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Biotehnologiile moderne constituie o achizitie cu valoare fundamentala si a-
plicativa a stiintei contemporane. Odata cu dezvoltarea cunostintelor de biologie
celulara, geneticd moleculara, biochimie, biofizicd, microbiologie si inginerie
genetica, a devenit posibild manipularea artificiald a informatiei genetice a orga-
nismelor vii §i, pe aceastd baza, au aparut biotehnologiile moderne cu implicatii
deosebite In ameliorarea plantelor si animalelor, in producerea de substante far-
maceutice si cosmetice, de produse chimice si bioenergetice valoroase. Bioteh-
nologiile sunt privite ca mijloace sigure de infruntare a problemelor alimentare,
energetice, asigurarea resurselor de materie prima si ecologice. Biotehnologia
reprezintd una din directiile prioritare in numeroase tari pentru obtinerea produ-
selor clasice industriale (antibiotice, vaccinuri, factori alergeni, drojdii alimenta-
re, aminoacizi, enzime etc.), conservarea germoplasmei, testarea, selectia, mi-
cromultiplicarea §i propagarea variabilitatii utile, diagnosticarea, profilaxia si
tratamentul unor boli cu ajutorul microorganismelor si al celulelor animale si
vegetale (inclusiv al celor obtinute prin metode de inginerie genetica si celulare),
componentelor celulelor si al protoplastilor de biosinteza, al enzimelor si al a-
gentilor biologici imobilizati (substraturile si produsele rezultate din procesele
biotehnologice cum ar fi: ingrasamintele bacteriene si mijloace de protectia
plantelor, hormoni si alte produse ale biotransformarii, acizi organici, polizaha-
ride, preparate proteice etc.).

Principalele directii de dezvoltare a biotehnologiilor sunt conditionate, pe
de o parte, de cerinta 1n anumite produse si energie concomitent cu acumularile
cantitative de materii prime neutilizabile, inclusiv de deseuri, iar pe de alta parte,
de aparitia noilor descoperiri in cercetarea fundamentala.

Biotehnologiile contemporane au implicatii cu totul deosebite in agricultura
si industria alimentard, in medicind si industria farmaceutica, 1n industria chimi-
ca si metalurgica, in valorificarea biomasei si producerea de energie neconventi-
onald etc.

In agriculturd, prin aplicarea metodelor in vitro (embriocultura, embriogene-
za, androgeneza, ginogeneza, hibridare somaticd), au fost obtinute, la aproape
toate speciile agricole, plante libere de viroze, multiplicarea genotipurilor rare,
somaclone valoroase, plante haploide care contribuie la scurtarea procesului de
ameliorare pentru rezistenta la diferiti factori de stres sau pentru imbunatatirea
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unor caractere calitative. Transferul unor caractere agronomice utile de la speci-
ile salbatice la cele cultivate se poate realiza prin hibridare somatica (fuziunea
de protoplasti), cunoscut fiind faptul ci incrucisarea sexuatd conventionala intre

Scurt istoric al cercetarilor de biotehnologie vegetala
la I.N.C.D.A. Fundulea

Cultura de tesuturi si celule vegetale ca problematica noud isi are inceputul
in tara noastrd in anul 1975, iar la Institutul National de Cercetare-Dezvoltare
Agricold Fundulea, in 1976.

Dupa o perioada de cercetari metodologice, au fost obtinute cu succes culturi
de calus si regenerarea plantelor din celule somatice la principalele specii de ce-
reale, plante tehnice si furajere.

Cercetarile privind extinderea capacititii de fixare a azotului atmosferic la
plante neleguminoase (cereale si plante tehnice) au debutat in anul 1977, cu stu-
diul unor asociatii fixatoare de azot, intre radacinile plantelor si microorganis-
mele diazotrofe, capabile sa furnizeze partenerului vegetal azot asimilabil si fi-
tohormoni (Papacostea siPopescu, 1977). Ca rezultat al unui numar ma-
re de experiente, a fost elaborat un mediu original de culturda (Hurduc si co-
lab., 1980), si s-au obtinut culturi stabile de calus la mai multe specii de cereale
si graminee furajere (grau, triticale, orz, porumb, Elymus sp., raigras), atat din
tesuturi somatice, cat si din polen. S-a reusit, de asemenea, inducerea si menti-
nerea de culturi stabile de calus la floarea-soarelui, lucerna si soia.

