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PLAN REALIZARE PROIECT

Perioada timp/livrabil

Obiective/activitati

Obiectivul 2.
fmbunititirea
randamentului de
producere a scorusului
negru.

14 ian. 2022 - 13 nov. 2022

A.2.1. Infiintarea
modulelor de scorus
negru.

Model experimental

infiintarea la ICDP Pitesti-
Maracineni a unui modul pilot
de micropropagare scorus
negru;

Transferul de la ICDP Pitesti-
Maricineni la SC Landcor
Agro SRL a protocolului de
inmultire in vitro pentru soiul
Melrom, etapele: regenerare,
multiplicare, inradacinare si a
unui lot de plante in vitro;

Implementarea sistemului de
monitorizare Enten a
factorilor de mediu in
modulele de la ICDP Pitesti-
Maricineni si SC Landcor
Agro SRL;

» Lider proiect

SC Landcor Agro SRL;
> Pl

ICDP Pitesti-Maracineni;
» P2

SC Enten Systems SRL.




Instruire pentru aplicarea
monitorizarii de precizie in
cele doua modelele pilot
Create.

A 2.2. Diseminare
rezultate.

Obiectivul 4. Validarea
tehnologiei implementate

Lucrari de popularizare;

Manifestare ,,Ziua portilor
deschise” la SC Landcor Agro

SRL

30 iulie 2023 — 13 sept. 2023

A.4.1 Diseminare
rezultate.

Elaborare manual de
functionare a tehnologiei;

Conferinta de inchidere a
proiectului, cu participarea
tuturor membrilor GO,
reprezentanti PNDR, asociatii
ale pomicultorilor, cercetatori,
reprezentanti media, studenti,
oameni de afaceri, etc, la SC
Landcor Agro SRL.

» Lider proiect
SC Landcor Agro SRL;
> Pl
ICDP Pitesti-Maracineni;
» P2

SC Enten Systems SRL.
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I. CONTEXTUL SI SCOPUL PROIECTULUI

I.1. Nevoia specifica abordata de proiect

Importanta problemei urmarite spre rezolvare in cadrul proiectului ,, Tehnologie de
inmultire cu secvente ecologice la scorusul negru (Aronia melanocarpa)”, rezida dintr-0
conditie fundamentala dictata de piata ce cauta rezolvare la momentul actual si anume cerinta
crescutd pentru produse bogate in antioxidanti. In acest caz, cercetarea pomicola este obligata
sa gaseasca solutii, iar pomicultura din sectorul privat, la randul ei, sa adopte aceasta cale
deoarece pe piatd consumatorii au devenit din ce in ce mai interesati de produse care sa ofere
anumite performante. De aici apare nevoia permanenta de adaptare la exigentele mereu noi
ale pietei, de inovare continud a sistemului de culturd si a tehnologiei de productie pentru a
putea fi in pas cu cerintele consumatorilor. La scorusul negru (Aronia melanocarpa), arbust
fructifer cu valoare nutraceutica, perfectionarea secventelor tehnologice in vitro, prin
monitorizarea factorilor de influentd si ecologizarea culturii, reprezintd un succes in
pomicultura moderna.

Fructele de Aronia melanocarpa sunt recunoscute pentru numeroasele lor beneficii
asupra organismului. Printre cele mai cunoscute efecte indicate de medici sunt intarirea
sistemului imunitar, echilibrarea metabolismului si scaderea nivelului de stres. Este
recomandat de nutritionisti drept unul dintre cei mai puternici antioxidanti gasiti In natura.

Interesul pentru aceastd specie a facut ca, in ultimul timp, sa creasca foarte mult si
cerinta de material saditor. Din cercetdrile efectuate pana in prezent, Specia a inregistrat
rezultate slabe la inmultirea prin metode clasice: seminte, butasi. Inmultirea in vitro s-a
dovedit a fi metoda care da cele mai bune rezultate la inmultirea speciei. Cresterea calitatii
materialului saditor de scorus negru (Aronia melanocarpa) va face posibila accesarea de noi
piete. Indiscutabil raportul calitate-pret, dar si cantitatea si calitatea plantelor obtinute, vor fi
net superioare celor obtinute pana la implementarea rezultatelor proiectului.

in solutiile oferite agentului economic, SC LANDCOR AGRO SRL, de citre Institutul
de Cercetare - Dezvoltare pentru Pomicultura Pitesti - Maracineni, primeaza valoarea de
intrebuintare mare, performanta cu costuri minime pe durata ciclului de viata, astfel incat sa
raspunda in totalitate cerintelor identificate.

Elaborarea strategiilor de solutionare constituie, de fapt, nu numai rezolvarea unor

probleme de ordin economic ci si social, care se bazeaza pe un bun management al resurselor



umane din zond, ceea ce va avea drept urmare crearea unor noi locuri de munca si cresterea
capacitatii de a dezvolta o activitate mai profitabila. Agentul economic, beneficiar al
serviciilor din cadrul proiectului, va fi pus in situatia de a investi in dezvoltarea competentelor
umane pentru a asigura sursa de munca calificata, eficientd, necesard deruldrii activitatilor
cerute de o exploatare corectd si productiva.

Adoptarea solutiei integrate specifice agriculturii de precizie, ca urmare a contributiei
partenerului ENTEN SYSTEMS SRL, prin constituirea unor sisteme de senzori adecvate si
utilizarea de componente software pentru a prelua date, a le vizualiza eficient si a sprijini
modul de luare a deciziilor in cadrul procesului de inradacinare — aclimatizare, aclimatizare si
fortificare ecologicd (contribuind astfel, iIn mod semnificativ, la identificarea rapida a
factorilor de stres, la optimizarea timpilor de raspuns si a calitatii raspunsului la problemele
aparute) va duce la solicitdri pentru implementarea de proiecte similare si pentru alti membrii
ai comunitatii de producatori pomicoli, credndu-se astfel premisele pentru intensificarea si

diversificarea de transfer tehnologic 1n agricultura romaneasca.

I.2. Contributia la cresterea productivitatii si de gestionare durabila a resurselor

(apa, sol, energie etc.)

