ACADEMIA ROMANA
INSTITUTUL DE BIOLOGIE BUCURESTI

TEZA DE DOCTORAT

Conservarea ex situ a unor specii de
pteridofite din Romania de interes
conservativ si biotehnologic

CONDUCATOR STIINTIFIC
CS | Dr. BREZEANU AURELIA

DOCTORAND
ALDEA FLORENTINA

BUCURESTI
2020



CUPRINS

INTRODUCERE ..ctiiiiiiiitiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieieiittietatacetasacetsssssessssssssssacncns

I. PARTE TEORETICA — STADIUL CUNOASTERII .......cccevvuuiiieennieeeenineeeennnnns
CAP.1 CONSIDERATII GENERALE PRIVIND CONSERVAREA SPECIILOR
VEGETALE....ccoitiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiittieiitatttetacsttecassctecssscsscscscnsnnn
1.1.Conservarea resurselor genetice vegetale. Metode de conservare...................cccc..e.
1.2. Organisme internationale implicate in conservarea naturii ...............cceeeevuviueann.n.
1.3. Strategii de conservare a plantelor ............oooiiiiiiiiii i
CAP. 2 PTERIDOFITELE - PREZENTARE GENERALA .........ceevvvvueeeennnnneennnne.
CAP. 3 METODE DE CONSERVARE A PTERIDOFITELOR ......cccccciviiiiiniannnnn..

11. PARTE EXPERIMENTALA .....ooovtiiiiiiiiiiininiiieeiiniiiiineeeeeesssssnnnnseeeeeeens
CAP. 4 OBIECTIVE, MATERIAL SIMETODE ......ccciieiiiiiiiniieiiiiiiiniieiieinecnnnnnes
4.1, ObiectiVele TUCTAITL ... .oniie e
4.2. Materialul biologic utilizat .......... ...
4.3. Metodologia de TUCTU ......veini e e e
4.3.1. Conservarea pe termen scurt $1 meditl .........coovieiiiiiiiiiiiiiii e
4.3.1.1. Tipuri de explante utilizate pentru initierea culturii in vitro .............
4.3.1.2. Sterilizarea materialului biologic .............ccooiiiiiiiiiiiiii,
4.3.1.3. Tipuri de medii de culturd folosite .............ccoviiiiiiiiiiiiiiini.n.

4.3.1.4. Initierea, proliferarea si regenerarea in vitro a speciilor utilizate de

PErIAOTIt. ...

4.3.1.4.1. Obtinerea de regeneranti folosind ca sursd de inocul
omogenatul provenit de la fragmente de gametofit in stadiul juvenil ...
4.3.1.4.2. Determinarea ratei de crestere a regenerantilor ................
4.3.1.4.3. Efectul unor factori fizici asupra regenerarii — lumina ........

4.3.1.4.4. Efectul compozitiei mediului de culturd asupra dezvoltarii si

© W 0 0 o

10

10
10
10
11
11
11
11
12
12
12

12

12

13
13



inrddacindrii regenerantilor ........... ..o
4.3.1.4.5. Efectul hormonilor din mediul de culturd asupra calusarii sau
cresterii Sporofitulul ........o.ooviiiiii i
4.3.1.4.6. Obtinerea de regeneranti folosind ca sursd de inocul
fragmente de frunze cu si fara spori, rizom, petiol, varfuri radiculare
provenite de la sporofifi in faza juvenila ............................ol
4.3.1.4.7. Obtinerea gametofitilor folosind ca sursd de inocul sporii ...
4.3.1.5. Conditii de culturd ..........coooiiiiiii
4.3.1.6. Aclimatizarea regenerantilor obtinuti .................cooceiiiiiiiiiinnen.
4.3.2. Procedee de analiza biochimica a regenerantilor ...,
4.3.2.1. Extractia proteinelor ...........coooiiiiiiii i
4.3.2.2. Analize electrofOretice .........o.vieiniiiiiii i
4.3.2.3. Evidentierea benzilor electroforetice ...............cooooiiiiiiiiiiiii...
4.3.2.4. Electroforeza bidimensionala ...
4.3.3. Analiza RAPD ...
4.3.4. Tehnica citometriei Tn fIuX ........oooiiiniiii e
4.3.5. Protocolul experimental utilizat pentru conservarea pe termen lung
(CTIOCOMNSEIVATCA) ..ttt et et et et et et et et et et ettt et et e et e et et e e eeae e
4.3.5.1. Protocolul experimental pentru conservarea pe termen lung a
gametofitilor la speciile Asplenium adulterinum si Polypodium vulgare
4.3.5.1.1. Deshidratarea cu solutie de zaharozd de -concentratie
crescatoare
4.3.5.1.2. Deshidratarea cu solutie de zaharozd de concentratie
crescatoare urmata de imersie treptata in azot lichid ........................
4.3.5.1.3. Deshidratarea Tn aer steril .............ccooeiiiiiiiiiiiinn
4.3.5.1.4. Tratament cu DMSO ........ooiiiiiiiiiiiee,
4.3.5.1.5. Tratament cu PVS2 ... ...
4.3.5.2. Protocolul experimental pentru conservarea pe termen lung a

sporofitului la specia Athyrium filix-femina

CAP.5 REZULTATE SIDISCUTII ...ccviniiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiitieieieiacietnecaciacnenn

5.1. Conservarea ex situ prin tehniCi iINVItro ..o,

13

13

13
14
14
14
14
14
14
15
15
15
15

15

16

16

16

16

16

17

17
17



5.1.1. Obtinerea de regeneranti folosind ca sursd de inocul omogenatul provenit
de la fragmente de gametofit in stadiul juvenil..............ccccoeeverrnnnn.

5.1.2. Determinarea ratei de crestere a regenerantilor ...........................
5.1.3. Efectul unor factori fizici asupra regenerarii — lumina .....................
5.1.4. Efectul mediului de culturda asupra dezvoltarii si inrddacinarii
TEEENETANTIIOT ...\ e
5.1.5. Efectul hormonilor din mediul de culturd asupra calusarii sau cresterii
SPOTOTIEUIUL ...t e
5.1.6. Rezultatul experimentului de obtinere a regenerantilor folosind ca sursa
de inocul fragmente de frunze cu si fara spori, rizom, petiol, varfuri radiculare
provenite de la sporofiti in fazd juvenila ...,
5.1.7. Rezultatul experimentului de obtinere a gametofitilor folosind ca sursa
de INOCUL SPOKIT ...vv e

5.2. Aclimatizarea regenerantilor la conditiile €X VItro ..................ooeviiiininnn..

......