Un interes deosebit a fost acordat simbiozelor asociative la porumb, grau si
graminee cu bacteriile din genul Azospirillum, demonstrandu-se faptul ca aceste
sisteme plastice sunt conditionate in special de genotipul plantei si agrofond.

In scopul amelioririi acestor simbioze asociative naturale (rizogeneze diazo-
trofe) a fost urmarita reactia diferitelor genotipuri de porumb si de grau la ino-
cularea experimentald cu mai multe tulpini bacteriene. Concomitent, s-a studiat
modul in care asociatiile bacteriene au asigurat partial necesarul de azot prin
procesul de fixare biologica, precum si aportul la cresterea productiei (Po -
pescu sicolab., 1981). Paralel cu aceste cercetari au fost initiate din anul 1981
si lucrari de transfer de informatie genetica nif la plante neleguminoase (Popa
siPopescu, 1983).

Regenerarea plantelor din tesuturi cultivate s-a realizat cu randament satisfa-
cator atat pe calea embriogenezei somatice, cat si prin organogeneza somatica,
la urmatoarele specii: Triticum aestivum, Triticum durum, Triticale, Hordeum
vulgare, Oryza sativa, Zea mays si Lolium multiflorum, selectionandu-se dintr-
un inocul initial linii din calus embriogen din care s-au regerat ulterior un numar
mare de plante la grau si raigras (Palada, 1984 b).

in programele de ameliorare, se remarca in mod deosebit lucrarile privind
androgeneza la orez si triticale (Verzea, si colab., 1982). Pe aceastd cale,
plante haploide si dublu haploide (DH) sunt utilizate in programele de ame-
liorare pentru crearea de noi soiuri de orez si triticale. Avantajele aplicarii me-
todei androgenezei experimentale se regasesc in: scurtarea procesului de ameli-
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orare cu 5-6 ani prin realizarea homozigotiei intr-o singurd generatie, eviden-
tierea genelor recesive, exprimarea plasmagenelor paterne, homozigotie totala,
soiuri uniforme, mare diversitate genetica si cresterea eficientei procesului de
selectie.

in anul 1989, Palada si colaboratorii au efectuat studii privind optimizarea
culturii anterelor si obtinerii haploizilor si dubluhaploizilor prin androgeneza la
grau, triticale si orez. La grau au fost identificate doud surse genetice cu capaci-
tate androgenetica si s-au obtinut plante homozigote fertile intr-o singurd gene-
ratie la toate cele trei specii de cereale investigate.

O alta aplicatie a culturii in vitro este micromultiplicarea clonald a unor ge-
notipuri valoroase. Acest procedeu a fost folosit la raigrasul aristat in scopul
constituirii cdmpului de clone al laboratorului de ameliorare a gramineelor fura-
jere. Prin aceastd metoda biotehnologica, in anii 1984-1985 au fost multiplicate
201 genotipuri realizdndu-se campul de clone de circa 2000 plante anual. Tot in
aceastd perioada a fost efectuatd micropropagarea in vitro — metoda meristeme-
lor si a calusurilor meristematice — pentru obtinerea plantelor de lucerna libere
de Fusarium (Terbea si Ittu, 1984).

Verzea (1989, 1990), folosind tehnica ,, embryo rescue” pentru obtinerea
hibrizilor grau x secard, a concluzionat ca metoda aplicata constituie o cale efi-
cientd de obtinere a plantelor viabile F;.

In anul 1991, Papa si colaboratorii au efectuat cercetari in scopul testarii
potentialului regenerativ in cultura de duratd (long term culture) la 21 genoti-
puri de grau, constatind ca intensitatea procesului de variabilitate somaclonala
este direct proportionala cu durata culturii. A fost, de asemenea, evaluata varia-
bilitatea cromozomala a calusurilor neregenerative mentinute timp de 150 zile
prin subculturi repetate. Rezultatele studiului au evidentiat faptul ca la unele li-
nii pierderea capacitdtii embriogene este asociatd cu variatii numerice §i struc-
turale ale cromozomilor, prezente in celulele calusale cu frecventd vizibila in
functie de genotip.

Verzea si colaboratorii (1992) au efectuat numeroase cercetari cu privire
la utilizarea androgenezei experimentale la formele hexaploide de triticale si ro-
lul unor factori implicati In obtinerea plantelor cu origine polinica. S-a concluzi-
onat cd in germoplasma speciei triticale de la LN.C.D.A. Fundulea exista gene
care conferd capacitatea de a parcurge androgeneza in vitro. Incrucisarea unor
linii §i soiuri care poseda aceastd capacitate conduce la obtinerea unor hibrizi la
care se manifestd efectul heterozis pentru acest caracter. in prezent, se obtin a-
nual prin androgeneza in medie 2000 plante haploide, care sunt utilizate in pro-
gramul de ameliorare al speciei Triticale.

