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ASPECTE ALE ORGANOGENEZEI IN VITRO LA PLANTELE SPECIEI
ACTINIDIA CHINENSIS PLANCH
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Gradina Botanica (Institut) a ASM

The present work reports on study of plant regeneration carried out with callus from the leaf and petioles of female
plants of Actinidia chinensis. The effects of different combinations of growth regulators for organogenesis and rooting
were studied. Callus and plantlets were obtained on MS and S 2.5 medium supplemented with BAP and ANA or zeatin
and ANA. Best results were obtained on S 2.5 medium added with ANA and zeatin. After 6 weeks the greatest shoot
regeneration was observed in explants cultured on S 2.5 medium. For rooting, shoots were transferred to MS medium
with IBA and BAP. Regenerated plants were acclimated in a sterile peat: perlite substrate and then transferred to soil.

Introducere

In pofida faptului ca Republica Moldova traditional produce o cantitate considerabila de fructe (mere,
prune, caise, prasade etc.) necesitatea unor noi specii — culturi cu proprietati avantajoase ramane actuald. Lar-
girea lotului pomicol poate fi realizatd prin introducerea unor noi culturi, cum ar fi kiwi - Actinidia chinensis.
Analiza biologiei dezvoltarii culturii kiwi denota ca aceasta plantd poate fi introdusa pe sectoare de produ-
cere la sudul republicii, dar si ca plantd de umbrire in complexele mari de sere.

Pentru depisirea problemelor aparute in ce priveste Inmultirea clasica a Actinidia chinensis, o serie de
autori au pus la punct diferite tehnici de micropropagare in vitro [1-3].

Pentru a scurta perioada de obtinere a noilor plante de Actinidia savantii au efectuat o serie de experiente
in vitro, constatand ca aceastd specie manifesta o buna stabilitate genetica, o ridicatd capacitate morfogeneti-
ca si o adaptare buna la conditiile particulare ale culturii in vitro [4-7] .

Daca la inceput cercetarile s-au rezumat la stabilirea metodologiei de micropropagare folosind in calitate
de explante initiale meristeme din muguri apicali sau laterali, mai tarziu s-a trecut la folosirea altor parti ale

Rezultatele obtinute demonstreaza ca Actinidia chinensis Planch. are o bund capacitate organogenetica.
Aceasta variaza n dependenta de tipul de explant, mediul de cultura folosit, regulatorii de crestere si valoarea
pH-ului.

Material si metode

Lucrarile au fost initiate si efectuate la Gradina Botanica (Institut) in Laboratorul de Embriologie si Bio-
tehnologie. Drept obiect de studiu a servit Actinidia chinensis Planch. De la planta cultivatd in conditii de
sera s-au prelevat urmatoarele tipuri de explante: limb foliar, petiol si mugure floral. Sterilizarea inoculilor
necesita respectarea strictd a cerintelor descrise mai jos. Protocolul de sterilizare pentru Actinidia include
urmatoarele etape:

1) Mentinerea sub jet de apa si spalarea cu apa curentd;

2) Dezinfectarea prealabild cu solutie slabd de KMnO4 timp de 10 min.;

3) Imersarea in diacid de 0,1% timp de 7 min. cu agitare continud, la care s-a addugat o cantitate neinsem-

natd de detergent — Tveen 80;

4) Dupa fiecare procedura s-a recurs la trei spaldri succesive cu apa distilata sterila.

Variantele propuse initial au fost cultivate pe un mediu calogenetic MS (Murashige & Skoog, 1962), la
care s-a addugat BAP (2-benzil aminopurind) si ANA (acidnaftil acetic); S 2,5 (A.Standardi, 1983) suplimen-
tat cu zeatind i ANA; Gamborg B5 cu BAP si AIA (acid indolilacetic) in anumite concentratii. Calusul obti-
nut a fost apoi cultivat pe aceleasi medii, modificandu-se doar concentratiile fitohormonilor.

Durata unei subculturi a fost de 30 zile, in camera de crestere la o temperaturd de 24+1°C, la o intensitate
luminoasa de 2000 de lucsi si o fotoperioada de 16 ore lumina si 8 ore intuneric.

