pentru
optimizarea randamentului, procesul tehnologic reprezintd o succesiu-
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ne de etape standardizate, menite sa asigure trecerea materialului bio-
logic din mediul natural catre plante viabile si aclimatizate (fig. 2.16).

MICROPROPAGARE - SCHEMA METODEI

¥

Planta mama Prelevarea Dezinfectarea Introducerea
sanitoasa explantului explantului in mediu aseptic
(mediu nutritiv)

MULTIPLICARE (multiplicarea lastarilor)

Proliferarea lastarilor prin muguri axilari / organogenezi ) Subculturi repetate

.
l pentru multiplicare
(’ ¥,
INRADACINARE (l'ormarea radacinilor)
L Transfer pe mediu cu regulator de cregtere radicular )

ACLIMATIZARE
B % B
Plante obtinute prin
Plante in vase de culturd Plante aclimatizate micropropagare ~
in conditii de umiditate ridicatd a umiditatii ferate in sol sdnitoase, uniforme
si fara agenti patogeni
’ Explant (ned, internod, Mediu nutritiv
fragment de frunza, petiol) steril Listar in multiplicare Radicini formate

Fig. 2.16. Schema metodei de micropropagare
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Schema de micropropagare cuprinde cateva etape succesive:
selectarea si introducerea materialului vegetal de pornire in cultura,
sterilizarea explantului, inducerea si multiplicarea lastarilor pe me-
diu nutritiv, Inrddacinarea plantelor regenerate si adaptarea ulterioa-
ra a acestora la conditiile mediului exterior. Metoda permite obtine-
rea unei cantitati mari de material saditor genetic omogen si sanatos,
intr-o perioada relativ scurtd de timp.

Micropropagarea este utilizatd pe scara larga in agricultura, ame-
liorare, conservarea speciilor rare de plante si cercetare stiintifica, de-
oarece asigurd o rata ridicata de multiplicare si posibilitatea obtinerii
plantelor pe tot parcursul anului, indiferent de conditiile sezoniere.

2.5. Aplicatii practice ale culturilor in vitro

Importanta practica a culturilor in vitro constd in posibilitatea
de a obtine pe tot parcursul anului material vegetal de calitate, indi-
ferent de factorii sezonieri. Aceste tehnologii sunt utilizate pe scara
largad pentru microinmultirea plantelor, conservarea speciilor rare si
pe cale de disparitie, crearea de colectii de resurse genetice, desfa-
surarea de cercetdri stiintifice si pregatirea specialistilor in domeniul
biotehnologiei.

Productia comerciala de plante. Industria horticola utilizeaza
pe scara larga culturile in vitro pentru productia comerciala a unei
game diverse de plante ornamentale, plante medicinale si aromati-
ce, precum si culturi agricole importante. Orhideele, bromeliaceele,
plantele carnivore si alte specii ornamentale rare sau valoroase sunt
produse in cantitati mari prin micropropagare. Aceasta tehnologie
permite obtinerea rapidd a materialului saditor uniform, de 1nalta ca-
litate si liber de patogeni [Lozinschi M. si al., 2015].

In cadrul programelor de ameliorare genetica, culturile in vitro
accelereaza semnificativ procesul de obtinere si testare a unor soiuri
noi. Prin combinarea cu tehnici de mutageneza in vitro sau inginerie
genetica, se pot genera rapid cantititi mari de plante cu caracteristici
stabile. De asemenea, salvarea embrionilor prin cultura in vitro per-
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mite obtinerea de hibrizi viabili din incrucisari incompatibile, extin-
zand astfel posibilitatile de ameliorare.

Producerea de plante libere de virusuri. Una dintre cele mai
importante aplicatii ale culturilor in vitro este obtinerea de plante
libere de virusuri si alti patogeni sistemici. Cultura de meristeme,
combinata cu termoterapia si chimioterapia, permite eliminarea viru-
surilor din materialul vegetal infectat. Meristemele apicale, datorita
diviziunii celulare rapide si lipsei conexiunilor vasculare dezvoltate,
contin de obicei concentratii foarte scazute de particule virale sau nu
contin deloc virusuri.

Procesul de insdnatosire constd in izolarea unor meristeme
foarte mici, de 0,1-0,5 mm, de la plantele infectate, cultivarea lor in
vitro si testarea ulterioard a plantelor regenerate pentru confirmarea
absentei virusurilor, prin metode serologice sau moleculare. Aceasta
tehnicd este esentiald pentru mentinerea stocurilor de plante-mama
certificate in pepiniere si pentru reabilitarea soiurilor valoroase in-
fectate. Plantele libere de virusuri prezintd, de regula, vigoare supe-
rioard, productivitate crescutd si calitate mai buna a produselor.

Conservarea germoplasmei. Culturile in vitro ofera metode
eficiente pentru conservarea pe termen mediu si lung a resurselor
genetice vegetale. Conservarea in crestere lentd implicd modifica-
rea conditiilor de culturd, cum ar fi temperatura scazuta, concentratia
crescutd de agenti osmotici sau utilizarea inhibitorilor de crestere,
pentru a reduce rata de crestere si a extinde intervalul dintre subcul-
turi. Aceastd metoda este utilizatd pentru conservarea pe termen me-
diu, reducand costurile de intretinere si riscurile de contaminare sau
pierdere a materialului vegetal.

Crioconservarea reprezintd solutia optima pentru conservarea
pe termen lung a materialului vegetal. La aceastd temperatura, toate
procesele metabolice sunt suspendate, iar materialul poate fi pastrat
teoretic pe termen nelimitat, fara modificari genetice semnificative.
Tehnicile de crioconservare includ inghet lent controlat, vitrificarea,
encapsulare-deshidratare si droplet-vitrification, fiecare fiind optimi-
zatd pentru diferite tipuri de explante si specii.
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Culturile in vitro reprezinta una dintre cele mai importante di-
rectii ale biotehnologiei vegetale, bazata pe cultivarea celulelor, tesu-
turilor si organelor vegetale in conditii sterile si controlate. In functie
de materialul biologic utilizat si de obiectivele urmarite, au fost dez-

voltate diferite tipuri de culturi in

vitro, fiecare avand un rol specific

in multiplicarea plantelor, regenerarea acestora, ameliorarea genetica,
conservarea resurselor genetice si cercetarea proceselor fiziologice
[Andronic L., Smerea S., Calugaru-Spataru T., Dascaliuc A., 2026 ].

Cunoasterea particularitatilor si a aplicatiilor fiecarui tip de cul-
turd este esentiald pentru valorificarea eficienta a potentialului bio-
tehnologiilor vegetale moderne (fig. 2.17).

Fig. 2.17. Tipuri de culturi in vitro si scopul lor

1. Cultura embrionilor

e scurtarea ciclului de ame-
liorare prevenirea avortarii
embrionilor depasirea obtiner-
ea haploizilor

e sursd de explante pentru
calus

.....

otice

Pomi fructiferi: Cires, piersic,
cais, prun (soiurile cu coacere tim-
purie).

Cereale: Hibrizi de grau x secara
(Triticale), porumb, orz.

Plante horticole: Orhidee, tranda-
fir, liliac.

Leguminoase: Tomate salbatice,
ardei, fasole (pentru hibrizi inter-
specifici).

Plante tropicale: Bananier, citrice,
bumbac

2. Cultura de calus

/ celule in suspensie

e regenerare prin muguri sau
embrioni

variabilitate somaclonala

e selectia mutantilor

e producerea metabolitilor
secundari

e biotransformare

Cultura de calus: tutun, morcov,
cartof, orez, vita-de-vie, lucerna
garoafa, crizantema.

Cultura de celule in suspensie:
tisa (taxus), ginseng, degetelul 1an-
os (digitalis), sfecla rosie, cafea,
roiba (rubia).
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3. Cultura de meristeme

e climinarea patogenilor (vi-
rusuri, bacterii, ciuperci);

¢ clonarea plantelor;

e conservarea germoplasmei;
¢ obtinerea plantelor libere de
virusuri.

Cartof (Solanum tuberosum)
Capsun (Fragaria x ananassa)
Bananier (Musa spp.)

Trestie de zahar (Saccharum offi-
cinarum)

Usturoi si Ceapa (Allium spp.)
Vita-de-vie (Vitis vinifera)
Orhidee (Phalenopsis, Orchis)
Garoafa (Dianthus caryophyllus)
Crizantema (Chrysanthemum spp.)
Cartof dulce (Ipomoea batatas)

4. Cultura de antere si microspori

e obtinerea haploizilor si li-
niilor homozigote

¢ plante supermascule

¢ selectia mutantilor

Tutun (Nicotiana tabacum)

Orez (Oryza sativa )

Grau (Triticum aestivum )

Orz (Hordeum vulgare)

Répita (Brassica napus)
Conopida (Brassica oleracea var.
botrytis)

Porumb (Zea mays)

S. Cultura de apexuri si noduri

o lastarire axilara (clonare)
e crioconservare

Menta (Mentha spp.)
Vita-de-vie (Vitis vinifera)
Cartof (Solanum tuberosum)
Stevia (Stevia rebaudiana)
Mur si Zmeur (Rubus spp.)
Eucalipt (Eucalyptus spp.)
Trandafir (Rosa spp.)
Piersic si cires (portaltoi)

6. Cultu

rad

e protoplasti

e hibridare somatica
e crearea cibrizilor

Tutun (Nicotiana tabacum)
Cartof (Solanum tuberosum)
Rosii (Lycopersicon esculentum)
Petunia (Petunia hybrida)
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o transfer de gena Morcov (Daucus carota)

¢ variabilitate somaclonala Orez (Oryza sativa)

Porumb (Zea mays)

Répita (Brassica napus)

Citrice (Citrus spp.)

Mar (Malus domestica)

Papadie (Taraxacum officinale)
Gascarita (Arabidopsis thaliana)

Schemele prezentate evidentiaza diversitatea tehnicilor de cul-
turd in vitro si importanta acestora in biotehnologiile vegetale mo-
derne. Fiecare tip de cultura (cultura de calus, celule in suspensie,
meristeme, antere si microspori, apexuri si noduri, protoplasti) pre-
zinta aplicatii specifice, fiind utilizata pentru multiplicarea rapida a
plantelor, obtinerea materialului vegetal sanatos, conservarea ger-
moplasmei, ameliorarea genetica si crearea unor noi forme vegetale.
Integrarea acestor metode permite valorificarea potentialului regene-
rativ al celulelor vegetale si ofera solutii eficiente pentru cercetare,
agriculturd durabila si conservarea resurselor genetice vegetale.

in concluzie, diversele tipuri de culturi in vitro constituie in-
strumente eficiente ale biotehnologiei vegetale moderne, destinate
rezolvarii unel game largi de probleme stiintifice si practice cu apli-
cabilitate in micropropagare, ameliorare, obtinerea plantelor libere
de agenti patogeni si conservarea biodiversitatii. Utilizarea lor per-
mite microinmultirea plantelor, conservarea resurselor genetice, ob-
tinerea de material de plantare fara virusi, efectuarea de cercetari de
selectie, studierea proceselor fiziologice si obtinerea de compusi bio-
logic activi valorosi. Diversitatea culturilor in vitro oferd posibilitati
largi pentru dezvoltarea cercetarilor fundamentale si implementarea
biotehnologiilor inovatoare in practica.
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3. Mentha spp.:
INITIEREA SI MULTIPLICAREA IN VITRO

3.1. Descrierea botanica a speciei Mentha citrata Ehrh.

Biotehnologii
inovative in
cercetare si educatie

Genul Mentha cuprinde plante pe-
rene aromatice din familia Lamiaceae,
fiind raspandit predominant in zonele cu
clima temperatd globului. Din punct de
vedere etimologic, denumirea genului
provine de la personajul legendar grec
~Minthe”, fapt ce reflectd importanta
culturald si simbolica a acestei plante
incd din cele mai vechi timpuri. Menta are o istorie documentata de
utilizare de peste 2000 de ani, fiind considerata un simbol al ospitali-
tatii in numeroase culturi si fiind utilizata pe scara larga in civilizatiile
antice — nu doar in scopuri medicinale traditionale, ci si in aromatera-
pie, gastronomie si ritualuri domestice. In medicina traditionala chine-
za, menta a fost valorificata pentru proprietatile sale terapeutice, fiind
considerati un remediu esential in tratamentele naturale. In prezent,
metabolitii secundari extrasi din diverse specii ale genului Mentha sunt
utilizati extensiv in obtinerea produselor cosmetice, analgezicelor, in
tratamentul febrei, cefaleei, racelilor, dar si ca agenti de aroma in in-
dustria alimentara [ Yousefian S., Esmaeili F.; Lohrasebi T.A., 2023].

b
e

Anumite specii din acest gen sunt valorificate ca plante indus-
triale datorita continutului ridicat de uleiuri esentiale bogate in mo-
noterpene, compusi intens utilizati in domeniile alimentar, al arome-
lor, cosmetic si farmaceutic. Diversitatea speciilor de Mentha este
considerabild, acestea prezentand variatii semnificative atat in ceea
ce priveste trasaturile morfologice, cat si nivelurile de poliploidie
[Bhat S., Maheshwari P., Kumar, S., Kumar A., 2002].
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Mentha citrata Ehrh., cunoscuta sub denumirile comune de men-
ta de bergamota sau menta de lamaie, prezintd o taxonomie si 0 morfo-
logie care au generat, de-a lungul timpului, controverse si interpretari
variate in ceea ce priveste clasificarea sa botanica. Potrivit unor autori,
M. citrata, este consideratd o varietate a speciei Mentha aquatica L.
[Bhat S., Maheshwari P., Kumar S., Kumar A., 2002]. Pe de alta parte,
alte surse din literatura de specialitate sustin ca aceasta specie ar fi,
de fapt, un hibrid rezultat din ncrucisarea dintre Mentha viridis L. si
Mentha aquatica L. [Mastelic J., Milos M.; Kustrak D., 2000].

M. citrata are frunzele ovate, de un verde stralucitor, opuse si
incrucisate, cu suprafete netede si margini usor tocite si zimtate, ceea
ce face ca frunzele sa fie moi la atingere. Menta de bergamota este
o planta versatila, apreciata pentru numeroasele sale utilizari in aro-
materapie, arte culinare, medicind naturald si produse de curatare.
Aroma sa unica si beneficiile pentru sanatate o fac o alegere populara
pentru oricine este interesat de remedii naturale, medicind pe baza de
plante si bundstare holistica.

3.2. Importanta biologica, economica si medicinala

Speciile din genul Mentha, contin ca principali constituenti,
compusi precum mentolul, acetatul de mentil, mentona, pulegona,
mentofuranul si alti derivati ai structurii p-mentanice. Dintre aces-
tia, mentolul reprezintd un constituent chimic terpenoid specific si
caracteristic reprezentantilor genului Mentha. Totusi, M. citrata se
distinge de alte specii din genul Mentha prin absenta mentolului
sau, in unele cazuri, prin prezenta acestuia doar in cantitati foarte
reduse [Mastelic J., Milos M.; Kustrak D., 2000; Ouakouak H., Ben-
chikha A., Hassani A., Ashour M., 2019; Pragadheesh V.S., Yadav
A., Chanotiya C.S.; 2020]. In compozitia uleiului esential, compusii
majoritari sunt acetatul de linalil si linalool, care confera plantei un
profil aromatic specific, diferit de cel al speciilor bogate in mentol
[Cappellari, L.R. Santoro M.V., Schmidt A., Gershenzon J., Banchio
E., 2019]. Aceasta specie prezintd o adaptabilitate ridicata la conditii
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de cultivare diverse, si poate fi crescuta atat 1n spatii exterioare (gra-
dini), cat si in recipiente (ghivece), in mod similar altor specii din
acelasi gen.

Speciile de Mentha (Mentha spp.) sunt recunoscute pentru im-
portanta lor in industria farmaceutica, in principal datorita continutu-
lui ridicat de uleiuri esentiale cu efecte biologice active. In acest con-
text, dezvoltarea unor metode eficiente de multiplicare si ameliorare
a caracteristicilor morfo-fiziologice devine esentiala pentru creste-
rea productivitdtii si optimizarea calitatii materiei prime. Cercetarile
efectuate asupra a sase varietati de selectie ucraineana au demonstrat
faptul ca tehnicile moderne de micropropagare clonald si ameliorare
in vitro influenteaza semnificativ dezvoltarea anatomica si fiziologi-
ca a plantelor [Talankova-Sereda T.E., Kolomiets J.V., Holubenko
A.V., Nuzhyna N.V., 2019]. Aceste interventii biotehnologice au
favorizat formarea tesuturilor conducatoare, cresterea acumularii de
biomasa, precum si sporirea productivitatii in conditii in vivo, aspec-
te evidentiate prin indicatori agronomici precum acoperirea foliara,
randamentul de frunze uscate si dezvoltarea rizomilor. De asemenea,
s-a constatat o crestere semnificativa a continutului de ulei esential,
ajungand pana la 28,6 kg/ha.

Studii complementare au analizat influenta regulatorilor de
crestere asupra dezvoltdrii si compozitiei chimice a mentei, subli-
niind rolul acestora in optimizarea calitatii fitoproduselor [Santoro
M.V, Nievas F., Zygadlo J., Giordano W., Banchio E., 2013]. Orga-
nogeneza in vitro a fost obtinuta cu succes la speciile M. x piperita
si M. spicata, pornind de la discuri foliare, cu regenerare observata
dupa sase saptamani de cultura. Protocolul optimizat a implicat o
etapa initiald de doud saptdmani pe mediu Murashige-Skoog supli-
mentat cu manitol si fitoregulatori de crestere (6-benziladenind si
acid indol-3-butiric), urmata de transferul explantelor pe un mediu
fara manitol, Tmbogatit cu acid a-naftalenacetic, 6-benziladenina si
tidiazuron. In aceste conditii, au fost obtinute rate de regenerare de
78% pentru M. x piperita $s1 49% pentru M. spicata, demonstrand efi-
cienta metodei pentru aplicatii precum transformarea genetica asista-
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ta de Agrobacterium tumefaciens [Jullien F. si al., 1998; Samantaray
A., Sial P., Kar M., 2012].

In cazul speciei M. citrata, literatura de specialitate mentionea-
za utilizarea culturilor transformate genetic in scopul producerii de
monoterpene in conditii in vitro. Aceste culturi au reprodus profilul
chimic al uleiului esential caracteristic plantei-mama, dominat de
linalool si acetat de linalil, subliniind aplicabilitatea biotehnologiei
in Tmbunatatirea calitdtii plantelor aromatice [Mastelic J., Milos M.,
Kustrak D., 2000; Santoro M.V.; Nievas F.; Zygadlo J.; Giordano
W.; Banchio E., 2013].

3.3. Protocol de micropropagare a speciei Mentha citrata Ehrh.

In contextul agriculturii durabile si al industriei farmaceutice,
multiplicarea in vitro a plantelor medicinale precum M. citrata de-
vine o tehnologie esentiald. Aceastd metoda biotehnologica permite
obtinerea materialului saditor omogen si avirotic, facilitind conser-
varea geneticd, standardizarea productiei si protectia resurselor na-
turale. In plus, propagarea in vitro, in special din varfuri meristema-
tice, contribuie la eliminarea patogenilor (virusuri, bacterii, fungi)
care afecteaza frecvent culturile repetate, ceea ce o face ideald pentru
agricultura ecologica si pentru productia de materie prima destinata
industriei farmaceutice.

Cercetarile au fost realizate in laboratorul de cercetari stiintifice
., Genetica, Fiziologie si Biochimie a Plantelor” din cadrul Univer-
sitatii Pedagogice de Stat ,,Jon Creanga” din Chisinau. Explanturile
de M. citrata au fost prelevate de la plante-mama sandtoase, crescute
in conditii controlate, pe terenuri necontaminate, fara expunere an-
terioard la agenti patogeni si tratate preventiv cu fungicide (fig. 3.1
A, B).
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Fig. 3.1. Aspectul morfologic al M. citrata Ehrh.:
A — plante-mama cultivate in conditii de serd; B — explanturi

La ment4, se prefera fragmentele de lastari tineri datoritd ratei mari
de regenerare si expunerii reduse la agenti patogeni. In cazul M. citrata,
rezultate foarte bune au fost obtinute folosind explanturi bine diferenti-
ate, precum meristeme apicale, muguri, noduri sau segmente de tulpi-
nd. Dintre acestea, segmentele nodale si varfurile de lastari care contin
meristeme apicale sau axilare sunt cele mai frecvent utilizate, datorita
potentialului lor ridicat de regenerare si riscului scazut de contaminare.

Nu in ultimul rand, explanturile trebuie sa prezinte o capacita-
te intrinsecd ridicata de regenerare, contindnd celule meristematice
sau celule cu potential de totipotenta, precum apexurile de lastari.
Acestea raspund eficient la regulatorii de crestere inclusi in mediile
de cultura, cum ar fi BA sau IBA, facilitdnd obtinerea regenerarii
plantelor in conditii controlate.

Pentru initierea culturilor in vitro de M. spicata, fragmentele
vegetale au fost supuse unui proces riguros de asepsizare. In prima
etapd, explantele au fost imersate n etanol 70%, urmat de 3-4 spalari
succesive cu apa distilatd sterila. Ulterior, s-a aplicat tratamentul cu
clorura de mercur (HgCl, 0,1%) in prezenta surfactantului Tween-20,
timp de 5 minute, pentru reducerea incarcaturii microbiene. Dupa
acest pas, explantele au fost clatite de 3-4 ori cu apa distilata sterila,
pentru Indepartarea reziduurilor toxice. Explantele sterilizate au fost
transferate pe mediu nutritiv de tip Murashige-Skoog (MS), supli-
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mentat cu 6-benzilaminopurind in concentratii cuprinse Intre 1,0 si
2,5 mg/L si acid indolbutiric la 0,5-1,5 mg/L [Sayed Shaqur Ahmed,
Homayra Huq, Farhana Afrin Vabna, Fahima Khatun, 2024].

Elaborarea protocolului optim de sterilizare a presupus testarea
comparativa a mai multor agenti dezinfectanti, in scopul identificarii
combinatiilor care asigurd o decontaminare eficienta fara a compro-
mite viabilitatea explanturilor.

Agenti sterilizanti utilizati la asepsizarea materialului biolo-
gic. Analiza comparativa a celor 8 variante de agenti de steriliza-
re testate in cadrul laboratorului evidentiaza ca succesul dezvoltarii
culturilor in vitro pentru specia studiatd este strans legat de alegerea
unui protocol de decontaminare adecvat (fig. 3.2; tab. 3.1).

Eficienta unui agent sterilizant este determinatd de mai multi
factori critici, printre care se numara: concentratia solutiei, durata de
expunere, tipul explantului si gradul de fitotoxicitate al substantei utili-
zate. In acest context, s-a urmarit selectarea unei variante care sa com-
bine o activitate antimicrobiana ridicata cu un impact fitotoxic minim,
astfel incat sa fie favorizatd regenerarea explanturilor (tab. 3.1).

Fig. 3.2. Agenti sterilizanti utilizati la asepsizarea materialului biologic prelevat
din M. citrata:
A — hipoclorit de de sodiu (1%); B — hipoclorit de de sodiu (5%); C — clorura de hidrar-
gium; D — albastrul de metilen; E — permanganatul de potasiu
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Nu s-a recurs la un singur agent de sterilizare, ci s-a elaborat un
protocol complex, ce implica o succesiune de agenti sterilizanti, uti-
lizati in concentratii si timpi de expunere diferiti. Aceastd abordare
a permis minimizarea riscului de contaminare, asigurand in acelasi
timp o rata crescuta de regenerare si dezvoltare a plantulelor obtinute
in vitro.

Tabelul 3.1. Agenti sterilizanti utilizati la asepsizarea materialului

biologic

Nr.
d/o

Sterilizant

Concen-
tratie

Timp de
expunere

Efect

Observatii

NaOCl

1%

30 minute

“t

Utilizat pentru
meristeme si
frunze. Clatire
abundenta.

NaOCl

5%

15 minute

Utilizat pentru
meristeme si frun-
ze, seminte. Clati-

re abundenta.

C,H.OH

70%

30 sec-1
minut

“t

In combinatie cu
alti sterilizanti.
Evaporare
rapida.

HO

3%

5-15 minute

++

Pentru explante
delicate. In com-
binatie cu alti
sterilizanti.

HgCl,

0,1-0,2%

1-7 minute

e

Eficient, dar to-
xic si poluant. Cu
precautii.

Albastru
de metilen

10-50 ppm

10-20 mi-
nute

e

Alternativ natu-

ral, antibacterian
si antifungic. In
combinatie cu
alti sterilizanti.
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Alternativ natu-
ral, antibacterifm
7. | KMnO, 0,001% | 15 minute + si antifungic. In
combinatie cu
alti sterilizanti.

Contra contami-
narilor fungice

8. | Fungicide | 0.1-02% | 20-60mi= 1| oxterne. Tn com-
nute .. .

binatie cu alti

sterilizanti.

Legenda: + = satisfacitor (~10%); ++ = bun (~30%); ++++ = foarte bun
(~70%); +++++ = excelent (~90%)

Hipocloritul de sodiu (NaOCl), in concentratii de 1-5%, este
utilizat frecvent pentru sterilizarea meristemelor si frunzelor, avand
o eficientd de la satisfacatoare (+) pana la buna (++) pentru menta
de bergamota. Cu toate acestea, necesita clatire riguroasa, deoarece
la concentratii mai mari poate produce leziuni tesuturilor vegetale si
chiar necroze.

Etanolul (C,H,OH) de 70%, desi are o actiune rapida si efici-
entd (++), nu poate fi utilizat ca agent unic, ci doar in complemen-
taritate cu alti dezinfectanti, datoritd evaporarii rapide si eficientei
limitate pe microorganismele persistente, cu o duratd de expunere
maiximal 1 minut sau 30 secunde.

Peroxidul de hidrogen (H,0,) este versatil si aplicabil pe ex-
plantele delicate, insa eficienta sa este moderata (++) si depinde de
concentratie si duratd. Nu poate fi utilizat unic, este adesea folosit in
combinatie cu alti agenti pentru rezultate optime.

Clorura de hidrargium (HgCl,), in concentratii de 0,1-0,2%, a
demonstrat cea mai ridicata eficienta (+++++), asigurand un grad de
decontaminare de pana la 90%. Totusi, toxicitatea ridicata si riscul
major de poluare fac ca utilizarea sa sa fie limitatd, fiind aplicabila
doar 1n conditii stricte de siguranta.

In categoria agentilor naturali, albastrul de metilen si perman-
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ganatul de potasiu (KMnO,) ofera o eficienta moderata (+/++), insa
reprezinta alternative ecologice promititoare, mai ales in combinatie
cu alti sterilizanti chimici.

In ceea ce priveste combaterea contamindrilor persistente, fun-
gicidele comerciale (Bavistin, Benomil) sunt esentiale pentru men-
tinerea asepsiei mediului de cultura. Acestea ofera o eficientd bund
(++) st sunt indispensabile in cazul prezentei microorganismelor en-
dofite sau a celor fungice rezistente.

Interpretarea scorului de eficientd (+ pand la +++++) din tabel
aratd cd doar cateva variante ating nivelul de ,.excelent” (HgClL,),
in timp ce celelalte oferd un compromis intre eficienta si tolerantd
biologica. Astfel, se impune adaptarea protocolului de sterilizare in
functie de particularitatile fiecarei specii, de tipul explantului si de
conditiile experimentale.

