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Inventia se refera la un procedeu de obtinere a unui material saditor liber de virusul
Prunus Necrotic Ring Spot Virus, prin oprimizarea mediului de cultura in vitro la soiul de vigin
Schattenmorelle, destinat a fi utilizat la producerea materialului saditor.

Este cunoscut faptul ¢ producerea de fructe de calitate superioara se realizeaza cu
mare dificultate, in principal, datoritd impactului economic deosebit.pe care il au unii patogeni
virali. Virusurile care infecteaza culturile perene, cum este si cazul speciilor pomicole, produc
adesea pierderi care sunt in crestere progresiva. Astfel de boli cronice pot avea consecinte
foarte serioase, ca drept urmare a pierderilor de timp, bani $i nu in ultimul rénd blocarea
terenului cu o culturd care merge in pierdere, datorita impactului negativ produs de virusuri.
Pe langa rezultatele economice scazute, datorate productiilor slabe calitativ gi cantitativ, se
pot adauga si costurile efectuate cu o noua culturd care sa o inlocuiasca pe cea bolnava.
Cercetari efectuate pana in prezent de Ramsdel si colaboratorii, 1992, Effects of Tomato
ring spot virus and Prunus necrotic ring spot alone and in combination on the grows
and yeld of Motmorency sour cherry. Acta Horticulturae, 309, 111-113, indica faptul ca
se poate ajunge la pierderi ale productiei de pana la 54,5% in cazul infectiei cu Prunus
Necrotic Ring Spot Virus (PNRSV), asociat cu Tomato Ringspot Virus la soiul de visin
Motmorency.

Masurile de control aplicate bolilor virale vizeaza o serie de proceduri, prinfre care:

- tratamentele fitosanitare care sa impiedice transmiterea virusurilor cu ajutorul
vectorilor (afide, cicade, nematozi etc.);

- ameliorarea rezistentei genetice este de asemenea un obiectiv care este prezent
in toate programele de ameliorare si prevede crearea de soiuri rezistente. Importanta unui
astfel de obiectiv este mare si finalizarea [ui se materializeaza prin implicatii economice $i
ecologice cuimpact extraordinar asupra vietii oamenilor, dar este un proces lung si anevoios;

- transformarea genetica in scopul obtinerii de soiuri rezistente, care insa este o
proceduréa controversatd in special in Europa si ca urmare utilizarea in scop comercial este
in prezent nesigura, in cazul speciilor pomicole, cercetarile in aceasta directie sunt abia la
inceput.

Ca o concluzie la cele enumerate mai sus, lupta impotriva virozelor plantelor pomi-
cole este eficienta atunci cand se bazeaza mai ales pe masuri preventive, profilactice, care
au drept scop sa impiedice extinderea infectiei si sa reduca la minimum pierderile provocate
de viroze. O solutie o reprezintd producerea materialului saditor liber de virusuri, care se
materializeaza apoi prin infiintarea de plantatii séanatoase. Acest lucru insa nu este realizabil
cu usurinta, datorita faptului ca foarte multe virusuri se transmit prin inmultirea vegetativa sau
prin seminte si polen.

In scopul eliminarii acestui neajuns, calea care poate s& inlature riscul transmiterii
virozelor este utilizarea culturilor de tesuturi. Condusa in functie de anumiti parametri
specifici, cultura in vitro poate s asigure producerea de plante sénatoase. Esentiald este
insa optimizarea factorilor care influenteaza acest lucru. Principalii factori de influenta sunt
reprezentati de genotip, virus, mediul de cultura gi tipul de explant. Atat genotipul (soiul), cat
si virusul, reprezinta insa factori asupra carora nu se poate interveni, cele doua componente
ale ,ecuatisi” reprezentand compozitia genetica a unui organism, iar interventia asupra lor
ar face obiectul unor altor preocupari (transformarea genetica). Componentele asupra carora
se poate interveni sunt reprezentate de tipul de explant si mediul de cultura (macroelemente,
microelemente, vitamine, balantd hormonala etc.).