Rezultate si discutii
Cercetarile initiale efectuate in vederea determinarii influentei mediului de cultura, precum si a regulatori-
lor de crestere asupra procesului de regenerare in vitro a vitroplantulelor au avut drept scop inducerea calusu-
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lui la toate tipurile de explante prelevate de la specia Actinidia chinensis Planch. forma feminina. Testarea
unui sir de medii ca: MS (Murashige & Skoog, 1962), B5 (Gamborg, 1968), S 2,5 (A. Standardi, 1983) au
condus la determinarea substratului nutritiv optim pentru inducerea calusogenezei, mai apoi derularea proce-
selor morfogenetice la nivel de calus si, in cele din urma, la obtinerea neoplantulelor. Unul dintre multiplii
factori, care au determinat succesul regenerarii vitroplantulelor, 1-a constituit stabilirea raportului corespun-
zator de auxina: citochinind in mediul de culturd. Utilizarea zeatinei, chinetinei, 2iP (2-izopentiladenina),
BAP (2-benziladenina) ca citochinine si ANA (acid naftilacetic), AIA (acid indolilacetic) ca auxine si GA3
giberelind la o anumita faza de crestere avand o concentratie si combinatie stabilitd a contribuit la cresterea si
dezvoltarea fitoinoculilor.

Adaugarea fitohormonilor mentionati in mediile de cultura a contribuit la declansarea procesului de didi-
ferentiere, determinat de intrarea celulelor in ciclul mitotic. Ca rezultat al diviziunii celulare active are loc
formarea tesutului calusal, caracterizat printr-o heterogenitate sporita.

Pentru dediferentierea tesuturilor in vederea producerii calusului la Actinidia, au fost folosite o mare
diversitate de metode si substante. Astfel, Muleo R. si colab. (1990) a indus formarea calusului din frunza cu
1,0 mg/l de 2,4 D in intuneric. Alti autori (Kataoka I si colab., 1987; Shimura I. si colab., 1990) au recurs la
folosirea 4PU (2 clor-4-piridil-feniluree) in doze de 1,0 mg/l. Acest produs s-a dovedit a fi si un bun stimula-
tor al diferentierii de muguri si lastari pe calusul format.

Combinatia BAP + 2iP (1-7 mg/l, fiecare) a determinat formarea calusului din internoduri de Actinidia, in
timp ce folosirea a 3 mg/1 2iP a stimulat aparitia unui numar mare de lastari adventivi (S.Wiyaporn).

Hormonul folosit insa cel mai frecvent pentru obtinerea calusului de Actinidia este zeatina, folosita in
doze de 0,5 -1,0 mg/l (Gonzales M.V., 1990; Salome M., 1987; Revilla M.A. si colab., 1988; Zhenguang H.,
1990; Harada H., 1975).

Pentru Actinidia chinensis producerea calusului a manifestat unele particularitati privind calitatea lui
apreciata prin consistenta si culoare, perioada de formare si acumularea masei calusale.

In experientele propuse, in urma dediferentierii celulare, au fost puse in evidenta procese ca: calusogeneza,
calusogeneza + rizogeneza, calusogeneza + caulogeneza.

Incepand cu primele zile de inoculare s-au dus observatii asupra initierii si dezvoltarii calusului. Dupa
doua saptamani de cultivare in vitro la majoritatea explantelor s-a observat un inceput de formare a structurii
date. In investigatiile efectuate s-a atestat formarea unui singur tip de calus, si anume — calus compact de
culoare preponderent verde-intens, a carui intensitate varia de la un tip de explant la altul.

Printre multitudinea factorilor care influenteaza procesul de inducere a calusului un loc aparte ocupa tipul
explantului. Alegerea cu grija a tipului de explant, originii, naturii §i a stadiului de dezvoltare a acestuia este
importanta, deoarece ea determina frecventa de inducere a calusului si tipul de morfogeneza.

O diferenta vadita se atesta 1n cazul reactiei explantelor la cultivarea in conditii aseptice. De mentionat ca
explantele avand originea limbul foliar, trecute pe mediu nutritiv, in primul rand s-au gofrat marindu-se in
dimensiuni, iar la periferie la nivelul nervurilor apar niste conglomerate mici ce denota o initiere a procesului
de formare a calusului. In cazul explantelor petiol, de asemenea, are loc marirea in volum, dar cu mentinerea
formei cilindrice. Prezinta interes localizarea calusului format, fapt determinat de fenomenul de polaritate.
Cercetarile efectuate au pus in evidentd o diferentiere a partii apicale si a celei bazale. S-a constatat ca in
partea apicald s-a format de 2-3 ori mai mult calus decét in cea bazala.

Studiul comparativ al frecventei calusogenezei in functie de tipul explantului a permis de a pune in evi-
denta faptul ca procentul cel mai ridicat prezinta petiolul (50%), apoi limbul foliar (30%) si restul — mugurii
florali.

