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MICROCLONAREA SI MICROPROPAGAREA ARBUSTILOR DE HIBRIZI

MUR X ZMEUR RUBUS LOGANOBACCUS L.H. BAILEY HYBRIDBERRY

Alexandru MIRZA, Nina CIORCHINA, Ion COMANICI
Gradina Botanica (Institut)

In lucrare sunt prezentate rezultatele regenerarii Rubus loganobaccus L.H. Bailey prin micropropagare in vitro din
meristem apical pe medii de culturd (MS) Murashige Skoog (1962) suplimentate cu regulator de crestere 6- Benzylami-
nopurina (BAP). Pentru soiurile Logan, Chehalem, Olalie si Kotata au fost obtinuti microcloni la concentratia BAP de
0,5 mg/l, pe cand pentru cultivarurile Santiam si Lincoln Logan microclonii au fost obtinuti la concentratia de 0,4 mg/I
BAP. Microclonii au produs radacinute pe parcursul a doud saptamani pe mediu de culturd MS 50% fara regulatori de
crestere. Plantulele au fost transferate in palete cu turba continudnd dezvoltarea.

Cuvinte-cheie: citochining, 6-benzylaminopurina (BAP), micropropagare, mediu MS (Murashige- Skoog), Rubus
loganobaccus.

STUDIES REGARDING MICROPROPAGATION OF HYBRID BERRY CULTIVARS

RUBUS LOGANOBACCUS L.H. BAILEY HYBRIDBERRY

Here, we established the protocol for plant regeneration of Rubus loganobaccus L.H. Bailey via in vitro micro pro-
pagation. Apical meristem was used as the explants cultured on Murashige and Skoog (1962) medium (MS) supplemented
with different concentrations of plant growth regulators, 6-Benzylaminopurine (BAP). For the cultivars Logan, Chehalem,
Olalie and Kotata good results were obtained for 0.5 mg/l BAP concentration, whereas for the cultivars Santiam and
Lincoln Logan results were obtained for 0.4 mg/l BAP concentration. The micro-shoots produced normal roots within
two weeks of culture on the 50% MS medium with no supplement of plant growth regulators. Plantlets were transferred
to celled trays where they grew well.

Keywords: cytokinin, 6-benzylaminopurine (BAP), micropropagation, MS medium, Rubus loganobaccus.

Introducere

Pornind de la faptul ca Republica Moldova este antrenata in procesul de racordare la valorile si standardele
europene, printre prerogativele statului se inscrie asigurarea indeplinirii Programului alimentar si de sanare a
populatiei tarii determinat de cerinta inaltd fata de sortimentul de plante cultivate, prin indroducerea si culti-
varea noilor specii si soiuri de plante, care sa acopere necesitatile tuturor persoanelor.

Crearea plantatiilor industriale de arbusti fructiferi ai unor soiuri productive raionate pentru Republica
Moldova este un imperativ al zilei, care se inscrie in realizarea acestui program. Necesitatea cultivarii i repro-
ducerii acestor plante rezulta din interesul sporit fatd de arbusti fructiferi. Una dintre aceste culturi este murul
rosu (Rubus loganobaccus L.H. Bailey Hybridberry). in Moldova, murul rosu este solicitat si suprasolicitat,
datorita capacitatilor sale curative si gustative. Totodata, cultura este rezistenta la conditiile nefavorabile ale
tarii noastre (secetd, ingheturi, boli si ddunatori). Mentionam ca nu exista date ca plantele sufera de careva maladii.
Practica cultivarii a aratat cad conditiile sunt relativ favorabile introducerii si cultivarii arbustior fructiferi
netraditionali in conditiile pedoclimatice ale Republicii Moldova, ei usor adaptandu-se la mediului ambiant.
Cerinta sporita se datoreaza si introducerii arbustior fructiferi in diferite ramuri ale economiei nationale fara
mari investitii. Soiurile Tayberry Medana, Tayberry Buckingam, Chehalem, Kotata, Olalie, Lincoln Logan,
Santiam se bucura in prezent de atentia multor specialisti din Intreaga lume. Pentru Republica Moldova murul
rosu este o afacere de viitor, o alternativa a viilor si livezilor, care necesita investitii de aceeasi anvergura,
rezultatul fiind insa mult mai profitabil.

Tinand cont de cele mentionate, microclonarea si micropropagarea arbustilor fructiferi prin metoda culturii
in vitro si elaborarea tehnologiilor de obtinere a unui material saditor sanatos, viguros, economic rentabil nu
suporta tergiversare, urmand a fi urgentata promovarea si asigurata realizarea metodelor prenotate.