Cercetdrile de androgeneza la forme hexaploide de triticale (Badea si co-
lab., 1992) au avut drept scop stabilirea influentei mediilor de culturi si a geno-
tipului asupra abilitatii androgenetice. S-au folosit cinci forme de triticale si 20
hibrizi F1 obtinuti din incrucisarea lor. Rezultatele obtinute au evidentiat faptul
ca Incrucisarea unor linii §i soiuri care poseda capacitate androgenetica ridicata
conduce la obtinerea de hibrizi la care se manifesta efectul heterozis pentru a-
cest caracter.
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Cealacu si colaboratorii (1992) au efectuat studii referitoare la controlul
biochimic al embriogenezei somatice la lucerna si au evidentiat specificitatea de
soi si de tip de explant a peroxidazei la trei soiuri cu potential embriogen diferit.
Din tesuturile cultivate in vitro au fost identificate doud tipuri de zimograme ca-
racteristice pentru calusul embriogen, respectiv neembriogen.

In 1993, Verzea si colaboratorii au studiat embriogeneza somatica la for-
mele parentale si hibrizi F; rezultati din incrucisari dialele (6 x 6) la triticale 6x,
in vederea identificarii genotipurilor hexaploide care sa posede capacitate an-
drogenetica ridicatd si acumularea unor date care sa contribuie la elucidarea u-
nor aspecte privind determinismul genetic al abilitatii androgenetice. S-a cons-
tatat ca performanta per se a parintilor nu este reflectatd intr-o performanta si-
milard la combinatiile hibride in care sunt implicate. Selectia parintilor pentru
programul de incrucisari trebuie efectutd pe baza analizei capacitatii lor de com-
binare. Diferentele mari obtinute in privinta valorilor inregistrate la hibrizii reci-
proci sugereaza ideea influentei citoplasmei asupra intensitatii exprimarii diferi-
telor componente ale capacitatii androgenetice.

Primele informatii privind rezistenta la nivel celular la stresul salin, la lucer-
na, au fost furnizate de catre Cealdcu si Varga (1994), care au raportat ob-
tinerea de linii celulare tolerante la salinitate. Studii ulterioare efectuate la nivel
biochimic (activitatea peroxidazei, chitinazei si continut in prolind) au evidenti-
at o crestere a tolerantei la salinitate a plantelor generatiei R;.

Prin metode biotehnologice (utilizand selectia in vitro la nivel celular) si me-
tode clasice de ameliorare, a fost creat soiul Sigma, soi cu insusiri superioare de
productie si calitate superioara a furajului (distinctivitate, stabilitate, omogenita-
te) fata de soiurile martor Adonis si Selena (Varga si colab., 1994).

Moraru siRdaducanu (1994) au efectuat studii privind cultura de antere
la specia Triticum aestivum, luand in studiu 10 genotipuri de grau de toamna
create iIn Romania, 5 dintre ele fiind cunoscute ca fiind purtatoare ale transloca-
tiei 1B/1R. S-a constatat ca genotipurile purtatoare ale translocatiei 1B/1R au
manifestat o pretabilitate superioara, asigurata statistic, la toti parametrii studiati,
iar frecventa plantelor verzi/100 antere cultivate au fost semnificativ corelate cu
frecventa anterelor cu raspuns si rata regenerarii, dar nu si cu productia de em-
brioizi si frecventa plantelor albinotice.

La grau si triticale (Moraru si colab., 1994) au fost investigati diferiti a-
genti selectivi (NaCl, PEG si ABA), in vederea testarii si selectiei pentru rezis-
tenta la diferiti factori abiotici de stres (salinitate, stres termic/hidric). A fost e-
videntiata existenta corelatiilor pozitive intre reactia genotipurilor in conditii in
vitro, in prezenta agentilor selectivi si comportamentul plantelor in conditii de
stres de aceeasi natura, in vivo.

in perioada 1994-1996, au fost efectuate studii privind elaborarea unor me-
tode de testare si selectie in vitro pentru rezistenta florii-soarelui fata de patoge-
nii Sclerotinia sclerotiorum si Phomopsis helianthi.