5.3.1. Evaluarea biochimicd a variabilititii intra si interpopulationale la
speciile Polypodium vulgare si Asplenium scolopendrium ........................
5.3.2. Evaluarea stabilitatii somaclonale a regenerantilor obtinuti in vitro la
speciile Polypodium vulgare, Asplenium trichomanes si Athyrium filix-femina
5.4. Electroforeza bidimensionala ..............c..ocoiiiiiiiiiiiiii i
5.5. Analiza moleculara a stabilitatii/variabilitatii genetice a regenerantilor primari
obtinuti In cultura IN VITIO ... ... e
5.6. Evidentierea gradului de ploidie prin tehnica citometriei in fluX..........cccoceeiiennenne
5.7. Evaluarea viabilitatii materialului vegetal in conditiile crioconsevarii ..............

CAP. 6 CONCLUZII ...ucutininiiiiiiiiiitiiiiteietittietatttetasactessssssssasscsssassssssasssnnns

17

19

19

19

20

21

21

22
22

22

23

23
24

25

26

28

30



INTRODUCERE

Unitatea, diversitatea, interdependenta dintre organismele unicelulare si pluricelulare
constituie baza supravietuirii intregii lumi biologice. Deteriorarea si pierderea biodiversitatii -
ca rezultat al revolutiei industriale de la inceputul secolului al XIX-lea (ce a condus la
diminuarea resurselor naturale), al defrisarilor masive -, impreuna cu acumularea deseurilor
de orice naturd din apa si sol (ce au determinat eroziune accentuatd a solului), la care se
adauga si urbanizarea excesiva reprezintd cea mai grava amenintare la adresa mediului la
scard mondiald, aldturi de schimbarile climatice, punand in pericol existenta si dezvoltarea
societatii umane in ansamblul sau (Branzan, 2013).

Indiferent de capacitatea stiintifica si tehnica de care dispunem speciile disparute nu
mai pot fi ,recreate”, de aceea avem obligatia morald sa asigurdm conservarea diversitatii
biologice. Valorile biodiversitatii formeaza patrimoniul natural, ce reprezintd mostenirea
trecutului de care ne bucurdm astdzi si pe care avem datoria de a o transmite generatiilor
viitoare.

Dat fiind faptul ca disparitia unui numar apreciabil de specii are ca urmare perturbarea
severa a biodiversitatii, in ultimii ani s-a dezvoltat pe plan mondial o retea de organisme si
organizatii internationale, la care si Romania este parte, menite sd contribuie la conservarea
naturii Tn ansamblul sau.

Prin obiectivele urmarite, principiile proclamate si masurile recomandate, Conventia
privind diversitatea biologica (CBD), semnatd la Rio de Janeiro, la 5 iunie 1992 si intrata in
vigoare la 29 decembrie 1993, reprezintd cel mai important instrument international de
coordonare a politicilor si strategiilor nationale in domeniu, prevederile sale fiind ratificate si
asumate de catre 193 de state (SNPAB, 2011).

Obiectivele generale ale Conventiei sunt: conservarea diversitatii biologice, utilizarea
durabila a componentelor diversitatii biologice, impartirea corecta si echitabila a beneficiilor
rezultate din utilizarea resurselor genetice (SNPAB, 2011).

La cea de-a X-a Conferintd a Partilor la Conventia privind Diversitatea Biologica,
desfasurata in octombrie 2010 la Nagoya, Japonia, a fost adoptat Planul Strategic 2011-2020
privind biodiversitatea care include tinte si obiective pentru conservarea diversitatii plantelor.
Romania a ratificat CBD prin Legea nr. 58/1994.

Pana in prezent au fost elaborate trei strategii nationale si planuri de actiune privind

conservarea biodiversitatii (SNPAB), cea de a treia din 2011 se refera la perioada 2011-2020



Roménia acordand o importantd deosebitd colectiilor durabile ex situ, refacerii resurselor
periclitate ex situ si extinderii conservarii ex situ. (SNPAB, 2011).

Tn cadrul programelor de conservare sunt vizate speciile cu valoare economica,
salbatice Inrudite cu speciile cultivate care reprezintd sursa de gene de rezistenta la boli si
daundtori, plante medicinale, plante rare, periclitate sau vulnerabile (Blandu si Holobiuc,
2007).

Mostenire genetica de mare valoare, aparute cu peste 300 de milioane de ani Tn urma,
pteridofitele, desi sunt recunoscute pentru rezistenta lor, sunt expuse riscului de disparitie.

Unele ferigii sunt utilizate ca plante ornamentale, ca sursd de hrand sau pentru
fitoremedierea solurilor contaminate (Ptteris vittata si Pityrogramma calomelanos specii de
ferigi ce acumuleaza in cantititi mari arseniu) (Niazi si colab., 2012). In acelasi timp,
pteridofitele au un continut bogat in metaboliti secundari (terpenoizi, alcaloizi, flavonoizi,
fenoli etc.) izolarea si identificarea lor contribuind la intelegerea proprietétilor farmacologice
ale acestui grup (Fernandez si colab., 2010).

In anul 2012 Uniunea Internationali pentru Conservarea Naturii (IUCN) estima
existenta la nivel global a 12.000 de specii de pteridofite, 167 de specii fiind amenintate din
cele 311 specii de pteridofite evaluate (IUCN, 2012).

Comparativ cu anii precedenti S-a constatat o crestere continud a numarului de specii
amenintate. Supraexploatarea necontrolata, practicile forestiere neadecvate, urbanizarea,
poluarea reprezintd principalele amenintari la adresa diversitatii pteridofitelor.

Flora Romaniei cuprinde 76 de specii de pteridofite, dintre acestea sase specii cu
prezenta incertd (Ciocarlan, 2009), 10 specii de pteridofite fiind vulnerabile, periclitate sau
critic periclitate (Dihoru si Negrean, 2009).

Ca urmare a degradarii tot mai accentuate a ecosistemelor naturale s-a constituit o
retea de arii naturale protejate cu scopul de a contribui la mentinerea diversitatii biologice in
regiunile afectate. Intre acestea se inscrie si rezervatia naturald ,,Valea Valsanului” din judetul
Arges. Declaratd in anul 2007 arie naturald de interes comunitar, cu o suprafatda de 10000 de
ha si 300 de specii de plante si animale ocrotite, se caracterizeaza printr-o diversitate ridicata
a pteridofitelor, identificandu-se in aceasta zona peste 40% din totalul speciilor descrise pe
teritoriul Romaniei (Soare si colab., 2011).

In acest cadru, cercetarile s-au derulat in cadrul proiectului PN Il nr.32 — 174/2008:
,Proiect pilot pentru identificarea si conservarea ex Situ si in situ a biodiversitatii

pteridofitelor din aria protejatd Valea Valsanului”, desfasurat in cadrul unui parteneriat intre



Universitatea din Pitesti, INCDBH Stefanesti Arges, Institutul de Biologie al Academiei
Romane Bucuresti si Universitatea din Bucuresti, Tn perioada 2008-2011.

