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(54) Procedeu de multiplicare microclonali a vitei-de-vie

(57) Rezumat:
1
Inventia se referd la biotehnologiile

agricole §i  poate fi utilizatd pentru
multiplicarea microclonald a vitei-de-vie.
Procedeul, conform inventiei, constd in
aceea ca se selecteaza lastari cu lungimea de
6...10 cm, se spald, se clatesc in apd
curgdtoare, se sterilizeazd, se excizeazd
apexuri cu marimea de 0,5...1,0 mm, ce contin
meristeme cu 2...3 frunzulite primordiale, care
se inoculeazd in mediul nutritiv Murashige-
Skoog suplimentat cu 5 puM de 6-
benzilaminopurind, 0,5 pM de acid
naftalinacetic, 2% de zaharoza, 0,7% de agar,
avand pH-ul 5,7; dupd 2...3 saptdmani de la

inoculare apexurile se iradiazd in regim

2
periodic, timp de 20...25 min, cu unde

milimetrice de intensitate joasd cu lungimea de
undd de 5,6 mm si frecventa de 53,8 GHz,
dupa ce regencrantii prolifereaza si se dezvolta
el se transferd pe mediul Murashige-Skoog,
se subcultivd pe parcursul a 6...7 cicluri §i se
efectueazd microbutdgirea lor in  vitro,
regenerantii cu 3...4 internoduri se transfera pe
mediul Murashige-Skoog suplimentat cu 0,4
uM de acid naftalinacetic, apoi regenerantii cu
sistem radicular bine dezvoltat se transferd in
amestec de sol si turba, iar ulterior pe substrat
de sol.
Revendicari: 1

Figuri: 1



(54) Process for microclonal propagation of grapevine

(57) Abstract:
1
The invention relates to agricultural

biotechnology and can be used for microclonal
propagation of grapevine.

The process, according to the invention,
consists in that shoots of a length of 6...10 cm
are selected, washed, rinsed in running water,
sterilized, apexes of a size of 0.5...1.0 mm are
excised, containing meristems with 2...3
primordial leaves, which are inoculated in the
Murashige-Skoog nutrient medium
supplemented with 5 uM of 6-
benzylaminopurine, 0.5 uM of naphthalene-
acetic acid, 2% of sucrose, 0.7% of agar,
having the pH 5.7; in 2...3 weeks after
inoculation apexes are irradiated in periodic

regime, during 20...25 min, with low-intensity

2
millimetric waves of a wavelength of 5.6 mm

and a frequency of 53.8 GHz, after the
regenerants proliferate and develop they are
transferred to the Murashige-Skoog medium,
are subcultured during 6...7 cycles and is
performed their micrografting in vitro,
regenerants with 3...4 interstices are
transferred to the Murashige-Skoog medium
supplemented with 0.4 uM of naphthalene-
acetic acid, then the regenerants with well-
developed radicular system are transferred into
a mixture of soil and peat, and then into soil
substrate.
Claims: 1

Fig.: 1

(54) Cnoco0 MUKPOKJIOHAJBHOI0 PA3MHOKEHHUS BUHOIPAaJa

(57) Pedepar:

Hzobperenue OTHOCHTCS K
CEIECKOXO3AUCTBCHHPIM OUOTCXHOIOTHAM U
MOXKET OBITH HCITOIH30BAHO JUIS
MHKPOKIIOHATILHOTO Pa3MHOKEHHUS BHHOTDA/TA.

Crroco0, COriaacHO H300pPETEHHIO, COCTOUT
B TOM YTO OTOHparOT moOeru umHOH 6...10
CM, MOIOT, IPOMBIBAKOT B HPOTOYHOH BOJIE,
CTEPIJIU3YIOT, BBIWICHSIIOT AIlCKCH PasMepoM
B 0,5...1,0 MM, coaepKaniue MEPUCTEMBI ¢ 2-
M4...3-MS [IPUMOP/IHATBHBIMU  JIHCTOYKAMI,
KOTOpbIe HHOKYIHUPYIOT B IIMTaTeIbHYIO CPELY
Mypacure-Ckyra ¢ gobasieHueM 5 pM 6-
OemswnamuHomypusa, 0,5 pM  Hadramus-
VKCYCHOH KHCIOTH, 2% caxapossl, 0,7%
arapa, umes pH 5,7; uepes 2...3 Hemenu mocie
00IyJaroT ATICKCHI B

