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Abstract: In this study I looked to the reactions of Sequoia plantlets under cultivated ,,in vitro”, on different culture medias,
laid in horizontal and vertical position, with and without growth regulators. This experiment has used apexes, the first under apical
node and the basal node, taken from an old Sequoia ,,in vitro” culture, as biological material. The experiment, which lasted for 90
days, has brought forth the following conclusion: the most efficient culture medium, from the four different tested variants, seems
to be V1. In this medium the auxin had a huge effect on the callus development and the start of branching process of these
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plantlets. Also, the horizontal laid explants developed at a faster rate than the vertical ones.
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Introducere

,,.Lemn rosu” este un arbore considerat ca fiind cel
mai inalt din lume. Sequoia sempervirens atinge o
indltime medie de 60 metri, iar cei cu diametrul intre 3,6
si 4,8 metri ating Inaltimi considerabile, recordul fiind
stabilit in 1956 de catre un arbore de 110,61 metri. Sunt
copaci longevivi si ating maturitatea pe la varsta de 400-
500 de ani, cel mai batran gasit avand 2200 de ani
(Fowells 1965). Cele mai multe paduri sunt culturi
tinere, provenite din lastari (232 000 ha). (Lindquist
1974 citat in Trees 11, Edited by Y.P.S.Bajaj)

Prin culturi de tesuturi, in sens larg, se intelege
cresterea pe medii artificiale, ,,in vitro” (in conditii
aseptice), a organelor, tesuturilor, celulelor sau a
protoplastilor, izolati fiind din specii cormofite (Thorpe
1981) in cazul Sequoia sp., pornindu-se de la culturi
tinere sau de la lastari proveniti de la baza trunchiului,
s-au obtinut rezultate bune, dar adeseori cresterea
fragmentelor sectionate ramane plagiotropa timp de 1-2
ani, insa unele tehnici, cum ar fi retezarea ramurilor, pot
accelera restaurarea cresterii ortotrope (Libby si
McCutchan, 1978 citat in Trees II, Edited by
Y.P.S.Bajaj).

Pe de altd parte, singurul raport de hibridare intre
Sequoia sempervirens $i Sequoia giganteum, prin
incrucisare sexuatd, precum si dificultatea reproducerii
acestuia, pot fi ocolite prin aplicarea metodei hibridarii
somatice in vederea credrii de noi hibrizi. in final, daca
este posibil, embriogeneza somatica poate sd rezolve
cele mai multe probleme legate de maturare, asociate
propagarii vegetative (Libby 1982 citat in Trees II,
Edited by Y.P.S.Bajaj). Exista, totusi, un factor limitant
in folosirea acestor tehnici promititoare. Noile plante
trebuie sa supravietuiascad si sd trdiascd mai multe
decenii in conditiille de mediu nesigure ale padurii.
Procentajul variatiilor genetice care se obtine uneori

prin utilizarea metodelor ,,in vitro” trebuie sa fie foarte
limitat si monitorizat devreme, dacd se aplica metoda
clonarii (Libby 1982 citat in Trees II, Edited by
Y.P.S.Bajaj). Studiile ,,in vitro” asupra copacilor au
inceput in anul 1950 cu tesut cambial, urmat apoi de alte
organe. Sequoia sempervirens este unul din cele mai
studiate specii de conifere, care dd o reactie foarte buna
in ceea ce priveste vitrocultura (Franclet 1977, 1981
citat in Trees II, Edited by Y.P.S.Bajaj).

