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Problema mulliplicării şi propagării unor soiuri valoroase, de înaltă 
productivilale şi calitate superioară, constituie un obiectiv major al horti
cultorilor cc-şi găseşle rrzoh·area, în cele mai optime condiţii, prin tehnici 
moderne de înmulţire wgetath·ă a plantelor, prin cultivarea „in1 vitro" a 
ţesuturilor sau a celulelor. Aceste tehnici au ajuns la o dezYoltare de tip indus
trial şi au ca obiecth· principal obţinerea, într-un ritm exploziv de duplicate, 
de copii fidele ale unor clonc, rezultate prin cercetări asidui de ameliorare. 

Un aspect rare cleriYă din problema înmulţirii Yegetative a plantelor, 
prin tehnica culti,·ării .. in Yitro„ a ţesuturilor sau a celulelor, este acela al eco
nomisirii de material biologic Yaloros întrncît pentru replicare se folosesc frag
mente de ordin microscopic (meristem sau masiYe tisulare), ceea ce preîn
tîmpină sacrificarea plantei mamă, care continuind să vegeteze va constitui 
un donator permanent. 

Prin culturile de meric;leme, pnlri\'it descoperirilor lui Morei C. (1960), 
se poate realiza însănătoşirea malcrialului YcgetatiY printr-o deYirozare a 
plantelor, deoarece virusurile nu sînt prezente în celulele meristematice. 
Astfel, prin tehnici „în vitro" se poate obţine material săditor de calitate con
trolată, liber de atac fitopatogen, fapt care prezintă avantaje economice deose
bite. O plantulă crescută în mediu aseptic poate să fie propagată „in vitro" 
menţinîndu-şi însuşirile ereditare moştenite de la planta mamă de la care s-a 
prelevat ţesutul, operaţiune numită micropropagare. Cercetările lui Morei, 
C, au condus (Ia orhidee) ca prin tehnici de propagare „in vitro" (dintr-un 
meristem) într-un an să se obţină 4 milioane de plante (după Murashige T., 
1978); la Saintpaulia o singură persoană poate realiza 8()1.000 plante, pornindu-se 
de la un explant de frunză cu o suprafaţă de 1 cm2 (Jacob M,. şi col., 1980). 
La garoafe, crizanteme, gerbera şi la o serie de alte plante horticole (căpşuni, 
cartof, sfeclă etc_,.) s-au tipizat şi standardizat operaţiunile de multiplicare 
„in vitro" obţinîndu-se material înmulţitor de calitate superioară (liber de 
Yiroze), şi creîndu-se astfel linii industriale,, ln ţara noastră, pînă în prezent, 
materialul săditor de această provenienţă este importat. 

Considerentele menţionate au stat la baza cercetărilor noastre privind 
modalităţile de cultivare „in vitro" a explantelor tisulare de crizanteme, 
prelevate de la organe diferite, precum şi a realizării unui proces de multi
plicare şi de micropropagare a acestei specii, pe medii aseptice. 
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llaterial şi metodă 

La crizanteme se cunosc două modalităţi principale de multiplicare 
,,in vitro" pornindu-se de la fragmente fl o r a l e (Matsuhara şi col.-1971; 
Hill-1968: Bush şi col.-1974; Roest şi Bokelmann- 1973; Roest- 1977) sau 
din fragmente c a u l i n a r e (Hill- 1968 ; Ben-J aacov şi Langhans - 1970, 
1972; Earle şi Langhans- 1974). În cazul experimentelor noastre explan
tele au fost prelevate de la diferite nivele ale plantelor de crizanteme, soiul 
Super Yellow, cultivate în serele Grădinii botanice din Cluj-Napoca (de la 
plante cu o talie de cca 40 cm). Recoltarea s�a făcut în diferite perioade ale 
anului, potrivit cu e:xperimentul urmărit. Materiaiul biologic a f ost aseptizat 
în soluţie de hipoclorit (de calciu sau de natriu) în concentraţie de 5%, timp 
de 20 minute, după care a fost spălat, de repetate ori cu apă distilată sterilă, 
Explantele au fost confecţionate avîndu-se în vedere îndepărtarea ţesuturilor 
distruse de către dezinfectant. Inocularea explantelor s-a făcut în eprubete 
(de 12 cm înătţime cu un diametru interior de 16 mm) conţinind 5 ml mediu 
de cultură: Sterilizarea eprubetelor cu mediu a fost făcută prin autoclavare la 
1 atmosferă timp de 25 mhute. Mediul de cultură conţinea macroelemente 
Muraschige-Skoog, microelemente Heller, ·..-itamine (piridoxină şi acid nico
tinic 100 mg/I), FeEDTA (după Homec;), zaharoză 20 g/1, agar-agar 6 g/1, 
Balanţa hormonală a variat in funcţie de diferitele variante experimentate. 

