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INTRODUCERE

O data cu tendintele populatiei de a consuma mai multe fructe si legume bogate in
antioxidanti, fermierii romani au inceput sa manifeste interes pentru introducerea in
culturd a unor varietati de Solanum tuberosum L. cu un continut crescut de antociani in
tuberculi. In ultimii ani, diverse soiuri de cartofi cu pulpa violet (CPV), au inceput s fie
cultivate ITn Romania, neavand inca informatii clare asupra capacitatii lor de
aclimatizare si de productie in conditiile climatului din tara noastra.

Teza de doctorat, intitulata ,Cercetari privind cultivarea in vitro a unor soiuri de
cartof (Solanum tuberosum L.) bogate In compusi antioxidanti” are ca scop realizarea
unor cercetdri de laborator care vizeaza printre altele, optimizarea unui protocol de
crestere si dezvoltare in vitro a unor soiuri de cartof cu pulpa violet. Cercetarile au
vizat si studiul biochimic al antioxidantilor prezenti in mod natural, precum si analiza
in microscopie electronici de transmisie a tesuturilor producitoare de antociani. in
final, optimizarea protocolului de micropropagare in vitro poate sta la baza unei
tehnologii verzi, in vederea consumului de microtuberculi sau a utilizarii acestora ca
material saditor pentru agricultura.

STRUCTURA TEZEI DE DOCTORAT
Teza de doctorat cuprinde un total de 150 pagini si a fost structurata in doua parti:
e Stadiul actual al cunoasterii - patru capitole, 48 pagini (32%);
e Contributia personala - cinci capitole, 102 pagini (68%).
in cadrul cercetirii s-au urmarit si analizat 224 de referinte bibliografice din
domeniu, pentru a raporta rezultatele obtinute intr-o maniera cat mai realista si
pentru a sublinia caracterul de originalitate, precum si potentialul inovator al tezei de
doctorat. Lucrarea contine un numadar de 22 tabele, 48 figuri care includ 20 grafice
individuale si 80 fotografii originale. Din totalul figurilor si tabelelor, 24 sunt asigurate
din punct de vedere statistic (16 figuri si 8 tabele).

SCOPUL SI OBIECTIVELE CERCETARII

Scopul central al cercetarilor derulate in cadrul tezei de doctorat a fost de a studia

cartoful cu pulpa violet (CPV) pentru a oferi un protocol de cultura in vitro.

Principalele obiective ale cercetarilor efectuate in prezenta teza de doctorat, au

constat in:
1.Determinarea gradului de cunoastere si de acceptare a soiurilor de CPV in
randul populatiei din judetul Sibiu, cu scopul de a constientiza valoarea
nutritiva a consumului de CPV;

2. Optimizarea unui protocol complet de lucru in vitro care vizeaza cresterea si
dezvoltarea in vitro a unor soiuri de CPV;

3. Identificarea si determinarea biochimicd a unor compusi bioactivi la S.
tuberosum obtinuti prin culturi in vitro si din planta mama cu scopul de a
verifica prezenta sau absenta antocianilor;

4. Analiza elementelor de ultrastructurd prin microscopie electronici de
transmisie (TEM) asupra plantulelor si microtuberculilor de S. tuberosum
proveniti din cultura in vitro in vederea analizei citologice a tesuturilor
implicate in sinteza de antociani.
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CONTRIBUTII PERSONALE

Prima parte a cercetdrii a urmarit aplicarea unui chestionar pentru a identifica
gradul de cunoastere si de acceptare in randul respondentilor a soiurilor de cartof cu
pulpa violet. Grupul tinta a fost constituit din locuitorii din judetul Sibiu, Romania. Prin
intermediul acestui studiu, s-au determinat in randul respondentilor chestionati,
nivelul de cunoastere asupra existentei de varietati de CPV si beneficiile exercitate de
acestea asupra sanatatii, impreuna cu deschiderea manifestata pentru consumul unor
astfel de soiuri. Toate raspunsurile colectate (279) au fost confidentiale si anonime,
ulterior fiind interpretate cu ajutorul programului statistic SPSS, versiunea 13.

In cea de-a doua parte a cercetirii stiintifice, s-a urmarit initierea, cresterea si
dezvoltarea in vitro a soiurilor de cartofi luate in studiu, si anume: "Christian® (CH),
‘Blue Danube’ (BD), “Salad Blue® (SB), ‘Purple Majesty” (PM), "Violet Negretin® (VN) si
*Violet Queen' (VQ). In acest context, s-a testat varianta optimi de asepsizare a
materialului vegetal in vederea inoculdrii in vitro, rezultand o experienta bifactoriala
de tipul 3x2, cu 6 variante experimentale, din interactiunea celor 2 factori
(concentratia tratamentului si durata de imersie). S-au efectuat determinari cu privire
la rata de supravietuire a inoculului dupa trei saptamani de la momentul inocularii, iar
datele obtinute au fost prelucrate in programul statistic Polifact. Mai apoi au fost
testate tehnici de initiere si multiplicare in vitro a CPV. Pentru partea de initiere, a
fost utilizata o experienta monofactoriala, de tipul 6x1 (factor soiul), astfel rezultand 6
variante experimentale. Au fost efectuate determinari privind rata de supravietuire a
inoculilor in urma initierii, iar datele obtinute au fost prelucrate cu programul statistic
Polifact. Pentru partea de multiplicare, s-au testat diferite tipuri de mediu de cultura,
urmarindu-se:

