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PREFATA

Lucrarea, elaborata metodologic si stiintific de catre doamna drd.
Ana-Maria Radomir, reprezintd o abordare moderna, complexa in biologia
vegetala experimentald, cu profund impact biotehnologic.

Volumul imens de informatie stiintificd inregistrat, indeosebi in
ultimele decenii, in domeniul culturilor in vitro a facut posibila obtinerea unui
numar impresionant de date vizand elucidarea mecanismelor de baza implicate
in dirijarea proceselor de citodiferentiere si morfogeneza, parte integrantd a
procesului de dezvoltare la plante. Studiul secvential al diferitelor programe
morfogenetice, al factorilor de control, al mecanismelor de reglaj, al semnalelor
ce declanseaza derularea fiecarui program specific, a deschis calea modularii
unor procese morfogenetice, precum caulogeneza directd ce std la baza
multiplicarii clonale (de mare interes biotehnologic). In acelasi timp a condus
la elucidarea implicdrii unor factori endo si exogeni cu rol de semnal in
declansarea reactivitatii in vitro si in mentinerea stabilitatii, uniformitatii si
fidelitatii genetice si/sau inducerea variabilitatii genetice a regenerantilor.

Concret, in prezenta carte autoarea si-a propus, ca folosind

ege "

.....

vederea elaborarii unui protocol experimental eficient de multiplicare clonala.

Cercetarile derulate pe parcursul anilor 2003-2012 s-au finalizat prin
elaborarea unei lucrari consistente, elaboratd dupa un plan clar, judicios
intocmit, in cadrul caruia sunt prezentate atat elemente teoretice de baza,
vizénd exprimarea in vitro a potentialului morfogenetic al celulelor vegetale,
stadiul actual al cercetarilor pe plan mondial si national privind multiplicarea
in vitro a genului Magnolia, cat si contributiile originale rezultate din
experimentele proprii. Un spatiu important este rezervat prezentarii si
caracterizarii, pe multiple planuri, a speciilor studiate, Magnolia x
soulangiana si Magnolia stellata, precum si a metodologiei de lucru.

Tn acest cadru apreciem in mod deosebit folosirea unor tehnici si
metode actuale, precum tehnica culturilor in vitro si a unor metode moleculare
(tehnica RAPD) in vederea aprecierii stabilitatii, uniformitatii si fidelitatii
genetice a regenerantilor, element esential pentru elaborarea unui protocol
corect de multiplicare clonald. Datele experimentale originale sunt sustinute
de o iconografie bogata care exceleaza in fotografii, grafice si tabele,
respective 22 tabele si 91 figuri dintre care 12 tabele si 62 figuri sunt originale.
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Atrage in mod deosebit atentia bibliografia consultata, bine integrata
in text, extrem de bogata, pe care s-a bazat atat in imaginarea experimentelor,
cat si in interpretarea rezultatelor proprii si anume 326 indicatii bibliografice
din tard si strainatate, majoritatea de data recentd. Mentionam ca intre acestea
6 reprezintd contributii personale, ceea ce vine sd confirme originalitatea
rezultatelor cat si preocuparea doctorandei pentru valorificarea lor.
Elementele mentionate, alaturi de interpretarea statistica a datelor, vin sa
ilustreze seriozitatea autoarei in realizarea cercetarilor, corectitudinea
ipotezelor lansate, precum si volumul mare de munca depus.

Subliniem de asemenea si faptul ca, o importanta dintre datele
prezentate in aceasta lucrare, au fost obtinute in cadrul unor proiecte de
cercetare si anume, in cadrul Programului AGRAL (contract 297/01.10.2004)
finantat de MEC-PNCDI, la care doctoranda a fost contractor principal si a
proiectului PN 01.04. din cadrul Programului NUCLEU (nr. 09 31
1N/27.02.2009, MEC-ANCS) la care doctoranda este participant. Cercetarile
derulate au condus la obtinerea unui volum apreciabil de date originale,
prezentate si analizate minutios.