HHOKYJIAITAH

IIEPHOIMUECKOM pEeKUME, B TeueHue 20...25

2
MHH, MUJITTAMCTPOBLIMY  BOJIHAMU HH3KOI

HHTCHCHBHOCTH JIHHOX BOITHBI 5,6 MM H
yacroro 53,8 ITm, mocie TOro Kak
PEreHEPaHTHI IPOIHPEPHPYIOT H Pa3BUBAIOTCA
HX IepeHocaT Ha cpeny Mypacure-Ckyra,
CYOKYIBTHBUPYIOT B TeUCHHE 6...7 IMKIOB U
OCYIIECTBIIIOT ~ HUX MHKPOYEPEHKOBAHHE IR
Vitro, pereHepaHThl ¢ 3...4 MEKIOY3JIUAMU
mepeHocaT Ha cpexy Mypacure-Cxyra ¢
jqobasiaeHueM 0,4 UM HadTaTHH-YKCYCHOH
KHCIOTBI, 3aT€M PEreHEPAaHTHl € XOpPOIIO
Pa3BUTOH PaJUKYIAPHON CHCTEMOH IepeHOCAT
B CMECh ITOYBHI K TOP(a, a 3aTeM B IIOUBEHHBIH
cyocTpar.

I1. hopmyisr: 1

@ur.: 1
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Descriere:

Inventia se referd la biotehnologiile agricole si poate fi utilizata pentru multiplicarea microclonald a
vitei-de-vie.

Recunoscand cerintele de certificare a materialului saditor la vita-de-vie, metodele de multiplicare
microclonald a plantulelor de vita-de-vie capata o aplicabilitate in practicd. Tehnica datd este justificatd
prin eficientd si beneficiul economic. Multiplicarea microclonald se aplicd in propagarea rapidd a
materialului devirusat sau a formelor reprezentate prin exemplare unice, permitdnd crearea intr-un
interval scurt de timp a unui numar suficient de plantule pentru crearea de plantatii-mama.

Este cunoscut procedeul de multiplicare microclonald a plantulelor de vita-de-vie, care cuprinde sase
etape: (1) selectarea ldstarului, (2) inocularea in vitro a apexului, (3) obtinerea regenerantilor, (4)
subcultivarea $i microbutdsirea in vitro, (5) Inrddacinarea regenerantilor, (6) adaptarea ex vitro si
transferul in substrat de sol a plantulelor. Conform celei mai apropiate solutii pentru multiplicarea in vitro
a vitei-de-vie se selecteaza lastari in perioada iunie-iulie, care se spald in solutie apoasd de 0,1% Tween
20 si se sterilizeaza in solutie de 1,2% hipoclorit de sodiu timp de 10 min, dupa care se spald si se clatesc
in apd sterild; apexurile cu marimea de 0,5...1 mm (ce contin 2...4 frunzulite primordiale) se excizeazd
si se inoculeazd pe mediul nutritiv. Murashige-Skoog (1962) suplimentat cu SuM 6-benzilaminopurind
(BAP), 0,5uM acid naftalinacetic (ANA); la 6...8 sdptdmani de cultivare regenerantii ce detin 3...4
internoduri (cu o lungime de 1,5 cm) sunt butésiti, iar fiecare fragment este subcultivat pe durata a 3...6
sdptdmani pana la formarea de noi regeneranti, procedura fiind repetatd pana la 6 cicluri de subcultivare;
pentru inducerea rizogenezei regenerantii obtinuti sunt transferati pe mediul nutritiv. Murashige-Skoog
suplimentat cu 0,4 uM ANA, iar dupd formarea raddcinilor, plantulele se transferd in substrat autoclavat
constituit din sol:turba [1].

Insa acest procedeu are si dezavantaje, determinate de rata de multiplicare redusd dupi primele 3...4
pasaje. Ponderea mai sporitd de reproducere a microbutasilor se atestd dupa pasajul 6, care corespunde
duratei de cca 333 zile de cultivare in vitro, ceea ce este urmat de cheltuieli majore suplimentare, totodata
existd riscul inducerii variatiilor somaclonale generate pe durata indelungatd de subcultivare in conditii in
vitro.

Problema pe care o rezolva inventia constd in marirea ratei de plantule obtinute de la o clond dupa
primele pasaje de cultivare in vitro (3...4 subcultivari).