Observatii: Toate solutiile utilizate in proces trebuie prepara-
te proaspat si mentinute la temperatura camerei, pentru a-si pastra
eficienta. Intreaga proceduri se desfiasoara sub hoti cu flux laminar
sau Intr-un spatiu steril, astfel incat riscul de contaminare sa fie mi-
nim. Manipularea explanturilor se realizeaza preferabil cu pensete
sterile, pentru a mentine asepsia pe tot parcursul lucrului. De ase-
menea, etapele de clatire cu apa autoclavata sunt esentiale, deoarece
previn aparitia fitotoxicitatii care ar putea afecta ulterior dezvoltarea
explantelor.

In baza rezultatelor obtinute in urma testirii mai multor agenti
de sterilizare, a fost initiatd cultura in vitro a speciei M. citrata, uti-
lizand trei protocoale distincte de asepsizare. Ulterior, a fost evaluat
impactul fiecarei metode asupra eficientei initierii proceselor de mi-
cropropagare.

I. Protocol de sterilizare utilizind fungicid si hipoclorit de
sodiu de 5%

Pentru initierea culturilor in vitro, materialul vegetal a fost su-
pus unui protocol de sterilizare ce a inclus tratamente cu fungicid
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si solutie de hipoclorit de sodiu. Ulterior, acesta a fost sectionat in
meristeme apicale, meristeme ale lastarilor laterali, internoduri si
frunze. Fiecare explant a fost transferat individual in pahare sterile,
acoperite cu cutii Petri, pentru a preveni contaminarea si a asigura
conditii optime de cultura.

Etapele pregatirii si sterilizarii au inclus:

1. Spélarea preliminara — explanturile au fost clatite de 4-5 ori
sub jet de apa de la retea, in vederea indepartarii impuritatilor meca-
nice.

2. Tratarea cu detergent — materialul a fost imersat intr-o solu-
tie diluata de detergent, urmata de clatiri repetate pana la eliminarea
completa a reziduurilor.

3. Decontaminarea fungica — probele au fost tratate timp de 30
minute cu o solutie fungicida 0,1%.

4. Dezinfectarea primara — s-au adaugat patru picaturi de per-
manganat de potasiu (KMnO,), urmate de 2-3 spalari cu apa distilata.

5. Sterilizarea chimica — explanturile au fost imersate timp de
10 minute intr-o solutie de hipoclorit de sodiu (NaOCl) de 5%, in
combinatie cu apa distilata si 2-3 picaturi de KMnO,. Transferul ul-
terior s-a realizat in conditii aseptice, intr-o boxa laminara.

6. Tratament suplimentar — pentru sporirea eficientei steriliza-
rii, explanturile au fost expuse la peroxid de hidrogen (H,0,) de 3%
timp de 5 minute, apoi clatite cu apa distilata sterila (autoclavata).

IL. Protocol de sterilizare utilizind hipocloritul de sodiu de 5%

Pentru initierea culturilor in vitro, materialul vegetal a fost su-
pus unui protocol de sterilizare ce a inclus tratamente cu solutie de
hipoclorit de sodiu. in etapa urmitoare, materialul vegetal intact a
fost divizat Tn meristeme apicale, meristeme provenite din lastarii
laterali, internoduri si frunze.

Etapele pregatirii si sterilizarii materialului vegetal au inclus:

1. Spalarea preliminara — explanturile au fost clatite timp de 20
minute sub jet de apd de la retea, in vederea indepartarii impuritati-
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lor mecanice.

2. Tratarea cu detergent — materialul a fost imersat intr-o solu-
tie de detergent (cateva picaturi de detergent Fairy), urmata de clatiri
repetate pana la eliminarea completd a reziduurilor.

3. Dezinfectarea primara — s-au adaugat patru picaturi de per-
manganat de potasiu (KMnO4), urmate de 2-3 spalari cu apa disti-
lata.

4. Sterilizarea chimica — explanturile au fost imersate timp de
10 minute intr-o solutie de hipoclorit de sodiu (NaOCl) de 10%, in
combinatie cu apa distilata si 2-3 picaturi de KMnO4. Transferul
ulterior s-a realizat Tn conditii aseptice, intr-o boxa laminara.

5. Dezinfectare rapidd cu etanol — In hotd au fost scufundate
explanturile timp de 20-30 sec in etanol de 70%, dupa care au fost
clatite cu apa autoclavata.

6. Tratament suplimentar — pentru sporirea eficientei steriliza-
rii, explanturile au fost expuse unei solutii cu albastru de metilen
timp de 5 minute, apoi cldtite cu apa distilata sterila (autoclavatd).

I11. Protocol de sterilizare utilizand clorura de mercur de 0,1%

Pentru initierea culturilor in vitro, materialul vegetal a fost su-
pus unui protocol de sterilizare ce a inclus tratamente cu clorura de
mercur. Ulterior, explanturile sandtoase au fost fragmentate in meris-
teme apicale, meristeme ale lastarilor laterali, internoduri si frunze.

Etapele pregatirii si sterilizarii materialului vegetal au inclus:

1. Spalarea preliminara — materialul vegetal a fost supus unei
spalari initiale sub jet de apa de la retea, repetata de 4-5 ori, In ve-
derea indepartarii impuritatilor mecanice. Ulterior, explanturile au

fost tratate cu o solutie de detergent (Tween-20), urmata de clatiri
succesive pana la eliminarea completa a spumei reziduale.

2. Pre-dezinfectare cu etanol (optional) — pentru o dezinfec-
tare initiald, explanturile au fost imersate timp de 20-30 de secunde
intr-o solutie de etanol 70%, fiind apoi transferate imediat in etapa
urmatoare a protocolului.
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3. Dezinfectare cu clorura de mercur — pentru sterilizarea
profunda, s-a utilizat o solutie de clorurd de mercur de 0,1%, in care
explanturile au fost imersate timp de 7 minute.

4. Clatire — dupa tratamentul cu HgCl,, explanturile au fost
spalate de 3-5 ori cu apa distilata sterila, pentru a indeparta complet
reziduurile toxice ale substantei.

5. Tratament suplimentar (optional) — pentru sporirea efi-
cientei sterilizdrii, in unele cazuri, s-a aplicat un tratament comp-
lementar cu peroxid de hidrogen (H,0,) de 3%, timp de 5 minute,
urmat de trei clatiri finale cu apa distilata sterilizata prin autoclavare.

Inocularea pe medii nutritive. In etapa finald, explanturile
sterilizate au fost inoculate pe medii nutritive variate, cu sau fara
suplimentarea cu regulatori de crestere, in vederea initierii procese-
lor de micropropagare. Explanturile sterile au fost transferat in boxa
laminara pe medii nutritive Murashige-Skoog [Murashige T., Skoog
F.A., 1962], cu sau fara regulatori de crestere, in functie de scopul
experimentului.

Pentru a evalua eficienta metodelor de sterilizare aplicate, a
fost realizata o analizd comparativa a procentului de explanturi via-
bile obtinute in urma inoculdrii, prezentata in tabelul 3.2.

Tabelul 3.2. Rezultatele sterilizirii materialului vegetal de M.
citrata Ehrh.

Nr. de Nr. de

1:/1; Protocol de sterilizare probe probe %
inoculate finale
Metoda 1. NaOCl de 5% +
1. fungicid 30 15 50
2. |Metoda 2. NaOCl de 5% 30 8 24
Metoda 3. HgCl, de 0,1% 30 20 60

Protocolul cu HgCl, de 0,1% a asigurat cel mai ridicat procent
de supravietuire (60%), dar necesita masuri stricte de protectie da-
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toritd toxicitdtii substantei. Asocierea NaOCl de 5% cu fungicid a
condus la o eficientd medie (50%), insd mai sigura pentru manipula-
re. Utilizarea exclusiva a NaOCI a generat cel mai redus procent de
probe viabile (24%), indicand o eficientd scazuta a metodei.

Desi rezultatele prezentate in tabelul 3.2 arata ca tratamentul cu
HgCl, de 0,1% a asigurat cel mai ridicat procent de supravietuire al
explanturilor (60%), trebuie luatd in considerare toxicitatea ridicata a
acestel substante. Clorura de mercur este un agent extrem de agre-
siv asupra tesuturilor vegetale, iar expunerea prelungita poate provoca
brunificiri, necroze si inhibarea regenerarii pe termen lung. In plus,
utilizarea HgCl, implicd riscuri majore pentru sdnatatea operatorului
si necesitd conditii speciale de manipulare si neutralizare a deseurilor.

Prin comparatie, metodele 1 si 2 (tab. 4.2), chiar dacd au con-
dus la procente mai reduse de supravietuire (50% si respectiv 24%),
pot fi considerate mai putin fitotoxice pentru ca:

» Hipocloritul de sodiu este un agent oxidant moderat, utilizat
frecvent in sterilizarea materialului vegetal, iar efectele sale sunt
in general reversibile atunci cand timpul de expunere este con-
trolat.

» NaOCl nu are efecte cumulative toxice in tesuturi, spre deosebi-
re de sarurile de mercur care se fixeaza si afecteazd metabolis-
mul celular.

» Asocierea NaOCl cu un fungicid (metoda 1) a redus contamina-
rile fara a compromite semnificativ viabilitatea, ceea ce aratd o
compatibilitate mai buna cu tesuturile vegetale.

> In plus, manipularea NaOCI este mai sigurd, iar eliminarea so-
lutiilor reziduale nu ridicd aceleasi probleme de toxicitate si po-
luare ca HgCL,

» Astfel, chiar daca procentul de explanturi viabile a fost mai mic
in cazul metodelor 1 si 2, aceste protocoale pot fi considerate
mai putin fitotoxice si mai sustenabile pentru lucrari de rutina, in
special atunci cand se urmareste obtinerea de culturi pe termen
lung si 1n conditii de siguranta pentru operator.
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In procesul de sterilizare a materialului vegetal, componentele
plantei au fost separate in meristeme apicale, meristeme ale lastarilor
laterali, fragmente de internoduri si frunze, fiecare fiind plasata indi-
vidual in pahare sterile, acoperite cu cutii Petri. Materialul biologic
a fost spalat de 4-5 ori sub jet de apa de la retea pentru indepartarea
impuritatilor, urmat de un tratament cu o solutie de detergent si cla-
tiri repetate pand la eliminarea completa a detergentului. Tratarea
cu fungicid timp de 30 minute cu o concentratie de 0,1%. Etapa de
dezinfectare a inclus aplicarea a patru picaturi de permanganat de
potasiu (KMnO,), dupa care probele au fost spalate de 2-3 ori cu apa
distilata. Apoi, explanturile au fost imersate timp de 10 minute intr-o
solutie de hipoclorit de sodiu de 5%, in amestec cu apa distilata si 2-3
picaturi de KMnO,, fiind ulterior transferate in conditii de sterilitate,
intr-o boxa laminara.

Pentru sporirea eficientei sterilizarii, s-a aplicat si un tratament
suplimentar cu peroxid de hidrogen (H,0,) de 3% timp de 5 minute,
urmat de o clatire finald cu apa distilata autoclavata. In etapa finala,
explanturile dezinfectate au fost cultivate pe medii nutritive variate,
cu sau fard adaugarea de regulatori de crestere.

In figura 3.3 sunt prezentate etapele principale ale initierii cul-
turii in vitro realizate pentru specia M. citrata.

Fig. 3.3. Etapele principlale ale culturii in vitro la M. citrata Ehrh.:
A — de initiere a culturii; B — de dezvoltare a explantelor; C — de multiplicare

In prima etapa, de initiere, explantatele de menta au fost intro-
duse pe mediu nutritiv steril pentru a stimula regenerarea. in etapa a
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doua, explantatele au inceput sa formeze lastari, cu crestere vizibila
a masei vegetative. Urmata de etapa de multiplicare, in care lastarii
s-au dezvoltat mai puternic si s-au format mai multe plante, pregatite
pentru faza de inradacinare.

Prezentarea acestor etape evidentiazad importanta conditiilor
controlate si a mediilor adecvate in succesul micropropagarii plante-
lor de mentd. Observarea evolutiei plantulelor pe parcursul etapelor
de initiere, dezvoltare si multiplicare ofera o imagine clara asupra
eficientei protocolului utilizat.

In concluzie, au fost elaborate trei protocoale pentru initierea
culturilor in vitro la M. citrata. Alegerea protocolului optim de ste-
rilizare a explanturilor este esentiala pentru reducerea pierderilor si
pentru obtinerea unui procent ridicat de regenerare. Protocolul ela-
borat oferd o baza practica pentru extinderea culturilor de M. citrata
in vitro $i pentru viitoare studii privind productia de metaboliti se-
cundari valorosi.

In cercetari ulterioare, au fost testati o serie de agenti de ste-
rilizare, inclusiv substante chimice clasice (NaOCI, HgCl, H,O,,
etanol), agenti naturali (albastru de metilen, KMnO,) si fungicide
comerciale, Tn vederea identificarii celui mai eficient protocol de
asepsizare a explanturilor de M. citrata pentru initierea culturilor in
vitro. Protocolul de sterilizare cu clorura de mercur de 0,1% a fost
cel mai eficient, obtinandu-se o rata de supravietuire a explanturilor
de 60%. Totusi, utilizarea acestei substante implicd riscuri majore,
datorita toxicitatii ridicate atat pentru tesuturi, cat si pentru operator,
necesitdnd masuri speciale de sigurantd. Protocolul combinat NaOCl
de 5% + fungicid a reprezentat un compromis eficient intre siguranta
si eficienta (50% viabilitate), constituind o alternativa mai sustenabi-
13 s1 cu efect fitotoxic redus, recomandata pentru lucrari de rutina sau
pe termen lung. Hipocloritul de sodiu, aplicat in concentratii de 5%,
s-a dovedit eficient pentru majoritatea explanturilor, insa expunerea
prelungita a determinat brunificarea tesuturilor.

Utilizarea diferitelor surse de explant (meristeme apicale, frag-
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mente de lastari, frunze) a permis evaluarea capacitdtii de regenerare si
stabilirea etapelor cheie ale micropropagdrii. Cresterea si dezvoltarea
plantelor de menta in conditii de cultura in vitro sunt determinate in
mare masurd de compozitia si concentratia regulatorilor de crestere a
plantelor. Raportul dintre auxine si citokinine joaca un rol important
in reglarea proceselor morfogenetice, precum dezvoltarea lastarilor si
inrddacinarea. Este importanta selectarea concentratiilor optime de fi-
tohormoni ce permit cresterea eficientei micropropagarii si obtinerea
unui material vegetal viabil si morfologic omogen. Mediul de cultura
de baza Murashige-Skoog a fost suplimentat cu diferite concentratii
de regulatori de crestere, in vederea stimularii efciente a proliferarii
lastarilor si formarea de microcloni viabili (tab. 3.3).

Tabelul 3.3. Mediul nutritiv de baza MS suplimentat cu doze de
regulatori de crestere pentru inducerea microclonilor la M. citrata
Ehrh.

Mediul
nutritiv

MS 0,20 - 0,1 - _
MS 0,50 - 0,1 - -
MS 0,70 - 0,1 - -

MS - - 0,3 - -
MS - - - 0.3 -
MS - - - - 0,3
MS - 0,1 - - -
MS - 0,3 - - -
MS 100%
MS 50 % - - - -

Z
=

BAP 2iP AIA ANA AIB

LRI N B R

k.
S

Tabelul 3.4 prezintd efectele combinatiei hormonale BAP 0,3
mg/L si AIA 0,1 mg/L; BAP 0,5+ AIB 0,1 mg/L; BAP 0,7+ AIB 0,1
mg/L asupra parametrilor de crestere ai plantelor de menta obtinute
in vitro. Din analiza datelor se observa variatii in ceea ce priveste
numadrul de lastari, elongarea acestora, dezvoltarea masei vegetative,
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precum si formarea frunzelor, internodurilor si a sistemului radicu-
lar. Per ansamblu, combinatia hormonald utilizata favorizeaza o re-
generare bund, Tnsa raspunsul plantelor variaza in functie de explant
si cantitatea de regulatori de crestere adugat in mediul nutritiv.

Tabelul 3.4. Cresterea si dezvoltarea plantelor de menta pe diferite
concentratii de regulatori de crestere vegetali (mg/L)

NT. de Numi- | Numa- | Lun-

< .. |Lungimea | Greutatea rul de | gimea
Nr. . lastari | . . . | rulde |, Y 1< .
Variante lastarului, | lastarului, interno- | radaci-
crt. per ex- frunze, . .
cm g . duri, nilor,
plant unit. .
unit. cm
BAP 0,3 | 4,67+ 0,54+ 24,7+ 12,7+ | 7,82+
1. +1AA 0,11 18,5+0,20 0,012 0,31 0,13 0,16
BAP 0,5
2. | +1AA 7,60+ 19,6+0,19 0,44+ 22,8+ 13,7+ | 7,66+
0.1 0,15 0,008 0,26 0,10 0,22
9
BAP 0,7
10,00+ 27,8+ 142+ | 9,22+
3. +;1?A 0.23 20,0+0,17 | 0,56=0,07 0.12 0.09 0.19
9

Din datele prezentate in tabelul 3.4, se observa ca suplimenta-
rea mediului de cultura cu un amestec de citokinine (BAP) si auxine
(AIA) a stimulat semnificativ regenerarea plantelor de menta. Vari-
anta nr. 3 (BAP 0,7 mg/L + AIA 0,1 mg/L) s-a dovedit a fi optima,
generand un numar maxim de 10 lastari per explant, cu o crestere de
peste 100% fata de varianta martor (varianta nr. 1).

Un aspect remarcabil este corelatia pozitiva intre concentratia
de BAP si dezvoltarea in lungime a plantelor. Desi Tn mod frecvent
concentratiile ridicate de citokinine pot cauza vitrificarea sau scurta-
rea internodurilor, in experimentul de fata, plantele din varianta nr.
3 au atins cea mai mare lungime medie (20,04 cm) si cel mai mare
numadr de frunze (27,78).

Sistemul radicular a beneficiat, de asemenea, de echilibrul
hormonal din varianta nr. 3, atingdnd o lungime medie de 9,22 cm.
Aceastd dezvoltare viguroasa a radacinilor este un indicator critic
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pentru succesul etapei de ex-vitro (aclimatizarea 1n sol), garantand
rata ridicatd de supravietuire.

Se recomanda utilizarea mediului imbogétit cu BAP 0,7 mg/L
si AIA 0,1 mg/L pentru protocoalele de micropropagare rapida a
mentei, datoritd eficientei maxime in multiplicare s1 mentiune unei
vigori superioare a plantelor.

Cea mai eficientd variantd pentru micropropagarea mentei este
varianta nr. 3 (BAP 0,7 mg/L+AIA 0,1 mg/L). Aceasta asigura nu doar
cea mai mare ratd de multiplicare, ci si cele mai robuste plantule, fiind
recomandata pentru optimizarea procesului de cultura in vitro.

Concentratia crescuta de BAP (0,7 mg/L), asociatd cu un nivel
constant de auxina (AIA 0,1 mg/L), influenteaza cresterea si dez-
voltarea plantelor de mentd in cultura in vitro. Aceastd concentratie
hormonala cu un nivel relativ ridicat de citokinine, care, in literatura,
sunt cunoscute pentru stimularea puternica a multiplicarii lastarilor,
dar si pentru potentiale efecte negative asupra elongarii si radacinarii
atunci cand sunt prezente in exces [Calalb T., Lozinschii M., 2026].

Per ansamblu, sistemul radicular este functional, dar variabil,
ceea ce confirmd competitia hormonala dintre BAP si AIA la aceasta
concentratie. Mediul cu BAP 0,7 mg/L + AIA 0,1 mg/L induce o pro-
liferare puternica a lastarilor, rezultdnd cel mai mare numar de lastari
per explant comparativ cu concentratiile anterioare (0,3 si 0,5 mg/L).

Aceasta combinatie hormonala este foarte eficienta pentru mul-
tiplicare rapida, insa mai putin optima pentru alungirea lastarilor si
inrddacinare uniforma. Este recomandabil ca ldstarii obtinuti la 0,7
mg/L BAP sa fie transferati ulterior pe medii cu mai multd auxina
pentru stimularea rizogenezei si elongarii.

Tabelul 3.5 prezintd variante ale mediului nutritiv de bazad MS
suplimentate cu diferite doze si combinatii de regulatori de crestere
a utilizarii pentru inducerea microclonilor la Mentha citrata Ehrh.

In cadrul experimentului au fost testate citokininele BAP
(6-benzilaminopurind) si 2iP (izopenteniladenind), care stimuleaza
formarea si proliferarea lastarilor in alaturi de auxinele AIA (acid
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indol-3-acetic), ANA (acid naftalenacetic) si AIB (acid indol-3-
butiric), regenerate si implicate vegetale.

Primele trei variante contin concentratii crescatoare de BAP
(0,2-0,5 mg/L), asociate cu doze reduse de AIA sau ANA, avand ca
scop stimularea cresterii si diferentierii lastarilor.

Tabel 3.5. Influenta auxinelor asupra cresterii lungimii plantulelor la
menta

Explant ANA AlIB AIA

Inducerea calusu- e e Inducerea ra-
- ) . | Inducerea radacinilor | . . .

Utilizarea | lui, organogeneza . dacinilor, for-
. oo 2 . .| laexplante, micro- .
in vitro | indirecta, radacini marea calusului

. ropagare .
la unele specii propag (limitat)
Stimuleaza ca- Rizogeneza foarte Stimuleaza
Efecte lusul; radacini eficientd; induce ra- | alungirea celu-
principale | groase, uneori dacini fine si nume- | lelor, rizogeneza
deformate roase slaba

Variantele nr. 7-9 includ 2iP in concentratii de 0,1-0,5 mg/L,
pentru a evalua efectul acestei citokinine asupra multiplicarii micro-
clonilor. In mediile din variantele nr. 4-6 sunt testate diferite com-
binatii de auxine (AIA, ANA si AIB), fie singure, fie in asociere,
pentru a favoriza formarea radacinilor si echilibrarea raportului de
crestere—diferentiere. Variantele nr. 9 si 10, care nu contin regulatori
de crestere, servesc drept martori, permitand compararea raspunsului
hormonal cu dezvoltarea naturala a plantelor.

In concluzie, rezultatele obtinute evidentiazi o abordare expe-
rimentala sistematica, prin care se testeaza efectul sinergic al diferi-
telor combinatii de fitoreglatori asupra proceselor de regenerare in
vitro la Mentha citrata. Scopul final al acestor variante este identifi-
carea compozitiei hormonale optime care sa asigure o multiplicare
eficienta si o dezvoltare morfologica echilibrata a microclonilor.

In conditii in vitro, comportamentul auxinelor AIA, AIB si
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ANA difera semnificativ stabilitatea chimice si vitezei de degradare
in mediile MS. AIA, desi este auxina naturald, s-a dovedit a fi cea mai
putin eficientd in inducerea radacinilor, ceea ce este in concordanta
cu literatura care raporteaza o degradare accelerata sub influenta lu-
minii si a pH-ului. In schimb, I a prezentat cea mai ridicata rizogene-
tica, generand radacini multe si considerate bine formate, fiindu-i un
standard pentru micropropagare. ANA, caracterizatd printr-o stabili-
tate ridicatd in mediu, a favorizat formarea calusului si organogeneza
indirectd; 1nsa, la concentratii mari, a indus radacini hipertrofiate si
o inhibare generala a cresterii. Rezultatele indica faptul ca AIB este
cea mai performantd auxind pentru rizogeneza in vitro, in timp ce
ANA este mai potrivitd pentru inducerea calusului, iar AIA are o
utilizare limitata din cauza stabilitatii scazute.

Aclimatizarea plantulelor de Mentha citrata Ehrh. Aclimati-
zarea plantulelor de menta obtinute in vitro a fost realizata gradual, in
trei etape, cu control strict al umiditdtii si temperaturii, pentru a reduce
stresul post-transplant si a asigura adaptarea la mediu ex vitro (fig. 3.4).

Fig. 3.4. Etapele de aclimatizare a Mentei citrata Ehrh.:
1 — plante extrase din borcane; 2 — etapa initiala de aclimatizare; 3 — plante aclimatizate

Etapa 1 — adaptarea initiala la umiditate ridicata (2-3 saptdmani).
Plantulele au fost transferate in vase cu substrat steril si acoperite cu
folie transparentd pentru a mentine sau umiditate relativa de 85-95%,
necesitd limitari transpiratiei in primele zile. Temperatura a fost men-
tinuta constant la 22-24 °C, conditii similare din cultura in vitro. Va-
selor li s-a realizat aerisire si ventilare periodica pentru reducerea con-
densului si pentru initierea adaptarii treptate la aerul exterior.
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Etapa 2 — cresterea in umbra, fara folie. Dupa stabilizarea
plantulelor, folia a fost complet indepartatd. Plantele au fost plasate
intr-un mediu cu umbra sau lumina difuza (30-40% intensitate lu-
minoasd), cu o umiditate moderata de 60-70%. Temperatura a fost
mentinutd la 22-25 °C, evitand oscilatiile bruste. Aceasta etapd a per-
mis adaptarea stomatelor la transpiratia normala si evitarea stresului
luminos, favorizand intarirea tesuturilor si dezvoltarea radacinilor.

Etapa 3 — transferul in ghivece, in semi-umbrai si apoi la soa-
re. Plantele bine dezvoltate au fost transplantate in ghivece mai mari
si plasate initial in semi-umbra, cu o umiditate ambientala de 50-60%
si temperaturi cuprinse intre 20-28 °C. Ulterior, expunerea la soare a
fost crescutd treptat pentru a stimula fotosinteza si robustetea plante-
lor. Aceasta etapd a finalizat adaptarea conditiilor ex vitro, pregétind
plantele pentru cresterea in conditii standard de sera sau camp.

Controlul treptat al umiditatii (de la 90% la 50%), al tempe-
raturii (22-28 °C) si al intensitatii luminii a fost esential pentru pre-
venirea socului de transplant si pentru asigurarea unei rate ridica-
te de supravietuire a plantulelor de mentd. Aclimatizarea a permis
dezvoltarea completd a stomatelor, cresterea capacitatii fotosintetice
si formarea unui sistem radicular functional, garantand stabilitatea
plantelor in mediu ex vitro.

In concluzie, rezultatele obtinute evidentiaza importanta adap-
tarii protocolului de sterilizare in functie de particularitétile biolo-
gice ale explantelor de Mentha citrata Ehrh. Dintre agentii testati,
combinatiile care au inclus hipoclorit de sodiu (1-5%) si etanol de
70% au demonstrat o eficienta ridicata in eliminarea contaminarilor,
concomitent cu mentinerea viabilitdtii materialului vegetal. Utiliza-
rea clorurii de mercur, desi eficientd, necesitd o atentie deosebita din
cauza potentialului fitotoxic, fiind recomandatd doar in cazurile 1n
care alte tratamente nu asigurd un nivel satisfacator de asepsie.