Rezultatele acestor studii s-au concretizat prin elaborarea a doua metode efi-
ciente de testare/selectie a materialului de ameliorare, utilizdnd embriocultura si
drept agent selectiv filtratul patogenilor respectivi.

In ceea ce priveste metoda de testare a florii-soarelui pentru rezistenta la pa-
togenul Phomopsis helianthi, aceasta este o metoda relativ mai usor de efectuat
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(deoarece acest patogen, spre deosebire de Sclerotinia, nu manifestd forme de
atac diferite si control genetic diferit (in functie de forma de atac), este sigura si
rapida, putdndu-se afla gradul de tolerantd al materialului de ameliorare in ma-
ximum 21 de zile. Pentru Sclerotinia sclertotiorum se recomanda utilizarea ames-
tecurilor de filtrate, atdt dupa forma de atac, dar si din zone ecologice diferite,
deoarece din aceste studii s-a observat ca virulenta este influentata si de factorii
de mediu, in functie de zona ecologica de unde s-a prelevat izolatul (Raduca-
nu, 1996).

In 1992, 1994, 1996, Maxim si colaboratorii au efectuat studii privind ca-
pacitatea de regenerare in vitro la peste 40 de soiuri si linii de orz si orzoaica de
toamna, utilizand ca explante embrioni imaturi. Au fost identificate linii cu inalt
potential embriogen si capacitate de regenerare. De asemenea, au fost iden-
tificate genotipuri de porumb cu capacitate mare de regenerare in vitro. Aceiasi
autori au efectuat studii privind toleranta la ioni de AI’" a calusului neembrio-
gen/embriogen de orz si orzoaica. S-a constatat ca variatia greutatii calusului du-
pa perioada de selectie a fost corelata cu tipul de calus utilizat, calusul neembri-
ogen inregistrand modificari minime, deoarece situsul activ de fixare a ionilor
de AI’" este reprezentat de membranele celulare si nucleele celulelor in diviziu-
ne activa.

Rezultate ale unui studiu privind potentialul embriogen la unele genotipuri
de grau comun, linii §i soiuri romanesti si straine, 1n care s-a urmarit identifica-
rea tipurilor de calus embriogen si stabilirea unor parametri cantitativi, precum
si expresia izoenzimelor peroxidaza si esteraza in timpul embriogenezei somati-
ce au fost raportate de Cealacu si colaboratorii (1996). Autorii au observat
ca tipul de calus embriogen, prezent cu frecventa cea mai mare, pe parcursul
embriogenezei somatice, a fost calusul de tip II cf. nomenclaturii TCA, iar in
urma analizei electroforetice a peroxidazei si esterazei, s-a constatat ca acestea
sunt carateristce fiecarui genotip. Calusurile embriogene au exprimat un numar
mai mare de izoperoxidaze iar esteraza a prezentat un polimorfism mai accen-
tuat comparativ cu peroxidaza. Variabilitatea manifestatd de cétre peroxidaza
sugereaza faptul ca aceastd enzima poate fi considerata drept marker al capaci-
tatii embriogenetice 1n cultura in vitro, la graul comun.

in scopul evaludrii variatiei induse la nivelul locilor care codifica gluteninele
cu greutate moleculara mare (beta-amilaza si fosfataza acidd), ca urmare a rege-
nerdrii din calusuri cu origine diferitd: microspori §i embrioni imaturi, Ha-
gima si colaboratorii (1996) au efectuat cercetéri, folosind ca material biologic
o linie DH de Triticum aestivum, obtinuta prin dihaploidizarea unui haploid ob-
tinut prin cultura de antere, selectionat pentru aptitudine androgenetica. Re-
zultatele obtinute au evidetiat faptul ca numarul, frecventa si amplitudinea vari-
atiilor generate de cultura in vitro la nivelul markerilor biochimici studiati au
avut valori diferite, in functie de locii implicati In biosinteza componentelor res-
pective si de originea calusului utilizat. Atat la gametoclone, cét si la somaclone
a fost inregistrat un singur tip de modificare a compozitei in subunitati gluteni-
nice. In schimb, la gametoclone s-au obtinut doud noi tipuri de enzimograme

entru beta-amilaza, iar la somaclone s-au conturat cinci tipuri de enzimograme.
In cazul fosfatazei acide nu au fost evidentiate modificari induse ca urmare a
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culturii in vitro sau a regenerdarii. Regenerarea din calusuri, prin androgeneza, a
determinat o frecventd mai mare a variatiilor pentru subunitatile glutanice cu
greutate moleculara mare, in timp ce regenerarea din calusuri cu origine in em-
brioni imaturi a indus o frecventd mai mare a variatiilor enzimogramelor beta-
amilazei.

