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INTRODUCERE

Cartea Biotehnologii vegetale reprezinta o introducere in domeniul
biotehnologiei aplicate plantelor, oferind o abordare detaliata asupra
tehnologiilor moderne folosite pentru ameliorarea geneticd a plantelor. in
acest context, cartea acopera multiple aspecte, de la tehnicile de cultura in
vitro, pana la metodele avansate de modificare genetica si utilizarea lor.

Tematicile principale abordate se refera la cultura de tesuturi — un
element fundamental in biotehnologia vegetala, utilizat pentru propagarea
rapida si obtinerea de plante in conditii controlate; aplicatii ale culturii de
tesuturi in inmultirea plantelor si ameliorare; despre organismele modificate
genetic si ingineria genetica — tehnica ce permite introducerea de gene
straine in genomul plantelor pentru a obtine specii cu caracteristici noi, cum
ar fi rezistenta la daunatori sau toleranta la erbicide.

Cartea are rolul de a familiariza cititorii cu bazele si rezultatele recente
din biotehnologia vegetald, adresandu-se studentilor, cercetatorilor si
specialistilor din domeniul horticulturii, agronomiei si al biologiei. Printr-o
combinatie de teorie si studii de caz, cartea ofera o imagine asupra modului
in care biotehnologiile vegetale pot transforma agricultura, prezentand nu
doar tehnicile si conceptele de baza, ci si evidentiaza potentialul revolutionar
al acestui domeniu pentru viitorul agriculturii si bioeconomiei.

Prof.univ.dr. Sina Niculina COSMULESCU






CAPITOLUL 1

IMPACTUL BIOTEHNOLOGIILOR iN CULTURA
PLANTELOR

1.1. Introducere
1.2. Istoricul culturilor biotech

1.1. INTRODUCERE

Biotehnologia este un domeniu interdisciplinar care utilizeaza principiile
stiintei si ingineriei pentru a manipula organisme vii sau sisteme biologice in
scopul dezvoltarii de produse, tehnologii sau procese care sa aduca beneficii
societatii umane. Biotehnologiile pot fi aplicate intr-o varietate de domenii,
inclusiv medicing, agricultura, industria alimentara, mediu si energie.

Denumirea de biotehnologie provine de la cuvintele grecesti bios -
viata, tehnikos - tehnici si logos — studiu.

Biotehnologia este o stiinta multidisciplinara si interdisciplinara, ale
carei valente cognitive se amplifica pe masura evolutiei acesteia in timp si
spatiu. Conventia ONU pentru diversitatea biologica defineste biotehnologia
drept: "Orice aplicatie tehnologicd care utilizeaza sisteme biologice, organisme
vii, sau derivate ale acestora, pentru a crea sau modifica produse sau procese
in scopuri bine determinate".

Biotehnologiile vegetale sunt un domeniu al biotehnologiei care se
concentreaza pe utilizarea organismelor vegetale, precum si a tehnologiilor
moleculare si celulare asociate, pentru a rezolva diverse probleme si pentru
a obtine diverse beneficii. Aceste tehnologii au o gama larga de aplicatii,
inclusiv imbunatatirea productiei agricole, cresterea rezistentei plantelor la
boli si daunatori, dezvoltarea plantelor cu calitati nutritive imbunatatite si
adaptarea plantelor la conditii de mediu dificile. Impactul biotehnologiilor in
cultura plantelor este vast si profund, schimband fundamental modul in care
plantele sunt inmultite, ameliorate, cultivate si utilizate in diverse domenii.

Cultura de tesut vegetal este o tehnica importanta in biotehnologia vegetala
si in cercetarea biologica, care implica cresterea si mentinerea tesuturilor vegetale



in conditii controlate in laborator. Aceasta tehnica ofera cercetatorilor
oportunitatea de a studia diverse aspecte ale biologiei plantelor si de a produce
material vegetal pentru diverse aplicatii. Cultura de celule/tesuturi vegetale,
denumita si cultura in vitro, este un instrument important atat in studiile de
cercetare fundamentald, cat si aplicata, dar si cu aplicatiile comerciale.
Termenul de "cultura de tesut vegetal" este in general utilizat pentru
cultura aseptica, in vitro, a celulelor, tesuturilor, organelor si componentelor
acestora in conditii fizice si chimice clar definite. Cele mai timpurii informatii
privind cultura de tesut vegetal au fost oferite de Henri-Louis Duhamel du
Monceau in 1756, care, in timpul studiilor sale de pionierat privind vindecarea
ranilor la plante, a observat formarea calusului (Gautheret, 1985). Baza
teoretica pentru cultura tesuturilor vegetale a fost propusa de Gottlieb
Haberlandt in discursul sau adresat Academiei Germane de Stiinte in 1902 cu
privire la experimentele sale privind cultura celulelor individuale (tabelul 1.1).