Tratamentul preliminar cu fungicide si agenti oxidativi (H,O,,
KMnO,) a contribuit la reducerea incidentei infectiilor fungice, mai

ales la explantele provenite din plante-mama expuse la conditii de
umiditate ridicata.
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Rezultatele obtinute evidentiazd importanta optimizarii eta-
pelor de sterilizare si selectie a explantelor pentru dezvoltarea unor
protocoale reproductibile si eficiente, aplicabile atat in conservarea
si multiplicarea in vitro a speciilor de mentd cu valoare economica,
cat si 1n directii viitoare de cercetare privind biosinteza metabolitilor
secundari.

3.4. Biotehnologii de multiplicare in vitro a speciei Mentha x pi-
perita L.

Izma de gradinad (Mentha x piperita L.) este o plantd medicinala
aromata erbacee perend, din familia Lamiaceae, cunoscutd sub mai
multe denumiri populare: izma de gradind, izma buna, izma de les,
mintd, minta de gradind, minta de caAmp, minta calului, mintd salba-
tica. Este o planta meliferd valoroasa ce produce nectar [Teleutd A.,
Coltun M., Mihailescu C., Ciocarlan N., 2008]. Mierea are o culoare
chihlimbarie si o aroma pldcuta de mentd. Nu existd in salbaticie.
Este un hibrid dezvoltat in Anglia prin incrucisarea mentei de apa
(M. aquatica L.) cu menta creatd (M. spicata L.) [Mahdavikia F.,
Saharkhiz M.J., 2015].

Mentha x piperita L. este o plantd perend cu rizom orizontal,
ramificat si raddcini subtiri, fibroase. Tulpina este erectd, inaltd de
30-100 cm, goala, tetraedrica, dreapta, ramificata, dens foliata, gla-
bra sau cu peri rari, scurti, presati. Frunzele sunt opuse, oblong-ova-
te, scurt petiolate, acuminate, cu baza cordatd si marginea ascutit
zimtata. Florile sunt mici, bisexuale sau pistilate, de culoare violet
deschis, adunate la varfurile lastarilor in semi-verticiuri, formand
inflorescente in forma de spice (tirs). Corola este pentamera, usor
neregulati (bilabiatd), rozalie sau violet pal. Infloreste de la sfarsitul
lunii iunie pana in septembrie [Akter K., Hoque M., 2018].

M. x piperita, este folosita inca din cele mai vechi timpuri dato-
rita proprietitilor sale aromatice. In Roma Antici era utilizata pentru
a parfuma inciperile si a crea o atmosfera placuta. In prezent, menta
este utilizata pe scara larga in bucataria diferitelor tari: in bucataria
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engleza — In sosurile pentru carne de miel; in cea americand — in bau-
turi si salate; iar n cea araba, spaniola si italiana — ca condiment. Ea
intensifica gustul preparatelor din carne si legume, raimanand o com-
ponentd importantd a culturii gastronomice [Lyczko J. et al., 2020;
Teixeira L.F. et al., 2026].

In medicina, frunzele de menta sunt incluse in ceaiuri stomahi-
ce, carminative, sedative si coleretice, precum si in picaturi de menta
pentru greatd, ca stimulent al poftei de méancare si ca remediu antis-
pastic pentru stomac. Din materia prima medicinald se obtin o tinc-
turd si ,,apa de mentd”. Principalul ingredient activ din preparatele
de menta este mentolul, care se gaseste in uleiul esential al plantei.
Planta poate contine aproximativ 300 de constituenti volatili diferiti,
in principal esteri, cetone si oxizi de terpene [Mahdavikia F., Sahar-
khiz M.J., 2015; Lyczko J. et al., 2020; Teixeira L.F. et al., 2026],
dar cel mai important este mentolul [Lyczko J. et al., 2020], care
apartine alcoolilor ciclici monoterpenici.

Pe langa uleiul esential, menta contine terpenoide (limonene, ci-
neol, dipentend), caroten, rutind, acizi ascorbic, ursolic si oleanolic, fla-
vonoide, taninuri s1 oligoelemente. Este utilizata pentru boli inflamatorii
ale tractului respirator superior, calmeaza durerile de cap si imbunata-
teste pofta de mancare [Lyczko J. et al., 2020]. Frunzele de menta sunt
populare in medicina populard. Sunt utilizate extern pentru nevralgie, ca
antiseptic pentru inflamatii, arsuri, afectiuni ale tractului respirator supe-
rior, raguseala, bronsitd si bronsiectazie si dureri de dinti. De asemenea,
sunt administrate intern pentru colici gastrointestinale si hepatice, ca as-
tringent, antitusiv, greata si arsuri la stomac si ca sedativ pentru tensiu-
nea nervoasa in timpul menopauzei [Sharan A K. et al., 2014].

Mentolul, extras din uleiul esential de M. x piperita L., este uti-
lizat pe scara larga in medicind datorita proprietatilor sale farmacolo-
gice. Acesta este folosit in tratarea flatulentei si a stenocardiei, face
parte din compozitia medicamentelor pentru tratarea rinitei si a migre-
nelor si este, de asemenea, un component al unei serii de medicamen-
te. Aceste preparate sunt utilizate in afectiuni insotite de spasme ale
vaselor coronare si ale musculaturii netede [Mahdavikia F., Saharkhiz
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M.J., 2015; Lyczko J. et al., 2020; Teixeira L.F. et al., 2026].

M. x piperita este una dintre cele mai cautate culturi medicinale
din lume, utilizata pentru obtinerea frunzelor de menta si a uleiului
esential, precum si pentru productia de ceaiuri din plante, domeniu n
care produsele ecologice ocupa un segment distinct. In etapa actuald
a dezvoltarii stiintelor biologice, se acorda o atentie deosebita elabo-
rarii unor abordari inovatoare pentru obtinerea de material vegetal de
calitate [Lozinschii M., Brinza L., Calalb T., Coropceanu E., 2025;
Lozinschii M., Brinza L., Coropceanu E., Botezatu 1., 2025; Lozin-
schii M., Brinza L., Mocreac N. si al., 2026].

In acest context, scopul prezentei lucriri a constat in elaborarea
unui protocol eficient de inmultire microclonald a speciei Mentha
x piperita L., care sa includa toate etapele cultivarii in vitro (ste-
rilizarea materialului vegetal, initierea culturii pe diferite medii de
cultura, microclonare, precum si aclimatizarea ulterioard a plantelor
in conditii ex vitro).

Ca material biologic pentru micropropagare au fost utilizate
noduri, meristeme apicale si laterale (fig. 3.5).
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Figura 3.5. Mentha x piperita L.:
1 — explante; 2 — borcan cu explanturi de menta

In calitate de explante pentru inoculare s-au utilizat segmentele
de tulpina cu nod, mugurii adventivi si apicali. Explantele au fost
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cultuvate in borcane de sticla cu capacitatea de 250 ml si mangenta
GAQO7. Initierea culturilor in vitro a fost realizatad in conditii aseptice,
in hotd cu flux laminar de aer steril. Dupa sterilizare, explantii de
mentd au fost inoculati pe mediu nutritiv de baza Murashige-Skoog.

Tehnica de inmultire microclonala a speciei M. x piperita in
conditii in vitro a inclus mai multe etape succesive. Prima etapd a
constat in sterilizarea materialului vegetal initial. Sterilizarea explan-
telor a reprezentat o etapa criticd, avand in vedere originea naturala
a materialului vegetal, care prezintd o incarcaturd microbiana epifita
ridicata (bacterii si fungi).

Protocolul de sterilizare a inclus urmatoarele etape: spalarea
preliminara a materialului vegetal cu Fairy, pentru indepartarea im-
puritdtilor si a grasimilor de pe suprafata explantelor; mentinerea sub
jet de apa curenta timp de 20 minute; mentinerea 1n diclorizocianu-
rat de potasiu de 3% timp de 15 minute si adaugarea a 2 picaturi de
Tween 20, agitare coninud, 3 clatiri succesive cu apa autoclavata,
tratament cu solutie de permanganat de potasiu timp de 30 minute
trei clatiri succesive cu apa autoclavata. Agentii de sterilizare utili-
zati si efectele acestora sunt prezentati in tabelul 3.6.

Tabelul 3.6. Agenti chimici de sterilizare utilizati pentru explantele

de menta
Nr. Agentul Durata,
d/o | de sterilizare min Efectul

Indeparteaza impurititile si grasimile

.| Detetergent Fairy 10 de pe suprafata explantelor.

Actioneaza ca agent tensioactiv (sur-
factant), facilitand contactul dezin-

2. | Tween 20 30 . .
fectantului cu tesutul prin reducerea
tensiunii superficiale.
. o Agent bactericid si fungicid cu spec-
Dicloroizocia- . i .
. tru larg, elibereaza clor activ pentru
3. | nurat de potasiu 30 . . .
(3%) eliminarea microorganismelor pro-
0

funde.
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Permanganat de

Are efect oxidant, contribuind la ste-

5. . 30 . .
potasiu (0,005%) rilizarea suprafetei explantelor.
Elimina reziduurile chimice si redu-
6. | Apa autoclavata 5 ce riscul de efecte toxice asupra ex-

plantelor.

Explantele inoculate au fost cultivate in camera de crestere, in
conditii controlate de mediu. Temperatura de incubare a fost menti-
nutd la 23 °C, interval considerat favorabil pentru dezvoltarea cultu-
rilor. Regimul de iluminare a fost de 16 ore lumina si 8 ore intuneric.

Respectarea acestor parametri a fost esentiald pentru evitarea
stresului fiziologic, prevenirea necrozei tesuturilor si stimularea
cresterii uniforme a explantelor. In plus, aceste conditii favorizeazi
dezvoltarea organelor vegetative [ Lozinschii M., Brinza L., Mocreac
N.sial., 2026].

Pentru initierea culturilor in vitro au fost testate trei variante de
mediu nutritiv pe bazd de MS: un mediu standard si doua variante
modificate. Compozitia mediilor este prezentatd in tabelul 3.7.

Tabelul 3.7. Compozitia mediilor nutritive standard si modificate
pentru initierea culturilor in vitro de menta

1:/1; Componentul MS standard MS m((;;l ificat
| Fechlatviamine. | 100% 100%
2. | Mio-inositol (mg/L) 100 50,0
3. | Glicina (mg/L) 2,0 2,0
4. | BAP (mg/L) - 0,5
5. | Zaharoza (mg/L) 30 000 30 000
6. | Agar (mg/L) 6000 6000

pH-ul 5,8 5,8

pH-ul mediilor a fost ajustat inainte de sterilizare. In variantele mo-
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dificate, reducerea concentratiei sarurilor minerale la /2 MS a urma-
rit diminuarea stresului osmotic asupra explantelor, iar suplimenta-
rea cu BAP a avut rolul de a stimula diviziunea celulard si initierea
microbulbilor. Concentratia sporitd de zaharoza a asigurat un aport
energetic mai ridicat, iar carbunele activ a contribuit la adsorbtia
compusilor fenolici si a excesului de regulatori de crestere, reducand
brunificarea tesuturilor.

Pentru inducerea organogenezei au fost testate noua variante

experimentale ale mediului MS, diferentiate prin tipul si concentratia
citokininei, prezenta auxinei AIA, concentratia zaharozei si adaosul
de carbune activ (tab. 3.8).

Tabelul 3.8. Mediul nutritiv de baza MS suplimentat cu regulatori

de crestere pentru inducerea si dezvoltarea organogenezei la menta

Nr.| NE BA, | AlA, | C3rbune
d/o mediului | MS mo/L | me/L activ, Efecte
nutritiv g g mg/L
Ll Net o |100] - | - .| Crestere liniard, in-
radacinare spontana
Crestere viguroasa,
2. Nr. 2 1 - - 250 inradacinare, colo-
ratie violacee
3 NE 3 12 i i i Cre@terve l.enta, favo-
rizeaza rizogeneza
Conservare, Inra-
4. Nr. 4 1/2 - - 250 dacinare, absenta
oxidarii
5 NE 5 1 0.3 i i Lastarire mu}tlpla
moderata
6.| Nr6 | 1| 05 | - i Multiplicare
optima
7. Nr. 7 1 0,7 - - Proliferare intensa
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g Nr. 8 1 i 0.1 i Inradacinare .igi;ialf?l,
crestere echilibrata
Rizogeneza intensa,
0. Nr. 9 1 - 0,3 lastari foarte vigu-
rosi

A fost utilizata citokinine: 6-benzilaminopurind in concentratii
de 0,3; 0,5; 0,7 mg/L. Auxina AIA a fost adaugatd in concentratie
de 0,1-0,3 mg/L. Aceasta schema experimentald a permis evaluarea
comparativa a efectului celor doi regulatori de crestere [Lozinschii
M., Brinza L., Mocreac N., Badulescu L., Batiru G., 2026].

Procesul de sterilizare a explantelor de Mentha x piperita L. a
reprezentat o etapa critica, succesul poate fi determinat de utilizarea
combinata a agentilor antiseptici. Utilizarea dicloroizocianuratului de
potasiu (3%) timp de 15 minute, suplimentat cu Tween 20, a asigurat o
decontaminare eficientd a suprafetelor vegetale fara a compromite via-
bilitatea meristemelor. Tratamentul complementar cu permanganat de
potasiu (30 min) a actionat ca un oxidant suplimentar, reducand drastic
incidenta infectiilor fungice si bacteriene la momentul inocularii.

Literatura de specialitate reflectd un interes vast pentru opti-
mizarea procesului de regenerare a speciei Mentha x piperita L.,
numeroase studii investigand eficienta diverselor tipuri si doze de
regulatori de crestere de la 1,0-5,0 mg/L) [Akter K., Hoque M.,
2018; Faure O., Diemer F., Moja S., Jullien F., 1998; Lyczko J. et
al., 2020; Teixeira L. F. et al., 2026], demonstrandu-se ca fiecare
combinatie exercitd efecte distincte asupra morfo- si organogenezei
Aplicarea acestor regulatori, inclusiv in variante optimizate precum
0,5 mg-dm~ BA sau asocieri de 0,5 mg-dm=3. 2-iP cu 0,1 mg-dm™
AIA, a confirmat rolul lor major in reducerea timpului de multipli-
care si 1n directia precisa a proceselor fiziologice necesare obtinerii
unor plante viabile [Lyczko J. et al., 2020].

In cadrul cercetérilor noastre, un obiectiv prioritar a fost opti-
mizarea unor protocoale de multiplicare care sa combine eficienta
biologica cu sustenabilitatea economica. Astfel, ne-am propus eva-
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luarea unor medii nutritional lipsite de regulatori de crestere, bazan-
du-ne pe potentialul regenerativ endogen al plantei, precum si testa-
rea unor variante suplimentate cu doze minime de fitoregulatori de
crestere. Aceasta strategie vizeaza reducerea semnificativa a costu-
rilor de productie prin minimizarea consumului de reactii scumpi,
asigurand 1n acelasi timp obtinerea unui material vegetal viguros si
reducerea timpului de multiplicare necesar in conditiile de laborator.

Comportamentul explantelor pe mediile martor (nr. 1-4). Ana-
liza dezvoltarii pe variantele lipsite de regulatori de crestere a scos in
evidenta potentialul endogen de regenerare al speciei (tab. 3.9; fig. 3.6).

Tabelul 3.9. Dezvoltarea lastarilor de menta pe diferite variante de
medii nutritive

Numa- | Numa-
Nr. | iniiltimea | rulde | rulde

Nr. me- | lastarului, | lastari | lastari Efectele
dlo| .. ..
diului cm per ex- | per bor-
plant can
1. | Nr.1 | 6,02+0,14 1 6 Crestere, inradacinare
2. | Nr.2 | 7,11£0,18 1 6 Crestere, inradacinare
3. | N&3 | 4012007 | 1 6 Crestere moderatd,
inradacinare
4. | NL4 | 450:000 | 1 6 Crestere moderats,
inradacinare
5. | Nr.5 | 3,05+0,05 3-4 15-20 Proliferare de lastari
. | Nr.6 | 9,10+0,23 5 30 Lastarire multipla
7. | Nr.7 |10,00+0,14 6 36 Lastarire multipla

Crestere viguroasa,
8. | Nr.8 | 8,20+0,11 1 6 formarea sistemului
radicular puternic

Crestere viguroasa,
9. | Nr.9 |10,17+0,22 1 6 formarea sistemului
radicular puternic
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Pe mediul nr. 1 (MS 100%), s-a observat mentinerea dominan-
tei apicale, lastarii atingand o inaltime de 6-7 cm, cu o ratd de multi-
plicare redusa (6 lastari per recipient).

Fig. 3.6. Aspectul morfologic al explantelor de M. x piperita din variantele 1-4

Utilizarea mediilor de baza MS lipsite de regulatori de crestere
a demonstrat ca potentialul regenerativ al mentei permite o dezvolta-
re liniara sanatoasa, fiind o strategie ideald pentru mentinerea vitali-
tatii si conservarea pe termen lung a culturii. Introducerea carbunelui
activ (250 mg/L) in varianta nr. 2 a generat un efect vizual si fizio-
logic distinct: lastarii au prezentat o dinamica de crestere superioara
si o coloratie violacee intensd, semn al unui metabolism robust si al
adaptarii optime la conditiile in vitro.

In ceea ce priveste varianta nr. 3 si nr. 4 (1/2 MS), reducerea
concentratiel de saruri minerale a diminuat stresul osmotic, aceste
medii dovedindu-se ideale pentru conservarea pe termen lung a ge-
nofondului si pentru mentinerea vigorii plantelor dupa perioade de
stres hormonal.

Optimizarea ratei de multiplicare sub influenta citokinine-
lor (nr. 5-7). Suplimentarea mediului cu 6-benzilaminopurind a mo-
dificat radical procesul de organogeneza, rata de multiplicare fiind
strans corelatd cu concentratia fitohormonului: La 0,3 mg/L BAP (nr.
5), s-a obtinut o productie de 15-20 lastari per borcan, insa talia aces-
tora a fost redusa, avand o medie de 3 cm (fig. 3.7).

Varianta nr. 6, suplimentata cu 0,5 mg/LL BAP a reprezentat
rezultatul optim al experimentului. S-a obtinut un numar de 30 las-
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tari per borcan, caracterizati printr-o vigoare excelenta si o lungime
medie de 9 cm. Absenta fenomenelor de vitrificare confirma faptul
ca aceasta concentratie este pragul fiziologic optim pentru menta.

Fig. 3.7. Aspectul morfologic al explantelor de
Mentha x piperita L. din variantele nr. 5-7

In varianta nr. 7, cu ados de 0,7 mg/L BAP, s-a inregistrat cel
mai mare numar de lastari (36 per borcan), calitatea biologica a aces-
tora a scazut vizibil, observandu-se tulpini subtiri si frunze reduse
dimensionale, semne ale unui inceput de stres hormonal.

Inducerea rizogenezei si pregatirea pentru aclimatizare
aplantelor de M. x piperita din variantele 8-9. Etapa de inradaci-
nare a fost maximizata pe mediile suplimentate cu auxine (fig. 3.8).

Fig. 3.8. Aspectul morfologic al explantelor de
Mentha x piperita L. din variantele nr. 8-9
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Varianta nr. 9 (0,3 mg/L AIA) a demonstrat cea mai mare efi-
cientd, inducand formarea unor radacini adventive puternice, lungi si
bine ramificate. Dezvoltarea unui sistem radicular robust in aceasta
faza este esentiala, deoarece acesta va asigura suportul nutritiv nece-
sar trecerii plantelor de la mediul heterotrof de laborator la cel auto-
trof, In etapa de aclimatizare [Lozinschii M., Brinza L., Mocreac N.;
Badulescu L.; Batiru G., 2026].

In etapa de inradicinare, prezenta auxinelor in variantele expe-
rimentale nr. 8 si nr. 9 a avut o influentd semnificativa. Introducerea
acidului indolilacetic in mediul nutritiv a devenit un factor determi-
nant pentru desfasurarea cu succes a proceselor de rizogeneza. S-a
stabilit ca adaugarea acestui regulator de crestere nu doar ca a stimu-
lat formarea sistemului radicular, dar a contribuit si la dezvoltarea
activd a partii aeriene a plantelor Tn comparatie cu variantele fara
utilizarea auxinelor.

Sistemul radicular format s-a remarcat prin vitalitate ridicata,
ramificare buna si prezenta numerosilor perisori radiculari, care joa-
ca un rol important in absorbtia apei si a substantelor minerale. Acest
lucru a asigurat un metabolism mai eficient si a sporit potentialul de
adaptare al plantelor in etapa de aclimatizare la conditii ex vitro.

Asadar, plantele tratate cu 0,3 mg/L. AIA au prezentat o dez-
voltare mai robusta a tulpinii si a aparatului foliar, asigurand astfel o
baza biologica rezistenta pentru transferul din mediul steril in subs-
tratul ex vitro.

Adaptarea plantelor Mentha x piperita la conditiile ex vi-
tro. Plantele microclonate de M. x piperita, dupa cultivarea in vitro,
necesita o etapa de aclimatizare la conditiile ex vitro, Intrucat se for-
meaza intr-un mediu cu umiditate ridicatd, schimb de gaze redus si
iluminare scizuti. In acest context, plantele prezintd caracteristici
anatomico-morfologice, precum cuticula subtire, dezvoltarea slaba
a aparatului stomatal si capacitatea redusa de transpiratie, ceea ce le
face sensibile la stresul provocat de transferul in conditii nesterile.

Trecerea plantelor din mediul in vitro in mediul exterior repre-
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zintd o etapd critica, care trebuie realizatd treptat pentru a asigura
adaptarea lor fiziologica.

Procesul de aclimatizare s-a desfasurat in cateva etape:

v Transferul in substrat si adaptarea initiala. Plantulele au
fost extrase din recipientele de culturad, iar resturile de mediu agarizat
au fost Indepdrtate prin spalare atentd pentru a preveni dezvoltarea
fungilor. Ulterior, acestea au fost transferate in tavite alveolare cu
celule de volum redus (25-50 ml), utilizand-se un amestec de sol
optimizat din comert cu pH de 5,5 (fig. 3.9).

Fig. 3.9. Adaptarea M. citrata Ehrh. in conditii ex vitro

In primele doud sdptamani, plantele au fost mentinute in came-
ra climatica sub un regim strict controlat:

* Umiditate relativa: Mentine la aproximativ 90% pentru a
preveni deshidratarea lastarilor care nu au inca o cuticula completa
dezvoltata.

* Irigare si pulverizare: Substratul a fost irigat moderat la un
interval de 2-3 zile. Esentiald a fost pulverizarea zilnica a plantelor
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cu o pelicula fina de apa (pufuri), procedura necesara pentru a reduce
stresul de transfer si a mentine turgescenta tesuturilor.

v Adaptarea la conditiile camerei de crestere. Dupd primele
14 zile, plantele au fost scoase din incubator (camera climaticd) si
transferati intr-o camera speciala amenajata (fig. 3.10).

In aceastd faza, factorii fizici (intensitatea luminoasi, tempera-
tura si umiditatea) au fost ajustati treptat pentru a stimula activitatea
fotosintetica si intarirea tesuturilor protectoare. Aceasta etapa permi-
te plantelor sda devina complet autotrofe si sa se pregateasca pentru
transferul final in conditiile serii sau campului (fig. 3.10).

s oy 4

Fig. 3.10. Plante M. x piperita L. aclimatizate

Plantele prezintd o densitate mare de lastari, cu tije erecte si
internoduri bine dezvoltate. Frunzele au o coloratie verde-inchis,
specifica unei activitati fotosintetice intense. Absenta necrozelor sau
a semnelor de deshidratare confirma faptul ca mecanismele de tran-
spiratie si inchiderea stomatelor functioneaza corect. Se observa o
nuantd violacee la nivelul tulpinilor, ceea ce indica un metabolism
secundar activ si o adaptare reusita la intensitatea luminii din mediul

125



Mariana LOZINSCHII, Lilia BRINZA, Eduard COROPCEANU

ex vitro. Toate exemplarele prezinta un stadiu de dezvoltare similar,
ceea ce valideaza eficienta mediului nutritiv nr. 9 (0,3 mg/L AIA) in
formarea unui sistem radicular capabil sd sustind aceastd biomasa
aeriand bogata.

Figura 3.11 prezintd inflorirea plantelor de M. x piperita L., ob-
tinute prin microclonare in cultura in vitro, dupa transferul acestora
si aclimatizarea cu succes la conditiile ex vitro.

Plantele se caracterizeaza printr-o dezvoltare morfologica nor-
mala si trecerea la faza generativa, ceea ce demonstreaza mentinerea
viabilitatii, a potentialului de regenerare si a functionalitatii comple-
te dupa etapa de adaptare (tab. 3.10).

Fig. 3.11. inflorirea in masi a plantelor de M. x piperita L. dupi aclimatizarea
cu succes la conditiile ex vitro

Eficienta protocolului de micropropagare a fost confirmata
prin monitorizarea indicatorilor biometrici pe urmatorii 60 de zile de
transfer de plante in conditii ex vitro.
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Tabelul 3.10. Dinamica de crestere in perioada de post aclimatizare

Criterii Dupa 21 de zile Dupa 60 de zile
riterii . .

ex vitro, cm ex vitro, cm
Lungimea lastarului 20,05+ 0,26 35,20+ 0,31
Numarul de lastari 4,10+ 0,08 18,11 £ 0,25
Numarul de internoduri 3,00+ 0,05 8,20+0,014
Vigurozitatea - ++++

Rezultatele sintetizate evidentiaza o capacitate ridicatd de adap-
tare si o vigoare vegetativa remarcabild (tab. 3.10).

Analiza indicatorilor biometrici:

v Lungimea ldstarului: In primele 21 de zile, plantele au atins
o lungime de 20 cm, urmand ca pana la finalul intervalului de 60 de
zile sa atinga o medie de 35 cm. Aceasta crestere sustinuta demon-
streaza functionalitatea deplina a sistemului radicular format in vitro.

v’ Capacitatea de ramificare: Cel mai spectaculos indicator
este numarul de lastari, care a crescut de la 4 (la 21 de zile) la o
medie de 18 lastari per plantd dupa doua luni. Aceastd ramificare
bogata indica o activitate metabolica intensa si o eliminare completd
a stresului de aclimatizare.

v' Dezvoltarea structurald: Numarul de internoduri sa dublat
(de la 3 la 8), fapt ce coreleazd cu alungirea tulpinii si cresterea su-
prafetei foliare disponibile pentru fotosinteza.

Vigoarea generala: Pe tot timpul perioadei monitorizate, plan-
tele au mentinut un grad maxim de vigoare (++++), caracterizat prin
tije robust, frunzis den si o stare fitosanitara excelentd [Lozinschii
M., Brinza L., Mocreac N., Badulescu L., Batiru G., 2026].

In concluzie, s-a confirmat experimental posibilitatea de mul-
tiplicare a plantelor Mentha x piperita L. prin utilizarea culturilor de
meristeme cultivate in vitro. Utilizarea succesiva a dicloroizocianu-
ratului de potasiu (3%) si a permanganatului de potasiu (0,005%) a
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asigurat sau rata ridicatd de asepsie, demonstrand ca acest protocol
este o alternativa sustenabild si eficienta pentru initierea culturilor de
menta libera de contaminare.

S-a constatat ca, dintre mediile de cultura testate, cel mai efici-
ent s-a dovedit a fi mediul nr. 6, care asigura acumularea maxima de
biomasa in etapa de inmultire, precum si mediul nr. 9, optim pentru
inrddacinare si pregatirea plantelor pentru transplantarea ulterioara
in sol.