Spre deosebire de mur si zmeur, privite ca culturi aparte, hibridul acestor doua specii, murul rosu, imbina
o 1nalta productivitate i, respectiv, toate calitatile acestor arbusti fructiferi. Ca exemplu serveste soiul Tayberry,
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hibrid intre murul soiului Aurora si zmeurul soiului Mailing Sport, cu fructe mari de culoare rosie-intens si o
aroma bogatd, mai intens accentuatd decat a zmeurului si, spre deosebire de ultima, cu miros de caramela.
Fructul are greutatea de 4-9 gr, lungimea de 3-4 cm si se consuma atat in stare proaspata, cat si procesati. In
Marea Britanie se produce vin rosu de Tayberry. Fructele de Tayberry sunt un produs dietetic, sarac in calorii,
bogat in fibre si cu continut inalt de antioxidanti [2,4].

In Republica Moldova fructele se maturizeazi incepand cu luna iunie (Tayberry Medana) si persista pana
in august, in dependenta de soi. Un arbust de mur rosu produce roada de fructe in functie de soi, variind de la
6 kg si mai mult pe an.

Arbustii de soiurile Tayberry si Loganberry sunt extrem de robusti, au ramuri puternice si lungi; deci, este
preferabil sa fie legate pentru o mai buna aeratie si evitarea unor boli. Datorita formei plagiotrope, arbustul
poate fi usor acoperit pe timp de iarnd. in ce priveste spinii, Tayberry are un soi fara spini — Buckingham si
unul Medana care are spini, insa gradul de acoperire nu e mai mare decét la zmeur, in schimb soiul e rezistent la
boli si daunatori. Este rezistent la seceta, ingheturile de primavara tardive nu-1 afecteaza, deoarece infloreste
tarziu. Tayberry nu este pretentios fata de tipurile de sol. Productivitatea mai mare de fructe este obtinuta pe
locuri insorite, pe soluri drenate si bogate in substante organice. Ca si mai multi alti hibrizi, murul rosu da
dovada de rezistentad puternica la diferite boli, provocate de virusi, bacterii, ddunatori.

Soiul Loganberry a fost obtinut prin incrucisarea murului de soi Aughinbaugh si zmeurului de soi Red
Antwerp, este o planta cultivata atat de agricultori, cat si de gradinari amatori. Acest soi la fel are o varietate
cu spini si alta fard spini. Comparativ cu Tayberry, fructele atesta o aciditate mai sporita ce deterimina con-
sumul mai mare al produselor deja prelucrate, cum sunt minunatele la gust gemuri, piureuri etc. Varietatile
soiului Loganberry sunt mai rezistente la conditiile nefavorabile, la boli si daunatori in comparatie cu soiul
Tayberry. Soiul Loganberry a fost creat in 1883 in California, iar mai tarziu a fost folosit pentru obtinerea si
altor hibrizi, printre care si Boysenberry (Loganberry x zmeur x mur ).

Cultura in vitro la Tayberry este rentabila pentru obtinerea vitroplantulelor devirozate intr-o perioada scurta
de timp. Micropropagarea prin cultura in vitro are ca scop eficientizarea obtinerii unui material saditor lipsit
de viroze, omogen cu caractere dorite ale plantei donor si Cu rezistenta sporita la boli si agenti patogeni [3].

Schimbul de material vegetativ intre institutii atat dintr-o tara, cat si din diferite tari este un factor impor-
tant pentru conservarea si raspandirea genofondului, dar si in scop stiintific.

Nu intotdeauna insé la efectuarea acestor schimburi de material vegetativ existd posibilitatea ca plantele
transferate sa fie inradacinate, iar la ITnmultirea prin seminte, care ar putea fi o alternativa, nu intotdeauna
plantele obtinute sunt identice dupa productivitate cu planta mama. Din aceste considerente, s-a apelat la schimb
prin butasi. Inmultirea prin butasi este o reproducere vegetativa; ca urmare, plantele obtinute pastreazi identic
caracterele plantei mama. Acesti butasi au fost inrddacinati cu succes.

Material si metode

Materialul folosit in studiu a inclus 8 soiuri de mur rosu.

Gradina Botanica (I) a ASM a obtinut prin schimb de material vegetativ 15 butasi a 5 soiuri de mur rosu
de la Centrul National de Germoplasma, SUA, Oregon (NCGR). Au fost mobilizate urmatoarele soiuri: Olallie,
Kotata, Chehalem, Santiam si Lincoln Logan. De la Statiunea de Horticultura Cluj (Romania) au fost mobilizate
soiurile Tayberry Medana si Tayberry Buckingam. De la pepeniera ,,JlecoBuk™ din Moscova a fost mobilizat
soiul Loganberry (forma cu spini).