n cadrul balantei hormonale, citochininele au un rol determinant chiar prin modul lor
de actiune: au rol in organogeneza directé in procesele de regenerare adventiv a lastarilor
si cresterea acestora, realizénd astfel si cresterea ratei de multiplicare.
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Datorita diviziunii intense a celulelor in meristem, exista o competitie intre aceasta
si particula virald pentru folosirea acizilor nucleici sintetizati. Acizii nucleici se pare ca sunt
pusi la dispozitia diviziunii celulare in detrimentul multiplicarii virale. Astfel ritmul diviziunii

celulare in meristem este mult mai mare, decat ritmul replicarii virusului. Meristemul excizat.

suferd un traumatism puternic, cu atat mai puternic cu cat €l este de dimensiuni mai mici.
Acest lucru a fost remarcat de Walkey si colaboratorii la cires, 1969, The inactivation of
virus in cultured shoots tips of Nicotiana rustica, J. Gen. Virol. 5, 237-241. Alte explicatii
precizeaza ca, datoritd concentratiei ridicate de auxine si citochinine din apexurile
meristematice, penetrarea particulelor virale in celule este oprita sau chiar arelocinactivarea
acestora (Quak, 1977, Meristem culture and libere de virus plants. In: J. Reinert and
Y.P.S. Bajaj (eds.). Applied and fundamental aspects of plant cells, tissue, and organ
culture. Springer, Berlin, pp. 598-615). Cele enumerate mai sus vin sa intareasca faptul
ca nu poate exista o tehnologie standard pentru toate soiurile si toate virusurile, insa
tehnologia de eliberare a unui soi fata de un virus poate fi realizata prin intermediul marimii
explantului si al mediului de cultura.

in literatura de brevete, se regasesc date atat despre cultura in vitro - cultura de
tesuturi, cat si aspecte de obtinere a plantelor libere de virus.

Brevetul de inventie US 5731201 prezintd o metoda de producere de portaltoi libere
de virus la hamei prin utilizarea unui mediu de cultura cu un continut crescut de zaharuri.

Brevetul de inventie US 5906941 se refera la o inventie cu aplicatie in culturile de
tesuturi, unde utilizarea unor nutrienti duce la imbunatéatirea rezultatelor in ceea ce priveste
embriogeneza somatica, reducerea vitrifierii i imbunatatirea procesului de aclimatizare prin
scurtarea timpului necesar acestui proces i ridicand rata de supravietuire a plantelor in
timpul aclimatizarii.

in brevetul de inventie US 6265217 este prezentata o metoda pentru producerea in
vitro a microbulbilor de usturoi (Allium sativum).

in brevetul de inventie US 7964405 B2, se face descrierea unei metode de cultivare
a plantelor, cu referire la producerea de plante tinere si/sau a unui ministoc de plante mama
la plante ornamentale ierbacee printre care: Petunia, Osteospermum, Pelargonium.

Brevetul de inventie EP0938840A 1 prezintd o metoda pentru producerea materialului
saditor liber de virus de ardei rosu cu ajutorul interferonului uman fata de virusul mozaicului
tutunului.

De asemenea, la nivel international, au fost efectuate diverse studii pentru obtinerea
de plante libere de virus, prin culturi de tesuturi si alte metode. Astfel au fost obtinute unele
rezultate la soiurile de cires Noire de Meched, infectat cu Apple Chlorotic Leafspot Virus;
Vittoria, infectat cu PNRSV, Van 2D, infectat cu complexul PNRSV si Prune Dwarf Virus
(Deogratias si colaboratorii, 1989, Eradication of prune dwarf virus, primus necrotic
ring spotvirus and apple chhrotic leaf spot virus in tissue cultured sweet cherry,
Canadian Journal of Plant Pathology, 11: 332-336).