Cercetarile personale s-au desfasurat, in cadrul Departamentului de Citobiologie
Vegetala si Animala al Institutului de Biologie, Bucuresti, Academia Romana, axandu-se in
principal pe studiul a patru specii de ferigi din Valea Valsanului: Asplenium trichomanes,
Athyrium filix-femina, Polypodium vulgare si Asplenium scolopendrium, precum si a altor
specii provenite din alte zone. Speciile luate in studiu sunt valoroase datorita potentialului lor
ca plante ornamentale precum si acela de a biosintetiza metaboliti secundari de interes
farmaceutic.

Alte experimente, vizand analiza proteinelor totale, s-au realizat pe baza utilizarii
electroforezei bidimensionale la specii de ferigi comune florei din Roméania si Polonia
(Asplenium trichomanes, Athyrium filix-femina, Polypodium vulgare) s-au desfasurat in
Centrul de Conservare a Biodiversitdtii de la Gradina Botanicd din Varsovia, in cadrul
schimburilor inter-academice cu tema: ,,EX situ conservation of rare and threatened plant
species from Carpathian Flora”.

Gradul de ploidie al gametofitilor si sporofitilor speciilor (Asplenium trichomanes,
Athyrium filix-femina, Polypodium vulgare) a fost determinat Tn Laboratorului de
Flowcitometrie al Institutului de Botanica al Academiei de Stiinte din Slovacia in cadrul
schimburilor inter-academice

Ambelor institutii le aducem si pe aceasta cale multumirile noastre pentru fructuoasa
colaborare stabilitd Tn decursul timpului

Multumirile noastre se indreapta, de asemenea, citre conducerea Institutul de Biologie
al Academiei Romane din Bucuresti, care mi-a asigurat cadrul optim pentru desfasurarea
activitatii doctorale, colegilor dr. Cristian Banciu, dr. Elena-Monica Mitoi, dr. Florenta-Elena
Helepciuc, dr. Gina-Carmen Cogalniceanu, dr. Anca Manole, dr. Mihaela-Irina Holobiuc, dr.
Carmen-Rodica Maximilian, dr. Rodica Catana, precum si doamnei Conf. univ. dr. Liliana-
Cristina Soare, de la Universitatea din Pitesti, pentru discutiile utile si sugestiile acordate pe
parcursul pregatirii.

in mod cu totul special, ii multumesc doamnei CS I Dr. Aurelia Brezeanu, model de
cercetator si om, care mi-a fost aldturi si m-a indrumat in mod nepretuit, atit in elaborarea
lucrarii, cat si in plan personal, in cel mai dificil context al vietii mele. Ii voi ramane profund

recunoscatoare!



Nu Tn ultimul rénd, aduc multumiri familiei, pentru asigurarea unui climat optim in
desfasurarea activitatii mele.

Lucrarea este alcdtuita din sase capitole; primele trei capitole confin informatii din
literatura de specialitate referitoare la conservarea speciilor vegetale, aspecte legislative
importante la nivel global si national vizand conservarea biodiversittii si a protectiei
mediului prin legiferarea unor conventii internationale si politici europene in care Romania
este parte si prezentarea generala a pteridofitelor, iar urmatoarele doua capitole descriu partea
practica a lucrarii reprezentatd de descrierea materialelor utilizate si a metodologiei de
cercetare, precum si rezultatele obtinute in cadrul cercetarilor efectuate; in finalul lucrarii sunt
prezentate concluziile.

Analiza pe capitole a tezei evidentiaza urmatoarele aspecte:

. PARTEA TEORETICA — STADIUL CUNOASTERII

CAPITOLUL 1. CONSIDERATII GENERALE PRIVIND CONSERVAREA
SPECIILOR VEGETALE

1.1. Conservarea resurselor genetice vegetale. Metode de conservare

Aspectele de interes major din primul capitol sunt descrise in continuare:

- este evidentiatd importanta conservarii in situ si ex situ a plantelor, ce a dobandit
recunoastere internationald prin includerea in Articolul 8 al Conventia privind Diversitatea
Biologica si prin enunturile obiectivelor VII (75% din speciile periclitate sa fie conservate in
situ) si VIII (cel putin 20% din plantele periclitate sa fie incluse in programe de recuperare,
restaurare) ale Strategiei Globale de Conservare a Plantelor, iar conservarea ex situ prin
Articolul 9 al CBD si obiectivul VIII al Strategiei Globale de Conservare a Plantelor (cel
putin 75% din speciile periclitate sa fie accesibile in colectii ex Situ (preferabil in tara de
origine);

- sunt descrise pe scurt metodele de conservarea in situ si ex situ.

1.2. Organisme internationale implicate in conservarea naturii
- sunt prezentate principalele organisme internationale active in domeniul
biodiversitatii IUCN, UNEP si WWF, prin a caror actiune, la 5 martie 1980 a fost elaborata

World Conservation Strategy, ce are ca obiective principale: conservarea resurselor naturale



necesare mentinerii vietii, conservarea diversitdtii genetice prin prevenirea disparitiei de

specii si asigurarea unei exploatari judicioase a resurselor (Paunescu, 2008).

1.3. Strategii de conservare a plantelor

Tn acest subcapitol sunt marcate principalele obiective ale strategiilor de conservare ce
au fost adoptate la nivel global, european si national.

Strategia globala privind conservarea plantelor reconsiderd importanta pe care o au
plantele in contextul general al biodiversitatii, ca element esential in functionarea
ecosistemelor si urmareste sa stopeze pierderea continud a diversitatii plantelor si asigurarea
unui viitor sigur, durabil unde activitatile umane sprijind diversitatea plantelor, iar diversitatea
plantelor sprijina si imbunatateste mijloacele de subzistentd ale omului.

Uniunea Europeana a ratificat Conventia privind Diversitatea Biologica (CBD) in 21
decembrie 1993, iar pentru implementarea prevederilor Conventiei si-a asumat rolul de lider
la nivel international, adoptand o serie de strategii si planuri de actiune menite sa contribuie la
stoparea pierderii biodiversitatii.

Ca semnatara a CBD, Romania are obligatia sa aplice prevederile art. 6 care stipuleaza
ca Partile trebuie ,,sa elaboreze strategii nationale, planuri §i programe de conservare a
diversitatii biologice si utilizare durabila a componentelor sale, sau sa adapteze In acest scop
strategiile, planurile sau programele existente".

Cea de-a 3-a SNPACB se adreseaza perioadei 2010 - 2020 si a avut in vedere

evaluarea situatiei actuale a speciilor, habitatelor si ecosistemelor.

CAPITOLUL 2. PTERIDOFITELE - PREZENTARE GENERALA

Capitolul al doilea incepe cu un scurt istoric al cercetarilor de pteridologie pe plan
international si national, la noi in tara fiind remarcata activitatea Conf. univ. dr. Liliana
Cristina Soare, Presedinte al Asociatiei Roméne de Pteridologie, autoare a lucrarii
Embriogeneza zigotica si somatica la unele Pteridofite, coordonator al cartii cu titlul
Conservarea Diversitatii Pteridofitelor din Valea Valsanului, precum si autoare a multor
articole despre ferigi. In continuarea capitolului se prezinti o clasificare dupa Smith si colab.