Datorita faptului ca initial cercetarile au fost efectuate in scopul determinarii interactiunii factorilor mediul
de cultura — explant — fitohormon asupra frecventei calusogenezei au fost evidentiate urmétoarele rezultate.
Pe mediul S 2,5 sub influenta zeatinei si ANA (acid naftilacetic) toate explantele au produs calus. Formarea
acestuia a fost vizibild dupa 14 zile de cultivare. In variantele propuse pentru toate tipurile de explant primul
indice al starii lor l-a constituit cresterea dimensiunilor. Calusul primar cel mai consistent a fost produs de
catre petiol, avand o culoare verde-intensa, si a fost obtinut pe mediul S 2,5. Aceasta calitate a calusului se
caracterizeaza printr-o Inaltd capacitate organogenetica, fapt demonstrat experimental. Dupa pasarea masei
calusale pe mediu nutritiv proaspat, in subculturile succesive se constata cresterea cantitatii de calus produs.
Este important a mentiona ca calusul format pe mediul S 2,5 a manifestat o crestere lentd, mai ales in cazul
inoculilor limbului foliar.
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Mediul Gamborg, avand ca supliment BAP si AIA, se caracterizeaza printr-un potential calogenetic spo-
rit, in special pentru explantele provenite din limbul foliar. Masa calusald de culoare verde-deschis, capata,
pe parcursul subcultivarilor succesive, o nuanta verde-albicioasd (promoroaca) si este consistentd. Spre deo-
sebire de mediul S 2,5, pe mediul B se atesta o crestere mai sporitd si abundentd a masei calusale, pe cand
consistenta ei nu este atat de pronuntata.

Pe mediul MS cu BAP si ANA frecventa formarii calusului a fost mai joasa decat pe mediile sus-numite.
Cresterea masei calusale Intr-un randament mai sporit s-a depistat la explantele ce au originea de petiol.

O alti variabild ce influenteaza mult procesul de calogenezi este valoarea pH a mediului de cultura. in
acest context, au fost examinate doud variante, si anume: pH 7,0 si pH 5,8. In urma observatiilor s-a constatat
ca pH 7,0 a avut ca efect producerea unui calus mai dens si de culoare verde-intens, fatd de cel obtinut pe
mediu cu valoarea pH-ului de 5.8.

Mediul /4 2iP, care este compus din micro-, macroelemente si vitamine, dupa MS (1962) aditionat cu
regulatorii de crestere 2iP si AIA s-a manifestat ca unul necorespunzator pentru initierea si dezvoltarea calu-
sului 1n continuare, cauza probabila fiind natura si concentratia fitohormonilor.

Astfel de culturi de calus au fost obtinute pe toate mediile testate, diferenta fiind doar intensitatea aparitiei
lor.

Dirijarea balantei hormonale in mediu de cultura a condus la dediferentierea calusului, semnalizand de-
clangarea procesului de organogeneza.

Aspectul ulterior al cercetarilor a fost determinat de aprecierea tipului de calus, interes prezentand doar
cel regenerativ. Pentru initierea procesului de organogeneza calusul a fost supus pasajelor pe mediu ce ar
contribui la diferentierea masei calusale prin formarea centrelor meristematice. Este cunoscut faptul ca frec-
venta regenerarii in vitro este determinatd de tipul explantului, mediul de culturd, concentratia fitohormonilor
si de alti factori.

Unul dintre factorii cu un rol decisiv in determinarea directiei de dezvoltare a calusului reprezinta regula-
torii de crestere. Odatd ce a avut loc formarea calusului, cerinta principald este de a conduce cercetarile in
directia declansarii proceselor de morfogeneza, prin mentinerea lui pe medii de cultura speciale si stabilirea
unui raport optim de auxina : citochinina. Initierea acestui proces necesita prezenta fitohormonilor aplicati in
concentratii variate, dar diferiti de acei utilizati pana in acel moment. In acest context combinatia hormonilor
zeatina si ANA din mediul nutritiv S 2,5 destinat pentru inducerea calusogenezei a fost inlocuita cu GA3 si
BAP. Acelasi principiu a fost aplicat si in cazul mediului Gamborg B5 suplimentat cu BAP si AIA, care a
fost inlocuit cu BAP si ANA. Important este faptul ca, pe langd modificarile componentei hormonale, s-a
recurs §i la schimbari In concentratia hormonilor. La nivel de citochinine Tn mediul BS, cantitatea lor s-a
marit de 5 ori, pe cand auxinele au fost reduse.

Conform rezultatelor obtinute, mediul S 2,5 in combinatie cu GA3 si BAP s-a dovedit a fi cel mai favora-
bil pentru regenerarea calusului obtinut.