I. Efectul glicinei asupra cresterii si dezvoltarii plantulelor

I1. Efectul vitaminelor asupra cresterii si dezvoltarii plantulelor

III. Efectul carbunelui activ si al chitosanului asupra cresterii si dezvoltarii

plantulelor

Experimentul studierii glicinei a presupus o experienta bifactoriala de tipul 6x2,
rezultdnd un numar de 12 variante experimentale in urma interactiunii celor 2 factori
(soiul si concentratia de glicind aditionata mediului de cultura). Au fost efectuate
determinari biometrice pentru plantulele obtinute din subculturile 2, 3 si 4, la un
interval de 4 saptamani de la momentul transferului, urmarindu-se lungimea lastarilor
(cm), numarul de internoduri si distanta dintre internoduri (cm). Datele obtinute au
fost prelucrate in programul statistic Polifact. Experimentul studierii vitaminelor a
avut la baza tot o experienta bifactoriala de tipul 6x2, cu 12 variante experimentale in
urma interactiunii celor 2 factori (soiul si tipul de vitamine aditionat in mediul de
culturd), fiind efectuate aceleasi determinari ca si in cazul precedent. Experimentul
studierii carbunelui activ si al chitosanului a presupus o experienta bifactoriala de tipul
6x4, cu 24 variante experimentale, in urma interactiunii celor 2 factori (soiul de cartofi
si tipul de vitamine). Si de aceasta dat3, au fost efectuate aceleasi determinari ca si in
cazurile precedente.

Alaturi de aceste experimente, s-au stabilit protocoale optime de lucru pentru
initierea calusogenezei si subcultivarea calusului.Pentru partea de initiere, s-a pus
in aplicare o experienta trifactoriala, de tipul 4x5x2, cu factorii A (soiul de cartofi), B
(mediul de culturd) si C (fotoperioada), fiind obtinuta o experientda randomizata cu 40
de variante experimentale. Pentru subcultura calusului, a fost aplicatd o experienta
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bifactoriala, de tipul 4x5, prin interactiunea factorilor A (soiul de cartofi) si B (tipul
mediului de cultura), rezultind 20 de variante experimentale. La patru saptamani dupa
initierea calusului, au fost efectuate determinari privind rata de formare a calusului, iar
dupa sase saptamani de la momentul inocularii celei de-a treia subculturi, au fost
determinati urmatorii parametri biometrici: rata de regenerare a lastarilor (%),
greutatea proaspata (g) si principalele caracteristici ale calusului, cum ar fi culoarea si
textura. Datele obtinute au fost prelucrate In programul statistic Polifact.

Optimizarea tehnicilor de microtuberizare a presupus inducerea tuberizarii in
vitro prin testarea unor protocoale de lucru, urmarindu-se:

I. Influenta zaharozei asupra procesului de tuberizare in vitro
IL. Influenta culturii in dublu strat asupra procesului de tuberizare in vitro
Pentru a analiza influenta zaharozei asupra procesului de tuberizare in vitro s-a
utilizat o experienta bifactorial3, de tipul 6x4, iar in urma interactiunii celor doi factori
(soiul de cartofi si concentratia de zaharoza), a rezultat un numar de 24 de variante. Au
fost efectuate determindri biometrice asupra procentului de tuberizare (%), numarul
de microtuberculi pe plantuld, greutatea (g) si diametrul (mm) acestora. Datele
colectate au fost prelucrate cu ajutorul programului statistic Polifact. In cazul studierii
influentei culturii in dublu strat asupra procesului de tuberizare in vitro, s-a utilizat o
experientd monofactoriald, de tipul 2x1 (factor soiul), obtindndu-se 2 variante
experimentale. Au fost efectuate determinari biometrice ca si in cazul precedent.

Cea de-a treia etapa a cercetarilor a fost dedicata studiilor de cercetare a
continutului de compusi bioactivi ai anumitor soiuri de cartofi. Aceste analize au fost
realizate prin metode de spectrofotometrie si HPLC (High Performance Liquid
Chromatography). Prin aceste tehnici s-a urmarit identificarea prezentei de compusi
antioxidanti, atat la nivel de plantuld provenita din culturile in vitro, cat si la nivel de
microtubercul si tubercul.

Pentru a se identifica locul in care se acumuleaza acesti compusi bioactivi, s-a
apelat la analiza elementelor de ultrastructura ale plantulelor si microtuberculilor
obtinuti in vitro prin aplicarea tehnicii de microscopie electronica de transmisie (TEM),
analize care Insumeaza ultima etapa a cercetarii.