Tabelul 1.1. Elemente-cheie din discursul lui Gottlieb Haberlandt la Academia
Germana de Stiinte din 1902

“To my knowledge, no systematically organized
attempts to culture vegetative cells from higher
plants in simple nutrient solutions have been
made. Yet the results of such culture experiments
should give some interesting insight into the
properties and potentialities which the cell as an
elementary organism possesses ..I am not
making too bold a prediction if | point to the
possibility that, in this way, one should
successfully cultivate artificial embryos from
vegetative cells” (Haberlandt 1902)

,Din cunostintele mele, nu au fost facute incercari
organizate sistematic de a cultiva celule
vegetative din plante superioare fin solutii
nutritive simple. Cu toate acestea, rezultatele unor
astfel de experimente de cultura ar trebui sa ofere
0 perspectiva interesanta asupra proprietatilor si
potentialitatilor pe care celula ca organism
elementar le poseda.. Nu fac o predictie prea
indrazneata dacd evidentiez posibilitatea ca, in
acest fel, sa cultivam cu succes embrioni artificiali
din celule vegetative” (Haberlandt 1902)

Vasil, I. K. (2008). A history of plant biotechnology: from the cell theory of Schleiden and Schwann to
biotech crops. Plant cell reports, 27, 1423-1440. https://link.springer.com/article /10.1007/ s00299-008-
0571-4

Un aspect esential al discursului lui Gottlieb Haberlandt a fost
introducerea conceptului de "totipotenta celulara”, care afirma ca orice celula
vegetala, indiferent de tipul sau specializat sau de rolul sau intr-o planta adulta,
are potentialul de a se dezvolta intr-o planta complet functionala, atata timp
cat este plasata intr-un mediu adecvat. Totipotenta celulara se refera la
capacitatea unei celule de a genera toate tipurile de celule necesare pentru a
forma un organism complet. in contextul plantelor, aceasta inseamna c& o
celula de frunza, de radacina sau chiar o celula dintr-un tesut specific poate
deveni, prin conditii adecvate, o planta intreaga. Aceasta notiune a fost
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confirmata prin experimente care au aratat ca celulele vegetale nu sunt fixe in
rolurile lor, ci pot reinvata sa formeze structuri vegetale complexe.

Conceptul de totipotenta a fost esential pentru dezvoltarea culturii de
celule si tesuturi vegetale. Prin aceasta tehnologie, cercetatorii pot izola
celule sau grupuri de celule dintr-o planta si le pot cultiva in medii controlate,
stimulandu-le sa se dezvolte intr-o planta completa. Aceasta tehnica a permis
reproducerea vegetativa si regenerarea plantelor din celule individuale,
contribuind astfel la cercetarea si conservarea speciilor de plante.

Studiile initiale in acest domeniu au inclus cultivarea radacinilor
(culturile de calus), care sunt mase de celule nediferentiate ce pot continua
sa creasca si sa se dezvolte. Ulterior, au fost dezvoltate culturi de embrioni,
care au permis reproducerea plantelor din embrioni izolati, si primele culturi
de calus/tesut, care au fost esentiale pentru explorarea diversitatii si
potentialului celulelor vegetale. Cateva aspecte stiintifice ce au sustinut
aceasta idee sunt prezentate in tabelul 1.2.

Tabelul 1.2. Studii timpurii ce au sustinut dezvoltarea culturii de tesuturi

Gottlieb Haberlandt (1854-1945) a fost un o g Al RS
botanist austriac cu contributii semnificative J { AR
la domeniul stiintific:

e Teoria meristemelor: Haberlandt a
dezvoltat teoria meristemelor, care
sustine ca cresterea plantelor are loc in
regiuni specializate numite meristeme.
Acestea sunt regiuni de tesut cu celule
nediferentiate capabile sa se divida si sa
genereze celule specializate pentru