Concluziile cartii, bine sistematizate si argumentate, prezinta in mod
succint si clar elementele de noutate si contributia adusa atat pe plan fundamental
cét si biotehnologic. Cartea castiga in valoare prin modul de redactare clar, prin
interpretarea corecta, critica a rezultatelor, ficand in permanentd apel la date
publicate recent in literatura de specialitate de catre alti autori.

In final putem aprecia ci cercetirile efectuate de Ana-Maria Radomir,
in ansamblul lor, aduc contributii importante pe plan stiintific, venind sa
completeze si sa amplifice cunostintele vizdnd modularea proceselor de
morfogeneza in general si conditiile oferite de sistemele in vitro, in particular,
la specii ale genului Magnolia, mai putin abordate sub acest aspect in tara
noastrd. Acestea au constituit o baza serioasa pentru aplicatii biotehnologice
permitand elaborarea unui protocol experimental eficient si reproductibil de
multiplicare clonala la genul Magnolia, de aceea 1ii recomandam
intensificarea preocupdrilor pentru brevetarea tehnologiei elaborate.

Aspectele mentionate 1n aceasta Prefatd permit sa apreciem ca aceasta
carte reprezintd o contributie originald importantd asupra intelegerii
mecanismelor de baza ale proceselor de dezvoltare a plantelor in general si la
genul Magnolia, n particular, cu impact biotehnologic major.

IN MEMORIAM
CS I dr. Aurelia Brezeanu (n. 1941 —d. 2022)
Institutul de Biologie Bucuresti - Academia Romana
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LISTA DE ABREVIERI

MS - Murashige & Skoog

LS - Lismaier & Skoog

J - Jaquoit

WPM - woody plant medium

ADN - acid dezoxiribonucleic

AlA - acid 3-indolil-acetic (IAA-indolil-3-acetic acid)

IBA - acid 3-indolil-butiric

ANA - acid naftalen-acetic (NAA, 1-naphthaleneacetic acid)
BAP - 6-benzilaminopurina (BA, 6-benziladenina)

BA — benzil adenina

GA:s - acid giberelic

K - kinetina

2iP - 2-izopentil adenina

2,4-D - acid 2,4-diclorfenoxiacetic

TDZ - tidiazuron (N-phenyl-N’-1,2,3-thidiazol-5-yl urea)
FeEDTA - fier chelatizat (fier etilen diamina tetracetic acid)
RAPD - amplificare randomizatd a ADN polimorfic (randomic amplified
polymorphic DNA)
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INTRODUCERE

In prezent, pe plan mondial, conservarea patrimoniului floristic si crearea
zonelor verzi reprezinta un mijloc important de protectie a omului si a mediului
sau de viatd. Padurile si spatiile verzi prezintd un rol ecologic esential: acestea
produc oxigenul necesar vietii, reduc poluarea fizica, chimicd si microbiand a
atmosferei, creeazd un microclimat favorabil, protejeaza flora, fauna, solul,
apele, amelioreaza si valorifica terenurile degradate etc.

Peisajul contribuie la imbunatatirea calitatii vietii omului si prin
functiile sale sociale: realizeaza cadrul si mediul favorabil pentru recreere n
aer liber, infrumuseteaza localitatile, locul de viatd si de munca, prezinta
importanta culturald sau/si stiintifica. Infiintarea parcurilor, gradinilor, dar si
interventiile Tn peisajul natural constituie un element important pentru
dezvoltarea unor sectoare productive si de cercetare aplicativa, precum
productia de material vegetal (pepiniere, gazoniere, baze floricole).

In Romania, productia de material siditor dendrologic continui si
prezinte un nivel scazut si de multe ori de calitate necorespunzatoare. Din aceasta
cauzd se impune marirea sortimentului de specii dendrologice si producerea de
material saditor de inalta valoare biologica, prin utilizarea metodelor
biotehnologice ca alternativa a inmultirii conventionale, metode care pot asigura
in timp scurt producerea de material biologic cu calitati superioare.