Succesul aclimatizarii, demonstrat prin rezultatele obtinute,
confirma validitatea utilizarii mediului MS suplimentat cu 0,3 mg/L
AIA pentru inradacinare, oferind plantelor rezervele necesare pentru
o tranzitie rapida si o dezvoltare exploziva in substrat natural.

Utilizarea mediilor lipsite de regulatori de crestere sau cu doze
minime de regulatori de crestere valorifica potentialul regenerativ
natural al mentei, reducand considerabil costurile de laborator si ris-
cul de vitrificare, fiind strategia ideald pentru conservarea pe termen
lung ceea ce valideaza calitatea biologica superioara a materialului
saditor obtinut prin acest protocol.
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4. Galanthus plicatus M. Bieb.:
INITIEREA SI MULTIPLICAREA IN VITRO

4.1. Descrierea botanica, raspandirea geografica si statutul de
conservare a speciei Galanthus plicatus M. Bieb.

Galanthus plicatus M. Bieb. (fig.
4.1), cunoscut sub denumirea popula-
ra de ghiocel-cutat, este o specie ge-
ofitd, mezofila, element floristic do-
. ) brogean-basarabean-tauric-caucazic,
'EemEtam‘$tmucut'E raspanditd in Romania (Dobrogea),
%/ Republica Moldova (Cantemir) (fig.
4.2), Ucraina (reg. Cercas si Crimeea),
nord-vestul Caucazului si in nordul
Turciei [Dihoru Gh., Negrean G., 2009]. Specia se dezvolta in pa-
duri colinare si submontane de foioase, preferand solurile bogate n
humus, cu umiditate moderata.

Biotehnologii
inovative in

Fig. 4.1. Aspectul morfologic al plan-  Fig. 4.2. R-nul Cantemir, habita-
tei de Galanthus plicatus M. Bieb. tul speciei Galanthus plicatus M.
Bieb. in Republica Moldova
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In cadrul genului Galanthus, unele specii prezinti o distributie
geografica larga, n timp ce altele sunt limitate la areale restranse.

De exemplu, Galanthus nivalis L. este raspandit intr-o zona ex-
tinsa a Europei, de la Pirinei pana in Italia, nordul Greciei, Ucraina si
Turcia europeana, in timp ce Galanthus trojanus A.P. Davis s1 Ozhatay
N. (2008) este considerata o specie rard, fiind identificata intr-o singu-
ra locatie din vestul Turciei [Davis, Aaron P., Ozhatay N., 2008].

In prezent, majoritatea speciilor din genul Galanthus sunt in-
cluse in liste de protectie la nivel international, fiind reglementate
prin Conventia privind Comertul International cu Specii de Fauna
si Flora Salbatica pe Cale de Disparitie (CITES), datorita riscurilor
asociate recoltdrii excesive si comertului necontrolat cu bulbi [Inter-
national Union for Conservation of Nature, 2018]. Este de remarcat
faptul ca, in conformitate cu reglementarile CITES, numai comuni-
tatile rurale din multe tari au dreptul la recoltarea si comertul limitat
cu doar trei specii (G. nivalis, G. elwesii s1 G. woronowii) [Bishop
M. si al., 2001].

Specia G. plicatus este inclusd in Cartea Rosie a Republicii
Moldova (2015), categoria critic periclitatd (CR). In Republica Mol-
dova, aceasta specie este Inregistrata intr-o singura locatie naturala, n
apropierea comunei Capaclia, raionul Cantemir, unde vegeteaza in-
tr-o padure de gorun cu tei argintiu, populatia ocupa o suprafatd de
aproximativ 2,5 ha si este protejata in cadrul Rezervatiei peisagistice
,,Codrii Tigheci”, la o altitudine de 138 m. Arboretul, cu acoperirea co-
ronamentului intre 70-80%, este dominat de Quercus petraeae (Matt.)
Liebl. in amestec cu Tilia tomentosa Moench, Acer platanoides L.,
Carpinus betulus L., Cerasus avium $i Acer campestre L. Stratul ar-
bustiv cu acoperirea de 30-50%, constituit din Acer tataricum, Cornus
mas L, Cotinus coggygria Scop., Crataegus monogyna Jacq., Euony-
mus europaeus L., E. verrucosus Scop. si Viburnum lantana. Stratul
erbaceu formeaza o acoperire generala de cca 90%. Galanthus plica-
tus M. Bieb. vegeteaza sporadic sau in grupuri mici, abundenta+do-
minanta 1-2. Specii insotitoare: Adoxa moschatellina L., Aegopodium
podagraria L., Anemonoides ranunculoides (L.) Holub, Anthriscus
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longirostris Bertol., Arum orientale M. Bieb., Asarum europaeum L.,
Asparagus tenuifolius Lam., Campanula rapunculoides L., Carex bre-
vicollis DC., Carex pilosa Scop., Convallaria majalis L., Corydalis
marschalliana Pers,, C. solida (L.) Clairv., Euphorbia amygdaloides
L., Ficaria verna Huds., Fritillaria montana Hoppe, Gagea lutea (L.)
Ker Gawl., Geranium robertianum L., Geum urbanum L., Glechoma
hirsuta Waldst. & Kit., Isopyrum thalictroides L., Lamium macula-
tum (L.) L., Mercurialis ovata Sternb. et Hoppe, Polygonatum hir-
tum (Bosc. ex Poir.) Pursch, P. multiflorum (L.) All., Scilla bifolia L.,
Stellaria holostea L., S. media (L.) Vill., Tulipa biebersteiniana var.
biebersteiniana L., Veronica herderifolia L., Viola reichenbachiana
Jord., V. suavis M. Bieb.

4.2. Importanta ecologica si medicinala a speciei

Familia Amaryllidaceae reprezinta una dintre cele mai impor-
tante familii de plante din punct de vedere fitochimic, fiind inclusa
printre cele aproximativ doudzeci de familii vegetale cunoscute pen-
tru continutul ridicat de alcaloizi biologic activi [Zhong J., 2013].
Aceasta familie cuprinde aproximativ 1100 de specii de plante pe-
rene bulbacee, grupate in circa 85 de genuri, raspandite in special in
regiunile tropicale si temperate calde ale lumii [Willis J.C., 1988].
Interesul stiintific pentru reprezentantii acestei familii este determi-
nat in mare masura de capacitatea lor de a produce o gama larga de
alcaloizi cu proprietdti farmacologice semnificative.

Genul Galanthus L. (Amaryllidaceae) include in prezent apro-
ximativ 25 de specii de plante geofite perene, distribuite in mod na-
tural in Europa si in regiunea Orientului Mijlociu. In flora Republicii
Moldova sunt inregistrate 2 specii: Galanthus nivalis L. s1 G. plicatus
M. Bieb. [Pinzaru P., 2023]. Aceste plante sunt apreciate atat pentru
valoarea lor ornamentald, cat si pentru proprietatile medicinale bine
documentate. Diversitatea alcaloizilor reprezintd una dintre cele mai
distincte caracteristici fitochimice ale acestui gen. Pana in prezent, in
extractele speciilor de Galanthus au fost identificati aproximativ 127
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de metaboliti secundari apartinand la 16 tipuri structurale, reprezen-
tand circa 20% din totalul alcaloizilor cunoscuti din familia Amaryl-
lidaceae. Printre metabolitii identificati pentru prima data in plantele
acestui gen se numara galantindolul, gracilina si plicamina. Desi cer-
cetarile fitochimice asupra genului Galanthus sunt inca incomplete,
studiile existente evidentiaza o diversitate structurald remarcabila a
alcaloizilor, dintre care numerosi metaboliti secundari prezinta acti-
vitati biologice inca insuficient investigate [Georgiev B., Sidjimova
B., Berkov S., 2024].

Alcaloizii specifici familiei Amaryllidaceae prezintd proprietati
biologice variate, incluzand activitati anticolinesterazice, antibacteri-
ene, antifungice, antivirale si anticancerigene. Un exemplu reprezen-
tativ este galantamina, izolata initial din Galanthus woronowii Lo-
sinsk., care este utilizatd in prezent in tratamentul simptomelor bolii
Alzheimer ca inhibitor de acetilcolinesteraza aprobat pentru utilizare
medicalda. Un aspect important al speciei G. plicatus il reprezinta
valoarea medicinala, deoarece constituie una dintre sursele naturale
de galantamina, alcaloid utilizat in tratamentul bolii Alzheimer si al
altor afectiuni neurologice. Exploatarea acestor resurse biologice a
amplificat interesul economic pentru specie, crescand implicit riscul
de diminuare a populatiilor naturale.

Alte molecule importante, precum licorina, narciclazina si pan-
cratistatina, sunt cunoscute pentru activitatea lor citotoxica si anti-
tumorala. Cu toate acestea, pentru numeroase tipuri structurale de
alcaloizi identificate la speciile de Galanthus, inclusiv galantindolul
sau gracilina, informatiile privind activitatea biologica raman limi-
tate, evidentiind necesitatea extinderii cercetarilor in acest domeniu.

4.3. Protocol de micropropagare

Populatiile naturale ale speciilor vegetale sunt supuse unui
complex de factori de risc care contribuie la reducerea diversitatii
genetice si la scaderea capacitatii de regenerare. Printre principalele
amenintari se numdra degradarea habitatelor naturale prin activitati
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antropice, precum defrisarile, urbanizarea sau extinderea terenurilor
agricole, precum si efectele schimbarilor climatice asupra regimului
de temperatura si precipitatii. In plus, colectarea excesiva a plantelor
din flora spontand, introducerea speciilor invazive si fragmentarea
ecosistemelor contribuie semnificativ la diminuarea populatiilor na-
turale. Aceste procese determina reducerea variabilitatii genetice si
cresc vulnerabilitatea speciilor la factori biotici si abiotici, evidenti-
ind necesitatea implementarii unor strategii eficiente de conservare
in situ $i ex situ.

Avand in vedere distributia restransa a speciei Galanthus plica-
tus M. Bieb., presiunile antropice asupra populatiilor naturale si va-
loarea sa ecologicd, ornamentald si farmacologicd, dezvoltarea unor
metode eficiente de multiplicare controlata devine esentiala pentru
conservarea acesteia. In acest context, tehnicile de micropropagare in
vitro reprezinta o strategie biotehnologica promitatoare pentru conser-
varea ex sifu a resurselor genetice vegetale si pentru obtinerea unui
material biologic uniform, necesar atat programelor de conservare, cat
si cercetarilor fitochimice privind metabolitii secundari ai speciei.

Ca material biologic pentru micropropagare au fost utilizati
bulbii speciei G. plicatus M. Bieb., proveniti de la plante mature,
sanatoase. Bulbii au fost prelevati din habitatul natural al speciei (pa-
durea de gorun din preajma comunei Capaclia, raionul Cantemir), cu
respectarea normelor de protectie a mediului si a principiilor de con-
servare a populatiilor naturale. Alegerea plantelor-donor a constituit
o etapad importantd a cercetarii, fiind selectate numai exemplare re-
prezentative pentru specie, cu caractere morfologice normale si fara
simptome de infectii fitopatogene sau atacuri de daunatori.

Initierea culturilor in vitro a fost realizata in conditii aseptice,
in hota cu flux laminar de aer steril. Dupa sterilizare, bulbii de G.
plicatus au fost inoculati pe mediu nutritiv de baza Murashige-Sko-
og, continand macro- si microelemente, fier chelat si vitamine, supli-
mentat cu mio-inozitol, glicind, acid ascorbic si zaharoza, a mediului
MS [Murashige T., Skoog F., 1962] (fig. 4.3).
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Sterilizarea materialului vegetal

Sterilizarea explantelor a reprezentat o etapa critica, avand in
vedere originea naturald a materialului vegetal si riscul sporit de con-
taminare cu microorganisme epifite si endofite. In cazul geofitelor, in
special al plantelor bulbifere, sterilizarea trebuie sa asigure un echi-
libru intre eficienta dezinfectarii si mentinerea viabilitatii tesuturilor.

Flg 4.3. Bulbi de ghiocel-plicat inoculati pe diferite variante
ale mediului nutritiv MS

Spre deosebire de unele protocoale clasice, in care se utilizeaza
clorura de mercur (HgCL) in concentratii de 0,1-0,2%, aceasta a fost
exclusa din prezenta cercetare din cauza toxicitatii sale ridicate si a
impactului ecologic negativ. In schimb, a fost elaborat un protocol de
sterilizare mai bland si mai sustenabil, bazat pe utilizarea succesiva a
mai multor agenti dezinfectanti, cu moduri complementare de actiune.

Protocolul de sterilizare a inclus urmatoarele etape: spalarea
preliminara a bulbilor cu detergent, pentru indepartarea impuritatilor
si a grasimilor de pe suprafata explantelor; mentinerea sub jet de
apa curenta timp de 2 ore; tratarea materialului vegetal timp de 30
minute cu antibiotic (ciprofloxacind), pentru limitarea contaminarii
bacteriene; tratarea timp de 30 minute cu solutie antifungica comer-
ciala, pentru prevenirea dezvoltarii fungilor; spalari repetate cu apa
autoclavata; tratament cu hipoclorit de sodiu; tratament cu solutie
de permanganat de potasiu; tratarea timp de 10 minute cu solutie de
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peroxid de hidrogen (H,0O,) de 6%; trei clatiri succesive cu apa auto-
clavata; tratarea bulbilor timp de 1-3 minute cu alcool etilic de 70%;
trei clatiri finale cu apa autoclavata.

tati in tabelul 4.1.

Agentii de sterilizare utilizati si efectele acestora sunt prezen-

Tabelul 4.1. Agenti chimici de sterilizare utilizati pentru
explantele de Galanthus plicatus M. Bieb.

Nr. Agentul Durata
gentu uratd, Efectul
d/o de sterilizare min
Indeparteaza  impuritatile  si
1. |Detetergent 10 grasimile de pe suprafata explante-
lor
2. | Antibiotic 30 Inhiba cresterea bacteriilor
3. | Solutie antifungica 30 Previne dezvoltarea fungilor
Actioneazd ca agent dezinfectant
4. | Hipoclorit de sodiu 45 puternic, distrugdnd microorganis-
mele
Elimina reziduurile chimice si re-
5. | Apa autoclavata 5 duce riscul de efecte toxice asupra
explantelor
6 Permanganat 30 Are efect oxidant, contribuind la
" | de potasiu sterilizarea suprafetei explantelor
Degradeaza agentii patogeni prin
7. |H,0,de 6% 10 graccaza agceiiil patogent
172 actiune oxidativa.
Elimind reziduurile chimice si re-
8. |Apa autoclavata 5 duce riscul de efecte toxice asupra
explantelor

Aplicarea succesivd a mai multor sterilizanti a fost justificata
prin faptul cd materialul vegetal provenit din natura este limitat si
valoros, iar pierderea explantelor ar putea compromite intreaga sursa
de plante-mama. Utilizarea combinatd a agentilor chimici a permis
o dezinfectare eficientd, prin actiune diferentiatd asupra bacteriilor,
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fungilor si sporilor, maximizand sansele de supravietuire ale explan-
telor si reducand impactul asupra populatiilor naturale.

Conditiile de cultura

Explantele inoculate au fost cultivate in camera de crestere, in
conditii controlate de mediu. Temperatura de incubare a fost men-
tinuta la 20-25 °C, interval considerat favorabil pentru dezvoltarea
culturilor de geofite. Regimul de iluminare a fost de 16 ore lumina
si 8 ore Intuneric, iar intensitatea luminoasa a fost asigurata la 30-50
umol-m=-s7!, utilizand surse de lumina difuza de tip fluorescent sau
LED cu spectru complet.

Respectarea acestor parametri a fost esentiald pentru evitarea
stresului fiziologic, prevenirea necrozei tesuturilor si stimularea
cresterii uniforme a explantelor. In plus, aceste conditii favorizeazi
atat dezvoltarea organelor vegetative, cat si acumularea compusilor
de rezerva specifici organelor bulbifere.

Mediile nutritive pentru initierea culturilor in vitro

Pentru initierea culturilor in vitro au fost testate trei variante de
mediu nutritiv pe bazd de MS: un mediu standard si doua variante
modificate. Compozitia mediilor este prezentatd in tabelul 4.2.

Tabelul 4.2. Compozitia mediilor nutritive standard si modificate
pentru initierea culturilor in vitro de G. plicatus M. Bieb.

Nr. Componentul MS MS MS

d/o P standard | modificat (I) modificat (II)
MS: macro-, micro-

1. | elemente, Fe chelat, 100% 100% 50 %
vitamine

2. | Mio-inositol (mg/L) 100 50,0 100,0

3. | Glicina (mg/L) 2,0 2,0 2,0

4. | BAP (mg/L) - 0,5 1,0

5. | Acid ascorbic (mg/L) 50,0 50,0 50,0
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6. | Zaharoza (mg/L) 30 000 30 000 45000

7. | Agar (mg/L) 6000 6000 7000
Carbune activ

8. (mg/L) - 1000 1000
pH-ul mediilor a fost ajustat la 5,8 inainte de sterilizare

In variantele modificate, reducerea concentratiei sarurilor mi-
nerale la /2 MS a urmarit diminuarea stresului osmotic asupra ex-
plantelor, iar suplimentarea cu BAP a avut rolul de a stimula divizi-
unea celulara si initierea microbulbilor.

Concentratia sporitd de zaharoza a asigurat un aport energetic
mai ridicat, iar carbunele activ a contribuit la adsorbtia compusilor
fenolici si a excesului de regulatori de crestere, reducand brunifica-
rea tesuturilor.

Mediile nutritive pentru inducerea microbulbilor

Pentru inducerea microbulbilor au fost testate opt variante ex-
perimentale ale mediului MS, diferentiate prin tipul si concentratia
citokininei, prezenta auxinei IBA, concentratia zaharozei si adaosul
de carbune activ (tab. 4.3).

Tabelul 4.3. Mediul nutritiv de baza MS suplimentat cu regulatori de
crestere pentru inducerea si dezvoltarea microbulbilor la G. plicatus
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: L - « >l\ - p—
= —E: R M~ L g ~ )g = = 5 -
s 2| 2 |Ss| E|5%z2| 8| ESE
e g S N g = x E| = | 2 ER:
z © a £ | E§
< = B0
@ z
1. | Nr.1| BAP | 0,5 - - 45 0 |29+0,05
2. N2 BaP | 1.0 [AIB] 05 | 45 0 5+ 0,06
3. [ N3 | BAP| 15 [AIB| 05 | 45 0 [ 15+0,11
4. | N4 BAP | 2.0 [AIB] 05 [ 60 0 | 24+043
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5. [ Nes| 2 | 05 - - 45 | 1,0 | 5+002
6. [Nr.6| 2P | 1,0 |AIB| 05 | 45 | 1,0 | 11£0,09
7./ N7 | 2P | 15 [AB| 05 | 45 | 1,0 | 19+0,14
8. [ N8| 2P | 20 |AIB| 05 | 60 | 1,0 | 21+0,21
9. [ Nro | - - |aB]| o5 | 45 -
10.|Nr 10| - - - - 45 _

Au fost utilizate doud citokinine: 6-benzilaminopurina si
N6-(2-izopentenil)adenind, fiecare in concentratii de 0,5; 1,0; 1,5 si
2,0 mg/L. In majoritatea variantelor, auxina AIB a fost addugata in
concentratie de 0,5 mg/L.

Aceastd schema experimentala a permis evaluarea comparativa a
efectului celor doua citokinine, precum si a interactiunii lor cu AIB si
cu nivelurile de zaharoza asupra inducerii si dezvoltrii microbulbilor.

Micropropagarea speciilor apartindnd genului Galanthus a consti-
tuit obiectul mai multor cercetari anterioare, care au demonstrat eficienta
culturilor in vitro pentru multiplicarea rapidd a materialului vegetal si
conservarea ex situ a resurselor genetice. Astfel, Tipirdamaz R., Ellial-
tioglu S., Cakirlar H. (1999) au evidentiat influenta tipului de explant,
a sursei de carbohidrati si a pH-ului mediului asupra regenerarii la Ga-
lanthus ikariae. Tilly-Mandy A., Jambor-Benczur E., Szabo J. (2006),
precum si Staikidou I., Selby C., Hanks G. (2006), au subliniat impor-
tanta regulatorilor de crestere si a concentratiei zaharozei in stimularea
formarii bulbetilor la diferite specii de Galanthus. Ulterior, Malyaro-
vskaya si colaboratorii (2018) au elaborat protocoale eficiente pentru
multiplicarea si conservarea in vitro a speciei Galanthus woronowii, 1ar
Asadi N. si colab. (2021) au analizat stabilitatea materialului regenerat
si riscul variatiei somaclonale. In ansamblu, aceste cercetiri confirma
faptul cd succesul micropropagarii depinde de optimizarea etapelor de
initiere, multiplicare si regenerare, concluzie confirmata si de rezultatele
obtinute in prezentul studiu pentru G. plicatus M. Bieb.

Pentru optimizarea protocolului de micropropagare a speciei
G. plicatus, au fost evaluate mai multe variante ale mediului nutritiv
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Murashige-Skoog, diferentiate prin tipul si concentratia regulatorilor
de crestere, precum si prin nivelul de zaharoza utilizat. Raspunsul ex-
plantelor a fost analizat in functie de numarul de microbulbi generati
per explant, precum si de caracteristicile morfologice ale structurilor
regenerate [Lozinschii M., Muntean N., Brinza L., Calugaru-Spataru
T., Coropceanu E., 2026].

Initierea culturilor in vitro si importanta sterilizarii explantelor

Pentru speciile apartinand genului Galanthus L., explantele uti-
lizate frecvent 1n culturile in vitro includ bulbii intregi, solzii de bulb
si meristemele apicale sau laterale. Aceste tipuri de explant sunt ca-
racterizate prin prezenta tesuturilor meristematice active, cu o capa-
citate ridicata de diviziune celulara si regenerare, ceea ce favorizeaza
inducerea organogenezei si formarea structurilor bulbifere in con-
ditii de culturd controlate. Utilizarea bulbilor sau a solzilor de bulb
ca material initial este raportatd in studiile de micropropagare ale
genului Galanthus L., datoritd potentialului lor ridicat de regenerare
si stabilitate morfogenetica [Staikidou I. si colab., 2006; Malyarovs-
kaya V.I. si colab., 2018].

In prezenta cercetare, bulbii introdusi in cultura au fost monito-
rizati dupa inoculare pentru a evalua viabilitatea explantelor si adap-
tarea acestora la mediul artificial. Initierea culturilor in vitro a impus
aplicarea unui protocol riguros de sterilizare, deoarece materialul
vegetal provenit din habitat natural prezintad frecvent o Incarcatura
microbiologica ridicatd, determinatd de microorganisme epifite si
endofite. Contaminarea microbiana reprezinta una dintre principale-
le cauze ale esecului culturilor in vitro, fiind necesara utilizarea unor
proceduri eficiente de decontaminare [George E.F. si colab., 2008].

Protocolul de sterilizare utilizat a implicat aplicarea succesiva a
mai multor agenti dezinfectanti, inclusiv detergent, antibiotic, fungi-
cid, hipoclorit de sodiu, permanganat de potasiu, peroxid de hidrogen
si alcool etilic de 70% (tab. 4.1). Aplicarea combinata a acestor sub-
stante a permis eliminarea eficientd a microorganismelor de pe supra-
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fata explantelor, asigurand simultan mentinerea viabilitatii tesuturilor
vegetale. Eficienta protocolului a fost evaluata prin procentul de ex-
plante care au ramas simultan sterile si viabile dupa inoculare, valorile
obtinute situandu-se in intervalul 80-95%, ceea ce confirma adecvarea
metodei pentru initierea culturilor in vitro de G. plicatus.

Un aspect important al protocolului elaborat il reprezinta exclu-
derea clorurii de mercur (HgCIL,), un sterilizant puternic utilizat frec-
vent in cultura tesuturilor vegetale, dar caracterizat prin toxicitate ri-
dicata si potential fitotoxic. Inlocuirea acestuia cu agenti dezinfectanti
mai putin agresivi contribuie la reducerea impactului toxicologic al
procedurii si la cresterea sustenabilitdtii metodei, aspect deosebit de
relevant in cazul speciilor rare sau protejate [Cassells A.C., 2012].

Dupa inoculare, explantele au prezentat o coloratie alb-galbu-
ie caracteristica etapelor initiale de proliferare celulara (fig. 4.4). In
unele cazuri au fost observate brunificari usoare la nivelul tesuturilor
apicale, fenomen asociat oxidarii compusilor fenolici eliberati de ex-
plante ca raspuns la stresul mecanic si chimic generat de procesul de
sterilizare si transferul pe mediu nutritiv artificial. Oxidarea fenolica
reprezintd un fenomen frecvent in culturile in vitro ale plantelor pro-
venite din habitat natural si poate inhiba cresterea explantelor daca
nu este controlata corespunzator [Thomas T.D., 2008].

Fig. 4.4. Explante inoculate pe mediul %2 MS modificat (II)
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Pentru a reduce acest efect, mediile nutritive au fost suplimen-
tate cu acid ascorbic si carbune activ, aditivi cunoscuti pentru rolul
lor in stabilizarea culturilor in vitro (tab. 4.2). Acidul ascorbic ac-
tioneaza ca antioxidant, inhiband oxidarea compusilor fenolici, n
timp ce carbunele activ adsoarbe substantele fenolice si excesul de
regulatori de crestere din mediul nutritiv [Thomas T.D., 2008], con-
tribuind la mentinerea unui mediu favorabil dezvoltarii explantelor.
Utilizarea acestor aditivi a permis reducerea brunificarii si mentine-
rea viabilitatii culturilor in faza de initiere.

Analiza comparativa a variantelor de mediu nutritiv a eviden-
tiat cd formularea modificata bazata pe /> MS, suplimentatd cu 1,0
mg/L BAP, 100 mg/L mio-inozitol, 45 g/L zaharoza, 7 g/L agar si 1
g/L carbune activ a oferit cele mai favorabile conditii pentru stabi-
lizarea culturilor in vitro de Galanthus plicatus. Reducerea concen-
tratiei sarurilor minerale a contribuit la diminuarea stresului osmotic
asupra explantelor, in timp ce BAP a stimulat activitatea meriste-
matica si initierea structurilor bulbifere. Prezenta carbunelui activ a
limitat oxidarea compusilor fenolici eliberati de explante, prevenind
brunificarea tesuturilor. In aceste conditii, mediul nutritiv mentionat
poate fi considerat adecvat pentru etapa de initiere si stabilizare a
culturilor in vitro ale speciei investigate. Rezultate similare au fost
raportate si pentru alte specii geofite, unde reducerea concentratiei
sarurilor minerale si utilizarea carbunelui activ au contribuit la stabi-
lizarea culturilor in fazele initiale ale micropropagarii [George E.F.
st al., 2008; Thomas T.D., 2008].