Esenta procedeului nou de majorare a ratei de plantule de vitd-de-vie obtinute de la o microclond
constd 1n aceea ca s¢ selecteaza lastari cu lungimea de 6...10 cm, s¢ spald, se clatesc in apd curgétoare, se
sterilizeaza, se excizeaza apexuri cu marimea de 0,5...1,0 mm, ce contin meristeme cu 2...3 frunzulite
primordiale, care se inoculeazd in mediul nutritiv Murashige -Skoog suplimentat cu 5 uM de 6-
benzilaminopuring, 0,5 uM de acid naftalinacetic, 2% de zaharoza, 0,7% de agar, avand pH-ul 5,7; dupa
2...3 saptamani de la inoculare apexurile se iradiazd in regim periodic, timp de 20...25 min, cu unde
milimetrice de intensitate joasd cu lungimea de unda de 5,6 mm si frecventa de 53,8 GHz, dupi ce
regenerantii prolifereazd si se dezvoltd ei se transfera pe mediul Murashige-Skoog, se subcultivd pe
parcursul a 6...7 cicluri si se efectueaza microbutasirea lor in vitro, regenerantii cu 3...4 internoduri se
transferd pe mediul Murashige-Skoog suplimentat cu 0,4 uM de acid naftalinacetic, apoi regenerantii cu
sistem radicular bine dezvoltat se transferd in amestec de sol si turbd, iar ulterior pe substrat de sol.

Noutatea inventiei constd in utilizarea undelor milimetrice de intensitate joasd pentru mérirea ratei de
multiplicare a plantelor de vitd-de-vie derivate de la o clona.

Rezultatul inventiei rezidd in posibilitatea obtinerii In urma a 3 subcultivéri conform inventiei a 321
lastari, iar conform celei mai apropiate solutii se obtin 120 lastari, ceca ce denotd sporirea ratei de
microbutasire de 1,53...3,26 ori pentru soiurile analizate ale speciei Vitis vinifera, precuom §i marirea
numarului de plantule intr-un interval de timp mai scurt, astfel reducandu-se cheltuielile aferente acestei
proceduri.

Exemplu de realizare a inventiei

Pentru micropropagarea in vitro au fost selectate 6 genotipuri de vita-de-vie de interes ameliorativ
aflate in Colectia Institutului Stiintifico-Practic de Horticulturd si Tehnologii Alimentare: 1-15-15, 1-5-
71, Apiren roz, Apiren extratimpuriu, Gen Moldova si Prezentabil.

De la tufele genotipurilor de vita-de-vie selectate in perioada cresterii intensive (iunie-iulie) au fost
preluati lastari (6...10 cm), care au fost spdlati in solutie apoasd de 0,1% Tween 20 si clatiti in apd
curgatoare timp de 15 min.
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Pentru aseptizare, fragmentele de lastari au fost plasate pentru 2...3 s in etanol de 70% si ulterior
trecute in solutie de hipoclorit de sodiu de 5,2% pentru 5...7 min, apoi clétite in 3 badi de apa sterild, a céate
5 min fiecare, pentru inlaturarea totald a clorului.

Toate operatiunile de sterilizare a lastarilor, precum si excizarea apexurilor cu marimea de 0,5...1 mm
(ce contin meristeme cu 2...3 frunzulite primordiale) si inocularea lor pe medii de culturd s-au desfasurat
in conditii aseptice, in interiorul hotei cu flux laminar de aer steril. Vitrocultura a fost initiatd in eprubete,
continand cite 2 ml de mediul nutritiv Murashige-Skoog (1962) suplimentat cu BAP (5 uM), ANA (0,5
UM), 2% zaharoza si 0,7% agar, care s-a dovedit a fi optim pentru toate genotipurile analizate (tab. 1).
Valoarea pH-ului mediului nutritiv a fost ajustatd Inainte de autoclavare la 5,7. Pentru inducerea
regenerdrii eprubetele au fost incubate in conditii controlate cu o fotoperioadd de 16 ore-lumind, la
temperatura de 27°C si iluminarea de 2000 I1x. La 2...3 sdptdméani de la inoculare, dupa stabilirea
raspunsului pozitiv apexurile au fost iradiate timp de 20...25 min cu unde milimetrice de intensitate joasd
cu lungimea de unda A=5,6 mm si frecventa de 53,8 GHz in regim periodic emise de dispozitivul ,,Iavi-
1 (densitatea fluxului 1...10 mW/cm®). Dupi tratare apexurile au fost replasate in camera de cultivare in
aceleasi conditii controlate. Schema multiplicdrii microclonale a vitei-de-vie este prezentatd in figurd,
unde: 1 — selectarea lastarului, 2 — inocularea in vitro a apexului, 3 — iradierea cu unde milimetrice, 4 —
obtinerea regenerantilor, 5 — subcultivarea si microbutdsirea in vitro, 6 — inrddacinarea regenerantilor, 7 —
adaptarea ex vitro i transferul in substrat de sol al plantelor.