Cercetdrile vizand cultura celulelor si tesuturilor vegetale Tn conditii
in vitro pe medii artificiale, ce stau la baza biotehnologiilor moderne,
reprezintd o ramurd importantd a biologiei, care se implica in rezolvarea a
numeroase probleme teoretice si aplicative, cum ar fi: elucidarea
mecanismelor de baza ale citodiferentierii si morfogenezei, a principalelor
etape de realizare a diferitelor programe morfogenetice, a mecanismelor de
reglaj al semnalelor ce declanseaza fiecare program specific, la care se adauga
impactul biotehnologic reprezentat de multiplicarea clonala pe cai
nonconventionale a unor genotipuri valoroase, exploatarea potentialului de
biosinteza a unor produsi bioactivi de interes farmacologic etc.

Plantele s-au dovedit astfel a fi un material biologic facil pentru aplicatii
biotehnologice, iar realizdrile In aceasta directie au progresat cu pasi rapizi,
actualmente dezvoltandu-se o serie de ramuri industriale bazate pe acest tip de
tehnologie. Unele dintre acestea au ca obiect final multiplicarea si propagarea
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rapidd a plantelor, obtinerea de material saditor sanatos, liber de patogeni sau
crearea unor noi genotipuri cu rezistentd sporita la unele boli sau factori de stres
fizic si chimic etc.

Tn scopul obtinerii de material vegetal utilizabil n sectorul
amenajarilor peisagere este necesara imbogatirea si diversificarea surselor
utilizate pe scara largd in tara noastrd. Una dintre caile prin care se poate
asigura realizarea acestui deziderat este aclimatizarea si introducerea in
cultura a unor specii noi, cu caractere deosebite.

Tn acest context, lucrarea de fata isi propune si aduci unele contributii
a diferitelor tipuri de tesuturi pentru exploatarea potentialului morfogenetic
intrinsec al celulelor si tesuturilor unor specii ale genului Magnolia si la
elaborarea, pe aceasta baza, a unui procedeu eficient de multiplicare clonala.

Optiunea pentru acest gen nu a fost intamplatoare. Genul Magnolia
prezintd o valoare peisagistica cu totul aparte determinatd de frumusetea
florilor, inflorirea precoce, frunzis plicut si coronament interesant. Tn acelasi
timp nu trebuie pierdut din vedere continutul sau in unii compusi bioactivi
precum magnololul si honokiolul, de mare interes in farmacologie.

Din punctul de vedere al cercetarii fundamentale, genul Magnolia,
asupra caruia ne-am oprit in cercetarile noastre, prezinta un interes cu totul
deosebit, Magnoliaceele reprezentand un nod evolutiv important, baza de la
care au evoluat toate celelalte angiosperme (FNAEC, 1993).

Nu trebuie neglijat nici faptul ca inmultirea speciilor genului
Magnolia prin metodele clasice este extrem de dificila, din care cauza cea mai
mare parte a materialului saditor este importat la preturi de cost considerabile.

La toate acestea se mai adaugd si faptul ca genul se afla in pericol de
disparitie. Intr-un studiu realizat de Organizatia Internationald pentru
Conservarea Gradinilor Botanice din 2008 se precizeaza: ,400 de plante
medicinale prezintd risc de disparitie, datoritd colectarii si a despaduririlor,
amenintand descoperirea unor viitoare tratamente pentru diferite boli”. Printre
acestea au fost incluse si jumatate dintre magnolii (folosite in medicina
chinezeasca de 5000 de ani pentru a lupta impotriva cancerului, dementei si a
bolilor cardiace). OMS estimeaza ca mai mult de 80 % din populatia lumii
depinde de medicina traditionala pentru nevoile de asistentd medicala primara.
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Rezultatele experimentale au aratat ca, In general, raspunsul regenerativ
al diferitelor tipuri de explant este influentat de catre o multitudine de factori intre
care loc important il ocupa sursa de explant, tipul si concentratia regulatorilor de
crestere, conditiile de cultura si genotipul. Foarte adesea, conditiile standardizate
pentru o specie nu sunt optime pentru altele. Aceasta ilustreaza probabil
interactiunea dintre nivelurile de fitohormoni endogeni si exogeni 1In
determinarea rispunsului regenerativ. Intrucat a devenit evidenta existenta unei
puternice interactiuni intre explante, regulatorii de crestere si conditiile de
culturd, aceste variabile trebuie sa fie luate in considerare simultan si in cazul
elaborarii unui sistem de regenerare pentru specii ale genului Magnolia.