REZULTATE SI DISCUTII
1. Studiu privind gradul de cunoastere si de acceptare in randul populatiei a
cartofilor violet
In ceea ce priveste gradul de cunoastere a varietitilor de S. tuberosum cu pulpa
violet, In randul populatiei, un procent de 36,2% din totalul respondentilor chestionati
au afirmat ca nu stiau ca exista si varietdti de cartofi care au pulpa tuberculului
complet colorata in violet, iar 69,90% din totalul respondentilor nu au consumat
niciodata asemenea soiuri de cartof, dar un procent de 65,20% ar dori sa incerce sa
consume tuberculi CPV si doar 1,80% din respondenti au afirmat ca nu sunt dispusi sa
incerce sa consume aceste soiuri sub nici o forma.
2. Initierea, cresterea si dezvoltarea in vitro a soiurilor de cartofi luate in studiu
Asepsia. In urma testirii celor 6 tratamente de asepsie pentru explantele provenite
din lastari ai soiului SB, procentul de supravietuire al inoculilor a fost cuprins intre
24,44% (T1) si 79,99% (Ts). Expresia perioadei de contaminare a variat intre 2 si 6 zile
incepidnd cu momentul inoculdrii explantului si a depins de concentratia de
dezinfectant utilizata. Tratamentul cu cele mai bune rezultate utilizat in scopul de a
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realiza asepsia explantelor a fost metoda de dezinfectie Ts, unde s-a obtinut o rata de
supravietuire a fitoinoculilor de 79,99% si o contaminare foarte scazuta in eprubete.

Initiere si multiplicare in vitro. In procesul de initiere, au fost testate 2 metode
de prelevare a materialului vegetal, si anume: prin stimularea cresterii mugurilor de
cartofi prin excizarea ,ochiurilor” si punerea acestora in vase Petri cu apa distilata
ulterior dezinfectiei acestora si prin utilizarea de ,colti” de cartofi obtinuti in urma
depozitarii tuberculilor la intuneric. Prima metoda nu a avut succes, astfel ca s-a recurs
la obtinerea de explante in urma incoltirii tuberculilor prin mentinerea acestora la
temperatura camerei, in Intuneric, pentru o perioada de o saptamana. Explantele ce au
constat din muguri de cartofi, au fost dezinfectate cu succes, utilizdnd varianta de
asepsizare Ts, si ulterior au fost inoculate pe MS62. La trei zile de la inoculare, la toate
explantele au fost observate procese hipertrofice. Cel mai mare succes in procesul de
initiere a fost inregistrat la soiul SB (87,50%), urmat de soiurile VQ (82,50%), CH si BD
(77,50%), VN (72,50%) si PM (70,00%). Rata de succes pentru acest proces a fost de
77,91%.

Pentru multiplicarea materialului vegetal, s-a continuat cu toate soiurile de cartofi
luate in studiu, prin realizarea de subculturi efectuate pe mediu de cultura proaspat,
prin sectionarea plantulelor si prelevarea de microbutasi ce contineau 1-2 frunzulite,
respectiv 1 sau 2 noduri, fiind organizate 3 experimente.

1. Efectul glicinei asupra cresterii si dezvoltarii plantulelor

Glicina addugatd in mediul de cultura a contribuit la obtinerea de lastari mai lungi
la soiurile CH, BD, SB, PM si VN, inregistrandu-se diferente statistice semnificative. in
ceea ce priveste mediul de cultura MS62+Gly, soiul VN a avut o crestere semnificativa a
taliei lastarului (9,50 cm), urmat de soiurile SB (9,00 cm), BD (8,40 cm), CH (7,42 cm)
si PM (5,70 cm). Pentru soiul VQ, mediul de cultura MS62+Gly a avut un efect opus fata
de celelalte soiuri studiate, lungimea lastarilor a fost de 4,27 cm, aproximativ de doua
ori mai mica decat pe mediul de cultura MS62 (Ct), dar plantulele au fost mai viguroase
in comparatie cu cele crescute pe mediul de cultura de control, prezentand tulpina mai
robusti si frunze bine formate de culoare verde intens. In ceea ce priveste analiza
numadrului de noduri si distanta internodald, cele mai bune rezultate au fost obtinute in
urma cultivarii plantulelor pe mediul de cultura MS62 aditionat cu glicina.

II. Efectul vitaminelor asupra cresterii si dezvoltarii plantulelor

Fiecare soi de CPV a fost cultivat pe doua variante de mediu de cultura, si anume
MS62 (control) si MS cu adaos de vitamine Gamborg, MS+Bs. Nu au existat diferente
semnificative Intre cele doua tipuri de medii de cultura pentru niciunul dintre soiurile
studiate, media de lastari per proba fiind situata Intre 1,07 si 2,03. Nici in cazul
monitorizarii lungimii lastarilor, nu au fost inregistrate diferente semnificative, insa se
pot observa diferente semnificative pozitive intre lungimea plantulelor crescute pe
mediul MS62 (martor), comparativ cu cele crescute pe mediul MS+Bs. Cea mai mare
diferentd de crestere a plantulelor pe cele doua tipuri de mediu de cultura, si anume
3,32 cm este evidentiatd in cazul soiului SB, cu o lungime de 7,99 cm pe mediul de
cultura MS62, respectiv 4,67 cm pe cea de a doua varianta de mediu de cultura, fiind
urmata de CH, PM, BD, VN si VQ.

