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SCOPUL SI OBIECTIVELE CERCETARII

Actualitatea si importanta cercetarilor. Conditiile climaterice si fertilitatea solului
favorabile din Republica Moldova (R. Moldova) ofera posibilitate agricultorilor sa cultive diverse
specii si soiuri agricole de o valoare Tnalta. Calitatea fructelor, legumelor si a pomusoarelor
autohtone, au fost intotdeauna apreciate atat in tard, cat si peste hotarele ei. In ultimii ani s-a
observat o tendintd de plantare a culturilor bacifere, dar si de promovare a consumului de
pomusoare [2, 27]. Extinderea diversitatii culturilor bacifere poate fi realizata prin introducerea de
noi soiuri de arbusti fructiferi, unul din care este Lycium barbarum L. (goji) — aliment functional
bogat in antioxidanti, vitamine si substante minerale importante [1, 25]. Actualmente, desi intens
studiata sub aspect alimentar gi terapeutic a fructelor, aceasta specie este insuficient studiata din
punct de vedere a dezvoltarii morfobiologice si strucurale a plantei. Metodele conventionale de
inmultire a acestei culturi (soiuri productive) nu sunt suficient de efective [28], astfel apare
necesitatea introducerii unor metode noi, moderne ce ar facilita si eficientiza acest proces.
Majorarea randamentului de obtinere a materialului saditor, va fi posibil prin realizarea
obiectivelor ce tin de introducerea in cultura in vitro a speciei luate in studiu, fiind obtinute un
numar mare de exemplare sanatoase, genetic omogene de calitate superioara, intr-un timp relativ
scurt [3, 9].

Lycium barbarum L. fiind o specie relativ noud, nu a beneficiat de studiul comportamentului
sau in cultura. Introducerea in cultura a acestei specii, este oportuna, fructele proaspete ale acestui
arbust fiind o aditie valoroasa la alimentatia omului modern, sdracd in alimente cu o calitate
biologica inalti. In R. Moldova aceste fructe sunt crescute de 26 de fermieri, iar suprafata
terenurilor plantate cu acesti arbusti creste anual [29]. Este cunoscut faptul ca ramura de producere
a baciferelor in R. Moldova se afla la o etapa incipienta de dezvoltare, organizatiile ,,Pomusoarele
Moldovei”, ,,Agricultura performanti in R. Moldova” si ,Imbunititirea productivititii in
cultivarea arbustilor fructiferi si a capsunului” contribuie la dezvoltarea acestui sub-sector [16].

Dezvoltarea sectorului de pomusoare in R. Moldova genereaza o cerere mare a materialului
saditor, calitatea caruia influenteaza si productivitatea plantelor. Pentru dezvoltarea si sustinerea
pepinierelor de arbusti fructiferi, care comercializeazd material saditor de soiuri valoroase de
calitate, un remediu ar fi multiplicarea plantelor utilizand diverse metode moderne, in special
cultura in vitro, care asigura obtinerea plantelor sanatoase, rezistente la boli cu o crestere mai

rapidd decat cele obtinute prin metode de iInmultire conventionale.



Cercetarile corelative de micropropagare, fenologice, biochimice si anatomice expuse in
acesta lucrare pot servi ca suport metodologic in dezvoltarea industriei agro-alimentare,
farmaceutice si cosmetice bazate pe materia prima autohtona.

Scopul lucrarii consta in elaborarea tehnologiei de multiplicare in vitro a speciei Lycium
barbarum L., evidentierea particularitatilor biomorfologice si estimarea biochimica comparativa
ale speciei spontane si soiurilor cultivate in conditiile pedoclimatice ale R. Moldova.

In conformitate cu scopul propus au fost desemnate urmitoarele obiective:

identificarea, mobilizarea soiurilor de goji si evidentierea explantelor adecvate pentru initierea
culturilor in vitro;
= selectarea mediilor nutritive, optime pentru fiecare etapa de microclonare;
» analiza biologiei dezvoltarii plantelor obtinute, in conditiile in vitro, ex vitro si in teren
experimental;
» studiul anatomic si evaluarea biochimica comparativa a continutului de flavonozide, taninuri,
si acid ascorbic la plantele de L. barbarum L. din flora spontana si soiurile de goji cultivat;
= elaborarea tehnologiei de micropropagare si descrierea protocolului de obtinerea unui
coeficient inalt de inmultire la soiurile goji si extinderea genofondului de arbusti fructiferi din
cadrul Gradinii Botanice Nationale (Institut) ,,Alexandru Ciubotaru”, (inifierea colectiei).

Noutatea si originalitatea stiintificad. Pentru prima data in R. Moldova s-a realizat
inmultirea plantelor de goji prin tehnici si metode de micropropagare eficiente pentru producerea
de material saditor robust necontaminat si genetic uniform. S-au optimizat microtehnicile de
cultivare in vitro ale organogenezei si calusogenezei la soiuri de goji de perspectiva. S-a efectuat
studiul biologic complex la soiurile de goji, (morfologic, anatomic, biochimic) comparativ cu
specia din flora spontana autohtona in conditiile pedoclimatice ale R. Moldova.

Semnificatia teoretici. Rezultatele cercetarilor biotehnologice imbogétesc informatia
stiintifica, privind studiile de microclonare si micropropagare a plantelor de goji, bazata pe
principiul totipotentei celulare in culturile in vitro pentru regenerarea vitroplantulelor. De
asemenea, acest studiu vizeaza particularitatile biologice de crestere si dezvoltare ale plantelor in
baza aspectelor, fenologice, biometrice, anatomice si biochimice in conditiile pedoclimatice pe
teritoriul R. Moldova, date care ar contribui la instruirea corespunzatoare a agricultorilor cu privire
la folosirea soiurilor rezistente la seceta si de calitate inalta.

Valoarea aplicativa a lucrarii. Ca rezultat al cercetarilor stiintifice a fost elaborat si descris
detaliat protocolul de obtinere a materialului saditor sandtos si omogen la soiuri de goji pentru
R. Moldova. Rezultatele cercetarilor sunt utilizate in Laboratorul de Embriologie si Biotehnologie

al GBNI. Materialul saditor obtinut a servit ca sursa pentru a initia crearea colectiei din 5 soiuri de



goji in GBNI: >Amber Sweet’,’Erma’, Ning Xia N1°, "New Big’, si ’Licurici’ — soi ameliorat de
catre cercetatorii stiintifici ai Laboratorului de Embriologie si Biotehnologie al GBNI, (in prezent
soiul se afla la comisia de testare CSTSP ). Plantele de goji multiplicate in vitro pot servi in calitate
de material saditor pentru infiintarea plantatiilor moderne de goji pe arii extinse in R. Moldova.
Rezultatele studiului pot fi incluse in procesul didactic la specialitatile: Botanicd, Ecologie,
Farmacie si in institutiile de invatdmant cu profil agricol.

Implementarea rezultatelor stiintifice. In baza cercetirilor stiintifice efectuate au fost
implementate metodele de multiplicare in vitro a speciei L. barbarum L. aplicate in contracte
economice realizate in Laboratorul de Embriologie si Biotehnologie. Rezultatele studiilor obtinute
fenologice si biochimice vor Imbogati spectrul sectorului de pomusoare existente in R. Moldova.
Totodata, acestea reprezinta material stiintifico-didactic pentru cursurile: Botanica aplicata,
Botanica farmaceuticda, Chimie biologica si in institutiile de invatamant cu profil biologic si
agricol, precum si realizarea de contracte cu beneficiari particulari, gospodarii taranesti si amatori
interesati de cultivarea soiurilor de goji.

Publicatiile la tema tezei. Rezultatele obtinute sunt reflectate in 21 lucrari stiintifice: 3
articole in reviste nationale recenzate (dintre care 2 fara coautori), 9 articole in culegeri stiintifice
nationale (dintre care 1 peste hotare), 7 comunicari in cadrul unor manifestari stiintifice nationale
si internationale, 1 cerere de brevet pentru soi de planta.

CUVINTE CHEIE
Lycium barbarum L., cultura in vitro, microclonare/micropropagare, calusogeneza, rizogeneza,

aclimatizare, soiuri de goji, fenologie, anatomie, biochimie.
METODOLOGIA CERCETARILOR STIINTIFICE

Studiul stiintific si metodologia cercetarii, care insumeaza un numar impunator de metode
si tehnici, selectate in cadrul acestui studiu a permis realizarea obiectivelor propuse. Analiza
complexa, privind multiplicarea microclonala la specia L. barbarum L., cresterea si dezvoltarea
plantei in vitro si ex vitro a fost realizat cu aplicarea metodelor de micropropagare a plantelor si
tehnici de preparare a mediilor de cultura. Investigatiile privind procesele biologice de crestere si
dezvoltare ale plantelor in conditiile climaterice a R. Moldova s-au realizat utilizind metode
morfologice, anatomice si biochimice. Cercetarile prezentate au fost realizate in cadrul proiectului
institutional 15.817.02.26A (2015 — 2019) ,,Fundamentarea stiintifica privind elaborarea
tehnologiilor de inmultire in vitro a speciilor valoroase de interes economic pentru R. Moldova”,
cu continuarea investigatiilor in proiectul din cadrul Programei de Stat 2020 — 2023
(20.80009.7007.19) ,,Introducerea si elaborarea tehnologiilor de cultivare conventionale si

microclonale a speciilor de plante lemnoase noi”.



