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WALDST. ET KIT. PRIN CULTURA IN VITRO
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Rezumat. Sternbergia colchiciflora Waldst. et Kit. este o specie critic periclitatd, inclusa in Cartea
Rosie a Republicii Moldova. Aceasta specie indeplineste rol decorativ in ecosistemele naturale si reprezinta
o sursa naturald de produse in industria medicald. Cercetari privind conservarea speciei Sternbergia
colchiciflora prin cultura in vitro se efectueaza pentru prima data in tara noastra, iar scopul acestui studiu
constd in asepsizarea materialului vegetal a speciei Sternbergia colchiciflora si introducerea acesteia in
cultura in vitro pentru multiplicarea ulteriora si obtinerea unui numar mare de bulbi.

in calitate de material vegetal initial au servit bulbii si semintele. Explantele au fost cultivate pe trei
tipuri de medii nutritive suplimentate cu diverse concentratii ale regulatorilor de crestere a plantelor. Bulbii
imaturi au produs un numar mai mare de bulbili decat fragmentele de bulb pe mediul V,: MS=100% (cu
componentele din mediul de baza) si adaos suplimentar de fitohormoni 6 — benzilaminopurina (BAP) de 0,5
mg/l si acid-naftilacetic (ANA) de 0,25mg/1. Bulbilii au fost replantati pe acelasi tip de mediu nutritiv timp
de 5-6 saptamani, dezvoltandu-se in conditiile camerei de crestere, apoi fiind transferati in vase vegetative
cu amestec de: turbd, nisip, perlit in raport de 1:0,5:0,5.

Cuvinte-cheie: Sternbergia colchiciflora, Republica Moldova, Cartea Rosie a Republicii Moldova,
conservare, in vitro.

CONSERVATION OF THE SPECIES STERNBERGIA COLCHICIFLORA
WALDST. ET KIT. THROUGH IN VITRO CULTURE

Abstract. Sternbergia colchiciflora Waldst. et Kit. is a critically endangered species, included in
the Red Book of the Republic of Moldova. This species fulfills a decorative role in natural ecosystems
and represents a natural source of products in the medical industry. Research on the conservation of the
Sternbergia colchiciflora species through in vitro culture is being carried out for the first time in our country.

The purpose of this study is to asepticize the plant material of the Sternbergia colchiciflora species
and introduce it into in vitro culture for subsequent multiplication and obtaining a large number of bulbs.

Bulbs and seeds served as initial plant material. Explants grown on three types of nutrient media
supplemented with various concentrations of plant growth regulators. Immature bulbs produced a
higher number of bulbils than bulb fragments on medium V,: MS=100% (with the components of the
basic medium) and additional addition of phytohormones 6 — benzylaminopurine (BAP) of 0,5 mg/l and
naphthylacetic acid (ANA) of 0,25mg/1. The bulbs were replanted on the same type of nutrient medium for
5-6 weeks, developing under the conditions of the growth room, then being transferred to vegetative pots
with a mixture of: peat, sand, perlite in a ratio of 1:0.5: 0.5.

Keywords: Sternbergia colchiciflora, Republic of Moldova, Red Book of the Republic of Moldova,
conservation, in vitro.

INTRODUCERE

Progresul stiintific se caracterizeaza prin utilizarea metodelor biotehnologice in
multiplicarea si conservarea speciilor medicinale si ornamentale, cu diferit grad de
vulnerabilitate, ceea ce permite conservarea materialului fara agenti patogeni, si a
diversitatii genetice pe termen scurt, mediu si lung [5]. Cultura in vitro este un ansamblu
de tehnici care presupun folosirea unor elemente de asepsie si crearea conditiilor unui
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mediu perfect controlat de umeditate, temperatura si lumind [2]. Initierea in vitro
reprezintd o alternativa a regenerdrii speciilor de plante rare si pe cale de disparitie, dat
fiind faptul ca de obicei materialul vegetal este limitat. Prelevarea unor cantitati mici de
tesut din plantd nu dauneaza populatiilor in situ.