Eliberarea de infectia cu PNRSV a fost studiata si la soiurile de visin liva si Nana
(Isac M. si colaboratorii, 2005, Utilizarea metodei DAS-ELISA si a culturii in vitro in
diagnosticarea si devirusarea materialului biologic pomicol, pag. 1271 -1276. Lucr. st.
lasi.

Totca urmare a specificitatii modului de reactie a complexului soi-virus, au fost facute
incercari prin diferite metode care sa duca la devirusarea materialului infectat. La prun,
eliminarea virusului PNRSV din materialul infectat a fost studiata si prin utilizarea termo-
terapiei in vitrola soiul Earliblue {Dziedzic, 2008, Elimination of Prunus necrotic ring spot
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virus (PNRSV) from plum 'Earliblue’ shoots through thermotherapy in vitro. Journal
of Fruit and Ornamental Plant Research., Vol. 16: 101-109, sau termoterapia asociatd cu
chimioterapia in vitro la soiurile Empress si Early Rivers (Cieslinska, 2007, Application of
thermo-and chemotherapy in vitro for eliminating some viruses infecting Primus sp.
fruit trees, Journal of Fruit and Ornamental Plant Research., Vol. 15: 117-124).

Rezultate au fost obtinute si in producerea plantelor libere de virus de capsun
(Biswas si colaboratorii, 2007, World Journal of Agricultural Sciences 3(6): 757-763.
ISSN 1817- 3047).

Toate aceste solutii prezente in literaturd au insa caracteristici care pot reprezenta
dezavantaje in anumite situatii:

- nu au aplicare universala, ci se referd la alte specii de plante sau genotipuri;

- solutiile respective vizeaza alte virusuri;

- unele sunt foarte costisitoare, de exemplu, cea in care se utilizeaza interferonul;

- se refera la utilizarea culturilor de tesuturi in alte scopuri $i nu numai acela de
obtinere a plantelor libere de virus.

Problema tehnica pe care o rezolva inventia consta in realizarea unui procedeu
pentru obtinerea materialului saditor de visin liber de virusul PNRSV prin culturi in vitro, la
soiul Schattenmorelle, in mai multe faze si etape, avand ca efect cresterea calitatii din punct
de vedere fitosanitar a materialului biologic.

Astfel, procedeul pentru obtinerea materialului saditor liber de virusul Prunus Necrotic
Ring Spot Virus prin culturi in vitro la soiul de visin Schattenmorelfe se desfasoara in trei
faze: |. Faza de diferentiere, pentru derularea careia sunt necesare etapele:

a) - pregatirea mediului de cultura pentru initiere;

b) - pregatirea materialului biologic;

¢) - inocularea explantelor in conditii aseptice;

d) - diferentierea materialului biologic inoculat.

ll. Faza de multiplicare, care comporta urmatoarele etape:

a) pregatirea mediului de cultura pentru multiplicare si transferul [astarilor obtinuti in
urma diferentierii pe mediul de multiplicare;

b) multiplicare culturé primara;

c) pregatirea mediului de cultura pentru multiplicare si transferul Iastarilor obtinuti in
cultura primarad pe mediul de multiplicare;

d) multiplicare subcultura 1;

e) pregatirea mediului de cultura pentru multiplicare si transferul |astarilor obtinuti in
subcultura 1, pe mediul de multiplicare;

f) multiplicare subcultura 2;

g) pregatirea mediului de culturd pentru multiplicare si transferul lastarilor obtinuti in
subcultura 2, pe mediul de multiplicare;

h) multiplicare subcultura 3.

lll. Faza de inrdd&cinare, peniru derularea careia sunt necesare etapele;

a) pregatirea mediului de cultura pentru inradacinare gi transferul astarilor de pe
mediul de multiplicare pe mediul de inradacinare;

b) inradacinarea, precedata de retestarea virala si aclimatizarea plantelor sanatoase.