SINTEZA CAPITOLELOR

in Introducere se abordeazi actualitatea si importanta problemei; determinate scopul si
obiectivele tezei, descrisa noutatea stiintificd a rezultatelor obtinute, importanta teoretica si

valoarea aplicativa a lucrarii, aprobarea rezultatelor si sumarul compartimentelor tezei.

1. STAREA STUDIULUI ACTUAL PRIVIND DEZVOLTAREA SI MULTIPLICAREA
IN VITRO A SPECIEI LYCIUM BARBARUM L.

Capitolul cuprinde o analiza a celor mai recente date din literatura de specialitate, privind
valoarea speciei in aspect biochimic, taxonomic, originea si aria geograficd de raspandire si
cultivare a speciei L. barbarum L. Tot aici sunt descrise tehnologiile de inmultire in vitro
recunoscute in lume, indeosebi la arbustii fructiferi. In cadrul capitolului, o atentie deosebita a fost
acordata studiului referitor la exigentele culturii fatd de factorii pedoclimatici si corespunderea
cadrului natural din tara noastra (cerintele fata de sol, conditiile de temperatura si cantitatea de
precipitatii, cerintele fatd de lumind si caracteristicile ecologice) ce va contribui la instruirea
corespunzitoare a horticultorilor, cu privire la adaptarea caracteristicilor agro-pedo-climatice ale
R. Moldova.

2. OBIECTUL DE STUDIU SI METODELE DE CERCETARE

Activitatile experimentale realizate in scopul de elaborare a tehnologiei eficiente de
micropropagare la speciei L. barbarum L. pentru producerea de material saditor si estimarea
particularitatilor morfologice si biochimice a speciei spontane si soiurilor cultivate au fost realizate
in Laboratorul Embriologie si Biotehnologie al Gradinii Botanice Nationale (Institut) ”Alexandru
Ciubotaru”. Investigatiile prin metode biochimice au fost realizate in Laboratoarele
Farmacognozie si Botanica farmaceutica a Universitatii de Stat de Medicina si Farmacie “Nicolae
Testemitanu” si Biochimia plantelor, Institutul de Genetica, Fiziologie si Protectia Plantelor, in
decursul anilor 2016 — 2019.

Materialul de studiu. in calitate de material biologic au servit soiurile de goji: *Ning Xia
N1’, ’Erma’, "New Big’, ’Amber Sweet’, ’Licurici’ si specia L. barbarum L. (catina de gard) din
flora spontand a R. Moldova.

Metode de cercetare. Cercetarile de multiplicare in vitro, au fost elaborate prin procedee de
sterilizare a veselei, mediilor de cultura si materialului vegetal, pregatirea si testarea mediilor de
cultura, mentinerea culturii de L. barbarum L. in conditii in vitro si transferul vitroplantulelor din
conditiile in vitro in ex vitro. Analiza adaptarii soiurilor la conditiile pedoclimaterice ale tarii, s-a

efectuat prin examinari: fenologice/biometrice cu privire la cresterea: indaltimea plantelor, numdarul



de ramuri pe plantd, lungimea ramurilor pe planta si numarul de frunze pe planta, studiul
fitochimic si anatomic a soiurilor cultivate Ning Xia N1°, ’Erma’ si ’Licurici’ comparativ cu
frunzele si fructele plantelor din flora spontana [4, 10, 14].

Prelucrarea si interpretarea statistica a datelor S-a realizat prin teste de semnificatie
statisticA (ANOVA, Bonferroni, testul Duncan) ce permit prezentarea si interpretarea clard a

rezultatelor statistice de prelucrarea datelor.

3. MICROPROPAGAREA SI DEZVOLTAREA IN VITRO A SOIURILOR DE GOJI

Cunoasterea tehnicilor de micropropagare a plantelor horticole, exploreaza un domeniu de
avangarda al horticulturii si agriculturii ce este primordial in obtinerea unui material saditor cu
inalta valoare biologica ce raspunde unor criterii importante. Principalele avantaje sunt: rata de
multiplicare imensa, uniformitate genetica, calitate, fiind totodatd si o metoda de eliberare de
agenti patogeni a materialului siditor. In acest sens s-a urmarit elaborarea tehnologiei optimizate
de multiplicare in vitro bazate pe metode simple, accesibile, eficiente, utilizate in prezent pe scara
larga in domeniul micropropagarii, respectiv minibutasirea in vitro [13].

Primul obiectiv de obtinere a unei eficiente sporite de material saditor de micropropagare a
soiurilor de goji: ’Ning Xia N1’, ’Erma’, ’New Big’, ’Amber Sweet’ si ’Licurici’, a fost stabilirea
mediilor de baza si a diverselor combinatii a regulatorilor de crestere in cultura in vitro pentru
etapele de: initiere, multiplicare si rizogeneza in vitro, utilizand mediile nutritive de baza cu
balanta hormonala de citochinine, auxine si mai putin gibereline. S-au studiat medii pentru
inducerea morfogenezei si calusogenezei la soiurile de goji, fructele cérora au valoare nutritionala
pentru consumatori si importantd economicd pentru producatori si tara.

3.1. Initierea si stabilizarea culturilor in vitro a arbustului goji

Faza de initiere si stabilizare a culturilor in vitro presupune, sterilizarea materialului
biologic, izolarea explantelor si inocularea acestora pe un mediu de initiere. Materialul biologic a
fost prelevat de la plante-donor, din colectia GBNI.

Prelevarea explantului. Explantele au fost prelevate de la plantele tinere. Pentru obtinerea
unor plantule viguroase in cultura in vitro, o conditie esentiala este dirijata de: alegerea buna a
explantului ce se caracterizeaza printr-un echilibru biochimic dependent de varsta plantei donor,
de stadiul fiziologic al acesteia, de organul la al carui nivel a fost efectuatd prelevarea precum
structura si dimensiunile explantului prelevat [3]. In calitate de explante au fost testate: meristeme
apicale cu primordii foliare, meristeme apicale, fragmente de lastar, fragmente de limb foliar si

fragmente de radacini.



Asepsizarea materialului biologic. Eficientizarea asepsizarii materialului biologic s-a
realizat prin testarea agentilor sterilizanti precum: hipocloritul de natriu, hipocloritul de calciu,
alcoolul etilic, clorura mercurica. Cea mai mare pondere s-a dovedit a fi clorura mercurica cu o
rata de viabilitate a plantulelor 85%. Utilizarea clorurii de mercur (0,01%) in calitate de reagent
aseptic, timp de expunere de 7 minute, pentru meristeme apicale si meristeme apicale cu primordii
foliare, succedata de clatiri cu apa autoclavata si solutie de 3% de peroxid de hidrogen (H202),
pentru soiurile cercetate. In acelasi timp, ceilalti agenti sterilizanti s-au dovedit a fi
necorespunzatori intrucat au aparut infectii de origine micotica si bacteriana.

Mediul de culturd. S-au testat doud variante a mediului nutritiv cum ar fi: MS (Murashige-
Skoog) si B5 (Gamborg) suplinit cu regulatorul de crestere BAP in concentratie de 0,1 mg/1 si 0,2
mg/l: V1 — MS modificat, lipsit de regulatori; V2 — B5 modificat, lipsit de reglatori de crestere;
V3 - MS+BAP (0,1 mg/l); V4 — MS+BAP (0,2 mg/l; V5 — B5+BAP (0,1 mg/l); V6 — B5 BAP (0,2
mg/l) (Figura 3.1).
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Fig. 3.1. Influenta mediului V4 asupra procesului de initiere in vitro

Nota: V4 — Murashige-Skoog suplinit cu citochina BAP 0,2 mg/I

Datorita fenomenelor evidente de vitrificare si aparitia culorii violete la nivelul frunzelor si
tulpinelor plantulelor, mediile MS si BS au fost modificate concentratiile de inozitol 50 mg/I.
Astfel, la soiul "Ning Xia N1°, rata medie de initiere calculata la sfarsitul celor 30 zile a indicat
obtinerea unui numar de 14 plantule initiate din meristeme apicale si 13 plantule din meristeme cu
primordii foliare. La soiul ’Erma’ si soiul ’Amber Sweet’, prin utilizarea aceluiasi mediu de cultura
a fost obtinut un numar de 16 plantule initiate din meristeme apicale si 10 plantule din meristeme
cu primordii foliare. Soiurile "New Big’ si ’Licurici’ acelasi mediu de cultura a fost obtinut un
numar maxim de 17 plantule initiate per final.