(2006) si ciclul de viata la pteridofite.



CAPITOLUL 3. METODE DE CONSERVARE A PTERIDOFITELOR
Tn capitolul al treilea sunt descrise metodele de conservare la pteridofite si se
subliniazd necesitatea de a incuraja cercetarea, in special pentru a dezvolta metodologii si

tehnici orientate spre optimizarea practicilor de conservare, conform GSPC 2011-2020.

1. PARTEA EXPERIMENTALA

CAPITOLUL 4. OBIECTIVE, MATERIAL SI METODE

4.1. Obiectivele lucrarii

Pentru a sublinia rolurile lor in medicind, bioactivitatea ferigilor a fost studiata la nivel
international. Studiile au confirmat diverse actiuni precum: antioxidante, antimicrobiene,
antivirale, antiinflamatoare, antitumorale, anti HIV etc. S-a remarcat un efect promitator
asupra inhibitiei proliferarii celulare si a stimuldrii apoptozei in linia celulard a cancerului
hepatic uman (Goswami si colab, 2016).

Asa cum a fost mentionat, cercetarile s-au axat, in principal, pe studiul a patru specii
de ferigi din aria protejata Valea Valsanului: Asplenium trichomanes, Athyrium filix-femina,
Polypodium vulgare, Asplenium scolopendrium, cu mare potential de a fi folosite ca plante
ornamentale si de a biosintetiza metaboliti secundari de interes farmaceutic.

Au fost introduse in vitro alte doud specii de ferigi Osmunda regalis si Asplenium
adulterinum, importanta lor fiind data de statutul de specie extincta - cum este cazul speciei
Osmunda regalis (Boscaiu si colab., 1994; Dihoru si Dihoru, 1994) - sau critic periclitata, in
cazul speciei Asplenium adulterinum (Dihoru si Dihoru, 1994; Dihoru si Negrean, 2009).
Asplenium adulterinum este ocrotita la nivel European printr-un act normativ important si
anume: Directiva Habitate, Anexele IIb, IVb (Mihailescu si colab., 2015)

Un alt criteriu pentru care au fost selectate speciile cercetate a fost volumul extrem de
redus al studiilor in vitro la noi in tara la aceste specii, in general si mai ales al preocuparilor
vizand conservarea ex situ prin procedee biotehnologice a pteridofitelor. Cercetari privind
crioconservarea si folosirea unor tehnici cum sunt electroforeza bidimensionala pentru analiza
proteinelor totale, citometria in flux n vederea determinadrii gradului de ploidie si analiza
RAPD pentru evaluarea stabilitatii genetice, la pteridofite nu au fost semnalate in literatura
din tara.

Scopul cercetirilor realizate Tn cadrul acestei teze de doctorat a fost stabilirea unui

sistem experimental facil si reproductibil pentru multiplicarea in vitro, in vederea conservarii

10



pe termen mediu si lung (crioconservare) a speciilor de pteridofite de interes biotehnologic si/
conservativ.

Principalele obiective au fost urmatoarele:
1. Evaluarea diversitatii intraspecifice si interspecifice a pteridofitelor din Valea
Vaélsanului.
2. Initierea, proliferarea si regenerarea in vitro a speciilor utilizate de ferigi.
3. Realizarea de analize biochimice la gametofitii si sporofitii celor doua specii studiate
(Athyrium filix-femina si Polypodium vulgare), ce au avut in vedere evidentierea
eventualelor modificari ale spectrelor izoenzimatice.
4. Stabilirea unui protocol experimental optim, pentru realizarea conservarii pe termen
lung prin criostocare.
5. Identificarea unei metode optime de sterilizare a sporilor proveniti de la speciile
periclitate Asplenium adulterinum si Osmunda regalis.

6. Analiza RAPD la Asplenium adulterinum, in vederea evaluirii stabilitatii genetice.

4.2. Materialul biologic utilizat

Acest  subcapitol cuprinde prezentarea pteridofitelor utilizate Tn experimente,
descrierea materialului biologic si a metodologiei de lucru.

Taxonii de pteridofite utilizati in experimente

Polypodium vulgare L., familia Polypodiaceae, Valea Valsanului

Asplenium trichomanes L. familia Aspleniaceae, Valea Valsanului

Athyrium filix-femina (L.) Roth, familia, Athyriaceae, Valea Valsanului

Asplenium scolopendrium L. familia Aspleniaceae, Valea Valsanului

Asplenium adulterinum Milde, familia Aspleniaceae, Muntii Tarcu, Caldarea Mataniei

Osmunda regalis L. familia Osmundaceae, Gradina Botanica Dimitrie Brandza din

Bucuresti

4.3. Metodologia de lucru
- cuprinde urmatoarele subcapitole:
4.3.1. Conservarea pe termen scurt si mediu, ce face referire la:
4.3.1.1. Tipurilor de explante utilizate pentru initierea culturii in vitro
- s-au folosit in paralel inocule reprezentate de fragmente de gametofiti precum si omogenat

obtinut prin mojararea acestora in conditii aseptice (Aldea si colab., 2016);
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pentru introducerea in cultura in vitro a speciilor Osmunda regalis si Asplenium adulterinum
materialul biologic a fost reprezentat de spori;
fragmente de frunze cu si fard spori, rizom, petiol, varfuri radiculare provenite de la sporofiti

in faza juvenila.

4.3.1.2. Sterilizarea materialului biologic
In functie de tipul de material biologic folosit pentru sterilizare s-a utilizat alcool etilic
70°, HgCl, 0.1% sau H,0, 30% (pentru spori).

4.3.1.3.Tipuri de medii de cultura folosite
S-au folosit variate medii de cultura MS (Murashige si Skoog, 1962), Knop (1865),
Knudson modificat (Berg si Bustamante, 1974), Gamborg (1968) suplimentate sau nu cu

diferite concentratii de fitohormoni in functie de specie si de scopul urmarit.

4.3.1.4. Initierea, proliferarea si regenerarea in vitro a speciilor utilizate de
pteridofite

4.3.1.4.1. Obtinerea de regeneranti folosind ca sursa de inocul omogenatul provenit
de la fragmente de gametofit in stadiul juvenil

Omogenatul a fost inoculat pe mediile MS (Murashige-Skoog, 1962), lipsit de
hormoni, lichid, in conditii de agitare continud (75 rotatii/min.) solid, si KD modificat
(Knudson, 1946), la o temperatura de 22-244+2°C, cu o fotoperioada de 16 ore lumina / 8 ore

intuneric §i o intensitate a luminii de 3000 lucsi.