In ansamblu, rezultatele obtinute evidentiaza importanta opti-
mizarii protocolului de sterilizare si a compozitiei mediului nutritiv
pentru initierea cu succes a culturilor in vitro de Galanthus plica-
tus. Aplicarea unei proceduri eficiente de decontaminare, combinata
cu utilizarea antioxidantilor si a adsorbantilor fenolici, constituie un
factor determinant pentru stabilizarea culturilor si pentru dezvoltarea
ulterioard a unui sistem eficient de micropropagare.
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Inducerea si multiplicarea microbulbilor

Inducerea microbulbilor reprezintd o etapa esentiala in micro-
propagarea speciilor geofite, deoarece aceste structuri bulbifere con-
stituie organe de rezerva capabile sa sustina regenerarea plantelor si
adaptarea ulterioard la conditiile ex vitro. Formarea microbulbilor
este influentata in mod direct de compozitia mediului nutritiv, in spe-
cial de tipul si concentratia regulatorilor de crestere, precum si de
nivelul sursei de carbon disponibile in cultura.

In cadrul prezentului studiu au fost evaluate mai multe variante
ale mediului nutritiv Murashige-Skoog, diferentiate prin tipul citoki-
ninei utilizate (BAP sau 2iP), prezenta auxinei AIB si prin nivelul de
zaharoza adaugat mediului de culturd. Scopul acestor experimente
a fost identificarea combinatiei optime de factori care sa stimuleze
inducerea si proliferarea microbulbilor la G. plicatus M. Bieb.

Rezultatele experimentale privind eficienta mediilor nutritive
sunt prezentate in tabelul 4.3, unde este indicat numarul mediu de
microbulbi generati per explant pentru fiecare varianta de mediu tes-
tatd. Analiza datelor evidentiaza faptul ca toate mediile suplimentate
cu citokinine au sustinut formarea structurilor bulbifere, insa inten-
sitatea raspunsului morfogenetic a variat in functie de combinatia
hormonala si de concentratia zaharozei utilizate.

In seria mediilor suplimentate cu 6-benzilaminopurini s-a ob-
servat o crestere progresiva a numarului de microbulbi generati per
explant odatd cu majorarea concentratiei regulatorului de crestere.
Astfel, la concentratia de 0,5 mg/L BAP s-au obtinut in medie 2,9
+ 0,05 microbulbi/explant (mediul nr. 1), ceea ce indicad o activita-
te meristematicd moderata in absenta auxinei. Introducerea acidului
indolilbutiric in concentratie de 0,5 mg/L a determinat o amplificare
evidenta a raspunsului morfogenetic, iar pe mediul suplimentat cu
1,0 mg/L BAP + 0,5 mg/L AIB s-au format 5 + 0,06 microbulbi/ex-
plant (mediul nr. 2). Cresterea suplimentara a concentratiei de BAP
la 1,5 mg/L (mediul nr. 3), mentinand aceeasi doza de auxina, a de-
terminat o intensificare accentuata a proliferarii, generand 15 £+ 0,11
microbulbi/explant. Cea mai mare rata de multiplicare a fost inregis-
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tratd pe mediul suplimentat cu 2,0 mg/L BAP + 0,5 mg/L. AIB si 60
g/L zaharoza (mediul nr. 4), unde s-au obtinut 24 + 0,43 microbulbi/
explant, ceea ce reflectd o stimulare intensa a diviziunii celulare si1 a
proceselor de organogeneza.

Un raspuns comparabil, desi usor inferior din punct de vedere
numeric, a fost observat in seria mediilor suplimentate cu N6-(2-izo-
pentenil)adenina (2iP). Astfel, mediul cu 0,5 mg/L 2iP a generat 5
+ 0,02 microbulbi/explant (mediul nr. 5), iar cresterea concentratiei
la 1,0 mg/L 2iP + 0,5 mg/L AIB a determinat formarea a 11 + 0,09
microbulbi/explant (mediul nr. 6). La concentratia de 1,5 mg/L 2iP +
0,5 mg/L AIB s-au obtinut 19 £ 0,14 microbulbi/explant(mediul nr.
7), iar pe mediul cu 2,0 mg/L 2iP + 0,5 mg/L IBA si 60 g/L. zaharoza
s-au format 21 £+ 0,21 microbulbi/explant (mediul Nr. 8), (fig. 4.5).
Aceste rezultate indica faptul ca 2iP poate sustine eficient prolifera-
rea structurilor bulbifere, insa efectul sdu asupra multiplicarii este
usor mai redus comparativ cu BAP.

== |
"

Fig. 4.5. Medii nutrive suplimentate cu 2-iP:
1-0,5mg/L;2-1,0mg/L;3-1,5mg/L

Diferentele dintre cele doua citokinine pot fi explicate prin
mecanismele lor fiziologice distincte. BAP este cunoscuta pentru
efectul sau mitogenic puternic asupra celulelor meristematice, sti-
muland diviziunea celulara si initierea structurilor organogenetice.
In schimb, 2-iP este considerati o citokinini cu actiune mai apropia-
ta de echilibrul hormonal natural al plantelor, ceea ce poate conduce
la o diferentiere mai uniforma a tesuturilor regenerate, insa cu o rata
numerica usor mai redusd [George E.F. si al., 2008].
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Rolul auxinei AIB in stimularea organogenezei a fost evident
in majoritatea variantelor experimentale. Compararea mediilor fara
auxina cu cele suplimentate cu 0,5 mg/L. AIB arata ca asocierea cito-
kinind-auxind a determinat o crestere semnificativa a ratei de prolife-
rare a microbulbilor. Acest efect este bine documentat in literatura de
specialitate, unde raportul dintre citokinine si auxine este considerat
un factor determinant pentru directionarea proceselor de organoge-
neza si regenerare [George E.F. si al., 2008; Cassells A.C., 2012].

Un alt factor major care a influentat inducerea microbulbilor a
fost concentratia de zaharoza. Cresterea nivelului acesteia de la 45 g/L
la 60 g/L a fost asociatd cu cele mai ridicate valori ale multiplica-
rii. Zaharoza joacd un rol esential in culturile in vitro ale geofitelor,
deoarece reprezintd principala sursa de carbon pentru metabolismul
explantelor si, in acelasi timp, actioneaza ca factor osmotic care favo-
rizeaza acumularea carbohidratilor si formarea organelor de rezerva
[Thomas T.D., 2008].

Compararea acestor rezultate cu cele raportate pentru alte specii
ale genului Galanthus indica faptul ca tendintele observate in studiul
de fata sunt in concordanta cu literatura de specialitate. Tipirdamaz R.,
Ellialtioglu S., Cakirlar H. (1999) au demonstrat cé la G. ikariae con-
centratiile ridicate de zaharoza (aproximativ 60 g/L) stimuleaza sem-
nificativ formarea bulbetilor in vitro. De asemenea, Staikidou I., Selby
C., Hanks G. (2006) au evidentiat rolul important al carbunelui activ in
stimularea cresterii bulbetilor la specii de Galanthus cultivate in vitro,
demonstrand ca asocierea acestuia cu concentratii ridicate de zaharoza
poate amplifica semnificativ dezvoltarea structurilor bulbifere.

Rezultate similare au fost raportate si pentru G. woronowii,
unde Malyarovskaya V. si colaboratorii (2018) au aratat cd medi-
ile suplimentate cu BAP pot stimula regenerarea explantelor, insa
rata de multiplicare raportatd a fost mai redusa decat cea obtinuta in
prezentul studiu. Aceastad diferentd poate reflecta particularitati bio-
logice specifice speciei G. plicatus, dar si optimizarea combinatiei
hormonale utilizate.

Tendinte comparabile au fost observate si la alte geofite bul-
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bifere ornamentale. In studiile realizate asupra genului Narcissus,
mediile nutritive suplimentate cu citokinine Tn combinatie cu auxine
au favorizat proliferarea meristematica si regenerarea structurilor ve-
getative in vitro [Santos A. et al., 2002]. Rezultate similare au fost
raportate si pentru Hyacinthus orientalis, unde interactiunea dintre
auxine si citokinine pe mediul MS a influentat semnificativ inducerea
morfogenezei si dezvoltarea plantulelor regenerate [El-Naggar H.M.
si colab., 2023]. In mod similar, cercetarile realizate asupra altor ge-
ofite bulbifere, precum speciile de Lilium, au aratat ca concentratiile
ridicate de zaharoza (45-60 g/L) stimuleaza formarea si dezvoltarea
bulbililor in vitro, prin favorizarea acumularii carbohidratilor nece-
sari formarii organelor de rezerva [Azadi P., Khosh-Khui M., 2007].

Un rol important in stabilitatea culturilor a fost atribuit si car-
bunelui activ, care poate adsorbi compusii fenolici eliberati de ex-
plante si excesul de regulatori de crestere din mediul nutritiv. Prin
aceastd actiune, carbunele activ contribuie la stabilizarea culturilor
si la prevenirea brunificarii tesuturilor, fenomen frecvent intalnit in
culturile in vitro ale geofitelor [Thomas T.D, 2008].

In ansamblu, rezultatele obtinute indica faptul ca microbulbifi-
carea la G. plicatus este optim stimulatd de combinatiile hormonale
bazate pe 2,0 mg/L citokinina (BAP sau 2iP), 0,5 mg/L AIB si con-
centratii ridicate de zaharoza (60 g/L). Comparativ cu alte specii ale
genului Galanthus si cu alte geofite bulbifere cultivate in vitro, rata de
multiplicare obtinuta in prezentul studiu poate fi considerata ridicata,
ceea ce confirmd eficienta protocolului elaborat si relevanta acestuia
pentru multiplicarea rapida si conservarea ex situ a speciel investigate.

Etapele de maturare a microbulbilor

Dupa etapa de multiplicare, microbulbii obtinuti in vitro au fost
transferati pe medii nutritive destinate maturarii si dezvoltarii aces-
tora. Aceasta faza a avut ca obiectiv stimularea cresterii in dimensi-
une a bulbilor si acumularea substantelor de rezerva necesare pentru
dezvoltarea ulterioara a plantulelor. Explantele au fost cultivate timp
de aproximativ 8 saptamani pe fiecare varianta de mediu (fig. 4.6).
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Transferul microbulbilor pe mediu Murashige-Skoog in con-
centratie 100%, suplimentat cu acid indolilbutiric in concentratie de
0,5 mg/L si 45 g/L zaharoza, a favorizat dezvoltarii bulbilor (mediul
nr. 9). Ulterior, cultivarea pe mediu MS fara regulatori de crestere,
dar cu 45 g/ zaharoza (mediul nr. 10), a permis maturizarea mi-
crobulbilor si acumularea rezervelor metabolice. In aceastd etapa,
concentratia relativ ridicata de zaharoza a jucat un rol esential in sus-
tinerea metabolismului explantelor si Tn acumularea carbohidratilor
necesari formarii organelor de rezerva.

1%

Fig. 4.6. Etapele dezvoltarii microbulbilor de G. plicatus in vitro:

1-3 — initierea si proliferarea explantelor pe mediu MS suplimentat cu concentratii
crescande de BAP (1,0-2,0 mg/L); 4-5 — formarea timpurie si separarea microbulbilor
nou indusi; 6 — transferul microbulbilor in dezvoltare pe mediu MS suplimentat cu IBA
(0,5 mg/L) si 45 g/L zaharoza pentru a stimula diferentierea; 7 —marirea si maturarea
microbulbilor pe mediu MS contindnd 45 g/L zaharoza fara regulatori de crestere; 8 —
microbulbi maturi obtinuti in vitro.

Schema experimentala aplicatd a demonstrat ca, prin subculturi
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succesive realizate la intervale de aproximativ 8 sdptdmani si prin
utilizarea unor concentratii progresive de BAP 1n faza de multiplica-
re, este posibild obtinerea unei rate ridicate de multiplicare a materi-
alului biologic.

Aceasta strategie permite realizarea unei progresii rapide a nu-
marului de microbulbi, aspect deosebit de valoros in cazul specii-
lor rare sau protejate, deoarece faciliteaza multiplicarea unui numar
mare de indivizi pornind de la un numar redus de explante initiale
[Lozinschii M., Muntean N., Brinza L., Calugaru-Spataru T., Coro-
pceanu E., 2026].

4.4. Semnificatia rezultatelor pentru conservarea speciei

Rezultatele obtinute demonstreaza ca micropropagarea in vitro
reprezinta o metoda eficienta pentru multiplicarea si conservarea ex
situ a speciei Galanthus plicatus M. Bieb. Avand 1n vedere distri-
butia restransd a acestei specii, precum si valoarea sa ornamentala
si farmaceutica ridicata, presiunea exercitatd asupra populatiilor na-
turale poate conduce la diminuarea resurselor genetice existente. In
acest context, elaborarea unui protocol eficient de regenerare si mul-
tiplicare in vitro prezintd o importanta practica majorad pentru conser-
varea si utilizarea durabila a speciei.Protocolul experimental dezvol-
tat permite obtinerea rapida a unui numar mare de microbulbi viabili,
pornind de la un numar redus de explante initiale. Acesti microbulbi
pot constitui o sursa valoroasa de material biologic pentru programe
de conservare ex situ, pentru cercetari fitochimice sau pentru produ-
cerea de biomaterial destinat studiului metabolitilor secundari, in-
clusiv al alcaloizilor cu potential terapeutic. In acest sens, protocolul
elaborat pentru etapele de multiplicare si maturare a microbulbilor
(fig. 4.7) evidentiaza capacitatea tehnicilor de micropropagare de a
genera in mod eficient un numar mare de indivizi viabili de Galan-
thus plicatus in conditii controlate.

Prin reducerea necesitatii colectarii plantelor din flora sponta-
nd, aceasta abordare biotehnologica contribuie la diminuarea presiu-
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nii exercitate asupra populatiilor naturale si la conservarea resurselor
genetice ale speciei. Desi aclimatizarea plantelor nu a fost investiga-
ta n cadrul prezentului studiu, microbulbii maturi obtinuti in vitro
reprezintd un material de plantare promitator pentru stabilirea ulte-
rioard in conditii ex vitro, inclusiv pentru programe de reintroducere
controlata, cultivare 1n horticultura sau pentru producerea biomateri-
alului destinat studiilor fitochimice. In acest sens, protocolul elaborat
prezintd nu doar valoare experimentald, ci si un potential aplicativ
semnificativ in strategiile moderne de conservare a biodiversitatii si
de utilizare durabila a speciilor vegetale rare sau amenintate.

Initiere W

Explanturile sunt cultivate
pe mediu MS suplimentat
cu BAP

r Aclimatizare

Plantele inrddicinate sunt
cilite si adaptate in conditii
ex vitro

Multiplicare

Proliferarea
microbulbilor

_4
B
\
\\\
Maturare . Dezvoltare W
Transfer pe mediu MS v Transfer pe mediu MS

fara regulatori de crestere, suplimentat cu AIB si
suplimentat cu zaharozi zaharozd

Fig. 4.7. Etapele micropropagdrii in vitro a speciei Galanthus plicatus M. Bieb.

In concluzie:

v Cercetirile realizate au demonstrat cd micropropagarea in
vitro reprezintd o metoda eficienta pentru multiplicarea si conser-
varea ex situ a speciei Galanthus plicatus, contribuind la reducerea
presiunii asupra populatiilor naturale.

v Protocolul de sterilizare elaborat, bazat pe utilizarea succesi-
va a detergentului, antibioticului, solutiei antifungice, hipocloritului
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de sodiu, permanganatului de potasiu, peroxidului de hidrogen si al-
coolului etilic 70%, a asigurat un procent ridicat de explante viabile
si necontaminate (80-95%,), fara utilizarea clorurii de mercur, ofe-
rind astfel o metoda mai sigurd si mai sustenabild pentru initierea
culturilor in vitro.

v Pentru etapa de initiere a culturilor, mediile Murashige-Sko-
og modificate, suplimentate cu BAP, zaharoza, acid ascorbic si car-
bune activ, au favorizat stabilizarea explantelor, reducerea brunifica-
rii s1 mentinerea viabilitatii tesuturilor.

v" Cea mai eficienta inducere a microbulbilor a fost obtinuta pe
mediul MS suplimentat cu 2,0 mg/L BAP, 0,5 mg/L. AIB si 60 g/L
zaharoza, unde s-a inregistrat cel mai mare numar de microbulbi per
explant (24 + 0,43). Rezultate apropiate au fost obtinute si pe mediul
suplimentat cu 2,0 mg/L 2iP, 0,5 mg/L AIB si 60 g/L zaharoza (21
+ 0,21 microbulbi/explant), confirmand rolul determinant al citoki-
ninelor, al auxinei si al sursei de carbon In controlul procesului de
microbulbificare.

v" Asocierea citokininelor cu AIB a stimulat diferentierea si
stabilitatea structurilor bulbifere, iar concentratia ridicatd de zaharo-
za a favorizat acumularea substantelor de rezerva si maturizarea mi-
crobulbilor.

v Etapele succesive de multiplicare, dezvoltare si maturare au
permis obtinerea unor microbulbi bine diferentiati, care reprezinta
un material biologic promitator pentru studii ulterioare de aclimati-
zare si transfer ex vitro.

v’ In ansamblu, protocolul elaborat oferd o bazi eficienta pen-
tru multiplicarea rapida a materialului vegetal si pentru conservarea
resurselor genetice ale speciei. Avand in vedere valoarea ecologica,
ornamentald si medicinala a speciei Galanthus plicatus M. Bieb.,
metoda propusa poate contribui la dezvoltarea strategiilor de conser-
vare ex situ, la cercetari fitochimice si la valorificarea biotehnologica
a acestei specii valoroase.
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5. VALOAREA EDUCATIONALA SI APLICATIVA
A GHIDULUI

5.1. Utilizarea ghidului in activitati didactice

Biotehnologia ca stiinta este o ra-
mura importanta a biologiei moderne,
care a devenit in ultimele decenii una
dintre prioritatile principale ale stiin-
tei si economiei mondiale. Formarea
notiunilor teoretice despre obiectul bi-
otehnologiei incepe la orele de biolo-
gie. Mai multi profesori remarca lipsa
conditiilor in scoald pentru organizarea
de activitati practice si experimentale pentru studierea bazelor fun-
damentale in domeniul biotehnologiilor. In opinia noastra, pentru a
rezolva aceasta problema, se pot utiliza diverse resurse educationale.

Biotehnologii
inovative in
cercetare si educatie

Ghidul ,,Biotehnologii inovative in cercetare si educatie” are
o valoare educationald si practicd semnificativa, deoarece reuneste
cunostinte teoretice moderne si abordari metodologice pentru studie-
rea biotehnologiei vegetale n cadrul procesului de invatamant. Con-
tinutul sdu contribuie la formarea unei viziuni sistematice la elevi
st studenti cu privire la metodele biotehnologice aplicate in stiinta
moderna, agricultura si ecologie. Totodata, utilizarea sa in activitatea
didactica permite sistematizarea cunostintelor teoretice si corelarea
acestora cu procesele reale de laborator.

Valoarea educationald a ghidului constd in faptul cd acesta
adapteaza concepte biotehnologice complexe si metode de laborator
la nivelul invatamantului scolar si universitar. Materialul este pre-
zentat in mod secvential si accesibil, ceea ce permite utilizarea ghi-
dului atét in studiul disciplinelor biologice de baza, cat si in cadrul
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cursurilor specializate de biotehnologie, genetica, fiziologie vegeta-
13, inginerie celulara, precum si in cadrul cursurilor care promoveaza
tehnologiile inovative. O importanta deosebitd o are orientarea catre
o abordare de cercetare n procesul de invatare, care dezvolta la elevi
abilitati de analiza, observare, realizare a experimentelor si interpre-
tare a rezultatelor. In special, materialele din ghid pot fi utilizate la
studierea bazelor culturii celulare si tisulare a plantelor, a metodelor
de sterilizare, a prepararii mediilor nutritive si a conditiilor de culti-
vare aseptica. Acest lucru contribuie la formarea in randul educabili-
lor a unei intelegeri a principiilor de lucru cu explantele vegetale si a
etapelor de dezvoltare a acestora in conditii controlate in vitro.

Valoarea practica a ghidului este determinata de prezenta me-
todelor de laborator si a descrierilor procedurilor experimentale care
pot fi puse in practica in laboratoarele didactice. Un loc important il
ocupa studiul metodelor de cultivare a tesuturilor vegetale in vitro,
care permit cursantilor sd insuseasca bazele lucrului steril, prepara-
rea mediilor nutritive, Inmultirea microclonala a plantelor si obser-
varea proceselor de crestere si diferentiere celulara. Realizarea unor
astfel de lucrari practice contribuie la formarea, in randul elevilor
st studentilor, a competentelor de cercetare si profesionale necesare
pentru activitatea stiintifica si aplicata ulterioara.

in plus, ghidul contribuie la popularizarea biotehnologiei in
randul elevilor, studentilor si masteranzilor si la cresterea interesu-
lui pentru stiintele naturii. Utilizarea metodelor biotehnologice mo-
derne 1n procesul educational permite apropierea invatamantului de
practica stiintifica reala si evidentierea perspectivelor de aplicare a
biotehnologiilor in rezolvarea problemelor actuale din agricultura,
protectia mediului si biomedicina.

Asadar, ghidul reprezinta o resursa didacticd si metodica im-
portanta, care asigurd integrarea stiintei, educatiei si practicii, iar
utilizarea acestuia in procesul de invatamant imbunatateste calitatea
pregatirii educabililor, contribuie la dezvoltarea gandirii stiintifice si
formeaza competente de baza in domeniul biotehnologiilor moderne.
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5.2. Predarea biotehnologiilor in invatamantul preuniversitar si
universitar

Biotehnologia ocupa un loc important in educatia stiintifica mo-
derna, deoarece combind cunostinte din biologie, chimie, genetica,
microbiologie si biologie moleculara. Predarea biotehnologiei in in-
vatamantul preuniversitar si universitar vizeaza formarea la studenti
a unor notiuni despre procesele biotehnologice moderne, metodele
de cercetare si aplicarea practica a sistemelor biologice in medicina,
agricultura, farmaceutica si industrie.

La nivel preuniversitar, studiul biotehnologiei are de obicei un
caracter introductiv si include notiuni de baza de genetica, micro-
biologie, inginerie celulard si biotehnologie ecologica. Se acorda o
atentie speciala dezvoltarii abilitatilor de cercetare, lucrului cu echi-
pamentele de laborator si intelegerii rolului biotehnologiilor in rezol-
varea problemelor globale ale umanitatii.

In cadrul invatimantului universitar, biotehnologia este studia-
ta mai aprofundat si include pregatire teoretica si cursuri practice de
laborator. Studentii invata metode de diagnostic molecular, inginerie
genetica, analizd microbiologica, precum si tehnologii de cultivare a
celulelor si tesuturilor. Orientarea practica a Tnvatamantului contri-
buie la formarea competentelor profesionale si la pregatirea specia-
listilor pentru activitati stiintifice si de productie.

Una dintre sectiunile importante ale predarii biotehnologiei
moderne este cultivarea celulelor si tesuturilor in vitro. Aceastd me-
toda se bazeaza pe cultivarea celulelor, tesuturilor sau organelor in
afara organismului, n conditii sterile create artificial, pe medii nu-
tritive. Studiul culturii in vitro permite studentilor sa se familiarize-
ze cu principiile asepticii, prepararea mediilor nutritive, intretinerea
culturilor celulare si controlul cresterii acestora.

Tehnologiile in vitro sunt utilizate pe scara larga in biotehnolo-
gia agricola pentru inmultirea microclonala a plantelor, conservarea
speciilor rare si obtinerea de material de plantare fara virusuri. In bi-
otehnologia medicala si farmaceutica, metodele de cultivare celulara
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sunt utilizate pentru studierea proceselor celulare, testarea medica-
mentelor si dezvoltarea ingineriei tisulare. Includerea acestui subiect
in procesul educational contribuie la dezvoltarea abilitatilor practice
si la intelegerea directiilor moderne ale cercetarii biotehnologice.

5.3. Formarea competentelor experimentale

Invitarea bazatd pe investigatie este o abordare educationala
moderna, centrata pe elev, care urmareste implicarea activa a aces-
tuia in procesul de invatare prin cercetare, explorare si descoperire.
Invitarea bazati pe investigatie a apirut ca reactie la metodele tra-
ditionale de predare, centrate pe transmiterea pasiva a informatiilor.
Aceastad abordare a fost introdusa la inceputul secolului al XX-lea,
in contextul pedagogiei moderne, care punea accent pe activitatea
elevului si pe invatarea prin experienta.

Un rol important in introducerea acestei metode 1-a avut peda-
gogul american John Dewey, care a sustinut ideea ca elevii Tnvata
cel mai bine atunci cand investigheaza, experimenteazd si rezolva
probleme reale. Ulterior, conceptia a fost dezvoltata de Jerome Bru-
ner, care a promovat invitarea prin descoperire si investigare. In a
doua jumatate a secolului XX, invdtarea bazatd pe investigatie a fost
integrata in reformele educationale si in curriculumurile scolare din
multe tari, fiind sustinuta de cercetari pedagogice si de organizatii
internationale.

Dezvoltarea competentelor experimentale la elevi si studenti
nu inseamna pur si simplu sa-i invatdm ,,cum sa efectueze un experi-
ment”. Este vorba despre dezvoltarea unei game intregi de competente
de cercetare: capacitatea de a pune intrebari, de a formula ipoteze, de
a proiecta experimente, de a analiza date, de a recunoaste erorile si de
a trage concluzii. Aceste abilitati stau la baza stiintei, ingineriei si bio-
tehnologiei moderne. Una dintre abordarile actuale este invatarea ba-
zata pe investigatie. Esenta sa este cd studentii nu primesc un raspuns
gata pregatit din timp, ci mai degraba experimenteaza parcursul unui
cercetator. Elevul devine activ, iar profesorul are rol de ghid.
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Invétarea bazatd pe investigatie se caracterizeaza prin urmatoa-

rele aspecte esentiale:

v
v
v
v
v
v
v

este centrata pe elev, care participd activ la procesul de invatare;
porneste de la intrebari, probleme sau situatii reale;
incurajeaza descoperirea $i explorarea informatiilor;

dezvoltd gandirea critica si capacitatea de analiza;

presupune colaborarea intre elevi;

pune accent pe procesul de invatare, nu doar pe rezultat;

profesorul are rol de ghid si nu doar de furnizor de informatii.

Metode si tehnici utilizate in invatarea bazata pe investigatie

In cadrul invatarii bazate pe investigatie se folosesc metode si

tehnici didactice active, care stimuleaza participarea elevilor si gan-
direa critica. Cele mai frecvent utilizate sunt:

v

v

(\

Observatia — elevii analizeazd fenomene, procese sau situatii
reale;

Experimentul — permite verificarea ipotezelor prin activitati
practice;

Problematizarea — elevii sunt pusi in situatia de a gasi solutii
la probleme;

Studiul de caz — analiza unor situatii concrete din realitate;

Invatarea prin proiect — realizarea unor investigatii pe termen
mai lung;

Dezbaterea — exprimarea si argumentarea opiniilor;
Lucrul in echipa — colaborarea pentru rezolvarea sarcinilor;

Analiza surselor — utilizarea manualelor, documentelor, mate-
rialelor digitale.

In concluzie, invatarea bazata pe investigatie reprezinta o meto-

da moderna si eficientd de predare, care transforma elevul intr-un par-
ticipant activ la procesul educational. Desi metoda presupune resurse
s1 timp suplimentar, beneficiile ei pentru elevi sunt evidente, transfor-
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mand procesul de Invatare Intr-un demers activ, creativ si relevant.

