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Rezumat: protocormii de Cymbidium hybridum in regim de vitrocultura submersati in mediu lichid de tip Murashige-
Skoog (1962), in conditii de hipoxie au rdspuns diferit in functie de cantitatea de cafeind din mediile de culturd. Dupa
90 de zile de vitroculturd cea mai eficientd variantd de mediu s-a dovedit a fi aceea in care au fost incluse 5 mg/1
cafeind, intrucat atat sub aspectul numarului cat si a greutatii uscate a acestora valorile inregistrate au fost maxime.
Odata cu sciderea concentratiei de cafeina din mediu, s-a constatat o sciddere progresiva a vitalitatii protocormilor.

Cuvinte cheie: protocormi, orhidee, Cymbidium, cafeind, mediu lichid

Abstract: The Cymbidium hybridum protocorms, in vitroculture regime, on Murashige-Skoog liquid medium, in
submersed condition, which had responded different, depending on the introduced quantity of caffeine on the
cultures medium. After 90 days of vitroculture, the best results regards the proliferation and the growth of
protocorms, was registered at the variants of culture medium with caffeine in a 5 mg/1 concentration. On the lowest
concentration of 5 mg/1 caffeine, we find out a progressive decrease of the protocorms vitality.
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Introducere

Existd o serie de componente ale mediilor de
culturd care pot influenta pozitiv sau negativ
multiplicarea si cresterea celulelor vegetale. O
categorie aparte o constituie metilxantinele,
substante care pot fi agenti antifuzoriali si c-
mitotici, avand posibilitatea de a inhiba procesul
de diviziune intrucdt produc fragmentarea
cromozomilor; unele dintre acestea, au efect
statmodieretic putdnd opri citodiereza, inhiband
diferentierea  fragmoplastului  (Constantinescu
1958, 1961, 1965). La noi in tara primii care au facut
cercetdri fundamentale in acest sens au fost Ionica
(1970); acestia au studiat sensibilitatea celulelor
vegetale la actiunea cafeinei precum si a altor
agenti alchilanti administrati in concentratie
scdzutd, stabilind efectul statmodieretic al
derivatilor metilxantinei. Sub coordonarea lui
Constantinescu (1958, 1961, 1965) scoala
romdneasca experimentald de citologie vegetald a
demonstrat cd derivatii de metilxantind, dintre care
in special cafeina, in concentratie de 0,001M, are un
efect important ca agent alchilant asemandtor cu
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cel provocat de cdtre radiatiile ionizante. Studii
asemandtoare a mai facut Kihlman (1965, 1971 a, b,
1972) care a explicat actiunea cromatoclazica a
derivatilor purinici in special al etoxicafeinei.

Blidar si colab. (2005), introducand variate
cantitdti de cafeind in mediile de culturd, au
evidentiat efectul stimulativ al acestei metilxantine
asupra proliferarii protocormilor de orhidee
apartinand genului Cymbidium, insd numai pentru
concentratia de 1 mg/l, in conditiile sustinerii
vitroculturilor la suprafata mediilor de cultura
lichide pe punti speciale din hartie de filtru (Blidar
2004); acelasi autor a observat ca odatd cu cregterea
concentratiei de cafeind la 10 mg/1 sau mai mult,
vitroculturile de protocormi de orhidee au suferit
un puternic declin fiziologic, direct proportional cu
concentratia acestei metilxantine.

Investigatiile diferitelor grupe de cercetdtori au
stabilit o corelatie intre structura chimicd si
activitatea statmodieretici a derivatilor de
teobroming, teofilind si cafeing, iar pe de altd parte
au elucidate mecanismul prin care alcaloizii
purinici pot stimula multiplicarea celularad
meristematicd sau, dimpotrivd, in cazul altor
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compusi actiunea alchilica citostaticd. Aceste studii
au fost efectuate utilizand tehnicile de microscopie
electronica.

Studiile noastre, din prezenta lucrare,
reprezintd o confirmare a studiilor intreprinse de
Constantinescu si colab. si o aprofundare a celor
lui Blidar si colab., utilizdnd protocormi de
Cymbidium hybridum ca model experimental,
asupra cdrora am efectuat analize privind cresterea
si morfogeneza, acestia fiind cultivati in conditii de
hipoxie, in mediu de culturd lichid, cu un variat
continut de cafeina.