I11. Efectul carbunelui activ si al chitosanului asupra cresterii si dezvoltarii

plantulelor

In cadrul acestui experiment, s-au utilizat 4 tipuri de mediu de culturd, dupi cum
urmeaza: MS62 (control), MS62+C, MS62+A si MS62+C+A. Pe MS62, plantulele tuturor
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soiurilor studiate au prezentat cea mai buna dezvoltare (6,17 cm-7,99 cm), fiind urmat
de varianta de mediu MS62+A cu valori similare controlului (5,26 c¢cm-7,78 cm).
Conform rezultatelor, mediile de cultura la care s-a aditionat chitosan si carbune activ
sau doar chitosan, nu se preteaza cresterii in vitro pentru soiurile studiate, datorita
manifestarii fenomenului de stagnare in cresterea plantulelor.

Initierea calusogenezei si subcultivarea calusului. S-a testat obtinerea culturii
de de calus la CPV, pe cinci variante de medii de cultura cu diferite concentratii de
fitoregulatori de crestere (PGR) si/sau sursa de azot organic (glicina). Materialul
biologic a fost reprezentat de fragmente de tesut provenit de la tuberculi, sterilizat cu
tratamentul Te. Explantul a proliferat dupa aproximativ trei siptamani de la initierea
culturii. Atat pentru rata de calusare, cat si in ceea ce priveste frecventa regenerarii
pentru perioada de calusogenezd, cele mai bune rezultate s-au obtinut in conditii de
luming, cu o fotoperioada de 16 ore lumina si 8 ore intuneric, pentru toate variantele
de mediu testate. Cea mai mare frecventd a calusdrii s-a Inregistrat pe mediul de
cultura Cs, avand in compozitie ANA 5,00 mg/], GA3 1,00 mg/1, TDZ 1,00 mg/l, la care s-
au adiugat si 15,00 mg/l de glicina. In conditii de lumin4, calusul a proliferat generand
noi plantule pe toate variantele de mediu testate, cu exceptia variantei Ci, care a avut
in compozitia sa 2,4-D 2,50 mg/l. Si de aceasta data, ca si in cazul frecventei calusarii,
cele mai bune rezultate au fost obtinute tot pe varianta de mediu Cs, dupa cum
urmeaza: BD 74,07%, SB 73,07%, CH 70,00%, VN 65,38%, PM 63,33% si VQ 60,00%.
Cele mai bune rezultate privind proliferarea si greutatea proaspata ale calusului, au
fost vizibile, atat pe varianta de mediu de cultura C1 cu un continut de 2,50 mg/1 2,4-D,
cat si pe varianta Cs, avand in compozitia sa ANA 5,00 mg/1, GA3 1,00 mg/], TDZ 1,00
mg/], 1a care s-au adaugat si 15,00 mg/1 de glicina. Calusul cu cea mai mare greutate a
fost cultivat pe varianta de mediu C1, apartinand soiului CH (2,06 g), pe cand cea mai
scazuta valoare asupra greutatii calusului, a fost Inregistrata pe varianta de mediu Cz
pentru soiul PM (0,42 g). Culoarea predominanta a calusului cultivat a fost verde, cu
exceptia calusului cultivat pe varianta de mediu Cs, unde culoarea violet a fost
evidentiata la 4 din cele 6 soiuri de cartofi studiate. Textura calusului a fost diferit3,
variind in special in functie de mediul de culturd, de la moale, 1a friabil si rugos.

Inducerea tuberizirii in vitro. In prima parte a experimentului a fost testat
procesul de microtuberizare pentru patru variante de mediu de cultura (MS62)
suplimentate cu diferite concentratii de zaharoza (6, 8, 10 si 12%). S-a continuat in
partea a doua, cu studiul comportamentului pe mediul de cultura in dublu strat a
soiurilor CH si SB.