Inmultirea prin metoda in vitro ar putea fi definita in subsidiar ca o metoda de crestere
a productivitatii si de gestionare durabild a resurselor. Explicatia acestei afirmatii porneste n
primul rind de la principalul avantaj al acestei metode de inmultire care este reprezentat de
obtinerea unui numar mare de plante in timp scurt: pornind de la un individ, intr-un singur an,
prin multiplicari in cicluri succesive se pot obtine zeci de mii de plante, ceea ce inseamna un
potential de productie imens.

Un alt avantaj il reprezinta faptul ca, inmultirea in vitro este independenta de sezon,
deoarece se realizeaza in conditii controlate de lumina, umiditate si temperaturd, in camere de
crestere climatizate, iar plantele se afld intr-un proces de crestere si multiplicare activa
indiferent de anotimp, fara sa existe ,,timpi morti” in procesul de productie. Acest aspect duce
si la permanentizarea fortei de munca avand in vedere ca, acest tip de culturd se deruleaza tot
timpul anului, eliminand astfel caracterul sezonier in cazul inmultirii prin alte metode.

Trecerea plantelor la sfarsitul etapelor petrecute in conditii in vitro, la inradacinare-
aclimatizare in conditii in vivo, se face tot in spatii protejate (in sere) unde factorii de mediu
pot fi dirijati, in special apa si substantele nutritive. Controlul factorilor de mediu, prin

aplicarea sistemului de monitorizare a creat un management eficient din punct de vedere al



asigurarii necesarului pentru plante si pe de altd parte la evitarea pierderilor de apa in procesul
de udare, excesul de nutrienti aplicati la hranirea plantelor, etc.

Prin nlocuirea fertilizantilor si pesticidelor de naturd chimica a fost diminuatad
deteriorarea la care este supus mediul inconjurator. Nu in ultimul rand, suprafetele ocupate cu
aceste culturi sunt reduse si sunt realizate prin amenajarea de rafturi pe verticald in camera de
crestere si mese In serele pentru inrddacinare-aclimatizare si fortificare.

Instruirea celor care deruleaza o astfel de activitate va juca un rol important in
informarea si pregatirea in domeniul mentionat in special cu privire la cerintele obligatorii
legate de mediu si gestionarea resurselor de apa si sol si a sistemelor de management integrate

prin modernizare si adoptarea unor noi practici inovatoare si competitive.

1.3. Beneficiile specifice (create de proiect) pentru membrii grupului

operational (GO)

Contributia proiectului este semnificativa si poate fi raportata la urmatoarele aspecte:

-implementarea unor produse cu eficienta in dezvoltarea unei pomiculturi durabile si
competitive care sd ducd la inregistrarea de performante in spatiul rural roméanesc si care sa
raspunda politicilor europene in domeniu;

-evidentierea importantei unui parteneriat: cercetare - agent economic privat, in scopul
aplicarii unor masuri corelate stiintific-tehnic si practic in realizarea unor strategii de
producere si inmultire a materialului saditor pomicol, cu impact final pozitiv asupra
consumatorului.

Corelarea acestor caracteristici duce la obtinerea unor rezultate pozitive. Tinand seama
de aceste elemente, succesul aplicarii unui produs al cercetarii in mediul privat raspunde cu
siguranta procesului de reforma, reusind sa puna in miscare un sistem operational axat pe
practici agricole inovatoare. In domeniul pomiculturd - inmultirea plantelor, impactul vizat
este unul revolutionar. Daca la inmultirea clasica in cazul scorusului negru, procentul de
rasarire prin samanta este unul foarte mic cu obtinerea unor plante neuniforme, care nu
transmit fidel caracteristicile soiului si la inmultirea prin butasi, de asemenea, unde procentul
de inradacinare este mult mai mic neexistand nici macar un numar egal de plante obtinute cu
numarul butasi pusi la inradacinat, la metoda de inmultire in vitro daca se porneste de la 100
explante se pot obtine intr-o perioada mult mai scurtd de timp (1 an) un numar de peste 1.000

ori mai mare.



Prin derularea activitatilor, GO este beneficiarul unui profit raportat la acumularea de
noi cunostinte stiintifice si tehnice ce pot constitui premisa unor viitoare colabordri in vederea
accesarii de fonduri publice sau private din alte programe, subprograme, care sd aiba in
vedere refacerea plantatiilor n arealele consacrate.

Astfel, cei care doresc sa infiinteze noi plantatii de scorus negru (persoane/entitati din
afara GO) pot avea materialul saditor solicitat la dispozitie in timp foarte scurt, conform
cerintelor de cantitate si calitate. Rezultatele acestui proiect vin, in principal, in sprijinul
fermierilor care intentioneaza sa-si infiinteze plantatii de aronia prin submasura 4.1a sau prin
alte masuri/submasuri. Schema de fertilizare si tratamente ecologice stabilita de specialistii
din proiect va putea fi extinsa si pentru intretinerea plantatiilor de aronia infiintate.

Avand in vedere numarul mare de fermieri (pepinieristi) care pot fi atrasi de acest
sistem de inmultire a plantelor pomicole sunt premise importante ca proiectul sa fie adoptat de
un numar mare de producatori de material saditor, in cadrul viitoarelor Politici Agricole
Comune (2021-2027).

Pentru inmultirea prin micropropagare ca metoda de lucru vor fi utilizate, in prima
faza culturile de tesuturi, care, prin particularitatile existente, necesita aplicarea unor
cunostinte de biochimie, fiziologia plantelor, pomiculturad. Metodologia de lucru prezintd un
inalt grad de complexitate. Succesiunea etapelor de lucru implica optimizarea factorilor de
influentd care pot constitui si blocaje in rata de succes in propagarea unui genotip/soi.
Complexul factorilor genetici, biologici, tehnici si ai mediului, substratului de cultura raspund
diferit de la caz la caz si solutia optima nu se poate generaliza.

Liderul de proiect, SC LANDCOR AGRO SRL, detine un laborator de culturi in vitro
si are experientd in inmultirea in vitro a mai multor specii. Luand in considerare insa ca
fiecare specie are cerinte specifice, tehnologia utilizatd la speciile inmultite pand in prezent
(afin, diferiti portaltoi) nu ofera conditii optime de regenerare, multiplicare, inrddacinare,
aclimatizare, fortificare si pentru specia Aronia melanocarpa.