Diviziunea nucleara mitotica (A-E) si diviziunea
celulara ulterioara (F) in meristemul apical al
unei radacini de ceapa. Acest tesut reprezintd o
diferite organe vegetale. nisa de celule stem care produce continuu noi
celule fiice (Haberlandt 1924).

e Culturd celulara: in 1902, Haberlandt a | In  lucrarea sa din 1905 ,Die
prezentat ideea de a cultiva celule | lichtsinnesorgane der laubblatter”.
vegetale in medii de culturd controlate. ¥
Acesta este considerat unul dintre primii
pasi catre dezvoltarea culturii celulare, o
tehnica esentiala in biologie i
biotehnologie, care permite cresterea
celulelor in conditii de laborator.

e Fiziologie vegetald: Haberlandt a adus
contributii semnificative la intelegerea
fiziologiei plantelor, investigand aspecte
precum raspunsul la stimuli si procesele
de crestere.
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Cultura de tesut vegetal se bazeaza pe cateva aspecte importante:

e lIzolarea explantelor: cultura de tesut vegetal incepe prin prelevarea de
explante, care pot fi fragmente de tesut, muguri, frunze, tulpini sau
radacini. Explantele sunt apoi sterilizate pentru a fi plasate in medii de
culturd in conditii de laborator. in cultura in vitro, expantul este un
fragment de tesut prelevat de la o planta (sau alt organism) care este
folosit ca punct de plecare pentru cresterea unei noi plante sau a unor
celule in conditii de laborator.

e Mediile de cultura: tesuturile vegetale sunt crescute in medii de cultura
speciale care contin toti nutrientii si factorii necesari pentru cresterea si
dezvoltarea acestora. Aceste medii de cultura pot fi lichide sau gelifiate
si pot fi adaptate pentru a indeplini cerintele specifice ale tesuturilor si
organelor vegetale.

e Hormonii de crestere: in culturile de tesuturi vegetale, hormonii de
crestere (auxinele, citokinetine si giberelinele) sunt adaugati la mediile
de cultura pentru a stimula diviziunea celulara, diferentierea si
regenerarea tesuturilor.

Cultura de tesut vegetal permite regenerarea plantelor mature si aceasta
caracteristica poate fi utilizata pentru a produce rapid si eficient noi exemplare
dintr-o planta mama. Cultura de tesut vegetal are o gama larga de aplicatii
practice si de cercetare, cum ar fi producerea de plante rezistente la boli si
daunatori, regenerarea plantelor amenintate sau rare, producerea de plante
transgenice si studiul diferitelor aspecte ale dezvoltarii si fiziologiei plantelor.

De-a lungul timpului biotehnologia a influentat cultura plantelor in
modauri diferite, dintre care enumeram:

o Cresterea rezistentei plantelor la boli si daunatori, ceea ce a dus la
reducerea cantitatii de pesticide si cresterea productivitatii. Prin tehnici
precum ingineria genetica, plantele pot fi modificate pentru a deveni
rezistente la anumiti daunatori si boli. Acest lucru a fost posibil prin
obtinerea plantelor modificate genetic (OMG) care sunt mai rezistente
la boli si daunatori, ceea ce poate duce la reducerea necesitatii de a
utiliza pesticide.

e Ameliorarea calitatii produselor, imbunatatirea caracteristicilor
plantelor, cum ar fi culoarea, textura, gustul si valoarea nutritiva a
fructelor si legumelor.

o Inmultirea plantelor. Biotehnologiile, cum ar fi micropropagarea si
cultura de tesuturi, permit multiplicarea rapida si reproducerea clonala
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a plantelor, permitand productia eficienta a unui numar mare de plante,
identice genetic, intr-un timp scurt.

e Conservarea biodiversitatii. Biotehnologiile pot fi folosite pentru
conservarea unor soiuri de plante traditionale sau rare, prin folosirea
culturilor in vitro, sau pentru a conserva biodiversitatea si pentru a
proteja speciile de plante amenintate cu disparitia. Prin tehnici precum
cultura de tesuturi si conservarea ex situ, plantele rare sau amenintate
pot fi propagate si pastrate in conditii controlate.

e Cercetare si dezvoltare. Biotehnologia ofera cercetatorilor instrumente
avansate pentru a investiga in profunzime caracteristicile plantelor,
pentru a dezvolta noi soiuri si tehnologii inovatoare.