Am testat, comparativ, capacitatea regenerativă, organogeneza şi viteza 
de creştere a explantelor prelevate din peduncul floral, frunze, nod şi inter
nod (prelevate de la cele două extremităţi ale plantei) şi a meristemelor cauli
nare (apicale sau laterale), În cazul experimentului efectuat cu meristeme şi cu 
fragmente caulinare, mediul de cultură a fost completat cu mezoinozito I 
100 mg/I, iar balanţa hormonală a fost următoarea: V1 = NAA 0,2 mg/I +
+ K 2 mg/I + GA3 0,2 mg/I, V2 = NAA 2 mg/1 + K 2 mg/I. 

După inoculare, eprubetele au fost închise cu folie de polietilenă incoloră 
şi au fost menţinute la un regim termic de cca 21�c ziua şi 22-24°C noaptea, 
la o intensitate luminoasă de 2 GOO Ix, realizată prin lumină de tuburi fluores
cente. Fotoperioada adoptată a fost de 12 ore lumină/24 ore. 

Rezultate şi diseuţii 

Într-o primă etapă experimentală am reuşit obţinerea de plantule, neofor
mate „în vitro" utilizînd fragmente de p e n d u n  c u I fl o r a I (de cca 
0,5-0,8 cm lungime) prelevate în luna noiembrie, secţionate longitudinal, 
potrivit metodei descrise de către Roest S. (1977). In funcţie de balanţa hor
monală prezentă îu mediul de cultură dintr-un explant s-au diferenţiat una 
sau mai multe plantule, procesele de orgnnogeneză fiind abundente atît în 
ceea ce priveşte rizogeneza cit şi a formării de neoplantule (fig. 1.). Această 
metodă s-a dovedit a fi eficientă în realizarea unui proces rapid de micropro
pagare „in vitro" (Laz�r l\I, şi col., 1981). În cazul în care din ţesutul inoculat 
s-au format mai multe neoplantule, acestea, pentru a fi înrădăcinate, se impune
să fie desprinse de pe explantul mamă şi pasate pe un mediu de bază, gelozat,
conţinînd un miligram la litru auxină, făfă citochinine ; în acest mod se
induc procesele de rizogeneză. Plantulele neoformate „in vitro" sînt miniatu
rizate, dar prezintă o organizare completă şi pot suporta uşor acomodarea
la viaţa din mediul aseptic, luîndu-se, pentru o perioadă de timp măsuri de
protecţie în ceea ce priveşte evitarea agenţilor stressanţi (deshidratarea
solului sau a aerului ori şocurile termice) motiv pentru care plantulele (ăe
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cca. 3 cm) formate pe mediu aseptic şi trecute în ghivece (pe substrat de 
foioase) trebuie să fie acoperite, temporar, cu recipiente de sticlă. 

O altă metodă practicată de noi a fost aceea a cultivă1ii pe medii asep
tice a m eri s t  e m el o r c a u lin a r e, ap icale sau axiale. După cca 6 
săptămîni, din meristeme cultivate „in vitro" s-au diferenţiat plantule. Explan
tele meristematice prelevate din apexul plantelor au dus la neoformarea 
de plantule cu o talie de cca 4'_cm, iar în cazul celor diferenţiate din meristem 
lateral, talia a fost de cca 1,5 cm., Aceste experimente au reliefat (fig. 2.) 
diferenţele de capacitate regenerativă existente între meristemul apical şi cel 
lateral. În general, meristemul apical a dovedit o creştere şi o capacitate rizo
genă superioară tuturor celorlalte tipuri de explante. În cazul în care meris-
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Fig. 1. Plantule neoformate din fragmente de peduncul. floral (eprubeta 1 = mediu de bază 
fără hormoni ; eprubeta 2 • mediu de bază + NAA 0,2 mg/1 + K 2 mg/1 + 
GA3 0,2 mg/I; eprubeta 3 - NAA 2 mg/1 + K 2 mg/I). 