Unele rezultate preliminare obtinute in urma hibridarilor interspecifice intre
speciile Phaseolus vulgare si Phaseolus acutifolius, in vederea diversificarii
materialului initial de ameliorare a fasolei cultivate pentru rezistenta la arsita, au
fost raportate de Dincad si Raducanu (1996). Astfel, specia cultivata a fost
folosita ca formd maternd iar specia salbatica, purtatoarea genelor de rezistenta
tehnica de salvare a embrionilor la 15 zile de la efecturea hibridérilor. Folosind
embriocultura au fost obtinute plante hibride viabile.

Moraru si colaboratorii (1997) au efectuat un studiu, utilizand ca agent se-
lectiv toxina sintetici ZEN (Zearalenone), embriocultura ca metoda in vitro, 5
genotipuri de grau de toamna si 3 linii consangvinizate de porumb ca material
biologic. Rezultatele studiului au evidentiat faptul ca utilizarea toxinei ZEN a
determinat o reducere a greutatii calusului la toate soiurile de grau, comparativ
cu varianta martor. Reduceri asigurate statistic s-au inregistrat numai la genoti-
purile care au manifestat rezistenta scazuta si la testarea n conditii de camp.

Un studiu privind frecventa inductiei de calus embriogen din cultura in vitro
a embrionilor imaturi, la cinci specii de cereale de toamna (grau comun, grau
durum, triticale 6x, triticale 8x si secara), a evidentiat rolul primordial pe care il
ocupa genotipul, In ceea ce priveste frecventa inductiei de calus embriogen, la
toate cele cinci specii de cereale folosite in studiu. Valori relativ mari ale po-
tentialului embriogen au fost obtinute la genotipurile de grau comun, triticale 8x
si triticale 6x. La genotipurile de grau durum si mai ales la cele de secara au fost
inregistrate valori reduse ale frecventei inductiei de calus embriogen (Verzea
siCealacu, 1997).

Cercetarile intreprinse de Maxim (1998) au demonstrat faptul ca utilizarea
androgenezei In ameliorarea orzului si orzoaicei a fost limitatd din cel putin trei
considerente: obtinerea unui procent relativ scazut de plante verzi, influenta ma-
re a genotipului asupra raspunsului androgenetic si costul ridicat al mediului de
cultura cu Ficoll.

Eficienta culturii de antere la specia triticale este, in general, mai mica decat
la grau, in special datorita ratei scazute de regenerare de plante verzi. in vederea
testarii potentialului embriogenetic, Verzea (1998) a initiat un studiu pe 11
combinatii hibride F1 de triticale, folosite In programul de ameliorare de la
LN.C.D.A. Fundulea. in urma efectudrii acestui studiu au fost identificate cinci
combinatii hibrde F1 de triticale hexaploide, cu valori ale frecventei regenerarii
plantelor androgenetice de peste doud plante verzi la 100 antere cultivate. Ran-
damentul culturii de antere la formele hexaploide de triticale poate fi marit sem-
nificativ, prin reducerea substantiala a numarului de plante albinotice regenerate.

In vederea imbunatatirii performantelor tehnicii de culturd a anterelor in vi-
tro la graul comun, Verzea (1998) a efectuat un studiu utilizdnd un sistem de
selectie 1n trepte. Pentru regenerare s-au folosit trei medii de culturd: Pauk si
colab. (1991); Zhuang si Hu (1983) si Chu (1978). Plantele obtinute de pe
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oricare din aceste medii au fost transferate n vederea inradacinarii pe mediul
N6-1, suplimentat cu 2,0 mg AIA /. S-a remarcat faptul ca in treapta a doua si
a treia de regeneare s-a obtinut un numar mai mare de plante decat la prima
treapta si au fost identificate cateva combinatii hibride F1, cu valori de 8,4-18,3
plante verzi la 100 antere cultivate.