5.4. Propuneri de lucrari de laborator si practice cu continut
biotehnologic

Pentru a spori eficienta predarii biotehnologiei vegetale, este re-
comandabil sd se combine instruirea teoretica cu realizarea de lucrari
practice si de laborator. Abordarea orientata spre practica contribuie la
0 mai bund asimilare a materiei, la dezvoltarea abilitdtilor de cercetare
si la stimularea interesului studentilor pentru activitatea stiintifica.

In acest context au fost organizate lucriri de laborator cu impli-
carea studentilor, pe principiul complicarii treptate: de la familiari-
zarea cu metodele de baza de lucru in laboratorul de biologie pana la
realizarea sarcinilor independente (fig. 5.1; anexa 1).

Fig. 5.1. Secvente privind activitatea studentilor in laboratorul de cultura in vitro:
1 — transferul mediului MS in borcane; 2, 3, 4 — transferarea explantelor vegetale in
mediu nutritiv steril
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In etapele initiale, studentii au studiat regulile de aseptica, me-
todele de sterilizare a instrumentelor si prepararea mediilor de cul-
turd. Ulterior, a fost posibila desfasurarea de lucrari practice privind
cultivarea tesuturilor vegetale in vitro, observarea cresterii tesutului
calus, inmultirea microclonald a plantelor si evaluarea influentei fac-
torilor de mediu asupra dezvoltarii culturilor.

O atentie speciala a fost acordatd formarii abilitatilor de lucru
experimental: stabilirea obiectivului cercetarii, tinerea jurnalului de
laborator, consemnarea rezultatelor observatiilor si analiza acestora.
O metoda eficientd de invatare este organizarea de mini-cercetari,
in cadrul cérora elevii si studentii pot compara in mod independent
compozitiile mediilor nutritive, pot studia influenta fitoregulatori de
crestere asupra cresterii tesuturilor sau pot evalua conditiile de culti-
vare a plantelor.

Pentru a spori claritatea si motivatia, se recomanda utilizarea
tehnologiilor educationale moderne: microscopia digitald, documen-
tarea fotografica a etapelor experimentului, prezentdri multimedia si
elemente de Tnvatare prin proiecte. Cursurile practice pot fi organiza-
te atat in laboratoarele de invatamant ale institutiilor de invatamant,
cat si in colaborare cu centrele de cercetare stiintifica si universitatile.

O directie importantd este integrarea lucrarilor de laborator cu
sarcini ecologice si agricole. De exemplu, cursantii pot participa la
proiecte privind inmultirea microclonald a plantelor rare, obtinerea
de material de plantare fard virusi sau studierea rezistentei culturilor
la conditii de stres. Acest lucru permite demonstrarea importantei
practice a biotehnologiei si a rolului acesteia n societatea moderna.

Propuneri de lucrari de laborator si activitati practice

In vederea dezvoltirii competentelor practice in domeniul bio-
tehnologiilor vegetale, sunt propuse lucrdri de laborator cu continut
biotehnologic, concepute pentru familiarizarea elevilor cu metodele,
echipamentele si principiile de baza ale culturilor vegetale in vitro.
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Propuneri de lucrari de laborator cu continut biotehnologic:
¢ Lucrarea de laborator nr. 1

Tema: Organizarea si principiile de functionare ale labora-
torului de culturi vegetale in vitro

Obiective: cunoasterea zonelor functionale ale laboratorului;
identificarea echipamentelor specifice (hotda cu flux laminar, auto-
clav, fitotron); Insusirea regulilor de asepsie si biosecuritate.

+* Lucrarea de laborator nr. 2

Tema: Metode de sterilizare utilizate in biotehnologiile ve-
getale

Obiective: pregatirea materialului vegetal pentru introducerea
in cultura; testarea agentilor de sterilizare; evaluarea contaminarii si
supravietuirii explantelor.

Activitate: sterilizarea explantelor cu diferite variante experi-
mentale; calcularea procentului de asepsie.

+* Lucrarea de laborator nr. 3

Tema: Prepararea mediului nutritiv Murashige si Skoog
(MS) pentru cultura in vitro

Obiective: prepararea mediului nutritiv din solutii stoc; ajusta-
rea pH-ului; suplimentarea cu regulatori de crestere; sterilizarea prin
autoclavare.

+* Lucrarea de laborator nr. 4

Tema: Rolul regulatorilor de crestere in morfogeneza plan-
telor in vitro

Obiective: studierea efectului auxinelor si citokininelor; anali-
za raportului hormonal asupra dezvoltarii explantelor.

Variante: MS + BAP; MS + AIB; MS + BAP + AIB.
% Lucrarea de laborator nr. S
Tema: Initierea culturilor vegetale in vitro din explante nodale

Obiective: izolarea explantelor; inocularea pe mediu nutritiv;
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monitorizarea regenerarii.

Specii recomandate: Mentha spp. Stevia rebaudiana, Lavan-
dula spp, Rubus, Aronia.

+* Lucrarea de laborator nr. 6

Tema: Micropropagarea speciei Mentha citrata Ehrh. prin
cultura de noduri

Obiective: inducerea lastarilor multipli; determinarea ratei de
multiplicare; evaluarea vigorii plantulelor.

Parametri analizati: numar de lastari/explant; lungimea lasta-
rilor; numar de noduri.

¢ Lucrarea de laborator nr. 7
Tema: Multiplicarea in vitro a plantelor rare

Obiective: aplicarea culturilor in vitro in conservarea speciilor
vulnerabile; inducerea regenerarii organelor vegetative.

¢ Lucrarea de laborator nr. 8
Tema: Inducerea si cultivarea calusului vegetal

Obiective: obtinerea tesuturilor nediferentiate; analiza procese-
lor de morfogeneza.

Se urmareste: culoarea calusului; textura; intensitatea proliferarii.
+* Lucrarea de laborator nr. 9
Tema: Rizogeneza plantelor multiplicate in vitro

Obiective: stimularea formarii sistemului radicular; testarea
efectului auxinelor.

Parametri: procent de inradacinare; numarul radacinilor; lun-
gimea radacinilor.

¢ Lucrarea de laborator nr. 10
Tema: Aclimatizarea plantelor obtinute prin micropropagare

Obiective: transferul plantelor din conditii in vitro in conditii ex
vitro; alegerea substraturilor; evaluarea supravietuirii.
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+* Lucrarea de laborator nr. 11

Tema: Conservarea resurselor genetice vegetale prin meto-
de in vitro

Obiective: realizarea unei mini-banci de germoplasma; conser-
varea speciilor valoroase; reducerea ritmului de crestere.

< Lucrarea de laborator nr. 12

Tema: Crioconservarea materialului vegetal — principii si
aplicatii

Obiective: cunoasterea etapelor crioconservarii; rolul vitrifica-
rii si crioprotectorilor; aplicatii in conservarea biodiversitatii.

+¢ Lucrarea practica nr. 13

Tema: Elaborarea unui protocol biotehnologic pentru o
specie vegetala selectata

Studentii vor proiecta: metoda de sterilizare; mediul nutritiv;
combinatia hormonald; schema de multiplicare; strategia de conser-
vare.

¢ Lucrarea practica nr. 14

Tema: Aplicatii educationale si inovative ale plantelor ob-
tinute in vitro

Activitati: realizarea unei colectii demonstrative; mini-banca
genetica in vitro; produse bioeducationale pe bazad de plante.

5.5. Integrarea ghidului ,,Biotehnologii inovative in cercetare
si educatie” in realizarea Curriculumului la disciplina Biologie
(treapta liceala)

Curriculumul la disciplina Biologie pentru treapta liceala
(clasele X-XII) este orientat spre formarea competentelor specifice
disciplinei prin abordarea integrata a organismelor vii, a proceselor
biologice fundamentale si a relatiei dintre organisme si mediul in-
conjurator. In contextul educatiei moderne, un rol important il con-
stituie dezvoltarea competentelor de investigare, aplicarea metodelor
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experimentale si formarea unei gandiri stiintifice orientate spre solu-
tionarea problemelor actuale ale societatii [Curriculum la Biologie,
2019; Lozinschii M., Brinza L., 2024].

Ghidul ,,Biotehnologii inovative in cercetare si educatie”
vine in completarea demersului curricular prin valorificarea cunos-
tintelor fundamentale de biologie si transpunerea acestora in con-
texte aplicative moderne, specifice cercetarii biotehnologice. Prin
activitdtile propuse, ghidul contribuie la dezvoltarea competentelor
cognitive, functionale si practice ale elevilor, facilitand trecerea de la
invdtarea teoreticd la investigarea experimentala.

Continuturile ghidului sustin principiile curriculumului liceal
prin:

v' dezvoltarea competentelor de investigare stiintifica, prin
proiectarea si realizarea experimentelor biologice; formarea abilita-
tilor de lucru cu informatia stiintifica, analiza rezultatelor si formu-
larea concluziilor;

v" dezvoltarea gandirii critice si creative, prin identificarea so-
lutiilor biotehnologice pentru probleme actuale; orientarea profesio-
nala a elevilor spre domeniile biologiei, biotehnologiei, medicinei,
agriculturii si protectiei mediului; promovarea educatiei pentru dez-
voltare durabild, prin aplicarea tehnologiilor moderne de conservare
a biodiversitatii vegetale.

Tabelul 5.1 prezinta corelarea dintre unitatile de continut pre-
vazute in Curriculumul la disciplina Biologie (treapta liceald) si
tematicile abordate in ghidul ,,Biotehnologii inovative in cercetare
si educatie”, evidentiind modalitatile de valorificare a acestora prin
activitati didactice si aplicative orientate spre dezvoltarea competen-
telor specifice disciplinei (tab. 5.1).
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Tabelul 5.1. Corelarea unitatilor de continut ale Curriculumului la
disciplina Biologie (treapta liceald) cu tematicile abordate in ghidul
»Biotehnologii inovative in cercetare si educatie”

Nr.

Domeniul
curricular /
unitati
de continut

Continuturi abordate
conform Curriculumu-
lui la Biologie

Valorificarea conti-

nuturilor prin acti-

vitatile si tematicile
ghidului

Celula — unita-
tea structurala
si functionala a
organismelor vii
(clasa a X-a)

Organizarea structurala
st functionala a celulei;
componente celulare;
diviziunea celulara; di-
ferentierea celulara.

Cultura de celule, tesu-
turi si organe vegetale
in vitro; totipotenta
celulard; regenerarea
plantelor din explante;
morfogeneza vegetala.

Caracteristici
generale ale or-
ganismelor
(clasa a X-a)

Cresterea si dezvoltarea
organismelor; reprodu-
cerea; reglarea procese-
lor fiziologice; influenta
factorilor asupra dezvol-
tarii organismelor.

Rolul regulatorilor de
crestere vegetald (auxi-
ne, citokinine, gibereli-
ne); inducerea lastarilor

.....

micropropagarii.

Sistematica or-
ganismelor (cla-
saa X-a)

Diversitatea organisme-
lor vegetale; clasificarea
organismelor; impor-
tanta speciilor; protectia
biodiversitatii.

Conservarea resurse-
lor genetice vegetale;
conservarea in vitro a
speciilor vulnerabile;
colectii si mini-banci
de germoplasma.

Bazele geneticii
(clasa a XII-a)

Material genetic; trans-
miterea informatiei
ereditare; variabilitatea
organismelor.

Cultura de antere si
microspori; obtinerea
plantelor haploide si
liniilor homozigote;

aplicatii In ameliorare.

Ameliorarea
organismelor.

Biotehnologii
moderne
(clasa a XII-a)

Metode moderne de
ameliorare; utilizarea
organismelor vii 1n be-
neficiul omului; aplicatii
ale biotehnologiilor.

Micropropagarea
plantelor de interes
economic si medicinal;
obtinerea materialului
vegetal sanatos; pro-
tocoale pentru Mentha
spp. si Galanthus plica-
tus M. Bieb.
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Relatia organism—me- | Conservare ex sifu $i in
Ecologie si pro- | diu; impactul activitatii | vitro; crioconservarea
6. | tectia mediului | umane; conservarea si | materialului vegetal;
(clasa a XII-a) | utilizarea durabild a re- | formarea responsabili-
surselor naturale. tatii ecologice.

Integrarea tematicilor ghidului in realizarea Curriculumului la
disciplina Biologie faciliteaza trecerea de la invatarea conceptuala la
aplicarea practica a cunostintelor. Prin utilizarea tehnicilor de cultura
in vitro, micropropagare si conservare a resurselor genetice vegetale,
elevii dezvolta competente de investigare stiintifica, gandire critica,
creativitate si responsabilitate fata de biodiversitate.

Integrarea tematicilor ghidului in realizarea Curriculumului
la disciplina Biologie faciliteaza trecerea de la invatarea conceptu-
ala la aplicarea practicd a cunostintelor. Prin utilizarea tehnicilor de
cultura in vitro, micropropagarea si conservarea resurselor genetice
vegetale, elevii dezvoltd competente de investigare stiintifica, gandi-
re criticd, creativitate si responsabilitate fata de biodiversitate [Curri-
culum la Biologie, 2019; Lozinschii M., Brinza L., 2024; Lozinschii
M., Brinza L., Coropceanu E., 2024].

Prin utilizarea ghidului in cadrul activitatilor educationale, ele-
vii pot fi implicati in activitati practice precum:

* observarea culturilor vegetale in vitro;

» analiza etapelor micropropagarii plantelor;

* realizarea unor mini-proiecte de conservare a speciilor vegetale;

* studierea influentei regulatorilor de crestere asupra dezvolta-
rii plantelor;

* elaborarea unor produse educationale si biotehnologice.

In concluzie, integrarea ghidului ,,Biotehnologii inovative in
cercetare si educatie” in realizarea Curriculumului la disciplina
Biologie (treapta liceald) contribuie la modernizarea procesului edu-
cational prin valorificarea metodelor si aplicatiilor biotehnologice
actuale, facilitand formarea competentelor specifice disciplinei si
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dezvoltarea gandirii stiintifice a elevilor. Astfel, ghidul reprezinta o
punte de legatura intre curriculumul liceal si cercetarea universitara,
contribuind la formarea unei generatii de elevi capabili sa aplice cu-
nostintele biologice in contexte reale, inovative si interdisciplinare.

5.6. Corelarea ghidului ,,Biotehnologii inovative in cercetare si edu-
catie” cu competentele specifice disciplinei Biologie (clasele X—XII)

Activitatile teoretice si practice propuse n cadrul ghidului con-
tribuie la dezvoltarea competentelor specifice disciplinei Biologie
prin integrarea cunostintelor fundamentale despre organismele vii cu
metode moderne de cercetare biotehnologica. Prin aplicarea tehnici-
lor de culturd in vitro, elevii sunt implicati in procese de investigare,
analiza si interpretare a fenomenelor biologice, dezvoltand compe-
tente necesare educatiei stiintifice contemporane.

Competentele specifice prevazute de Curriculumul la disci-
plina Biologie (treapta liceald) sunt dezvoltate si consolidate prin
activitatile propuse in ghidul ,.Biotehnologii inovative in cercetare
si educatie”, care oferd contexte autentice de invatare bazate pe in-
vestigare, experiment si aplicarea cunostintelor in situatii relevante
pentru cercetarea si educatia biologica (tab. 5.2).

Tabelul 5.2. Corelarea competentelor specifice ale Curriculumului la
disciplina Biologie (treapta liceald) cu activititile propuse in ghidul
»Biotehnologii inovative in cercetare si educatie”

Competente specifice Valorificarea prin activitatile

Nr. disciplinei Biologie ghidului

Elevii utilizeaza corect terminologia
specifica biotehnologiilor vegetale:
culturd in vitro, explant, mediu nutri-
tiv, sterilizare, micropropagare, toti-
potenta celulara, conservare genetica.
Elaborarea rapoartelor de laborator si
interpretarea rezultatelor dezvolta co-
municarea stiintifica.

Utilizarea limbajului stiinti-
fic biologic referitor la struc-
1. |turi, procese, fenomene, legi
si concepte 1n diverse con-
texte de comunicare.
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Investigarea lumii vii cu
ajutorul metodelor si mijloa-
celor specifice pentru imbu-
ndtatirea calitatii vietii si a
mediului.

Realizarea activitatilor experimentale
privind initierea culturilor vegetale
in vitro, observarea regenerarii plan-
telor, analiza influentei factorilor de
mediu si a regulatorilor de crestere
asupra dezvoltarii organismelor ve-
getale.

Implicarea in activitati de
mentinere a starii de sanatate
proprii si a celor din jur prin
aplicarea metodelor interac-
tive n vederea formarii unui
comportament sanogen.

Studierea importantei plantelor medi-
cinale si aromatice (Mentha spp.), va-
lorificarea compusilor biologic activi
si realizarea unor produse educatio-
nale naturale contribuie la promova-
rea unui stil de viatd sanatos.

Participarea in actiuni de
ocrotire a biodiversitatii prin
parteneriat in vederea rezol-
varii problemelor ecologice
la nivel individual, local si
global.

Aplicarea metodelor de conservare in
vitro, realizarea mini-bancilor de ger-
moplasma si studierea speciilor vulne-
rabile (ex. Galanthus plicatus) formea-
za responsabilitatea fata de protejarea
resurselor genetice vegetale.

Prin aceasta abordare se demonstreaza modul in care notiunile
teoretice din biologie pot fi valorificate prin activitati practice si de
cercetare, facilitand trecerea de la acumularea cunostintelor la apli-
carea lor 1n situatii reale.

Activitatile bazate pe cultura in vitro, micropropagarea plan-
telor, utilizarea resurselor vegetale si conservarea biodiversitatii
contribuie la dezvoltarea capacitatii elevilor de a investiga fenome-
ne biologice, de a interpreta rezultate experimentale si de a formula
concluzii stiintifice.

Validarea aplicabilitatii ghidului prin activitati de cerceta-
re si inovare ale elevilor. Aplicabilitatea si impactul educational
al activitatilor propuse in cadrul ghidului ,,Biotehnologii inovative
in cercetare si educatie” sunt confirmate prin implicarea activa a
elevilor 1n activitati extracurriculare cu caracter stiintific si inovativ:
concursuri de cercetare, olimpiade, conferinte stiintifice si saloane
de inventica.
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Participarea elevilor la evenimente precum Mold SEF (Mol-
dova Science and Engineering Fair), olimpiade republicane, con-
ferinte stiintifice pentru elevi si expozitii de inventii si inovatii
demonstreazd dezvoltarea competentelor de investigare, aplicarea
metodei stiintifice, capacitatea de analiza si prezentare a rezultatelor
experimentale.

Obtinerea medaliilor de aur in cadrul Salonului International de
Inventicd si Antreprenoriat Inovativ 2026, organizat de Universitatea
Pedagogica de Stat ,,Jon Creanga” din Chisinau:

1) In vitro micropropagation of Menta citrata species on or-
ganic substrates. Aufor: Lozinschii Felicia

2) Plant biotechnologies applied in the ecological mana-
gement of pests in protected areas. Aufori: Caraman Anastasia,
Picicurov Mihail.

3) Mini in vitro gene bank for the conservation of species
from the flora of the Republic of Moldova. Aufori: Ostaf Evelina,
Barbuta Gabriela, Frunza Andreea, Boghean Alexandru.

Proiectele elaborate pe baza activitatilor propuse in ghid con-
tribuie la:

« valorificarea creativitatii si gandirii inovative;

* dezvoltarea abilitatilor de proiectare si realizare a cercetarii;

« formarea competentelor STEM;

* consolidarea colabordrii dintre invatamantul preuniversitar si
mediul universitar/de cercetare;

* orientarea elevilor spre domenii precum biologia, biotehnolo-
gia, medicina, farmacia si stiintele mediului.

Rezultatele obtinute in cadrul acestor manifestdri confirma efici-
enta abordarii educationale bazate pe invétare prin cercetare (inqu-
iry-based learning) si evidentiaza rolul biotehnologiilor vegetale ca
instrument modern de motivare si formare profesionala a tinerilor.

Tabelul 5.3 evidentiaza modul in care produsele educationale
realizate pe baza speciei Mentha citrata Ehrh. contribuie la formarea
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si dezvoltarea competentelor specifice disciplinei Biologie (treapta
liceald), prin integrarea conceptelor biologice, a activitatilor practice
si a strategiilor de invatare aplicativa prevazute in Curriculumul la

Biologie, 2019 (tab. 5.3).

Tabelul 5.3. Corelarea produselor educationale realizate pe baza de
Mentha citrata Ehrh. cu competentele specifice disciplinei Biologie
(treapta liceald)

Activitatea/
produsul
realizat

Concepte
biologice
integrate

Activitati
practice
ale elevilor

Competente
dezvoltate
conform
Curriculumului
la Biologie 2019

inghetati de
menta bergamo-
ta cu ciocolata

Plante aroma-
tice; compusi

biologic activi;
utilizarea resur-

selor vegetale

Studierea
proprietatilor
Mentha citrata;
elaborarea si
testarea produ-
sului alimentar

Investigarea lu-
mii vii; aplicarea
cunostintelor
biologice; creati-
vitate stiintifica

Sapun natural
cu menta

Metaboliti se-

cundari; uleturi

esentiale; rolul

plantelor pentru

sanatate

Obtinerea ex-
tractelor vege-
tale si realiza-
rea unui produs
natural

Comportament
sanogen; utiliza-
rea responsabila
a resurselor na-
turale

Lumanari aro-
matice cu menta

Substante vola-
tile; proprietati
aromatice; bio-

diversitate

Utilizarea mate-
riei prime vege-
tale in produse
aplicative

Gandire interdis-
ciplinara si apli-
carea biologiei si
chimiei

Ciocolata cu

Plante alimen-

Realizarea

Investigare ex-

menta tare functio- produsului si perimentala si
nale; compusi | evaluarea ca- analiza
naturali racteristicilor
Bauturi racori- | Plante medici- |Prepararea Promovarea unui
toare pe baza de | nale; substante | extractelor si stil sdnatos de
menta biologic active |compararea viata
produselor
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Zahar aromati-
zat cu menta

Valorificarea
proprietatilor
plantelor aro-
matice

Prelucrarea ma-
teriei vegetale

Dezvoltarea abi-
litatilor practice

Bomboane de
jeleu cu aroma
de menta berga-

Ingrediente na-
turale; compusi
vegetali aroma-

Proiectarea si
obtinerea pro-
dusului

Competente de
cercetare, creati-
vitate si inovare

mota tici
Compozitii Micropropaga- | Utilizarea plan- | Responsabilitate
decorative cu |re; aclimatizare; | telor regenerate | fata de biodiver-
plante de menta | conservarea in vitro sitate
obtinute in vitro |resurselor ve-
getale

Prin realizarea produselor pe baza de Mentha citrata Ehrh.,
elevii si studentii valorificd cunostintele biologice intr-un context
aplicativ, dezvoltand competente de cercetare, creativitate si inova-
re, precum si capacitatea de a utiliza resursele vegetale in elaborarea
unor produse cu valoare educationala, functionala si estetica.

Produsele educationale realizate de elevi si studenti pe baza
speciei Mentha citrata Ehrh. reprezintd exemple de valorificare prac-
tica a cunostintelor biologice, prin integrarea elementelor de botani-
ca, biotehnologie vegetald, chimie a compusilor naturali si tehnolo-
gii de prelucrare a resurselor vegetale. Aceste activitati au urmarit
dezvoltarea competentelor de investigare, aplicare a cunostintelor
stiintifice, creativitate si inovare, prin transformarea materialului ve-
getal in produse cu valoare educationala, functionala si estetica.
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‘{ 5. VALOAREA EDUCATIONALA SI APLICATIVA A GHIDULUI ]‘

Ghidul «Biotehnologii inovative in cercetare i educatie» integreaza cunostinte teoretice,
metode moderne §i activitati aplicative pentru formarea competentelor in biotehnologia vegetala
si pentru corelarea invitarii cu practica de laborator.

VALOARE EDUCATIONALA VALOARE PRACTICA

o formeazi o viziune sistematicd asupra biotehnologiilor; ¢ include metode §i proceduri experimentale aplicabile;

o coreleazi teoria cu procesele reale de laborator; o dezvoltd abilitati de lucru steril si aseptic;

* adapteazi conceptele complexe pentru elevi §i studenti; * permite prepararea mediilor nutritive;

o sustine studiul culturii in vitro i al mediilor nutritive. *  sprijind micropropagarea §i observarea dezvoltirii culturilor.
COMPETENTE FORMATE ACTIVITATI DEMONSTRATIVE

investigare stiintificd; observarea culturilor vegetale in vitro;
formularea ipotezelor;

proicctarea experimentelor;
analiza i interpretarea rezultatelor;

géndire critici i colaborare.

analiza etapelor micropropagirii;
studierea influentei regulatorilor de cregtere;
mini-proiecte de conservare a speciilor;

realizarea produsclor educationale si biotehnologice.

UTILIZARE iN PROCESUL EDUCATIONAL

invitimant preuniversitar o lucriri practice * orientare spre cercetare * apropierea invatimantului
i universitar; si de laborator; si aplicare interdisciplinard; de practica gtiin{ifici reala.

REZULTAT: trecerea de la invitarea teoreticd la aplicarea cunostintelor in contexte reale,
prin dezvoltarea competentelor de cercetare, creativitate si responsabilitate fatd de biodiversitate.

Fig. 5.2. Valoarea educationala si aplicativa a ghidului ,,Biotehnologii inovative in
cercetare si educatie” in formarea competentelor de biotehnologie vegetala

Prin elaborarea unor produse precum sapun natural cu men-
ta, lumanari aromatice, produse alimentare (ciocolata, bauturi ra-
coritoare, zahar aromatizat, bomboane de jeleu cu aroma de menta
bergamotd) si compozitii decorative cu plante de menta obtinute in
vitro, elevii si studentii au explorat proprietatile plantelor aromatice,
rolul compusilor bioactivi si posibilitatile de utilizare sustenabila a
resurselor vegetale. Activitatile practice au oferit contexte autentice
pentru aplicarea metodelor de cercetare, dezvoltarea spiritului antre-
prenorial si promovarea utilizarii biotehnologiilor in educatie.

Figura 5.2 ilustreazd dimensiunile valorii educationale si apli-
cative ale ghidului ,,Biotehnologii inovative in cercetare si educatie”.

Aceasta evidentiaza contributia ghidului la formarea compe-
tentelor specifice prin corelarea conceptelor biologice cu activitatile
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practice, experientele experimentale si aplicarea rezultatelor cerceta-
rii In contexte educationale autentice.

In concluzie, prin integrarea cercetarii biotehnologice in pro-
cesul educational, ghidul contribuie la realizarea competentelor pre-
vazute de Curriculumul la disciplina Biologie pentru treapta liceala,
asigurand trecerea de la acumularea informatiilor teoretice la aplica-
rea acestora in contexte reale. Activitdtile propuse dezvoltd compe-
tente de investigare, gandire criticd, creativitate, colaborare si res-
ponsabilitate fata de sanatate si biodiversitate.

169



6. PRODUSE ARTIZANALE REALIZATE DE ELEVI
SI STUDENTI PE BAZA DE Mentha citrata Ehrh.

In cadrul activitatilor didactice,
elevii Centrului de Excelentd in Me-
dicina si Farmacie ,,Raisa Pacalo” din
Chisindu si studentii facultatii de Bi-
ologie si Chimie ai Universitatii Pe-
dagogice de Stat ,lon Creangd” din
Chisinau au studiat proprietatile men-
tei bergamota si utilizarea acesteia in
diverse domenii. Aparent simplu, acest
ingredient vegetal a constituit baza unei serii de experimente care
au permis descoperirea potentialului sdu gustativ, aromatic si func-
tional. Astfel, menta a devenit elementul principal atat al produselor
alimentare, cat si al celor nealimentare.