Concluzionand asupra rezultatelor de mai sus, putem afirma ca exista o stransa corelatie intre
mediul de culturd si aportul regulatorilor de crestere in procesul de initiere a culturii in vitro,

influentate intr-o masura mai mica de organele donatoare. Astfel, in dependenta de scopul propus



au fost utilizate urmatoarele medii: medii pentru microclonare (proliferarea lastarilor) si
micropropagare plantulelor; medii pentru rizogeneza plantulelor (Tabelul 3.1).

Tabelul 3.1. Combinatiile si concentratiile regulatorilor de crestere utilizati, pentru
inducerea microclonirii, stimulirii alungirii si rizogenezei la soiurile de goji

Variante medii

MS 100% Microclonare Stimularea alungirii lastarului si
rizogenezei

Fitohormoni
(mg/1)

Citochinine, mg/l: 0,5 0,7 - - 02 02 0.2 - - - - -
BAP
KIN
Auxine, mg/l: - - - - 0,2 - - - 0,2 0,5 - -
AIB
AlA - - - - - 0,2 - 02 05 - - - -
ANA - - - - - - 0,2 - - - - 0,2 0,5
Giberiline,mg/I: - - - - 01 01 01 - - - - - -
GA;
Nota: MS — mediul Murashige&Skoog, (1962); BAP — benzil aminopurind; Kin — kinetind; ANA — acid alfa-naftil
acetic; IBA — acid indolil butiric; AIA — acid idolil acetic; GAs — acid giberelic

M1 M2 M3 M4 M5 M8 M9 M10 M1l Mi12 M13

3.2. Actiunea citochininelor asupra ratei de multiplicare la soiurile de goji

Multiplicarea la scara comerciala a unui numar mare de specii de plante prin tehnici de
cultura in vitro reprezinta una dintre aplicatiile de succes ale acestei tehnologii, practicata in
numeroase laboratoare si apreciatd pe piata globald ca o industrie extrem de profitabila.
Influenta compozitiei mediului de cultura asupra ratei de multiplicare constituie o etapa
deosebit de importanta in fluxul tehnologic in vitro [7]. Faza de multiplicare se realizeaza pe
mai multe subculturi cu o durata de 3 — 4 saptamani. Astfel, urmatorul aspect principal este
consacrat cresterii ratei de multiplicare in conditiile mentinerii stabilitatii genetice a
materialului biologic

Influenta citochininelor asupra ratei de multiplicare in vitro, servesc la mentinerea
viabilitatii celulelor, sustinand capacitatea de supravetuire a explantelor inoculate, favorizand
formarea si cresterea lastarilor. Prin urmare s-a realizat, marirea cantitatii de citochinine din
mediu pentru dezvoltarea mugurilor laterali, adventivi si proliferarea rapida din ei a lastarilor.
Pentru testarea raspunsului la prezenta citochininelor in mediul de cultura, au fost utilizati
fitoregulatorii BAP si KIN, care conform literaturii de specialitate [35] prezinta interes, gratie
actiunii sale extrem de efective asupra cresterii si dezvoltarii explantelor de goji in cultura in vitro.
Astfel, au fost testate patru variante de medii nutritive cu concentratii: (0,5 mg/l; 0,7 mg/l) de
fiecare citochinind. Rezultatele privind influenta mediului de bazd asupra numadarului de lastari

obtinuti dupa 20 si 35 de zile, relevant in acest sens fiind diferenta de la 2 lastari pana la 8 lastari
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formati per explant initial calculata intre variantele experimentale definite de mediul MS, respectiv
cu concentratii de (0,5 mg/l; 0,7 mg/l) de citochininele BAP si KIN la toate soiurile studiate.
Vigoarea mai ridicata a lastarilor multiplicati pe variantele experimentale caracterizate de mediul

nutritiv suplinit cu citochinina BAP de (0,5 mg/l) (Figura 3.2).

“BAP0,5mg/l @BAPO0,7mg/l «KINO0,5mg/l mKIN 0,7 mg/l
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Fig. 3.2. Proliferarea si microclonarea lastarilor de goji pe mediul de baza nutritiv MS cu
diferite concentratii de citochinine BAP si KIN (mg/l).

Nota: analiza statisticd realizatd prin ANOVA, (barele reprezinta abaterea standard; A, B, C: interpretarea
semnificatiei diferentelor, cu ajutorul testului Duncan, (p<0,05) dintre soiuri.

Determinarea numarului mediu de lastari formati per explant initial variaza de la (20,17) la
soiul ’Licurici’ pana la (22,06) soiul >’Amber Sweet’. Desi la soiurile *Ning Xia N1°, ’Erma’si
’New Big’, numarul de lastari nu diferd esential (14,11; 14,72; respectiv 16,11), aceste diferente
sunt statistic semnificative (p<0,05). Indltimea plantulelor dupa 20 zile se evidentiaza la >Amber
Sweet’ (4,09 cm), cu diferente semnificative fata de toate soiurile. ’Amber Sweet’ "New Big’ si
’Licurici’au plantulele cele mai Tnalte (4,26, 4,04 si respectiv 4,01 cm; p<0,05), comparativ cu
soiurile ’Erma’ si ’Ning Xia N1’, ce se diferentiaza statistic cu plantule mai scurte respectiv unde
indltimea tulpinitei atinge (3,25 si 3,17 cm) dupa 35 de zile (Figura 3.3). Ca rezultat al
investigatiilor efectuate, s-a evidentiat faptul cd, odata cu diminuarea concentratiei de citochinina
BAP la 0,5 mg/l, lungimea lastarului se extinde, iar cu Sporirea concentratiei BAP-ului de 0,7 mg/I
scade nesemnificativ indltimea lastarului, aceeasi legitate se evindentiaza si la citochinina KIN de
aceleasi concentratii.

In concluzie, suplinirea citochininei BAP in mediul MS cu concentratiile mici, influentiaza

semnificativ formarea lastarului, dar inhiba alungirea radacinii [8].
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Fig. 3.3. Iniiltimea (cm) Listarilor pe medii suplinite cu citochininele BAPsi KIN

Notd: analiza statistica realizatd prin ANOVA, (barele reprezinti abaterea standard; A, B, C, D: interpretarea
semnificatiei diferentelor, cu ajutorul testului Duncan, p<0,05) dintre soiuri.

3.3. Influenta combinatiei si concentratiei regulatorilor de crestere asupra ratei de
multiplicare si procesul de crestere in vitro la vitroculturile de goji

Combinatia sinergetica a auxinei, citochininei si giberilind (GA3) promoveaza procesele de
organogeneza la explantele cultivate in vitro prin influentarea proceselor fiziologice [18].
Combinatiiile a trei tipuri de regulatori de crestere: citochinine, auxine si giberiline
(BAP+AIB+GA3, BAP+AIA+ GA3z, BAP+ANA+GA:3) fiecare fiind suplimentat cu diverse
concentratii de 0,3+0,2+0,1 mg/1, au a dat rezultate optimale privind rata de multiplicare

Cele mai inalte rezultate s-au obtinut pe mediul M6 cu balanta hormonald compusa din 0,2
BAP mg/l + 0,2 ANA mg/l +0,1 GAs mg/l, care a avut un efect semnificativ (p<0,05, conform
testului Duncan) asupra ratei de micropropagare fatd de celelate combinatii de fitohormoni.
Numadrul mediu de lastari proliferati per explant initial a fost ridicat la valori de (4,56 si 4,94)
pentru soiurile’Ning Xia N1’ si ’Erma’, cea mai sporita proliferare de lastari se evidentiaza la
soiurile ’New Big’ de (6,94), urmat de *Amber Sweet’ (5,06) si ’Licurici’ (5,22). Combinatia
regulatorilor de crestere pe mediul M5 a influentat pondere scazuta de proliferare a lastarilor pentru
toate soiurile studiate generand in mediu 2 — 4 lastari, cu o lungime de 1,68 — 2,3 cm. (Figura 3.4).

Concentratia balantei hormonale a mediului M7 a relevat o pondere mai scazuta fata de
mediile M5 si M6. Asfel, proliferarea lastarilor prezintd diferente statistic semnificative (p<0,05)
soiul ’Licurici’ in mediu de 5,22 de lastari, fata de soiurile ’Amber Sweet’, ’New Big’, ’Erma’ si

"Ning Xia N1’ (2,78;2,61; 2; 1,61 lastari). Lungimea minima s-a constatat la soiul Ning Xia N1’
de 2 cm per explant si soiurile ’Amber Sweet’ si "New Big’ cu o lungime 2,52 c¢m si 2,78 cm.

Soiul ’Licurici’ a dezvoltat o crestere maxima a lastarului de 3,61 cm.
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Generalizand datele obtinute in studiu mentionam ca prin experimentele efectuate a trei
tipuri de regulatori din grupul citochininelor, auxinelor, giberelinelor, a fost creata o balanta
hormonala in raport de 2:2:1 semnificative pentru p<0,05 (conform testului Duncan), folosind ca
explante initiale meristeme din mugurii apicali si laterali.