Toate soiurile, in afard de Tayberry Medana si Tayberry Buckingham, a fost necesar de a fi introduse in
cultura in vitro (adica, in mediu axenic (steril)), iar butasii soiurilor de la NCGR, Oregon, a fost necesar de a
fi inradacinati initial, penru ce s-a folosit fitohormonul IBA (acidul indolil butiric), care este comercializat
sub forma de pulbere cu denumirea ,,Cornevin”.

Asepsizarea explantelor. Meristemul apical izolat de la varfurile de crestere a Rubus loganobaccus a fost
folosit In experiment in calitate de explant, fiind sterilizat dupa metodele descrise de Cachita-Cosma [1] si
modificate in laborator. Explantele au fost spalate sub apa curgatoare de apeduct aproximativ 30 min pentru
a inlatura particulele de praf, apoi tratate cu detergent, urmata de prelucrare cu Twin. Apoi explantele au fost
tratate timp de 10 min cu KMnO,. Urmatoarele tratari de sterilizare au fost efectuate sub camera cu flux de
aer laminar. Explantele au fost tratate timp de 7 min cu diacid (mercuric clorid). Dupa aceasta explantele au
fost spalate cu H,O, si cu apa bidistilata autoclavata pentru a elimina urmele de diacid. Explantele au fost
pregétite pentru a fi inoculate pe mediul respectiv [1].
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Inocularea in mediul de culturi. Explantele au fost inoculate in mediul de cultura MS 100% [5] supli-
mentat cu regulatori de crestere, 6-benzylaminopurina BAP : 0,4-0,5 mg/I.

Toate culturile au fost incubate la un fotoperiodism de 16 ore cu intensitatea luminii de 55 pmolm-2s-2
realizate de lampi fluorescente (Elmos) la o temperatura de 25+2°C.

O parte din culturi a fost transferata peste 5 saptamani pe medii de cultura proaspete, 0 alta parte — peste
8 saptamani.

Inridiacinarea listarilor si transferarea plantelor in sol. Lastarii de 1,5-2,5 cm cu 2-3 frunzulite au
fost transferati pe medii de culturd MS 50% [5] pentru inrddacinare. Odata cu formarea radacinitelor (peste
14 zile) se produce si alungirea lastarilor care sunt fragmentati si pasati pe medii proaspete, iar partea bazala
cu radacini, dupa o spalare in solutie slaba de KMnQOy,, este transferata in palete cu turba si acoperita cu folie
de polietilend pentru 2 saptamani (pentru mentinerea umiditatii).

Plantele aclimatizate in prima faza au fost transferate ulterior in sera.

Rezultate si discutii

Pentru inradacinarea butasilor mobilizati de la NCGR 1in calitate de hormon pentru inducerea procesului de
rizogeneza a fost folosit IBA (acidul indolilbutiric), iar ca substrat de inradacinare a fost folosit amestecul
de perlita:nisip, 1:1. Inradicinarea s-a realizat pe doua cai: in prima proba baza butasilor a fost presarata cu
substanta-hormon sub forma de praf (cu conc. de 5gr/kg), dupa care acestia erau incorporati in substratul
perlita:nisip umed. In a doua proba butasii au fost plasati pentru 24 de ore in solutie de IBA cu conc. de 7 mg/I,
dupa care au fost plantati in substrat si acoperiti cu folie de pelicula ca si in primul caz.

Dupa 1,5 luni, in proba in care butasii au fost presarati cu IBA (12 butasi) la 2 exemplare de Lincoln Logan
si la unul de Olallie au aparut radicini de = 3 cm. In proba care a fost expusi in solutie de IBA (6 exemplare),
butasii de Kotata au dat radacini de 3 cm, iar la exemplarul de Chehalem s-au format radacinite de 0,5 cm.
Toti butasii care aveau radacini ce au ajuns la o marime de 3 cm au fost plantati in ghivece cu amestec de sol
(sol:turba:nisip, 2:2:1).

Butasii ramasi au fost umeziti cu solutie ,,Cornevin” (cu o concentratie a IBA de 5 mg/l).

Dupi inci 1,5 luni 100% de butasi din varianta a doua (butasi expusi in solutie de IBA) au dat radicini. In
prima variantd numai la un butas de Chehalem radacinile au atins 0 marime ce a permis transplantarea lui in
ghiveci.

Rata de inradédcinare in proba cu IBA presarat pe butasi a fost de 33,3%, iar 1n cea cu butasii expusi in
solutie de IBA rata a fost de 100% [6].