I. Influenta zaharozei asupra procesului de tuberizare in vitro

Mediul de cultura cu o concentratie de 8% zaharoza (MTz) a prezentat cele mai
bune rezultate, obtinandu-se urmatoarele rate de tuberizare: 37,78% SB, 36,67% VN,
35,56% CH, 33,33% VQ, 31,11% BD, 27,78% PM. Cel mai scazut procent in ceea ce
priveste tuberizarea in vitro a fost obtinut utilizdnd mediul de cultura cu o concentratie
de 120 g/l zaharoza (MT4), unde rata de tuberizare a fost sub 7% In cazul tuturor
soiurilor luate in studiu. Cele mai bune rezultate in obtinerea de microtuberculi per
plantula au fost inregistrate pe MT2. Pe acest tip de mediu, cel mai productiv soi a fost
SB (3,67), urmat de VN (3,00), CH (2,33), VQ (2,33), PM (2,00) si BD (1,67). Pentru
variantele de mediu de cultura MT1 si MT4, toate cele sase soiuri au generat doar un
microtuber per plantula. La variantele de medii de culturd MT2 si MTs, greutatea
microtuberculillor a avut o valoare similara pentru toate soiurile studiate, fiind
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totodata superioara greutatii microtuberculilor obtinuti in urma cultivarii pe MT: si
MTa4. De exemplu, la soiul SB, greutatea medie a microtuberculilor obtinuti pe mediul
de cultura MT: a fost de 1,11 g, pe cand la cultura pe varianta de mediu MT4 greutatea
medie a microtuberculilor din acelasi soi a fost semnificativ redusa, atingdnd doar
valoarea de 0,36 g. De asemenea, si in cazul masurarii diametrului microtuberculilor,
au fost obtinute rezultate similare pentru mediile de cultura MT: si M T3, respectiv MT1
si MT4, dar cu diferente semnificative din punct de vedere statistic. Cel mai mare
diametru al microtuberculilor a fost Inregistrat pe varianta de mediu MT2 pentru soiul
SB cu 8,70 mm, urmat de CH (8,27 mm), BD (8,03 mm) si PM (7,77 mm) pe acelasi
mediu de cultura. Cel mai mic diametru a fost la microtuberculii obtinuti pe MTa
pentru soiul VQ (4,07 mm) urmat de soiurile VN (4,17 mm), PM (4,23 mm) si BD (4,27
mm), pe acelasi mediu de cultura.

IL. Influenta culturii in dublu strat asupra procesului de tuberizare in vitro

Pentru soiul CH, s-a obtinut o medie de 10,33 microtuberculi per vas de cultura,
valoare semnificativ redusa, comparativ cu soiul SB, unde media obtinuta a fost de
20,67 microtuberculi per vas de cultura. Mediul de culturad in dublu strat a favorizat
obtinerea de microtuberculi pentru soiul SB. Soiul SB a inregistrat o medie a
microtuberculilor de 1,08 g pe cand soiul CH o medie de 0,92 g, diferenta
nesemnificativa din punct de vedere statistic. Nici In cazul lungimii microtuberculilor,
nu au fost inregistrate diferente asigurate din punct de vedere statistic, chiar daca soiul
SB a avut o lungime medie de 93 mm, si CH doar 63 mm. In ceea ce priveste diametrul,
soiul SB a prezentat o valoare mai mare (9,00 mm), comparativ cu CH (3,67 mm).

3. Identificarea si determinarea unor compusi bioactivi la Solanum tuberosum L.

S-au realizat analize de spectrofotometrie, pentru a compara cantitdtile de
antociani si polifenoli din tuberculii si microtuberculii soiurilor SB si CH. Cantitatea de
antociani determinati pentru cele 4 probe este in general destul de scizuti. in cazul
microtuberculilor soiului SB (23,839 mg/100 g s.u.), respectiva CH (16,387 mg/100 g
s.u.), continutul In antociani este semnificativ mai mare, comparativ cu cantitatea
determinata in compozitia tuberculilor acelorasi soiuri (7,877 mg/100 g s.u. SB,
respectiv 4,774 mg/100 g s.u. CH). In ceea ce priveste continutul total de polifenoli, se
observa ca atat microtuberculii, cat si tuberculii contin cantitati apreciabile, cea mai
mare valoare fiind obtinuta pentru proba TSB (301,6709 mg GAE/100 g s.u.), iar cea
mai mica valoare pentru TCH (230,7533 mg GAE/100 g s.u.).

La 2 dintre cele 4 soiuri cu pulpa violet, s-a identificat vizual o coloratie violet
intensa la nivelul tulpinii in vitro, si s-a recurs la identificarea si cuantificarea cantitatii
de antociani la nivel in vitro asupra plantulelor, prin analize HPLC pentru soiurile SB si
VN. S-au identificat 19 compusi fenolici ce apartin subclaselor de antociani, acizi
benzoici si hidroxicinamici, la care se adauga si flavonele. Antocianidinele identificate
la cele doua soiuri au fost peonidina si pelargonidina. Din punct de vedere cantitativ,
soiul VN este semnificativ mai bogat in compusi fenolici (1.304,361 pg/g) fata de soiul
SB (842,853 pg/g). Daca facem referire strict la continutul in antociani, soiul SB
contine o cantitate mai mare de antociani (5,72%), pe cand soiul VN are un continut in
antociani de 4,52% din totalul compusilor fenolici identificati.