Materiale si metode

Protocormii de orhidee sunt niste minituberule de
culoare verde cu autonomie functionald, capabili de
organogenezd, avand pe suprafata lor numeroase centre
adventive care pot da nastere fie unor noi protocormi, fie
unor rddacinite, precum si tulpinite cu frunzulite (Cachita
2003).

Este cunoscut faptul cd ,in vitro”, protocormii de
Cymbidium hybridum se pot multiplica atat pe mediu solid,
cat si submersati in medii lichide, cu deosebirea cad la
suprafata mediului agarizat, aldturi de procesele caulogene
neoformatoare de protocormi, au loc si procese organogene
in urma cdrora se formeaza tulpinite cu frunzulite, dar si
ulterior radacinite (Cachita 1987).

Intrucat scopul urmarit de noi in prezentul studiu a
constat in stabilirea unui mediu de culturd optim in ce
priveste concentratia de cafeind din compozitia acestuia,
pentru multiplicarea protocormilor la Cymbidium hybridum,
mediul de culturad utilizat a fost de tip lichid, dupé reteta
datd de Murashige-Skoog (1962) (MS), lipsit de glicing,
agar-agar si regulatori de crestere (MB), cu adaos de variate
cantitdti ~ de cafeind rezultind urmaitoarele variante
experimentale:

Vo - mediul de baza (MB) fara cafeing;
Vi- MB-MS cu 5 mg /1 cafeing;

V2- MB-MS cu 1 mg/1 cafeing;

V3 - MB-MS cu 0,5 mg/1 cafeina.

Dupa fixarea pH-ului mediului de cultura la valoarea
de 5,7 , acestea au fost repartizate in recipiente cilindrice
termorezistente cu indltimea de 70 mm si diametrul interior
de 25 mm. in fiecare recipient s-au introdus cate 5 ml mediu
de culturs, care a asigurat o coloand de lichid de 10-11 mm
indltime.

Sterilizarea mediilor de culturd s-a facut prin
autoclavare la 121°C (care corespunde cu presiunea de o
atmosferd), timp de 20 minute, in prealabil recipientele fiind
obturate cu dopuri din vatd hidrofild. Dupa racirea mediilor
de cultura in conditii de asepsie (la hota cu flux laminar de
aer steril), s-a procedat la separarea protocormilor din
glomerula donatoare de protocormi, derivatd din
vitrofitobaza Laboratorului de Biotehnologie Vegetald a
Universitatii din Oradea. Pentru inoculare s-au selectat doar
protocormi de culoare verde cu aceleasi caracteristici
privind forma si diametrul lor, in fiecare recipient
introducandu-se cate un astfel de inocul.

Dupa inoculare s-a trecut la obturarea recipientelor cu
folie transparenta din polietilena sterilizata timp de 15

minute cu alcool de 70°. Incubarea si cresterea culturilor s-a
efectuat prin expunerea recipientelor la lumina alba
fluorescentd, cu o intensitate de 1700 de lucsi, fotoperioada
corespunzéand la 18 h lumina/ 24 h, distanta dintre sursa de
lumind si rafturile cu vitroculturi, fiind de 33 cm.

La un interval de 30 de zile, respectiv la 30, 60 si 90 de
zile de la montarea experimentelor, s-au evaluat culturile
,in vitro”, atat sub aspectul multiplicarii protocormilor cat
si al organogenezei, pentru aceasta analizdndu-se trei
parametri: numdrul de neoprotocormi formati pornind de la
inoculul initial, greutatea proaspitd si greutatea uscatd a
acestora.

Pentru fiecare dintre acesti parametri, valorile marcate
la 30 de zile pe mediul martor - fard cafeind (Vo) - a fost
considerat de referintd (100%), la acesta raportandu-se
valorile pentru fiecare parametru in parte, pe intreaga
perioada de 90 de zile de la inoculare.

Cele mai ilustrative aspecte privind reactivitatea
diferentiatd a protocormilor de Cymbidium hybridum in
functie de concentratia de cafeina din mediile de culturd au
fost reprezentate in plansa 1, in histogramele din figura 1 si
in tabelul 1.