4.3.1.4.2. Determinarea ratei de crestere a regenerantilor

Explante prelevate de la culturi de gametofit au fost inoculate pe trei variante de
mediu nutritiv (MS1/2, MS1/4 si mediul Knop), lipsite de hormoni, in scopul stabilirii ratei de
crestere si a determinarii conditiilor optime care sd stimuleze cresterea gametofitului si
diferentierea sporofitului.
Rata de crestere a fost calculata prin aplicarea urmatoarei formule:

Rata de crestere= (masa finald-masa initiald)/masa initiala
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4.3.1.4.3. Efectul unor factori fizici asupra regenerarii - lumina
In aceste experimente atentia a fost axati pe urmdirirea efectului regimului de

iluminare asupra culturii de gametofit omogenizat timp de 30 de zile pe mediu MS1/2 solid.

4.3.1.4.4. Efectul comporzitiei mediului de cultura asupra dezvoltarii si inraddacinarii
regenerantilor

In vederea dezvoltarii si inradacinarii sporofitilor obtinuti au fost realizate testiri pe
diferite variante ale mediilor bazale MS, Knudson modificat, aditionate sau nu cu fitohormoni
si apa agarizatd (8 g/l agar, pH 5.8) (tabel 1). Pentru fiecare varianta testatd s-au realizat 6

repetitii.

4.3.1.4.5. Efectul hormonilor din mediul de cultura asupra calusarii sau cresterii
sporofitului

Pornind de la contradictia unor studii conform cadrora hormonii prin adaugare in
mediile de cultura ar putea sau nu sa aiba influentd asupra calusarii sau cresterii sporofitului,
la speciile Asplenium adulterinum si Polypodium vulgare s-au adaugat in mediile de cultura
hormoni. Mediul de baza a fost (Gamborg, 1968) fara Fe si NH4NO3 +30g zahar, la care s-a
adaugat BAP (benzil-amino-purind) si 2,4 D (acid 2,4, diclor-fenoxiacetic).

4.3.1.4.6 Obtinerea de regeneranti folosind ca sursa de inocul fragmente de frunze cu

§i fara spori, rizom, petiol, varfuri radiculare provenite de la sporofiti in faza juvenila
Explantele au fost sterilizate si inoculate pe mediul MS % la hote cu flux de aer steril.
Cultura a fost mentinuta la o temperatura de 22-24+2°C, cu o fotoperioada de 16 ore lumina /

8 ore intuneric si o intensitate a luminii de 3000 lucsi.

4.3.1.4.7. Obtinerea gametofitilor folosind ca sursa de inocul sporii

Sporii recoltati de la speciile Osmunda regalis si Asplenium adulterinum au fost
sterilizati si inoculati pe mediul MS ‘.. Cultura a fost tinutd in camera de crestere la o
temperaturd de 22-244+2°C, cu o fotoperioada de 16 ore lumina / 8 ore intuneric si o intensitate

a luminii de 3000 lucsi.
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4.3.1.5.Conditii de cultura
Culturile au fost mentinute in camera de crestere la o temperatura de 22-24+2°C, cu 0

fotoperioada de 16 ore lumina / 8 ore Intuneric si o intensitate a luminii de 3000 lucsi.

4.3.1.6. Aclimatizarea regenerantilor obtinuti

S-a realizat pe patru variante de substrat, diferentiate de pH, de compozitie si
granulatie.
Cantitatea de substrat a fost identica in toate variantele experimentale ce s-au desfasurat in 6
repetitii. Reactivitatea fiecarei specii a fost evaluatd pe baza determinarilor biometrice

(morfometrice si gravimetrice).

4.3.2. Procedee de analiza biochimica a regenerantilor

Pentru a evidentia variabilitatea natural intraspecifica existenta atat in interiorul unei
populatii, cat si intre doua populatii situate la distantd semnificativd una de alta la speciile
Asplenium trichomanes si Asplenium scolopendrium, precum si diferentele dintre gametofitii
si sporofitii speciilor Asplenium trichomanes, Athyrium filix-femina si Polypodium vulgare, la
nivel biochimic s-a analizat spectrul izoenzimatic al peroxidazelor, esterazelor si fosfatazelor

alcaline, precum si o comparare a profilurilor proteomice.

4.3.2.1. Extractia proteinelor citosolice solubile s-a realizat prin mojararea
gametofitului Tn tampon fosfat 0,1 M, pH 7, la 4°C. Dupa centrifugare la 15.000 rpm, 10 min,

supernatantul a fost utilizat pentru dozarea activitatii enzimatice.

4.3.2.2 .Analize electroforetice - s-au utilizat geluri de poliacrilamida in sistem
discontinuu, cu un gel de migrare (10%) si un gel de concentrare (4%), iar ca tampon de
migrare Tris-glicina 0,05M, pH-8,3. Pentru separarea proteinelor totale s-a adaugat SDS.
Migrarea probelor s-a realizat la 20 mA, timp de 2h.

4.3.2.3. Evidentierea benzilor electroforetice - s-a folosit Coomassie Brilliant Blue
G250 n cazul proteinelor, pentru peroxidaze o solutie de developare ce contine benzidina,
acetat de Na, acid acetic si apa oxigenata, la esterase o si B-naftil acetat in tampon fosfat de K,

pH 8 si Fast Blue BB, iar la fosfataze alcaline tampon acetat, 0,1 M, pH 5, folosind ca substrat
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a si B-naftil fosfat de Na 0,05 M si colorant Fast Blue RR 0,1%, la care s-au adaugat cateva
picaturi de MgCl12 0,25 M si MnCI2 0,5 M.

4.3.2.4. Electroforeza bidimensionald - s-au folosit 500 de mg de material biologic
din fiecare proba mojarat in azot lichid.

Proteinele au fost izolate utilizdnd extractia pe baza de fenol (Hurkman & Tanaka,
1986) modificata. Dozarea proteinelor s-a realizat utilizand metoda Bradford (1976).
Migrarea proteinelor s-a facut pe gel de acrilamida 12,5% (v / v), iar pentru evidentierea

spoturilor s-a folosit Coomassie Brilliant Blue 250.

4.3.3. Analiza RAPD

Pentru realizarea analizei RAPD (Random Amplified Polymorfic DNA) au fost
utilizate 11 probe (10 — Asplenium adulterinum si 1- Asplenium trichomanes). Asplenium
adulterinum este un hibrid natural intre specia Asplenium trichomanes si Asplenium viride.

ADN-ul a fost extras pornind de la 0,5-1g / proba folosind metodologia de extractie a
ADN-ului .A fost utilizat un NanoDrop 2000 pentru a evalua concentratia si calitatea ADN-

ului.

4.3.4.Tehnica citometriei in flux
Gradul de ploidie al gametofitilor si sporofitilor speciilor Asplenium trichomanes,
Athyrium filix-femina si Polypodium vulgare a fost determinat folosind tampon Otto I+I1 si

florocrom DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindol).

4.3.5. Protocolul experimental utilizat pentru conservarea pe termen lung
(crioconservarea)

Materialul vegetal utilizat pentru experimentele de crioconservare este reprezentat de
fragmente de gametofit (Asplenium adulterinum, Polypodium vulgare) si sporofit (Athyrium

filix-femina) din cultura in vitro.