Prin derularea proiectului, personalul implicat in proiect va nregistra un plus valoare
ca urmare a dezvoltdrii expertizei si cunostintelor in domeniu: pentru personalul SC
LANDCOR AGRO SRL va fi o noutate cultura in vitro la Aronia melanocarpa transferata de
ICDP Pitesti-Mardacineni si aplicarea secventelor ecologice si a monitorizarii de precizie
(indicata de SC ENTEN SYSTEMS SRL), la inradacinarea/aclimatizarea, aclimatizarea
plantelor inradacinate in vitro si fortificare.

In acelasi timp, dezvoltarea expertizei si cunostintelor in domeniu se va inregistra si la

echipa proiectului din partea ICDP Pitesti prin aplicarea monitorizarii de precizie (indicata de
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SC ENTEN SYSTEMS SRL), la inradacinarea/aclimatizarea, aclimatizarea plantelor
inradacinate in vitro si fortificare.

Partener de proiect P2, ENTEN SYSTEMS SRL a pus la dispozitia SC LANDCOR
AGRO SRL si ICDP Pitesti-Maracineni un sistem integrat revolutionar de monitorizare,
prognoza, prevenire si consultantd agricold, menit sd maximizeze productivitatea si sa
minimizeze pierderile.

Echipa ENTEN SYSTEMS SRL a urmarit permanent interactiunea dinamica dintre
stadiul de dezvoltare a culturii, biologia bolilor si daunatorilor specifici, si prognoza meteo,
oferind recomandari utile cu privire la ferestrele de oportunitate pentru efectuareca de
tratamente si lucrari specifice. Totodata, specialistii echipei de monitorizare, mentin o relatie
continud cu partenerii, pentru obtinerea de informatii utile despre realitatea din teren, astfel
incat, cu ajutorul tehnicilor de machine learning si inteligenta artificiala, modelele si
algoritmii utilizati sa fie imbundtatiti permanent. Colectarea de date are la baza sisteme de
senzori si statii meteo profesionale, performante si scalabile, care raspund nevoilor specifice
ale fermierilor in ceea ce priveste dotarea specificd cu senzori si amplasarea acestora pe
indltimi sau la adancimi diferite, In camp sau in spatii protejate, in functie de tipul culturilor
monitorizate. Datele colectate sunt integrate in timp real pe platforma software SC ENTEN
SYSTEMS SRL, unde partenerii au acces la toate functionalitatile si instrumentele de analiza
disponibile, stiind in orice moment ce se intdmpla cu culturile infiintate.

Se poate desprinde o concluzie generald, si anume ca, rezultatele proiectului vin sa
raspundd unui obiectiv important: ,,Racordarea cercetarii aplicative si a progresului
tehnologic in Romania la evolutia si cerintele mediului socio-economic national si global, prin
dezvoltarea de produse originale, tehnologii avansate si servicii, competitive pe plan

international si cu impact socio-economic major”.

I.4. Culturi in vitro — generalitati

Cultivarea in vitro a unor celule si tesuturi vegetale este o ramura a stiintelor biologice
ale caror inceputuri corespunde cu inceputul secolului XX. Evolutia sa de-a lungul timpului a
fost rapida, astfel incat, in acesti ultimi ani, vorbim de un ansamblu de tehnici si metode in
vitro grupate generic sub numele de biotehnologii vegetale. Sfarsitul mileniului doi se
caracterizeaza printr-o puternica implicare a biotehnologiei Tn viata omului, Tn toate domeniile
de activitate. Cultura de seminte, organe, tesuturi, celule sau protoplasti pe medii nutritive, in

conditii sterile, se bazeaza pe totipotenta celulara, dediferentiere si competenta celulara.
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Capacitatea regenerativa a celulelor este exploatata la maximum prin intermediul tehnicilor de
cultivare in vitro. Tn prezent cultura de tesuturi in vitro este o tehnologie bine stabilita si care,
ca multe alte tehnologii, a parcurs diferite stadii de evolutie. Pornind de la studiile privind
posibilitatea cultivarii si dezvoltarii unor mici fragmente de tesut de planta sau celule izolate
pe medii nutritive, pe la mijlocul secolului XX, a fost unanim acceptata notiunea regenerarii si
multiplicarii plantelor atat din calus cat si din cultura de organe, urmand apoi aplicatia
practica Tn industria de inmultire vegetativa a plantelor. Tn sens general, prin cultura in vitro se
intelege cresterea pe medii artificiale, in conditii de asepsie deplina si de factori ambientali
bine controlati, a unor organe, parti de organe, tesuturi sau celule vegetale. Toate fenomenele
legate de inmultirea vegetativa sunt legate de procesele de regenerare si de morfogeneza,
respectiv de cele de organogeneza.

Putem regenera o plantd intreagd dintr-un tesut mic (o bucatd de tulpind, radacina,
frunza, un mugure sau din celule vegetale) numit explant plasat intr-un vas de cultura (in
vitro), intr-un mediu lipsit de microorganisme (aseptic), in prezenta unei nutritii echilibrate
(mediu de cultura), in conditii controlate. Pentru acesta avem nevoie de: un tesut adecvat, un
mediu de cultura potrivit, conditii de cultura aseptice, regulatori de crestere: rata dintre auxine
si citokinine, subcultivari frecvente.

Fie ca spunem inmultire in vitro sau clonare sau micropropagare sau cultura de
tesuturi in vitro, procesul ramane acelasi: o metoda vegetativd de inmultire a plantelor.
Plantutele obtinute din culturi de tesuturi, multiplicate vegetativ pot fi clasificate sub
denumirea de clone, si spre deosebire de cele obtinute din seminte, sunt copii fidele ale plantei
mama deci, prezintd caracteristici identice cu planta mama. De exemplu, daca planta mama
este o planta cu capacitate de productie ridicata, plantele obfinute vor fi, de asemenea, cu
capacitate de productie ridicata. Reusita culturii depinde de o multitudine de factori si este
vizibilda Tn momentul in care explantul creste. Explantul, numit si inocul, este portiunea de
planta (organ, tesut, celuld) care se desprinde de pe planta donor (planta mama), si se
inoculeaza in condifii sterile pe un mediu artificial de cultura. Evolutia explantului este
dirijatd de operator in functie de scopul urmarit. Acesta poate evolua formand o noud planta
(sau mai multe plante - neoplantule), prin stimularea dezvoltarii organelor aeriene (tulpina si
frunzele) si a radacinii, sau poate forma calus, prin stimularea inmultirii nediferentiate a
celulelor.