Inventia de fata inlatura dezavantajele prezentate in literatura amintita si prin aceea
cd nu este necesara aplicarea culturilor in vitro in acelagi timp cu alte proceduri, ca
termoterapie, chimioterapie, in cazul de fata, solutia optima fiind reprezentatad de marimea
explantului in corelatie cu conditiile de culturd, la genotipul de visin luat in studiu, respectiv,
Schattenmorelle.
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Avantajele inventiei sunt urmatoarele:

- permite obtinerea de plante libere de virus la un soi cu cerintd mare pe piata interna-
tionalé a carui producere este limitata de efectul virozelor;

- pe langa scopul in sine, obtinerea de material saditor liber de virusuri se realizeaza
$i 0 sporire a cantitatii de material prin multiplicarea acestuia in cultura in vitro, pornind de
la zeci de plante in etapa de multiplicare, la finele subculturilor 3-4, se pot obtine zeci de mii
de plante;

- nu sunt implicate proceduri care sa prezinte ris¢ de poluare;

- costurile sunt mai reduse decét in cazul aplicarii mai multor tehnici in acelasi timp:
cultura in vitro asociatad cu chimioterapie sau cultura in vitro asociata cu termoterapie etc.

in continuare, se da un exemplu de realizare in legaturd cu figura, in care este
reprezentat algoritmul de lucru al procedeului conform inventiei, fiind reliefate cele trei faze
de baza: diferentierea sau initierea, multiplicarea si inradacinarea, fiecare dintre aceste faze
fiind explicitate prin etape, care comportd importante particularitdti tehnice.

Procedeul pentru obtinerea materialului saditor liber de virusul PNRSV prin culturi in
vitro la soiul de visin Schattenmorelle se bazeaza pe metoda de inmultire a plantelorin vitro,
procedeu in urma cdruia, prin utilizarea unui substrat de culturd cu componente in con-
centratii optimizate si a materialului biologic (explantuly la dimensiuni de asemenea optimi-
zate, numarul de plante obtinut este intr-un anumit procent si liber de virus. Pentru obtinerea
plantelor libere de virus, procedeul incepe in faza de diferentiere, numita si initiere.

Mediul de cultura necesar fazei de diferentiere este cunoscutul mediu (Murashige&Skoog,
1962- A revised medium for rapid growth and bioassays with tobacco tissue cultures,
Physiol. Plant 15: 473-497}, obtinut prin combinarea anumitor cantitati din solutiile stoc, dupa
cum urmeaza: 80-100 ml/l din solutia stoc de macroelemente cu concentratia 10X, 8-12 ml/I
din solutia stoc de microelemente cu concentratia de 100X, 8-12 ml/l din solutia stoc de vitamine
cu concentratia de 100X.

Pentru initierea culturilor, in componenta balantei hormonale este utilizata giberelina
GA3 (acid giberelic) in cantitati de 0,05...0,2 mg/l; in asociere cu auxina IBA (acid indolil
butiric) in cantitati de 0,01...0,03 mg/l, si in asociere cu citochinina BAP (6-benzilaminopurina)
in cantitati de 0,1...0,5 mg/l. Pentruca fierul sa fie accesibil plantelor, administrarea in mediul
de culturd se face sub forma de chelatde fier Na,FeEDTA, in cantitate de 32 mg/l. Dreptsursa
de carbonorganic, este folositd zaharoza, 20...30 g/l, iar pentru solidificare, este folosit agar,
6...8 g/l. Mediul astfel obtinut este distribuit in eprubete in vederea sterilizarii, care se face
in autoclava la o presiune de 1,2 atm:timp de 20 min.