Putem afirma ca rezultatele obtinute de noi sunt similare celor raportate de alti cercetatori, care

au sugerat pentru micropropagarea goju-lui aceleasi combinatii ale regulatorilor de crestere [22].
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Fig. 3.4. Influenta combinatiei si concentratiei hormonilor de crestere asupra cresteri si
proliferiri in vitro la soiurile de goji
Nota: Mediul 5 - BAP (0,2 mg/l) +AIB (0,2 (mg/l) + GA3z0,1 (mg/l); Mediul 6 — BAP (0,2 mg/l)+ANA (0,2 mg/l)
+ GA;3 (0,1 mg/l); Mediul 7 — BAP (0,2 mg/l) +AlA (0,2 mg/l) + GA3 (0,1 mg/l).
analiza statistica realizatd prin ANOVA, (barele reprezinta abaterea standard; A, B, C, D: interpretarea semnificatiei
diferentelor, cu ajutorul testului Duncan, p<0,05) dintre soiuri.

3.4. Influenta auxinelor in procesul de crestere si rizogeneza la soiurile de goji

La etapa de microclonare au predominat auxinele, citochininele si giberilinele in concentratii
mici, iar in ceea ce priveste etapa de rizogeneza se recomanda reinstalarea dominatiei apicale la
nivelul tulpinilor generate in vitro si inradacinarea acestora prin suplinirea mediului de baza cu
auxine [12]. Pornind de la ipoteza, ca mediul de cultura utilizat pentru multiplicarea lastarilor
derivati din meristeme poate sd influenteze semnificativ procesul de rizogeneza in vitro,
experientele care au vizat determinarea capacitdfii de inradacinare a vitroplantelor, au fost
organizate in functie de mediul de multiplicare.

Inducerea procesului de rizogeneza. Pentru inducerea sistemului radicular, s-a testat
mediul de baza MS 100% si MS 50%, lichid si agarizat suplimentat cu concentratii reduse de
regulatori de crestere din grupul auxinelor AIB, AIA, ANA, de 0,2 mg/1 si 0,5 mg/I.

Rezultatele obtinute au scos in evidentd o corelatie pozitiva intre compozitia minerala a

mediului de baza MS 100% folosit pentru multiplicarea explantelor si capacitatea lastarilor de
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inradacinare la soiurile: *Ning Xia N1°, ’Erma’, "New Big’, ’Amber Sweet’ si ’Licurici’ cu o rata
de inradacinare cuprinse intre 40,3 — 100 % [31]. Analiza datelor prezentate cu privire la influenta
concentratiilor de auxine in mediul de cultura asupra ratei de inradacinare mediul M12, se

evidentiaza semnificativ cu peste 95% pentru toate soiurile de goji (Figura. 3.5).
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Fig. 3.5. Capacitatea de inridacinare a soiurilor de goji pe mediul MS 100%,
ANA de 0,2 mg/l (stanga) si 0,5 mg/1 (dreapta)

In cazul plantulelor regenerate pe varianta de mediu M10 si M11, cresterea concentratiei
AlIA de la 0,2 1a 0,5 mg/l a determinat o rata de inrddacinare de 46%, respectiv 73,3 %. Pe mediu
M12 s-a observat initierea radacinutelor in decurs de 14 zile de la transferul in vitro, iar peste
20— 25 de zile se remarca o crestere considerabild a plantulei, care deja poate fi folosita ca material
de butasire pentru o pasare ulterioara, iar partea inferioard a plantulei o transferam la ex vitro.
Mediul suplinit cu AIB cu aceleasi concentratiec de 0,2 mg/l a prezentat valori ale ratei de
inradacinare cuprinse intre 40,4% si 74,6% [30].

Mediul nutritiv MS 50% suplinit cu auxina ANA de 0,2 mg/l, s-a realizat pentru conservare,
pe o anumita perioadi. Inradicinarea indelungata a soiurilor cercetate, dupa 30 de zile a depasit
doar 16%, iar o crestere sporitd a procesului de inradacinare de peste 90%, s-a inregistrat dupa 60
de zile. O altd metoda de conservare este micropropagare prin culturi de microbutasi. Odata ce
lastarul a atins lungimea de 10,0 — 12,0 cm este supus butdsirii si transferat pe alt mediu nutritiv

pentru micropropagare ulterioara.

3.5. Organogeneza in vitro la soiurile de goji (cultura de calus)

Majoritatea plantelor cultivate, in special acelea, care se inmultesc vegetativ, frecvent se
infecteaza, provocate de virusi si de microorganisme patogene. Bolile plantelor conduc la
micsorarea productivitatii si calitatii lor. Pe langa utilizarea culturii de meristeme, o altd metoda

de insanatosire a plantelor, aplicata pe larg la multe culturi, consta in multiplicarea clonala cu
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folosirea culturii de calus. Prin cultura de calus au fost inmultite si alte specii horticole: Actinidia
arguta, Rubus idaeus, Rubus fruticosus, Fragaria sp. etc [20, 26, 34].

Au fost experimentate sapte variante de medii nutritive cu concentratiile: martor (0 mg/l);
citochinina: BAP (0,1 mg/l; 0,3 mg/l) si auxina: 2,4D (0,3 mg/l; 0,5 mg/l; 1,0 mg/1). Inducerea
calusogenezei si regenerarii de lastari din calus la soiurile de goji "Ning Xia N1°, ’Erma’, ’New
Big’, ’Amber Sweet’ si ’Licurici’, a fost initiata din fragmente de petiol (5 — 7 mm lungime), si
fragmente de frunza (3 — 5 mm diametru), recoltate de la plantule regenerate in vitro.

Procesul organogen la goji. Calusul dezvoltat din disc a limbului foliar si segmente de
petiol pe mediile experimentale M1 — My, in diferite combinatii si concentratii a regulatorilor de
crestere In mediile de culturd a indus proliferarea celulard, evidentiatd initial, prin deformarea
explantelor somatice, ce variaza ca forma, culoare si consistenta. Un calus friabil, morfogen a fost
bine dezvoltat dupa aproximativ 40 — 45 zile de la inocularea in vitro a explantelor somatice.
Deoarece scopul propus de noi este nu doar obtinerea calusului propriu-zis, dar nemijlocit
proliferarea lui, cel mai bine raspunde la calusogeneza fragmentete de petiol, pe mediul Mg cu
adaos 2,4D (1,0 mg/l) in combinatie cu BAP (0,1 mg/l), cu o valoare de 100 %, iar din disc de
limb foliar un procent mediu de 55,7% pentru toate soiurile de goji.

Explantele din fragmente de petiol cultivate pe mediul Me, S-au gofrat si s-au marit in
dimensiuni dupa 14 — 20 zile de la inoculare, formand astfel o rozeta a cate 6 — 8 minilastari. Asfel,
proliferarea calusului este diferitd, in functie de cultivarul analizat. Cea mai buna proliferare a fost
observata in cazul cultivarului "New Big’ cu un numdr maxim de lastari de 8,22 urmat de
cultivarele *Erma’, ’Licurici’, >Amber Sweet’ cu un numar mediu (7,17; 7,50; 7,94) de lastari
proliferati si valori minime inregistreaza cultivarul Ning Xia N1’ de 6,83 lastari. Generarea
plantulelor, din limb foliar la soiurile "Ning Xia N1’ cu un numar mediu de 1,89 lastari, ’Licurici’
3,28 lastari si ’Amber Sweet’ cu in numar mediu de 3,39 lastari, pentru soiurile ’Erma’ si "New
Big’ dezvoltarea de lastari a fost nula.

Plantulele obtinute din masa calusala, pe mediul Mg sunt sandtoase, robuste, viguroase, nu
se contamineaza in cultura in vitro dupa pasari ulterioare si nici la transfer ex vitro [19]. Plantele

regenerate purtau trasaturi morfologice normale ca si planta donor.

3.6. Aclimatizarea materialului saditor obtinut prin cultura in vitro

Aclimatizarea ex vitro este etapa finald a micropropagarii. In aceasti fazi se efectueaza
trecerea treptata a plantulelor de la conditiile de viata artificiale, la conditiile obisnuite din sera (ex
vitro) sau camp, apropiate de conditiile naturale. Aclimatizarea plantulelor de goji s-a realizat prin

metode clasice in doua etape timp de 30 — 40 zile. [ etapa: V1 — alcatuit din sol de gazon, turba,
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perlit, nisip, mranitd (pamant de frunze) in proportii de 1:0,5:0,25:0,25:1; V2 — substrat compus
din sol de gazon, turba comerciald, perlit, nisip si mranita in raport 1:1:0,5:0,5:0,25 si V3 — substrat
alcatuit din turba comerciala, sol de gazon si nisip in raport de 1:1:0,25. Turba comerciala utilizata
trebuie sa fie cu pH-ul neutru. Observatiile fenotipice si analiza rezultatelor inregistrate, au aratat
ca cel mai efectiv substrat s-a dovedit a fi V2. 11 etapa — plantule de goji, care au atins 5 — 7 cm
in lungime si au format 5 — 7 frunze, s-au transferat pe un substrat compus din sol de gazon, turba,
nisip, in proportii de 1:0,25:0,25, in vase vegetative de 500 ml, sub un carcas de panza, amplasat
in asa mod ca soarele sa patrunda doar dintr-o directie.