Pe de alta parte, nu trebuie neglijat faptul ca plantele regenerate prin
cultura de celule si tesuturi in vitro pot sa nu fie intotdeauna uniforme genetic,
astfel Tncat in elaborarea unui protocol de multiplicare in vitro este imperios
necesara determinarea stabilitatii genetice a regenerantilor, cu ajutorul
markerilor moleculari.

Pe baza celor mentionate mai sus, in cercetarile care au facut obiectul
prezentei teze de doctorat, am avut ca obiectiv principal determinarea
potentialului morfogenetic in sistemele in vitro a doud specii apartinand
genului Magnolia de mare valoare ornamentala, constituind baza unor
aplicatii biotehnologice in multiplicarea clonala a acestora.

Baza acestei carti a fost realizata sub coordonarea stiintifica a CS I dr.
Aurelia Brezeanu in cadrul Institutului de Biologie al Academiei Romane.
Experimentele s-au desfasurat in Laboratorul de biotehnologii vegetale pentru
Tnmultirea plantelor horticole din cadrul Institutului National de Cercetare —
Dezvoltare pentru Biotehnologii in Horticultura, Stefanesti - Arges.

Tn perioada 2004-2006, cercetirile pe magnolia au constituit unul
dintre obiectivele proiectului de cercetare cu titlul: ,, Tehnologii moderne
neconventionale de inmultire rapida a unor specii horticole deficitare in tara
noastra”, din cadrul Programului AGRAL, Contract nr. 297/01.10.2004,
finantat de MEC-PNCDI, INCDBH Stefanesti-Arges fiind contractorul
principal al proiectului.

Rezultatele obtinute n cadrul lucrarii de fata se regasesc si in proiectul PN
01 04 cu titlul: ,, Multiplicarea in vitro a speciilor decorative rare destinate
amenajarilor peisagistice (Albizzia sp., Ginkgo biloba, Magnolia sp.)”, din cadrul
Programului Nucleu, Contract nr. 09 31 N/27.02.2009, finantat de MEC-ANCS.
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CAPITOLUL |

EXPRIMAREA IN SISTEMELE IN VITRO
A POTENTIALULUI MORFOGENETIC
AL CELULELOR VEGETALE

Morfogeneza implica o citodiferentiere progresiva in care procesele
de diviziune celulara si de crestere sunt strict controlate genetic, dezvoltarea
tesuturilor si organelor fiind rezultatul exprimarii diferentierii la nivelul
celulelor componente. Prin diferentiere celulara, celulele capata Tnsusiri
morfologice si fiziologice care le permit sa indeplineasca anumite functii
specializate, deosebindu-se unele de altele prin exprimarea selectiva a unui
material genetic identic.

Studiile asupra morfogenezei in culturi in vitro la plante au fost
initiate si s-au intensificat dupa intuirea de catre Haberlandt, la inceputul
secolului XX, a capacitatii native a celulei vegetale somatice de a regenera
organisme autonome, proprietate care a capatat ulterior numele de totipotenta.

Tn celebrul sau articol intitulat ,,Kultur versuche mit isolieren
Pflanzenzellae” publicat in anul 1902, Haberlandt mentiona un aspect care a
revolutionat dogmele epocii sale ,cultivarea celulelor izolate din plante
superioare pe medii nutritive simple Tmbogatite, permite acestora sa-si
exprime capacititile unui organism elementar”. In acest fel Haberlandt a
intuit pentru prima data posibilitatea cultivarii unor celule vegetale in afara
organismului, pe perioade de timp nelimitate, folosind medii nutritive
artificiale definite (Brezeanu si colab., 2003).

