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Pentru investigarea si ilustrarea diferitelor procese biologice, cultura in
vitro are o importantd deosebitd. Ferigile constituie sisteme experimentale
versatile pentru studierea morfogenezei plantelor vasculare (DYER, 1979), fiind
utilizate ca material experimental atdt in forma unicelulara, in stadiul de spor, cat
si ca tesuturi cu diferentiere celulara complexa (NAKAMURA si MAEDA,
1994). Gametofitul sau protalul ferigilor este efectiv considerat un ,,instrument*
pedagogic interesant atit pentru experimente mai simple accesibile elevilor si
studentilor cat si pentru diferite proiecte de cercetare.

Pentru obtinerea gametofitului pteridofitelor se realizeaza culturi de spori — pteridospori
pe diferite medii nutritive. Cultura de pteridospori reprezintd metoda cea mai veche de cercetare
a morfogenezei gametofitului. A fost mentionata pentru prima datd de ciatre MORISON (1699)
in lucrarea ,Historia plantarum®, autorul observand faptul ca sporii de ,,Scolopendre® —
Asplenium scolopendrium cultivati pe pamant umed produc numeroase plantule, care au ca
debut o delicata frunza rotunda — protalul. Cultura sporilor se poate realiza atat in laboratoare
moderne de culturi in vitro, cat si in laboratoare mai putin dotate, materialul obtinut ajutand
cadrul didactic sa ilustreze elevilor sau studentilor diferite procese biologice.

Etapele realizarii unei culturi de spori sunt:
identificarea speciei de la care se colecteaza sporii,
sterilizarea frunzelor purtitoare de sporangi maturi,
colectarea sporilor,
cultivarea sporilor pe mediul de cultura.

el S

1. Identificarea speciei. Sporii se pot colecta de la plante provenite din mediul natural
sau de la specii de ferigi aflate n colectiile gradinilor botanice. Pentru identificarea speciei alese
se utilizeaza diferite determinatoare, unul dintre cele mai noi fiind ,,Flora ilustrata a Romaniei —
Pteridophyta et Spermatophyta“ (CIOCARLAN, 2000). Pentru determinarea speciilor care nu
vegeteaza in Romania se poate utiliza ,,Flora Europaea™ (TUTIN si colab., 1993).

2. Sterilizarea frunzelor purtitoare de sporangi maturi. Dupd ce specia aleasa a fost
determinatd frunza se fragmenteaza si apoi se hidrateaza mentinand fragmentele in curent de
apa, timp de o jumatate de ora, intr-un pahar Berzelius acoperit cu o bucata de tifon. Sterilizarea
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se face cu hipoclorit de calciu 6%, preparat Inaintea utilizarii sau cu apa oxigenatd 10%
(CACHITA-COSMA si PETRESCU, 1985; CACHITA-COSMA, 1987; FAY, 1994;
FERNANDEZ si REVILLA, 2003). Timpul de expunere la agentul sterilizant poate fi cuprins
intre 3 si 10 minute, fiind mai mic 1n cazul materialul provenit din sere, care are o incarcatura
mai mica de germeni si mai mare in cazul celui provenit din mediul natural. Dupa sterilizare,
fragmentele de frunze se spald de trei ori cu apa distilata sterild pentru inlaturarea completd a
agentului sterilizant.

3. Colectarea sporilor. Fragmentele de frunze sterilizate se pun in cutii Petri sterile, cu
fata inferioard (pe care se afld sporangii) in jos. Aici se mentin pana la eliberarea sporilor din
sporangi, sporii observandu-se sub forma unei pulberi fine.

4. Cultivarea sporilor pe mediul de cultura. Sporii obtinuti se pot cultiva pe diferite
medii nutritive, atat lichide cat si solide. Unul dintre cele mai populare medii lichide, usor de
preparat, este mediul KNOP (1865). Dupa preparare, mediul se sterilizeazd si apoi se
repartizeaza in cutii Petri sterile. Sporii se cultiva pe suprafata mediului, cutiile Petri se acopera
cu capacul si se infagoara in folie adeziva transparentd pentru a reduce evaporarea apei din
mediu. Cutiile Petri se plaseazi intr-o camera de crestere la 25+1°C si fotoperioada de 16 ore
lumina / 8 ore intuneric (BERTRAND si colab., 1999; FERNANDEZ si colab., 1999, etc.) sau,
n lipsa acesteia, intr-o camera obisnuita, unde sunt mentinute la lumina solara indirecta si la o
temperaturd de 22-30°C (VLADESCO, 1934). Culturile realizate sunt analizate periodic, in
diferitele stadii de diferentiere a gametofitului fiind observate diferite procese biologice.

Procese biologice ce pot fi ilustrate pe parcursul diferentierii gametofitului

= Diviziunea mitoticd inegald a celulelor. Se observa in cazul primei diviziuni mitotice a
sporului; In urma acestei diviziuni se formeaza doud celule inegale: cea mai mare fiind
initiala protalului, iar cea mai mica, initiala rizoidului. in urma unor diviziuni mitotice
inegale se formeaza toti rizoizii protalieni, dar si trihomii protalieni.

= Constituirea filamentului protalian, alcatuit dintr-un numar variabil de celule, in functie de
specie. Se face prin diviziuni mitotice ale initialei protalului, diviziuni care au loc in plan
paralel cu planul ecuatorial al sporului.

= Diviziunea cloroplastelor sau cloroplastotomia. Celulele care alcatuiesc gametofitul contin
numeroase cloroplaste, motiv pentru care se mai numesc si clorocite protaliene.
Cloroplastele care se divid se alungesc si se stranguleazd in regiunea mediana forméandu-se
in final doua cloroplaste.

= Formarea placii (lamei) protaliene. Se observa ca trecerea de la stadiul de filament protalian
la cel de lama (placd) protaliana se face prin diviziunea longitudinala a unor celule distale
ale filamentului. in unele cazuri se formeaza chiar o celuld meristematica in forma de pana
sau ic.

= Formarea si alcatuirea protalului cordat. Se poate observa inlocuirea celulei meristematice
apicale cu un meristem multicelular situat in scobitura protalului.

= Formarea, alcatuirea si localizarea anteridiilor.
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Eliberarea anterozoizilor din anteridie si deplasarea acestora pe suprafata gametofitului cu
ajutorul flagelilor.

Formarea, alcatuirea si localizarea arhegoanelor.

Formarea, alcatuirea si localizarea trihomilor protalieni, la speciile la care acestia sunt
prezenti.

Influenta diferitilor factori asupra diferentierii gametofitului, etc.
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