4. Analiza elementelor de ultrastructura pentru tesuturi producatoare de
antociani
La microtuberculii soiului SB se remarca prezenta unor celule cu vacuola mare,
tonoplast activ cu depuneri fine electrono-dense, urmare a sinuozitatii precis
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exprimate, a unui reticul endoplasmatic de tip rugos, bine reprezentat. La acestea se
adauga si prezenta amiloplastelor bine dezvoltate, dar si a incluziunilor sferice de tipul
protruziunilor. La microtuberulii soiului CH, se distinge in citoplasma celulelor
parenchimului acestora, prezenta amiloplastelor in contiguitate cu peroxizomi care
contin corpi proteici rectangulari, demonstrand o activitate sintetica mare. La lastarii
proveniti din tuberculii soiului CH, se observa la nivel de citosol, aglomerari de
materiale elecrono-dense, mitocondrii si profile ale reticulului endolplasmatic neted.
La lastarii de tuberculi ce provin de la soiul SB, se observa prezenta unor celule active
metabolic datoritd membranei tonoplastului care este tapisat cu material fin electrono-
dens ce se regaseste si in interiorul acestuia si este insotit de prezenta abundenta a
amiloplastelor bine formate. In imediata apropiere a lor se regisesc si incluziuni
sferice de tipul protruziunilor cu material fin electrono-dens. Veziculele de secretie de
tipul protruziunilor si materialul electrono-dens de la nivelul vacuolei sunt dispuse in
contiguitate, sugerand mecanismul de transport al antocianilor cadtre vacuola. Acestea
sunt insotite adesea de vezicule aplatizate ale Complexului Golgian si foarte multe
mitocondrii. Se observa si prezenta proplastidelor cu formatiuni tilacoidale in formare
insotite, de asemenea, de vezicule de secretie de tipul protruziunilor si materiale
electrono-dense, depozite electrono-dense dispuse la nivelul peretelui celular in
contiguitate cu plasmalema activd metabolic si cu tonoplastul, de asemenea, activ
metabolic. Sectiunile efectuate prin tulpina plantulelor soiului CH, au prezentat rar in
celule, depuneri electrono-dense, In vacuole, iar in citoplasma se pot identifica plastide
si coprusculi (mitocondrii). In schimb, in sectiunile efectuate la tulpina plantulelor
soiului SB, s-a putut observa, in citoplasma, prezenta de plastide care contineau
formatiuni corpusculare, veziculare. Radicela plantulelor in vitro provenita de la soiul
CH, in general poate fi considerati ca nefiind colorati. In schimb, in zona de formare a
radicelelor secundare la soiul SB, se disting - in zona de jonctiune - celule colorate in
mod natural in rosu, aspect datorat, prezentei antocianilor. in cazul radicelelor
provenite de la soiul CH se remarca la nivelul plasmalemei puternic active prezenta
reticulului endoplasmatic rugos, a cristalelor proteice de tipul peroxizomilor, precum
si a incluziunilor sferice de tipul protruziunilor. La acestea se adauga prezenta unor
formatiuni electrono-dense la nivelul protruziunilor In contiguitate cu profile de reticul
endoplasmatic si o plasmalema puternic activa. Celule tinere active in care se pot
observa profile dense de REG, mitocondrii si 0 membrana puternic activa metabolic. De
asemenea, se remarca prezenta de material electrono-dens depus pe fata inferioara a
tonoplastului. La radicelele soiului SB, se remarca prezenta de celule tinere cu
proplastide care acumuleaza deja incluziuni de amidon Intre mebranele tilacoidale inca
nematurate la structuri granna. Tot aici, se observa celulele mature, care prezinta un
vacuom mare, o citoplasma fina activa metabolic, ce contine peroxizomi, mitocondrii,
profile ale reticulului endoplasmatic rugos, precum si depuneri fine de material
electrono-dens pe fata interioara a tonoplastului.