Rezultate si discutii

In urma observatiilor efectuate la 30 de zile de
la montarea experimentelor, s-a constatat cd atat
sub aspectul numdrului de protocormi cat si
privind greutatea proaspdtd si uscatd, cele mai
mari valori au fost marcate pe varianta
experimentald Vi, unde prezenta in mediul de
culturd a 5 mg/l cafeind, a permis o puternica
proliferare a protocormilor, sporurile de crestere a
parametrilor analizati fiind de peste 2,3 ori
superioare martorului (Vo - MB-MS lipsit de
cafeind) pentru numidrul de protocormi, de 3,2 ori
superioare pentru greutatea proaspitd si de 2,9 ori
mai mult pentru greutatea uscati (plansa 1A si B,
figura 1A si tabelul 1). Asadar, se constatd o
crestere stimulata a numarului, greutatii proaspete
si uscate a protocormilor vitrocultivati pe mediile
de cultura continand cafeind, dintre care cel mai
mare spor s-a marcat in conditiile existentei in
substratul nutritiv. a 5 mg/l din aceastd
metilxantind (varianta Vi), diferentele fatd de
valorile inregistrate la lotul control (Vo - MB-MS
fara cafeind), fiind de +5,2 protocormi/glomeruld,
respectiv de +51,2 mg/flacon pentru greutatea
proaspétd si +4,6 mg/recipient de culturd pentru
greutatea uscatd (tabelul 1). Precizam faptul c3,
odatd cu scdderea concentratiei de cafeind din
mediile de culturd, are loc o proliferare mai
scdzutd a protocormilor, fapt care a condus la
dimensiuni reduse a acestora si a glomerulelor
formate din ei (plansa 1B).
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Plansa nr.1 Aspecte morfologice privind reactivitatea ,in vitro” a protocormilor de Cymbidium hybridum vitrocultivati in conditii de
hipoxie, submersati in medii lichide Murashige-Skoog (1962) (MS) modificate (MB), in prezenta a variate cantitati de cafeina (V1 - MB-
MS cu adaos de 0,005 mg/1; V2 - MB-MS cu supliment de 0,001 mg/1; Vs - MB-MS cu un continut de 0,0005 mg/1 cafeind), la 30 de zile

(A siB), 60 de zile (C) si la 90 de zile (D) de la montarea experimentelor.
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A. Media numarului de protocormi / glomerula
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Figura nr.1 Compararea mediei valorilor procentuale privind numdrul (A), greutatea proaspiti (B) si greutatea uscati (C) a protocormilor

de Cymbidium hybridum vitrocultivati in conditii de hipoxie, submersati in medii lichide Murashige-Skoog (1962) (MS) modificate (MB),

in prezenta a variate cantitati de cafeina (V1 - MB-MS cu adaos de 0,005 mg/1; V2 - MB-MS cu supliment de 0,001 mg/L; V3 - MB-MS cu
un continut de 0,0005 mg/1 cafeind), la 30, 60 si la 90 de zile de la montarea experimentelor.
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Rezultatele inregistrate in urma observatiilor

efectuate la 60 de zile de la montarea
experimentelor, au reliefat o accentuare a
reactivitatiilor ~ protocormilor de  Cymbidium,

mentionate la prima datd a observatiilor, pe toate
cele trei variante de mediu in compozitia cdrora a
existat cafeind. Astfel, in continuare, cele mai mari
valori pentru toti cei trei parametri analizati, au
fost marcate pe varianta experimentald Vi (MB-MS
+ 5 mg/l cafeind), diferenta fatd de valorile
marcate la 30 de zile pe varianta Vi (valoare
martor) fiind de +550,5%, cu 20,5
protocomi/glomeruld mai mult, respectiv de
+1944,1% pentru greutatea proaspatd (cu 435,5 mg
/glomeruld mai mult) si de +1533,3 % (cu 36,8
mg/recipient de culturd mai mult) pentru
greutatea uscatd (plansa 1C, figura 1B si tabelul 1).
Aceste valori sunt confirmate de aspectul
morfologic al vitroculturilor, respectiv cele mai
mari dimensiuni ale protocormilor si ale
glomerulelor de protocormi fiind inregistrate pe
varianta Vi (media fiind de 3 mm pentru
protocormi si 12 mm pentru glomerule), valori
care au scizut progresiv o datd cu existenta in
mediile de culturd a unor cantitéti din ce in ce mai
scdzute de cafeind, cele mai mici valori fiind
marcate pe mediile de culturad lipsite de aceasta
metilxantind (plansa 1C).