Pig. 2. Explante meristematice prelevate din apexul tulpinei (T = mugure terminal) şi 
explante din mugure lateral (L • mugure lateral). 

Fig. 3. a. "" meristem caulinar crescut pe mediu cu 5 mg/I B:A + AIA 1 mg/I ; b. 
meristem terminal cres�·ut pe mediu cu 1 mg/I BA şi 1 mg/I AIA. 

Fig. 4. Meristem apical crescut pe mediu cu BA 5 mg/I. 
Fig. 5. idem fig. 4. - colonia de plantule desmembrată în propagule. 
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ternul a fost inoculat pe un mediu cu o balanţă hormonală echilibrată (sub 
raport amdnic, citochinetinic) din fiecare ţec:ut s-a format o plantulă, prezen
tind un '>istem radiculm bine dezvoltat (fig. 3). Dacă mediul conţine o cito
chinetină (de exemplu BA 5 mg/I) procesele regeneratoare înclină si;re dife
renţierea, per un explant de m?i multe formaţiuni caulinare (fig. 3 şi 4), reea 
ce impune individualizarea plantulelor neoformate Jn clldrul unei colonii, 
în propagule (fig. 5.), cai e f'ind eliptice ele rădăcini pot să fie c:ubcultivate 
pentru o perpetuă muWplicare -:au pot fi pa-ate pe mediul rizogen fără chine
tină şi cu un miligram la litru, auxină pentru a obţine un bun material sădi
tor. Cultura de meristem, în comparaţie cu evoluţia altor tipuri da explante 
are avantajul de a diferenţia rapicI plantule, cu o organizare completă, plan
tule ce dovedesc o ,·iteză riăicntă de creştere. (fig. � a). 

lntrucil în liter2tură nu nm întîlnit un studiu comparati\' cu referire la 
testarea potenţialităţii regenerative a explantelor tisulare. prelevate din alte 
porţiuni ale tulpinilor de crizanteme. ne-am propus ca obiect iv de cercetare, 
im·estigarea capaci1 ăţii de organogeneză [I expli-ntelor c a u Ii n a r e şi am 
prelevat ţesuturi de tulpină. din zona apicală sau din porţiunea bazală a plan
telor (fig. b şi 8) ori din frunză. Astfel nm prelevat şi am trecut pc medii 
aseptice n o d u I a p i c a I şi cel caulinar b a z a l, i n t- e r n o d u I din 
imediata vecinătnle, respectiY primul şi penullimul internod (fasonat la dimen
siuni de cca 0,5-0,8 cm), fragmen1 e de frunze: t e n  c ă, p e ţ i  o I, Ii mb 
(bază, mijloc, \'ÎI f şi margine). În paralel s-nu inocul;1t şi meristeme caulinare 
t e r m i n a Ie şi t a t e r a I e. l\frdiul nutritiv " fost preparat după modelul 
celorlalte experimente intreprinse de noi (Lazăr 1\1. şi col. 19811. Balanţa hor
monală a mediului a fost variată. 

În afară de meristeme, pe un al doilea loc în ceea ce i;riveşte capaci
tatea regenerativă a explantelor, se situează teaca şi peţiolul. De regulă, explan
tele caulinare dau naşte1e ln un calus masiv, ,·erde, care con'inuă să crea-că 
şi după pas[>rea lui pe me{liu proaspăt. Dar procesele de morfo şi organogeneză 
la nivelul calusului sîn1· mult mai lente în raport cu cele înregistrate la meris
teme. Abia după 3-4 luni de ta inocuiare, procesele de morfogeneză la nivelul 
explantelor caulinare, de alt tip decit meristemele, se concretizează prin for
marea a una pînă la cinci plantule, per un exptant. (fig. 9). De cele mai multe 
ori se constată şi apariţia rădăcinilor. Explan ... ele de limb foliar adesea rămin 
la stadiul de caluc;, chiar şi după pasări repetate pe alte medii, cu toatr că în 
literatura de specialitate so menţionează, ln ci izanteme, obţinerea de neoplan
tule via calus (Hill - 1968). calu,; provenit încă din apexuri caulinare. Deci, 
capacitatea morfogt>netică a calusului, vrovenit din frunze de crizanteme, 
este foarte scăzută, singurele excepţii s�au întîlnit în cazul calusurilor clin 
explante prelev[>te din zona mediană n limbului, conţinînd nervura principală, 
Din punct de vedere aplicativ, exceptînd meristemele, prelevarea unor e:xplante 
din alte zone caulim:ire este mai puţin rentabilă, întrucît procesele regenera
toare sînt extrem de lente (de ordinul a 3-4 luni). 