CONCLUZII
1. Studiu privind gradul de cunoastere si de acceptare in rindul populatiei a
cartofilor violet
Rezultatele obtinute scot in evidenta deschiderea respondentilor fata de
acceptarea unor noi soiuri de cartofi in dieta lor, si mai mult decat atat, in viziunea
acestora, cartofii violet sunt asimilati cu un produs ,,novel food”.
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2. Initierea, cresterea si dezvoltarea in vitro a soiurilor de cartofi luate in studiu
Pornind de la asepsizarea materialului vegetal, cele mai bune rezultate s-au
obtinut in urma aplicarii tratamentului: 1 minut scufundat in etanol 70%, imersie 20
minute in solutie Domestos® 20% (v/v) si spalare repetatd cu apa sterila, sub agitare
continud sub hota cu flux laminar in conditii sterile. Pentru initierea culturii de CPV,
s-au utilizat cu succes lastari de S. tuberosum inoculati pe varianta de mediu MS62,
asigurand o crestere constantd, urmand ca in procesul de multiplicare in vitro sa fie
obtinute rezultate excelente pe varianta de mediu de cultura MS62 cu aditie de 15 mg/1
glicina. Astfel, s-au obtinut plantule mult mai viguroase si cu frunze foarte bine
dezvoltate, comparativ cu plantulele obtinute In urma cultivarii pe celelalte variante de
mediu de culturd. In cazul initierii calusogenezei si subcultivirii calusului, cele mai
bune rezultate cu privire la proliferarea de calus s-au obtinut in conditii de luming, cu o
fotoperioada de 16 ore lumina si 8 ore intuneric, cu o capacitate de iradiere de 100-
112 pmol/m?2/s. Cea mai mare frecventd a calusarii in etapa de initierea
calusogenezei s-a Inregistrat pe varianta de mediu de cultura MS62 cu aditie de ANA
5,00 mg/], GAs 1,00 mg/1, TDZ 1,00 mg/l1 si glicina 15 mg/l. Pentru multiplicarea de
calus, s-au obtinut rezultate excelente pe varianta de mediu de cultura MS62 cu 2,4-D
2,50 mg/l. Pe varianta de mediu de cultura MS62 cu aditie de ANA 5,00 mg/1, GAs 1,00
mg/l, TDZ 1,00 mg/] si 15 mg/l glicind, textura calusului a devenit mai moale, cu
aparitia de coloratii purpurii, astfel ca se poate afirma faptul ca glicina a stimulat
productia de antociani in calus. Cele mai bune rezultate au fost obtinute pentru soiul
SB, urmata de CH. Rezultatele prezentate au aratat ca de la soiurile de S. tuberosum,
luate in studiu se pot obtine microtuberculi pe mediul de cultura suplimentat cu
zaharoza 8%, obtinandu-se rezultate excelente, in special pentru CH si SB. Aceste
rezultate sunt similare cu cele obtinute pentru soiuri clasice de cartof. S-a dovedit ca
metoda culturii in dublu strat se preteaza in procesul de obtinere a microtuberculilor,
obtinandu-se intr-o perioada de timp relativ scurtd, o cantitate semnificativa de
microtuberculi.
3. Identificarea si determinarea unor compusi bioactivi la Solanum tuberosum L.
In urma investigirii continutului de compusi bioactivi cu structuri polifenolic3,
rezultatele obtinute arata ca atat pentru soiul SB, cat si pentru CH, microtuberculii au o
concentratie mai mare de antociani, comparativ cu tuberculii. Au fost identificati din
materialul vegetal al soiurilor SB si VN, 5 compusi biochimici ce apartin subclasei de
antociani, din care 4 apartin grupei peonidine si unul face parte din grupa
pelargonidinelor, In urma analizelor HPLC. S-a demonstrat faptul ca si in cadrul
materialului vegetal cultivat in vitro, se acumuleaza antociani. Se pare ca la nivelul
tulpinii in vitro, soiul VN este mai bogat, atat iIn compusi fenolici, cat si in antociani,
comparativ cu soiul SB.
4. Analiza elementelor de ultrastructura pentru tesuturi producatoare de
antociani
Celulele surprinse 1n analize, sunt In general tinere, cu nucleu evident, membrana
plasmaticd activd, cu sinuozititi evidente. In plus, la nivelul microtuberculilor se
remarca prezenta grupelor de amiloplaste in contiguitate cu incluziuni sferice de tipul
protruziunilor de foarte multe ori asociate cu formatiuni sferice prezente la nivelul
amiloplastelor si cu grauncioare de amidon in diferite stadii de dezvoltare. Acestea
sunt mai putin evidente la lastari. Mitocondriile se asociaza, in general, in clustere in
imediata apropiere a amiloplastelor, a reticulului endoplasmatic rugos, precum si a
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nucleului. Aceastd asociere evidenta sustine ipoteza manifestarii unei nevoi energetice
celulare ridicate, esentiald pentru procesele biosintetice. Tonoplastul vacuolei este
tapisat, in general, de material fin electrono-dens pe fata interna si de cele mai multe
ori, doar in cazul soiurilor violet, acesta este in contiguitate cu protruziunile de la
nivelul amiloplastelor, sugerand de asemenea, transferul de antociani catre vacuol3, ca
si organit pentru depozitarea acestora. Prezenta Complexului Golgian completeaza
tabloul metabolic al acestor celule extrem de active, la care asociem prezenta inclusiv a
corpilor paramurali ca structuri membranare eminamente implicate in localizarea de
enzime cu roluri specifice, absolut necesare dezvoltarii celulare.

Celulele ce provin din soiurile de cartofi violet, contin frecvent formatiuni sferice
de tipul peroxizomilor care includ cristale proteice rectangulare ca forma si permanent
asociate cu profile ale reticulului endoplasmatic rugos, de cele mai multe ori localizate
in apropierea vacuolei. Problema localizarii citologice a produsilor de secretie in
general este mai dificild, deoarece in procesul de preparare a materialelor biologice, se
degradeaza sau se pierd in operatiunile de spalare a probelor. Din acest punct de
vedere, in prezent tehnicile de microscopie electronica sunt asociate cu utilizarea
markerilor moleculari care cu precizie pot sa identifice, atat locul sintezei, cat si traseul
distributiei la nivelul celular al acestora.

RECOMANDARI
Pe baza rezultatelor obtinute in urma cercetarilor efectuate In prezenta teza de
doctorat, se recomanda urmatoarele:

1. Implementarea protocolului de cultivare in vitro a soiurilor de CPV incepand cu:

e prelevarea de explante de la nivelul mugurilor generati la nivelul ,,ochiurilor”
incoltite pe tuberculii adulti de S. tuberosum de la soiuri cu pulpa violet;

¢ asepsizarea materialului vegetal timp 1 minut scufundat in etanol 70%, urmat
de imersie timp de 20 minute in solutie Domestos® 20% (v/v) si spdlare
consecutiva cu apa sterila sub agitare continua, pana la eliminarea completa a
solutiei de sterilizat, sub hota cu flux laminar steril.

e inocularea explantelor pe mediu de cultura MS62 pentru initierea vitroculturii
pentru a realiza micropropagarea clonald;

e multiplicarea materialului vegetal vitrocultivat pe varianta de mediu de
culturd MS62 cu aditie de glicina 15 mg/l;

¢ inducerea tuberizarii in vitro prin implementarea culturii In dublu strat;

e recoltarea si depozitarea microtuberculilor obtinuti pand in momentul
consumului sau utilizarii acestora.