In primele 25...35 zile de la inoculare s-a atestat proliferarea si dezvoltarea regenerantilor, care
ulterior au fost transferati pe medii nutritive pentru multiplicare (tabelul 1) In vase Magenta ce contineau
10...12 ml mediu. La fiecare 4...5 saptdmani lastarasii ce detineau 3...4 internoduri au fost butasiti si
inoculati pe medii nutritive proaspete pentru multiplicare, fiind realizate pana la 6...7 cicluri de
subcultivare. Plantulele cu 3...4 internoduri rezultate din fiecare ciclu de subcultivare au fost transferate
pentru rizogenezad pe mediul Murashige-Skoog (1962) suplimentat cu ANA (0,4 uM). La 6...7 zile dupd
pasajul pe acest substrat regenerantii care prezentau un sistem radicular cu perisori absorbanti bine
dezvoltati au fost transferati in vase de plastic de 500 ml cu amestec de sol:turbd (1:3). Vasele cu
regeneranti au fost acoperite cu peliculd de polietilend si transferate in camera de cultivare la 25...27°C si
la iluminarea de 2000 1x cu o fotoperioada de 16 ore-lumini. La aparitia a 2...3 frunzulite noi plantulele
au fost transferate in substrat de sol conform tehnicilor standarde.

Tabelul 1
Compozitia mediului nutritiv folosit pentru proliferarea in vitro a plantulelor de vita-de-vie
Nr MS (Murashige-Skoog, 1962)
Componentele Cantitatea (mg/1) Cantitatea (LM)
mediului
Macroelemente
1 KNO; 1900 18,8
2 NH4NO; 1650 20,6
3 CaCl, * 2H,0 440 3,0
4 MgSO, *H,O 370 L5
5 KH,PO, 170 1,25
6 FeSO,4 * TH,0O 28 0,1
7 Na,EDTA 37 0,1
Microelemente
8 MnSO, * 4H,0 22,3 100,0
9 H;BO; 6,2 100,0
10 ZnSO4* TH,O 8,6 30,0
11 KI 0,83 5,0
12 Na,MoO, * 2H,0 0,25 1,0
13 CuSO, * 5 H,0O 0,025 0,1
14 CoCl, * 6H,O 0,025 0,1
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Vitamine
15 Mioinozitol 100 55,5
16 Tiamina (B,) 0,5 3
17 Piridoxina (Bg) 0,5 5
18 Ac. nicotinic (PP) 0,5 8
Alti factori
19 Zaharoza 2%
20 Agar 0,7%
pHS5,7

Conform rezultatelor obtinute, aplicarea schemei de multiplicare cu utilizarea undelor milimetrice,
comparativ cu cea de referintd, a condus la reducerea nesemnificativd a numarului de explante care au
supravietuit sau la majorarea acestora (tab. 2). Pentru cele 6 genotipuri analizate procentul explantelor ce
au format lastdrasi a variat in varianta de referintd de la 8,39 la Apiren extratimpuriu pand la 46,04 pentru
genotipul 1-1-15. Potrivit datelor expuse 1n sursa de referintd, reactia de rdspuns a explantelor la conditiile
de cultivare in vitro si numarul de lastdrasi formati sunt dependenti prioritar de genotip, ceea ce este
confirmat si de rezultatele obtinute.