Cu toate acestea, biotehnologia ridica discutii legate de siguranta alimentara,
mediu si etica. Aspectele legate de siguranta alimentara ridica probleme
legate de potentialele efecte secundare asupra sanatatii umane, deoarece
biotehnologia poate implica modificari genetice in plante pentru a
imbunatati productia si rezistenta la boli. in ceea ce priveste impactul asupra
mediului, se considera ca utilizarea plantelor modificate genetic (OMG) poate
avea un impact negativ asupra ecosistemelor, in ceea ce priveste efectele
privind biodiversitatea si sanatatea solului. Se considera ca avand in vedere
culturile rezistente la pesticide ar putea duce la utilizarea intensiva a
pesticidelor. Exista, de asemenea, diverse dileme etice legate de
biotehnologie, cum ar fi modificarea genetica a organismelor pentru a
imbunatati caracteristici precum productivitatea sau rezistenta la boli. De
asemenea, exista intrebari etice legate de drepturile de proprietate
intelectuala asupra organismelor modificate genetic si de accesul la
tehnologiile biotehnologice in tarile in curs de dezvoltare. Avand in vedere
aceste aspecte, este necesar sa existe reglementari specifice pentru a se
asigura ca tehnologiile biotehnologice sunt folosite in mod responsabil si in
beneficiul societatii.

1.2. ISTORICUL CULTURILOR BIOTECH

Istoricul culturilor biotehnologice este legat de evolutia tehnologiilor si
a cunostintelor in domeniul biologiei moleculare si geneticii. Tnceputurile
biotehnologiei moderne pot fi urmarite odata cu descoperirea tehnicii de
recombinare ADN si dezvoltarea primelor tehnologii de inginerie genetica.
Ingineria genetica este o ramura a biotehnologiei care implica manipularea
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directa a materialului genetic (ADN-ul) al organismelor vii pentru a obtine
trasaturi sau caracteristici specifice. Deci, ingineria genetica poate fi definita
ca ansamblu de tehnici ce permit fie introducerea in patrimoniul genetic al
unei celule a uneia sau mai multor gene noi, fie modificarea expresiei
unei/unor gene prezente deja in celula.

Conform Dictionarului, editia a ll-a (1997), ingineria genetica este
definita astfel: Modificare a structurii genetice a unui organism prin interventii
asupra genelor.

Genele transferate sunt denumite transgene. Ingineria genetica mai
este numita uneori si modificare genetica, transformare genetica sau
transgeneza. Produsele obtinute poarta numele de organisme modificate
genetic (OMG) sau organisme transgenice.

O scurta prezentare a istorie biotehnologiilor vegetale incepe cu
evolutia tehnologiilor pentru cultura, regenerarea si transformarea plantelor
care a dus la producerea de culturi transgenice. Procedeele realizate in vitro
in scopul manipularii diferentierii, cresterii si dezvoltarii pantelor, in care sunt
incluse producerea de plante haploide din culturi de antere, regenerarea
plantelor din culturile celulare, izolarea de protoplaste si fuziunea lor, sunt
considerate ca parti integrale ale noii biotehnologii pe care o constituie
culturile de tesuturi si celule vegetale.

Biotehnologia vegetala se bazeaza pe principiul totipotentialitatii
celulelor vegetale, combina integrarea stabild si expresia transgenelor in
celulele vegetale, regenerarea plantelor transformate si transmiterea
mendeliana a transgenelor la descendenta. Totipotenta este definita ca fiind
capacitatea unei celule, indiferent de tesutul din care provine, de a da nastere
la un individ in care sa se restabileasca toate tipurile celulare si, implicit,
tisulare (Bara, 1996). Chiar daca se spune ca Robert Hooke a descoperit celula
in 1665, ideea ca celulele sunt unitati structurale fundamentale ale tuturor
fiintelor vii a venit de la Theodor Schwann (1810-1882), care si-a formulat
teoria in anul 1838. Teoria lui Schwann a fost acceptata pe deplin dupa ce alti
doi biologi germani, Matthias Jakob Schleiden (1804-1881) si Otto Butschli
(1848-1920), au reintrodus conceptul lui Schwann si au descris mitoza in anul
1873. Conceptul de totipotenta este inerent in teoria celulara a lui Schleiden
si Schwann, care formeaza baza biologiei moderne, recunoscand celula ca
unitate primara a tuturor vietuitoarelor. Teoria celulara a fost sustinuta si de
Rudolf Virchow (1821-1902), cunoscut pentru celebrului sau aforism ,omnis
cellula-e cellula” (orice celula provine din alta celula”) (tabelul 1.3).
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Tabelul 1.3. Teoria celulara formulata de Schleiden, Schwann, Virchow

Schleiden (1838): every plant and animal is “an
aggregate of fully individualized, independent,
separate beings”, that is, cells.