Varietatea de tehnici care pot fi folosite pentru dezvoltarea plantelor in vitro este
considerabila si complet dependentd de specie si chiar de soi. Trei tipuri mari de sisteme de

cultura pot fi folosite pentru iInmultirea clonala rapida a plantelor in vitro (micropropagare), si
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anume embriogeneza, organogeneza si microbutdsirea, conceptul de baza fiind acela de a
obtine inmultirea rapidi fird a crea variatie somaclonali nedorita. In practica, pentru
producerea comerciald de plante este de preferat folosirea metodelor de morfogeneza directa
cand acestea sunt accesibile, uniformitatea materialului (in primul rand genetica) fiind o
conditie esentiala.

Multiplicarea vegetativa in vitro permite reproducerea indivizilor alesi pentru unele
calitati, intr-un numar mare de exemplare identice si intr-un timp foarte scurt.

Termenul in vitro, adoptat din limba latind, inseamna cu aproximatie viata in recipient
de sticla, si a fost introdus din necesitatea de a defini tehnicile privind cultura de organe,
tesuturi si celule vegetale pe medii de cultura artificiale, care permit pastrarea lor in viata in
afara organismului.

Caracteristicile culturilor in vitro se remarcd prin faptul ca, spre deosebire de
multiplicarea traditionald, unde se opereaza cu seminte sau portiuni mari de planta (marcote,
butasi, altoi), la multiplicarea in vitro se folosesc explante mici, de ordinul milimetrilor sau
chiar microscopice (celule, protoplasti), explante care in conditii normale de cultura nu ar
reusi s creasca opunand rezistentd agentilor patogeni si sintetizandu-si singure substantele
nutritive necesare.

Din acest motiv, pentru reusita culturii de celule si tesuturi se cer respectate
urmatoarele conditii:

-prepararea unui mediu de crestere care sd asigure o buna nutritie heterotrofa a
explantului, prin asigurarea sursei de carbon organic usor accesibil explantelor;

-asigurarea si controlarea factorilor de mediu (temperaturda, lumina, umiditate) in
limitele optime pentru fiecare specie, soi si faza de crestere, in functie de cerintele acestora si
scopul urmarit;

-stimularea cresterii si diferentierii sau dediferentierii organelor prin utilizarea
corespunzatoare a substantelor stimulatoare de crestere;

-asigurarea unei asepsii depline pe tot fluxul de producere a plantelor in vitro, prin
dezinfectia materialului vegetal, sterilizarea mediului si a vaselor de culturd, precum si
efectuarea tuturor operatiilor in hota cu flux de aer laminar steril, folosind instrumentar
sterilizat prin flambare.

Etapele procesului de micropropagare:
» Etapa 0 - Selectarea si pregatirea plantei mama - are loc sterilizarea tesutului
vegetal;

* Etapa I - Initierea culturii - explant plasat in medii de crestere;
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« Etapa II — Multiplicare - explantul transferat in mediile de cultura; lastarii pot fi
impartiti in mod constant;
« Etapa III — Inradicinarea - explantul transferat pe mediul de inradicinare;

« Etapa IV - Transferul in sol.

Avantajele micropropagarii:

Obtinerea de clone autentice cu planta mama;

Obtinerea intr-un spatiu mic a unei cantitati mari de plante avand in vedere faptul ca
plantele sunt foarte mici; fiecare vas poate contine sute de plante;

Inmultirea in conditii sterile duce la evitare pierderilor datorita insectelor si bolilor —
plante libere de patogeni;

Un singur explant poate fi inmultit in cateva mii de exemplare;

Productia pe tot parcursul anului fara a fi afectata de influenta anotimpurilor;

Plantele rare si pe cale de disparitie pot fi clonate 1n siguranta;

Obtinerea prin culturi de meristeme si producerea unui numar mare de plante libere
de virus,

Pastrarea pe termen lung a germoplasmei in "bédnci de tesuturi”. Plantele mama sau
soiurile pot fi pastrate si mentinute in vitro fara a fi influentate de factori externi de
mediu;

Culturile de plante mai usor de exportat decat plantele cultivate in cdmp deoarece fiind
sterile pot fi transportate intre tari fara dificultati;

Spatii reduse de sere deoarece plantulele sunt foarte mici;

Productia de specii dificil de inmultit;

Industrie mondiala de milioane de euro.

Dezavantajele micropropagarii:

Necesita investitie mare n echipamente;

Expertiza tehnica in pozitiile de conducere;

Lipsa protocoalelor optimizate pentru fiecare specie;

Personal calificat Tn manipularea materialului in timpul subculturilor;

Contaminarea este o problema serioasd care ar poate conduce la pierderi de plante
crescand astfel costurile de productie si afectand termenul de livrare;

Nu exista metode standard, uniforme pentru micropropagare, fiecare material necesta
conditii specifice;

Plantulele pot fi prea scumpe fiind o industrie consumatoare de capital. Daca se

produc plante putine costurile sunt prea mari.
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Micropropagarea este un sistem general acceptat pentru inmultirea pe scard largd. In
ultimele decenii, producerea de material saditor prin micropropagare (multiplicare) in vitro a
devenit (sau este pe cale sd devind) alternativa mai eficientd la inmultirea prin metodele
conventionale, oferind posibilitatea producerii rapide (cateva luni, pana la un an) a unor
cantitdti de ordinul sutelor de mii sau milioanelor de plante. Majoritatea plantelor
micropropagate in vitro sunt produse la un pret mai ridicat dacat prin intermediul cailor
traditionale. Cu toate acestea, la culturile la care se are in vedere obtinerea de material de
plantat cu sandtate garantata, plante care sd prezinte uniformitate n cultura, juvenilitate, dar si
vigurozitate concomitent cu o calitate superioard a produsului efectele financiare sunt

compensate.
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Il. BAZA MATERIALA NECESARA FUNCTIONARII
TEHNOLOGIEI