2. Aditionarea de glicind in mediile de cultura care vizeazd obtinerea de calus,
pentru a stimula proliferarea de calus violet cu textura dura;

3. Obtinerea de microtuberculi la scara industriald cu scopul de a constitui viitor
material de plantat sau de consum;

4. Cultivarea si consumarea soiului SB datorita adaptabilitatii sale la conditiile in
vitro si totodata datorita continutului crescut de principii active;

5. Utilizarea datelor obtinute in prezenta teza, in obtinerea unor soiuri romanesti de
CPV, de catre amelioratori, dat fiind faptul ca pe piata existd un interes crescut
pentru aceste soiuri de cartof.

6. Continuarea studiilor cu privire la CPV, prin aprofundarea studiilor care vizeaza
compozitia biochimica a materialului vegetal.
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7. Continuarea studiilor de microscopie electronica cu sprijinul markerilor
moleculari de localizare stricta a antocianilor la nivel celular.

ORIGINALITATEA SI CONTRIBUTIILE INOVATIVE ALE TEZEI

Studiul realizat denotd un caracter profund de interdisciplinaritate si
transdisciplinaritate plecand de la aprofundarea studiilor de cercetare fundamentala
citre cercetarea aplicativi. In cadrul tezei de doctorat au fost accesate cunostintele
fundamentale de biologie, fiziologie a plantelor, biochimie, geneticd, biotehnologie
vegetald, microscopie optica si electronica, potential farmaceutic si alimentar a speciei
studiate.

Ca si elemente de originalitate, pot fi punctate urmatoarele:

- modelul de abordare privind initierea si multiplicarea in vitro cu succes a celor
6 soiuri de CPV;

- studiul efectului chitosanului si a glicinei addugate In compozitia mediului de
cultura, pentru cresterea plantulelor de CPV in vitro;

- modelul experimental, in dublu strat, pentru microtuberizare la soiurile CPV;

- analiza elementelor de ultrastructura pentru tesuturi producitoare de
antociani ale soiurilor de cartofi CPV.

Caracterul inovativ al prezentei teze constd, in primul rand, in optimizarea unui
protocol de ITnmultire vegetativa a CPV, care este diferit fata de soiurile de cartofi cu
pulpa alba. De asemenea, si tipul de abordare a studiului, privind cultivarea in vitro a
soiurilor de CPV, incepand cu procesul de initiere si terminidnd cu obtinerea de
microtuberculi, poate fi considerat un alt element inovativ al prezentei lucrari datorita
asocierii cu metodele de analiza morfometrica si de ultrastructura celulara.

Teza de doctorat se incadreaza la nivelul de laborator, iar transferul cunostintelor
la nivel pilot, poate fi realizat cu usurinta, respectidnd modele deja oferite de cultura
cartofului, motiv pentru care aceste rezultate se pot implementa direct.

BIBLIOGRAFIE SELECTIVA

1. ANGHEL, I, BREZEANU, AURELIA, TOMA, N. (1981). Ultrastructura celulei vegetale. Atlas. Ed.
Academiei Republicii Socialiste Romdnia, Bucuresti.

2. BORUCKI, W., BEDERSKA, MAGDALENA (2015). Visualisation of plastid outgrowths in potato
(Solanum tuberosum L.) tubers by carboxyfluorescein diacetate staining. Plant Cell Rep, 34,
853-860.

3. BURZO, I, TOMA, C. (2012) Tesuturile secretoare si substantele volatile din plante. Ed. Univ.
JAlexandru loan Cuza” lasi.

4. CACHITA-COSMA, DORINA, ZAPARTAN, MARIA (1991). Potato tuberogenesis using in vitro
bi-layer tehnique. In The IVth National Symposium on plant cel land Tissue Culture (pp. 7-9).

5. COELHO, N, ROMANO, A. (2022). Impact of chitosan on plant tissue culture: recent
applications. Plant Cell, Tissue and Organ Culture (PCTOC), 1-13.

6. ISLAM, M. S, RONI, M. Z. K., JAMAL UDDIN, A. F. M,, SHIMASAK], K. (2017). Tracing the role of
sucrose in potato microtuber formation'in vitro'. Plant omics, 10(1), 15-19.

7. NAGY, ALEXANDRA-MIHAELA, OROS, PAULA., CATANA, CORINA, ANTOFIE, MARIA-
MIHAELA, SAVA SAND, CAMELIA (2023). In Vitro Cultivation of Purple-Fleshed Potato
Varieties: Insights into Their Growth and Development. Horticulturae, 9(4), 425.

8. SAND, CAMELIA, ANTOFIE, MARIA-MIHAELA (2022). De Novo Shoot Development of
Tropical Plants: New Insights for Syngonium Podophyllum Schott. Horticulturae, 8, 1105.