In scopul evaluarii variabilitatii genetice a florii-soarelui fata de patogenul
Sclerotinia sclerotiorum precum si studiul relatiei dintre simptomele morfolo-
gice, continutul de acid oxalic si activitatea enzimei SKDH, Raducanu si co-
lab. (1999) au efectuat un studiu pe patru hibrizi de floarea-soarelui cu niveluri
cunoscute de rezistenta fata de acest patogen. Plantule obtinute aseptic din ger-
minarea embrionilor imaturi au fost transferate 1n solutii hidroponice, suplimen-
tate cu filtrate de Sclerotinia, si au fost mentinute timp de 28 zile in conditii
controlate. Analiza variantei pentru parametrii continut de acid oxalic si activi-
tatea enzimei SKDH, la variana martor, a evidentiat diferente asigurate statistic,
dar nu si intre genotipuri, pentru caracterele: Tnaltimea plantei, diametrul bazei
tulpinii, greutatea proaspata a capitulului. La cele doud variante de tratament s-au
semnalat scaderi semnificative pentru toti parametrii studiati; acest fapt ar putea
inlesni selectia timpurie a genotipurilor rezistente la acest patogen.

Maxim si Bagiu (1999) au analizat 11 genotipuri de porumb, folosind
ca explante embrioni imaturi (16-18 zile de la polenizare), in vederea idetificarii
acelora cu aptitudini embriogene, in scopul introducerii lor in programul de a-
meliorare la diferiti factori de stres. Au fost identificate patru genotipuri care au
format embrioizi cu simetrie bilaterald, asemanatoare celor zigotici, pe mediu de
culturd suplimentat cu sorbitol.

In practica ameliordrii curente ca si pentru cercetarile moderne de genetica,
generatii haploide de plante se obtin prin utilizarea a doua categorii de metode
biotehnologice; metode bazate pe embriogenezad somatica (androgeneza, micro-
sporogeneza i ginogeneza) si metode bazate pe embriogeneza zigoticd (zigoti
produsi prin hibridarea indepartatd, urmata de eliminarea genomului parteneru-
lui polinic si «salvarea embrionului haploid» prin cultura in vitro.

Prin ambele categorii de metode se realizeaza urmatoarele:

> fixarea variabilitatii genetice utile dupa primele cicluri de recombinare
(F1, F2, F3) prin homozigotare completa intr-o singura generatie;

» accelerarea si cresterea eficientei selectiei (corespondenta perfectd/fenotip);

» reducerea semnificativa (5-6 ani) a perioadei de obtinere de noi soiuri;

» soiurile cu origine dublu haploida corespund intru totul criteriilor de di-
versitate, uniformitate si stabilitate genetica (DUS) impuse de UE.

Pe de alta parte, cerintele aplicarii cu succes a unui sistem biotehnologic de
producere de linii DH sunt reprezentate prin: obtinerea unui numar cat mai mare
de linii DH la cat mai multe genotipuri de interes; tehnologia sistemului sa nu
determine variatii somaclonale in vitro (variabilitate intralinie) si liniile DH cu
origine In aceeasi combinatie hibridd sa manifeste o gama cat mai largd de vari-
abilitate genetica.

In cercetarile moderne de genetica haploizii si populatiile DH constituie ma-
teriale biologice ideale pentru o arie largd de domenii: inducerea de mutatii la
nivel haploid; studii de genomica si proteomica (analize cu markeri moleculari
si analize QTL, hartare geneticd); introgresia de gene utile din germoplasma sal-
batica; transformarea genetica la nivel haploid etc.
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La IN.C.D.A. Fundulea s-au initiat iIn 1991 cercetéri privind aplicarea sis-
temelor biotehnologice Zea si Bulbosum pentru inducerea de haploizi si obtinere
de linii DH la graul comun, graul durum si triticale, respectiv la orzul si orzoai-
ca de toamna si primavara si la orzul golag (Giura siMihailescu, 2000).

Stabilirea protocolului de lucru pentru utilizarea celor doua sisteme in condi-
tii experimentale suboptime (serd) s-a realizat pe durata mai multor cicluri de
hibridare si a determinat cresteri semnificative ale ratelor de succes pentru fie-
care din cele 12 faze de lucru ale protocolului (Giura, 1993, 1998, 2006; M i -
hailescu sicolab., 1993, 1994, 1995).