Il. 1. Organizarea si amenajarea laboratorului de culturi in vitro

11.1.1 Zona nesterila
Laboratorul de culturi in vitro necesita o anumita compartimentare si respectarea unui
anumit flux. Zona nesterila cuprinde totalitatea spatiilor in care asepsia nu este obligatorie:

a. Sera de pastrare sau izolator insect proof, este utila pentru mentinerea plantelor
donor (plante mama) de unde va fi recoltat materialul initial care dupd procese de pregatire
(spalare, sterilizare, fasonare, excizare in cazul meristemelor) urmeaza sa fie inoculat pe
mediile de culturd. Spatiul asigura izolare care s nu permita patrunderea insectelor ce pot fi
vectori pentru virusuri; aceasta izolare se face prin pereti dubli de plasa insect proof. Podeaua
este betonatd, iar ghivecele in care se afld plantele sunt asezate pe paleti pentru ca radacinile
sa nu vina in contact direct cu pardoseala. Spatiul are sursa de apa, umbrire, camera tampon
prevazutd cu masa, chiuveta, pentru spdlarea materialului biologic recoltat. Substratul de
cultura trebuie certificat ca liber de vectori prin buletine de analize emise de laboratoare
acreditate pentru acest tip de servicii.

b. Magazia de materiale. Este necesara existenta cel putin a unei magazii de
materiale, pentru a pastra materiale cum sunt: sticlaria, folii din aluminiu si polietilena, tifon,
substante care sunt componente ale mediilor de culturda atunci cand existd stocuri mari.
Magazia trebuie sa aiba instalatie electrica, de apa cu chiuveta si sa intre in circuitul de
incalzire al laboratorului. Sunt de asemenea necesare dulapuri si rafturi, frigidere, congelator.

C. Spatiul pentru sterilizarea uscata. Camera trebuie sd aiba peretii acoperiti cu
faiantd sau cu materiale lavabile si podeaua cu gresie sau alte materiale usor lavabile si
rezistente (ex. rasina epoxidica). Dotarile includ instalatie de curent electric, rafturi, dulapuri,
etuve, masa, etc. Este incdperea unde sticlaria dupa decontaminare, spdlare si imersie in apa
distilata, este bagata pentru sterilizare uscata la etuva.

d. Spatiul destinat pregitirii mediilor de cultura. Data fiind importanta acestei
activitati, pregdtirea mediilor de cultura presupune existenta unei camere prevazuta cu dotari
specifice. Aceasta camera trebuie sa fie faiantatd si pardosita cu gresie sau materiale usor
lavabile. Obligatoriu, trebuie sa fie prevazuta cu instalatii de apa curenta rece si calda,

chiuvete, canalizare, instalatic de curent electric (220 V, 50 Hz), care trebuie sa aiba sisteme
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de protectie, robinete suplimentare, vane, circuite de Tmpamantare, tablouri cu sigurante
fuzibile, etc. conform normelor in vigoare.

Mobilierul, reprezentat de mese, rafturi, dulapuri, trebuie sa fie din materiale rezistente
la agenti chimici si care se intretin usor din punct de vedere al curateniei.

Pentru pregatirea mediilor de culturd sunt necesare: distilator, balante, plite cu agitator
magnetic, pentru medii, pH-metru, frigidere (foto 1), pentru componente medii cultura,
cronometru de laborator, sticlarie de laborator: cilindri gradati, pahare Erlenmayer, pahare
Berzelius, sticle de diferite dimensiuni pentru solutii, pipete gradate, automate pentru pipete,

mojare cu pistil, spatule, etc.

Foto 1. Vitrina frigorifica pentru péstrarea nutrientilor si a solutiilor stoc
la ICDP Pitesti-Maracineni (foto original)
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e. Spatiul pentru
sterilizare umeda (autoclavarea
mediilor de cultura) si
presterilizarea materialului
vegetal. Dupa prepararea mediului
de culturd si repartizarea in vase,
acesta este trecut pentru sterilizare
sub presiune in camera de
autoclavare. Dotarile din aceasta
incdpere includ instalatie de curent
electric (recomandabil 380 V),
instalatie de alimentare cu apa,
autoclave (foto 2), echipamente
prevazute cu instrumente pentru
controlul temperaturii §i presiunii,

temporizatoare si dispozitive de

siguranta folosite pentru sterilizare

N . . 5 Foto 2. Autoclav pentru sterilizarea
In mediu umed, rafturi, chiuveta, umeds la ICDP Pitesti-Miricineni
(foto original)

masa de lucru.

Camera de autoclavare se afla in vecindtatea zonei sterile si aici se face si o
presterilizare a materialului vegetal pregatit pentru inoculare. Presterilizarea se face prin
imersarea acestuia 1n anumite solutii care asigurd o spdlare mai profunda sau solutii
dezinfectante urmand apoi sterilizarea propriu-zisa care va avea loc in camera sterila sub hota
cu filtru laminar.

Dupa autoclavare, mediile de cultura trebuie sa fie pastrate cel putin 24 de ore inainte
de a fi folosite. Acest lucru se poate face pe rafturi sau in dulapuri in camera autoclavelor apoi
trecute Tn camera de inoculare.

f. Camerele de crestere. Dupa inocularea explantelor pe mediul de culturd, pentru
dezvoltarea culturilor vasele sunt trecute in camerele de crestere (foto 3 a si b). Acestea
trebuie sa fie faiantate, cu podea pardosita cu gresie sau cu rasina epoxidica si dotate cu
rafturi.

Factorii de mediu asigurati in camera de crestere necesitd corelare intre ei si sunt

reprezentati de:
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-lumina, asigurata prin fotoperioadd de 8 ore intuneric si 16 ore lumind cu o
intensitate luminoasd de 3000-4000 de lucsi. In acest scop este nevoie de o dotare cu
instalatii de iluminat cu temporizare.

-temperatura, reprezinta un alt factor de mediu care trebuie controlat in camera de
crestere. In general, temperatura folosita este 22-24°C£1°C, insa in functie, de specie, tipul
de cultura si scopul urmarit temperatura poate sa varieze intre 10 si 32°C (in general, speciile
provenite din zonele calde cresc bine la temperaturi mai ridicate: 26-28°C).