Explantul este o unitate vie, detindtoare de
informatie genetica, informatie preluatd de la planta
mama. Metabolismul celulelor inoculate ,,in vitro” si
zestrea ereditard a lor pot fi manipulate in limitele
conservarii nealteratd a totipotentei celulelor (Cachita
1987). In cazul ciclului vegetativ al plantei, procesele
biochimice din plantd contribuie la reglarea functiilor
fiziologice. Echilibrarea proceselor biochimice se
stabileste prin interactiunea dintre organele plantei pe de
o parte, si interactiunea dintre organismele vegetale si
mediul de dezvoltare pe de altd parte. (Wang 1980)
Astfel, intervin substantele stimulatoare (auxine,
citochinine, gibereline) si cele inhibitoare (acid ascorbic
si etilend), acestea din urma sunt foarte rar utilizate in
culturile ,,in vitro”. Mecanismele fiziologice sunt
controlate de existenta echilibratd a acestor substante
care se afla intr-o permanenta evolutie. Este logic ca
explantul prelevat si cultivat ,,in vitro” sa se
caracterizeze printr-un anumit echilibru biochimic,
echilibru care depinde de varsta plantei donatoare de
explante, de stadiul fiziologic de dezvoltare al plantei
mama, de organul de la care a fost facuta prelevarea si
nu in ultimul rdnd, de structura si dimensiunile
explantului (Raicu si colab. 1986). De reguld, cu cat
nivelul de organizare al inoculilor este mai simplu, cu
atat necesitatile nutritionale si cele privind conditiile de
cultura sunt mai pretentioase, iar substratul nutritiv
trebuie sd fie mai complex si sd contind o gama mai
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larga de substante organice (Cachitd 1984). Mentinerea
culturii ,,in vitro” pe perioade indelungate de timp
prezinta dezavantajul aparitiei unor modificari
fiziologice sau mutatii genetice, in astfel de situatii fiind
necesara aplicarea unor metode specifice de conservare
,invitro” (A. Halmagyi si colab. 1999).

Interesul pe care 1-a starnit acest arbore ca ,,fosila
vie”, ne-a determinat sa cercetdim reactiile unei
vitroculturi de sequoia sp. la diferiti regulatori de
crestere si sd studiem posibilitatea micropropagarii
acestei specii ,, in vitro”.

Material si Metoda

In experiment au fost utilizati, ca material biologic,
minibutasi, constand din apexuri, primul nod subapical si nodul
bazal, caulinare, prelevati de la vitroplantule de Sequoia sp, avand
atasate, la noduri, frunzulitele aferente. Frunzulitele acestora la
subcultivare au fost scurtate la jumatate, si s-au fragmentat
minibutasi de 1 cm fiecare.

Mediul de culturd a constat din: macroelemente — 100 mg/I,
CaCI2 — 1mg/l, microelemente — 1mg/l, FeEDTA, Murashige-
Skoog (1962) — 5mg/l, amestec mineral la care au fost adaugate
vitaminele: piridoxina HCI, tiamina HCI si acid nicotinic (cate 1
mg/l, fiecare), mezo — inozitol - 100 mg/l, 30 g/ zahar si agar - 7
g/l,pH=15,7.

Cu acest mediu de baza (MB) s-au constituit urmatoarele
variante, de combinatii cu hormoni:

* -V0, VO’ — MB martor, mediu lipsit de regulatori de
crestere

* -VI1,V1’-—MB cu |l mg/l ANA (acid alfa naftilacetic)

*  -V2,V2’—MB cu 2 mg/l BA (benziladenind)

e -V3,V3’—MB 1 mg/l 2,4-D (acid diclorfenoxiacetic)

Sterilizarea mediilor de culturd, portionate fiind in
recipiente de 8 x 3 cm, s-a facut prin autoclavare la 120°C, timp
de 30 minute (Cachita si colab. 2004). Dupa ricirea acestora (in
incinta camerei sterile), s-a procedat la inoculare, cite o sdmanta
per recipient de cultura.
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Rezultate si Discutii

La 14 zile de la inoculare, s-a putut constata
deosebita capacitate regenerativa si de organogeneza a
minibutasilor cultivati pe mediile de culturd, potrivit
variantelor Vi, V’; (MB cu 1 mg/l ANA) si V3 (MB 1
mg/l 2,4-D), aici observandu-se formari de calus, atat la
cele agezate orizontal cat si la cele pozitionate vertical
in mediul de cultura.