Elevii si studentii facultatii de Boilogie si Chimie al UPSC au
creat produse alimentare in care menta apare ca aditiv natural gusta-
tiv-aromatic, precum si produse cu alta destinatie — de exemplu, sdpun,
masca si lumanari aromatice, unde proprietatile sale au fost utilizate
pentru a conferi prospetime si un parfum caracteristic (Anexa 1-12).

Biotehnologii
inovative in
_cercetare si educatie

Activitatile practice au fost orientate catre elaborarea de retete
cu utilizarea materiei prime vegetale si introducerea componentelor
naturale Tn compozitia produselor. O astfel de abordare le-a permis
studentilor nu doar sa studieze particularitatile utilizarii mentei in
tehnologiile alimentare, ci si sa-si extinda cunostintele despre utili-
zarea acesteia in domenii conexe.

Astfel, aceste proiecte nu sunt doar experimente practice, ci o
parte importanta a procesului de invatare. Astfel, elevii au posibilita-
tea sa dezvolte abilitati de cercetare prin crearea de produse, folosind
elemente de biotehnologie.
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6.1. Inghetata de menti bergamotii cu ciocolati

Producerea inghetatei de menta cu ciocolata a fost un proces
bine gandit si care a inclus mai multe etape. In prima etapa, elevii
au studiat proprietatile mentei, acordand atentie componentelor sale
biologic active. Apoi a fost elaborata reteta, in care au fost selecta-
te proportiile optime ale ingredientelor pentru a obtine un gust si o
texturd echilibrate. In procesul de lucru o atentie deosebita s-a acor-
dat calitatii materiilor prime: s-au folosit frunze proaspete de menta,
baza lactatd si ciocolatd naturala, ceea ce a permis obtinerea unui
produs cu un gust armonios $i un aroma racoritoare (fig. 6.1).

———

Fig. 6.1. Etapele de producere a inghetatei de menta cu ciocolata:
1 — pregatirea infuziei din mentd; 2 — lichidul aromatizat;
3 —baza de inghetatd congelata; 4 — produsul final

In etapa urmitoare s-a desfisurat procesul tehnologic pro-
priu-zis: pregatirea materiei prime vegetale, extragerea substantelor
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aromatice, amestecarea componentelor, precum si racirea si conge-
larea amestecului.

Ingrediente: 400 ml lapte integral; 300 ml frisca lichida natu-
rala de 33% grasime; 120 g zahar; 4 galbenusuri de ou; 10 g frunze
proaspete de menta bergamota, extract de vanilie, 50 g ciocolata nea-
gra, praf de sare, optional colorant verde.

Modul de preparare:

Menta (frunzele si tulpinile) se taie in de circa de 2-3 cm. Intr-un
vas termorezistent se amestecd laptele si jumatate din smantana, se
adaugd menta si se aduce la fierbere. Apoi, cratita se ia de pe foc, se
acopera si se lasa la infuzat aproximativ o ord. Dupd aceea, amestecul se
strecoara, stoarcand bine menta. Lichidul aromatizat cu menta se pune
din nou 1n cratitd, se adaugd jumatate din zahar si se incalzeste aproape
pana la fierbere, amestecandu-se pana la dizolvarea completa a zaharu-
lui. Separat, galbenusurile se amesteca cu restul de zahdr pana se obtine
0 masd omogena. Se toarnd amestecul fierbinte de lapte In galbenusuri
intr-un jet subtire, amestecand intens si continuu, pentru a preveni coa-
gularea. Ulterior, masa obtinutd se pune din nou in cratitd. Amestecul se
fierbe la foc mediu, amestecand constant, pana se ingroasa (stare in care
ramane o urma la suprafatd). Apoi, se ia de pe foc si se toarna intr-un
alt recipient, pentru a opri incélzirea. Se lasd compozitia s se raceasca,
acoperindu-se cu folie de plastic. La final se adauga restul de smantana,
se amesteca si se pune la frigider pentru cateva ore sau peste noapte.

Etapa finala a constat in evaluarea calitatii produsului obtinut,
incluzand analiza gustului, a aromei si a consistentei.

Acest proiect are o importantd educationala semnificativa, de-
oarece demonstreaza eficienta abordarii orientate spre practica in
predarea biotehnologiilor la nivel preuniversitar (anexa 2). Lucrul la
crearea produsului permite elevilor nu doar sd-si consolideze cunos-
tintele teoretice de chimie si biologie, ci si sa le aplice in practica,
dezvoltandu-si abilititile de cercetare si analiza. In plus, participarea
la astfel de proiecte contribuie la formarea competentelor profesi-
onale si sporeste motivatia pentru invatare, deoarece studentii vad
rezultatul real al activitatii lor.
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6.2. Sapun natural cu menta

Sapunul natural, spre deosebire de cel sintetic, nu numai ca cu-
rata pielea, ci si o ingrijeste. In functie de componente, acesta con-
tribuie la hidratarea pielii, asigurand celulele cu substante utile si
eliminand inflamatiile. Datorita prezentei n sdpun a uleiurilor vege-
tale naturale, dupa utilizarea acestuia pe piele se formeaza o peliculda
subtire. Aceasta are functie protectoare, dar totodatd nu impiedica
schimbul de oxigen. In sapunul sintetic, uleiurile sunt inlocuite cu
parfumuri si arome artificiale.

Menta bergamotd nu Tnseamnd doar prospetime si racoare.
Avand un miros asemanator cu bergamota si levantica, ea este apre-
ciata pentru uleiurile esentiale unice. Cu toate ca face parte din genul
Mentha, in compozitia uleiului esential de menta bergamota se con-
tine doar 1-2% de mentol, compusii majoritari fiind acetatul de linalil
st linalool, care confera plantei un profil aromatic specific, diferit de
cel al speciilor bogate in mentol. Compozitia sa chimica si propri-
etatile sale sunt similare cu cele ale uleiului esential de levantica si
poate fi utilizat ca alternativd sau in combinatie cu acesta, pentru a
crea amestecuri sinergice minunate.

Ingrediente: 50 g baza de sdapun; 10 g frunze de mentd; ulei
esential de menta; 1 lingura ulei de cocos.

Modul de preparare:

Frunzele de menta se infuzeaza in apa fierbinte, apoi se strecoara
pentru a obtine decoctul de menti. In urmitoarea etapi de taie in bu-
cati baza de sdpun si se pune Intr-un recipient. Se adauga o lingurita de
decoct. Amestecul se pune pe baia de apa pana cand cuburile se topesc
complet. Este important si se evite fierberea lui. In etapa urmitoare in
amestecul lichid se adauga cateva picaturi de ulei esential, o lingura de
infuzie de menta si o lungura de ulei de cocos. Astfel, baza de sapun a
capatat o nuantd foarte interesanta si parfumata cu mentd. Apoi lichi-
dul obtinut se transfera in matrita (forma) si se lasa la intarit. Dureaza
aproximativ o ord pentru ca sdpunul sa se Intareasca (fig. 6.2).

In etapa finala se scoate sapunul din forme si se testeaza produ-
sul pe mainile proprii.
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Sapunul cu mentd este ideal pentru trezirea de dimineata. Aro-
ma proaspata si revigoranta a sapunului cu menta elimina senzatia de
oboseala, revigoreaza mintea si corpul si imbunatateste starea de spirit.
Ajuta la eliminarea ,,ceatii din creier”, la imbunatatirea claritatii mintii
si la calmarea stresului si anxietatii. Sapunul cu menta racoreste si cal-
meaza pielea si actioneaza similar cu medicamentele antihistaminice,
calmand eruptiile alergice, cum ar fi urticaria si dermatita de contact.

Fig. 6.2. Etapele producerii sipunului natural cu menta:
1 — pregatirea materialelor necesare; 2 — baza de sapun lichefiatd; 3 — dozarea uleiului
esential; 4 — omogenizarea amestecului; 5 — pregatirea formei de sdpun; 6 — transferarea
amestecului; 7 — forma cu amestec; 8 — produsul final (sapunul solid)

Sdpunul cu menta are efect astringent si curdtd bine pielea, in-
departand eficient murdaria, sebumul si alte impuritati, si, de aseme-
nea, strange porii.

Datorita proprietatilor sale antibacteriene si antiseptice, elimi-
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na bacteriile care provoaca acnee, iar datorita actiunii sale antiinfla-
matorii reduce umflaturile si roseata.

In cadrul acestei activititi, educabilii au invitat principiile de
baza ale obtinerii sapunului natural pe bazd de menta, din materie
primd vegetald. Cunostintele obtinute au fost aplicate in practica in
procesul de fabricare a sapunului cu adaos de menta. Pe parcursul
activitatii, au fost dezvoltate abilitati de respectare a secventei tehno-
logice, de acuratete si de manipulare in sigurantd a componentelor,
precum si intelegerea rolului substantelor biologic active din plan-
te in crearea produsului final. Realizarea proiectului a contribuit la
dezvoltarea abilitatilor practice, a interesului cognitiv si a gandirii
interdisciplinare, ceea ce confirma eficienta abordarii orientate spre
practica in procesul de invitare.

6.3. Lumanari aromatice cu menta

Lumanarile aromatice reprezintd un element decorativ si func-
tional popular in amenajarea interioard, care contribuie la crearea
unei atmosfere confortabile si la Tmbunatatirea starii emotionale a
omului. Lumanarile cu parfum de menta prezintd un interes deosebit,
deoarece uleiurile esentiale ale acestei plante au proprietati revigo-
rante si contribuie la cresterea concentrarii. Pentru fabricarea acestor
lumanari se pot folosi atat materiale sintetice, cat si naturale.

Ingrediente: 300 g ceard de soia (ceara de albine); 12 buciti
fitile; 15 g frunze proaspete de menta bergamota; 7 ml ulei esential
de menta. In plus, sunt necesare forme de silicon pentru turnarea
lumanarilor, un recipient pentru topirea cearii, un cutit, un tocator, o
lingura pentru amestecare si hartie de copt.

Modul de preparare:

Procesul de fabricare incepe cu pregatirea materiei prime vege-
tale. Frunzele proaspete de mentd se spala, se usuca si se maruntesc
fin pentru o eliberare mai eficienta a substantelor aromatice. Apoi,
ceara se pune intr-un recipient termorezistent si se incalzeste la baie
de apa pana la topirea completd. Temperatura de topire depinde de
tipul de ceard utilizat si este de obicei intre 50 s1 80 °C (fig. 6.3).
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Fig. 6.3. Unele secvente din procesul tehnologic de fabricare
a luméanarilor aromatice cu utilizarea mentei:
1 — pregatirea materiei vegetale; 2 — topirea bazei de ceara; 3 — transferul compozitiei
obtinute in forme de silicon; 4 — produsele finite dupa finalizarea procesului de cristali-
zare a cerii

Dupa ce se obtine o consistenta lichidd omogena, se adauga in
ceara topitd cateva picaturi de ulei esential de menta si frunzele ma-
runtite pregatite in prealabil. Amestecul se agita bine pentru a asigura
o distributie uniforma a componentelor aromatice. Apoi, fitilul se fi-
xeaza 1n centrul formei de silicon si se toarna cu grija masa de ceara.

In etapa urmitoare, lumanarea se lasa la temperatura camerei
pana la intarirea completa. Timpul de racire depinde de volumul pro-
dusului si poate varia de la cateva ore la o zi. Dupa intérire, lumana-
rile se scot din forma, daca este necesar, fitilul se taie la o lungime
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de 5-7 mm si se efectueaza o evaluare vizuala a calitatii produsului.

Astfel, fabricarea lumanarilor aromatice cu menta reprezinta
un proces simplu din punct de vedere tehnologic, bazat pe introdu-
cerea componentelor aromatice naturale in baza de ceara. Produsul
obtinut combina proprietatile decorative cu un parfum placut si raco-
ritor, ceea ce il face foarte cdutat pentru utilizarea in conditii casnice.

6.4. Ciocolata cu menta

Ciocolata este unul dintre cele mai populare deserturi din lume.
Astazi exista o multime de variante ale acesteia, cu diverse adaosuri
st arome. Una dintre combinatiile interesante este ciocolata cu men-
ta, care se remarca prin aroma sa racoritoare si gustul placut. O astfel
de ciocolata poate fi preparatad acasad din ingrediente naturale.

Scopul acestei lucrari a constat in studierea compozitiei si mo-
dului de preparare a ciocolatei cu menta, in conditii de casa.

Ingrediente: 100 g unt de cacao sau unt taranesc; 5 linguri de
pudrd de cacao; 3-4 linguri de zahar sau zahar pudra; 2 linguri de
lapte; 5-7 frunze proaspete de mentd; 200 ml frisca, 10 g gelatina,
100 g ciocolata alba, nuci (optional).

Modul de preparare:

Procesul de preparare a ciocolatei de casa cu menta incepe cu
pregatirea ingredientelor. Frunzele proaspete de menta se spald cu
grija sub jet de apa, se usuca si se toaca marunt pentru a se elibera
mai bine aroma si gustul. Gelatina se pune la hidratat cu apa. Untul
se pune Intr-un recipient termorezistent si se incalzeste la baie de apa
pana se topeste complet. Dupa aceea, in untul topit se adauga treptat
lapte, zahar si pudra de cacao (fig. 6.4).
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Fig. 6.4. Unele secvente din procesul de pregitire a ciocolatei
artizanale cu menta:
1 — pregatirea ciocolatei negre; 2 — ciocolta alba topitd; 3 — forma din silicon;
4 — amestec de frisca si mentd; 5 — transferul compozitiei obtinute in forme de silicon;
6 — figurine de ciocolatd; 7 — friscd cu menta; 8 — ganache cu menta;
9 — ganache cu menta si ciocolatd neagra; 10-11 produse finite

Compozitia obtinutd se amesteca continuu pana se formeaza o
masi de ciocolati omogend, fard cocoloase. In etapa urmitoare, se
adauga frunzele de menta maruntite In masa de ciocolata si se continua
amestecarea timp de cateva minute. Acest lucru contribuie la distri-
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buirea uniforma a aromelor de menta in Intregul volum al produsului.

Paralel se amesteca frisca cu frunzele de mentd maruntite si ul-
terior se incilzeste, pani la punctul de fierbere. In amestecul fierbinte
se adaugad ciocolata alba. Ulterior in compozitie se adauga gelatina
topitd. Masa finita se toarna in forme pregatite in prealabil si se lasa
la racit la temperatura camerei. Dupa racirea preliminara, formele se
pun in frigider timp de 6-8 ore, pana la intarirea completa a compo-
zitiei. Dupad intarire, figurinele se scot din forme. Peste figurine se
toarnd ciocolatd neagra. Produsul obtinut are un gust caracteristic de
ciocolatd si un aroma racoritoare de menta.

In figura 6.4 sunt prezentate mostre de ciocolati cu ment3, realiza-
te In cadrul lucrarilor practice ale elevilor. Ciocolata are forma unor ta-
blete si a unor mici figurine. Pentru produsul finit a fost creata o eticheta
de marca, ,,CiocoMenta”, care reflecta componenta gustativa principala
— menta. Produsele au o structurd bicolora, care combina partile de cio-
colatd si menta, ceea ce le subliniaza aspectul original. Produsele finite
au fost ambalate si pregatite pentru prezentare si degustare.

In procesul tehnologic, s-a constatat ci ciocolata cu menti poa-
te fi preparata acasa, de unul singur. Pentru aceasta se folosesc ingre-
diente simple si usor de procurat. Addugarea mentei confera cioco-
latei un gust si 0 aroma pldcuta si racoritoare. Prepararea ciocolatei
de casd permite experimentarea cu ingredientele si obtinerea unui
produs natural de Tnalta calitate.

6.5. Bauturi racoritoare pe baza de menta

Menta bergamota are proprietati antiinflamatorii, antispastice,
si poate fi benefica pentru sistemul digestiv, ajutand la calmarea tul-
burarilor sau nervozitatii stomacale, gretei si raului de miscare. De
asemenea, poate fi utild pentru relaxarea muschilor inflamati. in plus,
menta bergamotad poate ajuta la sustinerea sistemului imunitar si la
asigurarea sustinerii respiratiei, calmand inflamatia si eliminand mu-
cusul si congestia. Menta bergamota este un remediu eficient Tmpo-
triva greturilor, tonifica sistemul digestiv, ficatul si pancreasul.

Insa in perioada estivald, cele mai racoritoare bauturi sunt cele pe
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bazi de menta. In aceasti selectie se regasesc retete de bauturi cu acest
ingredient proaspat si revigorant, specifice verii: bautura racoritoare cu
mentd, ghimbir si ldmaie verde; limonada cu mentd; mohito cu lamaie si
menta, coctail cu lapte si menta; compoturi cu diverse fructe si menta etc.

Pentru studiu au fost selectate unele tipuri de bauturi racoritoa-
re pe bazd de mentd bergamotd, care se deosebesc prin compozitie
si caracteristici organoleptice. Au fost pregatire bauturi cu menta,
ghimbir si lamaie verde; limonada de menta; mojito fara alcool cu la-
maie verde si menta. Alegerea acestor bauturi se datoreaza utilizarii
pe scara larga a mentei ca ingredient natural aromatizant si gustativ,
capabil sa imbunatateasca proprietatile de consum ale bauturilor si sa
le confere un gust si un aroma racoritoare.

Bautura racoritoare cu menta, ghimbir si limaie verde (fig. 6.5)
Ingrediente: 10 g frunze proaspete de mentd; 30 g ldmaie

proaspata; 5 g ghimbir proaspat; 250 ml apa potabila; 5 g miere.
Modul de preparare:

Frunzele de menta se spala si se toaca usor. Ghimbirul se curata
si se razuieste pe o razatoare fina, iar lamaia se taie 1n felii subtiri.
Componentele pregatite se pun intr-un recipient, se adaugad mierea si
se toarna apa potabila. Compozitia se amesteca bine si se lasa la infu-
zat timp de 10-15 minute. Dupa filtrare, bautura este gata de consum.

Bautura ricoritoare cu menta, ghimbir si ldmaie verde se ca-
racterizeaza printr-un gust placut, acidulat si picant, si 0 aroma pro-
nuntatd. Datorita continutului de ingrediente naturale de origine
vegetald, bautura are proprietdti organoleptice deosebite si poate fi
consumata pentru a potoli setea in perioada calda a anului.

Limonada cu menta (fig. 6.5)

Ingrediente: 10 g frunze proaspete de mentd; 40 g lamaie
proaspata; 250 ml apa potabild; 10 g zahar.

Modul de preparare:

Lamaia se taie felii, frunzele de menta se spala si se toacd ma-
runt. Ingredientele pregatite se pun intr-un vas, se adaugd zaharul
si apa. Amestecul se agitd pana la dizolvarea zaharului si se lasa la
infuzat timp de 15 minute. Inainte de servire, bautura se riceste.
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Fig. 6.5. Bauturi racoritoare pe baza de menta:
1 — bautura racoritoare cu menta, ghimbir si lamaie verde, 2 — limonada cu menta;
3 — mojito fara alcool cu lamaie verde si menta

Limonada cu menta este o bautura fara alcool, cu un gust ra-
coritor de citrice i aroma caracteristica a mentei. Combinatia de 1a-
maie si menta contribuie la formarea unui profil gustativ armonios si
sporeste atractivitatea produsului pentru consumatori.

Mojito fara alcool cu lamaie verde si menta (fig. 6.5)

Ingrediente: 12 g frunze proaspete de menta; 40 g lime; 250 ml
apa carbogazoasa; 10 g zahar.

Modul de preparare:

Se pun frunzele de menta intr-un vas si se zdrobesc usor. Apoi
se adauga bucitile de lime si zahirul. In etapa urmitoare se toarni
apa carbogazoasa racitd peste compozitie si se amestecd. Bautura se
serveste imediat dupd preparare.

Mojito fard alcool este o bautura racoritoare populara, care se
distinge prin aroma intensd de menta si notele citrice de lamaie ver-
de. Apa carbogazoasa confera bauturii o texturd usoara si 1i imbuna-
tateste caracteristicile gustative.

6.6. Zahar aromatizat cu menta

Zaharul mentolat este un produs aromat, cu un gust foarte pla-
cut si racoritor si un ingredient excelent pentru mai multe preparate
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culinare (fig. 6.6). Zaharul cu menta poate este utilizat la impregna-
rea blaturilor, poate fi addugat in umplutura diverselor produse de
patiserie, pentru a face mai interesant gustul deserturilor si al sosuri-
lor de fructe si fructe de padure. lar dacd acest preparat este adaugat
in ceal, se obtine o bauturad extraordinar de aromata si sdnatoasa.

Ingrediente: 30-40 de grame de frunze de menta bergamota si
300 grame de zahar.

2 o

Fig. 6.6. Zahar aromatizat cu menta:
1 — frunze de mentd; 2 — zahar alb; 3 — produs finit, zahar aromatizat cu menta

Modul de preparare:

Frunzele proaspete de menta se spald, se usuca si se maruntesc
pana se obtine o pastd omogena. Apoi, zaharul se amesteca bine cu
pasta omogena de mentd pana la distribuirea uniforma a componente-
lor vegetale. Amestecul obtinut se distribuie uniform intr-un strat sub-
tire pe hartie de copt si se lasd la temperatura camerei pana la uscarea
completa (8-12 ore). Dupa uscare, produsul se marunteste suplimentar
si, dacd este necesar se cerne, pentru a obtine o structura omogena.

Zaharul cu aroma de menta este un produs alimentar aroma-
tizat, cu un miros si un gust pronuntat de mentd. Poate fi utilizat ca
aditiv pentru bauturi si produse de patiserie, pentru a le conferi aro-
ma caracteristica de menta.

6.7. Bomboane de jeleu cu aroma de menta bergamota

Bomboanele de jeleu cu aromd de menta sunt produse de cofe-
tarie pe baza de agenti gelifianti (fig. 6.7).
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Fig. 6.7. Bomboane de jeleu cu aroma de menti bergamota:

1 — ingrediente si materiale necesare pentru preparare; 2 — dizolvarea zaharului in apa;
3 — adaugarea sucului de lamaie in baza de jeleu; 4 — incorporarea gelatinei hidratate
in siropul cald; 5§ — adaugarea frunzelor proaspete de mentd bergamota in amestec;

6 — omogenizarea si filtrarea amestecului de jeleu; 7 — transferarea amestecului
in forme de silicon; 8 — produsul finit, bomboane de jeleu cu aroma de menta
bergamota dupa intérire

Aceste delicii au o texturd moale si proprietati gustative pro-
nuntate. Adaugarea de menta confera produsului o aroma racoritoare
caracteristica si nuante gustative, ceea ce sporeste atractivitatea sa
pentru consumatori. Aceste produse sunt utilizate pe scard largd ca
gustari dulci si produse de desert.

Ingrediente: 10 g gelatind; 100 ml apa potabila; 50 g zahar;
10 g frunze proaspete de mentd bergamota; 5 ml suc de lamaie; 1-2
picaturi ulei esential de menta (optional).

Modul de preparare:

Gelatina se toarna in prealabil in 30-40 ml de apa si se lasa la
hidratat timp de 10-15 minute. Restul cantitatii de apa se incalzeste
impreuna cu zaharul pana la dizolvarea completa a cristalelor, fara a
se aduce la fierbere. Apoi se adaugd gelatina pregatita si se amesteca
bine pana se obtine 0 masa omogena.
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Frunzele proaspete de menta se spala, se toaca marunt si se adau-
gad 1n baza caldd de gelatind impreuna cu sucul de lamaie. Optional
se adauga 1-2 picaturi de ulei esential de mentd pentru a intensifica
efectul aromatic. Amestecul se filtreaza si se toarnd in forme. Ulterior,
formele cu masa de jeleu se pun la frigider timp de 2-3 ore pana la in-
tarirea completa. Dupa stabilizare, produsul se scoate din forme.

Bomboanele de jeleu cu aromd de mentd sunt un produs de
cofetarie cu o consistentd moale de jeleu si un aroma pronuntatd si
racoritoare de menta. Utilizarea componentelor vegetale asigurd un
profil gustativ si aromatic natural si imbundtdteste proprietatile orga-
noleptice ale produsului.

6.8. Compozitii florale decorative cu menta

In cadrul lucrarilor practice, s-au realizat aranjamente florale
decorative folosind plante de menta obtinute prin metoda culturii in
vitro si care au trecut cu succes prin etapa de aclimatizare la conditi-
ile mediului exterior (fig. 6.8).

X ¥ e

conditiile ex vitro
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Pentru compozitiile florale s-au utilizat plante tinere de menta
cu forme si nuante diferite ale frunzelor, asezate in ghivece si cosuri
decorative. Compozitiile au fost completate cu elemente decorative,
ceea ce a permis cresterea atractivitatii lor estetice si demonstrarea
posibilitatilor de utilizare practicd a plantelor cultivate prin meto-
de biotehnologice. Plantele obtinute prin tehnica culturii in vitro pot
servi drept exemplu de aplicare a materialului de plantare aclimatizat
in amenajarea decorativa a spatiilor verzi si In fitodesign.

In concluzie, se poate remarca faptul ci produsele pe baza de
menta bergamota, elaborate de elevi, constituie un exemplu de pu-
nere 1n practicd cu succes a unei abordari orientate spre practica in
studierea proprietatilor materiei prime vegetale si a utilizarii acesteia
in diverse produse functionale. Aceste proiecte combina elemente
de stiintd si creativitate, demonstrand cd si componentele naturale
simple pot deschide oportunitdti vaste pentru experimente si crearea
de produse variate.

Realizarea acestor proiecte demonstreaza, ca includerea ele-
mentelor de dezvoltare a produselor in procesul educational este o
metoda eficienta de predare a biotehnologiilor la nivel preuniversi-
tar. O astfel de abordare asigura integrarea cunostintelor teoretice
si a abilitatilor practice, contribuie la dezvoltarea gandirii critice si
sporeste motivatia de invitare a elevilor. In plus, acesta formeazi
intelegerea principiilor de creare a produselor functionale si a impor-
tantei acestora pentru sdnatatea umana.
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GLOSAR DE TERMENI

Aclimatizare — obisnuirea treptata a plantelor regenerate cu conditiile
mediului exterior.

Adaptare ex vitro — adaptarea plantelor la conditii nesterile dupa
transferul din mediul in vitro in sol sau in substrat.

Agar — agent de solidificare utilizat la prepararea mediilor nutritive.

Androgeneza — proces de formare a embrionilor sau plantelor
haploide din celule gametofitice masculine, de obicei din antere
sau microspori.

Asepsie — ansamblul metodelor utilizate pentru prevenirea
contaminarii culturilor biologice cu microorganisme nedorite.

Autoclavare — metoda de sterilizare bazata pe utilizarea vaporilor
de apad sub presiune si temperatura ridicatd, folositd pentru
sterilizarea mediilor nutritive si materialelor de laborator.

Banca de gene — colectie organizatda de material genetic vegetal
pastrat pentru conservarea biodiversitatii si utilizarea In
cercetare sau ameliorare.