-umiditatea este un alt factor esential, care trebuie sa atingd parametrii ceruti. O
umiditate a aerului in camere de crestere sub valoarea de 80-85% duce la deshidratarea rapida

a mediului de cultura si compromiterea culturilor.

Foto3. Aspecte din camera de crestere -ICDP Pitesti-M:ricineni (foto original)

g. Spalitorul (camera de decontaminare). Dupa scoaterea plantelor de pe mediu de
cultura, vasele folosite se trec in spalator. Acest spatiu trebuie sa fie faiantat si cu podea care
nu prezintad pericol de alunecare (gresie), dotat cu instalatie de alimentare apa rece si calda,
chiuvete unele cu scurgdtor, distilator, masind de spalat vase, rastele, bazine de apa pentru
colectarea mediilor folosite, recipiente cu apa distilata folosita la clatire.

h. Spatiile de aclimatizare. in scopul trecerii de la viata in vitro la viata in vivo
trebuie sd se dispund de spatii prevazute cu instalatii eficiente de iluminare, Incélzire si
umidificare a aerului. Tn mod frecvent, aclimatizarea se face in sere previazute cu instalatiile
mentionate anterior si cu mese pe care se afld substratul de aclimatizare (foto 4). in aceasta
etapd, plantele trec de la modul de hranire heterotrof la cel autotrof si incep sa se formeze
frunzulitele adevarate. Dupa prima etapa de aclimatizare petrecutd pe substrat de perlit
(produs obtinut prin méacinarea unei roci numitd perlitd), steril din punct de vedere al

componentelor, cu o mare capacitate de retinere a apei si de fixare a plantelor, perioada in
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care plantele vor primi hrana din componente ecologice. Aclimatizarea poate fi etapa cea mai
dificila dintr-un protocol de micropropagare. La anumite soiuri din cadrul unor specii, exista
posibilitatea parcurgerii fazei de inradacinare simultan cu aclimatizarea in conditii in vivo.
Cuplarea celor doud faze acolo unde permite, va oferi avantajul reducerii timpului necesar
pentru parcurgerea separati a acestor etape, economisirea fortei de munci, etc. In aceast
situatie se va recurge la plantarea lastarilor rezultati in urma multiplicarii direct in cuburi
nutritive/tavi alveolare, cuburi care vor fi formate 2/3 din turba la baza si 1/3 din perlit in
partea de sus a cubului. Astfel, va exista posibilitatea Tnraddcindrii/aclimatizarii in perlit si

Tnaintarea radicinilor formate in substratul de turbi de la baza.

|

Foto 4. Sera de aclimatizare cu paturi cu perlit si senzori pentru masurarea
temperaturii atmosferice, a conductivititii si a umiditatii atmosferice si din substrat
la ICDP Pitesti-Mairacineni (foto original)

I. Sere de fortificare. Plantele inradacinate in vitro si aclimatizate in sere numai in
substrat de perlit, pentru a-si desfasura primele faze de crestere inainte de livrare sau inainte
de a fi plantate in camp, vor fi trecute la ghivece sau tavi alveolare in substrat de turba sau
alte amestecuri nutritive. In aceastd perioadd, vor avea loc mai multe interventii asupra
plantelor pentru asigurarea cerintele fata de hrana si pentru asigurarea unei stari fitosanitare
bune. Produsele folosite Tn acest scop vor fi ecologice. Alegerea acestor produse se va face la
momentul folosirii lor, piata specificd acestor produse fiind in continud perfectionare si
dezvoltare reusind sa acopere un spectru cat mai larg al bolilor si daunatorilor.

Combaterea bolilor si daunatorilor poate fi facuta prin stropiri cu atomizorul sau
pompa de spate. Aceste tratamente se vor face preventiv cu doze moderate de substante
ecologice care pot asigura o protectie completa a plantatiei.

Fortificarea (foto 5) are loc in spatii prevazute cu sisteme de control ale factorilor de

vegetatie, in special umiditate si temperatura, care alaturi de factorii nutritionali si fitosanitari
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trebuie sd asigure o bund maturare a tesuturilor (coacerea lemnului), pentru ca plantele ce

urmeaza sa fie transferate in conditii de camp sa faca fata conditiilor de iarna.

Foto 5. Sere pentru fortificare la alveole sau ghivece la ICDP Pitesti-Maracineni
(foto original)

j. Platformele in aer liber (foto 6, foto 7, foto 8), vor fi utilizate dupa perioada de
fortificare si pand la livrarea materialului obtinut. La amenajarea acestor platforme se va avea
in vedere asigurarea apei prin instalatii de udare, izolarea plantelor de sol prin asezarea

ghivecelor pe covor de tip ,,Agrotextil” antiburuieni, Sau pe podea din beton.

PTTORMA
SO —— 011

AW

Foto 6. Platforma de fortificare la ghivece cu diferite amestecuri de substrat la ICDP
Pitesti-Maracineni (foto original)
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Foto 7. Platforma de fortificare la ghivece cu diferite amestecuri de substrat
la SC LANDCOR AGRO SRL (foto original)

Foto 8. Platforme in aer liber si spatii acoperite pentru fortificare
la SC LANDCOR AGRO SRL (foto original)

Tot din zona nesterild a unui laborator de culturi in vitro fac parte si spatiile necesare

activitatii de deservire a personalului: vestiare, grup sanitar, holuri, etc .
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11.1.2. Zona sterila

a. Camera de prelevare. Caracteristica de baza a acestei zone este cd, in toate spatiile
aferente asepsia este obligatorie; aici se executa toate operatiunile de sterilizare, inoculare si
transferuri pe mediul de cultura in conditii sterile.

Camera sterila trebuie sa fie feritd de orice sursa de infectie; astfel, aerisirea se face
controlat pentru a impiedica patrunderea prafului, sporilor sau a altor forme ale agentilor
patogeni din exterior. Sterilizarea spatiului interior se realizeaza cu ajutorul unor lampi cu
ultraviolete, urmata de aerisirea atenta a incaperii pentru eliminarea ozonului care se
formeaza, dar cu evitarea patrunderii agentilor contaminanti.