La 30 de zilei de la inoculare, vitroplantulele
inoculate pe variantele de culturda V1, V’1 (MB cu 1
mg/l ANA), au generat calusi vitrificati, de dimensiuni
mari, care, la inoculii inoculati in pozitie orizontald,
acopera toatd vitroplantula de jur imprejur, observandu-
se si nenumadrate ramificatii la baza acestora (Figura 1).

La 60 zile de la inoculare, numarul de tulpinite la
nivelul vitroplantulelor de Sequoia sp. in pozitie
orizontala a prezentat valori egale cu martorul adica
100% la varianta Vi, (mediu lipsit de regulatori de
crestere) si V; (MB 1 mg/l 2,4-D), respectiv la celelalte
variante s-au remarcat deficite de 20% fata de lotul
martor. Lungimea medie a tulpinitelor a atins valori
maxime, astfel vitroplantulele de pe varianta Vo (mediu
lipsit de regulatori de crestere) tulpinitele atingand 1,1-
1,8cm reprezentdnd un spor de 174%, la varianta V,
(MB cu 2 mg/l BA) cu tulpinite de 1,2—2,5cm cu un
spor de 98%, respectiv la varianta V'; (MB cu 1 mg/l
ANA) cu tulpinite de 1,8-5,5cm cu un spor de 76%,
respectiv la varianta V; (MB 1 mg/l ANA) tulpinite de
1,3-2cm cu un spor de 42% fata de lotul martor unde
vitroplantulele au atins lungimi de 0,6 -1,8cm (Figura
2).
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La 90 zile de la inoculare, numdarul de tulpinite la
nivelul vitroplantulelor de Sequoia sp. in pozitie
orizontala a prezentat valori egale cu martorul adica
100% la varianta Vi, (mediu lipsit de regulatori de
crestere) si V3 (MB 1 mg/l 2,4-D), respectiv la celelalte
variante s-au remarcat deficite de 20% fatd de lotul
martor. Lungimea medie a tulpinitelor a atins valori
maxime, astfel vitroplantulele de pe varianta V, (mediu
lipsit de regulatori de crestere) tulpinitele atingand 2-

4,4cm reprezentand un spor de 224%, la varianta V'
(MB cu 1 mg/l ANA) cu tulpinite de 3-6,8cm cu un spor
de 412%, respectiv la varianta V'; (MB 1 mg/l 2,4-D)
tulpinite de 1-3,9cm cu un spor de 118% fata de lotul
martor unde vitroplantulele au atins lungimi de 2,1-
3,5cm (Figura 3).

Nu s-au manifestat formari de radacinite pe nici o
varianta experimentala.
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Concluzii

La nivelul explantelor cultivate pe varianta de
mediu V1, V’1 (MB cu 1 mg/l ANA), calusogeneza a
fost observatd chiar din primele 4 saptamdni de la
initierea vitroculturilor, inoculii fiind de culoare verde.

in scopul initierii vitroculturilor si a obtinerii de
vitroplantule de Sequoia sp., cel mai indicat mediu
pentru obtinere de ramificatii si mugurasi, s-a dovedit a
fi mediul de bazd Murashige-Skoog (1962), cu un
adaos de 2mg/l BA (V2, V’2).

in vederea inducerii calusogenezei, a fost
utilizarea mediului de baza MS (Murashige-Skoog
1962), cu un adaos de Img/l BA (V2, V’2), calusul
respectiv fiind potrivit si pentru obtinerea de culturi de
celule, calus care a fost viabil timp de 28 de saptamani
de la initierea culturilor.

Cel mai eficient mediu de cultura, din cele 4
variante de medii testate, s-a dovedit a fi cel potrivit
variantelor V1, V’1 (MB cu 1 mg/l ANA), mediu in
care auxina a avut un efect enorm de formare a
calusilor si pornind procesul de ramificare a acestor
vitroplantule.
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