Tabelul 2
Proliferarea lastarasilor de vitd-de-vie in conditii in vitro
Genotip Varianta Numarul Explante Explante cu | Numdr de
experimentala de apexuri | supravietuite | lastarasi lastarasi/explant
inoculate | (numadr) (%)
1-15-15 martor 21 19 46,04 5,98
unde milimetrice | 18 17 75,00 9,88
1-5-71 martor 16 14 38,89 5,67
unde milimetrice | 12 11 52,78 27,83
Gen martor 40 37 23,99 2,64
Moldova unde milimetrice | 31 29 55,83 3,92
Apiren martor 13 12 16,67 1,00
Roz unde milimetrice | 13 12 25,00 2,75
Apiren martor 25 24 8,39 2,00
extratimpuriu | unde milimetrice | 19 18 18,83 9,75
Prezentabil martor 9 8 25,00 1,00
unde milimetrice | 14 14 27,50 3,50

Iradierea apexurilor a contribuit la sporirea semnificativd a cotei explantelor cu lastdrasi. Cea mai
mare crestere a fost atestata la soiul Apiren extratimpuriu, fiind remarcatd o sporire de 2,24 ori, iar cea
mai micd influentd a fost inregistratd la soiul Prezentabil (o crestere cu 10%).

De asemenea, la toate cele 6 genotipuri de vitd-de-vie cercetate a fost constatatd o majorare
semnificativd a numarului de lastarasi derivati de la un explant. Potenta cresterii acestui indice a fost
cuprinsi intre 1,48 pentru soiul Gen Moldova si 4,91 la genotipul 1-5-71.

Factorul aplicat conform inventiei (undele milimetrice de intensitate joasd) detine o putere de
influentd de 11,4 %, ceea ce corespunde unor diferente semnificative (tab. 3).

Tabelul 3

Analiza variatiei numarului de lastarasi per explant

Sursa variatiei Suma Grade de | Dispersia | Test F | Puterea de influenta, %
pétratelor | libertate

Genotip (A) 930,348 | 5 186,07 3,90%* | 30,87

Unde mm (B) 343,904 |1 343,904 | 7,20* 11,41

Interactiunea AB | 501,2 5 100,24 2,10 16,63

Rezidual 1242,03 | 26 47,7704

Total 3014,04 | 37

#*¥; % diferente semnificative pentru P< 0,01 si P< 0,05
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Deosebiri semnificative intre rezultatele obtinute conform celei mai apropiate solutii si inventiei
propuse se constatd intre numarul de lastarasi per explant in corespundere cu ciclul de subcultivari (tab.
4).

5 Daca la martor potenta de multiplicare se atesta dupa ciclul trei de subcultivare in conditii in vitro,
iradierea cu unde de intensitate joasd a explantelor a dus la obtinerea unui spor al numarului de lastarasi
dupéd prima subcultivare, eficienta de multiplicare fiind cea mai mare dupa ciclul 2...3 de subcultivare.

Accelerarea multiplicarii este insotitd de asemenea de o ratd majora de reproducere microclonald, ca
rezultat se obtine un numar sporit de lastarasi intr-un interval de timp mai redus.

10 Reducerea duratei de subcultivare in conditii in vitro este insotitd de diminuarea semnificativd a
cheltuielilor legate de costul componentelor mediului nutritiv de cultivare, conditiile de intretinere,
numarul de zile-om lucritoare, totodatd preintdmpind riscul inducerii variatiilor somaclonale si vitrifierii
culturii, ceea ce poate fi remarcat pe masura cresterii duratei de aflare in conditii in vitro.

Tabelul 4

15 Proliferarea lastaragilor cu 3 $i mai multe internoduri in corespundere cu ciclul subcultivarii

in conditii in vitro
Numarul de lastarasi per explant
Ciclul Gen Moldova | 1-5-71 1-15-15
subcultivarii martor | unde martor | unde martor unde
milimetrice milimetrice milimetrice

Prima multiplicare | - 1 - - 0,67 1
I subcultivare 0 4 0 12,33 0 8
II subcultivare 0 4,33 0 19,67 0 14,75
IIT subcultivare 1,33 4,33 1 12,33 1,33 10,5
IV subcultivare 2,33 - 4,33 15 4,25 4
V subcultivare 3 - 55 - 2,5 -
VI subcultivare 7 - 2 - 2 -
VII subcultivare 3 - - - 1 -

In corespundere cu rezultatele obtinute efectul factorului aplicat se remarci atit prin accelerarea
multiplicarii, cat si prin sporirea ratei de reproducere microclonala. Astfel, dacd la variantele martor

20 valoarea coeficientului de multiplicare microclonald a variat intre 2,38 si 3,63 la genotipurile Gen
Moldova si 1-5-71, atunci ca rezultat al iradierii cu unde milimetrice s-a constatat majorarea acestui
indice pana la 4,2 si 14,8 respectiv la aceleasi genotipuri (tab. 5).