Dupa procesul de aclimatizare, plantele au fost plasate pe terenul experimental (colectia de
arbusti fructiferi) urmarind procesul de adaptare a lor in conditiile pedoclimatice (descrise in

Capitolul 4).

4. STUDIUL MORFO-ANATOMIC SI BIOCHIMIC COMPARATIV AL SPECIEI
LYCIUM BARBARUM L.
Cercetarea particularitatilor biologice de crestere si studiul fitochimic prin identificarea si

dozarea substantelor biologic active a speciei L. barbarum L. sunt putine si incomplete, de aceea
este oportuna efectuarea unor cercetari mult mai detaliate. Prin aceste cercetari se urmareste
adaptarea individuala a soiurilor de goji la conditiile pedoclimaterice a R. Moldova, cum ar fi:
schimbari morfologice, anatomice, fiziologice si biochimice. Cresterea valorii economice a speciei
se datoreaza proprietatilor nutritionale si terapeutice multiple recunoscute pe plan mondial [24].
4. 1. Aspecte fenologice ale arbustilor din specia Lycium barbarum L.

Parcurgerea fazelor de vegetatie ale plantelor din specia L. barbarum L. s-a inregistrat pe
baza observatiilor efectuate la iesirea plantelor din stadiul de dormanta in primul an (martie 2017)
si respectiv anul doi al culturii (aprilie 2018).

Cele trei soiuri au avut o dinamica relativ similara a parcurgerii fazelor vegetative, mentiondm
cd soiul ’Licurici® a avut un debut mai tardiv in 2017, dar in 2018 a ajuns sa il depaseasca. In
perioada de inflorire, toate trei soiuri au continuat sa formeze flori pana la sfarsitul lui noiembrie,
fapt ce denota, ca in zona R. Moldova, perioada de inflorire si fructificare este mai indelungata
decat cea mentionata in literatura de specialitate pentru alte zone geografice [23].

4.2. Biometria organelor vegetative ale arbustului de Lycium barbarum L.

Caracteristicile biologice ale arbustilor din specia L. barbarum L., in perioada 2016 — 2018 au
fost analizate in baza a patru parametri precum: inaltimea plantei, numarul de lastari, lungimea

lastarilor si numarul de frunze pe plantele arbustilor de goji cultivati.
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Dinamica cresterii in indltime a plantelor. Particularitatea studiatd a manifestat diferente
semnificative intre taxoni, in functie de perioada analizatd. La plantare (18.11.2016), indltimea
medie a plantelor la ghivece a fluctuat intre 40 — 50 cm.

Dupa 12 luni de la plantare (noiembrie 2017), indltimea plantelor cu varsta de 1 an, variaza
in medie, de la 56,6 soiul *Ning Xia N1°, 75,67 cm Erma’ pana la 93,87 cm pentru ’Licurici’.
Desi la inaltime plantele nu difera esential, aceste diferente sunt statistic semnificative (p<0,05).

Dupa 24 luni de la plantare (noiembrie 2018), indltimea medie a plantelor dupa 2 ani de la
plantare, analiza comparativa a arbustilor se evidentiaza la soiului ’Licurici’ cu 195,53 cm si
’Erma’ 184,33 ce au scos in evidenta diferente nesemnificative statistic, ale cresterii plantelor, cu
exceptia soiului *Ning Xia N1° 173,47 cm.

Mentionam faptul, ca plantele lasate sa creasca fara nici o interventie asupra arhitecturii lor,
in vederea studierii tendintei naturale de dezvoltare (tufd), au avut mai multe tulpini: intre 1 si 5.
Ritmul de crestere al plantelor din lotul experimental releva faptul, ca pe perioada 2016 — 2018
arbustii de Lycium au avut o crestere in mediu de 0,36 — 0,55 m/an.

Dinamica dezvoltarii de ramuri pe planti. Cresterea ramurilor de L. barbarum L. in
primul an de dezvoltare a fost studiata pe fiecare planta in dinamica. Cele mai reprezentative etape
in acest studiu au fost: luna mai, perioada iunie-august si luna noiembrie.

Dupa 12 luni de la plantare (noiembrie 2017), numarul de ramuri al plantelor dupa 1 an de
la plantare a relevat o diferentd semnificativa intre soiuri, astfel, plantele de soiul Ning Xia N1’
au un numar de ramuri in mediu de 18,47, mai mic in comparatie cu soiurile ’Erma’ si "Licurici’
(22,73 respectiv 34,73).

Dupa 18 luni de la plantare (mai 2018), numarul ramurilor se evidentiaza la ’Licurici’
(34,73), cu diferente semnificative fata de soiurile ’Erma’ si "Ning Xia N1’ (22,73 — 22,60).

Lungimea ramurilor. Lungimea si numarul frunzelor sunt indicatori importanti in formarea
masei vegetale si Tn dinamica de crestere a plantei.

Dupa 12 luni de la plantare (noiembrie 2017), in ceea ce priveste anul 2017, valorile
indicatorului lungimea medie a ldstarilor, S-au remarcat diferente semnificative intre soiuri.
Diferentele s-au dovedit a fi cu o valoare minima de 17,67 cm "Ning Xia N1°, 21,0 ’Erma’ si
maxima de 23,13 c¢cm la ’Licurici’.

Dupa 18 luni de la plantare (mai 2018), lungimea lastarilor la 1 an si jumatate de la plantare,
prezinta 0 valoare minima de 4,99 cm cu diferente statistic semnificative (p<0,05) la plantele
soiului "Ning Xia N1°, in comparatie cu plantele soiurilor *Licurici’ si’Erma’ cu valori maxime de

7,67 respectiv 6,83 cm cu diferente statistic nesemnificative.
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Astfel, se observa ca 1n 2018, lungimea medie a lastarilor fata de aceeasi perioada a anului
anterior (mai 2017) a avut valori mai mici. Acest lucru a fost valabil la toate soiurile studiate.
Valorile indicatorului numarul de lastari aferente acestor doua perioade (mai 2017 s1 2018), putem
presupune ca valorile scazute ale indicatorului lungimea medie a lastarilor din anul 2018, este
faptul cd in acest an fatd de precedentul numarul de lastari noi aparuti a fost mult mai mare.

Formarea frunzelor. Forma frunzelor a variat considerabil intre soiurile studiate. Numarul
total de frunze pe planta, la soiurilor studiate, in primul an de plantare a fost determinat prin
masuratorile efectuate in perioada mai — iunie 2017. Valoarea maxima a fost de 195,47 frunze la
’Licurici’ cu diferente statistic semnificative fata de soiurile investigate, cu valoari minime de
161,53 si respectiv 171,01 frunze la soiurile ’Ning Xia N1’ si ’Erma’. Numarul de frunze pe planta
a crescut semnificativ in cel de-al doilea an de la plantare fata de primul. Initial, soiul ’Licurici’ a
avut un numar mediu de frunze mult mai mare pe plantele sale, decat au avut soiurile ’Ning Xia N
1’ si ’Erma’. Insa, in anul doi, valorile acestui indicator a inregistrat valori mai mari semnificative
statistic fiind la soiurile *Licurici’ si ’Erma’ comparativ cu soiul ’Ning Xia N1°.

Observatiile fenologice releva faptul ca, majoritatea plantelor a celor trei taxoni de L.
barbarum L. nu au ajuns la maturitate pana in anul 2018. Plantele soiurilor ’Erma’ si ’Ning Xia
N1’ au avut un ritm de dezvoltare mai modest decat cele ale soiului ’Licurici’ in lunile mai si
iulie — august 2017, insa ele si-au accelerat rata de crestere spre sfarsitul anului respectiv. Acest
ritm luxuriant de dezvoltare a fost pastrat de "Erma’ si ’Ning Xia N1’ si in anul 2018.

4.3. Particularitatile anatomice adaptive ale frunzelor (sera si teren) la specia si
soiurile de L. barbarum L.

In cadrul studiului de fati au fost realizate cercetirile anatomice comparative ale speciei L.
barbarum L. atat din flora spontand, cat si soiurilor cultivate de goji, pentru a stabili caractere
adaptive structurale ale rezistentei lor la seceta, in conditiile pedoclimatice din R. Moldova.
Descrierea anatomicd a frunzelor taxonilor de goji studiati a scos in evidenta indici structurali cu
caracter de identificare a taxonilor de goji.