Frecvent, mediile de culturd, adecvate cresterii optime a tesutului calusal, nu sunt corespunzatoare si
pentru initierea calusului de tip regenerativ. Proliferarea acestui tip de calus, n general, necesita medii sarace
in azot. Substratele nutritive utilizate in faza dati de cultivare in vitro au constituit MS, S 2,5. In cazul cand
comparam componenta micro-, macroelementelor in mediile date putem afirma ca anume mediul S 2,5, unde
concentratia compusilor de azot este redusd aproximativ de 4 ori, in comparatie cu MS, corespunde in cea
mai mare masura cerintelor de inducere a organogenezei.

In dependenti de tipul explantului, frecventa de manifestare a organogenezei este diferita. Cea mai buna
capacitate organogenetica a dovedit-o petiolul, urmat de limbul foliar cultivate pe mediile S 2,5 si MS.
Calusul format pe aceste doud medii s-a adeverit a fi regenerabil, deoarece deja dupa 35-40 zile de cultivare
a avut loc declansarea procesului de organogeneza. In urma formarii meristemoizilor a fost posibila formarea
muguragsilor la suprafata calusului. Pe parcursul subcultivarii calusului s-a depistat o neuniformitate a dez-
voltarii lor. In cea mai mare parte calusul a format mugurasi, care mai tarziu au dat nastere lastarilor. Dar au
fost atestate si situatii In care calusul nu a format muguri si lastari adventivi, ci doar primordii foliare, care
ulterior nu au evoluat in plantule. In plus, in unele cazuri s-au inregistrat modificari ce au avut urmiri letale,
fapt determinat de aparitia unor sectoare necrotizate pe suprafata tesutului calusal, ceea ce a condus nemijlocit
la pierderea capacitatii de morfogeneza. Acest lucru poate fi explicat prin posibile schimbdri la nivel de pro-
cese fiziologice sau biochimice in calus.
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Aparitia lastarilor, ce are loc din mai multe zone meristematice, conduce la formarea unor rozete a cate
3-9 lastari. Pe parcursul a catorva subcultivari se constata cresterea lor. Lastarii formati sunt lipsiti de radacini,
astfel apare necesitatea utilizarii unui mediu de inradacinare. Intrucit multi autori sustin ci mediul cel mai
favorabil pentru inducerea rizogenezei pentru Actinidia este mediul MS, s-a recurs la testarea lui. Astfel,
addugand la mediul MS fitohormonii BAP si IBA, s-a obtinut procesul de formare a radacinilor.

In scopul aclimatizarii neoplantulelor in conditii ex vitro, preventiv a fost pregatit un substrat format din
perlit si nisip steril (2:1) si umezit. In acest substrat neoplantulele au fost pastrate timp de 20 de zile si apoi
transferate n sol.

Pe mediul B5 (Gamborg, 1968), in afard de cresterea abundenta a masei calusale, a avut loc formarea ra-
dacinilor cu un geotropism negativ bine pronuntat. In cazul dat putem afirma ci calusul obtinut este nerege-
nerativ, deoarece el nu este capabil si regenereze vitroplantule, cu toate ca a stimulat rizogeneza. In literatura
de specialitate (D.Cachita-Cosma), ce analizeaza capacitatea de regenerare a calusului, se mentioneaza cé cel
neregenerabil manifesta o crestere abundenta. Obtinerea unui calus neregenerativ era deja evidenta in faza de
crestere a lui, fapt manifestat prin dimensiunile sale sporite. Formarea excesiva a masei calusale nu a condus
la derularea proceselor morfogenetice. Se poate conchide ca productia de calus sporita reduce procentul de
organogeneza.

Proliferarea calusului si regenerarea unor noi plante din calus reprezintda un camp foarte vast de actiune
pentru mutageneza experimentald, pentru tehnicile de inginerie genetica in vederea obtinerii de forme pro-
ductive de mare valoare.

Concluzii

1. Rezultatele au demonstrat ca mediul cel mai favorabil pentru cresterea si dezvoltarea in vitro la Actinidia
este mediul S 2,5 cu componenta hormonala ANA-+zeatina.

2. Prezenta zeatinei in mediul de cultura in cantitate de 1 mg/l determind formarea calusului la toate tipu-
rile de explant.

3. Cea mai mare productie de calus s-a realizat la petiol si apoi la limbul foliar.

4. Calitatea calusului se poate aprecia dupa consistenta si culoare. Calusul consistent de culoare verde-
intens are o viteza de crestere si un potential organogenetic mai sporit.

5. Valoarea pH a mediului influenteaza procesele de calusogeneza si organogeneza indirectd. Producerea
calusului si diferentierea lui de mai departe s-au obtinut la valoarea pH a mediului 7,0 la toate tipurile de
explante.

6. Procesul de organogeneza depinde de cantitatea de calus produs in sens negativ, si anume: in cazul pro-
ductiei reduse de calus frecventa organogenezei este ridicata, si invers.
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