Banca de gene in vitro — colectie de plante, tesuturi sau organe
vegetale mentinute in conditii sterile pe medii nutritive
artificiale pentru conservarea resurselor genetice.

Biodiversitate — varietatea organismelor vii, ecosistemelor si
resurselor genetice existente intr-un anumit mediu.

Bioreactor — dispozitiv pentru cultivarea celulelor, tesuturilor sau
explantelor in conditii controlate pe un mediu nutritiv.

Biotehnologie vegetala — domeniu interdisciplinar care utilizeaza
organisme, celule si tesuturi vegetale pentru obtinerea unor
produse, tehnologii sau solutii aplicative.

Calus —masa nediferentiata de celule vegetale ce se divid activ si care
se formeaza pe un mediu nutritiv sub actiunea fitohormonilor.
Poate servi drept sursa de regenerare a unor organe noi sau a
unor plante Intregi.
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Caulogeneza — proces biologic de formare si dezvoltare a lastarilor
din celule sau tesuturi vegetale.

Cibrid — o celula hibrida sau un organism obtinut prin fuzionarea
nucleului unei celule cu citoplasma provenita de la alta celula.

Clonarea plantelor — proces de obtinere a unor plante identice
din punct de vedere genetic pornind de la o singura planta,
celula, tesut sau organ, prin utilizarea metodelor de Tnmultire
vegetativa si a biotehnologiei in vitro.

Cloroza — ingalbenirea tesuturilor vegetale, cauzata de reducerea
continutului de clorofila.

Contaminare — prezenta microorganismelor patogene in cultura in
vitro.

Contaminare bacteriana — contaminare produsd de bacterii 1n
culturile in vitro.

Contaminare fungica — contaminare produsa de fungi / mucegaiuri
in culturile in vitro.

Crioconservare — metoda de conservare pe termen lung a celulelor,
tesuturilor sau plasmei embrionare la temperaturi extrem de
scazute (de obicei in azot lichid, la -196 °C), mentinandu-le
viabilitatea dupa decongelare.

Cultura de antere — metoda biotehnologica prin care anterele sunt
cultivate in vitro pentru obtinerea plantelor haploide.

Cultura de calus — cultivarea tesutului vegetal nediferentiat pentru
studierea proceselor de regenerare si morfogeneza.

Cultura de celule — cultivarea celulelor individuale sau a agregatelor
celulare.

Cultura de meristeme — cultivarea tesuturilor meristematice utilizata
pentru multiplicarea plantelor si obtinerea materialului vegetal
liber de agenti patogeni.

Cultura de microspori — tehnica utilizata pentru obtinerea plantelor
haploide pornind de la celulele gametofitului masculin.

Cultura de organe — cultivarea organelor izolate (radacini, lastari,
embrioni etc.).

Cultura de protoplasti — cultivarea celulelor vegetale fara perete
celular, utilizata in cercetarea genetica si hibridarea somatica.
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Cultura de tesuturi — cultivarea tesuturilor vegetale In conditii
artificiale.
Cultura in vitro — cultivarea celulelor, tesuturilor sau organelor
vegetale in conditii artificiale sterile, pe un mediu nutritiv.
Cultura meristematica — culturd in vifro initiatd din meristeme,
utilizatd frecvent pentru obtinerea plantelor sandtoase, libere
de patogeni.

Diferentiere celulara — proces prin care celulele capata caracteristici
structurale si functionale specifice.

Embriogeneza somatica — proces prin care celulele somatice
formeaza embrioni capabili sd regenereze plante complete.

Ex situ — conservarea, studierea sau gestionarea organismelor in afara
mediului lor natural, In conditii create artificial sau controlate.

Ex vitro — se referd la conditiile de cultivare sau transfer al plantelor
in afara culturii sterile in vitro, adica intr-un mediu natural sau
nesteril (sol, substrat, serd).

Explant — fragment de plantd utilizat pentru introducerea in cultura
in vitro.

Explant nodal — fragment de tulpind care contine unul sau mai multi
muguri axilari.

Explant primar — fragment de plantd prelevat initial pentru
introducerea 1n culturd in vitro.

Faza de aclimatizare — etapa de adaptare treptatd a plantelor in vitro
la conditii ex vitro.

Faza de initiere — etapa in care explantul este introdus pentru prima
datd in conditii in vitro.

Faza de multiplicare — etapa in care se stimuleazd formarea si
proliferarea lastarilor.

Faza de rizogeneza — etapa in care se induce formarea radacinilor la
lastarii obtinuti in vitro.

Fenoli — compusi organici produsi de plante, care pot determina
brunificarea si deteriorarea tesuturilor in culturd in vitro.

Fitohormoni — substante naturale produse de plante care controleaza
cresterea si dezvoltarea acestora.

Fitotron — camera climatica, in care factorii de mediu precum
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temperatura, lumina, umiditatea si concentratia de CO: sunt
controlati artificial pentru a studia cresterea si dezvoltarea
plantelor.

Fotoperiodism — raspunsul plantelor la durata perioadelor de lumina
si Intuneric.

Germoplasma — totalitatea resurselor genetice ale unei specii
utilizate pentru conservare, cercetare si ameliorare.

Ginandrogeneza — proces de obtinere a plantelor haploide prin
stimularea dezvoltarii celulelor gametofitice feminine.

Haploid — organism sau celuld care contine un singur set de
cromozomi.

Hiperhidricitate — dereglare fiziologica a plantelor in vitro,
caracterizatd prin aspect apos, translucid si fragil al tesuturilor.

Homozigot — organism care prezintd doud alele identice pentru un
anumit caracter genetic.

In situ — conservarea, studierea sau gestionarea organismelor direct
in mediul lor natural.

In vitro — cultivarea explantelor in conditii artificiale sterile, de obicei
pe medii nutritive in laborator.

Initierea culturii — etapa de introducere a explantului In conditii
sterile si de incepere a cresterii acestuia pe un mediu nutritiv in
conditii in vitro.

inmultirea microclonali — inmultirea vegetativa in masa a plantelor
in cultura de tesuturi.

Inoculare — introducerea unui explant intr-un mediu nutritiv steril
pentru initierea culturii.

inriadicinare — procesul de formare a radacinilor la lastarii obtinuti
in cultura in vitro, pe un mediu nutritiv adecvat.

Intensitate luminoasa — cantitatea de lumina disponibila pentru
cresterea si dezvoltarea plantelor.

Medii nutritive —amestecuri de substante minerale, organice, vitamine
si regulatori de crestere necesare dezvoltarii culturilor in vitro.

Mediul MS (Murashige-Skoog) — mediu nutritiv utilizat pe scara
larga in culturile vegetale in vitro, bogat iIn macroelemente si
microelemente.
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Meristem — tesut vegetal format din celule tinere, cu capacitate
intensa de diviziune.

Metaboliti secundari — compusi organici care nu participa direct la
cresterea si dezvoltarea plantei, dar care Indeplinesc functii de
aparare.

Micropropagare — tehnica de multiplicare rapida a plantelor prin
metode in vitro, obtindnd un numar mare de plante identice
genetic.

Morfogeneza — procesul de formare si dezvoltare a structurilor
vegetale (organe, tesuturi).

Mugure apical — mugure situat la varful tulpinii, responsabil de
cresterea in lungime a plantei.

Mugure axilar — mugure situat la baza frunzei, capabil sa formeze
un lastar nou.

Multiplicare — etapa de Tnmultire Tn masa a lastarilor sau a tesuturilor
in cultura in vitro pentru cresterea numarului de plante.

Necroza — moartea localizata a celulelor sau tesuturilor vegetale.

Organogeneza — formarea organelor vegetale (rddacini, lastari) din
celule sau tesuturi cultivate in vitro.

Oxidare fenolica — brunificarea explantelor ca urmare a eliberarii si
oxidarii compusilor fenolici.

Pasaj — transferul unei culturi celulare sau tisulare intr-un mediu
nutritiv proaspat pentru a-i mentine cresterea si viabilitatea.

Planta regenerata — plantd obtinuta dintr-o cultura de celule, tesuturi
sau organe ca urmare a regenerarii in vitro.

Pupinel — sterilizator cu aer cald.

Regenerare vegetala — capacitatea tesuturilor sau celulelor vegetale
de a forma o plantd completa.

Regenerarea plantelor — obtinerea unei plante intregi dintr-o celula,
tesut sau organ.

Regulatori de crestere vegetala — compusi naturali sau sintetici care
influenteaza procesele de crestere si dezvoltare ale plantelor.

Rizogeneza — procesul de initiere si formare a radacinilor.

Sterilizare — eliminarea microorganismelor de pe suprafete,
instrumente, medii nutritive sau material vegetal.
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Sterilizare — proces de eliminare sau distrugere a microorganismelor.

Subcultivare — transferul periodic al culturilor vegetale pe medii
nutritive proaspete pentru mentinerea cresterii.

Subcultivrare — transferul periodic al materialului vegetal pe mediu
nutritiv proaspat.
Sucroza — sursd de carbon utilizata frecvent in mediile nutritive.
Termoterapie — metoda de eliminare sau reducere a patogenilor prin
expunerea materialului vegetal la temperaturi controlate.
Totipotenta — capacitatea unei celule vegetale de a da nastere unui
organism complet, incluzand toate organele si tesuturile.
Variabilitate somaclonala — modificari genetice sau epigenetice
aparute 1n timpul cultivarii indelungate in vitro.

Vitrificare — metoda de racire extrem de rapida, in cadrul careia
lichidul trece in stare solida, asemanatoare sticlei, fara a se
forma cristale de gheata.
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ANEXE (proiecte realizate de elevi si studenti)

Anexa 1. Proiect: ,Initierea si multiplicarea in vitro a speciei
Mentha citrata Ehrh.”

Mentha citrata Ehrh. (menta de bergamota sau menta de lamive) Flaborarea si optimizarea unui protocol eficient de initiere i
ﬂomwrﬂﬁﬂurnwﬁ: multiplicare in vitro a speciei Mentha citrata pentru obfinerea
‘acetat de knakl, Specia este uthzath in iusiia famaceutich, WL NG SR 1 PSS ST NS g

0
metoda modemnd de oblinere rapidi a unui numAr mare de plante
sntoase, uniforme genetc i lipsite de agenti patogent.

Motivele alegerii temei
¥ Importanta medicinala si economica ridicata
V Continut valoros de uleiuri esentiale
v Necesitatea producerii materialului saditor
sanatos
 Conservarea resurselor genetice vegetale

o

SCHEMA PROCESULUI DE MICROPROPAGARE IN VITRO x

A SPECIEI Mentha citrata Ehrh.

lmm‘moﬂmmﬂﬂl.
de uleturi esentiale (linalool, acetat de linali),
M“ medicind naturald, ‘cosmetica si produse de igiend.

- Concluzit: o
# initiere reusitd a culturii mmmumw\>~ pros /\>
Invitro. numar
# Regenerarea si i utilizdrior sale multiple genetic. initierea culturilor.
dezvoltarea explantelor pe P il A o Toiaaaia
mediu MS. Souickiatel s SRR AnA mum-. e scard largh &
# Multiplicarea rapida a -

Mentha ctrata.
microcionilor.

i
# Formarea ridicinilor prin K
utilizarea auxinelor
# Obtinerea plantelor
pregitite ponlm - A
aclimatizare.

E@Q@’%@&

AKTER, K.T; noou:.MA.mmwwmd !

e .:mwn:us;ummmmuum
s o Levels of Benzylaminopurine. S,
e ::..‘- .::-. - pebropec i P m‘am"-:wuum

ot ot v slmertars s bt -
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Anexa 2. Proiect: ,,Mini banca de gene in vitro pentru conservarea
speciilor din flora Republicii Moldova”

,» Mini banca de gene in vitro .

Ce este’
.pentru conservarea speciilor din Catamts s o
=" flora Republicii Moldova “ imantidacese.

==

in plicatus este

Moldova.
ntalnita in special in sudul tarii, in apropierea
C I
Importanta ecologica
Caracteristicile morfologice Habitat si raspandire
Tulpina Areal geografic: - infloreste foarte devreme (februarie-martie)
X |« erects, simpla : Europa de Est
\ + 10-20 cm indltime 4 Romania oferd hrand pentru:
¢ Ucraina 3
Froals : Republica Moldova A « albine
. « late, verde-albastrui + Caucaz si Turcia « insecte polenizatoare
N\ « margini plicate
+ apar odats cu florile Habitat: contribuie la:
1 paduri de foicase (stejar, fag)
Rl iy o « mentinerea lanturilor trofice
1 soluri fertile, b in hi
r\f\‘ Gemn & Necesisk conditl stabile osensibilk + diversitatea biologic
| . « formata din 6 tepale schimbiri Este un indicator biologic al:
parfum discret

+ calitatii solului
- stabilitatii ecosistemului forestier

Bulbul
« organ subteran de rezervi -
- asigura supravietuirea in sezonul rece

DE CE
TREBUIE
PROTEJAT
GALANTHUS
PLICATUS?

MASURI DE CONSERVARE C .
A si risc de disparitie!

29 et i

I pierdere de biodiversitate si protjares  aril  cercetare | educatie aplicarea r—— Se pot obtine pini la
e e alel Dbt protjte | g ecogich eguaies 1@ e
- % Reduce recoltarea
m din naturd
STATUT DE PROTECTIE CERCETARI IN LABORATOR =

Cercetarile au fost realizate in cadrul laboratorului

Inclusd in:
Ao .Genetici, Fiziologie si
B e in Chisinu.

COMPARATIE CU ALTE SPECHI DE GHIOCEI

Galanthus plicatus Galanthus nivalis. Galanthus ehwesii
Frune pacate. Coamai For mai i,
(ondbatte). rispindes frunse tate
o elegante. pecie.  verde iber
 Specie rarkin Flori abe cu pr—
[p—— pote versi. rarin o
e pa— sporsans.
edcinals. primaverit
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Anexa 3. Proiect: ,,Pinguicula vulgaris”

WM " pincuicuia vorcarts (@

Structura plantei: . Mecanismul de capcané naturala Scopul lucrarii:
8 Frunzele functioneazé ca o capcans adeziva activa (tip ,hartie de
16 cm) de frunze carnoase, pite de sol, cu marginie el dms i e w":‘hlm: (vp it Multiplicarea in vitro si folosirea “h
SEchn b . v (O AC SR B O, 1)Glandele pedunculate: Secretd un mucilagiu lipicios i stralucitor care 2
s pe atrage vizual si imobilizeazs insectele la contact. gestionarea ecologica a insectelor
enzimele penu digesti 1 absorbiie irets) 2Glandele sesile; Secret enzime digestive (proteaze) care dizolva prada daunatoare in medii inchise , inclusiv sere.,
3i absorb nutrientii (azot, fosfor) direct in plants. florarii , zone rezidentiale sau cladiri cu

—— Printr-o miscare lenta (tigmotropism), marginile frunzei se résucesc spre

interior pentru a retine lichidul digest 5 a optimiza absorbtia.

06 o6& o6 &6 o6 &6 o ¢

Selectarea Prepararea Asepsizare si Autoclavarea medilior Inocularea Cregterea si dezvokares  Adaptarea plantelor  Sidirea plantelor
materialulul vegetal medillor nutritive steriizarea nutritive 5l & instrumentelor  plantulelor pe Invitro plantulelorin  Ex vitro in mini sere in ghivece sau in
sol

pentru inoculare materialulul vegetal de lucru/ sterilizares mediul nutritiv condiil controlate specializate

MACROELEMENTE

MICROELEMENTE

2 Importanta in medicina
Substanta ] Substanta Concentra Enzime digestive (Pingulculind, Proteaze): Sunt substantele principale care dizolv
lag/l ia mg/l Insectele. Din punct de vedere medical, ele au un efect antiseptic 5| antibacterian
puternic, distrugnd membranele bacteriiior (de aceea, in trecut, frunzele zdrobite se
INHANO3 165 H3803 6.2 puneau direct pe rani pentru a preven infectile). Acizl organici (Acid benzoic}: Este un
KNO3 190 IMnSO4 * 4H20 23 conservant natural produs de plantd. Are un rol antifungic demonstrat, oprind
bnso4 * 7H20 86 dezvoltarea ciupercilor si a mucegaiurilor, Flavonoide: Compus| vegetal cu efect
Na2Mo04 * 2H20 025 antioxidant s antiinflamator. Acestia ajutd la reducerea Iritatillor.
CaCi2 * 2H20 0,44 &
[Cus04 * 5H20 0,025
fcoci2 * 6H20 0,025 \-
Mgs04 * 7H20 37 ¥ "

KH3PO4 17

Variante de sol folosite pentru plantare

Nisip Turbd
n% BI%
Periit Turbh
0% 50%

Periit
nx

© Turbh 100%: Foarte bund pentru nutritie 5l aciditate.
Oferd exact pH-ul acid 5 umiditatea constantd pe care
planta le are in naturd. Singurul minus este cd, in timp,
56 poate tasa in ghiveci dach nu este ameste

Biocontrolul Natural
Pinguicula vulgaris functioneaza ca o capcana biologich activa 3i ecologica
datorita frunzelor sale lipicioase. Aceasta este specializath strict pe insecte de
talie mica, fiind ideald pentru controlul ddunétorilor in diverse spatil: in Sere:
Elimina eficient daunatorii majori care distrug culturile, precum musculitele de
pamant (Sciaridae), musculita alba de ser3, thripsii si afidele inaripate (paduchii
de plante), inlocuind cu succes insecticidele chimice toxice. in Locuinte:
Controleaz natural si sigur populatiile de musculte de ofet (de fructe) si
tantari, fird a emana substante chimice sau alergeni in spatiul de locuit. in
Institutii (Scoll, Cabinete, Laboratoare): Mentine igiena prin capturarea
Insectelor minuscule purtitoare de bacterii (inclusiv collembolele din sof), avind
in acelag! timp un rol estetic, ecologic

* 50% Turbd + 50% Periit: Optimd pentru aerare. Perlitul
mentine turba afanati, permigand radacinilor fine sa
respire mai bine 5i simulind cresterea frunzelor.

« 33% Turbd + 3% Perfit + 33% Nisip: Optima pentru
stabilitate. Nisipul adauga greutate structurald, oferind
rozetei o ancorare mecanica excelenta i un drenaj
superior.

Eficienta Economica
Statut pe piata locald i de nigd, exoticd,
in dard. S SR d
| R privatl.
Pret de achizitie estimat: Variaza intre 150 5i 300 MDL per exemplar (in functie de diametrul
rozetei 5i maturitatea plantei)
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Anexa 4. Proiect:
»lmpactul senzorial al compozitiei ceaiurilor”

¥ivi contralizatvare de amallzh sensorlald

@ Neciiru compus do coal
Caractenstica Puncta) individual acordat de ficcare Punctaj mediu al
senzorala cxaminator caracteristicii
El E2 E3
Gust ) 9p op £
Aroma ) Sp Sp S.6p
Culoare op op 4% S3p
Miros S S e £
Limpditate 3 3 Ip 23

Comparatia cealurilor din plante fati de cealurile din comerti de cealurile
din comert de ceaiurile din comerti de ceaiurile din comert

4.cimbru, levingicd, mentd
/" e g g i Tl | e et o nom
/e e 1 e ety e et o
e et I ke s 11 v srmi st et s e
\ st e (U3 0t dupe mo il e W AFeTICMes et ity sk sk
N eomammteet Wl it ool 0 (el e e
N mpuriany G et du et 1 s o ke e

plantel . in
recolti,

Compozitie

Actiuni terapeutice

1sundtoare, coada yoncelului, mentd, o« digestie, boli digestive. momac,
cicoare pancreatith

Lembry, coada sorieelulu, pogirmnid,
‘mentd, trandafir

« terapeutic, antiinflamator

J.mentd, Nlord de trandafir, salcim,
asomic

« imunitate

« calmant, relaxare

Care dintre urmatoarele aspecte v-ar Influenta preferinia pentru alegerea
unul cear?

0 v ona i trn
RIS e s sy

son

- g s e s
1V P s bt

Coneluzil; In concluzic, cereetarea noastrd a evidentiat superioritatea

M T Cater | Coalin din pachejeie | Cobli natarale din plante ] ceaiurilor naturale din plante in fata celor din pacheicle, atat din punct de
vedere senzorial, cit 5i dupi caliatea produsului. Consumul de ceaiuri din
: plante ofer o experientd autenticd si bogat in arome, in timp ce ceaiurile
1. | Procesul de proces industrializat, care proces natural, fard aditivi sau din pachetele pot avea conscinte negative asupra sindtii si nu pot ofcri
fabricatie poate implica aditivi si conservan(i acecasi calitate si Prin urmare,
conserv: ceaiuri naturale din plante ar trebui s fic incurajatd pentru ca populatia
2. | Compozitie poate contine ingrediente ingrediente naturale, plante s poatd beneficia de avantajele lor superioare.
artificiale si amome sintetice autentice
3. | Calitate calitate calitate A
de procesul de fabricagie pregitirea plantelor
selectarea tare
potential pentru confinut mai sndtoase, cu beneficii pentru 1.Cojocaru-Toma Maria, Continutul de compusi fenolici in produse vegetale din
rdicat de zahdr sau substange | sindtate datorith proprietiilor colectin centrului gtiintific de cultivare a plantelor medicinale, USMF “Nicolac
chimice telor Testemitanu”, Farmacia eticd: istorie, realitai st perspective. Chisingu, ISBN 978.9975.
Tmpact asupra genera mal multe deyeuri | mal ecologice, cu ambalaje bio sAS-12018.
5. mediule ::,m,‘ ambalajelor s ) impact -«::! asupra mml*lu o 2. Ungureanu lon, Pompuy Irina, Ciobanu Nicolae, Cojocaru-Toma Maria, Ciobanu
procesului industrial Cristina, Beneu Anna Plante medicinale din colectin centrului stiintifico-practic in
_-W T domeniul plantelor medicinale a USMF  Nicolae Testemitanu™ Actualitdti st
6. | Cosul mai acce: i punct de :n u: mal :llqn' datorith persp in studiul al pluntclor medicinale, 2021 Chisindu. ISBN 978.
vedere finan redientelol 9975.56.909-5
naturale 5 .
3, Colgun Maricica, Teleutd, Conservarea si utilizarea rationald a resurselor vegetale de
7. | Aroma yi gust | arome sintetice, gust variabil | arome naturale, gust autentic $BOA| | e medicinulcAlexandru International Conference of Young Researchers, Edifia 6
5 artificial 2008. Chisindu, ISBN 978.9975.62-196-0
8. U mal puin senzaj | mal plicuta, exp I
senzoriala e mai antificiald autenticd §i complex
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Anexa 5. Proiect: ,,Inovatii practice in combinarea plantelor
I3 H
pentru ceaiuri terapeutice”

%\;\ CENTRUL DE EXCELENTA IN MEDICINA SI FARMACIE ,RAI

)]

4 combinareo

o url
plon’celor pen’f\’u cea

Descriere:Aceasta prezentare ofera o sinteza a descoperirilor noastre. obtinute prin
experimente si explorari personale asupra combinatiilor de plante in ceaturi st influenta lor
asupra sanatatil umane. Am abordat acest subiect din perspectiva experientei noastre
directe. fara implicatil formale de cercetare stiintifica sau studif chimice si clinice. Scopul
nostru a fost sa Impartasim cunostinte s! observatil, oferind astfel contributii originale in

domentul terapiilor complementare.

Amestecurilor
Am dezvoltat proceduri
standard ntru
obtinerea amestecurilor de
amestecurilor de phar
plante in cantititi procise si
arocurge b studi dinice

formak

consistentc
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Anexa 6. Proiect: ,,SmartGummy: Dulciuri inteligente din fructe
si stevia cu 0% zahar”

Fructe si Stevia cu 0% Zahar

| SmartGummy: Dulciuri Inteligente din @M

TECHNICAL UNIVERSITY
(OF MOLDOVA
elaborat de: Lozinschii Teodor
< Profesor coordonator: Lozinschii Mariana
i Scopul:
Tmportanta temel: Obiective: Dezvoltara unui produs alimentar
-Obezitatea infantila reprezinta una dintre cele mai mari S O rinarae e T TR SOt zahid "“""‘:"“ "::"‘ o s ""‘":
probleme de sanatate publica la nivel mondial. adaugat. dulciurile mw bogate o
Consumul excesiv de dulciuri bogate in zahar rafinat, + Inlocuirea "ML“""‘:‘ extract de Stevia zahiir si aditivi sinteticl. -
. rebaudiana.
coloranti artificiali 5i conservanti contribuie la aparifia S e Bacralor Haghta
obezitatii, diabetului, cariilor dentare si tulburarilor de vitamine si antioxidanti.
atentie. * Crearea unui produs sigur pentru copii si
-Proiectul ,SmartGummy” propune o alternativa persoane cu diabet. y Consumul excesiv de
sanatoasa si inovatoare: jeleuri si marmelade 100% & “:‘:: i # Gulcluri Industrisle
naturale, fara zahar adaugat, indulcite exclusiv cu stevia, e "‘""":""M
un indulcitor natural cu indice glicemic zero. S : ek
+ obezitate infantild
« diabet
4. SCHEMA PROCESULUI TEHNOLOGIC ool Gatane

@ Capsuni

5 Portocale
Hidratarea gelatinei . Lamai
o Cirese
W Kiwi
& Mere
« Stevia rebaudiana
/ Gelatina ali 5 15
Omogenzare \
|
Beneficii:.
Turnare in forme
din silicon Fara zahar adaugat
Indice glicemic zero

Potrivite pentru copll sl diabetici
Protejeaza sanatatea dentara
Bogate in vitamine si antioxidanti
Fara coloranti artificiall
Fara conservanti sinteticl

Gust natural de fructe

Impact asupra sanatatii

* Reduce consumul de zahar rafinat.

Ricire si gelificare

© 0600 6 06 © © O
{
H

- >.- Contribuie la pr i b i
* Reduce riscul aparitiei cariilor dentare.
« Incurajeaza obiceiuri ali e sana

« Ofera energie si nutrienti din surse naturale.
@ sinitos | (©) Gustos | €) SUSTENABIL

Y propune o
jeleuri si marmelade 100% naturale,
fara zahir adiugat, indulcite cu stevia -
indulcitor natural cu indice glicemic zero.
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Anexa 7. Proiect
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Ghid: Biotehnologii inovative in cerce

Anexa 8. Proiect: ,,Ciocolata cu menta”

1op1 n-atoeues a)sad o-wieo) 1§ Idesu 1e[0201d 3 ()7 21$edo) oG (4
910  wrnwrurn 1apiaty ef aund 1§ (gjeyeadns od yoa11p)
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Anexa 9. Elevii Centrului de Excelenta in Medicina si Farma-
cie ,,Raisa Pacalo” in vizita in laboratorul de cultura in vitro,
LGFBP

.

Anexa 10. Participarea elevilor Centrului de Excelenta in Me-
dicina si Farmacie ,,Raisa Pacalo” la Salonul International de
Inventica si Antreprenorlat Inovativ, UPSC edltla 4-a, 2026
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Anexa 11. Produsele elevilor prezentate la Salonul International
de Inventica si Antreprenoriat Inovativ, UPSC, editia 4-a, 2026

Anexa 12. Premierea castigatorilor in cadrul Salonului Inter-
national de Inventica si Antreprenoriat Inovativ, editia a IV-a,
UPSC, 2026
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