Astfel, pentru frunzele de L. barbarum L. epiderma adaxiala este alcatuita din celule
epidermale propriu zise de forme poligonale, acoperite cu o cuticuld ceva mai groasa, comparatiVv
cu epiderma abaxiala. Celulele epidermale, situate deasupra mezofiului, au cuticula mai groasa,
decat celulele epidermale de pe nervurile frunzei. Caracteristic este captuseala fasciculului
conductor (constand din celule idioblastice cu continut maro sau negru).

Soiul "Ning Xia N1’ — contine stomate de tip anizocitic pe ambele epiderme, inconjurate de
3 celule anexe. Celulele epidermale sunt izodiametrice. Sunt prezente cristalele cu oxalat de calciu

sub forma de druze.
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La soiul ’Erma’ prezenta stomatelor de tip anomocitic S-a constat pe ambele epiderme, dar
numeric mai multe pe cea inferioard. Mezofilul frunzei este diferentiat dorso-ventral, tesutul
palisadic format din 2 randuri de celule usor alungite, bine aranjate sub epiderma superioara,
epiderma inferioara prezinta celule rotunde sau ovale.

Soiul ’Licurici’ — celulele epidermale de forma ovala cu cloroplaste, asezate intr-un singur
strat. Druzele de oxalat de calciu sunt dispersate si aranjate in teaca, celulele tesutului palisadic
aranjate in doua rinduri cu celule alungite cu putin spatiu intercelular. Din punct de vedere histo-
anatomic, toti taxonii studiati s-au remarcat printr-o mare uniformitate si absenta perilor tectori
(trihomii). Epidermele sunt asemanatoare unistratificate, puternic cutinizate, cu celule alungite,
avand peretii externi ingrosati.

Anatomia comparata a frunzelor unor taxoni studiati (conditii de sera si teren)

Evidentierea particularitatilor structurale ale frunzelor la soiurile si specia L. barbarum L., care

se deosebesc dupa origine, prezintd interes pentru cunoasterea deplind a proprietatilor biologice
ale taxonilor, fiind actuale pentru horticultura. Cu toate ca soiurile analizate indica valori diferite
la grosimea limbului, in urma analizei coraportul dintre mezofil si grosimea limbului intre soiuri
aratd cd, cea mai mare valoare de 0,85 51 0,89 s-a inregistrat la taxonii ’Erma’, "New Big’, ’Amber
Sweet’ si ’Licurici’ (Tabelul 4.1).

Tabelul 4.1. Caracteristicile anatomice ale frunzelor speciei de L. barbarum spontan si
cultivat (conditii de seri si teren)

Caractere anatomice

Grosimea Grosimea epidermelor  Grosimea Indicele coraportului grosimii
laminei (um) mezofilului  Mezofil Epiderma Epider
(um) Adaxiali  Abaxiali (um) flamina  adaxialdi/ ma
abaxiald /lamina
Lycium
barbarum L.  135,00+0,50 20,30+0,62 7,23+0,33  107.0+0,62 0,79 2,8 4.90
(FST.)
Ning Xia N1
(S) 117,27+1,21  14,53+0,35  9,80+0,63 85,0+0,76 0,72 1.48 4.80
Ning Xia N1
(M 126,1744,07 15,90+0,66 12,25+0,41 123,40+1,52 0,74 1,29 4.48
Erma
(S) 126,00+0,49 18,30+0,64 11,00+0,26  97,20+2,27 0,73 1,66 4,3
Erma
(M 143,20+0,85 19.60+0,62 14,70+0,54 155,50+1,29 0,89 1,33 4,17
Licurici
(S) 187,40+0,74 27,30+0,99 18,95+0,85 162,30+0,30 0,86 1,44 4,05
Licurici
(T) 195,00+0,82 35,60+1,17 27,7+0,84  167,0+£2,02 0,85 1,28 3,08

Nota: n — abaterea; FST — flora spontana teren; S — serd (teren protejat); T — teren.
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Specia spontana si soiul Ning Xia N1’ inregistreaza valori intre 0,79 — 0,74. La soiurile
cultivate in teren protejat minime pentru soiul *Ning Xia N1° — 0,72, iar maximal pentru "New
Big’, ’Amber Sweet’ si ’Licurici’ 0,87.

Rezultatele cercetarii structurii anatomice cantitative si calitative (descrise detaliat) si studiul
anatomic comparativ al frunzelor taxonilor studiate printr-un complex de indicatori anatomici
demonstreaza ca, soiurile studiate dispun de un caracter potential structural adaptiv la actiunea
conditiilor mediului. Acest fapt se observa prin adaptarea structurilor externe cum ar fi: cuticula
groasa de tip extern-intern, dimensiunile si gradul de impachetare al celulelor epidermei si celor
interne: gradul de dezvoltate a mezofilului, prezenta si modul de distribuire a druzelor oxalatului
de calciu, gradul de dezvoltare al tesutului mecanic.

4.4. Studiul biochimic al frunzelor si fructelor speciei L. barbarum L. din flora
spontana si cultivata

Compusii bioactivi poseda rol de antioxidanti si cu abilitatea de a capta radicalii in procesele
biologice, datoritd caror manifestd efecte fitoterapeutice. Taninurile si flavonoidele au
demonstrat proprietdti antibacteriene, antivirale, antioxidante si antiinflamatoare. De asemenea,
principala caracteristica a unui antioxidant, care poate fi de naturd enzimatica, polifenolica,
vitamine, pigmenti, are capacitatea de a neutraliza radicalii liberi si speciile reactive de oxigen
[15].

4.4.1. Analiza calitativa a flavonoidelor si taninurilor

Descrierea screening-ului fitochimic reactiilor chimice specifice in probele analizate, denota
ca gradul de expresie este mai pronuntat pentru extractele din frunze decat in fructe, ce
demonstreaza prezenta unui spectru flavonoidic diferit. Astfel, diferiti constituienti flavonoidici
sunt prezenti in organele plantei de goji spontan si cultivat (plante obtinute prin culturi in vitro).

Analiza rezultatelor aplicarii reactiilor analitice de colorare si sedimentare demostreaza
prezenta in mare parte a taninurilor condensate (colorarea in verde-negricios cu solutia de alauni
de fier si amoniu, iar galben-verzui — cu solutie de acid acetic si acetat de plumb). Efectele
reactiilor analitice au fost mult mai pronuntate in frunze, decat in fructe, in special in extractele
produselor recoltate din flora spontana.

4.4.2. Determinarea cantitativa a compusilor biologic activi

Continutul total de flavonoide. Analiza spectrofotometrica a extractelor vegetale a rezultat
in date cantitative ale continutului total al flavonoidelor determinat in grame la 100 g produse
vegetale exprimat prin rutozida (PV) (Figura 4.1). Rezultatele obtinute arata, ca continutul

flavonoidic prevaleaza in frunzele de la plantele spontane (50,33 mg/g PV). Frunzele plantelor
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cultivate au valori inalte de 56,33 mg/g PV pentru soiul *Licurici’ urmat de soiurile ’Ning Xia N1’

si ’Erma’ cu un continut de 56,00 mg/g PV.

100,00

Z 80,00 § § § §
2 60,00 5 -] o5 C o5
.“é 40,00 I N S Q
< 20,00 “'K %
;; 0,00 R o o
Flora spontana ’Ning Xia N1’ ’Erma’ ’Licurici’
Frunze = Fructe

Fig 4.1. Totalul flavonoidic in frunzele si fructele goji spontan si cultivat

La fructele plantelor spontane au relevat valori minime (12,48 mg/g PV), si mult mai mari

la cele cultivate. Asfel, se evidentiaza soiul ’Licurici’ (25,67 mg/g PV) si ’Erma’ ce constituie

24,67 mg/g PV, iar cea mai mica valoare fiind observata la soiul ’Ning Xia N1’ (24,38 mg/g).

Continutul total de taninuri. Dozarea continutului taninic s-a efectuat prin aplicarea

metodelor: titrimetrice (permanganatometricd, permanganatometrica asociatd cu sedimentarea

taninurilor cu gelatind) si spectrofotometrica (lungimea de unda 275 nm, recalcul la solutia

standard de tanin). Rezultatele dozarii taninurilor pentru produsele vegetale (frunze si fructe) din

flora spontana si cultivata sunt sintetizate in Figura 4.2.

Metoda permanganatometrica asociata + sedimentarea cu gelatina — a relevat valori

maxime pentru frunzele din flora spontana cu 5,84%, urmat de soiurile ’Erma’, ’Licurici’ 3,96%

si *Ning Xia N1’ cu 3,90%. In ceea ce priveste continutul de taninuri in fructe valorile procentuale

sunt cuprinse intre 2,34% (flora spontana) si 1,94% la soiurile cultivate.
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Fig. 4.2. Ponderea procentuala a taninurilor determinata titrimetric si
spectrofotometric in produsele vegetale de L. barbarum spontan si cultivat

Rezultatele investigatiilor demonstreaza, ca prin toate metodele aplicate, frunzele din flora

spontana si soiurile cultivate se evidentiaza prin continutul maxim de taninuri, determinat

permangatometric. Metoda optima de dozare este permanganatometrica asociatd cu sedimentarea
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taninurilor prin aplicarea reactiei cu gelatina deoarece este de o exactitate mai inaltd. Continutul
cantitativ al flavonozidelor si taninurilor in produsele vegetale analizate variaza, toate formele

studiate prezinta interes pentru industria alimentara si industria farmaceutica.