Schwann (1839): “Some of these elementary parts
(cells) which do not differ from others, are capable
of being separated from the organism and
continuing to grow independently. Hence we can
conclude that each of the other elementary parts,
each cell, must possess the capacity ...to grow,
and that therefore each cell possesses ..an
independent life, as a result of which it too would
be capable of developing independently, if only
there be provided the external conditions under
which it exists in the organism. We must therefore
ascribe an independent life to the cell. That not
every cell grows, when separated from the
organism, is no more an argument against this
theory than is the fact that a bee soon dies when
separated from its swarm a valid argument
against the individual life of the bee”

Virchow (1858): “Where a cell arises, there must
have been a cell before, even as an animal can
come from nothing but an animal, a plant from
nothing but a plant...nor can any developed tissue
be traced back to anything but a cell”

Schleiden (1838): fiecare planta si animal este ,un
agregat de fiinte complet individualizate,
independente, separate”, adicd celule.

Schwann (1839): ,Unele dintre aceste parti
elementare (celule), care nu difera de altele, sunt
capabile sa fie separate de organism si sa
continue sa creasca independent. Prin urmare,
putem concluziona cé fiecare dintre celelalte parti
elementare, fiecare celuld, trebuie sa aiba
capacitatea... de a creste si ca, prin urmare, fiecare
celulad poseda... o viata independentd, ca urmare
a careia si ea ar fi capabila sa se dezvolte
independent, dacd numai sa fie furnizate
conditiile externe in care exista in organism. Prin
urmare, trebuie sa atribuim celulei o viata
independenta. Faptul ca nu fiecare celula creste,
atunci cand este separatd de organism, nu este
mai mult un argument impotriva acestei teorii
decat este faptul ca o albind moare curand atunci
cand este separata de roiul sau un argument
valabil impotriva vietii individuale a albinei.”

Virchow (1858): ,Acolo unde apare o celul3,
trebuie sa fi existat o celula inainte, la fel cum un
animal nu poate proveni de la nimic altceva decat
un animal, o plantd din nimic altceva decét o
planta... si nici un tesut dezvoltat nu poate fi
urmarit pana la altceva decat o celuld"

Vasil, I. K. (2008). A history of plant biotechnology: from the cell theory of Schleiden and Schwann to
biotech crops. Plant cell reports, 27, 1423-1440. https://link.springer.com/article /10.1007/ s00299-

008-0571-4

Cu toate acestea, validitatea acestor observatii nu a putut fi
demonstrata pana la inceputul secolului al XX-lea deoarece nu existau
tehnologiile necesare si nici informatiile privind cerintele nutritionale ale
celulelor cultivate.

Gottlieb Haberlandt, in anul 1902, a fost primul care a efectuat
experimente menite sa demonstreze totipotenta celulelor vegetale, subliniind
posibilitatile de cultura a tesuturilor vegetale izolate (Bonner, 1936). De la
afirmatiile originale ale lui Haberlandt, s-au dezvoltat metode pentru cultura
de tesuturi si celule, ceea ce a deschis calea pentru studierea si cresterea
plantelor in conditii de laborator, tehnologie ce a avut un impact semnificativ
asupra biotehnologiei si a cercetarii in domeniul plantelor. Ideea sa, prezentata
in anul 1902, a fost numita totipotentialitate: ,teoretic, toate celulele vegetale
sunt capabile sa dea nastere unei plante complete” (Noé, 1934).
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Dezvoltarea mediilor nutritive

Mediile nutritive pentru cultura in vitro sunt compuse dintr-o serie de
componente esentiale care furnizeaza nutrientii si conditiile necesare pentru
a sustine cresterea si dezvoltarea celulelor si tesuturilor intr-un mediu
controlat, in laborator. De-a lungul timpului au fost realizate o serie de
cercetari privind compozitia mediilor de cultura. Primele incercari de culturi
de tesuturi in vitro au avut loc la inceputul secolului al XX-lea, cand
cercetatorii au incercat sa cultive tesuturi vegetale in medii de cultura simple
compuse din apa si cateva substante nutritive esentiale, cum ar fi sarurile
minerale. in anii 1930 si 1940, s-au stabilit medii de baz pentru culturile de
tesuturi, cum ar fi mediul de cultura realizat de Murashige si Skoog (MS), care
contin o gama completa de saruri minerale esentiale pentru cresterea
plantelor. Aparitia informatiilor privind realizarea unor retete complete de
medii nutritive, privind alegerea materialului vegetal si a conditiilor aseptice,
au condus la realizarea unor culturi in vitro la tomate, tutun si morcov (White
1934, 1939; Gautheret 1934, 1939).