La graul comun (7Triticum aestivum L.), imbunatatirile aduse protocolului de
lucru au condus la cresterea valorilor componentelor ce definesc eficienta pro-
ducerii de haploizi prin sistemul Zea. Astfel, numarul de cariopse formate per
spic lucrat s-a dublat, ajungand de la o valoare medie de 9,2 in 1991 la 18,8 in
2002 si 16,5 in 2005, iar valoarea medie de embrioni la 100 flori polenizate a
crescut de la 8,0 in 1991 la 24,7 in 2002 si, respectiv, 24,1 in 2005. in perioada
1991-2005 in programul producerii de haploizi pentru ameliorarea graului co-
mun au fost cuprinse 265 combinatii hibride F1 de la care s-au obtinut 58339
embioni haploizi, din care s-au cultivat in vitro peste 50.000 embrioni. in medie,
la graul comun s-au produs in ultimii ani intre 1500 si 2000 linii dublu haploide
intr-un singur ciclu anual de hibridare grau x porumb, de 30-40 zile.

La graul durum (7riticum durum L.) si triticale incercarile de aplicare a siste-
mului Zea au fost pentru inceput relativ neconcludente din cauza raspusurilor ge-
notipice foarte diferentiate, cele doud specii fiind considerate uneori refractare
la aplicarea sistemului Zea.

Imbunatatirea procedeelor de hibridare ca si aplicarea unor combinatii hor-
monale specifice au condus la cresterea eficientei producerii de haploizi la a-
ceste doud specii (Giura, 2007). Numarul mediu de cariopse formate/spic la
graul durum a crescut de la 11,0 In 1996 la 15,4 in 2004, iar valorile procentuale
ale embrionilor haploizi din florile polenizate a variat de la 6,6 in 1996 la 16,7
in 2004. In cazul speciei triticale numarul mediu de cariopse formate pe spic a
crescut de la 9,6 in 1995 la 15,6 in 2004 iar procentul embrionilor haploizi din
florile polenizate de la 6,4 la respectiv 11,9. Este de asteptat ca perfectionarea
protocolului de lucru sd permita introducerea curentd a sistemului Zea in prac-
tica ameliorarii si la aceste doud specii. Primul soi de grdu durum, GRAN-
DUR, obtinut prin aplicarea sistemului Zea, a fost inregistrat in 2005, iar primele
soiuri de grau comun, FAUR si GLOSA, cu origine haploida, au fost Inregis-
trate Tn 2004, respectiv, 2005.

La orz, valorile medii anuale ale parametrilor componenti ai eficientei pro-
ducerii de haploizi (HPE) au crescut constant, reusindu-se obtinerea de haploizi
si linii DH la scara industriala. La orzul si orzoaica de toamna valorile medii
pentru capacitatea de regenerare in vitro de plante haploide (exprimata prin nu-
marul de haploizi regenerati la 100 embrioni cultivati) au fost cuprinse intre 4,7
(1992) si 41,1(1999). Eficienta producerii de haploizi (numarul de haploizi la
100 flori polenizate) a crescut semnificativ de la 1,2 (1992) la 16,1 (2006) cu
valori maxime de 25,7 la genotipuri de orzoaica de primavara, 27,4 la orzul de
toamna, 31,5 la orzoaica de toamna si 36,6 la orzul golas de primavara. Nu-
marul de haploizi indusi/spic lucrat a manifestat, de asemenea, o evolutie poziti-
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va. In perioada 1992—-1998, valoarea medie pentru acest parametru a fost de 0,7
crescand pana la 2,9 in 2003, iar valorile maxime au fost de 4,7 la orzoaica de
priméavard, 6,7 la orzul de toamna, 7,0 la orzoaica de toamna si de 7,5 la orzul
golas(Mihailescu siGiura, 1998; Giura siMihailescu, 2000).

Sistemul biotehnologic Bulbosum de inducere de haploizi si producere de li-
nii DH a devenit, pe baza rezultatelor obtinute, una din componentele principale
ale programului de ameliorare a orzului. In medie, anual se produc intre 500-
800 linii DH linii de orz si orzoaica de toamna incluse in testari preliminare in
reteaua I.N.C.D.A. Fundulea si in testari finale la I.S.T.I.S. (jumatate din liniile
testate la [.S.T.L.S. au origine haploida).

Programele de inducere de haploizi si producere de linii DH prin sistemele
Zea si Bulbosum la graul comun, graul durum, triticale, orzul si orzoaica de toam-
na si orzul golas au fost incluse in Proiectele Nationale de Cercetare: AGRAL
314, AGRAL 353, BIOTECH 4545, AGRAL33, AGRAL 316 si CEEX 2. In
perioada 2003-2006 cercetarile privind rezultatele aplicarii sistemelor biotehno-
logice Zea si Bulbosum au fost incadrate in Actiunea de Colaborare Europeana
COST 851 («Gametic cells and molecular breeding for crops improvementy).