4.4.3. Analiza indicatorilor biochimici in fructele speciei Lycium barbarum L. spontane
si cultivate

Evaluarea taxonilor sub aspectul calitatii fructelor a constituit o componenta importanta in
completarea descrierii acestora; calitatea este o caracteristicd importantd atdt pentru fructele
consumate n stare proaspata cat si pentru cele destinate prelucrarii. Continutul acidului ascorbic
in fructe variaza in functie de provenienta acestora, biosinteza si acumularea minima revine
fructelor recoltate din plantele cultivate: *Ning Xia N1’ (0,107%), ’Erma’ (0,111%), ’Licurici’
(0,114%) si maxima celor din flora spontana (0,118 %). Rezultatele denota, ca continutul de acid
ascorbic in fructele de goji variaza de la 0,107 la 0,118 % acid ascorbic (Tabelul 4.2).

Tabelul 4.2. Analiza indicatorilor biochimici a fructelor speciei Lycium barbarum L.
spontane si cultivate

Indicatori Flora spontana  Ning Xia N1 Licurici
Masa medie a fructului, g 0,689 0,801 0,848 0,852
Zaharul total, % 4,548 7,158 6,454 8,514
Aciditatea totala titrabila, % 0,405 0,381 0,301 0,335
Vitamina C % 0,118 0,107 0,107 0,111

In ceea ce priveste continutul de zahdr, acesta se incadreaza in limitele normale (continutului
de zahar total din fructele de goji 3,45% — 8,90%) ale speciei L. barbarum L. [11]. Cea mai mare
valoare a continutului total de zahar a fost inregistrata la soiul ’Licurici’ de 8,514%, urmat de
’Ning Xia N1’ 7,158% respectiv soiul ’Erma’ si flora spontana 6,545% — 4,548%. Valorile
aciditatii titrabile se incadreaza in limitele absolute, continut acidului citric goji este cuprins intre
0,58%, 0,89% [21]. O valoare maxima a continutului de acid s-a obtinut in cazul fructelor din
flora spontana (0,405%) si cu valori mai mici la soiurile: ’Ning Xia N1°, "Licurici’ si ’Erma’ de
0,381%, 0,335% si 0,301%.

In contextul celor mentionate, cantitatea de zahar determinata in fructele goji cultivate, este
micd, astfel pot servi in calitate de produs dietetic, binevenit in ratia alimentard zilnicd pentru
fortificarea organismului si promovarea modului sanatos de viata. Unele studii au demonstrat, ca
cel mai mare continut de zaharuri a fost observat in fructele colectate la sfarsitul vegetatiei (stadiu
de maturare complet), cu o luminozitate insorita si solul bine drenat. Fructele de goji sunt materie

prima pretioasa pentru producerea produselor alimentare, medicinale, cosmetice si alte produse.
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CONCLUZII GENERALE SI RECOMANDARI PRACTICE

Concluzii generale

Pentru prima data in R. Moldova s-a realizat multiplicarea in vitro a speciei L. barbarum L.
si evaluarea morfologica, biochimica comparativa a compusilor fitochimici a speciei spontane si
soiurilor cultivate in conditiile pedoclimatice ale R. Moldova.

1. A fost elaborata tehnologia si descris protocolul de multiplicare in vitro a soiurilor de
goji: ’Amber Sweet’, ’New Big’, ’Erma’, ’Licurici’ si ’Ning Xia N1’ pentru producerea
materialului saditor de calitate robust, necontaminat, uniform cu un potential morfogenetic inalt
de regenerare, initiat din meristeme apicale si meristeme apicale cu primordii foliare, inoculate pe
mediu MS100% cu adaos de BAP — 0,2mg/I [26, 30].

2. Cercetarile efectuate in vederea microclondri soiurilor de goji au relevat rata de
proliferare sporitd, in medie 22,06 de lastari per explant pentru soiul ’Amber Sweet’, urmat de
"Licurici’ cu 20,17, ’New Big’ 16,11, ’Erma’ 14,72 si *Ning Xia N1’ — 14,11 de lastari pe mediul
nutritiv MS 100%, suplinit cu citochina BAP (0,5 mg/l). Balanta hormonala optima in procesul de
inmultire in vitro, s-a dovedit a fi: BAP (0,2 mg/l) + ANA (0,2 mg/l) + GAs (0,1 mg/l), care a
determinat rata de proliferare rezonabila si lastari relativ bine dezvoltati la soiurile studiate: *Ning
Xia N1’ (4,56), ’Erma’ (4,94), "New Big’ (6,94), urmat de ’Amber Sweet’ (5,06) si ’Licurici’
(5,22) [6].

3. Rizogeneza microlastarilor a fost stimulata prin suplinirea mediului nutritiv de baza MS
100% cu auxinele AIB, AIA, ANA de 0,2 mg/l, cat si pe mediul nutritiv MS 50%. Ponderea cea
mai mare de inradacinare circa 90% la toate soiurile de goji se obtine pe mediul suplinit cu o
concentratie de 0,2 mg/l ANA. Mediul MS 50% aditionat cu aceeasi concentratie de auxina ANA
s-a dovedit a fi rentabil, optim si eficient in scopul conservarii materialui de goji pentru o perioada
de 60 zile. Soiurile de goji au fost aclimatizate cu o rata de viabilitate de peste 95%, iar perioada
mai potrivita este cea estivala [17].

4. Procesul de calusogeneza se induce in prezenta mediului MS 100% aditionat cu
regulatorii de crestere 2,4D de 1,0 mg/1 si BAP 0,1 mg/l iar cresterea organogenezei plantulelor
provenite din masa calusarda pe mediul MS 100% suplinit cu ANA (0,2 mg/l). Dinamica aparitiei
calusului la soiurile de goji pentru ambele tipuri de explante (fragment de frunze si petiol) este
determinata de mediul de cultura, tipul de hormoni si explant [32].

5. Studiul microscopic comparativ anatomic al frunzelor la taxonii studiati (flora spontana
si cea cultivatd), a demonstrat o0 mare omogenitate, care pune in evidenta caractere structural-
anatomice adaptive la conditiile nefavorabile (secetd, temperaturi scazute si insolatie) si anume:

grosimea medie mai mare a laminei frunzei, prezenta stomatelor cu o frecventa accentuata pe
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epiderma inferioara si localizarea druzelor de oxalat de calciu dispersate in mezofil zona
fasciculelor conducatoare [33].

6. Conditiile pedoclimatice ale R. Moldova sunt favorabile pentru cresterea si fructificarea
soiurilor de goji, fapt ce a determinat o crestere abundenta in decursul anilor de studiu 2017 —
2019. Capacitatea de ramificare, care determind productivitatea biologica a plantelor de goji se
bazeaza pe lungimea cresterii anuale a lastarilor de rod influentata, atat de particularitétile soiului,
conditiile climatice, cat si de calitatea materialului saditor, rezistenta la boli si varsta plantelor.

7. Rezultatele investigatiilor biochimice calitative si cantitative ale unor clase de compusi
chimici denota, ca frunzele si fructele speciei L. barbarum L. cultivate pot servi drept surse
importante de flavonoide (25,67 mg /g la cele cultivate si 56,33 mg/g la plantele spontane), taninuri
(2,34% plante cultivate si 5,84% — spontane) si acid ascorbic (0,111% fructe cultivate si 0,118 %
— spontane). Acumularea continutului de zahar in fructele plantelor cultivate variaza 6,54 — 8,51%,
lar aciditatea lor este de 0,30 — 0,38%. Astfel, fructele au un continut inalt de substante nutritive
valoroase si un continut redus de zahar, ce oferd o calitate inaltd cu aport mic de calorii si un

echilibru optimal de nutrienti [5].

Recomandari practice

1. Datele obtinute si prezentate in aceastd lucrare sunt recomandate pentru obtinerea
materialului saditor valoros necontaminat si omogen de soiuri goji pentru economia nationala prin
tehnologia multiplicarii in vitro a plantelor speciei de L. barbarum L.

2. Pentru obtinerea materialului de calitate se recomanda prelevarea explantelor de tip
meristem apical si meristem apical cu primordii foliare.

3. Se recomanda soiurile ’Licurici’, ’Erma’, *Ning Xia N1°, "New Big’, ’Amber Sweet’
pentru fondarea de plantatii industriale ca sursa alimentara si in calitate de arbust decorativ pentru

amenajarea spatiilor verzi, in conditiile pedoclimatice ale R. Moldova.
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ADNOTARE

Tabira Maria, ”Dezvoltarea si multiplicarea microclonali a speciei Lycium barbarum L. (goji)”,
teza de doctor in stiinte biologice, Chisinau, 2020.