Familia Amaryllidaceae este reprezentata de plante perene erbacee, plante cu bulbi
sau rizomi, apartindnd ordinului Asparagales, monocotiledonate. Este unul dintre cele
mai mari grupuri de plante ornamentale bulbifere care sunt solicitate In amenajare,
inverzirea gradinilor de piatra, stanca si totodata este una dintre cele mai amenintate grupe
de plante vasculare superioare. Aceste specii reprezintd un grad nalt de decorativitate
fiind utilizate in aranjamente florale, flori tdiate si ca plante in ghiveci pentru decorarea
interioard, balcoane si terase. Toti reprezentantii familiei contin alcaloizi foarte toxici:
tazetina, licorina, belladina, galantamina etc., despre care se cunoaste cd au activitati
antimicrobiene, antivirale, antitumorale, antileucemice si imunostimulatoare [4].

Obiectul prezentului studiu, Sternbergia colchiciflora Waldst. et Kit. are arealul
in Europa de Sud si Caucaz (Figura 1. A), fiind vulnerabild in mai multe tiri europene
si inclusa in Cartile Rosii ale Cehiei, Slovaciei, Romaniei, Ungariei s.a. In regiunea
Caucaz are statutul de taxon critic periclitat inclus in Cartea Rosie [3]. Habiteaza
poienile stejaretelor cu stejar pufos si colinele stepizate. Sub aspect cantitativ creste
solitar sau in grupuri a cate 3-7 exemplare, formand palcuri mici. Aceasta specie este
inclusa in Anexa a II-a a Conventiei CITES [11].

In Republica Moldova Sternbergia colchiciflora (Ghiocel-de-toamni) este specie
critic periclitata, creste in preajma com. Merenii Noi (1. Anenii Noi), Copanca (Céauseni),
s. Ciumai (r. Taraclia), com. Valeni (Cahul), specia se afld la limita de nord a arealului
(Figura 1. B) [7]. Arealul general al speciei cuprinde Albania, Algeria, Bulgaria, Franta,
Grecia, Ungaria, Iran, Irak, Italia, Krym, Liban-Siria, Maroc, Caucazul de Nord,
Palestina, Romania, Sicilia, Spania, Transcaucazia, Turcia, Ucraina, lugoslavia.

Figura 1. Distributia speciei Sternbergia colchiciflora
A - la nivel mondial [9]; B - in Republica Moldova

Efectivul populatiilor se afla in pericol din cauza impaduririi sectoarelor de stepa.
Factorii limitativi sunt: conditiile extreme la limita arealului; destelenirea sectoarelor de
stepd primara; pasunatul intensiv [6]. Este o planta perena, geofitd, efemeroida. Fructele
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si frunzele se dezvoltd primdvara; fructele se maturizeaza in aprilie. Vara specia este
inactiva, supravietuind sub forma de bulb. Perioada de inflorire este extrem de scurta,
dureaza 2-3 saptdmani (Figura 2. A, B, C), in lunile august-septembrie (in dependenta
de precipitatiile atmosferice, care de obicei sunt sporadice). Este ocrotitd de lege si
inclusa in Cartea Rosie a Republicii Moldova, (ed. a I1I-a) [1].

Sternbergia colchiciflora poate fi inmultita prin seminte si bulbi. Cu toate acestea,
dezvoltarea plantelor din seminte dureazd cinci sau mai multi ani pand cand acestea
infloresc si produc seminte. Totodata, capacitatea de formare a bulbilor este scazuta.
Rata de Inmultire nu este satisfacatoare deoarece, se formeaza 1-2 bulbi pe an, ceea ce
inhiba procesul de Tnmultire a acestei plante si mai mult.