4.3.5.1. Protocolul experimental pentru conservarea pe termen lung a gametifitilor
la speciile Asplenium adulterinum si Polypodium vulgare
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4.3.5.1.1. Deshidratare cu solutie de zaharoza de concentratie crescatoare

Fragmentele de gametofit provenite de la speciile Asplenium adulterinum si
Polypodium vulgare au fost supuse unui pre-tratament cu concentratie crescatoare de
zaharoza. Tratamentul cu zaharoza s-a realizat la o temperatura de 25°C. Pre-tratamentul cu
zaharoza a fost urmat de un tratament cu solutie PVS2 timp de 30 de minute la temperatura
camerei. Solutia de PVS 2 a fost realizata dupa formula descrisa de (Sakai si colab., 1991) si
contine glicerina, etilenglicol, dimetilsulfoxid si sucroza in mediu de crestere MS (Murashige

si Skoog, 1962).

4.3.5.1.2. Deshidratare cu solutie de zaharoza de concentratie crescutd, urmatd de
imersie treptata in azot lichid. Fragmentele de gametofit au fost tratate ca in protocolul

anterior si au fost imersate treptat in azot lichid.

4.3.5.1.3. Deshidratare in aer steril. Materialul biologic (fragmente de gametofit) a
fost supus deshidratarii in aer steril timp de 2 ore. Au fost testate 2 variante a protocolului:

a - etapa de deshidratare a fost urmatd de un tratament cu solutie PVS2 timp de 30 de
minute, realizat la temperatura camerei.

b — fara tratament cu solutie PVS2.

In final, fragmentele de gametofit au fost imersate direct in azot lichid.

4.3.5.1.4. Tratament cu DMSO, in care explantele reprezentate de fragmente de
gametofit au fost tratate cu substante crioprotectoare dimetil-sulfoxid (DMSO) 5% in solutie
MS+30g/1 zaharoza la temperatura camerei pentru 30 minute. Ulterior au fost imersate direct

Tn azot lichid.

4.3.5.1.5. Tratament cu PVS2. Explantele au fost supuse tratamentului cu PVS2 in
solutie MS+30g/1 zaharozd la temperatura camerei pentru 30 minute, urmat de imersarea
direct in azot lichid.

Explantele au fost mentinute timp de 4 saptdmani in azot lichid.

Procesul de dezghetare a fost realizat pe baie de apd, la temperatura de 38°C pentru 1
minut. Toate explantele au fost transferate in vase Petri contindnd mediu nutritiv MS

agarizat cu 20g/l zaharoza pentru reluarea cresterii.
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Evaluarea viabilitatii fragmentelor de gametofit a fost analizatd dupd 4 saptdmani
utilizand 2 parametri:

. testul TTC

. reluarea cresterii si dezvoltarii gametofitilor

Testul TTC consta in tratarea explantele cu clorura de 2,3,5-trifenil-tetrazoliu 0,1%,
timp de 48 ore la temperatura camerei n intuneric.

Pentru reluarea cresterii s-a fost folosit varianta de mediu Murashige si Skoog cu

micro si macro minerale reduse la '2, cu 3% zaharoza, fara factori de crestere.

4.3.5.2. Protocolul experimental utilizat pentru conservarea pe termen lung a
sporofitului la specia Athyrium filix-femina.

La specia Athyrium filix-femina a fost evaluata viabilitatea sporofitului dupa un pre-
tratament cu doi crioprotectori, la concentratii diferite ( DMSO si glicerol), urmata de
congelare gradatd si imersare in azot lichid (-196°) C a explantelor. Tnainte de inceperea

tratamentului materialul biologic a fost tinut timp de o saptamana in vitro la 10°C.

CAPITOLUL 5. REZULTATE SI DISCUTII

5.1. Conservarea ex situ prin tehnici in vitro

5.1.1. Obtinerea de regeneranti folosind ca sursa de inocul omogenatul provenit
de la fragmente de gametofit in stadiul juvenil

Tehnica de omogenizare a gametofitului a Tnregistrat rezultate pozitive, fiind
consideratd o alternativa promititoare ce merita a fi optimizata, avand in vedere diferentierea
gametofitilor si sporofitilor dupa 3 saptamani de cultura (Fig.1).

Rezultatele experimentelor noastre au evidentiat raspunsuri morfogenetice diferentiate
in functie de specie. Cele mai reactive s-au dovedit a fi speciile Polypodium vulgare si
Athyrium filix-femina.

La Asplenium trichomanes, sporofitul s-a dezvoltat mult mai tarziu, dupa 7 luni pe
mediul MS solid, ceea ce dovedeste ca folosirea ca sursa de inocul a omogenatului
gametofitic nu reprezinta in general o variantd optima de propagare pentru aceasta specie, mai

ales in cazul mediului MS lichid.
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Fig.1.Sporofiti obtinuti prin omogenizarea gametofitilor. A. spori; B. gametofiti; C.
omogenat gametofitic; D. evidentierea formatiunilor sporofitice; E. sporofiti; F. Polypodium

vulgare (sporofiti); G. Asplenium trichomanes (sporofiti); H. Athyrium filix-femina (sporofiti).
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5.1.2. Determinarea ratei de crestere a regenerantilor

In cazul speciei Athyrium filix-femina, varianta MS Y% a stimulat cresterea
gametofitului comparativ. cu mediul Knop, in timp ce la Asplenium trichomanes si
Polypodium vulgare, valorile inregistrate sunt apropiate. Tn cazul mediului MS % efectele nu
au fost pozitive decat pentru specia Polypodium vulgare. intre cele trei tipuri de medii

nutritive, cele mai bune rezultate prezentand mediul MS % .

5.1.3. Efectul unor factori fizici asupra regeneririi - lumina

Tn experimentele privind efectele regimului de iluminare asupra culturii de gametofit
omogenizat s-a constatat ca, la speciile Athyrium filix-femina si Asplenium trichomanes,
proliferarea protalului gametofitului este stimulata de lumind, in timp ce la Polypodium

vulgare, cresterea gametofitului este redusa atat la intuneric, cat si la lumina.

5.1.4. Efectul mediului de culturd asupra dezvoltirii si inradacinarii
regenerantilor

In ceea ce priveste reactivitatea fiecdrei specii evaluati pe baza determinarilor
biometrice (morfometrice si gravimetrice), rezultate optime au fost obtinute in cazul speciei
Polypodium vulgare pe variantele de mediu MS1/2 cu 2mg/l AIB, MS1/2 cu 0.22 mg/I
kinetina + 1.8 mg/ | AIA, rizogeneza fiind mai accentuata pe mediile MS1/2 cu 2mg/l AIB si
apa agarizata (Tabelul 1).