Materialul biologic este recoltat in perioada februarie-martie si este reprezentat de

ramuri cu varsta de un an, de la plantele depistate pozitiv in urma testului DAS-ELISA (Clark

si Adams, 1977, Characteristics of the microplate method of enzyme-linked immunosorbent

assay forthe detection of plant viruses. J. Gen. Virol., 34: 475-483), utilizand un kit PNRSV

si/sau TAS-ELISA (Cambra si colaboratorii, 1994, Detection of plum pox potyvirus using
monoclonal antibodies to structural and non-structural proteins, EPPO Bull. 24, 569-577).
Explantele cu care se infiinteaza culturile in vitro sunt obtinute din mugurii acestor ramuri din
care se extrage, la binocular, fesutul meristematic. Dezinfectia materialului biologic se face
prin spalarea mugurilorin apa cu detergent lichid 3:1, urmata de imersie in alcool etilic 96 vol %,
timp de 10...15 min; imersie in hipoclorit de calciu cu o concentratie de 6 % (w/v) timp de
15...20 min, 3 spalari a cate 2...3 min fiecare, in apa bidistilata si sterila.

Prelevarea explantelor se efectueaza in spatiu aseptic, sub hota cu flux de aer
laminar. Instrumentarul, reprezentat de pensete, anse, bisturie, este sterilizat in timpul

Jucrului prin flambare. Marimea explantelor este cuprinsa intre 0,1 si 1 mm. Explantele se

pun in eprubetd, dupa care sunt trecute in scop de diferentiere in camera de crestere.

11

13

15

17

19

21

23

25

27

29

31

33

35

37

39

41

43

45

47

49



11

13

15

17

19

21

23

25

27

29

31

33

35

37

39

41

43

45

47

RO 127796 B1

Diferentierea, numita g initierea sau regenerarea explantelor, se deruleaza in conditii
controlate, sianume; expunere 16 hlalumina cu o intensitate luminoasa de 2.500...3.000 lucsi
si 8 intuneric, la temperaturd de 21...23° C. Timpul necesar regenerarii explantelor pentru
a putea fi trecute in faza de multiplicare este de 28...32 zile.

Caurmare a conditiilor descrise mai sus, respectiv, marime explant, mediu de culturg,
balantd hormonald, factori de mediu, capacitatea de regenerare a materialului biologic in
faza de diferentiere este influentatd de marimea explantului. Explantele cu marimi de
0,1...0,2 mm, asigura o capacitate regenerativa de 44% a explantelor faté de 70% explante
regenerate la dimensiunea explantului de 0,4...0,5 mm si 80% explante regenerate in cazul
explantelor de 1 mm, aga cum este ilustrat in graficul de mai jos.

Grafiont

Test Duncan (P<0,05)

Dupa perioada de diferentiere, |astarii astfel obtinuti sunt transferati, in aceleasi
conditii de asepsie, din camera sterila, pe mediul de cultura specific celei de-a doua faze de
culturd in vitro, respectiv, faza de multiplicare.

La mediul de baza Murashige&Skoog, continand 80...110 ml/l din solutia stoc de
macroelemente cu concentratia 10X, 8...12 ml/l din solutia stoc de microelemente cu
concentratia de 100X, 8...12 ml/l din solutia stoc de vitamine cu concentratia de 100X, este
adaugata balanta hormonala reprezentata de 0,8...1,2 mg/l BAP si auxind 0,1...0,3mg/l ANA
(acid alfa naftil acetic).

Vasele de culturd utilizate au capacitatea de 150 ml, cu un continut de mediu de
culturd de aproximativ 20 ml. In fiecare vas, sunt transferate cate 5 plante. Ca urmare a
corelarii actiunii citochininelor cu cantitatea de auxine si cu proportiile de macroelemente,
microelemente si vitamine din mediului de culturd Murashige&Skoog in conditii de mediu
reprezentate de expunere 16 la lumina cu o intensitate luminoasa de 2.500...3.000 lucsi si
8 intuneric la temperatura de 21...24°C, se obiin cresteri insemnate ale numarului de Iastari
adventivi. Dupa o perioada de 4...6 saptdmani, asigurarea necesarului nutritional de catre
mediul de cultura devine critica, datoritd consumului componentelor mediului de culturd, in
scopul aparitiei de muguri adventivi din care se dezvoltd apoi lastari. Dupa o pericada de
4...6 saptamani, |astarii obtinuti se separa intre ei si sunt transferati pe un mediu de cultura
proaspat, realizat dupd aceeasi retetd, ca la cultura primara de multiplicare.