Incepand cu anul 2001, in cadrul Colectivului de Biotehnologie au fost efec-
tuate cercetari finantate prin proiecte nationale. Astfel, Raducanu si echipa
re a tehnicilor in vitro in ameliorarea lucernei (Medicago sativa L.) pentru rezis-
tenta la excesul ionilor de aluminiu din sol» (Proiect BIOTECH. 60), iar Mo -
raru si echipa au efectuat studii privind «Utilizarea metodelor biotehnologice
pentru obtinerea de genotipuri noi de grau cu rezistentd la stresul termic si hi-
dric» (Proiect BIOTECH. 55). Ambele proiecte au avut ca obiectv prioritar iden-
tificarea si selectia in vitro de genotipuri cu grade sporite de rezistenta la factorii
abiotici studiati, respectiv obtinerea de somaclone de lucerna rezistente la alu-
miniu si linii de preameliorare la grau. Materialul genetic astfel obtinut a fost in-
trodus in programele de ameliorare al speciilor studiate. Au fost obtinute noi
tehnologii de cultura si au fost imbunatatite cele deja existente in vederea cres-
terii randamentului de regenerare si aclimatizare a plantelor la transferul de la
conditii de cultura in vitro la cele in vivo.

Pentru perioada 2006-2008, se afld in derulare proiectul «Studii avansate pri-
ne de Fusarium sp. in lantul trofic plante — animal — om», finantat de Programul
CEEX, Agral 74, proiect care se vrea a fi un «preludiu» pentru accesarea de
fonduri din cadrul programului FP7 (Raducanu si echipa de la IN.C.D.A,,
parteneri: Universitatea Ovidius Constanta si .LN.C.D.O.C. Palas-Constanta).

RESULTS IN PLANT BIOTECHNOLOGY
Summary

In the practice of current breeding as well as modern genetic research, haploid generations are
obtained by using two biotechnological method categories: one of them based on somatic
embryogenesis (androgenesis, microsporogenesis and ginogenesis) and the other based on zygotic
embryogenesis (zygotes produced by intergeneric crossing followed by the elimination of pollinic
partner genome and “haploid embryo saving” by in vitro culture.
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By both method categories, one can achieve:

> fixation of useful genetic variability after the first recombination cycles (F1, F2, F3) by
complete homozygosity in one generation

» acceleration and increasing of selection efficiency (connection/phenotype)

» significant reduction (5-6 years) of period to obtain new varieties

> varieties with double haploid origin are in accordance with EU diversity, uniformity and
genetic stability criteria (DUS)

The programs of haploid induction and double haploid lines production, by systems Zea and
Bulbosum in common and durum wheat, triticale, winter, spring and naked barley were included
in Research National Programs: AGRAL 314, AGRAL 353, BIOTECH 4545, AGRAL 33,
AGRAL 316 and CEEX 2.

During 2003-2006, the research regarding the results of Zea and Bulbosum biotechnological
system application were framed into COST 851 European Collaboration Action (,,Gametic cells
and molecular breeding for crop improvement").

Starting with 2001, research financed by National Projects were performed as part of Bio-
technological team. Thus, Raducanu and research team (2001-2003) were performed research
regarding the possibilities of "Using in vitro techniques in alfalfa (Medicago sativa L.) breeding
for resistance to soil aluminum ion excess" (Project BIOTECH 60), and Moraru et al. were
performed studies regarding ,,Using of biotechnological methods to obtain new winter wheat
genotypes resistant to thermic and hydric stress" (Project BIOTECH 55).

Both project had as main aim the identification and in vitro selection of genotypes with
increased resistance to studied abiotic factors as well as the obtainment of alfalfa somaclones
resistant to aluminum and pre-breeding lines in wheat. The genetic material was introduced in
breeding program of tested species. New crop technologies were obtained and the current ones
were improved to increase the crop regeneration and acclimatization to transfer from in vitro to in
vivo culture conditions.

For 2006-2008 period, the project ,,Advanced studies regarding the possibilities to prevent the
diseases produced by some toxigenic species of Fusarium sp. in plant-animal-human chain",
financed by Program CEEX, Agral 74, as an opportunity to access funds of FP7 Program
(Raducanu and NARDI team, partners : University ,,Ovidius" Constanta and LN.C.D.O.C. Palas -
Constanta).
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