Etapa in vitro. In calitate de mediu de inoculare a fost pregatit mediul Murashige Skoog 100% [5]
agarizat suplimentat cu regulator de crestere BAP 0,5mg/1 (benzilaminopurind). Acest mediu de inoculare s-a
dovedit a fi reusit pentru cultivarele Chehalem si Loganberry, inoculii au initiat cate 32, respectiv, 24 de
microcloni. Mai putin reusit a fost pentru cultivarele Kotata si Olalie — cu 8 si 9 microcloni (Tab.1) Soiurile
Santiam si Lincoln Logan nu au produs microcloni, pentru ele a fost testat un mediu de cultura cu o
concentratie mai scazuta de BAP — 0,4mg/l. Acest mediu s-a dovedit a fi mai potrivit pentru aceste soiuri,
inoculii carora au produs cate 21, respectiv, 8 microcloni. Concentratia de 0,4 mg/l BAP s-a dovedit a fi
potrivitd si pentru soiurile Tayberry Medna si Tayberry Buckingham, inoculii carora au produs cate 20,
respectiv, 21 microcloni.

Tabelul 1

Efectul citochininei (BAP) in conc. de 0,5mg/l asupra regenerarii lastarilor (MS 100%, agar)

Soiul Chehalem Logan Kotata Olalie

Nr. de microcloni

BAP 0,5 mg/l 32+2 24+2 8+1 9+1
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Fig.1. Regenerarea lastarilor (Olallie, Chehalem, Kotata, Logan, Tayberry Medana).

Tabelul 2

Efectul citochininei (BAP) in conc. de 0,4 mg/l asupra regeneririi lastarilor (MS 100%, agar)

Nr. de microcloni

BAP 0,4 mg/| 2142 8+1 20+2 2143

Dupa 5 saptamani, cultivarele mentionate mai sus au fost transferate de pe mediul de inoculare pe mediu
lichid (pentru rizogeneza), iar peste 14 zile s-a observat formarea primelor radacinite. Ca mediu pentru
rizogeneza a fost selectat mediul de cultura MS 50% [5]. Dupa 7 saptamani, plantulele (dupa fragmentarea
partii superioare) au fost transferate in palete cu turba.

— -,

Fig.3. inradacinarea Kotata. Fig.4. Plantule de Loganberry transferate in palete.

Adaptarea. Procesul de formare a radacinilor la soiurile cercetate decurge destul de reusit in conditii
in vitro. Procesul aclimatizarii ex vitro de asemenea decurge cu success la soiurile studiate. La murul rosu
procesul de adaptare ex vitro de la in vitro este efectiv, 99% din plante se aclimatizeaza reusit.

Plantulele au fost transferate in palete cu turba parcurgand etapele de dezvoltare si aclimatizare. Inainte
de transplantarea plantelor deja formate in teren deschis se recomanda a le cili pe parcursul a doud saptadmani
la semiumbra. Plantarea se face primavara dupa trecerea riscului de ingheturi. Aceste culturi nu suporta
terenuri inmlastinite, la fel trebuie evitate terenurile unde se retin apele pluviale. De asemenea, sunt preferate
terenurile protejate de vanturi reci si bine insorite.

Concluzii

1. Soiurile Tayberry Medana, Tayberry Buckingam, Chehalem, Kotata, Olalie, Lincoln Logan, Santiam si
Logan au manifestat reactie pozitiva la Tnmultirea prin vitrocultura.
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Protocolul de micropropagre prezentat aici s-a caracterzat printr-o buna proliferare a lastarilor, o buna
inradacinare a microbutasilor, plantulele usor adaptandu-se la mediul exterior, dovedind o dezvoltare fizio-
logicé normald. Vitrocultura este avantajoasa pentru o producere a plantelor de mur rosu pentru urmatoarea
aplicare n agricultura.

2. Mediul optim pentru dezvoltarea plantulelor pentru microclonare (numar mai mare de lastari, mai vigu-
rosi, destul de lungi) este MS 100% suplinit cu BAP (0,5 mg/1) (pentru soiurile Tayberry Medana, Tayberry
Buckingam, Chehalem, Kotata, Olalie, Logan).

3. Mediul optim pentru dezvoltarea. explantelor privind procesul de microclonare la soiurile Santiam si
Lincoln Logan este MS 100% suplinit cu BAP (0,4 mg/l).

Mediul optim pentru dezvoltarea rizogenezei este MS 50% fara supliment de regulatori de crestere.

4. Transferul plantulelor din conditii in vitro in ex vitro se face pe 2 doua tipuri de substrat: turba si
perlita:nisip 1:1. Aclimatizarea are loc timp de doua saptamani la semiumbra.
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