Inmultirea in vitro reprezinti o alternativa a regenerdrii clasice ale speciilor de plante
rare si pe cale de disparitie, dat fiind faptul ¢4, de obicei, materialul vegetal este limitat. In
literatura de specialitate existd foarte putine date referitor la multiplicarea prin cultura in
vitro a speciei Sternbergia colchiciflora, iar cele existente difera mult de la un studiu la altul.

A B C
Figura 2. Sternbergia colchiciflora
A - planta inflorita; B — habitatul; C — aspectul integral

Tehnicile culturii de celule si tesuturi asigura multiplicarea rapida si producerea
materialului vegetal in conformitate cu conditiile aseptice de conservare prin intermediul
culturii in vitro, si permite extinderea subculturii de la cateva luni la cativa ani, in functie
de specie.

MATERIALE SI METODE

Cercetarile au fost realizate in cadrul Laboratorului Embriologie si Biotehnologie al
Gradinii Botanice Nationale (I) ,,Alexandru Ciubotaru”. Pentru realizarea acestui studiu au
fost aplicate protocoale standart promovate in literatura de specialitate cu unele rectificari
privind regimul de sterilizare si obtinerea materialului vegetativ cu scopul introducerii si
micropropagarii acestora prin cultura in vitro, fiind optimizate in dependenta de specificul
obiectului de studiu. In calitate de material biologic au servit bulbi si seminte ale speciei
Sternbergia colchiciflora, acesta fiind colectat in parteneriat cu cercetatorii din cadrul
laboratorului Flora Spontana si Herbar al GBNI ,,Alexandru Ciubotaru”.

Imaginile au fost preluate din Cartea Rosie a Republicii Moldova, editia a IlI-a,
pag. 125, (Figura 1. B), de pe site-ul: https://powo.science.kew.org/taxon/urn:lIsid:ipni.
org:names:66889-1, (Figura 1. A).
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REZULTATE SI DISCUTII

Pentru introducerea speciilor de plante din familia Amaryllidaceae in cultura in
vitro, o etapd importantd reprezintd asepsizarea materialului vegetal. Asepsia este o
conditie a reusitei initierii fiecarei culturi in vitro [8]. Aceasta diferd de la o cultura
la alta, si este realizatd in dependenta de caracteristicile plantei experimentate. Daca
nu sunt respectate conditiile de asepsizare a spatiilor de transfer, vaselor de cultura,
mediului, instrumentelor si materialului biologic adecvat, bacteriile si ciupercile
invadeaza culturile in vitro Intr-un timp foarte scurt, deoarece mediile nutritive utilizate
in acest scop ofera conditii foarte bune de dezvoltare. De obicei plantele colectate din
teren deschis sunt mai infestate comparativ cu cele cultivate in teren protejat. Ingrijirea
prealabila a plantelor stocate poate reduce cantitatea de agenti patogeni a explantelor.
Tratarea plantelor cu reagenti fungicizi sau bactericizi este binevenitd, dar uneori nu
este efecientd in prelevarea tesutului bulbilor in conditii naturale.

Din cauza contamindrii severe a bulbilor din experimentele noastre preliminare,
s-a evitat deteriorarea explantelor n timpul sterilizarii. Explantele prelevate (bulbi) de
la planta-donor au fost uscate in intuneric la temperatura camerei timp de 6 saptamani.
Dupa indepartarea radacinilor si solzilor exteriori uscati, bulbii au fost supusi
tratamentului de sterilizare la suprafatd. Astfel, intai au fost spalati cu atentie sub un
jet de apa curgatoare timp de doua ore. Prima etapd a sterilizarii s-a realizat in solutie
de Tween-20, urmatd de mai multe clatiri pana la disparitia spumei, apoi materialul
vegetal a fost plasat in solutie de KMnO, (0,05%) timp de 20 minute. In a doua etapa
a sterilizarii a fost utilizatd clorura de mercur (0,1%) pentru 7 minute, urmata de trei
spalari repetate cu apa deionizata sterild, timp de 10 minute prin agitare continua pentru
indepartarea sterilizantului. Ulterior, materialul vegetal a fost plasat in solutie de H,O,
de 5% pentru 5 minute, dupa care s-a clatit de 3 ori cu apa distilata autoclavata.