Ulterior, s-a observat ca adaugarea unor substante organice, cum ar fi
vitaminele si zaharurile, imbunatateste semnificativ cresterea si dezvoltarea
culturilor de tesuturi, astfel ca mediile de cultura au fost completate cu
compusi organici. Pe masura ce cercetarea in domeniul culturilor de tesuturi
a avansat, mediile de cultura au fost optimizate si adaptate la diferite specii
de plante, organe sau tesuturi si la diverse stadii de dezvoltare. Au fost
dezvoltate medii specializate pentru culturile de tesuturi, cum ar fi medii
pentru embriogeneza somatica sau culturile de celule. Progresul in
tehnologia chimica si in intelegerea nevoilor plantelor a dus la dezvoltarea
de medii de cultura tot mai avansate, care contin adesea factori de crestere
si hormoni specifici, precum auxinele si citokinetine, pentru a controla diferite
aspecte ale dezvoltarii plantelor in cultura.

Acidul 3-indolilacetic este primul hormon care a fost descoperit.
Descoperirea rolului pe care il are acidul 3-indolilacetic in cresterea plantelor,
predominant prin alungirea celulelor, iar in concentratii mai mici si prin
multiplicarea acestora (Thimann1935), a condus la incorporarea sa in mediul de
cultura in vitro (White 1943, Gautheret 1985). Mediul dezvoltat de White (1943)
a fost utilizat pe scara larga pana la mijlocul anilor 1960. in aceastd perioada
studiile realizate privind rolul mineralelor si altor componente in cresterea
tesuturilor vegetale (Hildebrandt si colab. 1946, Heller 1953), au demonstrat
necesitatea unui nivel mai crescut de saruri minerale in mediu (Ozias-Akins si
Vasil 1985). Descoperirea rolului pe care il au substante anorganice in cresterea

16



tesuturilor vegetale, a condus la dezvoltarea celei mai utilizate retete de solutie
nutritiva pentru culturile de tesuturi vegetale: Murashige si Skoog (Murashige si
Skoog 1962). Principalele caracteristici ale mediului Murashige & Skoog (MS)
sunt nivelurile ridicate de compusi anorganici, fier chelat pentru a-l face mai mult
stabil si disponibil in timpul vietii culturilor si un amestec de patru vitamine si
mio-inozitol (Tabelul 1.4). Astazi, mediul MS este unul dintre cel mai folosit in
cultura in vitro si este disponibil in comert.

Descoperirea citokinetinelor si rolul lor in morfogeneza

Descoperirea citokinetinelor (din greaca, "cytokinesis" inseamna
"diviziune celulara") si intelegerea rolului lor in morfogeneza au reprezentat
un pas semnificativ in biologia plantelor si in cercetarea culturilor de tesuturi.
Citokinetinele sunt o clasa de hormoni vegetali care joaca un rol crucial in
reglarea cresterii si dezvoltarii plantelor, inclusiv in procese precum
diviziunea celulara, diferentierea si formarea de organe etc., avand in plante
un rol multiplu si complex. Citokinetinele s-au izolat din laptele de cocotier
(Cocos nucifera) si din diferite extracte de flori si fructe. Rolul citokinetinelor
in cultura in vitro a fost observat prin adaugarea la mediu nutritiv a unor
extracte de plante, efectul benefic al laptelui de cocos asupra culturilor de
tesuturi a fost prezentat pentru prima data de van Overbeek si colab. (1941).