La specia Athyrium filix-femina, balanta hormonald optima pentru dezvoltarea
regeneratilor s-a dovedit a fi cea corespunzatoare variantelor ce au continut MS1/2, MS1/2 cu

2mg/1 AIB s1t MS1/2 cu 0.22 mg/l kinetind + 1.8 mg/ 1 AIA.
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Tabel 1. Compozitia mediilor de cultura testate pentru
dezvoltarea si inradacinarea sporofitilor de la speciile
Asplenium trichomanes, Athyrium filix-femina, Polypodium vulgare

Mediu/
Supliment M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7
hormonal
Mediu bazal MS% | MSY% | MS¥% | MS % | Knudson | Knudson | H,O
AIB (mg/L) - 2 - - - - -
Kinetina

(mg/L) 0,22 1
AlA (mg/L) - - 1,8 - - - -

ANA (mg/L) | - - - 01 |- 1 -

Legenda:

MS1/2= Mediu bazal Murashige si Skoog, 1962, modificat prin reducerea sarurilor minerale la
jumatate;

Knudson — mediul de culturd Knudson modificat (Berg si Bustamante, 1974)

AIB - acidul indolilbutiric

AlA - acidul 3 indolilacetic

ANA — acidul 1-naftilacetic

5.1.5. Efectul hormonilor din mediul de culturd asupra calusirii sau cresterii
sporofitului
Evaluarea procentului supravietuire prin adaugarea de hormoni in mediul de cultura s-

a realizat la 1 luna si 2 luni. Nu au fost observate diferente de crestere ca suprafata sau volum

dupa 6, respectiv 4 luni ( Fig. 2).

»

Fig.2. Protale cordate cu diferentiere in zona bazala, de celule trichorizoidogene si de trihomi
unicelulari secretori in zona apicala

(Asplenium adulterinum, dupa 2 luni in vitro pe mediul cu hormoni, V3);(oc. 10x, 0b.4)
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5.1.6 Rezultatul experimentului de obtinere a regenerantilor folosind ca sursa de
inocul fragmente de frunze cu si fira spori, rizom, petiol, varfuri radiculare provenite
de la sporofiti in faza juvenila

In cazul utilizarii ca sursd de inocul a fragmentelor de frunze cu si fara spori, rizom,
petiol, varfuri radiculare provenite de la sporofiti in fazd juvenila din cultura ex vitro, a
speciilor Polypodium vulgare, Athyrium filix-femina si Asplenium trichomanes, dupa 30 zile
de incubare nu s-au inregistrat rezultate pozitive la nici una dintre specii. Insa, dupa 60 de zile
de culturd pe mediul solid MS ', la specia Polypodium vulgare s-a remarcat germinarea
sporilor existenti la nivelul fragmentelor foliare si diferentierea la nivelul gametofitului a unor
formatiuni filamentoase asemanatoare celor descrise de catre Campbell (1928) la Osmunda

claytoniana pentru ca in faze mai avansate sa se diferentieze culturi protaliene tipice.

5.1.7. Rezultatul experimentului de obtinere a gametofitilor folosind ca sursa de
inocul sporii La speciile Asplenium adulterinum si Osmunda regalis rezultatul initial al
inocularii in vitro a sporilor, a constat in obtinerea protalului dupa aproximativ 3 saptamanii
de la initierea culturii (Fig. 3). Rezultate pozitive au fost obtinute in cazul sporilor sterilizati
cu 3 % si 2,5 % Hy0, timp

7-10 minute.

Fig. 3. Introducerea in cultura in vitro a speciei Asplenium adulterinum
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5.2. Aclimatizarea regenerantilor la conditiile ex vitro

Tn urma aclimatizarii (Fig. 4) s-a observat ca sporofitii apartinand speciei Polypodium
vulgare se acomodeaza mult mai usor la conditiile ex Vvitro comparativ cu cei ce apartin
speciei Athyrium filix-femina. Acestia prezinta cerinte diferite de crestere si dezvoltare,

procentul de plante care au supravietuit fiind mai mic.

Fig. 4. Stadii succesive ale aclimatizarii speciilor

Athyrium filix-femina si Polypodium vulgare

5.3. Analizele biochimice vizidnd evidentierea variabilitatii intra si
interpopulationale si a stabilitatii somaclonale a regenerantilor

5.3.1. Evaluarea biochimica a variabilititii intra si interpopulationale la speciile
Polypodium vulgare si Asplenium scolopendrium

La specia Asplenium trichomanes spectrul izoenzimatic a evidentiat un grad mare de

polimorfism la esteraze.
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Tn cazul fosfatazelor alcaline, probele celei de-a doua populatii sunt relativ omogene.
Singura modificare prezenta este reprezentata de existenta unei izomorfe suplimentare la unul
din indivizi.

Analizele realizate la indivizii speciei Asplenium scolopendrium prezinta caracteristici
similare.

Tn concluzie, variabilitatea intra-populationald este mai mare la specia Asplenium
trichomanes reliefatd prin exprimarea, in principal, a izoesterazelor, in timp ce la specia
Asplenium scolopendrium am evidentiat o variabilitate inter-populationala indivizii din
aceeasi populatie fi relativ uniformi, ceea ce denota o inmultire preponderent vegetativa in

cadrul populatiei.

5.3.2. Evaluarea stabilititii somaclonale a regenerantilor obtinuti in vitro la
speciile Polypodium vulgare, Asplenium trichomanes si Athyrium filix-femina

La ambele specii, activitdtile enzimatice ale sporofitilor sunt mult mai intense
comparativ cu gametofitii aceleiasi specii. Acest fapt poate fi atribuit lipsei unei inalte
specializari a celulelor. Atat gametofitul cat si sporofitul sunt structuri independente, capabile
de fotosinteza, insa in ceea ce priveste morfologia sunt foarte diferiti.

Spectrul electroforetic al proteinei totale a evidentiat diferente intre gametofifii si
sporofitii aceleiasi specii.

S-a evidentiat o variabilitate somaclonald in cadrul gametofitilor spre deosebire de
sporofiti, ceea ce sugereaza o susceptibilitate mai mare a acestora la conditiile de cultura in

vitro.

5.4. Electroforeza bidimensionala

In cazul tuturor celor trei specii studiate, electroforeza bidimensionald a permis
separarea unui numar mare de proteine. Prin analizarea gelurilor s-a observat ca majoritatea
proteinelor detectate au avut masa moleculard cuprinsa intre 18,4-66,2 kDa, iar pH-urile

optime au fost intre 5 si 7 punctul izoelectric variind intre 3 si 10 (Fig. 5).
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Fig.5. Evidentierea spoturilor proteice la specia Asplenium trichomanes prin electroforeza

bidimensionala; E- gametofit; F- sporofit

5.5. Analiza moleculara a stabilitatii/variabilitatii genetice a regenerantilor
primari obtinuti in cultura in vitro

Avand in vedere cd nu poate fi identificatd cu precizie cauza variabilitatii genetice,
este necesara eliminarea indivizilor cu variabilitate din cultura in vitro sau mai multe analize.
Banca noastra de gene Asplenium adulterinum este testatad constant prin tehnici moleculare

pentru a identifica si elimina acei gametofiti care prezinta variabilitate genetica.
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5.6. Evidentierea gradului de ploidie prin tehnica citometriei in flux

Prin determinarea gradului de ploidie sa evidentiat la speciile Atyrium filix-femina si
Asplenium trichomanes gametofiti si sporofiti diploizi, iar la specia Polypodium vulgare
gametofit haploid si sporofit diploid (Fig. 6). Este posibil ca aceasta diploidie intdlnitd la
gametofiti speciilor Atyrium filix-femina si Asplenium trichomanes sa fie consecinta unei false

meioze.