Structura tezei. Teza include introducere, patru capitole, concluzii generale si recomandari
practice, bibliografia din 321 surse, volumul total de 156 pagini, 18 tabele, 39 figuri si 10 anexe.
Rezultatele obtinute sunt publicate in 21 lucrari stiintifice.

Cuvinte-cheie: Lycium barbarum L., cultura in vitro, microclonare/micropropagare,
calusogeneza, rizogeneza, aclimatizare, soiuri de goji, fenologie, anatomie, biochimie.

Domeniu de studiu: 164.01 — Botanica

Scopul tezei: elaborarea tehnologiei de multiplicare in vitro a speciei Lycium barbarum L.,
evidentierea particularitatilor biomorfologice si estimarea biochimica comparativa ale speciei spontane
si soiurilor cultivate in conditiile pedoclimatice ale R. Moldova.

Obiectivele de cercetare: *identificarea, mobilizarea soiurilor de goji si evidentierca
explantelor adecvate pentru initierea culturilor in vitro;*selectarea mediilor nutritive, adecvate pentru
fiecare etapa de microclonare;*analiza biologiei dezvoltarii plantelor obtinute, in conditiile in vitro, ex
Vitro si in teren experimental;*studiul anatomic si evaluarea biochimica comparativa a continutului de
flavonoide, taninuri si acid ascorbic la plantele de goji cultivat si din flora spontana;*elaborarea
tehnologii de micropropagare si descrierea protocolului de obtinerea unui coeficient inalt de inmultire
la soiurile de goji si extinderea genofondului de arbusti fructiferi din cadrul GBNI (initierea colectiei).

Noutatea si originalitatea stiintifica: pentru prima data in R. Moldova s-a realizat inmultirea
plantelor de goji prin tehnici si metode de micropropagare eficiente pentru producerea de material
saditor robust, necontaminat si genetic uniform. S-au optimizat microtehnicile de cultivare in vitro ale
organogenezei si calusogenezei la soiurile goji de perspectiva. S-a efectuat studiul biologic complex
la soiurile de goji, (morfologic, anatomic, biochimic) comparativ cu specia din flora spontana
autohtona in conditiile pedoclimatice ale R. Moldova.

Problema stiintifica solutionata: consta in elaborarea tehnologiei multiplicarii in vitro a speciei
Lycium barbarum L. si obtinerea materialului saditor de calitate necontaminat, uniform genetic si
omogen la soiurile de goji in conditiile climaterice ale R. Moldova. Materialul saditor obtinut prin
cultura in vitro va contribui in infiintarea plantatiilor moderne in R. Moldova si organizarea in GBNI
a colectiei de arbusti fructiferi.

Semnificatia teoretica: rezultatele cercetarilor biotehnologice completeaza informatia
stiintifica privind studiile de microclonare si micropropagare a plantelor de goji, bazata pe principiul
totipotentei celulare in culturile in vitro pentru regenerarea vitroplantulelor. De asemenea, acest studiu
vizeaza particularitatile biologice de crestere si dezvoltare ale plantelor, in baza aspectelor fenologice,
biometrice, anatomice si biochimice, in conditiile pedoclimatice pe teritoriul R. Moldova, date care ar
contribui la instruirea corespunzdtoare a agricultorilor cu privire la folosirea de soiuri rezistente la
secetd si de calitate inalta.

Valoarea aplicativa: elaborat si descris detaliat protocolul de obtinere a materialului saditor
sandtos si omogen la soiuri de goji pentru R. Moldova. Rezultatele cercetarilor sunt utilizate in
Laboratorul de Embriologie si Biotehnologie a GBNI. Materialul saditor obtinut a servit ca sursa pentru
a initia crearea colectiei din 5 soiuri de goji din GBNI:’ Amber Sweet’,’Erma’, ’Ning Xia N1’, ’New
Big’ si ’Licurici’ (soi ameliorat de catre cercetdtorii stiintifici ai Laboratorul de Embriologie si
Biotehnologie a GBNI, in prezent se afla la comisia de testare CSTSP). Plantele de goji multiplicate
in vitro pot servi in calitate de material saditor pentru fondarea plantatiilor moderne de goji pe arii
extinse pe teritoriu R. Moldova.

Implementarea rezultatelor stiintifice: in baza cercetérilor stiintifice efectuate au fost
implementate metodele de multiplicare in vitro a speciei L. barbarum L. aplicate in contracte
economice realizate in Laboratorul de Embriologie si Biotehnologie. Rezultatele studiilor obtinute
fenologice si biochimice vor Tmbogati spectrul sectorului de pomusoare existente in R. Moldova.
Totodata, acestea reprezintd material stiintifico-didactic pentru cursurile: Botanica aplicata, Botanica
farmaceutica, Chimie biologica si in institutiile de invatamant cu profil biologic si agricol, precum si
realizarea de contracte cu beneficiari particulari, gospodarii taranesti si amatori interesati de soiurile goji.
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ANNOTATION

Tabara Maria, “Development and microclonal multiplication in Lycium barbarum L. (wolfberry)”,
PhD thesis in biological sciences, Chisinau, 2020.

Structure of the thesis. The thesis includes introduction, four chapters, general conclusions and
practical recommendations, bibliography from 321 sources, total volume of 156 pages, 18 tables, 39 figures
and 10 annexes. The obtained results are published in 21 scientific papers.

Keywords: Lycium barbarum L., in vitro culture, microclonation/micropropagation, callusogenesis,
rhizogenesis, acclimatization, goji varieties, phenology, anatomy, biochemistry.

Field of investigation: 164.01 — Botany

The purpose of the research is to develop in vitro multiplication technology of Lycium barbarum
L. and comparative morphological and biochemical evaluation of biochemical compounds of the
spontaneous species and varieties grown under the pedoclimatic conditions of the Republic of Moldova.

Objectives of the thesis: *identification of goji varieties and highlighting the appropriate explants
for initiating in vitro cultures *selection of nutrients suitable for each stage of microcloning *analysis of
plant development biology obtained, in vitro, ex vitro and experimental conditions; *anatomical study and
comparative biochemical evaluation of the content of flavonosides, tannins, and ascorbic acid in cultivated
goji plants and spontaneous flora; *elaboration of micropropagation technologies and description of the
protocol for obtaining a high multiplication coefficient for goji varieties and extension of the genus of fruit
shrubs within GBNI (initiation of the collection).

Scientific novelty and originality. For the first time in the Republic of Moldova, goji plants have
been propagated through efficient micropropagation techniques and methods for the production of robust,
uncontaminated and uniform propagating material. This complex study is the first of its kind in our country,
its importance being given by the need for biological characterization of shrubs in the experimental group,
making observations and biometric measurements on: plant height, length and number of shoots, number
of leaves on the rosette and on the plant, and the comparative highlighting of the morpho-anatomical and
biochemical peculiarities with adaptive characters of the plant organs in the climatic conditions of the
country of the cultivated plants and the native spontaneous flora.

The most important solved scientific problem in the thesis consist in the elaboration of the in vitro
multiplication technology of the species L. barbarum L. and the obtaining of the uncontaminated, uniform
and homogeneous quality propagating material for goji varieties in the climatic conditions of the Republic
of Moldova. The planting material obtained through in vitro culture will contribute to the establishment of
modern plantations in the Republic of Moldova and the organization in GBNI of the collection of fruit
bushes.

The theoretical significance. The obtained results allow us to mention that, by using in vitro
multiplication, it confirms the increase of the quantity of planting material and the improvement of its
quality. Thus, this study highlighted the elucidation of biological features of plant growth and development
based on phenological, biometric, anatomical and biochemical aspects in climatic conditions in the
Republic of Moldova, data that would contribute to proper training of farmers on the use of drought-
resistant and high-quality varieties.

The applicative value of the work The scheme of the technology for obtaining healthy and
homogeneous planting material for goji varieties for the Republic of Moldova was elaborated. The research
results are used in the Embryology and Biotechnology Laboratory of GBNI. The planting material obtained
served as a source to initiate the creation of the collection of 5 goji varieties from GBNI: >Amber Sweet’,
’Erma’, ’Ning Xia N1°, "New Big’ and ’Licurici’ (variety improved by scientific researchers of the
Biotechnology and Embryology Laboratory of GBNI, is currently on the CSTSP test commission). In vitro
multiplied goji plants can serve as planting material for the establishment of modern goji plantations in
large areas of the Republic of Moldova.

Implementation of scientific results. Based on the scientific research carried out, the in vitro
multiplication methods of the L. barbarum species were implemented applied in economic contracts made
in the Laboratory of Embryology and Biotechnology. The results obtained from phenological and
biochemical investigations will enrich the spectrum of the existing berry sector in the Republic of Moldova.
At the same time, they represent scientific didactic material for the specialties: Botany, Ecology, Pharmacy
and in educational institutions with botanical and agricultural profile, as well as contracts with private
beneficiaries, farmers and amateurs interested in goji varieties.
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