Tabelul 1.4. Compozitia mediului Murashige si Skoog
Ingrediente, cantitate per litru
Macroelemente
Ammonium nitrate (NH4NO3) 1650 mg/I
Calcium chloride (CaCl2 - 2H20) 440 mg/I
Magnesium sulfate (MgSO4 - 7H20) 180,7 mg/I
Monopotassium phosphate (KH2PO4) 170 mg/I
Potassium nitrate (KNO3) 1900 mg/I.
Microelemente

Vitamie si compusi
organici
Myo-Inositol 100 mg/I
Nicotinic Acid 0,5 mg/I
Pyridoxine - HCI 0,5

o mg/!
Boric acid (H3BO3) 6,2 mg/I L
Cobalt chloride (CoCI2 - 6H20) 0,025 mg/I Th'argl'”;n:g'rg'1 /lmg/ !
Ferrous sulfate (FeSO4 - 7H20) 27,8 mg/I Try tone 1 g/l
Manganese(ll) sulfate (MnSO4 - 4H20) 2,.3 mg/I yp . 9
(optional)

Potassium iodide (KI) 0,83 mg/I
Sodium molybdate (Na2MoO4 - 2H20) 0,25 mg/I
Zinc sulfate (ZnSO4-7H20) 8,6 mg/I
Ethylenediaminetetraacetic acid ferric sodium (FeENaEDTA)
36,70 mg/L
Copper sulfate (CuSO4 - 5H20) 0,.025 mg/!

Indole Acetic Acid 1-30
mg/| (optional)
Kinetin 0.04-10 mg/I
(optional)
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Descoperirea citokinetinelor a avut loc in 1955 cand Miller, Skoog, von
Saltza si Strong, lucrand in laboratoarele Skoog si Strong de la Universitatea
din Wisconsin, au izolat o substanta numita ,kinetina” (6-furilaminopurina,
C10HIN50) dintr-o proba autoclavata de ADN de sperma de hering si a
demonstrat ca este foarte activa in promovarea mitozei si a diviziunii celulare
in tesutul calusului de tutun in vitro (Moore & Moore, 1989). Kinetina, ca
factor de diviziune celularg, a fost prezentat si de Miller si colab. (1955).

Studii ulterioare au condus la izolarea naturala, dar si la sinteza unor
citokinetine, la elucidarea rolului lor in diviziunea celulara si dezvoltarea
mugurilor, dar si la utilizarea lor extinsa in cultura in vitro determinand
suprimarea dominantei apicale la muguri, rezultand dezvoltarea unor lastari
axilari (Okazawa si colab. 1967). Kinetina este folosita in cultura de celule si
tesuturi vegetale pentru inducerea formarii calusului (impreuna cu auxina) si
pentru regenerarea lastarilor din calus (cu concentratie mai mica de auxina)
(Duszka si colab. 2009).

in anii urmatori, cercetatorii au identificat si izolat o serie de compusi
chimici care au activitatea biologica a citokinetine. Printre acestea se numara
zeatina, kinetina, benziladenina si tirozina.

Cultura de celule vegetale

Cultura de celule vegetale este o tehnica importanta in biotehnologie
si cercetarea biologica, care implica cresterea si mentinerea celulelor vegetale
in conditii controlate in laborator. Aceasta tehnica ofera cercetatorilor
oportunitatea de a studia diverse aspecte ale biologiei plantelor, precum si
de a produce material vegetal pentru diverse aplicatii.

Cultura de celule implica urmatoarele etape: (1) prelevarea de explante,
care pot fi fragmente de tesut, muguri sau celule individuale din plantele
mama, ce sunt apoi tratate pentru a izola si a cultiva celulele vegetale in
conditii de laborator; (2) celulele vegetale sunt crescute in medii de cultura
speciale (lichide sau gelifiate) care contin toti nutrientii si factorii necesari
pentru cresterea si dezvoltarea acestora; (3) pentru a stimula cresterea si
dezvoltarea celulelor vegetale in cultura, pot fi adaugati factori de crestere si
hormoni, cum ar fi auxinele, citokinetine si giberelinele.

Cultura de celule poate fi folosita in mai multe directii, printre care: (1)
regenerarea plantelor mature din celule individuale sau fragmente de tesut;
(2) studiul proceselor fiziologice si genetice ale plantelor in conditii controlate
si reproductibile, pentru a investiga reglarea expresiei genelor, metabolismul
secundar al plantelor si raspunsul plantelor la factori de stres; (3) productia
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de metaboliti si produsi secundari valorosi, cum ar fi alcaloizii, antioxidantii
sau substantele medicinale. Aceasta capacitate poate fi exploatata pentru
producerea de material vegetal de interes comercial sau medicinal. Desi este
posibila obtinerea unor substante in culturi continue in bioreactoare
(McDonald si colab. 1995, Sasson si colab. 1992, Scott si Dougall, 1987),
folosirea acestei tehnologii a fost limitata din cauza problemelor tehnice si
biologice si costurilor ridicate.