Fig.6. Evidentierea gradului de ploidie
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5.7. Evaluarea viabilitatii materialul vegetal in conditiile crioconsevarii

Primul pas in evaluarea viabilitatii fragmentelor de gametofit, a fost testarea prin

metoda TTC (Tabel 2). Rezultatele au fost exprimate procentual.

Tabel 2. Viabilitatea fragmentelor de gametofit dupa diferitele pretratamente, evaluata

prin metoda TTC

Tratamente % viabilitate

Asplenium Polypodium
adulterinum vulgare

Martor 100 100

A. Deshidratare solutie sucroza 20 15

crescator imersie directa in LN

Al. Deshidratare solutie sucroza 40 30

crescator imersie treptata in LN

B1. deshidratare in flux de aer steril 40 50

PVS2

B2. deshidratare in flux de aer steril 47 85

C. Tratament cu DMSO 5% in solutie 0 0

MS+30g/l zaharoza

D. Tratament PVS2 in solutie 0 0

MS+30g/l zaharoza

Ca urmare a rezultatelor obtinute in urma testarii TTC, pentru urmatoarele

experimente au fost alese doar tratamentele de deshidratare in aer steril, urmata de imersia

directa in azot lichid.

Testarea viabilitdtii prin cultivarea gametofitilor pe mediu de regenerare a condus la

urmatoarele rezultate (Tabel 3). Rezultatele au fost inregistrate dupd patru saptdmani de

mentinere pe mediu.

Tabel 3. Procent viabilitate pe mediu

Tratamente % Viabilitate
2 saptamani 4 saptamani
Asplenium Polypodium | Asplenium Polypodium
adulterinum | vulgare adulterinum | vulgare
Martor 100 100 100 100
B1. Deshidratare 80 100 45 35.71
B2. 75 64.28 10 14.28
Deshidratare+PVS

In ceea ce priveste viabilitatea sporofitului de Athyrium filix-femina, dupa expunerea

in azot lichid ( -196° C), imaginile de microscopie au reliefat supravietuirea plantelor ( Fig. 7).
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Testul de viabilitate a confirmat capacitatea speciei de a se adapta la frig in conditii
experimentale, evitdnd formarea cristalelor de gheatd intracelular, factor cheie in

supravietuirea celulelor in procesul de crioconservare.

Fig. 7. Apex meristematic (sporofitul speciei Athyrium filix-femina): a) in lumina vizibila; b)
vizualizare prin filtre GFP; c) vizualizare prin filtre Rhodamina; d) vizualizare prin filtre
pentru DAPI
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CAPITOLUL 6
CONCLUZII

Principalele concluzii ale lucrarii sunt redate in continuare:

v

v

cercetarile efectuate au reliefat posibilitatea folosirii cu rezultate pozitive a tehnicilor
in vitro la specii de pteridofite de interes teoretic si biotehnologic;

potentialul sistemului experimental in vitro pentru acest grup de plante este diferentiat,
specie-specific, in functie de reactivitatea fiecarei specii in parte, dar si de conditiile de
cultura (tip de inocul, mediu nutritiv, factori fizici);

tehnica omogenizarii stimuleazd capacitatea de multiplicare a gametofitului si este
recomandabild pentru obtinerea unui numar mare de sporofiti indeosebi la speciile cu
ciclu de viata scurt;

in ceea ce priveste mediile de cultura folosite, rezultatele analizelor biometrice
comparative realizate la speciile: Asplenium trichomanes, Athyrium filix-femina si
Polypodium vulgare folosind mediile MS ¥ lichid si Knudson au relevat existenta
unei rate superioare de crestere in favoarea mediului de cultura MS %.;

starea fizici a mediului nutritiv exercitd un efect important. In cazul speciei
Polypodium vulgare, de exemplu, testarile efectuate pe variantele mediului MS % de
consistentd solida, respectiv lichida, au relevat o ratd de crestere superioara pe mediul
de cultura cu consistenta lichida;

electroforeza bidimensionald a permis o separare mult mai exacta a proteinelor la
speciile Asplenium trichomanes, Polypodium vulgare si Athyrium filix-femina,
comparativ cu electroforeza in gel de poliacrilamida;

analiza profilului proteomic arata clar diferente Intre sporofitii si gametofitii celor trei
Specii;

acest studiu prezintd o analizd preliminara a profilelor proteomice ce poate permite
detectarea unor posibile modificari la nivel molecular ce pot aparea in timpul
procesului de cultura in vitro, dar mai ales in cel de crioconservare in vederea stocarii
pe termen lung;

in ceea ce priveste viabilitatea gametofitilor speciilor Asplenium adulterinum si
Polypodium vulgare, experimentele ne-au permis sa ne orientim in alegerea unei
metode optime de stocare in vitro. In cazul sporofitului de Athyrium filix-femina, dupa

expunerea in azot lichid, imaginile de microscopie au reliefat supravietuirea plantelor.
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v’ experimentele au permis stabilirea unui sistem experimental facil pentru multiplicarea

in vitro a speciilor Asplenium trichomanes, Polypodium vulgare si Athyrium filix-
femina, ce ar putea fi adaptat si la alte specii de pteridofite de interes biotehnologic
si/conservativ. Sistemul experimental a permis de asemenea realizarea unei colectii de
germoplasma in vitro pentru speciile de pteridofite studiate.

in cazul analizei RAPD din studiul prezent, a fost demonstrat faptul ca exista un
procent de similaritate de 88,88% in randul gametofitilor de Asplenium adulterinum
obtinuti din spori dintr-o singurd ferigd mentinuta in aceleasi conditii fizice si chimice
timp de 8 ani. Aceastd variatie poate fi legatd de variatia somaclonald. Pentru o analiza
mai buna ar trebui efectuata o metilare suplimentara a ADN-ului.

prin incheierea ciclului de crestere inoculare-multiplicare-inradacinare-aclimatizare s-au
obtinut indivizi ce pot fi utilizati in studii ulterioare pornind pe trei directii: aplicatii
biotehnologice (extractie de metaboliti secundari de interes farmaceutic farmacologic),

repopularea habitatelor naturale, conservare pe termen lung prin crioconservare.
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