Pentru sterilizarea materialului vegetal s-a determinat concentratia si timpul necesar,
in anumiti reagenti sterilizanti. Astfel, din patru reagenti sterilizanti testati: hipocloritul
de calciu, alcoolul etilic, clorura de mercur si hipocloritul de natriu, cea mai mare
pondere a fost obtinutd in urma utilizarii clorurii de mercur, cu viabilitatea explantelor
de 67,5%. Ceilalti reagenti sterilizanti s-au dovedit a fi neeficienti, evidentiindu-se
infectii de origine micotica si bacteriana la majoritatea explanteler inoculate.

Acest reagent s-a dovedit a fi eficient si pentru asepsizarea semintelor.

Tabelul 1. Reagenti utilizati pentru asepsizare

DURATA VIABILITATEA
I;g REAGENTUL CONCE(IO\XRAIIA STERILIZARII EXPLANTELOR
(MINUTE) (%)
1 | Hipocloritul de natriu 20 30 2
2 | Hipocloritul de calciu 50 20 5
3 | Acool etilic 70 10 0
4 | Clorura de mercur 0,1 7 67,5

Marimea explantului ce urmeaza a fi cultivat prezinta cea mai mare importanta. Cu
cat explantul este mai mare, cu atat echilibrul endogenic al acestuia este mai determinant
si mediul de cultura are o influientd limitata. In cazul explantelor de dimensiuni mici
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directionarea acestuia in sensul dorit se face usor, deoarece explantul este receptiv la
substantele din mediul de culturd, si anume la regulatorii de crestere existenti.

Materialul vegetal pentru initierea culturii in vitro ce a constat din seminte si bulbi
de cca 0,5-1,0 cm in diametru si a fost inoculati pe mediul de bazd Murashige and Skoog,
1962 (MS), cu doze moderate de fitohormoni. In ciuda dificultatilor intalnite in procesul
de sterilizare, explantele de sectiune de bulb sau bulbi intregi au fost cel mai mult utilizati,
datoritd capacititii lor mari de regenerare. In mod obisnuit, astfel de explante au fost
pregatite prin tdierea verticala a bulbilor sterilizati pe suprafata in patru pana la opt segmente,
asigurandu-ne in acelasi timp ca fiecare segment contine o bucata a tesutului placii bazale.

Mediile utilizate au fost cele solide. Daca mediul de culturd nu este potrivit poate
tulbura functiile explantului si declanseaza dediferentierea celulelor, generand calus.
Utilizarea acestui tip de explante este similard unei microbutasiri si este tehnica cea mai
des folosita atunci cand se urmareste micropropagarea pe scara larga a unei specii. De
mentionat faptul ca explantele poseda un fel de memorie a tipului de dezvoltare ce l-au
prezentat in vivo, acest fenomen fiind in special intalnit la speciile lemnoase.

Astfel au fost concepute trei variante de mediu: V,: MS=100% (cu microelemente
si macroelemente din mediul de bazd); V,: MS=100% (cu componentele din mediul
de bazd) cu adaos suplimentar de fitohormoni 6 — benzilaminopurind (BAP) de 0,5
mg/l si acid-naftilacetic (ANA) de 0,25mg/l si V,: MS =100% (cu microelemente si
macroelemente din mediul de bazd) cu adaos suplimentar de 2 mg/I - 2ip (2 izopentil-
adenind), 0,5 mg/l IAA (acid indolilacetic), 3 g/l carbune. Valoarea pH-ului pentru toate
tipurile de medii a fost de 5,6-5,8.