Camera sterild are Tn mod obligatoriu peretii vopsiti cu un material lavabil, podeaua
din rasind epoxidica, instalatii de iluminat, caldurd, apd, uscator de maini, mese, dulapuri,
lupe, stereomicroscop (foto 9), ceasuri de laborator cu sonerie, germinatoare pentru sterilizare
(foto 10), scaune rotative, ergonomice si, bineinteles, hotele cu flux de aer laminar vertical
sau orizontal (foto 11). Hotele realizeaza o filtrare a aerului intr-un spatiu inchis, creand un

flux de aer steril care se deplaseaza cu o anumita viteza spre operator.

Foto 9. Microscop (lupa binocular) Foto 10.Germinator pentru sterilizarea
pentru excizarea meristemelor (foto original) instrumentarului (foto original)
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Foto 11. Hote cu flux de aer laminar la ICDP Pitesti-Maracineni
pentru excizarea meristemelor (foto original)
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I1l. TEHNOLOGIA DE INMULTIRE IN VITRO LA ARONIA
MELANOCARPA, SOIUL MELROM

Aronia melanocarpa (Michx.) Elliot (scorusul negru) este o specie arbustiva originara
din America de Nord, care a fost naturalizatd si bine adaptatd in Europa, dar si o importanta
plantd medicinalda (McKay, 2001). Datoritd prezentei si a continutului ridicat al diferitilor
compusi bioactivi, cum ar fi vitaminele, mineralele si compusii polifenolici, fructele si
frunzele de Aronia melanocarpa prezinta o gama larga de efecte pozitive asupra sanatatii
(Jurikova si colab., 2017; Szopa si colab., 2017; Jurendi¢ si Séetar, 2021).

Arealul de cultura al speciei s-a extins substantial in Europa, SUA, Canada si Asia.
Specia a fost introdusd in culturd in Romania dupa anul 1986 si au fost realizate cercetari
stiintifice privind ameliorarea si inmultirea ei, fiind trecutd si la inmultirea in pepiniere pentru
obtinerea de material saditor. In prezent, statistici oficiale referitoare la cultura aroniei la nivel
global nu exista, acestea fiind culturi de nisd in continua dezvoltare.

* Aronia se poate inmulti prin seminte, dar metoda nu este recomandatd deoarece se
obtin plante neuniforme care intrd tarziu pe rod, speciile de arbusti fructiferi fiind genetic
heterozigote.

* Pe plan international, studii privind multiplicarea acestei specii in vitro au fost
efectuate pana acum de cativa cercetatori incepand cu anii ‘90 (Brand si Cullina, 1992, Ruzic,
1993, Velchev si Mladenova, 1992; Staniene si colab., 1999); (Isac si Plopa, 2022)

stabilindu-se ca, micropropagarea este mult mai eficienta decat alte metode de Tnmultire.
111.1. Materialul biologic

Materialul biologic utilizat in secventele tehnologice din cadrul proiectului a fost
reprezentat de soiul Melrom. Este un soi originar din Romania, creat la ICDP Pitesti-
Mariacineni. Planta este o tufa de vigoare mare (1,9 m). Soiul este sensibil la ger si rezistent la
seceta. Fructul este mare (0,9-1,3 g), bogat in compusi bioactivi, gust mai putin astringent
decét soiul 'Nero'. Epoca de coacere este a doua jumatate a lunii august.

Explantele: Mugurii donori de explante se recolteaza de la plante autentice si
fitosanitar sanatoase, in perioada februarie - aprilie. Pana la folosire, materialului biologic se
ambaleazd in pungi de plastic si se pastreazi in frigidere la temperatura de 4°C, pentru a se

evita deshidratarea.
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Pentru initierea culturilor se folosesc explante de muguri axilari de la plante mature,
autentice.

Dezinfectarea materialului biologic: Lastarii anuali se sectioneaza in segmente care
contin cel putin un mugure vegetativ, acestia urmand sa fie tratati astfel:

- spalare 1n apa de robinet cu 2-3 picaturi Domestos;

imersie Tn alcool etilic 96°, timp de 5 minute;

hipoclorit de calciu 6%, timp de 10 minute;

3 clatiri cu apa distilata sterila.

111.2. Mediile de cultura

Avand in vedere faptul ca, explantele sunt dependente de sursa de hrana din mediul de
culturda, deoarece viata ,,in vitro” este aproape in exclusivitate heterotrofa, in special in
primele faze ale existentei, pana la formarea unui numar suficient de mare de frunze pe
fiecare plantula, mediile de cultura de bazd trebuie sa contind substante organice si
anorganice. Elementele chimice din mediul de culturd pot fi accesibile celulei vegetale sub
forma unor anumite tipuri de compusi, respectiv solutii de azotati, fosfati, cloruri sau sulfati
de Ca, Mg, Mn, K, Zn, Cu, Fe, etc asimilabili, de glucide si (sau) de unii aminoacizi.
Indispensabild este 1n mediul de cultura si prezenta unor vitamine (acid nicotinic, tiamina HCI
si piridoxini HCI), a mezoinozitolului si a hormonilor vegetali. In general cunoasterea
temeinicd a genotipului folosit pentru infiintarea culturilor in vitro este de mare importanta.