Repetarea subculturilor poate fi eficienta pana la subcultura 3 inclusiv, dupa care se
inregistreaza o scadere aratei de multiplicare. In tabelul de mai jos, este prezentaté evolutia
ratei de multiplicare pe parcursul culturii primare si a inca trei subculturi.
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Tabel
SUBCULTURA RATA DE MULTIPLICARE
Cultura primara 1:3
Subcultura 1 1:5
Subcultura 2 16
Subcultura 3 1:6
Subcultura 4 1:5

in subcultura 1, numarul de I&stari adventivi creste fatd de cultura primara, de la 3
|@stari adventivi pe lastarul initial, la 5 lastari adventivi pe 13starul initial, in subcultura 1 i la
6 lastari adventivi, in subculturile 2 si 3. in subcultura 4, se constatad deja o scadere a
randamentului la multiplicare. Lastarii obtinuti sunt trecuti in continuare la inradacinare.

Ca urmare a procedeului descris mai sus, se obtin cresteri substantiale in ceea ce
priveste numarul de lastari, care vor fi trecuti la inradacinare.

in faza de inradacinare, componenta mediului de cultura este identica cu cea de la
fazele precedente, Vasele de culturd au o capacitate de 780 ml, cu un continut de mediu de
cultur de 80...100 ml. in fiecare vas, sunt puse un numar de 10 plante. Transferul plantelor
se realizeaza in conditii de asepsie la hota cu flux de aer laminar. Vasele cu culturi sunt
trecute in scop de inradacinare in camera de cresgtere, unde li se asigura conditii de mediu
ca la fazele precedente.

Rizogeneza lastarilor obtinuti in faza de multiplicare a fost evaluata in functie de
componentele mediilor de cultura si balanta hormonala.

Mediul de cultura este reprezentat de componentele Murashige&Skoog, in urmatoa-
rele cantitati: 40...60 ml/l din solutia stoc de macroelemente cu concentratia 10X, 4...6 ml/|
din solutia stoc de microelemente cu concentratia de 100X, 8...12 ml/l din solutia stoc de
vitamine cu concentratia de 100X si balanta hormonala 0,1...0,3 mg/l GA, in asociere cu
0,5...1,5 mg/l IBA.

Succesul procedeului este masurat prin randamentul de plante libere de virus obti-
nute. Procentul de plante libere de virus este determinat in urma retestarii virotice prin meto-
de serologice DAS-ELISA (Clark si Adams, 1977, Characteristics of the microplate
method of enzyme-linked immunosorbent assay for the detection of plant viruses, J.
Gen. Virol., 34: 475-483) si/sau TAS-ELISA (Cambra si colaboratorii, 1994, Detection of
plum pox potyvirus using monocional antibodies to structural and non-structural
proteins, EPPQO Bull. 24, 569-577), utilizand un kit PNRSV.

in urma testarii virotice, poate fi apreciat réspunsul materialului biologic in ceea ce
priveste eliberarea de virus in conditiile prezentate in graficul 2.

Se constata ca explantele cu dimensiunea de 1 mm au avut un randament foarte
scazut, de 25%, in ceea ce priveste numarul de plante libere de virus. Din explantele cu
dimensiunea de 0,4...0,5 mm, la sfarsitul fazei de inrddacinare, sunt libere de virus un
procent de 50% din plante. Explantele cu dimensiunide 0,1...0,2 mm, desi in faza de diferen-
tiere au aratat ca nu au avut o capacitate regenerativa buna, in schimb au inregistrat cel mai
mare procent de plante libere de virus, 80%.
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Graticul 2

TestDuncan(P<0,05)

Materialul libere de virus a fost trecute ulterior in serd, pe un substrat de perlit pentru
aclimatizare. Conditiile asigurate pe perioada aclimatizarii au constat in asigurarea umiditatii
si a nutritiei prin aplicarea de diferiti fertilizanti foliari pentru plante, recomandata fiind solutia
KNOP (KNO;, KH2PO,, Ca(N0,),MgSQO,).