Privit cu neincredere de multi dintre contemporanii sai, conceptul de
totipotenta enuntat de Haberlandt a inceput sa se contureze cu claritate paralel
cu progresele Tnregistrate Tn anii ce au urmat din domeniul citologiei, fiziologiei
si biochimiei celulei vegetale astfel Tncat acesta sa fie considerat drept ,,dogma
centrala a biologiei vegetale experimentale” (Wareing si Chalaby, 1985).

Spre deosebire de celulele animale (la care diferentierea este in
general ireversibila), la plante celulele diferentiate specializate, in conditii
experimentale corespunzatoare au abilitatea de a regresa la starea celulara
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meristematica printr-un proces de dediferentiere. Dediferentierea presupune
suprapunerea, in anumite proportii spatio-temporale, a doua tipuri de
fenomene: initierea diviziunilor celulare n cazul celulelor mature,
specializate si indepartarea elementelor metabolice si structurale achizitionate
de catre celule pe parcursul specializarii lor (Wareing si Al-Chalabi, 1985).
Tn urma acestui proces rezulta celule nediferentiate, apte de diviziune, cu
diferite competente de a raspunde la actiunea factorilor mediului de cultura
(exogeni). Aceste celule sunt determinate sa se angajeze intr-o anumita
directie de dezvoltare, pe o cale de achizitionare de noi functii, independenta
de alte semnale din mediul de cultura, care se finalizeaza cu rediferentierea,
iar in final cu morfogeneza (Christianson si Warnick, 1983; Brezeanu si
Cogalniceanu, 2000, 2003).

Studii recente releva ca, sub aspect molecular, diferentierea poate fi
definita ca fiind raspunsul celular la semnale interne si externe, semnale care
activeaza programe complexe de exprimare genica (Bhojwani si Razdan, 1996).

La nivelul tesuturilor se disting grupe celulare care difera unele de
celelalte, fapt care I-a condus pe Potrykus (1995) sa precizeze ca ,,celulele
componente ale oricarui tesut difera intre ele n ceea ce priveste capacitatea
lor de a raspunde la stimuli, ele avand competente pentru semnale specifice”.
Compozitia populatiilor celulare a unui anumit tesut este dependenta de
specie, genotip, tip de organ, stadiul de dezvoltare al plantelor, astfel incat
specii diferite dau raspunsuri diferite fata de stresul de ranire si respectiv de
conditiile de cultura in vitro. Cu alte cuvinte, chiar daca un anumit tip de tesut
este competent pentru un anumit tip de diferentiere, nu toate celulele sale au
starea de competenta necesara. Expresia genica specifica, regionala, restransa
la o celula sau la un grup foarte mic de celule (clone celulare) prezente in
anumite tesuturi a fost definita cu notiunea de identitate celulara. Tn prezent,
au fost deja identificati markeri moleculari specifici anumitor grupuri celulare
din tesuturi denumiti markeri de identitate celulara.

Realizarea citodiferentierii si morfogenezei depinde de capacitatea
celulelor de a raspunde la semnale specifice, care determina activarea unor
celule specializate pentru a dediferentia la starea de celule embrionare. Se
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considera ca, in vitro, activarea potentialului latent de regenerare al celulelor
diferentiate (totipotenta) depinde de:

v izolarea fizica a celulelor din cadrul interactiilor corelative si
integrative, ce se manifesta in organismul intact, in scopul aducerii
acestora intr-o forma sau stare cat mai receptiva fata de stimulii
inductori din mediul extern (de cultura) si stergerea identitatii celulare,
identitate asigurata si confirmata permanent prin informatii pozitionale
(Wolpert, 1981; Meinhardt, 1984; Scheres si Berleth, 1998);

v" expunerea inoculului unui stimul inductor corespunzitor care si
activeze o noua cale de dezvoltare prin inducerea si exprimarea
competentei morfogenetice, in general, prin aportul exogen de
fitohormoni (Skoog si Miller, 1957).