La ultima datd de analizd a aspectelor
morfologice si a valorilor biometrice si
gravimetrice  apartindind  vitroculturilor  de
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protocormi de Cymbidium hybridum, respectiv la 90
de zile de la montarea experimentelor, s-a observat
o si mai puternicd proliferare a protocormilor pe
mediile de cultura cu 5mg/1 cafeind (varianta Vi)
(plansa 1D), acestia avand si cele mai mari sporuri
gravimetrice dintre toate «cele 4 variante
experimentale (fig. 1C). De asemenea, s-a constatat
faptul cda indiferent de cantitatea de cafeind
introdusd in mediile de culturd (5 mg/l in cazul
variantei Vi, 1 mg/l la varianta V> si 0,5 mg/1
pentru varianta Vi), numdrul si greutatea proaspati
si wuscati a protocormilor a fost superioara
martorului corespunzdtor, de 1,6-2,0 ori pentru
numdrul de protocormi, de 1,6-2,2 ori pentru
greutatea proaspitd, respectiv de 1,8-2,4 ori pentru
greutatea uscatd (figura 1C si tabelul 1).

Concluzii

1. Introducerea in mediile de culturd a cafeinei,
in intervalul de concentratie 0,5 mg/1 - 5 mg/I s-a
dovedit a fi o bund alegere in stimularea
proliferdrii protocormilor de Cymbidium hybridum
vitrocultivati in conditii de hipoxie in mediul de
culturd =~ Murashige-Skoog  (1962),  intrucat
reactivitatea acestora a fost superioard variantei
martor atat sub aspectul proliferdrii protocormilor
cat si al acumuldrii de biomasa vegetald proaspata
si uscatd de catre acestia.

Tabelul nr.1 Compararea mediei valorilor absolute privind numdrul, greutatea proaspiti si greutatea uscatd a protocormilor de
Cymbidium hybridum vitrocultivati in conditii de hipoxie, submersati in medii lichide Murashige-Skoog (1962) (MS) modificate (MB), in
prezenta a variate cantitati de cafeina (V1 - MB-MS cu adaos de 0,005 mg/1; V2 - MB-MS cu supliment de 0,001 mg/1; V3 - MB-MS cu un
continut de 0,0005 mg/1 cafeind), la 30, 60 si la 90 de zile de la montarea experimentelor.

Varian- Numirul de zile
Parametrul analizat ta de . 60 90
mediu 30 zile zile zile
Numir de Vo 3,72 14 30,5
protocormi / Vi 8,9 24,2 63,4
recipient de cultura Vs 44 17.7 538
(bucati)
f Vs 4,7 15,7 50,5
Greutatea proaspata Vo 24 201,7 3739
a protocormilor / Vi 73,6 457,9 825
recipient de cultura Vs 316 3361 856 8
(mg.)
Vs 30,9 235,3 614
Greutatea uscatd a Vo 24 17,6 2378
protocormilor / Vi 7 39,2 662
recipient de cultura Va 33 04 649 2
mg.
(mg) Vs 41 | 248 | 4299
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2. Pe parcursul intregii perioade experimentale,
cea mai bund reactivitate in ce priveste cresterea
culturilor in biomasa proaspata si uscatd, dar si in
ce priveste neoformarea de protocormi de
Cymbidium, a fost inregistratd utilizand medii de
culturd a caror continut in cafeind a fost de 5 mg/1,
intrucat s-a favorizat o puternicd multiplicare a
protocormilor, proces care a condus la marcarea
celui mai mare numadr de protocormi dintre toate
variantele de mediu, vitroculturile dovedind o
vitalitate sporitd comparativ cu cele efectuate atat
in absenta cafeinei cat si in prezenta acesteia in
concentratii mai mici, comparativ cu martorul
(medii lipsite de cafeind) numadrul de protocormi
fiind de peste 2 ori mai mare.
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