Tabelul 5
Potenta teoretica a procedeului de multiplicare microclonald a vitei-de-vie

25 prin cultivare in vitro

Ciclul Zile de Numarul de ldstarasi cu 3 si mai multe internoduri

subcultivarii cultivare | Gen Moldova 1-53-71 1-15-15

martor | unde martor unde martor | unde
milimetrice milimetrice milimetrice

Explante subcultivate 13 15 8 10 9 12

Coeficientul de multiplicare 2,38 42 3,63 14,8 2,77 10,75

Explante multiplicate * 18 28 45 15 31 90

I subcultivare* 60 32,9 78,4 204,3 222 95,5 806,4

11 subcultivare * 90 60,3 219,5 927,5 3285,6 294,1 7225,3

III subcultivare* 120 110,3 614,7 42109 48626,9 905,8 64739,1

IV subcultivare* 150 201,9 1721 19117,7 | 719677,8 2789,8 | 580062,2

V subcultivare* 180 369,4 4818.,9 867944 | 10651231,8 | 8592,4 | 5197357,1

VI subcultivare* 210 676,1 134929 394046,7 | 157638230,6 | 26464,6 | 46568319,7

* - potenta teoretica de multiplicare raportatd la zece regeneranti subcultivati

30
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in baza rezultatelor obtinute putem constata ci potenta de multiplicare microclonald, conform
inventiei, ar putea permite obtinerea pe parcursul a 6 subcultivari a unui numar de zeci §i mii de ori mai
mare decat schema de referintd (la Gen Moldova de 19,9 ori, genotipul 1-5-71 — de 400, iar la genotipul
1-15-15 — de peste 1759 ori).
Din punct de vedere practic procedeul este mai eficient in scopul accelerdrii multiplicérii dupd 3...4
subcultivari, ceea ce este asigurat de un numar suficient de clone pentru fondarea unor plantatii-mama de
vitd-de-vie pentru soiurile de interes ameliorativ.

(56) Referinte bibliografice citate in descriere:

1. Chee R., Pool R. M. and Bucher D. A method for large scale in vitro propagation of
Vitis. New York's food and life sciences bulletin. Nr. 109, 1984, p.1-9

(57) Revendicari:

Procedeu de multiplicare microclonald a vitei de vie care constd in aceea cd se selecteaza
lastari cu lungimea de 6...10 cm de la plante in perioada cresterii lor intensive, se spald cu
solutie apoasd de 0,1% de Tween 20, se clitesc In apa curgitoare timp de 15 min, se
sterilizeaza 1n etanol de 70% timp de 2...3 s si 1n solutie de hipoclorit de sodiu de 5,2% timp de
5...7 min, apoi se clatesc de 3 ori cu apa sterild, a cate 5 min fiecare, In conditii aseptice se
excizeazd apexuri cu marimea de 0,5...1,0 mm, ce contin meristeme cu 2...3 frunzulite
primordiale, care se inoculeaza in eprubete ce contin 2 ml de mediu nutritiv Murashige-Skoog
suplimentat cu 5 uM de 6-benzilaminopurina, 0,5 uM de acid naftalinacetic, 2% de zaharoza,
0,7% de agar, avand pH-ul 5,7, si se cultivd 1n conditii de iluminare de 2000 Ix, timp de 16 ore,
la temperatura de 27°C, dupa 2...3 sdptamani de la inoculare apexurile se iradiaza In regim
periodic, timp de 20...25 min, cu unde milimetrice de intensitate joasd cu lungimea de unda de
5,6 mm si frecventa de 53,8 GHz, apoi apexurile se plaseazd In camera de cultivare, dupd ce
regenerantii prolifereazd si se dezvolta ei se transferd pe mediul = Murashige-Skoog, se
subcultiva pe parcursul a 6...7 cicluri §i se efectucazd microbutasirea lor in vitro, regencrantii
care poseda 3...4 internoduri se transferd pe mediul Murashige-Skoog suplimentat cu 0,4 uM
de acid naftalinacetic, apoi cei cu sistem radicular bine dezvoltat se transfera in vase care
contin amestec de sol si turba n raport de 1:3, vasele se plaseaza in camera de cultivare la
temperatura de 25...27 °C in conditii de iluminare de 2000 Ix timp de 16 ore, ulterior se
transferd plantulele pe substrat de sol.
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Examinator: LUPASCU Lucian
Redactor: LOZOVANU Maria
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