Dupa Sinnott (1960): ,,soarta unei celule este in functie de pozitia sa”.
Cu alte cuvinte, tipul celular diferentiat in final, expus anterior la o serie de
influente tranzitorii determinate de pozitie, ,,inregistreaza” in memoria
celulara aceste influente ca alternative distincte ale starii celulare, definind
astfel modelul spatial al dezvoltarii. Conform ipotezei privind informatia
pozitionala, directia dezvoltarii oricarei celule este determinata de pozitia sa
n gradientii de concentratie ai hormonilor, nutrientilor, factorilor morfogeni
stabiliti la nivelul tesutului, organului si organismului intreg.

Valoarea pozitionala finala a unei celule pe parcursul vietii acesteia
este rezultatul combinarii unor efecte pozitionale diferite instalate pe
parcursul vietii acesteia. Existenta unor deosebiri subtile, chiar si ntre
celulele apartinand aceluiasi tip de diferentiere, dar situate in diferite parti
ale organismului, poate fi explicata prin faptul ca celulele isi pot mentine
valorile pozitionale chiar si dupa ce au diferentiat.

Diversitatea pronuntata a tipurilor celulare, exprimata nu numai prin
insusiri morfologice si fiziologice identificabile prin tehnicile existente, ci
si printr-o serie de modificari criptice ale organizarii interne, explica
variabilitatea raspunsurilor in vitro, constatata la celulele ce apartin aceluiasi
tip morfogenetic.
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1.1. CARACTERISTICI CITOLOGICE ALE SISTEMELOR IN
VITRO

Culturile de tesuturi si celule reprezinta surse de material relativ
omogen, care poate fi usor manipulat si obtinut in cantitati mari in conditii de
mediu controlate. Prin expunerea celulelor la anumite influente nutritionale
si de mediu, este posibila urmarirea dinamicii ultrastructurale pe parcursul
modificarilor succesive n diferentiere pe care le sufera celulele in vitro,
modificari exprimate mai intai prin pierderea morfologiei caracteristice si a
capacitatii functiilor specializate, urmata de exprimarea unei diversitati
uimitoare de tipuri de diferentiere si de capacitati organogene.

Functiile specializate ale celulelor pot fi in mod specific corelate cu
modificari in morfologia si activitatea organitelor, astfel ca anumite stari
care sunt definite prin termenul general al citodiferentierii reprezinta
expresia modificarilor progresive care au loc in citoplasma la nivel
ultrastructural (Barlow, 1977). Activarea celulelor diferentiate stationare n
conditiile in vitro este insotita de modificari considerabile ale structurii
celulelor. Studiul caracteristicilor citologice asociate cu inducerea
diviziunilor si cresterea culturilor celulare poate oferi date interesante
privind interactiunile ce se stabilesc la nivelul organitelor pe parcursul
citodiferentierii (Rosu si colab., 1983).

Tn termenul general de culturi celulare se includ atét culturi de calus
provenite de la explante de diferite origini cultivate pe medii solide, cat si
culturi Tn suspensie obtinute pe medii lichide Tn conditii de agitare, culturi de
celule izolate sau de protoplasti identificabili individual si microculturi,
constand din una sau mai multe celule sau protoplasti crescuti Tn mici incinte
ce faciliteaza observarea lor microscopica (Cocking, 1974). Potential, orice
tesut vegetal alcatuit din celule nucleate vii poate fi stimulat sa prolifereze si
sa formeze un tesut de calus, care se mentine in cultura pe perioade nelimitate,
folosind medii nutritive aseptice, cu compozitii corespunzatoare.

Tesuturile folosite frecvent ca surse de culturi in vitro sunt alcatuite in
mare parte din celule diferentiate care au incetat sa se divida si au capatat
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