Un moc1 eficient de a multip1ica in vitro" crizantemele este acela al 
fragmentării plantulelor neoforma1 e" , în vitro" în m i  n i b u t a ş i, metodă 
prnctica1 ă la garoafe (după Rudelle l\l. - 1977). Plantulele crescute pe medii 
aseptice pînă la o talie de 9-10 cm (prezentînd 7 -8 noduri), au fost divizate 
în noduri şi internoduri componente, iar minibutaşii rezultaţi au fost ampli>s[lţi 
pc medii sterile, proaspăt preparate (după reţeta de.'scrişă de noi anterior). 
In scurt timp de la inocularet minibuf-aşilor „in vilro" s-au declanşat procese 
regenerative soldate cu neoformrrea de 1-5 plantule la nivelul explantelor 
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nod a Ie, şi a mai mullor muguraşi, la u112 din extremităţile int e r n o
d u l u i  (dispus paralel cu suprafaţa mediului de cul„ură). Se remarcă o maxi
mă capacitate de creştere şi de rizogeneză la nivelul mugurelui apical, a cărui 
dezvoltare depăşea, pe departe creşterea formaţiunilor caulinare de la ceilalţi 
microbutaşi confecţionaţi din restul zonelor plantulelor neoformate in vitro". 
Pe medii bogate în benzii adcnină numărul plantulelor formate de novo era 
mai ridicat, chiar şi în cazul mugurelui apical, în comparaţie cu evoluţia mini
butaşilor cultivaţi pe mediul de bază, lipsit de hormoni, sau cu o balanţă hor
monală echilibrată (sub raport auxină/chinetină). Experimentele au fost 
încununate cu succes (l\laria Lazăr şi Dorina Căchiţ:I., C. 1981) şi s-a 
reuşit „in vitro\ atingerea unui deosebit de ridicat indice de înmulţire clo
nală a speciei în cauză, întrucît s-a indus diferenţierea de neoplantule, atît 
din nodurile, cit şi din internod urile plantulelor neoformate în condiţii aseptice. 

Am trecut în revistă ansamblul concepţiei experimentale privind cer
cetările intreprinse de noi, axate pe problematica multiplicării „in vitro" la 
crizanteme, pentru a avea un tablou complet al preocupărilor noastre în 
această direcţie. Astfel, se poate aprecia rezerva biologică a fragmentelor 
de organe' prelevate de la crizanteme şi măsura in care se poate valorifica, 
exploata la maximum, o clonă ce se cloreşlc a fi multiplicată rapid şi efi
c ient, în mii ele exemplare. 

Pig. 6. Explante caulinare prelevate din diferite zone ale plantei în mediu natural (a. in-
ternod ; l>. .,. zonă nodală). 
Fig. 7. şi S Formare;i de neoplantule din zona nodală şi internodală (a. = nod ; b. 

internod). 
Fig. 9. Minibutaşi crescuţi „în vitro" (a. = apexul neoplantulei). 
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C o n c l 11 z i i 

Comparînd diferitele metode de multiplicare „în vitro" a crizantemelor 
apreciem ca fiind cea mai eficientă, în re�lizarea unei înmulţiri rapide a clonei 
dorite, metoda cultivării pe medii aseptice a meristemelor. Apoi din plantulele 
neoformate „în vitro" se vor secţiona minibutaşi ce vor fi subcultivaţi pe medii 
.sterile. Metoda fragmentelor de minibutaşi poate fi considerată o a doua 
metodă eficientă şi rapidă de multiplicare „in vitro" a c1·izantemelor. 
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