Dupa inocularea explantelor pe variantele de mediu, inoculii au fost expusi 1n
conditiile camerei de crestere, la o temperatura de 26 °C si umiditate atmosferica de
cca 85%, in lipsa luminii — conditii asemanatoare celor naturale. Dupa trei sdptamani
de la inoculare pe mediile nutritive, la explantele (bulbi) inoculate pe mediul V| a fost
observatd oxidarea slaba acestora, fard a fi afectati. Ulterior a fost observata incetinirea
procesului de crestere si formare de microcloni.

\ ", % ,

A B C

Figura 3. Microclonarea bulbilor de Sternbergia colchiciflora
A — Dezvoltarea microclonilor pe planta donor; B — subcultivarea microclonilor regenerati;
C —rizogeneza bulbilor.
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Rezultate optime pentru bulbi au fost inregistrate pe varianta de mediu V, — astfel,
a fost Inregistrata vitalitatea plantulelor de 80% (Figura 3. A, B, C). Aceastd formula de
mediu s-a dovedit a fi eficientd la micropropagarea altor specii de plante bulbifere din
flora spontana (ex. Fritillaria montana Hoppe, Lilium martagon L. etc.) [10]. Pe mediile
V, si V, s-a observat o crestere a bulbilor in volum dar nu a diferentiat microcloni.
Cercetdri de inoculare au fost efectuate si asupra semintelor, asepsizate dupa aceleasi
metode ca bulbii, pe aceleasi medii. Ca rezultat s-a observat ca materialul inoculat nu
s-a infectat, insd rezultate pozitive nu au fost obtinute. Cercetarile asupra semintelor
inoculate continua.

In etapa ex vitro bulbii obtinuti au fost transplantati la rece intr-un ghiveci in
amestec de substrat din: turbad, nisip, perlit in raport de 1 : 0,5 : 0,5. Majoritatea au
incoltit dupa 5-6 saptamani, dezvoltarea plantelor fiind lenta. Pentru a fi transplantati la
adaptare si aclimatizare este necesar ca bulbii sd atingd marimea cuvenita.

Avand in vedere valorile sale ornamentale si proprietatile medicinale, acest studiu
necesita continuitate pentru micropropagarea prin cultura in vitro a speciei Sternbergia
colchiciflora, fiind o modalitate avantajoasa de a produce un numar mare de bulbi intr-
un timp restrans.

CONCLUZII

In acest studiu s-a urmdrit initierea si mobilizarea explantelor de Sternbergia
colchiciflora in conditii in vitro. A fost determinat explantul optim cu dimensiunile
potrivite.

Astfel, s-a determinat regimul de sterilizare a materialului vegetal necesar pentru
introducerea in cultura in vitro. Cel mai bun rezultat pentru asepsizarea materialului
vegetal a fost Inregistrat prin utilizarea clorurii de mercur (0,1 %) timp de 7 minute.

A fost determinat mediul nutritiv care provoaca initierea microclonilor regenerativi
la Sternbergia colchiciflora MS 100% cu adaos suplimentar de fitohormoni 6 —
benzilaminopurina (BAP) de 0,5 mg/I si acid-naftilacetic (ANA) de 0,25mg/l, pH-ul a
fost de 5,6-5,8.

Multumiri. Exprim sincera recunostintd conducdtorului de doctorat, d-nei Nina
Ciorchina, dr., conf. cercet., sef Laboratorul Embriologie si Biotehnologie, pentru
indrumare in realizarea cercetarilor si efectuarea experimentelor si d-lui Veaceslav
Ghendov, dr., conf. cercet., sef Laboratorul Flora spontana si Herbar pentru impartasire
cu date inedite despre localizarea speciei luate 1n studiu si oferirea materialului vegetal
initial necesar pentru cercetare.

Cercetarile au fost realizate cu suportul ANCD in cadrul proiectului de cercetare
si inovare din Programul de Stat: 20.80009.7007.19 ,, Introducerea si elaborarea
tehnologiilor de multiplicare si cultivare prin tehnici conventionale si culturi in vitro a

’

speciilor de plante lemnoase noi”.
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