Stabilirea unui protocol optim pentru un bun randament de inmultire necesitd
aprofundarea, in cele mai mici detalii, aspectelor specifice cerintelor nutritiei si ecologiei
genotipului in cazul de fatd soiul Melrom, cat si comportarea lui la metodele clasice de
inmultire vegetativa. Binecunoscut este faptul ca, Tn general, chiar si in cadrul aceluiasi soi
sau portaltoi, indivizi cu genotipuri identice, reactioneaza diferit la aceleasi conditii de mediu
in functie de capacitatea de asimilatie a fiecarui organism. Epuizarea preferentialda a unor
compusi din mediu sau a concentratiei acestora in functie de cerintele soiului folosit sunt
fenomene care pot duce, in afara scopului dorit, la instalarea unor manifestari fie de carenta,
fie de toxicitate, soldate uneori chiar cu necrozarea inoculilor. Din cele expuse mai sus,

rezultd specificitatea mediului de cultura stabilit de specialistii din echipa proiectului.
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111.2.1. Compozitia mediilor de baza utilizate in tehnologia transferata

n interiorul GO

MACRONUTRIENTI (mg/I)
Murashige-Skoog (1962)

Azotat de amoniu NH4NO;................. 1650
Azotat de potasiu KNO 3........ccccveneenees 1900
Difosfat de potesiu KH,PO, ............ .... 170
Clorura de calciu CaCl, x 2H,0............ 440

Sulfat de magneziu MgSO, x 7H,0.....370

VITAMINE SI AMINOACIZI (mg/ 1)
Linsmaier Skoog (1965)
Thiamine-HCI

Myo-inositol

MICRONUTRIENTI (mg/ )

Murashige-Skoog (1962)
Sulfat de mangan MnSO, x 4H,0

Sulfat de zinc ZnSO, x 7TH,O

Iodura de potasiu Kl

Clorura de cobalt CoCl, x 6H,0

Acid boric H3BO...........ccveeeenneneee

Sulfat de cupru CuSO, x 5H,0......

Molibdat de sodiu Na,MoO, x 5H,0.....0,25

FeSO4 X TH20..cciiiecvcee,
ALTI COMPUSI
Dextroza ......oovveeeenennnn.. 30,00 g/l
AQar.....cooviiiiiiiie, 9,00 g/l
NaFeEDTA.......ccoouvee.... 32,00 mg/I

111.2.1.1. Mediul de cultura faza de initiere

- macroelemente si microelemente Murashige-Skoog (1962)

- vitamine Linsmaier Skoog (1965)
- GAgs(acid giberelic) =0,1 mg/l

- BAP (benzilaminopurina) = 1,0 mg/I

- Dextroza .......cccceeeeuenn. 30 g/l
- AQAr. 9¢/
- NaFeEDTA.......cccccovenne. 32 myg/l

Initierea (foto 12)- dezvoltarea explantelor in lastari viabili Tnregistreaza 0 medie

procentuala de peste 90 %.
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Foto 12. Soiul Melrom —explante diferentiate pentru excizarea meristemelor
(foto original)

111.2.1.2. Mediul de cultura pentru proliferarea lastarilor

macroelemente si microelemente Murashige-Skoog (1962)
vitamine Linsmaier Skoog (1965)

GA; (acid giberelic) = 0,1 mg/I

BAP (benzilaminopurina) = 1,0 mg/l

AIB (acid indolilbutiric) = 0,1 mg/I

Dextroza .......cccceeuenneen. 30 g/l
AQar.....ccoooveiiiiic 9 g/l
NaFeEDTA........cceevvnne 32 mg/l

Multiplicarea (foto 13) este in medie de 12,6 lastari/tufa la soiul Melrom, dintre care

8,5% cu dimensiuni de 1,2-1,3 cm.

Foto 13. Soiul Melrom - multiplicare (foto original)
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111.2.1.3. Mediul de cultura pentru inridicinarea lastarilor

macroelemente si microelemente Murashige-Skoog (1962)
vitamine Linsmaier Skoog (1965)

GA; (acid giberelic) = 0,1 mg/l

AIB (acid indolilbutiric) = 0,7 mg/I

Dextroza ........cceeuvennee. 30 g/l
AQar.....cccoevveiieieiien, 99/l
NaFeEDTA........ccccvenee 32 mg/l

Inradicinarea (foto 14) pe formula de mediu stabiliti a fost de 80,19% la soiul

‘Melrom'.

= P e . el

Foto 14. Soiul 'Melrom’ inradacinare (foto original)

29



II1.2.2. Trecerea la viata in vivo

Faza de inraddcinare - aclimatizare (foto 15,16,17 a si b) poate fi cea mai dificila
etapa in producereca materialului microinmultit la unele specii. Lastarii cu primordii de
radacini sunt trecuti pe substrat de perlit. Tn paralel, a fost efectuata si aclimatizarea pentru
plantele inradacinate prin culturi in vitro.

Perlitul este un produs anorganic granular, 100% ecologic, utilizat in primul rand
pentru capacitatea mare de retinere a apei, dar si pentru proprietatile de afanare si aerisire a
substratului. Este inert din punct de vedere chimic. Mediul asigurat in aceasta etapa este
caracterizat prin umiditate relativa ridicata si temperatura controlata.

- Aclimatizarea s-a realizat in sere in conditii de umiditate ridicata (80 — 90 %) in perlit
horticol 2 granulometrie 0-0,5 mm; absorbtie apa 50-65 % din volum;

- Durata aclimatizarii, cca. 30-45 de zile;

- Procentul de plante aclimatizate a fost in jur de 90% in luna iunie;

- Fortificarea s-a realizat la ghivece sau placi alveolare cu turba, turba + dolomita, cand

turba a fost mai acida; se pot folosi diferite alte amestecuri.

Foto 15. Conducerea factorilor de mediu la aclimatizare la ICDP Pitesti-Maracineni
(foto original)

30



Foto 16. Aclimatizare in substrat de perlit la ICDP Pitesti-Maracineni (foto original)

a b

Foto 17. Plante de aronia aclimatizate la ICDP Pitesti-Maracineni
(foto original)

111.3. Flux micropropagare

111.3.1. Exemplu de calcul orientativ-schema de micropropagare

Fluxul de micropropagare se deruleaza conform Schemei 1 si cuprinde etapele:

. INIQIERE CULTURA IN VITRO - durata: aproximativ 30 zile
-vase de cultura: eprubete ~ 7 ml mediu cultura/eprubeta; conditii in camera de crestere: 16
ore lumind/8 ore intuneric, T= 21-22°C.
-100 explante = 100 vase cultura tip eprubeta x 7 ml = 700 ml mediu de cultura.
-diferentiere explante ~ 90 % = 90 lastari (butasi) care se transfera in etapa de multiplicare.

1. MULTIPLICARE - durata aproximativ 6 luni (30 zile pentru fiecare subcultura).
- cultura primara (CP) +5 subculturi (S1, S2, S3, S4, S5); conditii in camera de crestere: 16

ore lumina/8 ore Intuneric, T= 21-220C;