Embriogeneza somatica

La plante, embriogeneza somatica poate fi definita ca un proces de
dezvoltare a celulelor somatice, care in urma unor transformari biochimice si
morfologice vor da nastere unor structuri asemanatoare embrionului zigotic
(Deliu si colab. 2020). De la descrierea initiala a productiei de embrioni
somatici din celule de calus de morcov (Steward si colab. 1958), acest
potential unic de dezvoltare a fost recunoscut atat ca o cale importanta de
regenerare a plantelor din sisteme de cultura celulara, dar si ca model
potential pentru studiul timpuriu al unor evenimente reglatoare si
morfogenetice in embriogeneza plantelor. Initierea unor culturi
embriogenice a devenit o parte integranta a biotehnologiei plantelor, atat
pentru multiplicare, cat si pentru studiile care privesc producerea de plante
transgenice. Una din principalele caracteristici a culturilor embriogene este
ca plantele derivate din acestea sunt predominant normale si lipsite de orice
variatie fenotipica sau genotipica.

Primele observatii legate de embriogeneza somatica au fost facute la
inceputul anilor 1900. Cercetatorii au observat ca unele specii de plante pot
regenera organe si tesuturi din celule individuale sau fragmente de tesut in
conditii de culturd in vitro. In perioada 1950-1960, au fost realizate progrese
semnificative in intelegerea proceselor de diferentiere celulara si de
regenerare a plantelor. S-a descoperit ca anumite substante chimice si
conditii de cultura pot stimula formarea de embrioni si plante din celule
vegetale nediferentiate. Culturile embriogene au fost descrise mai intai in
calus si culturi in suspensie la morcov, cultivate pe medii care aveau in
continut lapte de cocos (Reinert 1958).

in perioada anilor 1970, embriogeneza somaticd a devenit o tehnica
cunoscuta in domeniul biotehnologiei si ameliorarii plantelor, iar cercetatorii
au inceput sa exploreze modul in care se poate controla si manipula procesul
de regenerare a plantelor din celule somatice in cultura. Mai apoi, in perioada
1980-1990 au fost dezvoltate protocoale si metode standardizate pentru
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regenerarea plantelor din celule somatice si pentru producerea de plante
transgenice. Culturi embriogene au fost obtinute pe diferite medii, la o mare
varietate de specii (Zimmerman 1993, Loyola-Vargas & Ochoa-Alejo 2016).
Acidul 2,4-diclorfenoxiacetic (2,4-D) este necesar pentru initierea culturii
embriogene; embrionii somatici se dezvolta atunci cand astfel de culturi sunt
transferate pe medii cu continut foarte scazut sau deloc de 2,4-D.
Modalitatile posibile de formare a embrionilor somatici sunt prezentate in
figura 1.1.

Figura 1.1. Dezvoltarea
somatica a embrionului
poate fi initiata de la
celule somatice
diferentiate (gri deschis)
sau din celule stem
asemanatoare
periciclului (gri inchis) si
poate continua prin cai
directe (1,3) sau
indirecte (2,4) in vitro
(1,2) sau in planta (3,4).
(Fehér, 2019).

Embriogeneza somatica poate incepe cu inducerea de celule
totipotente unice (galben) care formeaza proembrioni (verde inchis) in urma
unei prime diviziuni (1). Embrionii somatici pot fi organizati pe suprafata
calilor embriogeni din mai multe celule (2). Embriogeneza somatica poate fi
directa (3) sau indirecta (4). Daca acest proces incepe intr-o singura celula
embriogena (3), atunci celula respectiva poate fi considerata totipotenta
(galben cu linii de culoare verde inchis), dar modelul sau de expresie este
probabil diferit de cel al unei ipotetice celule totipotente ,asemanatoare
zigotului” (galben; in procesele 1) (Figura 1.1). Embriogeneza somatica a fost
utilizata pentru a produce plante transgenice care contin gene straine
introduse prin tehnici de inginerie genetica. Cercetatorii continua sa dezvolte
si sa optimizeze protocoalele si metodele de embriogeneza somatica pentru
a produce plante transgenice si pentru a rezolva probleme specifice
agriculturii si securitatii alimentare.
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