Procedeul conform inventiei a fost orientat asupra soiului de visin Schaftenmorelle,
deoarece este un soi de baza in Europa, cu cerere foarte mare pe piata de fructe, alaturi i
de alte clone provenite din acest soi. Productiile sigure sunt insa limitate, deoarece in caz
de infectie cu PNRSV, dupa Kegler si colaboratorii, 1972, Effect of virase son the yield
and growth of the sour cherry variety Schattenmorelle, Arch. Gartenbau, 20:479-487,
pierderile la soiul Schattenmorelle sunt foarte mari, putdnd ajunge pana la 76...93%.

Acest soi de visinare o buna pretabilitate la cultura in vitro, de unde deriva avantajele
specifice acestui tip de cultura:

- asigura multiplicarea clonald rapida, pornind de la cantitati mici de material vegetal,

- necesita spatii mici de cultura, valorificand astfel bine spatiul din camera de crestere;

- se evita efectul sezonier din pepinieristica;

- asigura conservarea materialului obtinut in faza de plantuld pana la primirea unor
comenzi de multiplicare.

in urma aplicarii procedeului, s-a ajuns la concluzia c& nu au existat diferente in
evolutia materialului biologic cu care s-au infiintat culturile in vitro de la soiul Schattenmorelle
infectat cu PNRSV fata de martor, care a fost reprezentat de material biologic sénéatos de la
soiul Schatenmorelle.
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Revendicari

1. Procedeude obtinere a unui material saditor liber de virusul PNRSV prin optimizarea
mediului de cultura in vitro la soiul de visin Schattenmorelfe, caracterizat prin aceea ¢, in
faza de diferentiere, mediul de cultura este constituit pe baza componentelor Murashige&Skoog,
in urméatoarele cantitati: 80...110 ml/l din solutia stoc de macroelemente cu concentratia
10X, 8...12ml/l din solutia stoc de microelemente cu concentratia de 100X, 8...12 ml/l din solutia
stoc de vitamine cu concentratia de 100X si o balantd hormonala reprezentata din 0,05...0,2
mg/l acid giberelic 0,01...0,03 mg/l acid indolil butiric si 0,1...0,5 mg/l 6-benzilaminopurina;

- in faza de multiplicare, medill de culturd este constituit pe baza componentelor
Murashige&Skoog, in urmatoarele cantitati: 80...110 ml/l din solutia stoc de macroelemente
cu concentratia 10X, 8...12 ml/l din solutia stoc de microelemente cu concentratia de
100X, 8...12 ml/l din solutia stoc de vitamine cu concentratia de 100X si o balanta hormonala
reprezentatd din 0,5...1,5 mg/l 6-benzilaminopurina si 0,1...0,5 mg/l acid alfa naftil acetic,
repetat pe parcursul a frei subculturi;

- in faza de inrddacinare, mediul dé culturd este constituit pe baza componentelor
Murashige&Skoog, in urmatoarele cantitati: 40...60 ml/l din solutia stoc de macroelemente
cu concentratia 10X, 4..6 ml/l din solutia stoc de microelemente cu concentratia de
100X, 8...12 ml/l din solutia stoc de vitamine cu concentratia de 100X i o balantd hormonala
reprezentata din 0,1...0,3 mg/l acid giberelic si 0,5...1,5 mg/l acid indolil butiric.

2. Procedeu definit la revendicarea 1, caracterizat prin aceea ¢a materialul biologic:

initial este constituit dintr-un meristem cu dimensiunea de 0,1...0,2 mm, obtinut din muguri
situati pe ramuri anuale.
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